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DESCRIPCION
Anticuerpos para MUC16 y métodos de uso de los mismos
Campo de la invencién

La invencion se refiere a anticuerpos, y fragmentos de union a antigeno de los mismos, que se unen
especificamente a un polipéptido, o parte antigénica del mismo, en el que el polipéptido se selecciona de a)
polipéptido de ectodominio de MUC16, b) polipéptido de dominio citoplasmatico de MUC16 y c) polipéptido de
dominio extracelular de MUC16 que contiene un polipéptido de bucle de cisteina. Los anticuerpos de la invencion y
composiciones que los contienen son Utiles en aplicaciones de diagnéstico y terapéuticas para enfermedades en las
que MUC16 esta sobreexpresado, tales como cancer.

Antecedentes de la invencion

En el diagnoéstico de varios canceres se usan marcadores de superficie celular y antigenos desprendidos. Por
ejemplo, el antigeno CA125, reconocido por el anticuerpo OC125, es un antigeno en circulacién, especifico de tejido
expresado en cancer ovarico. El antigeno CA125 esta codificado por el gen de MUC16, clonado por Lloyd y Yin. El
gen de longitud completa describe una proteina mucina unida a complejo presente principalmente en diversos
tejidos ginecologicos, especialmente neoplasias. OC125 y otros anticuerpos relacionados reaccionan con antigenos
dependientes de glucosilacion presentes exclusivamente en la parte escindida de la molécula.

Un ensayo de suero puede detectar niveles elevados del antigeno CA125 en circulacion en muchos pacientes con
cancer ovarico epitelial, y este antigeno, derivado usando la linea celular ovarica OVCA433, es reconocido por el
anticuerpo OC125 (1-2). La deteccion de CA125 en circulacion en suero ha demostrado ser una herramienta util
para el control de los pacientes con cancer ovarico y ensayos clinicos (3-4). Sin embargo, CA125 no es
suficientemente sensible ni especifico para exploracion de cancer general (5-6). Se ha definido posteriormente
diversos anticuerpos unidos a CA125 incluyendo VK8 y M11 como presentes en células de cancer ovarico (7-9).
Aunque estos anticuerpos se han usado para desarrollar ensayos en suero y diversos otros estudios en cancer
ovarico, tienen defectos significativos para uso clinico en la exploracion o suministro tisular. Estos anticuerpos no
son utiles como herramientas de exploracion, ni pueden detectar el fragmento proteico de MUC16 residual préximo
después de la escision. Esto ha limitado sus aplicaciones de diagnéstico y terapéuticas.

Por ejemplo, OC125, M11, y la mayoria de otros anticuerpos preparados contra extractos celulares de cancer
ovarico se dirigen a antigenos complejos, dependientes de glucosilacion. Estos antigenos estan exclusivamente
presentes en la parte desprendida de MUC16 y no pueden emplearse para seguir la biologia de la parte préxima de
MUC16 y pueden no reflejar con precision la distribucion tisular ya que los patrones de glucosilacién pueden variar
sustancialmente entre tejidos. Debido a que la amplia mayoria de anticuerpos reactivos para MUC16, incluyendo
0C125, reaccionan con el antigeno dependiente de glucosilacion presente exclusivamente en la parte escindida de
la molécula, la verdadera distribucion de la expresion de MUC16 se desconoce (21). No existe en la actualidad
ningun anticuerpo disponible para seguir el destino del fragmento proteico de MUC16 restante después de la
escision y liberacion de CA125.

El documento US 2004/057952 desvela anticuerpos anti MUC16 que se unen a la regién no desprendida
extracelular C terminal de MUC16.

Por lo tanto, sigue existiendo la necesidad de identificacion de anticuerpos que se dirigen contra secuencias en la
cadena principal peptidica de MUC16, y que son Utiles para el diagnéstico y tratamiento de canceres en los que se
expresa y/o sobreexpresa MUC16.

Sumario de la invencion

La invencion proporciona un anticuerpo, o un fragmento de union a antigeno del mismo, que se une especificamente
a un polipéptido, o parte antigénica del mismo, en donde el polipéptido es TLDRSSVLVDGYSPNRNE (SEQ ID NO:
02). En una realizacién, el anticuerpo se internaliza en una célula. En otra realizacién, el anticuerpo carece de unién
especifica con un dominio extracelular de MUC16 glucosilado. El anticuerpo se une especificamente al polipéptido 2
(SEQ ID NO: 02) del polipéptido de ectodominio de MUC16, y en el que el anticuerpo comprende una cadena
pesada variable (V) codificada por SEQ ID NO: 06 y una cadena ligera variable (VL) codificada por SEQ ID NO: 07.
En una realizacién alternativa, el anticuerpo se selecciona del grupo de un anticuerpo quimérico, un anticuerpo
monoclonal, un anticuerpo recombinante, un fragmento de unién a antigeno de un anticuerpo recombinante, un
anticuerpo humanizado y un anticuerpo presentado en la superficie de un fago. En otra realizacion, el fragmento de
unién a antigeno se selecciona del grupo de un fragmento Fab, un fragmento F(ab’)2 y un fragmento Fv. En una
realizacion alternativa, el anticuerpo, o fragmento de union a antigeno del mismo, se une covalentemente a un
agente citotoxico o un profarmaco de un agente citotdxico. En una realizacién preferida, el anticuerpo es un
anticuerpo monoclonal producido por una linea celular de hibridoma.
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La invencién también proporciona un anticuerpo monoclonal aislado, o un fragmento de unién a antigeno del mismo,
producido por una linea celular de hibridoma, en donde el anticuerpo se une especificamente a un polipéptido, o
parte antigénica del mismo. El polipéptido de ectodominio de MUC16 comprende Polipéptido 2 (SEQ ID NO: 02) y en
el que el anticuerpo puede ser 4H11.2.5. La invencién proporciona adicionalmente una composicién que comprende
(a) uno cualquiera o mas de los anticuerpos, o fragmentos de unién a antigeno de los mismos, que se describen en
el presente documento y (b) un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La invencién también proporciona una linea celular de hibridoma que produce un anticuerpo monoclonal que se une
especificamente a un polipéptido, o parte antigénica del mismo, como se define en el presente documento.

La invencion ensefia adicionalmente un método para detectar una enfermedad que comprende sobreexpresion de
MUC16 en un sujeto, que comprende a) proporcionar i) una muestra de un sujeto y ii) uno cualquier o mas de los
anticuerpos, o fragmentos de unién a antigeno de los mismos, que se describen en el presente documento, b) poner
en contacto la muestra con un anticuerpo en condiciones para la unién especifica del anticuerpo con su antigeno y
c) detectar un nivel aumentado de unién del anticuerpo con la muestra en comparacion con una muestra de control
sin la enfermedad, detectando de este modo la enfermedad en el sujeto. En una realizacién, la enfermedad es
cancer. En una realizacion preferida, el cancer se selecciona del grupo de cancer ovarico y cancer de mama.
Aunque sin pretender limitar el método de deteccion, en una realizacion, la detecciéon de unién del anticuerpo con la
muestra es inmunohistoquimica, ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), separacion de células
activadas por fluorescencia (FACS), transferencia de Western, inmunoprecipitacién y/o captura de imagenes
radiograficas.

También se proporciona en el presente documento un método para tratar una enfermedad que comprende
sobreexpresion de MUC16, que comprende administrar a un sujeto que tiene la enfermedad una cantidad
terapéuticamente eficaz de uno cualquiera de los anticuerpos, o fragmentos de unién a antigeno de los mismos, que
se describen en el presente documento. En una realizacion, la enfermedad es cancer, como se ejemplifica por
cancer ovarico y cancer de mama.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: Tres péptidos carboxilo terminal MUC16 se sintetizaron en la Instalacién Central de Microquimica de
MSKCC. EIl Polipéptido 1 esta cerca del sitio de escision potencial, el Polipéptido 2 esta antes de la
transmembrana y el Polipéptido 3 es el péptido interno, que esta dentro de la transmembrana.

Figura 2: Comparacion de tinciéon de carcinomas ovaricos serosos de grado alto usando OC125 (panel izquierdo)
y 4H11 (panel derecho).

Figura 3: Puntuacién inmunohistoquimica de OC125 y 4H11 en micromatrices tisulares de carcinoma seroso
ovarico de alto grado. Solamente se considerd positiva la tincion membranosa y/o citoplasmatica. Puntuacion O:
sin tincién; Puntuacion 1: <5 % fuerte o débil; Puntuacion 2: 5-50 % fuerte o débil; Puntuacion 3: 51-75 % fuerte o
51-100 % débil; Puntuacion 4: 76-99 % fuerte; Puntuacion 5: 100 % fuerte. Figura 3A: OC125 (Puntuacioén 0);
Figura 3B: OC125 (Puntuacion 1); Figura 3C: OC125 (Puntuacion 2); Figura 3D: OC125 (Puntuacién 3); Figura
3E: OC125 (Puntuacion 4); Figura 3F: OC125 (Puntuacion 5); Figura 3G: 4H11 (Puntuacién 0); Figura 3H: 4H11
(Puntuacion 1); Figura 3H: 4H11 (Puntuacién 2); Figura 3J: 4H11 (Puntuacioén 3); Figura 3K: 4H11 (Puntuacion
4); Figura 3L: 4H11 (Puntuacién 5).

Figura 4: Analisis de transferencia de Western. Figura 4A: analisis de transferencia de Western de proteina de
fusion GST-AMUC16°''* con anticuerpos monoclonales 9C9.21.5.13 y 4H11.2.5. Figura 4B: analisis de
transferencia de Western de extracto de proteinas SKOV3-phrGFP-AMUC16°'"4 y SKOV3-phrGFP-AMUC 16334 y
explorados con anticuerpos monoclonales 9C9.21.5.13 y 4H11.2.5.

Figura 5A: Afinidad de union de anticuerpos monoclonales del extremo carboxilo terminal de MUC16 en células
OVCARZ3 (Paneles A-D). Figura 5B: internalizacion de anticuerpos monoclonales 4H11 y OC125 radiomarcados
en células transfectadas estables SKOV3-phrGFP-AMUC16°334,

Figura 6A-D: Comparacion de intensidades de tincién de anticuerpos monoclonales OC125 y 4H11 en
micromatrices tisulares que contienen canceres de préstata (2A, concordante), pulmén (2B, discordante), mama
(2C, discordante) y pancreas (2D, discordante).

Figura 7: Se realizé analisis de FACS como se describe en la seccién de Material y Métodos con anticuerpos
comerciales y anticuerpos monoclonales de extremo carboxilo terminal de MUC16 en lineas celulares
transfectadas estables OVCAR3 wt, SKOV3-phrGFP-AMUC16°'"* y SKOV3-phrGFP-AMUC 16334,

Figura 8: Secuencia de nucleétidos que codifica cadena pesada variable de anticuerpo (VH) y cadena ligera
variable de anticuerpo (VL). (A) 4A5 V4 (SEQ ID NO: 04), (B) 4A5 VL (SEQ ID NO: 05), (C) 4H11 Vu (SEQ ID NO:
06), (D) 4H11 VL (E) 9B11 V1 (SEQ ID NO: 08), (F) 9B11 VLa (SEQ ID NO: 09), (G) 9B11 VLs (SEQ ID NO: 10),
(H) 24B3 VH (SEQ ID NO: 11), (I) 24B3 VL (SEQ ID NO: 12).

Figura 9: (A) MUC16 de Homo sapiens (GenBankNP_078966) (SEQ ID NO: 13), (B) Polipéptido 1 (SEQ ID NO:
01), (C) Polipéptido 2 (D) SEQ ID NO: 3 (SEQ ID NO: 03), (E) dominio transmembrana (SEQ ID NO: 14), (F)
Polipéptido 4 (SEQ ID NO: 15) que contiene un péptido de bucle de cisteina (SEQ ID NO: 19).

Figura 10: Esquema de la estructura de MUC16.

Figura 11. Disefio y analisis in vitro de CAR dirigidos a MUC-CD. (A) Diagrama esquematico de los vectores
retrovirales de primera generacion 4H11z y segunda generacion 4H11-28z. 4H11scFv: scFv especifico de
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MUC16 derivado de las regiones variables de cadena pesada (Vu) y ligera (VL) del anticuerpo monoclonal 4H11;
CD8: dominios de bisagra y transmembrana de CDS8; CD28: dominios de sefializacion transmembrana y
citoplasmaticos de CD28; cadena ¢: dominio de sefalizacion citoplasmatico de cadena ¢ del receptor de linfocitos
T; LTR: repeticion terminal larga; caja negra: secuencia lider de CD8; caja gris: enlazador de (GlysSer)s; las
flechas indican el inicio de la transcripcion. (B) analisis de FACS de linfocitos T humanos transducidos de forma
retroviral para expresar el CAR 4H11z o 19z1. (C) Los linfocitos T 4H11z* pero no los 19z1* se expanden en
AAPC 3T3 (MUC-CD/B7.1). Se cocultivaron CAR* en monocapas de AAPC 3T3 (MUC-CD/B7.1) a 3 x 10°
linfocitos T CAR*/pocillo de una placa de 6 pocillos. Proliferacion de linfocitos T CAR*, normalizada con respecto
a la fraccion de linfocitos T CAR* como se evalué por FACS para la fraccion CAR* en combinacién con recuentos
de linfocitos T viables obtenidos los dias 2, 4 y 7, como se evalué por ensayos de exclusion de azul de tripano.
Figura 12. Comparacion in vitro de linfocitos T modificados para expresar el CAR 4H11z de primera generacion
con linfocitos T modificados para expresar el CAR 4H11-28z coestimulante de segunda generacién. (A) Los
linfocitos T CAR* se cocultivaron en monocapas de MUC-CD con (panel derecho) o sin B7.1 (panel izquierdo).
Se cocultivaron 3 x 10° CAR* en monocapas de AAPC en placas de cultivo tisular de 6 pocillos en medio sin
citocinas. Los recuentos de linfocitos T viables totales se evaluaron los dias 2, 4 y 7, mediante ensayos de
exclusion de azul de tripano. Los linfocitos T 4H11-28z* se expandieron notablemente en comparacion con
linfocitos T 4H11z* tras cocultivo con AAPC 3T3 (MUC-CD), **p=0,0023 (4H11z en comparacién con 4H11-28z).
Por el contrario, los linfocitos T tanto 4H11z* como 4H11-28z* se expandieron de forma similar en AAPC 3T3
(MUC-CD/B7.1), p=0,09, (4H11z en comparacién con 4H11-28z). Los linfocitos T 19-28z* de control no
proliferaron en 3T3 (MUC-CD), **p=0,0056 (19-28z en comparacién con 4H11z), **p=0,0011 (19-28z en
comparacién con 4H11-28z), o en 3T3 (MUC-CD/B7.1), **p=0,0026 (19-28z en comparacion con 4H11z),
**p=0,0087 (19-28z en comparacion con 4H11-28z). (B) Los linfocitos T 4H11-28z* pero no 4H11z* secretan IL-2
tras cocultivo con AAPC 3T3 (MUC-CD). Los sobrenadantes de cultivo tisular el dia 2 después de la activacion
en AAPC 3T3 (MUC-CD) se analizaron con respecto a secrecion de citocinas. Los linfocitos T 4H11-28z*, a
diferencia de los linfocitos T 4H11z*, demostraron secrecidon potenciada de IL-2 coherente con la coestimulacion
de linfocitos T mediada a través de CAR 4H11-28z. ***p=0,0008 (19z1 o 19-28z en comparacion con 4H11z),
**p=0,0026 (19z1 o0 19-28z en comparacion con 4H11-28z), **p=0,0046 (4H11z en comparacioén con 4H11-28z).
Ademas, los linfocitos T tanto 4H11-28z* como 4H11z* secretaron IFNy. *p=0,011 (4H11z en comparacién con
4H11-28z). Los linfocitos T de control 19z1 y 1928z transducidos no consiguieron secretar IL-2 o IFNy.
**p=0,0034 (1921 en comparacién con 4H11z), **p=0,036 (19-28z en comparacion con 4H11z), ***p=0,0008 (19-
28z en comparacion con 4H11-28z). (C) Expansion de linfocitos T CAR* después de 3 ciclos de estimulacién en
3T3 (MUC-CD/B7.1). Los linfocitos T humanos transducidos para expresar CAR 4H11z o0 4H11-28z demostraron
una expansion >2 log durante 2 ciclos de estimulacién en AAPC 3T3 (MUC-CD/B7.1). Las flechas indican los
ciclos 1y 2 de reestimulacion en AAPC. (D) Analisis de FACS de la fraccién de linfocitos T CAR* de linfocitos T
4H11-28z* aumentados después de cada ciclo semanal de estimulacion. (I) FACS después de transduccién
inicial, (II) FACS a los 7 dias después de la primera estimulacion en AAPC, (lll) FACS a los 7 dias después de la
segunda estimulaciéon en AAPC. Estos datos son representativos de uno de tres experimentos diferentes usando
tres poblaciones de linfocitos T donadoras sanas diferentes, todas las cuales demostraron patrones de secrecion
de citocinas y proliferacion similares.

Figura 13. Los linfocitos T dirigidos a MUC-CD se expanden especificamente y lisan células tumorales MUC-CD".
(A) El ensayo de citotoxicidad de linfocitos T 4H1z* y 4H11-28z* que se dirigen a células tumorales OV-CAR
(MUC-CD) demuestra citotoxicidad eficaz mediada por linfocitos T de donantes sanos modificados para expresar
los CAR dirigidos a MUC-CD de primera y segunda generacion. Los linfocitos T de control modificados para
expresar las CAR 19z1 y 19-28z dirigidos a CD19 de primera y segunda generaciéon no consiguieron demostrar
lisis significativa de células tumorales diana. (B) Linfocitos T donadores sanos modificados para expresar el CAR
4H11-28z lisan igualmente células tumorales MUC-CD* derivadas de liquido ascitico de pacientes primarios en
comparacion con linfocitos T modificados para expresar el CAR 19-28z de control. Estos datos representan 1 0 3
experimentos que se dirigen a células tumorales primarias de 3 pacientes de carcinoma ovarico con resultados
similares. (C) Linfocitos T autologas aislados de sangre periférica, cuando se modifican con el CAR 4H11-28z,
muestran lisis significativa de células tumorales derivadas de liquido ascitico MUC-CD* autélogas en
comparacion con linfocitos T autoélogos 19-28z* de control. Estos datos representan 1 de 3 experimentos que
utilizan linfocitos T y células tumorales autélogas de 3 pacientes de carcinoma ovarico diferentes con resultados
similares. (D) Proliferacion especifica de antigenos de linfocitos T marcados con CFSE dirigidos a MUC-CD
después de cocultivo con células tumorales OV-CAR3 (MUC-CD). Se cocultivaron linfocitos T CAR* marcadas
con CFSE con células tumorales OV-CAR3 que expresaban MUC-CD a una relacion 1:1 durante 5 dias. Se
evalud la proliferacion de linfocitos T marcados con CFSE mediante FACS lo que demostré proliferacion eficaz
de linfocitos T tanto 4H11z* como 4H11-28z* pero no linfocitos T 19-28z* de control. (E) Los resultados de CFSE
se confirmaron adicionalmente por los numeros de linfocitos T absolutos evaluados los dias 2, 4 y 7 después de
cocultivo con células tumorales OV-CAR3(MUC-CD). (F) Analisis de FACS de la expresion de 4-1BBL en células
OVCAR3(MUC-CD). Se tifieron células OV-CAR3(MUC-CD) con anticuerpo 4-1BBL anti humano (linea gruesa) o
con control de isotipo (linea fina). El analisis de FACS demostrd expresion de 4-1BBL en células tumorales OV-
CAR3(MUC-CD). Analisis de FACS adicionales no consiguieron revelar expresion de los ligandos coestimulantes
B7.1, B7.2 u OX-40L.

Figura 14. Erradicacion de tumores OV-CAR3(MUC-CD) después del tratamiento intraperitoneal con primera y
segunda generacion de linfocitos T dirigidos a MUC-CD. (A) Inyeccion intraperitoneal de tumores OV-
CAR3(MUC-CD) en ratones Beige SCID da como resultado distensiéon abdominal y tumores peritoneales
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nodulares. Se inyectd a ratones Beige SCID por via intraperitoneal 3x10® células OV-CAR3(MUC-CD). A las 5
semanas después de inyeccion intraperitoneal de células tumorales OV-CAR3(MUC-CD), los ratones
desarrollaron ascitis como se demuestra por un abdomen distendido (panel central) en comparacién con un ratén
sin tumor (panel izquierdo). La visualizacién post mortem del peritoneo demuestra masas tumorales nodulares
(flechas) dentro de la cavidad abdominal (panel derecho). (B) Inyeccion intraperitoneal de linfocitos T 4H11z* y
4H11-28z" retardan la progresion tumoral o erradican completamente la enfermedad. La curva de supervivencia
de Kaplan-Meier de ratones Beige SCID tratados con primera o segunda generacion de linfocitos T dirigidos a
MUC-CD. Se infundi6 a ratones Beige SCID ip 3x10° células tumorales OV-CAR3(MUC-CD) el dia 1 seguido de
3x107 de linfocitos T 4H11z* 0 4H11-28z* el dia 2. Todos los ratones no tratados o ratones tratados con linfocitos
T 19z1* de control desarrollaron tumores establecidos y se sacrificaron al dia 50. Por el contrario, el 27 % de los
ratones tratados con linfocitos T 4H11z* 0 4H11-28z* permanecieron sin pruebas clinicas de enfermedad el dia
120. *p=0,01 (4H11z en comparacion con 19z1), **p=0,0023 (4H11-28z en comparacién con 19z1), p=0,63
(4H11z en comparacién con 4H11-28z).

Figura 15. Linfocitos T 4H11-28z* dirigidos a MUC-CD se transportan con éxito a tumores OV-CAR3(MUC-
CD/GFP-FFLuc) ip después de infusion intravenosa sistémica que da como resultado una eficacia antitumoral
igualmente eficaz en comparaciéon con ratones portadores de tumores tratados con 4H11-28z* ip. (A) Curva de
supervivencia de Kaplan-Meier de ratones Beige SCID tratados ip o iv con linfocitos T 4H11-28z*. Se inyecté a
ratones Beige SCID por via intraperitoneal 3x10° células tumorales OV-CAR3(MUC-CD/GFP-FFLuc) seguido de
infusion iv o ip de 3x107 linfocitos T 4H11-28z*. La erradicacion tumoral se potencia después de infusion ip o iv
de linfocitos T 4H11-28z* en comparacion con ratones tratados con control. Los ratones tratados con linfocitos T
4H11-28z" tanto ip como iv mostraron supervivencia estadisticamente potenciada (***p<0,0001 y **p=0,0038,
respectivamente) en comparacion con cohortes de control tratadas con linfocitos T 19-28z*. Por el contrario, la
diferencia de supervivencia entre las cohortes de linfocitos T 4H11-28z* ip e iv no fue estadisticamente
significativa (p=0,22). (B) BLI de progresién tumoral de ratones tratados con linfocitos T 4H11-28z" ip e iv
representativos con enfermedad en Ultima instancia progresiva después de tratamiento en comparacion con BLI
de progresion tumoral en un ratén tratado con linfocitos T 19-28z* de control representativo. (C) Trafico de
linfocitos T 4H11-28z" tefiidos con CFSE inyectados de forma sistémica a tumores OV-CAR(MUC-CD) ip
avanzados. La presencia de linfocitos T de control 19-28z* marcados con CFSE inyectado iv (panel izquierdo) y
linfocitos T 4H11-28z* (panel derecho) 1 dia después de la infusion en ratones Beige SCID con tumores OV-
CAR(MUC-CD) avanzados (inyectados 7 dias después), como se evalu6 por analisis de FACS de suspensiones
tumorales de OV-CAR3(MUC-CD) de células individuales, revela una poblacién notable de 4H11-28z* pero no
linfocitos T 19-28z* de control dentro de tumores OV-CAR3(MUC-CD) peritoneales.

Figura 16. Erradicacion de tumores OV-CAR3(MUC-CD) avanzados en ratones Beige SCID por infusién ip de
linfocitos T 4H11-28z*. Se inyect6 a ratones Beige SCID ip 3x10° células tumorales OV-CAR3(MUC-CD/GFP-
FFLuc) 7 dias antes del tratamiento ip con 3x10 linfocitos T 4H11-28z*. (A) BLI de ratones tratados con linfocitos
T 4H11-28z* con enfermedad recidivante (fila media) o enfermedad erradicada (fila inferior) en comparacion con
un ratén de control tratado con linfocitos T 19-28z* representativo. (B) curva de supervivencia de Kaplan-Meier
de ratones Beige SCID con tumores OV-CAR3(MUC-CD/GFP-FFLuc) avanzados tratados ip con linfocitos T
4H11-28z*. Todos los ratones tratados con linfocitos T 4H11-28z* demostraron supervivencia potenciada en
comparacién con ratones tratados con linfocitos T 19-28z* de control (**p=0,0011), con una supervivencia a largo
plazo general del 25 % el dia 120.

Figura 17: Secuencia lider de CD8, secuencia de dominio intracelular de cadena zeta de CD3, secuencia
enlazadora de serina-glicina (G4S)3, secuencia de dominio transmembrana de CD8 y secuencia de dominios
intracelular + transmembrana de CD28 (-TERMINACION).

Figura 18: Secuencia de SFG_4H11z.

Figura 19: Secuencia de SFG-4H11-28z.

Figura 20: (A) Péptido 1 de MUC16-CD de ratén (SEQ ID NO: 21), Péptido 2 de primer Bucle de Cisteina de
Raton (SEQ ID NO: 22) y Péptido 3 de segundo Bucle de Cisteina de Raton (SEQ ID NO: 23). (B) Alineamiento
de secuencias de aminoacidos de MUC16 de ratén (SEQ ID NO: 24) y MUC16 humano (SEQ ID NO: 25). Se
afadio una cisteina a la secuencia peptidica en el extremo N de Péptido 1 y Péptido 3 para mejor conjugacion
con KLH.

Figura 21: Extracto de ID8 con dilucion 1:10 de sobrenadantes primarios monoclonales de MUC16 de raton.
Figura 22: Extracto de BR5-FVB1 con dilucién 1:10 de sobrenadantes primarios monoclonales de MUC16 de
ratéon.

Figura 23: Transferencia de Western que muestra 38 sobrenadantes de anticuerpos monoclonales de raton en
extractos celulares ID8.

Figura 24: (A) Secuencia de nucleétidos que codifica 12B10-3G10-Vu (SEQ ID NO: 26), (B) secuencia de
aminoacidos 12B10-3G10-Vu (SEQ ID NO: 27), (C) secuencia de nucleotidos que codifica 12B10-3G10-VL (SEQ
ID NO: 28) (obsérvese que VL tiene un sitio Not/ opcional afiadido por el cebador para clonacién, y (D) secuencia
de aminoacidos de 12B10-3G10-Via (SEQ ID NO: 29)

Figura 25: Analisis de FACS con mAb 12B10-3G10 purificado en lineas celulares ID8 (ratén), OVCAR-3
(humana) y BR5-FVB1 (ratén).

Definiciones

Para facilitar el entendimiento de la invencion, se definen posteriormente varios términos.
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Los términos “purificado”, “aislado” y equivalentes gramaticales de los mismos como se usa en el presente
documento, se refieren a la reduccién en la cantidad de al menos un componente indeseable (tal como célula,
proteina, secuencia de acido nucleico, carbohidrato, etc.) de una muestra, incluyendo una reduccion en cualquier
porcentaje numérico de 5 % a 100 %, tal como, pero sin limitacion, de 10 % a 100 %, de 20 % a 100 %, de 30 % a
100 %, de 40 % a 100 %, de 50 % a 100 %, de 60 % a 100 %, de 70 % a 100 %, de 80 % a 100 % y de 90 % a
100 %. Por lo tanto, la purificacién da como resultado un “enriquecimiento”, es decir, un aumento en la cantidad de
un componente deseable (célula, proteina, secuencia de acido nucleico, carbohidrato, etc.).

El término “anticuerpo” se refiere a una inmunoglobulina (por ejemplo, 1gG, IgM, IgA, IgE, IgD, etc.). La unidad
funcional basica de cada anticuerpo es un monémero de inmunoglobulina (Ig) (que contiene solamente una unidad
de inmunoglobulina (“Ig”)). Se incluye dentro de esta definicion anticuerpo policlonal, anticuerpo monoclonal y
anticuerpo quimérico.

La parte variable de un anticuerpo es su “dominio VV” (también denominado “regiéon variable”), y la parte constante es
su “dominio C” (también denominado “regiéon constante”), tal como las regiones constantes kappa, lambda, alfa,
gamma, delta, épsilon y mu. El “dominio variable” también se denomina la “region Fv” y es la regidbn mas importante
para la unién a antigenos. Mas especificamente, los bucles variables, tres cada uno en las cadenas ligera (VL) y
pesada (VH) son responsables de unién con el antigeno. Estos bucles se denominan “regiones determinantes de
complementariedad” (“CDR” e “idiotipos”).

El monémero de inmunoglobulina (Ig) de un anticuerpo es una molécula en forma de “Y” que contiene cuatro
cadenas polipeptidicas: dos cadenas ligeras y dos cadenas pesadas, unidas por enlaces disulfuro.

Las cadenas ligeras se clasifican como (A) o kappa (k). Una cadena ligera tiene dos dominios sucesivos: un dominio
constante (“CL”) y un dominio variable (“V.”). El dominio variable, VL, es diferente en cada tipo de anticuerpo y es la
parte activa de la molécula que se une al antigeno especifico. La longitud aproximada de una cadena ligera es de
211 a 217 aminoacidos.

Cada cadena pesada tiene dos regiones, la regién constante y la regiéon variable. Hay cinco tipos de cadenas
pesadas de Ig de mamifero indicadas como a, &, €, y y Y. El tipo de cadena pesada presente define la clase del
anticuerpo; estas cadenas se encuentran en anticuerpos IgA, IgD, IgE, 1gG e IgM, respectivamente. Las distintas
cadenas pesadas difieren en su tamafo y composicion; a y y contienen aproximadamente 450 aminoacidos,
mientras que p y € tienen aproximadamente 550 aminoacidos. Cada cadena pesada tiene dos regiones, la region
constante (“Ck”) y la region variable (“Vv”). La regiéon constante (Ch) es idéntica en todos los anticuerpos del mismo
isotipo, pero difiere en anticuerpos de diferentes isotipos. Las cadenas pesadas y, a y d tienen una regién constante
compuesta de tres dominios Ig en tandem (en una linea) y una regién bisagra para mayor flexibilidad. Las cadenas
pesadas [ y € tienen una regidn constante compuesta de cuatro dominios de inmunoglobulina. La regién variable
(VH) de la cadena pesada difiere en anticuerpos producidos por diferentes linfocitos B, pero es igual para todos los
anticuerpos producidos por un tnico linfocito B o clon de linfocito B. La region variable de cada cadena pesada es de
aproximadamente 110 aminoacidos de longitud.

La expresién “se une especificamente” y “uniéon especifica” cuando hace referencia a la unién de dos moléculas (por
ejemplo anticuerpo para un antigeno, etc.) se refieren a una interaccion de las dos moléculas que dependen de la
presencia de un una estructura particular en una o ambas de las moléculas. Por ejemplo, si un anticuerpo es
especifico para el epitopo “A” en la molécula, entonces la presencia de una proteina que contiene el epitopo A (0 A
libre, no marcado) en una reaccién que contiene “A” marcado y el anticuerpo reducira la cantidad de A marcado
unido al anticuerpo.

La expresion “capaz de unirse” cuando hace referencia a la interaccion entre una primera molécula (tal como un
anticuerpo, polipéptido, glucoproteina, secuencia de acido nucleico, etc.) y una segunda molécula (tal como
antigeno, polipéptido, glucoproteina, secuencia de acido nucleico, etc.) significa que la primera molécula se une a la
segunda molécula en presencia de una concentracion adecuada de sales, y temperatura adecuada, y pH. Las
condiciones para la uniébn a moléculas pueden determinarse usando métodos rutinarios y/o disponibles en el
comercio.

Las expresiones “antigeno”, “inmundgeno”, “antigénico”, “inmunogénico”, “antigénicamente activo”, “inmunoldgico” e
“inmunolégicamente activo” cuando hacen referencia a una molécula se refieren a cualquier sustancia que sea
capaz de inducir una respuesta inmunitaria humoral especifica (incluyendo inducir una respuesta de anticuerpo
soluble) y/o respuesta inmunitaria mediada por células (incluyendo inducir una respuesta de CTL). Los péptidos
antigénicos preferentemente contienen al menos 5, al menos 6, al menos 7, al menos 8, al menos 9 y mas
preferentemente al menos 10 aminoacidos. Para inducir produccién de anticuerpos, en una realizacion, los
antigenos pueden conjugarse con hemocianina de lapa californiana (KLH) o fusionarse con glutatién-S-transferasa
(GST).

Un “antigeno afin” cuando hace referencia a un antigeno que se une a un anticuerpo se refiere a un antigeno que es
capaz de unirse especificamente al anticuerpo.
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En una realizacién, el antigeno comprende un epitopo. Las expresiones “epitopo” y “determinante antigénico” se
refieren a una estructura en un antigeno, que interacciona con el sitio de unién de un anticuerpo o receptor de
linfocitos T como resultado de complementariedad molecular. Un epitopo puede competir con el antigeno intacto, del
que deriva, por la unién con un anticuerpo.

Como se usa en el presente documento, los términos “parte” y “fragmento” cuando hacen referencia a una
secuencia de acido nucleico o secuencia de proteina se refieren a un trozo de esa secuencia que puede variar de
tamafo de 2 nucleétidos y aminoacidos contiguos, respectivamente, a la secuencia completa menos un nucleétido y
aminoacido, respectivamente.

Un “sujeto” que puede beneficiarse de los métodos de la invencién incluye cualquier animal multicelular,
preferentemente un mamifero. Los sujetos mamiferos incluyen seres humanos, primates no humanos, murinos,
ovinos, bovinos, rumiantes, lagomorfos, porcinos, caprinos, equinos, caninos, felinos, aves, etc. Por lo tanto, los
sujetos mamiferos se ejemplifican por ratén, rata, cobaya, hamster, hurén y chinchilla. Las composiciones y métodos
de la invencion también son utiles para un sujeto “que necesite reducir uno o mas sintomas de una enfermedad, por
ejemplo, que necesite reducir metastasis de cancer y/o que necesite reducir uno o mas sintomas de cancer,
incluyendo un sujeto que muestre y/o esté en riesgo de mostrar uno o mas sintomas de la enfermedad. Por ejemplo,
los sujetos pueden estar en riesgo basandose en el historial familiar, factores genéticos, factores ambientales, etc.
Este término incluye modelos animales de la enfermedad. Por lo tanto, la administracion de una composicién (que
reduce una enfermedad y/o que reduce uno o mas sintomas de una enfermedad) a un sujeto que necesite reducir la
enfermedad y/o reducir uno o mas sintomas de la enfermedad incluye administracién profilactica de la composicién
(es decir, antes de que la enfermedad y/o uno o mas sintomas de la enfermedad sean detectables) y/o
administracion terapéutica de la composicién (es decir, después de que la enfermedad y/o uno o mas sintomas de la
enfermedad sean detectables). Las composiciones y métodos de la invencion también son utiles para un sujeto “en
riesgo” de una enfermedad (tal como cancer) que se refiere a un sujeto que esta predispuesto a contraer y/o
expresar uno o mas sintomas de la enfermedad. Esta predisposicion puede ser genética (por ejemplo, una tendencia
genética particular a expresar uno o mas sintomas de la enfermedad, tales como trastornos heredables, etc.), o
debido a otros factores (por ejemplo, condiciones ambientales, exposiciones a compuestos perjudiciales, incluyendo
carcinégenos, presentes en el ambiente, etc.). La expresion sujeto “en riesgo” incluye sujetos “que padecen la
enfermedad”, es decir, un sujeto que experimenta uno o mas sintomas de la enfermedad. No se pretende que la
presente invencion esté limitada a ninguna sefial o sintoma particular. Por lo tanto, se pretende que la presente
invencién abarque sujetos que experimenten cualquier intervalo de enfermedad, de sintomas subclinicos a
enfermedad completa, en los que el sujeto muestra al menos uno de los indicios (por ejemplo, sefiales y sintomas)
asociados con la enfermedad.

“Célula cancerosa” se refiere a una célula que experimenta estadios tempranos, intermedios o avanzados de
progresion neoplasica multietapa como se ha descrito previamente (Pitot et al., Fundamentals of Oncology, 15-28
(1978)). Esto incluye células en estadios tempranos, intermedios y avanzados de progresion neoplasica incluyendo
“células preneoplasicas” (es decir, “células hiperplasicas y células displasicas”) y células neoplasicas en estadios
avanzados de progresion neoplasica de una célula displasica.

La célula cancerosa “metastasica” se refiere a una célula cancerosa que se traslada de un sitio de cancer primario
(es decir, una localizaciéon en la que la célula cancerosa se formé inicialmente a partir de una célula normal,
hiperplasica o displasica) a un sitio distinto del sitio primario, en el que la célula cancerosa trasladada se aloja y
prolifera.

“Cancer” se refiere a una pluralidad de células cancerosas que pueden ser o no metastasicas, tales como cancer
ovarico, cancer de mama, cancer de pulmén, cancer de prostata, cancer de cuello uterino, cancer pancreatico,
cancer de colon, cancer de estémago, cancer de eséfago, cancer de boca, cancer de lengua, cancer de encias,
cancer de piel (por ejemplo, melanoma, carcinoma de células basales, sarcoma de Kaposi, etc.), cancer de musculo,
cancer de corazén, cancer de higado, cancer bronquial, cancer de cartilago, cancer de hueso, cancer de testiculo,
cancer de rifidn, cancer de endometrio, cancer de utero, cancer de vejiga, cancer de médula 6sea, cancer de
linfoma, cancer de bazo, cancer de timo, cancer de tiroides, cancer de cerebro, cancer neuronal, mesotelioma,
cancer de la vesicula biliar, cancer ocular (por ejemplo, cancer de la cérnea, cancer de la Uvea, cancer del coroides,
cancer de la macula, cancer de humor vitreo, etc.), cancer de la articulacién (tal como cancer de sinovio),
glioblastoma, linfoma y leucemia.

“Muestra” y “muestra de ensayo” como se usan en el presente documento se usan en su sentido mas amplio para
incluir cualquier composiciéon que se obtenga y/o derive de una fuente biolégica, asi como dispositivos de toma de
muestras (por ejemplo, hisopos) que se ponen en contacto con muestras biolégicas o ambientales. “Muestras
bioldgicas” incluyen las obtenidas de un sujeto, incluyendo fluidos corporales (tales como orina, sangre, plasma,
materia fecal, liquido cefalorraquideo (LCR), semen, esputo y saliva), asi como tejido sélido. Las muestras biologicas
también incluyen una célula (tal como lineas celulares, células aisladas de tejido tanto si las células aisladas se
cultivan como si no después del aislamiento del tejido, células fijadas tales como células fijadas para analisis
histolégico y/o inmunohistoquimico), tejido (tal como material de biopsia), extracto celular, extracto tisular y acido
nucleico (por ejemplo, ADN y ARN) aislado de una célula y/o un tejido, y similares. Estos ejemplos son ilustrativos, y
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no deben interpretarse como limitantes de los tipos de muestras aplicables a la presente invencién.

La “sobreexpresion de MUC16” por una célula de interés (tal como una célula cancerosa) se refiere a un mayor nivel
de proteina MUC16 y/o ARNm que expresa la célula de interés en comparacion con una célula de control (tal como
una célula no cancerosa, célula normal, etc.).

“Internalizar” cuando hace referencia a una célula se refiere a entrada del medio extracelular a la membrana celular
y/o el citoplasma.

“Glucosilado” cuando hace referencia a una secuencia (por ejemplo, una secuencia de aminoacidos o secuencia de
nucleétidos) se refiere a una secuencia que esta unida covalentemente a uno o mas sacaridos.

La composicién “farmacéutica” y “fisiolégicamente tolerable” se refiere a una composiciéon que contiene moléculas
farmacéuticas, es decir, moléculas que pueden administrarse a un sujeto y que no producen sustancialmente un
efecto indeseable tal como, por ejemplo, reacciones adversas o alérgicas, mareos, trastorno gastrico, toxicidad y
similares, cuando se administra a un sujeto. Preferentemente también, la molécula farmacéutica no reduce
sustancialmente la actividad de las composiciones de la invencién. Las moléculas farmacéuticas incluyen moléculas
“diluyentes” (es decir, “vehiculos”) y excipientes.

Una cantidad “inmunogénicamente eficaz” y “antigénicamente eficaz” de una molécula se refiere indistintamente a
una cantidad de la molécula que es capaz de inducir una respuesta inmunitaria humoral especifica (incluyendo
inducir una respuesta de anticuerpo soluble) y/o respuesta inmunitaria mediada por células (incluyendo inducir una
respuesta de linfocitos T citotéxicos (CTL)).

“Tratar” una enfermedad se refiere a reducir uno o0 mas sintomas (tales como objetivos, subjetivos, patolégicos,
clinicos, subclinicos, etc.) de la enfermedad.

Los términos “reducir”, “inhibir”, “disminuir’, “suprimir’, “bajar” y equivalentes gramaticales (incluyendo “inferior”, “mas
pequefo”, etc.) cuando hacen referencia al nivel de cualquier molécula (por ejemplo, secuencia de aminoacidos y
secuencia de acidos nucleicos, anticuerpo, etc.), célula y/o fenémeno (por ejemplo, sintoma de enfermedad, union a
una molécula, especificidad de unién de dos moléculas, afinidad de unién de dos moléculas, especificidad para
cancer, sensibilidad a cancer, afinidad de unién, actividad enzimatica, etc.), en una primera muestra (o en un primer
sujeto) en relacion con una segunda muestra (o0 en relacién con un segundo sujeto), significa que la cantidad de
molécula, célula y/o fenémeno en la primera muestra (o en el primer sujeto) es menor que en la segunda muestra (o
en el segundo sujeto) por cualquier cantidad que sea estadisticamente significativa usando cualquier método de
andlisis estadistico aceptado en la técnica. En una realizacion, la cantidad de molécula, célula y/o fenémeno en la
primera muestra (o en el primer sujeto) es al menos 10 % menor que, al menos 25 % menor que, al menos 50 %
menor que, al menos 75 % menor que y/o al menos 90 % menor que la cantidad de la misma molécula, célula y/o
fenébmeno en la segunda muestra (o en el segundo sujeto). En otra realizacion, la cantidad de molécula, célula y/o
fendémeno en la primera muestra (o en el primer sujeto) es menor por cualquier porcentaje numérico de 5 % a 100 %,
tal como, pero sin limitacién, de 10 % a 100 %, de 20 % a 100 %, de 30 % a 100 %, de 40 % a 100 %, de 50 % a
100 %, de 60 % a 100 %, de 70 % a 100 %, de 80 % a 100 % y de 90 % a 100 % menor que la cantidad de la misma
molécula, célula y/o fenémeno en la segunda muestra (o0 en el segundo sujeto). En una realizacion, el primer sujeto
se ejemplifica por, pero sin limitacién, un sujeto que se ha manipulado usando las composiciones y/o los métodos de
la invencion. En una realizacion adicional, el segundo sujeto se ejemplifica, pero sin limitacién, por un sujeto que no
se ha manipulado usando las composiciones y/o los métodos de la invencién. En una realizacion alternativa, el
segundo sujeto se ejemplifica por, pero sin limitacién, un sujeto que se ha manipulado, usando las composiciones
y/o los métodos de la invencién, a una dosificacién diferente y/o durante una duracion diferente y/o mediante una via
diferente de administracion en comparaciéon con el primer sujeto. En una realizacién, el primer y el segundo sujeto
pueden ser el mismo individuo, tal como cuando se busca determinar en un individuo el efecto de diferentes
regimenes (por ejemplo, de dosificaciones, duraciéon, via de administracién, etc.) de las composiciones y/o los
métodos de la invencion. En ofra realizacion, el primer y el segundo sujetos pueden ser individuos diferentes, tal
como cuando se compara el efecto de las composiciones y/o los métodos de la invenciéon en un individuo que
participa en un ensayo clinico y otro individuo en un hospital.

Los términos “aumentar”, “elevar”, “subir’ y equivalentes gramaticales (incluyendo “superior’, “mayor”, etc.), cuando
hace referencia al nivel de cualquier molécula (por ejemplo, secuencia de aminoacidos y secuencia de acido
nucleico, anticuerpo, etc.), célula y/o fendmeno (por ejemplo, sintoma de enfermedad, unidon a una molécula,
especificidad de unién de dos moléculas, afinidad de union de dos moléculas, especificidad para cancer, sensibilidad
a cancer, afinidad de union, actividad enzimatica, etc.) en una primera muestra (0 en un primer sujeto) en relacién
con una segunda muestra (o en relacion con un segundo sujeto) significa que la cantidad de la molécula, célula y/o
fenébmeno en la primera muestra (o en el primer sujeto) es mayor que en la segunda muestra (o en el segundo
sujeto) por una cantidad que es estadisticamente significativa usando cualquier método de analisis estadistico
aceptado en la técnica. En una realizacién, la cantidad de la molécula, célula y/o fenémeno en la primera muestra (o
en el primer sujeto) es al menos 10 % mayor que, al menos 25 % mayor que, al menos 50 % mayor que, al menos
75 % mayor que, y/o al menos 90 % mayor que la cantidad de la misma molécula, célula y/o fenédmeno en la
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segunda muestra (0 en el segundo sujeto). Esto incluye, sin limitacidn, una cantidad de molécula, célula y/o
fenébmeno en la primera muestra (o en el primer sujeto) que es al menos 10 % mayor que, al menos 15 % mayor
que, al menos 20 % mayor que, al menos 25 % mayor que, al menos 30 % mayor que, al menos 35 % mayor que, al
menos 40 % mayor que, al menos 45 % mayor que, al menos 50 % mayor que, al menos 55 % mayor que, al menos
60 % mayor que, al menos 65 % mayor que, al menos 70 % mayor que, al menos 75 % mayor que, al menos 80 %
mayor que, al menos 85 % mayor que, al menos 90 % mayor que y/o al menos 95 % mayor que la cantidad de la
misma molécula, célula y/o fenédmeno en la segunda muestra (o en el segundo sujeto). En una realizacion, el primer
sujeto se ejemplifica por, pero sin limitacion, un sujeto que se ha manipulado usando las composiciones y/o los
métodos de la invencion. En una realizacién adicional, el segundo sujeto se ejemplifica por, pero sin limitacion, un
sujeto que no se ha manipulado usando las composiciones y/o los métodos de la invencidén. En una realizacién
alternativa, el segundo sujeto se ejemplifica por, pero sin limitacion, un sujeto que se ha manipulado, usando las
composiciones y/o los métodos de la invencién, a una diferente dosificacion y/o durante un tiempo diferente y/o
mediante una via de administracion diferente en comparacién con el primer sujeto. En una realizacion, el primer y el
segundo sujetos pueden ser el mismo individuo, tal como cuando se busca determinar en un individuo el efecto de
diferentes regimenes (por ejemplo, de dosificaciones, duracién, via de administracion, etc.) de las composiciones y/o
los métodos de la invencion. En otra realizacion, el primer y el segundo sujetos pueden ser individuos diferentes, tal
como cuando se compara el efecto de las composiciones y/o los métodos de la invenciéon en un individuo que
participa en un ensayo clinico y otro individuo en un hospital.

Los términos “alterar” y “modificar” cuando hacen referencia al nivel de cualquier molécula y/o fenémeno se refieren
a un aumento o a una reduccion.

La referencia en el presente documento a cualquier intervalo numérico incluye de forma expresa cada valor
numeérico (incluyendo numeros fraccionales y numeros enteros) abarcados por ese intervalo. Para ilustrar, y sin
limitacion, la referencia en el presente documento a un intervalo de “al menos 50” incluye numeros enteros de 50,
51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, etc., y numeros fraccionarios 50,1, 50,2, 50,3, 50,4, 50,5, 50,6, 50,7, 50,8,
50,9, etc. En una ilustracion adicional, la referencia en el presente documento a un intervalo de “menos de 50”
incluye numeros enteros 49, 48, 47, 46, 45, 44, 43, 42, 41, 40, etc. y nUmeros fraccionarios 49,9, 49,8, 49,7, 49,6,
49,5, 49,4, 49,3, 49,2, 49,1, 49,0, etc. En otra ilustracién mas, la referencia en el presente documento a un intervalo
de “5 a 10” incluye cada numero entero de 5, 6, 7, 8, 9 y 10, y cada numero fraccionario tal como 5,1, 5,2, 5,3, 5,4,
55,56, 5,7,5,8,5,9, etc.

Descripcion de la invencion

La invencion proporciona anticuerpos, y fragmentos de uniébn a antigeno de los mismos, que se unen
especificamente a un polipéptido, o parte antigénica del mismo, en el que el polipéptido es
TLDRSSVLVDGYSPNRNE (SEQ ID NO: 02).

Los anticuerpos de la invencién y composiciones que los contienen son utiles en aplicaciones de diagnéstico y
terapéuticas para enfermedades en las que se sobreexpresa MUC16, tales como cancer.

Usando péptidos sintéticos, los inventores indujeron anticuerpos de especificidad novedosa a la parte carboxilo
terminal de MUC16, conservada por la célula, préxima al sitio de escision potencial. Estos anticuerpos se
caracterizaron usando andlisis de separacién de células activadas por fluorescencia, inmunoensayo ligado a
enzimas, analisis de transferencia de Western e inmunohistoquimica. Cada uno de los anticuerpos monoclonales
seleccionados fue reactivo contra proteina GST-AMUC16¢'"4 recombinante y la linea celular SKOV3 transfectada
con MUC16. Tres anticuerpos, anticuerpos 4H11, 9C9 y 4A5 demostraron altas afinidades por andlisis de
transferencia de Western y estudios de uniéon de saturacion de células SKOV3 transfectadas, y presentaron
internalizacion de anticuerpos. La positividad inmunohistoquimica con anticuerpo nuevo 4H11 fue similar a OC125,
pero con diferencias importantes, incluyendo positividad difusa en cancer de mama lobular y un pequefio porcentaje
de carcinomas ovaricos OC125 negativos que mostraron unién a anticuerpo 4H11 intensa y difusa.

Las composiciones y los métodos de la invencion son utiles para aplicaciones de diagnéstico y terapéuticas asi
como estudios biologicos tales como trafico de receptores de membrana y acontecimientos intracelulares. Las
aplicaciones de diagnoéstico incluyen, por ejemplo, deteccibn de cancer usando captura de imagenes
inmunohistoquimica, radiografica, ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), separacion de células
activadas por fluorescencia (FACS), transferencia de Western y/o deteccion por inmunoprecipitacion.

La invencion se describe ademas en (A) MUC16, (B) Anticuerpos de la Técnica Anterior, (C) Anticuerpos de la
Invencion, (D) Lineas Celulares de Hibridoma, (E) Conjugados de los Anticuerpos de la Invencion Unidos a Agentes
Citotéxicos y/o Profarmacos, (F) Deteccion de Partes de Muc16 y Aplicaciones de Diagnostico y (G) Aplicaciones
Terapéuticas.
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A. MUC16

“MUC16”, “MUC-16" y “Mucina 16” se refieren indistintamente a una proteina de membrana de tipo | que es parte de
una familia de mucinas unidas. Hay un esquema de Muc16 en la Figura 10, y se muestra una secuencia de
aminoacidos de Muc16 humana a modo de ejemplo (SEQ ID NO: 13) en la Figura 9A. Se muestra un alineamiento
de las secuencias de aminoacidos de MUC16 de raton (SEQ ID NO: 24) y MUC16 humana (SEQ ID NO: 25) en la
Figura 20B. La expresion “proteina de tipo 1’ se refiere a una “proteina de membrana” que esta al menos
parcialmente incluida en la bicapa lipidica de una célula, un virus y similares, y que contiene una secuencia de
dominio transmembrana (TM) incluida en la bicapa lipidica de la célula, el virus y similares. La parte de la proteina
en el extremo NH2 terminal del dominio TM se expone en el lado externo de la membrana, y la parte COOH terminal
se expone en el lado citoplasmatico.

Recientemente, se ha descrito la secuencia del ADNc que codifica MUC16/CA125 en Yin y Lloyd en 2001 y
completado por O’Brien en 2002 (10-12). La proteina MUC16 completa tiene diversos componentes que consisten
en una cola citoplasmatica con sitios de fosforilacién potenciales, un dominio transmembrana, y un dominio externo
préximo a un sitio de escision aparente. Distante del sitio de escision, el dominio externo liberado contiene 16-20
repeticiones en tandem de 156 aminoacidos, cada uno con muchos sitios de glucosilacion potenciales (11). La
estructura repetida general (Figura 10) esta bien conservada entre mamiferos, pero las repeticiones no son
completamente idénticas en composicion de aminoacidos exacta.

La proteina MUC16 es parte de una familia de mucinas unidas que incluye tanto MUC1 como MUC4 (13). MUC1
esta presente en diversos tejidos y parece sefalizar a través de una ruta de beta catenina, interaccionar con
receptor de EGF, media en resistencia a farmacos y puede actuar como un oncogén (14-17). La proteina MUC4
también se expresa en diversos tejidos pero es habitual en neoplasias del tracto gastrointestinal (18-20). Por el
contrario, el antigeno CA125 ha estado mas restringido en su distribucion y esta presente principalmente en tejidos
ginecoldgicos y se sobreexpresa en neoplasias Milerianas (21). Sin embargo, el antigeno CA125, reconocido por el
anticuerpo OC125, es un antigeno muy glucosilado expresado en la region de repeticion en tandem de la proteina
MUC16 mayor. Esta glucoproteina normalmente se desprende de un sitio de escision potencial en el dominio
extracelular de la cadena principal de péptido de MUC16.

Por lo tanto, la proteina “MUC16” contiene (a) un “dominio citoplasmatico”, (b) un “dominio transmembrana” y (c) un
“dominio extracelular’. El dominio extracelular de MUC16 contiene un sitio de escision entre un ectodominio no
glucosilado y un ectodominio glucosilado grande de repeticiones en tandem.

Las expresiones “dominio citoplasmatico”, “cola citoplasmatica” y “CT” se usan indistintamente para hacer referencia
a una secuencia proteica, y partes de la misma, que esta en el lado citoplasmatico de la bicapa lipidica de una
célula, un virus y similares. Se conocen en la técnica métodos para determinar la CT de una proteina (Elofsson et al.
(2007) Annu. Rev. Biochem. 76: 125-140; Bernsel et al. (2005) Protein Science 14: 1723-1728).

Las expresiones “dominio transmembrana” y “TM” se usan indistintamente para hacer referencia a una secuencia
proteica, y partes de la misma, que abarca la bicapa lipidica de una célula, virus y similares. Se conocen en la
técnica métodos para determinar el TM de una proteina (Elofsson et al. (2007) Annu. Rev. Biochem. 76: 125-140;
Bernsel et al. (2005) Protein Science 14: 1723-1728).

Las expresiones “ectodominio” y “dominio extracelular” se usan indistintamente cuando hacen referencia a una
proteina de membrana para hacer referencia a la parte de la proteina que se expone en el lado extracelular de una
bicapa lipidica de una célula, virus y similares. Se conocen en la técnica métodos para determinar el ectodominio de
una proteina (Singer (1990) Annu. Rev. Cell Biol. 6: 247-296 y High et al. (1993) J. Cell Biol. 121: 743-750, y
software McVector, Oxford Molecular).

La Muc16 a modo de ejemplo de la Figura 9 contiene (a) un “dominio citoplasmatico de MUC16” del aminoacido
14476 al 14507, vttrr rkkegeynvq qqcpgyygsh Idledlg (SEQ ID NO: 16), que interacciona con la maquinaria de
transduccion de sefial intracelular; (b) un “dominio transmembrana de MUC16” del aminoacido 14452 al 14475,
aglgvitcl icgvl (SEQ ID NO: 14) que abarca la membrana plasmatica; y (c) un “dominio extracelular de MUC16”
aminoacidos 1 a 14392 (SEQ ID NO: 13) que contiene un sitio de escisiéon entre un ectodominio no glucosilado y un
ectodominio glucosilado grande de repeticiones en tandem. El “ectodominio de MUC16” se ejemplifica por nfsplar
rvdrvaiyee flrmtrngtq Ignftldrss vivdgyspnr nepltgnsdl p (SEQ ID NO: 17) del aminoacido 14394 al 14451 de SEQ ID
NO: 13 de la Figura 9A.

El ectodominio de MUC16 a modo de ejemplo contiene tanto Polipéptido 1 (nfsplar rvdrvaiyee (SEQ ID NO: 01), que
es del aminoacido 14394 al 14410 de SEQ ID NO: 13), y el Polipéptido 2 (tldrss vivdgyspnr ne (SEQ ID NO: 02), que
es del aminoacido 14425 al 14442 de SEQ ID NO: 13), contra los que se produjeron anticuerpos a modo de ejemplo
y de comparacion de la invencién. El polipéptido 3, cgvlvttrr rkkegeynvg qq (SEQ ID NO: 03) es del aminoacido
14472 al 14492 de SEQ ID NO: 13, y contiene tanto una parte de dominio transmembrana (cgvl) como una parte de
dominio citoplasmatico (vttrr rkkegeynvgqq (SEQ ID NO: 18)). Por lo tanto, el CGVL es opcional en SEQ ID NO: 03,
ya que es parte del dominio transmembrana.
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El polipéptido 4 (ksyf sdcqvstfrs vpnrhhtgvd slcnfspl (SEQ ID NO: 15)), se localiza en una porcién no glucosilada del
dominio extracelular de Muc16, es del aminoacido 14367 a 14398 de SEQ ID NO: 13, y contiene un polipéptido de
bucle de cisteina cqvstfrsvpnrhhtgvdsic (SEQ ID NO: 13).

B. Anticuerpos de la técnica anterior

La expresién del antigeno MUC16/CA125 se ha asociado durante mucho tiempo con tejidos ginecolégicos. “CA125”,
“CA-125", “CA125 escindido” y “CA-125 escindido”, se refieren indistintamente al dominio externo glucosilado de la
mucina unida MUC16, que esta distante del sitio de escision (Payne et al., Patente de Estados Unidos N.°
7.202.346). Este dominio externo liberado contiene 16-20 repeticiones en tandem de 156 aminoacidos, cada una con
sitios de glucosilacién potenciales. Un bucle disulfuro basado en cisteina aparente de 19 aminoacidos esta presente
en todas las repeticiones y el extremo N terminal contiene una estructura en cepillo que esta muy glucosilada 0 (11).
El tamafio deducido seria de 2,5 MD para la parte proteica, y con carbohidratos afiadidos, esto podria aumentar
hasta 5 MD (10, 26).

El CA125, aunque no es suficientemente sensible o especifico para usarse como una herramienta de exploracion
general, se usa rutinariamente para supervisar a pacientes con carcinoma ovarico. Los ensayos usados para medir
CA125 son métodos de deteccion basados en anticuerpos, como lo son las tinciones inmunohistoquimicas
realizadas rutinariamente para fines de diagndstico. La especificidad epitdpica de 26 anticuerpos para MUC16 se
estudio en el primer informe del Taller de TD-1 de la Sociedad de Biologia y Medicina de Oncodesarrollo (ISOBM) y
la aplicacién de 22 anticuerpos a inmunohistoquimica se present6 en el segundo informe del taller de TD-1 (7, 21).
Los anticuerpos existentes se agruparon como de tipo OC125, de tipo M11 o de tipo OV197 y todos los anticuerpos
conocidos reconocian epitopos de CA125 en los elementos repetidos, glucosilados en el dominio externo de la
mucina unida MUC16, distantes del sitio de escision potencial.

La amplia mayoria de anticuerpos reactivos a MUC16, incluyendo OC125, reaccionan con el antigeno dependiente
de glucosilacion presente exclusivamente en la parte escindida de la molécula de modo que se desconoce la
distribucion verdadera de expresién de MUC16 (21). No existe en la actualidad ningun anticuerpo disponible para
seguir el destino del fragmento proteico de MUC16 restante después de escision y liberacién de CA125.

C. Anticuerpos de la invencién

Para explorar mejor la biologia de MUC16 humana, los inventores han derivado anticuerpos monoclonales contra la
parte extracelular del extremo carboxilo terminal de MUC16, proximo al sitio de escision potencial, asi como un
anticuerpo monoclonal contra el dominio citoplasmatico interno. A diferencia de anticuerpos anteriores, estos se
derivan contra la cadena principal peptidica de MUC16 y no se dirigen a epitopos glucoproteicos complejos. Ya que
estos epitopos estan préximos a sitio de escision, es poco probable que se encuentren en circulacién y proporcionan
nuevas dianas para métodos de diagnéstico e intervenciones terapéuticas. Los datos del presente documento
demuestran la identificacion y caracterizacion de anticuerpos a modo de ejemplo desarrollados contra la cadena
principal peptidica de MUC16.

Los inventores han desarrollado nuevos anticuerpos que se dirigen a la cadena principal peptidica no glucosilada, no
escindida de MUC16. Estos se ejemplifican por anticuerpos tanto 4H11 como 9C9, que reaccionan con secuencias
peptidicas en el ectodominio no escindido de MUC16 y son detectables en la superficie de lineas celulares de
cancer ovarico y en tejidos fijados en parafina de muestras de ensayo quirdrgicas de cancer ovarico humano. Los
anticuerpos muestran alta afinidad y se internalizan facilmente por células de cancer ovarico cuando se unen al
ectodominio de MUC16. Esto sugiere que la parte préxima de MUC16 tiene una biologia independiente de la parte
escindida, mas distante, de la mucina. También sugiere que las partes proximas de MUC16 pueden proporcionar
dianas convenientes para intervenciones de diagnéstico y terapéuticas. La direccion de la cadena principal peptidica
de MUC16 proporciona suministro tisular altamente especifico para células modificadas por ingenieria genética,
liposomas o conjugados de anticuerpos, incluyendo conjugados con los anticuerpos de la invencion.

Los anticuerpos de la invencion, ejemplificados por el anticuerpo 4H11, son utiles como herramientas en
inmunohistoquimica. Los datos del presente documento muestran que 4H11 es relativamente especifico para
carcinoma seroso ovarico de alto grado. El carcinoma de mama lobular invasivo es la principal excepcion y muestra
proteina MUC16 extensiva como se detecta por 4H11. El carcinoma lobular de la mama tiene biologia Unica que se
caracteriza por una propension a metastatizar a superficies serosas (27). Ya que MUC16 es el compafriero de unién
afin de mesotelina, este puede tener implicaciones importantes para el cancer lobular (28). Las tasas de
discordancia para OC125 y 4H11 también sugieren que 4H11 podria proporcionar informacién independiente,
adicional de OC125 en un subconjunto de carcinomas ovaricos. Algunos tumores que son negativos con OC125
conservan partes citoplasmaticas y extracelulares de la glucoproteina MUC16, partes de la molécula que estan
implicadas probablemente en la transduccion de sefiales potencialmente importantes en el fenotipo maligno.

La divulgacién ensefia un anticuerpo aislado, o un fragmento de unién a antigeno del mismo, que se une

especificamente a un polipéptido, o parte antigénica del mismo, en el que el polipéptido se ejemplifica por a)
polipéptido de ectodominio de MUC16 (ejemplificado por NFSPLAR RVDRVAIYEE FLRMTRNGTQ LQNFTLDRSS
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VLVDGYSPNR NEPLTGNSDL P (SEQ ID NO: 17)), b) polipéptido de dominio citoplasmatico de MUC16
(ejemplificado por VITRR RKKEGEYNVQ QQ, que esta contenida dentro de cada una de CGVLVTTRR
RKKEGEYNVQ QQ y LVTTRR RKKEGEYNVQ QQ (SEQ ID NO: 20)), y c) polipéptido de dominio extracelular de
MUC16 que contiene un polipéptido de bucle de cisteina CQVST-FRSVPNRHHTGVDSLC (SEQ ID NO: 19).

Una ventaja de los anticuerpos de la invencion es que el anticuerpo se internaliza en una célula, siendo de este
modo util en aplicaciones para el suministro dentro de una célula, tal como terapia de enfermedad. “Internalizado”
cuando hace referencia a una molécula que esta internalizada por una célula se refiere al pase de la molécula que
esta en contacto con la superficie extracelular de una membrana celular a través de la membrana celular a la
superficie intracelular de la membrana celular y/o al citoplasma celular. Se desvelan en el presente documento
métodos para determinar la internalizacion, incluyendo la deteccion de molécula radiomarcada dentro de la célula
(Figura 5B).

De acuerdo con la invencién, los anticuerpos de la invencién se unen especificamente a polipéptido de ectodominio
de MUC16 que comprende el polipéptido TLDRSSVLVDGYSPNRNE (SEQ ID NO: 02). Los datos del presente
documento muestran que los anticuerpos de la invencién y comparativos se unen especificamente a GST-
AMUC16¢""* (Ejemplo 2, Tabla 1A). La especificidad de los anticuerpos de la invencion se diferencia de los
anticuerpos de la técnica anterior (por ejemplo, anticuerpos VK8, M11 y OC125) que no se unian con la proteina
purificada GST-MUC16¢""“ o lisados celulares de la linea celular SKOV3-phrGFP-AMUC6¢!'4 (Ejemplo 2, Figura 2).

En una realizacién adicional, los anticuerpos de la invencion carecen de unién especifica con un dominio extracelular
de MUC16 glucosilado, ejemplificado por el CA-125 escindido descrito en Payne et al., Patente de Estados Unidos
n.° 7.202.346.

Las regiones VL y Vi de los anticuerpos de la invencién, comprenden una cadena pesada variable (Vi) codificada
por SEQ ID NO: 06 (es decir, la secuencia de aminoacidos de cadena pesada variable (Vn) del anticuerpo 4H11 de
la Figura 8) y una cadena ligera variable (VL) codificada por SEQ ID NO: 07 (es decir, la secuencia de aminoacidos
de la cadena ligera variable (VL) del anticuerpo 4H11 de la Figura 8). En una realizacién particular, el anticuerpo es
quimérico, en el que al menos una de las cadenas VL y Vu esta fusionada con una region constante de
inmunoglobulina humana.

La divulgacion ensefia un anticuerpo que se une especificamente al Polipéptido 2 (SEQ ID NO: 02) del polipéptido
de ectodominio de MUC16, en el que el anticuerpo comprende una cadena pesada variable (V) codificada por SEQ
ID NO: 04 (es decir, la secuencia de nucleétidos de cadena pesada variable (V1) del anticuerpo 4A5 de la Figura 8),
y una cadena ligera variable (VL) codificada por SEQ ID NO: 05 (es decir, la secuencia de nucleétidos de cadena
ligera variable (VL) del anticuerpo 4A5 de la Figura 8). El anticuerpo puede ser quimérico en el que al menos una de
las cadenas VL y Vu esta unida covalentemente con una regiéon constante de inmunoglobulina humana.

La divulgacion ensefia un anticuerpo que se une especificamente al Polipéptido 1 (SEQ ID NO: 01) del polipéptido
de ectodominio de MUC16, en el que el anticuerpo comprende una cadena pesada variable (V) codificada por SEQ
ID NO: 08 (es decir, la secuencia de nucleotidos de cadena pesada variable (V1) del anticuerpo 9B11 de la Figura 8),
y una cadena ligera variable (VL) codificada por al menos una de SEQ ID NO: 09 (es decir, la secuencia de
nucleétidos de cadena ligera variable (VLa) del anticuerpo 9B11 de la Figura 8) y SEQ ID NO: 10 (es decir, la
secuencia de nucleétidos de cadena ligera variable (VLg) del anticuerpo 9B11 de la Figura 8). El anticuerpo puede
ser quimérico en el que al menos una de las cadenas VL y Vi esta unida covalentemente con una regioén constante
de inmunoglobulina humana.

Aunque sin pretender restringir la fuente de antigeno a la que se unen los anticuerpos de la invencion, en una
realizacion, el polipéptido de ectodominio de MUC16 se expresa por una célula. Los datos del presente documento
muestran que los anticuerpos a modo de ejemplo de la invencién se unen a células SKOV3 transducidas con
phrGFP-AMUC16¢"4 (Ejemplo 2).

La divulgacion ensefia anticuerpos que se unen especificamente a un polipéptido de dominio citoplasmatico de
MUC16 que comprende VTTRR RKKEGEYNVQ QQ (SEQ ID NO: 18). En una realizacién particular, el polipéptido
del dominio citoplasmatico de MUC16 comprende Polipéptido 3 CGVLVTTRRRKKEGEYNVQQQ (SEQ ID NO: 03).
El polipéptido de dominio citoplasmatico de MUC16 puede expresarse por una célula. Por ejemplo, los datos del
presente documento muestran que un anticuerpo a modo de ejemplo se une a células SKOV3 transducidas con
phrGFP-AMUC16¢'4 (Ejemplo 2). La célula puede permeabilizarse para facilitar la internalizacion del anticuerpo en
la célula de modo que entre en contacto con su antigeno citoplasmatico.

La divulgacién ensefa anticuerpos que se unen a un polipéptido de dominio extracelular de MUC16 que contiene un
polipéptido de bucle de cisteina CQVSTFRSVPNRHHTGVDSLC (SEQ ID NO: 19). El polipéptido de dominio
extracelular de MUC16 puede comprender Polipéptido 4 KSYF SDCQVSTFRS VPNRHHTGVD SLCNFSPL (SEQ ID
NO: 15).
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La divulgacion ensefia un anticuerpo que se une especificamente a Polipéptido 4 (SEQ ID NO: 15) del polipéptido de
dominio extracelular MUC16, en el que el anticuerpo comprende una cadena pesada variable (VH) codificada por
SEQ ID NO: 11 (es decir, la secuencia de aminoacidos de cadena pesada variable (Vi) del anticuerpo 24B3 de la
Figura 8), y una cadena ligera variable (Vi) codificada por SEQ ID NO: 12 (es decir, la secuencia de aminoacidos de
cadena ligera variable (VL) del anticuerpo 24B3 de la Figura 8).

La invencion contempla anticuerpos quiméricos (véase Patente de Estados Unidos n.° 7.662.387), anticuerpos
monoclonales, anticuerpos recombinantes, un fragmento de unién a antigeno de un anticuerpo recombinante, un
anticuerpo humanizado y un anticuerpo presentado sobre la superficie de un fago (Patente de Estados Unidos N.°
7.202.346). En particular, la invencion contempla fragmentos de anticuerpo que contienen el idiotipo (“region de
unién a antigeno” o “fragmento de unioén a antigeno”) de la molécula de anticuerpo. Por ejemplo, dichos fragmentos
de union a antigeno incluyen, pero sin limitacién, la region Fab, fragmento F(ab’)2, fragmento pFc’ y fragmentos
Fab’.

La “region Fab” y “fragmento, region de union a antigeno”, se refieren indistintamente a parte de las ramas del
anticuerpo de la inmunoglobulina “Y” que actian en la union a antigeno. La regiéon Fab esta compuesta de un
dominio constante y uno variable de cada cadena pesada y ligera del anticuerpo. Se conocen en la técnica métodos
para la construccion de bibliotecas de expresion de Fab (Huse ef al., Science, 246: 1275-1281 (1989)) para permitir
la identificacion rapida y facil de fragmentos Fab monoclonales con la especificidad deseada. En otra realizacion,
pueden generarse fragmentos Fc y Fab usando la enzima papaina para escindir un monémero de inmunoglobulina
en dos fragmentos Fab y un fragmento Fc. La enzima pepsina escinde por debajo de la region de bisagra, de modo
que se forme un “fragmento F(ab’)2” y un “fragmento pFc”. El fragmento F(ab’) 2 puede dividirse en dos “fragmentos
Fab’ por reduccion suave.

La invencion también contempla un fragmento de “anticuerpo monocatenario”, es decir, una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos una de las regiones determinantes de complementariedad (CDR) o variables del
anticuerpo completo, y que carecen de algunos o todos de los dominios constantes del anticuerpo. Estos dominios
constantes no son necesarios para la union a antigeno, pero constituyen una parte importante de la estructura de
anticuerpos completos. Los fragmentos de anticuerpos monocatenarios son mas pequefios que anticuerpos
completos y pueden tener por lo tanto mayor permeabilidad capilar que anticuerpos completos, permitiendo a los
fragmentos de anticuerpo monocatenarios localizar y unirse a los sitios diana de unién a antigeno diana mas
eficazmente. Ademas, pueden producirse fragmentos de anticuerpos en una escala relativamente grande en células
procariotas, facilitando de este modo su producciéon. Ademas, el tamafo relativamente pequefio de los fragmentos
de anticuerpo monocatenarios los hace menos propensos a provocar una respuesta inmunitaria en un receptor que
los anticuerpos completos. Se conocen técnicas para la produccién de anticuerpos monocatenarios (documento U.S.
4.946.778). Las regiones variables de las cadenas pesada y ligera pueden fusionarse entre si para formar un
“fragmento variable monocatenario” (“fragmentos scFv”), que es solamente la mitad del tamafio del fragmento Fab,
pero conserva la especificidad original de la inmunoglobulina parental.

La “region Fc’ y el “fragmento, regidn cristalizable” se refieren indistintamente a parte de la base de la
inmunoglobulina “Y” que actdan en un papel en la modulacion de la actividad celular inmunitaria. La regién Fc esta
compuesta de dos cadenas pesadas que contribuyen con dos o tres dominios constantes dependiendo de la clase
del anticuerpo. Uniéndose con proteinas especificas, la region Fc asegura que cada anticuerpo genere una
respuesta inmunitaria apropiada para un antigeno dado. La region Fc también se une a diversos receptores
celulares, tales como receptores de Fc, y otras moléculas inmunitarias, tales como proteinas de complemento.
Haciendo esto, media en diferentes efectos fisiolégicos incluyendo opsonizacién, lisis celular y desgranulaciéon de
mastocitos, basofilos y eosinofilos. En una situacién experimental, pueden generarse fragmentos Fc y Fab en el
laboratorio escindiendo un monémero de inmunoglobulina con la enzima papaina en dos fragmentos Fab y un
fragmento Fc.

La invencién contempla anticuerpos policlonales y anticuerpos monoclonales. “Anticuerpo policlonal” se refiere a una
inmunoglobulina producida a partir de mas de un unico clon de células plasmaticas; por el contrario “anticuerpo
monoclonal” se refiere a una inmunoglobulina producida a partir de un unico clon de células plasmaticas. Estan
disponibles métodos genéricos para preparar anticuerpos policlonales y monoclonales que son especificos para un
polipéptido deseable. Para la produccion de anticuerpos monoclonales y policlonales, pueden inmunizarse diversos
animales hospedadores mediante inyeccion con el péptido correspondiente a cualquier molécula de interés en la
presente invencién, incluyendo pero sin limitaciéon hamsteres, conejos, ratones, ratas, ovejas, cabras, etc. Para la
preparacion de anticuerpos monoclonales, puede usarse cualquier técnica que posibilite la producciéon de moléculas
de anticuerpo por lineas celulares continuas en cultivo (véase, por ejemplo, Harlow y Lane, Antibodies: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY). Estas incluyen, pero sin limitacion, la
técnica de hibridoma desarrollada originalmente por Kéhler y Milstein (Kohler y Milstein, Nature, 256: 495-497
(1975)), técnicas que usan animales sin gérmenes y que utilizan tecnologia tal como la descrita en el documento
PCT/US90/02545, asi como la técnica de trioma, la técnica de hibridoma de linfocitos B humanos (véase, por
ejemplo, Kozbor et al., Immunol. Today, 4: 72 (1983)) y la técnica de hibridoma de VEB para producir anticuerpos
monoclonales humanos (Cole et al., en Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., pp. 77-96
(1985)). En algunas realizaciones particularmente preferidas de la presente invencion, la presente invencion
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proporciona anticuerpos monoclonales.

También se contemplan anticuerpos quiméricos. Como se usa en el presente documento, la expresion “anticuerpo
quimérico” contiene partes de dos anticuerpos diferentes, normalmente de dos especies diferentes. Véase, por
ejemplo: Patente de Estados Unidos n.° 4.816.567 de Cabilly et al.; Patente de Estados Unidos n.® 4.978.745 de
Shoemaker et al.; Patente de Estados Unidos n.° 4.975.369 de Beavers et al.; y Patente de Estados Unidos n.°
4.816.397 de Boss et al. Los anticuerpos quiméricos incluyen inmunoglobulinas monovalentes, divalentes o
polivalentes. Un anticuerpo quimérico monovalente es un dimero (HL) formado por una cadena H quimérica
asociada mediante enlaces disulfuro con una cadena L quimérica. Un anticuerpo quimérico divalente es un
tetramero (HzL2) formado por dos dimeros HL asociados mediante al menos un enlace disulfuro. También puede
producirse un anticuerpo quimérico polivalente, por ejemplo, empleando una regiéon Hc que se agrega (por ejemplo,
cadena H de IgM).

La invencién también contempla “anticuerpos humanizados”, es decir anticuerpos quiméricos que tienen regiones
constantes derivadas sustancialmente o exclusivamente de regiones constantes de anticuerpos humanos, y
regiones variables derivadas sustancialmente o exclusivamente de la secuencia de la regién variable de un
mamifero distinto de un ser humano. Los anticuerpos humanizados tienen preferentemente regiones constantes y
regiones variables distintas de las regiones determinantes de complementariedad (CDR) derivadas sustancialmente
o exclusivamente de las regiones de anticuerpos humanos correspondientes y CDR derivadas sustancialmente o
exclusivamente de un mamifero distinto de un ser humano. Por lo tanto, en una realizacién, los anticuerpos
humanizados son inmunoglobulinas humanas (anticuerpos receptores) en las que se reemplazan restos de una
regiéon hipervariable del receptor por restos de una region hipervariable de una especie no humana (anticuerpo
donador) tal como ratén, rata, conejo o primate no humano que tiene la especificidad, afinidad y capacidad
deseadas. En algunos casos, se reemplazan restos de region marco conservada (FR) de Fv de la inmunoglobulina
humana por restos no humanos correspondientes. Ademas, los anticuerpos humanizados pueden comprender
restos que no se encuentran en el anticuerpo receptor o en el anticuerpo donador. Estas modificaciones se realizan
generalmente para refinar adicionalmente el rendimiento del anticuerpo. En general, el anticuerpo humanizado
comprendera sustancialmente todos de al menos uno, y normalmente dos, dominios variables, en los que todos o
sustancialmente todos los bucles hipervariables corresponden a los de una inmunoglobulina no humana y todos o
sustancialmente todos los restos de FR son los de una secuencia de inmunoglobulina humana. El anticuerpo
humanizado también puede comprender al menos una parte de una regiéon constante de inmunoglobulina (Fc),
normalmente la de una inmunoglobulina humana. Pueden generarse anticuerpos humanizados usando métodos
conocidos en la técnica, por ejemplo, Patente de Estados Unidos n.° 5.225.539 de Winter et al., que incluye el uso
de hibridomas humanos (Cote et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.80: 2026-2030 (1983)) o transformando linfocitos B
humanos con virus VEB in vitro (Cole et al., en Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, pp. 77-96
(1985)). Los métodos adicionales incluyen, por ejemplo, generacién de animales no humanos transgénicos que
contienen genes de cadena de inmunoglobulina humana que son capaces de expresar estos genes para producir un
repertorio de anticuerpos de diversos isotipos codificados por los genes de inmunoglobulina humana (Patentes de
Estados Unidos n.° 5.545.806; 5.569.825 y 5.625.126). También pueden prepararse anticuerpos humanizados
sustituyendo las regiones determinantes de complementariedad de, por ejemplo, un anticuerpo de ratén, en un
dominio de marco conservado humano (Publicacién de PCT n.° W092/22653).

Resulta importante que los métodos tempranos para humanizar anticuerpos daban con frecuencia como resultado
anticuerpos con menor afinidad que el anticuerpo no humano de material de partida. Enfoques mas recientes para
humanizar anticuerpos abordan este problema haciendo cambios a las CDR. Véase Publicacion de Solicitud de
Patente de Estados Unidos n.° 20040162413. En algunas realizaciones, los anticuerpos humanizados de la
invencién contienen una region variable heteromérica optimizada (por ejemplo que puede ser parte o no de otra
molécula de anticuerpo completo) que tiene afinidad de unién a antigeno igual o mayor que una region variable
heteromérica donadora, en el que la region variable heteromérica donadora comprende tres CDR donadoras de
cadena ligera, y en el que la regién variable heteromérica optimizada comprende: a) una region variable alterada de
cadena ligera que comprende: i) cuatro regiones marco conservadas de cadena ligera de linea germinal humana
invariantes y ii) tres CDR de regioén variable alteradas de cadena ligera, en las que al menos una de las tres CDR de
region variable alterada de cadena ligera es una variante de CDR donadora de cadena ligera, y en las que la
variante de CDR donadora de cadena ligera comprende un aminoacido diferente solamente en una, dos, tres o
cuatro posiciones en comparacion con una de las tres CDR donadoras de cadena ligera (por ejemplo la al menos
una variante de CDR donadora de cadena ligera es idéntica a una de las CDR donadoras de cadena ligera excepto
por una, dos, tres o cuatro diferencias de aminoacidos).

Se conocen en la técnica anticuerpos quiméricos que contienen secuencias de aminoacidos que se fusionan con
regiones constantes de anticuerpos humanos, o con toxinas o con moléculas con efecto citotoxico (por ejemplo,
Patentes de Estados Unidos n.° 7.585.952; 7.227.002; 7.632.925; 7.501.123; 7.202.346; 6.333.410; 5.475.092;
5.585.499; 5.846.545; 7.202.346; 6.340.701; 6.372.738; 7.202.346; 5.846.545; 5.585.499; 5.475.092; 7.202.346;
7.662.387; 6.429.295; 7.666.425 y 5.057.313).

Pueden explorarse anticuerpos que son especificos para un antigeno particular usando métodos conocidos en la
técnica (por ejemplo, Patente de Estados Unidos n.° 7.202.346) y desvelados en el presente documento. Por
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ejemplo, en la produccién de anticuerpos, puede conseguirse exploracion para el anticuerpo deseado por
radioinmunoensayo, ELISA (ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas), inmunoensayos de tipo “sandwich”,
ensayos inmunorradiométricos, reacciones de precipitina de difusion en gel, ensayos de inmunodifusién,
inmunoensayos in situ (por ejemplo, usando oro coloidal, marcadores enzimaticos o radioisotépicos), transferencias
de Western, reacciones de precipitacion, ensayos de aglutinacion (por ejemplo, ensayos de aglutinacién en gel,
ensayos de hemaglutinacion, etc.), ensayos de fijacion del complemento, ensayos de inmunofluorescencia, ensayos
de proteina A y ensayos de inmunoelectroforesis, etc.

En una realizacion, se detecta union de anticuerpo detectando un marcador en el anticuerpo primario. En otra
realizacién, el anticuerpo primario se detecta detectando la unién de un anticuerpo secundario o reactivo con el
anticuerpo primario. En una realizaciéon adicional, se marca el anticuerpo secundario. Se conocen en la técnica
muchos medios para detectar la unién en un inmunoensayo y estan dentro del alcance de la presente invencién.
Como se conoce bien en la técnica, el péptido inmunogénico deberia proporcionarse libre de la molécula vehiculo
usada en cualquier protocolo de inmunizacion. Por ejemplo, si el péptido se conjugd con KLH, este puede
conjugarse con BSA, o usarse directamente, en un ensayo de exploracion.

La divulgacion ensefia anticuerpos que son anticuerpos monoclonales producidos por una linea celular de
hibridoma. El anticuerpo monoclonal puede unirse especificamente a un polipéptido de ectodominio de MUC16 que
comprende Polipéptido 1 (SEQ ID NO: 01), como se ejemplifica por el anticuerpo seleccionado del grupo que
consiste en 9B11.20.16, 10A2, 2F4, 23D3, 30B1 y 31B2 (Tablas 1y 2). En una realizacioén preferida, el anticuerpo es
9B11.

En una ensefianza, el anticuerpo monoclonal se une especificamente a un polipéptido de ectodominio de MUC16
que comprende Polipéptido 2 (SEQ ID NO: 02), en el que el anticuerpo se ejemplifica por 4H11.2.5, 13H1, 29G9,
9C9.21.5.13, 28F8, 23G12, 9C7.6, 11B6, 25G4, 5C2.17, 4C7, 26B2, 4A5.37, 4A2, 25H3 y 28F7.18.10 (Tablas 1y 2).
En una realizacion preferida, el anticuerpo se ejemplifica por 4H11.2.5, 4A5.37, 9C9.21.5.13, 28F7.18.10, 9C7.6 y
5C2.17. La divulgacién ensefia un anticuerpo monoclonal que se une especificamente a un polipéptido de dominio
citoplasmatico de MUC16 que comprende Polipéptido 3 CGVLVTTRRRKKEGEYNVQQQ (SEQ ID NO: 03), en el
que el anticuerpo se ejemplifica por 31A3.5.1, 19D1, 10F6, 22E10, 22F1, 3H8, 22F11, 4D7, 24G12, 19G4, 9A5, 4C2,
31C8, 27G4 y 6H2 (Tablas 1y 2). El anticuerpo puede ser 31A3.5.1.

La divulgacion ensefia un anticuerpo monoclonal que se une especificamente a un polipéptido de dominio
extracelular de MUC16 que comprende Polipéptido 4 KSYF SDCQVSTFRS VPNRHHTGVD SLCNFSPL (SEQ ID
NO: 15), en el que el anticuerpo se ejemplifica por 24B3 y 9C7 (Tabla 2).

Los anticuerpos de la invencién y métodos para su uso (tanto de diagnéstico como terapéuticos) son especificos de
enfermedad. La “especificidad” de un método y/o una molécula para enfermedad, tal como la “especificidad para
cancer’ que se usa indistintamente con “especificidad de cancer”, se refiere a la proporcion (por ejemplo, porcentaje,
fraccion, etc.) de negativos (es decir, individuos sanos que no tienen enfermedad) que se identifican correctamente,
es decir, el porcentaje de sujetos sanos que se identifican correctamente como sin enfermedad. La especificidad
puede calcularse de acuerdo con la siguiente ecuacion:

Especificidad = nimero de verdaderos negativos / (numero de verdaderos negativos + numero de falsos positivos).

Por lo tanto, en algunas realizaciones, las composiciones y/o los métodos de la invencién tienen una “especificidad
de cancer” mayor de 50 %, incluyendo cualquier valor numérico de 51 % a 100 %, tal como 52 %, 53 %, 54 %, 55 %,
56 %, 57 %, 58 %, 59 %, 60 %, 61 %, 62 %, 63 %, 64 %, 65 %, 66 %, 67 %, 68 %, 69 %, 70 %, 71 %, 72 %, 73 %,
74 %, 75 %, 76 %, 77 %, 78 %, 79 %, 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %,
92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % y 99 %. Aunque es mas deseable una especificidad del 100 %, es decir,
no predecir que ninguno del grupo sano tenga cancer, no es necesario. Los datos del presente documento
demuestran la especificidad de cancer de la invencion (Tabla 3).

En realizaciones alternativas, la especificidad se expresa (junto con la sensibilidad) como una medida estadistica del
rendimiento de un ensayo de clasificacion binario, tal como usando una curva de Caracteristica Operadora
Receptora (ROC). Para cualquier ensayo, hay habitualmente una compensacion entre la especificidad y sensibilidad.
Por ejemplo: en ensayos de exploracién de cancer de sujetos humanos, es indeseable arriesgarse a identificar
falsamente personas sanas como personas con cancer (baja especificidad), debido a los altos costes. Estos costes
son tanto fisicos (procedimientos arriesgados innecesarios) como financieros. Este intercambio puede representarse
graficamente usando una curva de ROC. La “curva de Caracteristica Operadora Receptora” y “curva ROC” se
refieren a una representacion de la tasa del verdadero positivo (también conocida como sensibilidad) frente a la tasa
de verdadero negativo (también conocida como 1-especificidad). El resultado medido del ensayo se representa en el
eje x mientras que el eje y representa el numero de sujetos de control (por ejemplo, sanos) o casos (por ejemplo,
cancer). Para cualquier punto de corte dado (cada punto a lo largo del eje x), puede medirse una sensibilidad y
especificidad del ensayo. El intervalo de sensibilidad y especificidad para cualquier ensayo dado puede variar de
0 % a 100 %, dependiendo del punto de corte seleccionado. Por esta razén, en algunas realizaciones preferidas, se
usa la ABC como la medida convencional de la especificidad y/o sensibilidad de un ensayo. El “area bajo la curva”
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(“ABC”) para la representacion de curva ROC es igual a la probabilidad de que un clasificador clasifique un caso
positivo elegido al azar mas alto que un negativo elegido al azar. Por lo tanto, la ABC es una medida general de la
capacidad de un ensayo para diferenciar con éxito entre sujetos de caso (por ejemplo, cancer) y de control (por
ejemplo, sanos). La probabilidad aleatoria generaria una ABC de 0,5. Por lo tanto, en una realizaciéon, los ensayos
utiles tienen preferentemente ABC mayores de 0,50, incluyendo cualquier valor de 0,51 a 1,00, tal como de 0,55 a
1,00, de 0,60 a 1,00, de 0,65 a 1,00, de 0,70 a 1,00, de 0,75 a 1,00, de 0,80 a 1,00, de 0,85 a 1,00, de 0,90 a 1,00,
de 0,95 a 1,00, y mas preferentemente 1,00. Los valores de ABC mayores de 0,50 incluyen 0,51, 0,52, 0,52, 0,54,
0,55, 0,56, 0,57, 0,58, 0,59, 0,60, 0,61, 0,62, 0,63, 0,64, 0,65, 0,66, 0,67, 0,68, 0,69, 0,70, 0,71, 0,72, 0,73, 0,74,
0,75, 0,76, 0,77, 0,78, 0,79, 0,80, 0,81, 0,82, 0,83, 0,84, 0,85, 0,86, 0,87, 0,88, 0,89, 0,90, 0,91, 0,92, 0,93, 0,94,
0,95, 0,96, 0,97, 0,98 y 0,99.

Los anticuerpos y métodos de la invencidén para su uso (tanto de diagndstico como terapéutico) son sensibles a
enfermedad. La “sensibilidad” de un método y/o una molécula para enfermedad, tal como “sensibilidad para cancer’
que se usa indistintamente con “sensibilidad de cancer”, se refiere a la proporcién (por ejemplo, porcentaje, fraccion,
etc.) de positivos (es decir, individuos que tienen cancer) que se identifican correctamente como tales (por ejemplo el
porcentaje de personas con cancer que se identifica que tienen la afeccion). La sensibilidad puede calcularse de
acuerdo con la siguiente ecuacion: sensibilidad = nimero de verdaderos positivos / (nimero de verdaderos positivos
+ numero de falsos negativos).

Por lo tanto, en algunas realizaciones, las composiciones y/o los métodos de la invencion tienen una “sensibilidad de
enfermedad”, tal como una “sensibilidad de cancer”, mayor de 50 %, incluyendo cualquier valor numérico de 51 % a
100 %, tal como 52 %, 53 %, 54 %, 55 %, 56 %, 57 %, 58 %, 59 %, 60 %, 61 %, 62 %, 63 %, 64 %, 65 %, 66 %,
67 %, 68 %, 69 %, 70 %, 71 %, 72 %, 73 %, 74 %, 75 %, 76 %, 77 %, 78 %, 79 %, 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %,
85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % y 99 %. Aunque es mas
deseable una sensibilidad del 100 % (es decir, predecir que todos los sujetos del grupo de cancer tienen cancer), no
es necesario.

En realizaciones alternativas, las composiciones y/o los métodos de la invencién tienen una “sensibilidad a
enfermedad”, tal como “sensibilidad a cancer”, igual a o0 menor de 50 %, incluyendo cualquier valor numérico de 0 %
a 50 %, tal como 1 %, 2 %, 3 %, 4 %, 6 %, 6 %, 7 %, 8 %, 9 %, 10 %, 11 %, 12 %, 13 %, 14 %, 15 %, 16 %, 17 %,
18 %, 19 %, 20 %, 21 %, 22 %, 23 %, 24 %, 25 %, 26 %, 27 %, 28 %, 29 %, 30 %, 31 %, 32 %, 33 %, 34 %, 35 %,
36 %, 37 %, 38 %, 39 %, 40 %, 41 %, 42 %, 43 %, 44 %, 45 %, 46 %, 47 %, 48 % y 49 %.

En algunas realizaciones, la sensibilidad se expresa (junto con la especificidad) como una medida estadistica del
rendimiento de un ensayo de clasificacién binario, tal como usando ABC de una curva ROC, como se ha analizado
anteriormente con respecto a especificidad.

D. Lineas celulares de hibridoma

Ademas de los nuevos anticuerpos de la invencion, la invencion también proporciona lineas celulares de hibridoma
que producen estos anticuerpos. La “célula de hibridoma” se refiere a una linea celular producida fusionando un
linfocito B productor de anticuerpos especificos con una célula de mieloma (cancer de linfocitos B) que se selecciona
por su capacidad para crecer en cultivo tisular y por ausencia de sintesis de cadena de anticuerpo. Los anticuerpos
producidos por la célula de hibridoma son todos de una Unica especificidad y son por lo tanto anticuerpos
monoclonales (a diferencia de anticuerpos policlonales).

La divulgacién ensefia lineas celulares de hibridoma que producen un anticuerpo monoclonal que se une
especificamente a un polipéptido, o parte antigénica del mismo, seleccionado del grupo que consiste en a)
polipéptido de ectodominio de MUC16 (por ejemplo, NFSPLAR RVDRVAIYEE FLRMTRNGTQ LQNFTLDRSS
VLVDGYSPNR NEPLTGNSDL P (SEQ ID NO:17)), b) polipéptido de dominio citoplasmatico de MUC16 (por
ejemplo, VTTRR RKKEGEYNVQ QQ (SEQ ID NO:18)) y c) polipéptido de dominio extracelular de MUC16 que
contiene un polipéptido del bucle de cisteina CQVSTFRSVPNRHHTGVDSLC (SEQ ID NO: 19). El polipéptido de
MUC16 SEQ ID NO: 18 esta contenido dentro de LVTTRR RKKEGEYNVQ QQ (SEQ ID NO: 20). Por lo tanto, SEQ
ID NO: 20 contiene tanto un aminoacido de dominio transmembrana (L) como una parte de dominio citoplasmatico
VTTRR RKKEGEYNVQ QQ (SEQ ID NO: 18), es decir, la L es opcional, ya que es parte del dominio
transmembrana. El polipéptido de MUC16 SEQ ID NO: 18 también estd contenido dentro de CGVLVTTRR
RKKEGEYNVQ QQ (SEQ ID NO: 03). Por lo tanto, SEQ ID NO: 03 contiene tanto una parte de dominio
transmembrana (CGVL) como una parte de dominio citoplasmatico VTTRR RKKEGEYNVQ QQ (SEQ ID NO: 18) es
decir, la CGVL es opcional, ya que es parte del dominio transmembrana.

E. Conjugados de los anticuerpos de la invencién unidos a agentes citotoxicos y/o profarmacos

La invencién contempla anticuerpos conjugados. Un anticuerpo “conjugado” se refiere a un anticuerpo de la presente
invencion unido covalentemente con un agente citotéxico y/o un profarmaco de un agente citotoxico.
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El “agente citotoxico” se refiere a cualquier agente que sea capaz de reducir el crecimiento de, y/o destruir, una
célula diana. Un “profarmaco” representa un analogo de un agente citotéxico que carece sustancialmente de
actividad citotoxica hasta que se somete a una etapa de activacion. Las etapas de activacion pueden incluir escision
enzimatica, una etapa de activaciéon quimica tal como exposiciéon a un reductor, o una etapa de activacion fisica tal
como fotdlisis.

El enlace covalente entre los anticuerpos de la invencién y el agente citotdxico o profarmaco puede incluir enlaces
de escision tales como enlaces disulfuro, que pueden dar como resultado provechosamente escision de un enlace
covalente dentro del ambiente reductor de la célula diana. Dichos conjugados son Utiles como agentes terapéuticos
especificos de células tumorales.

En una realizacion, el agente citotdxico es una molécula farmacologica pequefia (Payne et al., Patente de Estados
Unidos n.° 7.202.346). En otra realizacién, el agente citotéxico es un maitansinoide, un analogo de un maitansinoide,
un profarmaco de un maitansinoide o un profarmaco de un analogo de un maitansinoide (Patentes de Estados
Unidos n.° 6.333.410; 5.475.092; 5.585.499; 5.846.545; 7.202.346). En otra realizacién, el agente citotéxico puede
ser un taxano (véase Patentes de los Estados Unidos n.° 6.340.701 y 6.372.738 y 7.202.346) o analogo de CC-1065
(véase Patentes de Estados Unidos n.° 5.846.545; 5.585.499; 5.475.092 y 7.202.346).

En otra realizacion, el agente citotdxico se ejemplifica por una auristatina, un agente de unién al surco menor de
ADN, un agente alquilante del surco menor de ADN, una enediina, una duocarmicina, un maitansinoide y un
alcaloide de la vinca (Patente de Estados Unidos n.° 7.662.387).

En una realizacién adicional, el agente citotoxico es un agente anti tubulina (Patente de Estados Unidos n.°
7.662.387). En otra realizacion mas, el agente citotdxico se ejemplifica por dimetilvalina-valina-dolaisoleuina-
dolaproina-fenilalanina-p-fenilendiamina (AFP), dovalina-valina-dolaisoleunina-dolaproina-fenilalanina (MMAF) vy
monometil auristatina E (MAE) (Patente de Estados Unidos n.° 7.662.387).

En una realizacion adicional el agente tdxico se ejemplifica por radioisétopo que emite radiacion, inmunomodulador,
lecitina y toxina (Patente de Estados Unidos n.° 6.429.295). En particular, el radiois6topo que emite radiacion es un
emisor alfa seleccionado del grupo que consiste en 2'2Bi, 2'3Bi y 2''At, o un emisor beta seleccionado del grupo que
consiste en '®Re y °°Y, o un emisor gamma '3l (Patente de Estados Unidos n.° 7.666.425).

En una realizacién alternativa, la toxina se ejemplifica por ricina, la cadena A de ricina y proteina antiviral de ombu
(Patente de Estados Unidos n.° 5.057.313).

En otra realizacion mas, el agente citotoxico es un farmaco antineoplasico seleccionado del grupo que consiste en
metotrexato, 5-fluorouracilo, cicloheximida, daunomicina, doxorrubicina, clorambucilo, trenimon, mostaza de
fenilendiamina, adriamicina, bleomicina, arabinésido de citosina o ciclofosfamida (Patente de Estados Unidos n.°
5.057.13).

F. Deteccion de partes de Muc16 y aplicaciones de diagnéstico

La invencion proporciona un método para detectar una enfermedad que comprende sobreexpresion de MUC16 en
un sujeto, en el que el método comprende a) proporcionar i) una muestra de un sujeto y ii) uno cualquiera o mas de
los anticuerpos de la invencion, b) poner en contacto la muestra con el anticuerpo en condiciones para la unién
especifica de anticuerpo con su antigeno afin, y c) detectar un aumento del nivel de unién del anticuerpo con la
muestra en comparaciéon con una muestra de control que carece de la enfermedad, detectando de este modo la
enfermedad en el sujeto. Se conocen en la técnica métodos genéricos para detectar enfermedad usando
anticuerpos (Payne et al., Patente de Estados Unidos n.° 7.202.346). Los métodos de la invencién son
particularmente utiles en la deteccion de cancer, tal como cancer ovarico y cancer de mama.

Los métodos de la invencidén no estan limitados a un enfoque particular para detectar la unién de los anticuerpos de
la invencion con sus antigenos. En una realizacion, la deteccién de union con los anticuerpos de la invencion
normalmente implica usar anticuerpos que estan marcados con un resto detectable, tal como radiois6topo (por
ejemplo, °H, '“C, %P, 35S y/o '25]), compuesto fluorescente o quimioluminiscente (por ejemplo, isotiocianato de
fluoresceina, rodamina y/o luciferina) y/o una enzima (por ejemplo, fosfatasa alcalina, beta-galactosidasa y/o
peroxidasa de rabano rusticano).

Se conocen en la técnica métodos para conjugar anticuerpos con un resto detectable (por ejemplo, Hunter, et al.,
Nature 144: 945 (1962); David, et al., Biochemistry 13: 1014 (1974); Pain, et al., J. Inmunol. Meth. 40: 219 (1981); y
Nygren, J. Histochem. and Cytochem. 30: 407 (1982)).

Por lo tanto, los anticuerpos de la invencién pueden emplearse en inmunoensayos, tales como ensayos de unién
competitivos, ensayos de tipo sandwich directos e indirectos y ensayos de inmunoprecipitacion, incluyendo
inmunohistoquimica, ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), separacion de células activadas por
fluorescencia (FACS) y transferencias de Western.
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Por ejemplo, con respecto a la deteccion inmunohistoquimica, los datos del presente documento demuestran que el
anticuerpo 4H11 es util para detectar carcinoma seroso ovarico de alto grado, cancer lobular (28) y un subconjunto
de carcinomas ovaricos que son negativos con OC125 y que conservan partes citoplasmaticas y extracelulares de la
glucoproteina MUC16.

Los anticuerpos de la invencion también son utiles para captura de imagenes in vivo radiograficas, en la que un
anticuerpo marcado con un resto detectable tal como un agente radiopaco o radioisétopo se administra a un sujeto,
preferentemente en el torrente sanguineo, y se ensaya la presencia y localizaciéon del anticuerpo marcado en el
hospedador. Esta técnica de captura de imagenes es util en la estadificacion y el tratamiento de tumores malignos.

Los anticuerpos de la invenciéon son adicionalmente Utiles como agentes de purificacion de afinidad. En este
proceso, los anticuerpos se inmovilizan en un soporte adecuado, tal como una resina Sephadex o papel de filtro,
usando métodos bien conocidos en la técnica, para capturar y purificar moléculas que contienen antigenos que se
unen especificamente a los anticuerpos de la invencién.

G. Aplicaciones terapéuticas

La invencién proporciona métodos para tratar una enfermedad que comprende sobreexpresion de MUC16, que
comprende administrar a un sujeto que tiene la enfermedad una cantidad terapéuticamente eficaz de uno cualquiera
0 mas de los anticuerpos de la invencion. Se conocen en la técnica métodos genéricos para tratar enfermedad con
anticuerpos (Payne et al., Patente de Estados Unidos n.° 7.202.346). Los métodos de la invencion son
particularmente utiles en el tratamiento del cancer, tal como céncer de ovarico y cancer de mama. Estos métodos
también son aplicables a cancer primario, cancer metastasico y cancer recurrente.

El término “administrar’ a un sujeto significa proporcionar una molécula a un sujeto. Esto puede realizarse usando
métodos conocidos en la técnica (por ejemplo, Erickson et al., Patente de Estados Unidos 6.632.979, Furuta et al.,
Patente de Estados Unidos 6.905.839, Jackobsen et al., Patente de Estados Unidos 6.238.878, Simon et al., Patente
de Estados Unidos 5.851.789). Las composiciones de la invenciéon pueden administrarse de forma profilactica (es
decir, antes de la observacién de sintomas de la enfermedad) y/o terapéutica (es decir, después de la observacién
de sintomas de la enfermedad). La administracion también puede ser conjunta con (es decir, al mismo tiempo que, o
durante) la manifestacion de uno o mas sintomas de la enfermedad. Ademas, las composiciones de la invencion
pueden administrarse antes, conjuntamente con, y/o después de la administracion de otro tipo de farmaco o
procedimiento terapéutico (por ejemplo, cirugia). Los métodos de administracion de las composiciones de la
invencién incluyen, sin limitacién, administracién en formas parenteral, oral, intraperitoneal, intranasal, tépica y
sublingual. Las vias parenterales de administracion incluyen, por ejemplo, vias de inyeccion subcutanea,
intravenosa, intramuscular, intraesternal e infusion.

En una realizaciéon, las composiciones de la invencién comprenden un lipido para suministro como liposomas. Se
conocen en la técnica métodos para generar dichas composiciones (Borghouts et al. (2005). J Pept Sci 11, 713-726;
Chang et al. (2009) PLoS One 4, e4171; Faisal et al. (2009) Vaccine 27, 6537-6545; Huwyler et al. (2008) Int J
Nanomedicine 3, 21-29; Song et al. (2008) Int J Pharm 363, 155-161; Voinea et al. J Cell Mol Med 6, 465-474).

Se conoce en la técnica tratamiento con anticuerpos de seres humanos con cancer, por ejemplo, en las Patentes de
Estados Unidos n.° 5.736.137; 6.333.410; 5.475.092; 5.585.499; 5.846.545; 7.202.346; 6.340.701; 6.372.738;
7.202.346; 5.846.545; 5.585.499; 5.475.092; 7.202.346; 7.662.387; 7.662.387; 6.429.295; 7.666.425; 5.057.313.

Los anticuerpos de la invenciéon pueden administrarse con vehiculos, diluyentes y/o excipientes farmacéuticamente
aceptables. Lo ejemplos de vehiculos, diluyentes y/o excipientes adecuados incluyen: (1) solucién salina tamponada
con fosfato de Dulbecco, pH aproximadamente 7,4, que contiene aproximadamente 1 mg/ml a 25 mg/ml de albimina
de suero humano, (2) solucion salina 0,9 % (NaCl 0,9 % p/v) y (3) dextrosa 5 % (p/v).

Los anticuerpos de la invencion se administran normalmente en una cantidad terapéutica. Las expresiones “cantidad
terapéutica”, “cantidad farmacéuticamente eficaz’, “cantidad terapéuticamente eficaz” y “cantidad biolégicamente
eficaz” se usan indistintamente en el presente documento para hacer referencia a una cantidad que es suficiente
para conseguir un resultado deseado, bien cuantitativo o bien cualitativo. En particular, una cantidad
farmacéuticamente eficaz es la cantidad que da como resultado la reduccion, el retardo y/o la eliminacién de efectos
indeseables (tales como patolégicos, clinicos, bioquimicos y similares) que se asocian con enfermedad. Por ejemplo,
una “cantidad terapéutica que reduce el cancer” es una cantidad que reduce, retarda y/o elimina uno o mas sintomas
de cancer.

Por ejemplo, las “dosificaciones” especificas de una “cantidad terapéutica” dependeran de la via de administracion,
el tipo de sujeto que se trate, y las caracteristicas fisicas del sujeto especifico que se considere. Los practicantes
expertos en los campos médicos, veterinario y otros relacionados, conocen bien estos factores y su relacion para
determinar esta cantidad. Esta cantidad y el método de administracion pueden adaptarse para conseguir eficacia
optima pero dependeran de factores tales como el peso, la dieta, la medicacion simultanea y otros factores, que
reconoceran los expertos en la materia. La cantidad y frecuencia de dosificacion se seleccionan para crear un nivel
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eficaz del compuesto sin efectos sustancialmente perjudiciales.

Cuando esta presente en una forma de dosificaciéon acuosa, en lugar de liofilizarse, el anticuerpo normalmente se
formulara a una concentraciéon de aproximadamente 0,1 mg/ml a 100 mg/ml.

Dependiendo del tipo y gravedad de la enfermedad, de aproximadamente 0,015 a 15 mg de anticuerpo/kg de peso
del paciente es una dosificacién candidata inicial para administracion al paciente, bien, por ejemplo, mediante una o
mas administraciones separadas, o bien mediante infusiéon continua. Para administraciones repetidas durante varios
dias o mas, dependiendo de la afeccion, el tratamiento se repite hasta que se produce una supresion deseada de los
sintomas de la enfermedad.

Los métodos de la presente invencion pueden practicarse in vitro, in vivo o ex vivo.
Experimental

Los siguientes ejemplos sirven para ilustrar ciertas realizaciones preferidas y aspectos de la presente invenciéon y no
deben interpretarse como limitantes del alcance de la misma.

Ejemplo 1
Materiales y métodos

Lo siguiente es una descripcién breve de los materiales y métodos a modo de ejemplo usados en los Ejemplos
posteriores. Algunos anticuerpos descritos se proporcionan como fondo y/o para fines de comparacion.

Cultivos celulares:

Se obtuvieron lineas celulares OVCAR3, SKOV3 y A2780 a través de la Coleccion Americana de Cultivos Tipo
(ATCC, Manassas, VA) y se mantuvieron en cultivo de acuerdo con la bibliografia de la ATCC. Para la creacion de
lineas celulares transfectadas MUC16+, la parte carboxilo terminal del ADNc de MUC16 se introdujo como proteinas
de fusion con proteina verde fluorescente usando el sistema de expresion de vector phrGFP Vitality (Stratagene, La
Jolla, CA). Se seleccionaron lineas celulares estables usando geneticina (G418, Invitrogen, Grand Island, NY) en
sus medios de cultivo respectivos y se aislaron por expresién de Proteina Verde Fluorescente. Se mantuvieron
rutinariamente transfectantes estables en G418 en su medio de cultivo respectivamente. Los transfectantes
AMUC16¢"" tienen expresion de superficie celular de proteina MUC16 del sitio de escision potencial al extremo
carboxilo terminal (AA 1776 a 1890) (12).

Preparaciéon monoclonal:

Usando la secuencia de MUC16, se sintetizaron secuencias peptidicas que codificaban elementos de la secuencia
de aminoacidos AMUC16¢'"* en la instalacion central de microquimica del Centro de Cancer Memorial Sloan-
Kettering (MSKCC). Los inventores sintetizaron 3 polipéptidos (Figura 1) y modificaron el Polipéptido 1 y el
Polipéptido 2 con una cisteina en el extremo N terminal para mejor conjugacién con KLH. Se mezclaron
concentraciones iguales de los péptidos conjugados con KLH y después se usaron como el inmunégeno para 5
ratones BALB/c. Los inventores seleccionaron 1 de los 5 ratones cuyo suero mostré la mayor reactividad frente a
péptidos individuales por ELISA, y la instalaciéon central de anticuerpos monoclonales de MSKCC realiz6 la fusién y
selecciond los anticuerpos usando protocolos convencionales. Después de 10 dias de fusion, los sobrenadantes se
seleccionaron y se exploraron con respecto a reactividad por ELISA frente a los péptidos sintéticos individuales.

ELISA:

Se realiz6 ELISA de tipo sandwich para ver la positividad de los anticuerpos frente a péptidos individuales y proteina
de fusion GST-AMUC16¢'"# después de protocolo de instalacion central rutinaria para el ensayo de ELISA.

Analisis de FACS:

Se retiraron células diana adherentes mediante Tripsina 0,05 % y EDTA 0,1 %, se lavaron y se contaron por un
hemocitometro. Las células se distribuyeron en multiples tubos Eppendorf con al menos 0,5-1 x 10° células por tubo.
Las células se lavaron con soluciéon salina tamponada con fosfato (PBS) que contenia FCS 1 % y azida sodica
0,025 % (tampo6n de FACS). Para tincion con FACS interna, las células en los tubos Eppendorf se permeabilizaron
con Solucién de Permeabilizacion de FACS 2 diluida 1:10 (BD Bio-Sciences, San Jose, CA) durante 10 minutos a
temperatura ambiente y después se lavaron dos veces con tampén de FACS helado. Después se incubaron sin
(para el control de anticuerpo secundario) o con 1 ug/tubo de sobrenadantes biorreactivos de monoclonales MUC16
de ratén durante 30 minutos en hielo. Para tincion de FACS en superficie, las células se incubaron sin (para control
de anticuerpo secundario) o con 1 ug/tubo de sobrenadantes biorreactivos de monoclonales de MUC16 (9B11.20.16,
9C9.21.5.13 y 4H11.2.5), OC125 de raton antihumano (M3519), M11 de ratén anti humano (M3520)
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(DakoCytomation, Dako North America Inc., Carpinteria, CA) o VK8 (proporcionado amablemente por la Dr. Beatrice
Yin y el Dr. Ken Lloyd, MSKCC, Nueva York, NY) durante 30 minutos en hielo. Las células en tubos Eppendorf
también se tifieron en superficie con 1 pg/tubo de anticuerpos de ratén de control de isotipo coincidente no
especificos (13C4 para IgG1 y 4E11 para IgG2b monoclonales obtenidos de la Instalacion Central Monoclonal de
MSKCC) y se incubaron en hielo durante 30 minutos. Todas las células se lavaron tres veces con tampén de FACS.
Las células se incubaron con 1 pg/tubo de anticuerpo secundario de cabra anti IgG1 de ratén-PE o 1gG2b-PE
durante 30 minutos en hielo y después se lavaron tres veces con tampén de FACS. Las células se analizaron por
una maquina FACS Calibur en la instalacion central de citometria de flujo de MSKCC.

Analisis de transferencia de Western:

Se cultivaron lineas celulares estables en placas de 10 cm en sus medios de cultivo respectivos y se incubaron con
CO2 5 % a 37 °C durante 3 dias. Se lavaron dos veces con PBS helado para retirar el medio que contenian suero.
Las células adherentes se rasparon con 1-2 ml de PBS helado, y las células se sedimentaron por centrifugacion en
un tubo Eppendorf a 4 °C en una centrifuga Eppendorf. Se descarté el sobrenadante, y las células se lisaron con
0,2 ml de medio de lisis Ripa modificado (Tris-HCI 20 mM; pH 7,4; NaCl 150 mM; NP-40 1 %; Na3VO4 1 mM; PMSF
1 mM; DTT 1 mM; leupeptina 10 pg/ml; y aprotinina 10 pug/ml) durante 30 minutos en hielo y se centrifugaron a 4 °C
durante 10 minutos. La solucién soluble se separ6 en un tubo y se descarté el sedimento residual. La concentracién
de proteina se midié usando el Ensayo de Proteina Bio-Rad (BioRaD Laboratories, Hercules, CA). Se separaron
cantidades iguales de proteinas (proteina de fusion GST-MUC16-CD o extractos de lineas celulares estables)
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida de dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE) y se transfirieron a membrana
de nitrocelulosa usando un aparato de transferencia BioRad en una camara frigorifica a 4 °C. Las membranas se
bloquearon con albumina de suero bovina (BSA) 3 % en PBS con Tween-20 (PBST) 0,1 % a 4 °C durante una
noche. Las membranas se exploraron con anticuerpo primario (dilucion 1:1000) durante 1 hora a temperatura
ambiente y después se lavaron tres veces con PBST. Después las membranas se tifieron con anticuerpo secundario
correspondiente, anticuerpo completo anti IgG de ratdn unido a peroxidasa de rabano rusticano (HRP) de oveja (GE
Healthcare, RU) (dilucién 1:5000) durante 1 hora a temperatura ambiente. Las membranas se lavaron tres veces con
PBST y se revelaron con un reactivo de quimioluminiscencia Western Lightning® (ECL, Perkin EImer, Waltham, MA)
durante 1-5 minutos a temperatura ambiente, y las sefiales se revelaron en Pelicula BioMax de Kodak.

Estudios de union e internalizacion con anticuerpos monoclonales y transfectantes estables OVCAR3 y SKOV3:

se marcaron anticuerpos monoclonales purificados con 3!l usando el método de iodogen y se purificaron por
cromatografia de exclusién por tamano (22). Se realizaron estudios de unién de saturacién con anticuerpos
radiomarcados usando sustratos de células OVCAR-3 intactas. Brevemente, se prepararon 10 soluciones de
ensayo (por triplicado) y contenian cantidades crecientes de los anticuerpos radioyodados, 3-500.000 células en
un volumen total de 500 yl de PBS (BSA 0,2 %; pH 7,4). Las células se aislaron mediante filtracién rapida a
través de una membrana de fibra de vidrio y se lavaron con solucién salina tamponada con tris helada. Las
células se contaron en un contador gamma con patrones de actividad total afiadidos. Para cada concentracién de
anticuerpo radiomarcado, se determind la unién no especifica en presencia de 100 nM del anticuerpo no
modificado. Los datos se analizaron con un método de regresion de minimos cuadraticos (Origen, Microcal,
Software Inc., Northampton, MA) para determinar los valores de K4 y Bmax y se realizé6 una transformacién de
Scatchard.

Se realizaron estudios de internalizacion de células de anticuerpos con anticuerpos monoclonales 3'-4H11 y |-
0OC125 y células transfectadas estables SKOV3-phrGFP-AMUC16%34. Brevemente, se afiadié anticuerpo
radiomarcado (370 MBg/mg, 100 kcpm) en 2 ml de medio a células SKOV3 sembradas en una placa de 6 pocillos.
Las placas se incubaron a 37 °C durante hasta 24 horas. En diversos puntos temporales, el medio se retird de tres
pocillos y las células se lavaron con 2 x 2 ml de PBS. Después se retir6 la actividad unida a superficie celular y se
recogié con 2 x 2 ml de un lavado acido helado (acido acético 100 mM glicina 100 mM; pH 3,0). Las células se
disolvieron después con 2 x 1 ml de NaOH 1 M y se recogieron. Al final del estudio todas las muestras se contaron
con un contador gamma junto con patrones, que representaban la cantidad inicial de radioactividad afiadida. Todas
las muestras de medios se analizaron por ITLC-SG con fases moviles de TCA 5 % para determinar 'l no unido.

Micromatriz tisular (TMA):

Se construyeron micromatrices tisulares dentro de la institucién de los inventores o se obtuvieron de un laboratorio
comercial si no estaban disponibles de forma interna. Brevemente, se obtuvieron biopsias de aguja gruesa de tejido
incluido en parafina preexistente de los bloques denominados donadores y después se relocalizaron en un bloque
“maestro” dispuesto en parafina receptor usando las técnicas de Kononen et al. y modificadas posteriormente por
Hedvat et al (23-24). Se us6 un Dispositivo de Matrices Tisulares MTA-1 operado manualmente de Beecher
Instruments Inc. (Sun Prairie, WI) para producir puntos circulares de muestras (nlcleos) que median de 0,6 a
1,0 mm de diametro. Los nucleos se dispusieron de 0,3 a 0,4 mm de separacién entre si. Se dispuso
estratégicamente una capa de tejidos de control alrededor de las micromatrices tisulares en si mismas para evitar
efectos de deshile. La composicion especifica de cada micromatriz tisular se define posteriormente. Se prepararon
portaobjetos de micromatrices tisulares para cancer ovarico, cancer de prostata, adenocarcinoma del pulmén,
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neoplasias mucinosas del pancreas y carcinoma de mama invasivo ductal e invasivo lobular cortando secciones de
4 ym de tejido incluido en parafina fijado en formalina. Se obtuvieron micromatrices tisulares adultas y fetales
normales de una fuente comercial (Biomax, EE.UU.). Se usaron células OVCAR3 como controles positivos.

Inmunohistoquimica:

Se realizé inmunohistoquimica en las micromatrices tisulares tanto con OC125 convencional (Ventana, Tuscon, AZ)
como con los anticuerpos monoclonales nuevos. Se cortaron secciones de las micromatrices tisulares a 4
micrometros, se colocaron en portaobjetos de microscopio Superfrost/Plus (Fisher brand) y se hornearon en un
horno a 60 °C durante al menos 60 minutos. Los portaobjetos se desparafinizaron después y se hidrataron con agua
destilada, se empaparon en tampén citrato a pH 6,00 durante 30 minutos a 97 °C, se lavaron en agua corriente
durante 2-5 minutos, se incubaron durante 5 minutos en peréxido de hidrégeno 3 % diluido en agua destilada. Los
portaobjetos se lavaron en agua destilada durante 1 minuto, se transfirieron a un bafio de solucién salina tamponada
con fosfato (PBS), pH 7,2, para dos cambios de 5 minutos cada vez y se colocaron en BSA 0,05 % diluido en PBS
durante un minimo de 1 minuto. Después de secar alrededor de secciones tisulares, se aplicé suero normal a una
dilucion 1:20 en BSA/PBS 2 % y se incubaron durante un minimo de 10 minutos a temperatura ambiente en una
camara de humedad. El suero se extrajo después por succién sin permitir que las secciones se secaran, y se
colocaron aproximadamente 150 lambda de anticuerpo nuevo a una dilucién de 1:1000 en el tejido. El portaobjetos
se incubo durante una noche (aproximadamente 15-18 horas) a 4 °C en una camara de humedad. El anticuerpo
primario se retird por lavado usando tres cambios de PBS durante 10 minutos cada uno. Se aplicé anticuerpo
secundario, a ratén biotinilado de Vector laboratories (Burlingame, Ca) a una dilucion 1:500 en BSA/PBS 1% y se
incub6 durante 45-60 minutos a temperatura ambiente en camara de humedad. El anticuerpo se retiré6 de nuevo por
lavado usando tres cambios de PBS como anteriormente. Los portaobjetos se transfirieron después a un bafio de
diaminobenzidina (DAB), y se diluyeron en PBS durante 5-15 minutos. Los portaobjetos se lavaron después en agua
del grifo durante 1 minuto, se contratifieron usando hematoxilina modificada por Harris (Fisher), se descoloraron con
alcohol acido 1 % y azul en agua amoniacal, se deshidrataron con 3 cambios cada uno de etanol 95 %, etanol 100 %
y xileno durante 2 minutos cada uno y se taparon con un cubreobjetos con medio de montaje permanente.

Puntuacion de inmunohistoquimica:

Los anticuerpos disponibles en el comercio, tales como OC125 y M11, se dirigen a epitopos dependientes de
glucosilacion complejos. La hipotesis de los inventores es que la glucosilacion puede ser especifica de tejido; por lo
tanto, fue importante examinar la utilidad de los anticuerpos dirigidos a péptidos en tejidos fijados en parafina y
estudiar la prevalencia de la expresion de MUC16. Los tres anticuerpos candidatos, 4H11, 9C9 y 4A5, se
caracterizaron usando sedimentos de linea celular OVCAR3. De los tres, el anticuerpo 4H11 mostr6 el patron de
tincion mas fuerte, mas difuso y uniforme a multiples diluciones, con la menor cantidad de tincién de fondo y, por lo
tanto, se optimiz6 para su uso en tejidos humanos en la instalaciéon central de patologia.

Usando 4H11, los inventores tifieron y puntuaron la positividad usando micromatrices tisulares de carcinomas
serosos ovaricos de alto grado, de alto estadio, (Figura 2), siendo estos tumores el tipo mas comun de cancer
ovarico, que representa aproximadamente 80-85 % de todos los carcinomas ovaricos en naciones occidentales
industrializadas (25). Para ensayar la especificidad del nuevo anticuerpo, los inventores también tifieron
micromatrices tisulares de canceres de la préstata, pulmén, mama y pancreas y compararon sus intensidades de
tincion con la del anticuerpo monoclonal OC125 (Figura 6A-D). Para determinar si habria cualquier reactividad
cruzada con tejidos humanos normales, los anticuerpos también se ensayaron en TMA adultos y fetales humanos
normales.

Un patologo de referencia revisé todas las secciones tefiidas (KJP). Un segundo patologo (RAS) puntu6 también de
forma independiente un subconjunto de nucleos para los que habia tincidn equivoca para asegurar la uniformidad en
los métodos de puntuacion. Solamente se consideraron positivas la tinciéon citoplasmatica y/o membranosa. Si una
parte de la célula mostré tincion membranosa, esta se considero tincién parcial. Se ided un sistema de puntuacion
para proporcionar una evaluacion semicuantitativa de distribucion e intensidad de tincion en nucleos individuales. Al
mismo tiempo, se disefi6 para ser util para comparar la distribucion e intensidad de tincién entre OC125 y los nuevos
anticuerpos. La puntuacién incorporé el porcentaje de células, la intensidad y el patron de la tincién de acuerdo con
los siguientes patrones: puntuacién 0: sin tincién; puntuacion 1: <5 % fuerte o débil; puntuacién 2: 5-50 % fuerte o
débil; puntuacion 3: 51-75 % fuerte o 51-100 % débil; puntuacion 4: 76-99 % fuerte; y puntuacion 5: 100 % tincién
fuerte (Figura 3). El pat6logo revisd en primer lugar todas las micromatrices tisulares tefiidas con OC125 y puntud
cada nucleo. Después los mismos nucleos tefiidos con los nuevos anticuerpos tuvieron una puntuacién de 1 hasta
varios dias después de OC125 sin referencia a los resultados previos. Se realizd6 una comparaciéon directa de la
puntuacién entre las tinciones para cada nucleo solamente después de haberse completado todas las puntuaciones.
Se us6 el mismo proceso para todas las micromatrices tisulares no ovaricas. Después de la comparacion, se
determin6é que la tincion de nucleo era concordante, equivoca o discordante basandose en los diferenciales de
puntos. Los nucleos concordantes difirieron en de 0 a 1 punto, los puntos equivocos difirieron en 2 puntos y los
puntos discordantes difirieron en de 3 a 5 puntos. La Unica excepciéon a esta norma fue cuando la diferencia de 1
punto era entre una puntuacion de 0 y 1, en cuyo caso, las diferencias se consideraron equivocas. Esto fue asi para
separar realmente los casos negativos de los incluso focalmente positivos.
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Ejemplo 2
Generacion y caracterizaciéon de anticuerpos monoclonales anti MUC16

Se hallaron anticuerpos monoclonales dirigidos a MUC16 mediante exploracién basada en ELISA usando tanto
péptidos individuales como proteina GST-AMUC16¢""* recombinante seguido de subclonacién secuencial para
clones de células individuales.

Tablas 1A y 1B: anticuerpos monoclonales del extremo carboxilo terminal de MUC16 que muestran su reactividad a
western de GST-AMUC16¢''4, analisis de FACS y células de tipo silvestre OVCAR3
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Tabla 2: anticuerpos especificos para partes a modo de ejemplo de MUC16

1. Polipéptido 1 de Muc16:

14394 14410 (secuencia de MUC16)
HESPLARRVDRVAIVEE (580 1D NOSY) 17aa

Son monoclonales de raton que son especificos para este péptido:
PRILI0IE (gl

RS e, e

THA gL, T

2313 (g, Tulih)

Wit (Iglil}

B g

2. Polipéptido 2 de Muc16:

14425 14442 (secuencia de MUC16)
TLORSSVLVDGYSPNRNE (SEQ 1D MO0 18aa
Son monoclonales de raton que son especificos para este péptido:

SHEL 125 (eilaoh) FIH Qe FATC T eI

SOG71513 (gl FEEE (G, v ASGI2 {pGl, hetitag

BT (I 156 {1ehD) FEGH (], T

SCRAT (G 0T ety MBI (G, Te0lb, b

AA53T {dp31) SA2 {Tal3l L {Ta0H, Yully

FEET R0 Og)

3. Polipéptido 3 de Muc16 (SEQ ID NO: 03)

14472 14492 (secuencia de MUC16)
COVIVTTREREKEGEYNVOOU 21aa
Son monoclonales de ratén que son especificos para este péptido:
F1ATET (i) T (1gli2h} LFG (Igtsl)
ZIFE {Tglirh, VD) 3HS Gl g
ALYT €lpliny 41T (lgdit, Tebd)
BAS (vl

FICE (Ig0i2h)
SHE g, lans

14452 14475
PWAVILIOEACT LG ATCLICYE (SEQ B3 k14 esregion transmembrana  24aa

4. Polipéptido 4 de Muc16 (SEQ ID NO: 15) que contiene un polipéptido de bucle de cisteina (SEQ ID NO:19)

14367 14398 . (secuencia de MUC16)
EBVESUCOYSIFRS VENRIITO L (SR D ORI 320

H
1

. 4 & i

25



Son monoclonales de ratén que son especificos para este péptido:

2483 (1gM)
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W7 {IgMy

4F12

GHE

ighd BAppR

28C2

ght kappa

6ES

gt Wapps

2A3

i, G, 1g02b, kapns

b, hapos

1 kuppe

forst kappa

blst appe

lghdt, i3, WO, WEde, W
b, b, eoibds

ol kapos
I3, gl

gt kappn

g0 kg
Il sappa

ight, g1, IgGab, kappa
oM kapos

58, i ko
g, lp3a TpGlb, wGla, LB kappa
To2e, O, kepow

i, ke

Figiet omgpa ooly
ight, emppe
g, s
b wappe

g, hapg
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148 LR
ap2 R
24Fg kW, kaspa
£AEd oM. sepe
Bt g, W, b
THE - B e
2784 WM, kapps

Los anticuerpos monoclonales identificados se enumeran en la Tabla 1A y Tabla 2. Cada uno de los anticuerpos
monoclonales seleccionados era reactivo contra GST-AMUC16¢'™4, Los anticuerpos dirigidos contra MUC16
comerciales (0C125, M11 o VK8) no se unieron con GST-AMUC16¢°'"* en ELISA o transferencia de Western. Los
clones se ensayaron en FACS frente a células de cancer ovarico OVCARS3 y en andlisis de transferencia de Western
frente a GST-AMUC16¢'4 (Tabla 1B), y se aislaron anticuerpos monoclonales purificados seleccionados.

Los inventores usaron las células OVCARS3 de tipo silvestre y SKOV3 transducidas con phrGFP-4MUC16°''4 para
caracterizar los anticuerpos seleccionados por analisis de FACS. Todos los anticuerpos monoclonales seleccionados
se unieron a ambas lineas celulares mientras que los anticuerpos VK8, M11 y OC125 comerciales se unieron con
las células OVCARS3 pero no con la linea celular SKOV3-phrGFP-AMUC16¢'"4, Los anticuerpos contra el Polipéptido
3 requirieron permeabilizacién ya que es un epitopo interno (Figura 7).

El analisis de transferencia de Western usando la proteina purificada GST-AMUC16¢"'4 mostro fuerte union con los
anticuerpos 4H11 y 9C9 (Figura 4A), mientras que los otros anticuerpos seleccionados mostraron menos unién. El
transfectante SKOV3-phrGFP-AMUC16°''* también fue positivo por analisis de transferencia de Western usando
anticuerpos 4H11 y 9C9 (Figura 4B). Como anteriormente, los anticuerpos comerciales no interaccionaron con la
proteina purificada GST-AMUC16°'"* o lisados celulares de la linea celular SKOV3-phrGFP-AMUC16°'14,

Se examiné la unién de seis anticuerpos monoclonales contra OVCAR3 MUC16 en estudios de union de afinidad.
Tres anticuerpos, 9C7, 5C2 y 28F7, mostraron solamente niveles modestos de unién en comparacién con la union
no especifica de estos anticuerpos con las células OVCARS3, que portan grandes numeros de sitios de union a
MUC16. Por el contrario, los anticuerpos monoclonales 4H11, 9C9 y 4A5 mostraron afinidad de union altamente
especifica, como se muestra en la Figura 5A, con afinidades de unién de 6,8-8,6 nM contra los epitopos de
superficie celular de células OVCARS3. Los inventores también examinaron la internalizacion de anticuerpo unido a
proteina MUC16 de superficie celular. Los inventores examinaron la internalizacién en la linea celular SKOV3-
phrGFP-4MUC 1633 transfectada que porta el extremo carboxilo terminal de MUC16, incluyendo el epitopo de 4H11
y una Unica secuencia de repeticion en tdndem degradada para interaccionar con el anticuerpo OC125. Los
anticuerpos comerciales OC125, M11 y VK8 se unen todos a la superficie celular de esta linea celular transducida.
El 4H11 marcado con '3'| mostro rapida internalizacion a un alto nivel, mientras que el anticuerpo OC125 marcado
con 3| se internaliz6 a una tasa mucho menor (Figura 5B).

Ejemplo 3
Resultados de inmunohistoquimica:

Dadas sus afinidades de union altamente especificas, los anticuerpos 9C9, 4A5 y 4H11 se caracterizaron por utilidad
en inmunohistoquimica usando lineas celulares OVCAR3. De los tres, el anticuerpo 4H11 se seleccion6 para
optimizar para su uso en tejidos humanos basandose en su patron de tinciéon robusto, sensible y especifico en
comparacioén con los otros dos anticuerpos.

A. Ovario

Se tifieron portaobjetos de micromatrices tisulares de carcinoma seroso ovarico de alto grado, de alto estadio,
compuestos de 419 nucleos, que representaban tumores primarios, metastasicos y recurrentes de 40 pacientes con
anticuerpos monoclonales tanto OC125 como 4H11 (Figura 2). Las micromatrices tisulares de OC125 mostraron 279
(66 %) nucleos con tincion 3-5, 99 (24 %) con tincion 1-2 y 41 (10 %) sin tincién. Las micromatrices tisulares de
4H11 mostraron 236 (56 %) con tincién 3-5, 91 (22 %) con tincion 1-2 y 92 (22 %) sin tincion. Los dos anticuerpos
fueron concordantes en 233 nucleos (56 %), equivocos en 161 (38 %) y discordantes en 25 (6 %). De los 25 nucleos
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discordantes, 12 (48 % de los casos discordantes, 3 % de todos los casos) mostraron mayor positividad de 4H11
que OC125. Nueve eran discordantes por una diferencia de 4 puntos y 3 eran discordantes por una diferencia de 5
puntos. Hubo un total de 186 nucleos discordantes y equivocos juntos, 48 (26 %) de los cuales mostraron mayor
tincion con 4H11 que OC125. El patron de tincion tanto de 4H11 como de OC125 fue citoplasmatico y membranoso,
aunque el patrén membranoso de OC125 fue mas fuerte y mejor definido que 4H11 en la mayoria de los casos. Los
casos discordantes demostraron mayores niveles de 4H11 que otros casos.

B. Cancer de mama

También se examin6 otros diversos tejidos con respecto a tincion de 4H11 para ensayar la especificidad del
anticuerpo. De los 50 nucleos de carcinomas ductales invasivos de mama (nimero de pacientes no disponibles),
solamente 2 (4 %) mostraron una puntuaciéon de 4 o mayor tincién de 4H11 y ninguno tuvo puntuaciones de 3-5 para
tincion de OC125. El patréon de tincibn con OC125 fue principalmente apical/luminal con algo de tincion
citoplasmatica granular. Algunos tumores con lumina intracitoplasmatica también captaron la tincion de OC125.
4H11 mostré un rubor citoplasmatico mas difuso sin acentuaciéon membranosa.

Por el contrario, la micromatriz tisular de carcinoma de mama lobular invasivo (compuesta de 179 nucleos con tumor
viable, numero de pacientes no disponible) tuvo tincion de MUC16 frecuente con 4H11. En esta micromatriz tisular,
168 nucleos (94 %) no mostraron tincién para OC125, 5 (3 %) mostraron tincién 1-2 y solamente 6 (3 %) mostraron
una intensidad de tincion de 3. La tincién de 4H11 fue diferente en su patrén de distribucién, no mostrando 49 (27 %)
ninguna tincion, mostrando 81 (45 %) tincién 1-2 y mostrando 49 (27 %) tincion 3-4. Ni OC125 ni 4H11 tuvieron
nacleos con una intensidad de tincion de 5. El patréon de tincién fue citoplasmatico, luminal/membranoso o
intraluminal tanto para OC125 como para 4H11. El patrén intraluminal fue fuerte e intenso para ambas tinciones y
destaco el lumen intracitoplasmatico que esta habitualmente presente en carcinomas lobulares. Las tasas de
concordancia fueron 34 % concordantes, 43 % equivocas y 23 % discordantes. De los casos equivocos y
discordantes, no hubo ninguno en el que el OC125 fuera mayor que el 4H11. Los 42 casos discordantes y 76 de 77
casos equivocos tuvieron 4H11 mayor que OC125. También hubo tincion luminal focal con 4H11 en conductos de
mama benignos y carcinoma lobular in situ.

C. Adenocarcinomas de pulmén, pancreaticos y prostaticos

Los tumores de otros érganos no eran reactivos con ninguno de los anticuerpos. El adenocarcinoma de pulmén TMA
tuvo 237 nucleos de 86 pacientes que contenian tumor viable. En el TMA pancreatico hubo 92 nucleos de 21
pacientes que contenian tumores mucinosos pancreaticos, incluyendo neoplasias mucinosas papilares intraductales
(IPMN) y carcinomas ductales invasivos. En el cancer de prostata TMA hubo 169 nucleos (numero de pacientes no
disponible). Ninguna de estas micromatrices tisulares de cancer tuvo union significativa con OC125 o 4H11. Esta
informacién se resume en la Tabla 3.

Tabla 3. Intensidad de tincion de OC125 en comparacién con 4H11 en micromatrices tisulares

Puntuacion de intensidad de tincion de OC125 frente a 4H11 (%)

Sitio 0 1-2 3-5
OC125 4H11 0C125 41111 OC125 41111

Seroso de alto grado de ovario 10 28 24 22 66 56
Ductal invasivo de mama 68 78 32 18 0 4
Lobular invasivo de mama 94 27 3 45 3 27
Adenocarcinoma de pulmén 63 77 24 18 13 5
Neoplasias mucinosas de pancreas 98 88 2 10 0 2
Adenocarcinoma de prostata 0 0 0 0 0 0

76-99 % fuerte 5: 100 % fuerte

Puntuacion 0: 0 % de tincion; 1: <5 % fuerte o débil; 2: 5-50 % fuerte o débil; 3: 51-75 % fuerte o 51-100 % débil; 4

D. Tejidos normales

No hubo ninguna tincion con OC125 o 4H11 en colon adulto normal, recto, hocico de tenca, intestino delgado,
ovario, higado, conductos pancreaticos, bazo, rifién y piel. OC125 y 4H11 tifieron ambos glandulas del canal del
cuello uterino (OC125 luminal, 4H11 débil citoplasmatica), glandulas esofagicas (luminal), epitelio bronquial (OC125
luminal, 4H11 granulos intracitoplasmaticos) y corpusculos timicos (citoplasmatico). 4H11 demostré tincion de débil a
moderada de las glandulas gastricas, particularmente en las criptas, con un patrén granular intracitoplasmatico.
Otros 6rganos que mostraron tincién intracitoplasmatica puntuada con 4H11 fueron solamente préstata, tubulos
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seminiferos de los testiculos y las células de los islotes del pancreas. La tincion en las células de islotes
pancreaticos fue particularmente fuerte y uniforme. También hubo tincion no especifica del higado, rifién y cerebro
con 4H11. No hubo ninglin caso que se tifiera con OC125 y no con 4H11.

De forma similar, no hubo tincién con OC125 o 4H11 en corazén fetal, vesicula biliar, colon, intestino delgado,
higado, recto, glandula adrenal, tiroides, bazo, piel, hueso, epididimo, cerebro, pulmén, masculo, muasculo liso, rifién,
ojo, cordon umbilical y placenta. OC125 solamente tifid corpusculos timicos en un patréon similar al del tejido adulto.
4H11 tiAo6 tanto células endocrinas pancreaticas fetales como glandulas del canal del cuello uterino en un patréon
similar al de sus homologos adultos. Las células de islotes mostraron un patrén citoplasmatico granular y las
glandulas del canal del cuello uterino mostraron un patrén luminal lineal, que fue mas similar al patron de OC125 en
el tejido adulto.

Ejemplo 4

Erradicacion exitosa de tumores ovaricos peritoneales establecidos en ratones Beige SCID después de
transferencia adoptiva de linfocitos T genéticamente dirigidas al antigeno MUC16.

Fin: la mayoria de los pacientes a los que se diagnostica cancer ovarico moriran en ultima instancia de su
enfermedad. Por esta razon, son necesarios enfoques nuevos para el tratamiento de este tumor maligno. La
transferencia adoptiva de los linfocitos T propios de un paciente, genéticamente modificados ex vivo mediante la
introduccion de un gen que codifica un receptor de antigeno quimérico (CAR), un receptor de linfocitos T artificial,
dirigido a un antigeno asociado a tumor, es un enfoque nuevo y prometedor para terapia de cancer aplicable al
tratamiento de cancer ovarico.

Disefio experimental: se han generado varios CAR dirigidos al dominio extracelular conservado de MUC16,
denominado MUC-CD, un antigeno altamente expresado en una mayoria de carcinomas ovaricos. Se investiga la
biologia in vitro de linfocitos T humanos transducidos por retrovirus para expresar estos CAR por ensayos de
cocultivo en células presentadoras de antigenos artificiales (AAPC) generadas a partir de fibroblastos NIH3T3
modificados genéticamente para expresar el antigeno de MUC-CD diana, asi como por ensayos de citotoxicidad que
utilizan la linea celular de tumor ovarico OV-CAR3(MUC-CD) humana y células tumorales de paciente primarios.
Finalmente, se evalué la eficacia antitumoral in vivo de linfocitos T dirigidos por MUC-CD en un modelo tumoral
murino de OV-CAR3(MUC-CD) xenogénico, ortotdpico, de ratones Beige SCID.

Se exponen secuencias a modo de ejemplo usadas en este trabajo en las Figuras 17-19.

Resultados: Los linfocitos T dirigidos a MUC-CD modificados por CAR derivados tanto de donantes sanos como de
pacientes con cancer ovarico mostraron actividad citolitica in vitro eficaz contra lineas celulares ovaricas humanas
asi como células de carcinoma ovarico primario. Los linfocitos T dirigidos a MUC-CD pueden expandirse
adicionalmente ex vivo mediante multiples ciclos de cocultivo en AAPC 3T3(MUC-CD/B7.1). Los linfocitos T dirigidos
a MUC-CD expandidos infundidos en ratones Beige SCID que portaban tumores OV-CAR3(MUC-CD) humanos
intraperitoneales retardaron la progresién o erradicaron completamente el tumor incluso en la situacion de
enfermedad avanzada.

Conclusion: Estos estudios preclinicos prometedores justifican adicionalmente la investigacion de linfocitos T diana
MUC-CD como un enfoque terapéutico potencial en la situacion clinica tratando a pacientes con carcinomas
ovaricos MUC-16* de alto riesgo.

Introduccion

El cancer ovarico es el sexto cancer mas comun en todo el mundo y la séptima causa principal de muertes
relacionadas con cancer en mujeres (1, 2). A pesar de terapia de multimodalidad con cirugia y quimioterapia, la
mayoria de los pacientes con carcinomas ovaricos tienen un mal pronéstico. Por esta razén, se necesitan con
urgencia enfoques alternativos para tratar esta enfermedad.

La infusion de los linfocitos T del propio paciente dirigidos genéticamente ex vivo a antigenos expresados en la
superficie de células tumorales es un nuevo enfoque prometedor para la inmunoterapia adoptiva de cancer, y uno
que solamente se ha explorado recientemente en profundidad en la situacion clinica. Los linfocitos T pueden
modificarse genéticamente para dirigirse a antigenos asociados a tumores mediante la introduccién retroviral de
genes que codifican receptores de linfocitos T artificiales denominados receptores de antigenos quiméricos (CAR).
La ingenieria genética de linfocitos T para expresar receptores de linfocitos T artificiales que dirigen citotoxicidad
hacia una célula tumoral presenta un medio para potenciar el reconocimiento inmunitario y la eliminaciéon de células
cancerosas. Los CAR estdn compuestos mas habitualmente por un anticuerpo de longitud de fragmento
monocatenario (scFv), derivado de un anticuerpo monoclonal murino que se dirige a un antigeno asociado a tumor
dado, fusionado con un dominio transmembrana (normalmente CD8, CD28, OX-40 y 4-1BB), fusionado con el
dominio de sefalizacion citoplasmatica de cadena { de TCR (3-13). Cuando se usan para reprogramar la
especificidad de linfocitos T, estos receptores de fusion permiten el reconocimiento de antigeno nativo. Cuando se
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expresa por los linfocitos T, la construccion resultante tras su interaccidén con el antigeno diana, induce activacion de
linfocitos T, proliferacién y lisis de células diana. Estos receptores de fusién transducen una sefial coestimulante
dependiente de antigeno funcional en linfocitos T primarios, permitiendo proliferacién de linfocitos T sostenida
cuando interaccionaron tanto TCR enddgenos como un receptor quimérico para sefializacién estimulante. Hasta la
fecha, los estudios preclinicos que utilizan linfocitos T modificados por CAR han demostrado resultados
prometedores en una amplia diversidad de tumores malignos (3, 4, 11, 14-18). Mas recientemente este enfoque se
ha investigado clinicamente en forma de ensayos de fase | (6, 19-21). Estos enfoques genéticos ofrecen un medio
para potenciar el reconocimiento inmunitario y eliminacion de células cancerosas.

Los carcinomas ovaricos parecen ser tumores relativamente inmunogénicos capaces de inducir una respuesta
inmunitaria endégena basandose en el hecho de que el prondstico a largo plazo de los pacientes esta notablemente
influido por el grado y calidad de la respuesta inmunitaria endégena al tumor. Especificamente, se ha documentado
bien que la presencia de linfocitos T efectores endégenos dentro del microambiente tumoral de cancer ovarico se
correlaciona directamente con supervivencia de pacientes prolongada (22-25). Por el contrario, nUmeros crecientes
de linfocitos T reguladores CD4* CD25" supresores inmunitarios (Treg) dentro del tumor, que a su vez anulan
supuestamente la actividad antitumoral de linfocitos T efectores de infiltracidén, se correlacionan con supervivencia
del paciente mas corta (26-29). De hecho, parece que es la relacion de Treg con respecto a linfocitos T efectores
dentro del microambiente tumoral lo que en ultima instancia dicta si la respuesta inmunitaria endégena al cancer es
beneficiosa o perjudicial para el paciente (24, 28). En esta situacion, la capacidad de generar y expandir
posteriormente una poblacion de linfocitos T efectores dirigidos a tumor ex vivo que se infunden posteriormente de
vuelta al paciente, puede a su vez desplazar la relacion de Treg con respecto a linfocitos T efectores a una mas
favorable para erradicar la enfermedad.

Las mucinas son biomoléculas importantes para la homeostasis celular y la proteccion de superficies epiteliales. Los
cambios en la expresidon de mucinas en cancer ovarico podrian aprovecharse en diagnédstico, pronéstico y
tratamiento (1). MUC16 es una de dichas mucinas que se sobreexpresa en la mayoria de carcinomas ovaricos y es
un marcador de suero sustituto establecido (CA-125) para la deteccién y progresion de canceres ovaricos (30-33).
MUC16 es una mucina altamente glucosilada compuesta de un dominio escindido y liberado grande, denominado
CA-125, que consiste en multiples secuencias repetidas, y un dominio conservado (MUC-CD) que incluye un
fragmento extracelular no repetido residual, un dominio transmembrana y una cola citoplasmatica (34). Ya que el
antigeno se expresa de otro modo solamente a niveles bajos en el Utero, endometrio, trompas de Falopio, ovarios y
serosa de las cavidades abdominal y toracica, MUC16 es una diana potencialmente atractiva para terapias basadas
en inmunidad.

Sin embargo, el hecho de que la mayoria del dominio extracelular de MUC16 se escinde y secreta limita la utilidad
de MUC16 como un antigeno diana en carcinomas ovaricos. De hecho, hasta la fecha, todos los MAb presentados
para MUC16 se unen a epitopos presentes en la fracciébn de CA-125 secretada grande de la glucoproteina, sin
saberse que ninguno se una con la fraccion extracelular conservada (MUC-CD) del antigeno (35-37). Ya que la
fraccion de MUC-CD del antigeno esta conservada en la superficie celular, la generacion de linfocitos T especificos
para esta parte de MUC16 puede superar en gran medida la limitacion de MUC16 como una diana para
inmunoterapia celular adoptiva. Para este fin, se ha generado previamente una serie de MAb murinos especificos
para el dominio extracelular de MUC-CD conservado (38). Utilizando un hibridoma que expresa uno de dichos MADb,
4H11, se han construido con éxito varios CAR especificos para el antigeno MUC-CD. La presente invencion
proporciona un acido nucleico que codifica un receptor de linfocitos T quimérico, compuesto de, al menos una
cadena zeta, una regién de sefalizacion y un elemento de unién que interacciona especificamente con una diana
seleccionada asi como el receptor de linfocitos T quimérico que comprende una parte de cadena zeta, una regién de
sefializacién y un elemento de union.

En este informe, se demuestra la transduccién retroviral altamente eficaz de estos CAR dirigidos a MUC-CD en
linfocitos T humanos con linfocitos T resultantes capaces de dirigir especificamente y lisar células tumorales MUC-
CD* in vitro. Ademas, se demuestra la expansion de linfocitos T dirigidos a MUC-CD eficaz in vitro mediante
cocultivo repetido en fibroblastos NIH (3T3) modificados genéticamente para expresar MUC-CD y el ligando
coestimulante B7.1 (CD80). La expansiéon exitosa de linfocitos T modificados permiti6 a los inventores generar
posteriormente suficientes numeros de linfocitos T para realizar estudios in vivo en ratones Beige SCID
inmunocomprometidos que portaban tumores ovaricos humanos MUC-CD* intraperitoneales establecidos.
Significativamente, en estos estudios se demostr6 eficacia antitumoral notable de linfocitos T dirigidos a MUC-CD,
tanto después de inyeccion intraperitoneal directa como después de inyeccién intravenosa en comparacion con
ratones no tratados, o ratones tratados con linfocitos T que portaban un CAR dirigido a un antigeno irrelevante.
Ademas, se demostré citotoxicidad significativa de linfocitos T de pacientes 4H11-28z" y linfocitos T de donantes
sanos que se dirigian a células de carcinoma ovarico derivado de liquido ascitico primario de pacientes de cancer.

En el conocimiento de los inventores, este es el primer informe en el que linfocitos T genéticamente dirigidos al
antigeno MUC16 demuestran eficacia antitumoral notable contra tumores MUC16* bien in vitro o bien in vivo. Estos
datos sirven como una justificacion para proponer ensayos clinicos futuros utilizando este enfoque en pacientes con
carcinomas ovaricos de alto riesgo.
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Materiales y métodos
Lineas celulares y linfocitos T

La linea celular tumoral OV-CARS se cultivdo en RPMI 1640 (Invitrogen, Grand Island, NY) complementado con FBS
inactivado por calor al 10 %, aminoacidos no esenciales, tampdén de HEPES, piruvato y BME (Invitrogen). Las lineas
celulares productoras retrovirales PG13 y gpg29 se cultivaron en DMEM (Invitrogen) complementado con FCS al
10 % y células presentadoras de antigenos artificiales (AAPC) NIH-3T3, previamente descritas (3), se cultivaron en
DMEM complementado con suero de ternero donante inactivado por calor al 10 %. Se obtuvieron linfocitos T de
sangre periférica de donantes sanos con el protocolo aprobado por IRB n.° 95-054, en tubos BD Vacutainer CPT
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) segun las instrucciones del fabricante. Todos los medios se complementaron
con L-glutamina 2 mmol/l (Invitrogen), penicilina 100 unidades/ml y estreptomicina 100 pg/ml (Invitrogen). Se
cultivaron linfocitos T en medio RPMI 1640 como anteriormente complementados con IL-2 20 Ul/ml (Novartis
Pharmaceuticals, East Hanover, NJ) y donde se indique, el medio se complementd con interleucina 15 10 ng/ml (R &
D Systems, Minneapolis, MN).

Aislamiento de células de cancer derivadas de liquido ascitico de pacientes

Se obtuvieron células de cancer derivadas de liquido ascitico humano primario de pacientes con cancer ovarico que
se sometieron a cirugia para carcinoma ovarico seroso avanzado de nuevo diagnostico con el protocolo aprobado
por IRB n.° 97-134. Las células tumorales se aislaron del liquido ascitico de pacientes por centrifugacion a 600 g
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Las células se lavaron una vez con PBS 1x y se cultivaron en medio
RPMI 1640 complementado con FBS 10 % para andlisis futuro.

Generacion de los CAR 4H11z y 4H11-28z dirigidos a MUC-CD

Las regiones variables de cadena pesada y ligera del anticuerpo monoclonal 4H11 derivaron de la linea celular de
hibridoma 4H11. Utilizando ADNc generado a partir de ARN de 4H11 se aisl6 la regién codificante de VH por PCR
RACE utilizando cebadores modificados como se ha descrito en otra parte (39, 40). La regién variable de cadena VL
se cloné por PCR convencional utilizando cebadores modificados como se describe en Orlandi et al (41, 42). Los
fragmentos VH y VL resultantes se subclonaron en el vector de clonacién TopoTA PCR 2.1 (Invitrogen) y se
secuenciaron. Los fragmentos Vi y VL se ligaron posteriormente a un dominio espaciador (GlysSer)s, generando el
scFv 4H11 y se fusionaron con el péptido lider CD8 humano (CD8L) por PCR solapante (9, 41). Para construir los
CAR 4H11 dirigidos a MUC-CD, se fusiono6 la region codificante del scFv CD8L-4H11 con los dominios bisagra y
transmembrana de CD8 humano (para generar el CAR 4H11z), o como alternativa con los dominios de sefializacion
citoplasmatico y transmembrana de CD28 (para generar el CAR 4H11-28z), fusionados con el dominio de
sefializacion CD3-¢ de receptor de linfocitos T (3, 9, 43). Las construcciones de CAR resultantes se subclonaron
posteriormente en el vector retroviral de MMLV SFG (44). Se usaron sobrenadantes retrovirales seudotipificados
VSV-G derivados de fibroblastos gpg29 transducidos para construir lineas celulares productoras de retrovirus
seudotipificadas por envoltura de virus de leucemia de gibén (GaLV) PG13 estables (41).

Transferencia de genes retrovirales

Se activaron células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de donantes sanos aisladas con fitohemaglutinina
(PHA) a 2 pg/ml (Sigma, St. Louis, MO) y se transdujeron por retrovirus en placas de cultivo no tisular recubiertas
con retronectina (45). Brevemente, se recubrieron placas de cultivo sin tejido de seis pocillos (BD Biosciences, San
Jose, CA) con RetroNectina (RN) (Takara Biomedicals, Otsu, Jap6n) segun las instrucciones del fabricante.
Cuarenta y ocho horas después de la activaciéon de PHA, se colocaron alicuotas de 1x10° linfocitos T en 1 ml de
medio RPMI complementado en cada pocillo de placas recubiertas con RN, junto con 1 ml de sobrenadante
retroviral de SFG. Se centrifugaron linfocitos T diariamente durante 3 dias consecutivos con sobrenadante retroviral
nuevo anadido diariamente a 2000 g a 30 °C durante 1 h (45). Se evalué la transferencia génica el dia 7 por FACS.

Para generar las células presentadoras de antigenos artificiales de fibroblastos murinos NIH-3T3 relevantes, se
subcloné inicialmente una construccion de MUC-CD que codificaba los dominios extracelular, transmembrana y
citoplasmatico conservados del antigeno MUC-16 en vector retroviral SFG, SFG(MUC-CD). Se generaron AAPC
3T3(MUC-CD) mediante transduccion retroviral de SFG(MUC-CD) en fibroblastos NIH-3T3 de tipo silvestre, mientras
que se generaron AAPC 3T3(MUC-CD/B7.1) mediante transduccion retroviral de fibroblastos 3T3(B7.1) previamente
establecidos (41, 46). Se aislaron lineas celulares altamente enriquecidas por FACS.

Para generar las lineas celulares OV-CAR3(MUC-CD) y OV-CAR3(MUC-CD/GFP-FFLuc), se transdujeron por
retrovirus la linea celular de cancer ovarico humano OV-CAR3 WT con SFG(GFP-FFLuc) como se ha descrito
previamente (47) y/o sobrenadantes retrovirales seudotipificados VSV-G SFG(MUC-CD) derivados de fibroblastos
gpg29 como se ha descrito en otra parte (44). Las células tumorales resultantes se clasificaron por FACS para
expresion de MUC-CD solamente para la linea celular OVCAR3(MUC-CD) o expresion de MUC-CD y GFP doble
para la linea celular OVCAR3(MUC-CD/GFP-FFLuc). La expresion de MUC-CD por FACS se evalué usando MAb
4H11.
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Andlisis in vitro de linfocitos T humanos CAR*

Para evaluar la expansion in vitro y liberacion de citocinas tras estimulacién, se cocultivaron linfocitos T transducidos
durante 7 dias después de la transduccién retroviral en placas de cultivo tisular de 6 pocillos (BD Biosciences) en
AAPC NIH 3T3 confluyentes en medio RPMI complementado con FBS 10 % en ausencia de citocinas
complementadas. Para generar suficientes numeros de linfocitos T modificados por CAR para estudios in vivo, se
cocultivaron linfocitos T transducidos en B7.1+AAPC (3T3(MUC-CD/B7.1)) en medio RPMI complementado con 20
Ul de IL-2/ml y 10 ng/ml de IL-15 como se ha descrito previamente (3, 43). Se activaron linfocitos T de pacientes y
se expandieron con perlas CD3/CD28 humanas (DYNAL®, Invitrogen, Carlsbad, CA) siguiendo las
recomendaciones del fabricante.

Andlisis de transferencia de Westem de expresién de CAR

Se realizé analisis de transferencia de Western de lisados de linfocitos T en condiciones reductoras con 0,1 moles/l
de DTT (Sigma) como se ha descrito previamente (46). Brevemente, se lavaron linfocitos T transducidos en PBS y
se resuspendieron en tampén de ensayo de radioimmunoprecipitacion (RIPA) (Boston BioProducts, Worcester, MA)
con inhibidor de proteasa completo mini segun las instrucciones del fabricante (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN).
Las proteinas resultantes se separaron en mini geles de SDS-PAGE 12 % (Bio-Rad, Hercules, CA) después de la
adicion de tampén de carga reductor 6X (Boston BioProducts, Worcester, MA) y calentamiento a 100 °C durante 10
minutos. Las proteinas separadas se transfirieron posteriormente a membranas Immobilon y se exploraron usando
un anticuerpo monoclonal anti cadena CD3¢ humana (BD Biosciences). Se detectd la union de anticuerpo
explorando la mancha de transferencia con anticuerpo de cabra anti raton conjugado con peroxidasa de rabano
rusticano seguido de deteccion luminiscente usando Reactivo de Quimioluminiscencia Western Lighting Plus
(Perkin-Elmer Life Sciences, Boston, MA) segun las instrucciones del fabricante.

Ensayos de citotoxicidad

Se evalud la citotoxicidad de linfocitos T modificados in vitro usando el ensayo DELFIA® EuTDA (PerkinElmer LAS,
Inc, Boston, MA) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Se evalu6 la citotoxicidad a las 2 horas en linfocitos
T efectores para dirigirse a OV-CAR3(MUC-CD) o células tumorales primarias (E:T) a las relaciones indicadas. Los
linfocitos T efectores en estos ensayos representan el nimero de linfocitos T CD8* CAR*.

Ensayos de deteccion de citocinas

Se realizaron ensayos de citocinas segun las especificaciones del fabricante usando un ensayo de detecciéon de
citocinas humanas multiple para detectar IL-2 e IFNy (Millipore Corporation, Billerica, MA) usando el sistema
Luminex IS 100. Se evaluaron las concentraciones de citocinas usando software IS 2.3 (Luminex Corp., Austin, TX).

Modelos tumorales de ratén Beige SCID in vivo

En todos los estudios in vivo, se inyectaron en FOX CHASE C.B.-17 (ratones Beige SCID) de 8-12 semanas de edad
(Taconic, Hudson, NY) inicialmente ip 3 x 106 OV-CAR3(MUC-CD), o para estudios de captura de imagenes
bioluminiscentes (BLI) 3 x 10° células tumorales OV-CAR3(MUC-CD/GFP-FFLuc). Posteriormente, se inyectaron 3 x
107 linfocitos T CAR* ip o iv el dia 1 o 7 después de la inyeccion tumoral como se indica. Los ratones se
supervisaron con respecto a malestar por aumento de circunferencia abdominal, pelo erizado y respuesta reducida a
los estimulos. Se sacrificd a los ratones con malestar. Todos los estudios murinos se realizaron en el contexto de un
protocolo aprobado por el Comité de Cuidado y Uso de Animales Institucional (n.° 00-05-065).

Captura de imagenes bioluminiscentes (BLI) de células tumorales OVCAR3(MUC-CD/GFP-FFLuc) en ratones Beige
SCID

Se realizd BLI usando sistema de captura de imagenes Xenogen IVIS con software Living Image (Xenogen,
Alameda, CA). Brevemente, se inyecté a ratones portadores de tumores OVCAR3(MUC-CD/GFP-FFLuc) ip D-
luciferina (150 mg/kg, Xenogen) suspendida en 200 ul de PBS y se capturaron imagenes con anestesia de isoflurano
2 % después de 10 minutos. La adquisicion de imagenes se realizd en un campo de visién de 25 cm a nivel de
agrupamiento medio durante 0,5 minutos de tiempo de exposicion (3, 43).

Citometria de flujo

Todos los anadlisis citométricos de flujo de linfocitos T y células tumorales se realizaron usando un citémetro
FACScan con software Cellquest (BD Biosciences). Se analizaron linfocitos T usando anticuerpo policlonal
especifico de CAR de cabra Alexa Fluor 647 (Molecular probes, Eugene, OR), anticuerpos marcados con ficoeritrina
anti CD4, CD8, B7.1 (Caltag Laboratories, Burlingame, CA), B7.2 (Invitrogen, Camarillo, CA), 4-1BBL y OX40
humanos (Ancell Corporation, Bayport, MN). Se tifieron células 3T3(MUC-CD) y OV-CAR3(MUC-CD) con anticuerpo
4H11 marcado con Alexa Fluor 647 (generado y marcado en la instalacién central de anticuerpos monoclonales de
MSKCC).
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Marcaje con CFSE de linfocitos T CARP

Se tifieron linfocitos T CAR* con CFSE usando el kit de proliferacion celular de CFSE CellTrace™ siguiendo las
recomendaciones del fabricante (Molecular Probes, Eugene, OR). Se analizdé la proliferacién de linfocitos T
marcados con CFSE por FACS. Para deteccion de linfocitos T marcados con CFSE in vivo, se maceraron tumores
ovaricos a través de un tamiz celular de 40 ym (BD Falcon, Franklin Lakes, NJ) y se lavaron dos veces con
FBS/PBS 2 % antes de tincidn con anticuerpos y analisis de FACS.

Estadistica

Los datos de supervivencia se evaluaron por analisis de rangos logaritmicos usando software GraphPad Prism
(software GraphPad Prism, San Diego, CA). Los datos de citocinas se analizaron por ensayo de t de una cola de
Student.

Resultados

Se han construido vectores retrovirales SFG que codifican CAR de primera (4H11z) y segunda generacion (4H11-
28z) dirigidos al antigeno MUC-CD usando el hibridoma 4H11 que genera un MAb especifico para el antigeno MUC-
CD (Figura 11A). Se confirmd la expresion de proteinas CAR de tamario apropiado por analisis de transferencia de
Western de células productoras retrovirales PG-13 (SFG-4H11z y SFG-4H11-28z) exploradas con un anticuerpo
especifico de cadena ¢ (datos no mostrados).

Para evaluar la funciéon del CAR 4H11z de primera generacion, se transdujeron por retrovirus linfocitos T donadores
sanos aislados de sangre periférica para expresar los CAR 4H11z y 19z1 de control (Figura 11B). La funcién del
CAR 4H11z se evalud por proliferacion de linfocitos T transducidos con 4H11z después de cocultivo en AAPC 3T3
(MUC-CD/B7.1). Los resultados demuestran la proliferacion especifica de linfocitos T transducidos por 4H11z, en
comparacion con linfocitos T modificados por 19z1 (Figura 11C). Estos datos son coherentes con union especifica
mediada por CAR 4H11z con el antigeno MUC-CD vy posterior activacion de linfocitos T.

Ya que la mayoria de los tumores malignos no expresan ligandos coestimulantes, se modificé adicionalmente el
CAR 4H11z para expresar los dominios de sefalizacion coestimulantes transmembrana y citoplasmaticos CD28,
construyendo el CAR 4H11-28z de segunda generacion (Figura 11A). Para evaluar si el CAR 4H11-28z, cuando se
expresa por linfocitos T humanos, era capaz de generar una sefial activadora primaria (denominada “sefal 1”) a
través de la cadena ¢, asi como una sefial coestimulante (denominada “sefial 2”) a través del dominio citoplasmatico
de CD28, que a su vez permite proliferacion de linfocitos T eficaz en ausencia de ligandos coestimulantes exdgenos,
se comparo la proliferacion de linfocitos T después de cocultivo en AAPC 3T3(MUC-CD) o 3T3(MUC-CD/B7.1) en
ausencia de citocinas exdgenas. Como se esperaba, los linfocitos T 4H11-28z* de segunda generacion se
expandieron notablemente en comparacién con linfocitos T 4H11z* tras cocultivo con AAPC 3T3(MUC-CD). Por el
contrario, linfocitos T tanto 4H11z* como 4H11-28z* se expandieron de forma similar en AAPC 3T3(MUC-CD/B7.1)
(Figura 12A). La coestimulacién mediada por el CAR 4H11-28z se verific6 adicionalmente por analisis de
sobrenadantes de cultivo tisular del dia 2 de experimentos de cocultivo en AAPC 3T3(MUC-CD) que demostraban
secrecion de IL-2 potenciada, una citocina normalmente secretada en el contexto de coestimulacion de linfocitos T,
en comparacion con linfocitos T 19z1* y 19-28z* de control y linfocitos T 4H11z* de primera generacién (Figura 12B).
La secrecion de IFNy fue comparable entre linfocitos T activados 4H11z* y 4H11-28z".

A continuacion se evalu6 la capacidad de linfocitos T dirigidos a MUC-CD para expandirse después de
reestimulaciones semanales mediante cocultivo en AAPC 3T3(MUC-CD/B7.1) en el contexto de IL-2 e IL-15
exogeno (3). Los linfocitos T tanto 4H11z* como 4H11-28z* se expandieron mas de 2 log durante 3 semanas (Figura
12C). Los linfocitos T transducidos con el 4H11-28z se analizaron adicionalmente por FACS para expresion de CAR
7 dias después de la activacién inicial en AAPC y después de dos coestimulaciones posteriores en AAPC que
demostraron un enriquecimiento esperado de la fraccion de linfocitos T CAR* (Figura 12D). Se generaron datos
similares con linfocitos T 4H11z* expandidos (datos no mostrados).

Citotoxicidad y proliferacién in vitro de linfocitos T dirigidos a MUC-CD después de cocultivo con OV-CAR3(MUC-
CD) y células de tumor ovarico derivadas de liquido ascitico recién aislado.

Para evaluar la capacidad de linfocitos T 4H11z* y 4H11-28z* para dirigirse a y lisar tumores de carcinoma ovarico
humano, se utilizé la linea celular OV-CAR3 humana que se modificd genéticamente para expresar el antigeno
MUC-CD reflejando de este modo mejor la mayoria de muestras tumorales ovaricas clinicas que expresan el
antigeno MUC-CD al que se dirige 4H11 (48). Se verificd inicialmente la lisis especifica de linfocitos T dirigidos a
MUC-CD demostrando actividad citotoxica significativa similar de linfocitos T modificados por CAR 4H11z y 4H11-
28z que se dirigian a células tumorales OV-CAR3(MUC-CD) en comparacién con linfocitos T de control que
expresaban los CAR 19z1 y 1928z dirigidos a CD 19 de primera y segunda generacion irrelevantes (Figura 13A).
Los linfocitos T donadores sanos modificados para expresar el CAR 4H11-28z mostraron de forma similar lisis de
células de carcinoma ovarico MUC-CD* derivadas de liquido ascitico recién aislado en comparacién con linfocitos T
transducidos con 19-28z (Figura 13B). Ademas, los linfocitos T de sangre periférica del paciente modificados para
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expresar el CAR 4H11-28z lisaron de forma similar células tumorales MUC-CD* primarias autélogas de la misma
muestra ascitica en comparacién con linfocitos T modificados para expresar el CAR 19-28z de control (Figura 13C).

Se evalué adicionalmente la capacidad de linfocitos T 4H11z* y 4H11-28z* de donantes sanos para proliferar
después de cocultivo en OV-CAR3(MUC-CD) como se evalué mediante FACS de linfocitos T marcados con CFSE,
asi como numeros de linfocitos T absolutos durante 7 dias después de cocultivo con tumor (Figuras 13D y E).
Sorprendentemente, se descubrié que linfocitos T tanto 4H11z* como 4H11-28z se expandieron igualmente bien
después de cocultivo con células tumorales OV-CAR3(MUC-CD) lo que sugiere la capacidad de esta linea celular
tumoral para coestimular linfocitos T mediante expresion de un ligando coestimulante. Para abordar esta posibilidad,
se realizaron analisis de FACS adicionales de células tumorales OV-CAR3(MUC-CD) que demuestran expresion del
ligando 4-1BBL coestimulante (Figura 13F), pero no los ligandos coestimulantes B7.1, B7.2 u OX-40L (datos no
mostrados).

Actividad antitumoral in vivo de linfocitos T dirigidos a MUC-CD en ratones Beige SCID.

Para evaluar la actividad antitumoral in vivo de linfocitos T 4H11z* y 4H11-28z*, se gener6 a continuacion un modelo
tumoral de cancer ovarico de xenotrasplante ortotopico mediante inyeccién ip de células tumorales OV-CAR3(MUC-
CD) en ratones Beige SCID. Si se dejaron sin tratar, estos ratones desarrollaron ascitis notable y tumores
peritoneales nodulares multiples a las 3 semanas después de inyeccion de células tumorales (Figura 14A). Todos
los ratones portadores de tumores no tratados tuvieron que sacrificarse a las 7 semanas después de inyeccion de
células tumorales debido a evidencias de malestar.

Para evaluar la eficacia antitumoral in vivo de linfocitos T dirigidas a MUC-CD, se inyect6 a ratones Beige SCID ip
células tumorales OV-CAR3(MUC-CD/GFP-FFLuc) el dia 1 después de inyeccién ip de linfocitos T 4H11z* o0 4H11-
28z* el dia 2. Para controles negativos, los ratones portadores de tumores se trataron o se dejaron sin tratar con
linfocitos T modificados para expresar el CAR dirigido a CD19 irrelevante. De forma colectiva, se descubrio que el
27 % de todos los ratones tratados con linfocitos T dirigidos a MUC-CD (3/11 ratones) permanecieron vivos sin
pruebas clinicas de enfermedad 120 dias después de la inyeccién tumoral sin diferencias estadisticamente
significativas en la supervivencia en comparacion con las cohortes tratadas con linfocitos T 4H11z* y 4H11-28z*
(Figura 14B). Por el contrario, ambas cohortes tratadas con linfocitos T dirigidos a MUC-CD demostraron
supervivencia potenciada de forma estadisticamente significativa en comparacién con cohortes de control tratadas
con linfocitos T 19z1* y no tratadas.

Para evaluar si los linfocitos T dirigidos a MUC-CD infundidos de forma sistémica se transportaron con éxito a
tumores ip, se compar6 a continuacion la infusion ip con iv de linfocitos T 4H11-28z* en ratones Beige SCID que
portaban tumores OV-CAR3(MUC-CD/GFP-FFLuc) ip. Los ratones tratados con linfocitos T 4H11-28z* tanto ip como
iv_mostraron supervivencia estadisticamente potenciada en comparacion con cohortes de control tratadas con
linfocitos T 19-28z* o no tratadas como se evalué mediante supervivencia general (Figura 15A) asi como mediante
BLI de progresién tumoral (Figura 15B). Ademas, se descubrié que la supervivencia general entre los grupos
tratados con ip e iv era estadisticamente equivalente por analisis de rangos logaritmicos. Estos datos implican el
transporte exitoso de linfocitos T 4H11-28z" infundidos iv a tumores peritoneales. Se confirmé adicionalmente el
transporte de linfocitos T 4H11-28z* marcados con CFSE infundidos iv al peritoneo por analisis de FACS de
suspensiones celulares individuales de tumores OV-CAR3(MUC-CD) macerados (Figura 15C).

Actividad antitumoral in vivo de linfocitos T dirigidos a MUC-CD en ratones Beige SCID que portaban tumores OV-
CAR3(MUC-CD/GFP-FFLuc).

Para evaluar adicionalmente si los linfocitos T 4H11-28z* eran capaces de erradicar cargas tumorales mas
clinicamente relevantes, se trataron a continuacion ratones Beige SCID que portaban tumor OV-CAR3(MUC-
CD/GFP-FFLuc) ip bien establecido inyectado 7 dias antes de la terapia de linfocitos T adoptiva. Una vez mas, se
descubrio que la terapia con linfocitos T dirigidos a MUC-CD erradicaba notablemente enfermedad evidente de BLI
en todos los ratones tratados (Figura 16A) desarrollando 5 de 8 ratones tratados con el tiempo enfermedad
progresiva recidivante y permaneciendo 3 ratones sin enfermedad como se evalué por captura de imagenes de BLI
(no mostrado) hasta 120 dias después de la infusiéon de células tumorales (Figura 16B). Estos datos demuestran una
potente actividad antitumoral in vivo mediada por linfocitos T dirigidos a MUC-CD incluso en la situacion de
enfermedad avanzada.

Discusion

Basandose en andlisis extensivo de muestras tumorales de pacientes, los carcinomas ovaricos parecen ser tumores
relativamente inmunogénicos. Especificamente, los investigadores han descubierto que hay una correlacion directa
entre el pronostico después de cirugia y quimioterapia y la cantidad de linfocitos T efectores infiltradores de tumores
(TIL) en muestras tumorales pretratamiento (25, 49, 50). Ademas, otros han descrito una correlacién inversa entre el
pronéstico después de la terapia y los niveles pretratamiento de Treg dentro del tumor, que a su vez supuestamente
inhiben la funcién antitumoral de TIL efectores especificos de tumor (26, 28, 51). Ambos de estos hallazgos implican
un papel para una respuesta de linfocitos T efectores endoégenos al tumor en el control de la progresion de
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enfermedad tanto antes como después de la terapia inicial y apoyan fuertemente la afirmacion de que los
carcinomas ovaricos pueden ser susceptibles de destruccién por infusion adoptiva de linfocitos T autélogos dirigidos
a antigenos de células tumorales ovaricas.

Aunque los TIL efectores endégenos son una fuente de linfocitos T supuestamente especificos de tumor, un enfoque
alternativo para la terapia de linfocitos T adoptiva es aislar linfocitos T de sangre periférica autélogos que a su vez
pueden modificarse genéticamente ex vivo para dirigirse a antigenos de células tumorales. Uno de dichos enfoques
genéticos es transducir de forma retroviral linfocitos T de pacientes con CAR dirigidos a antigenos expuestos en
superficie bien Unicos de o sobreexpresados por el tumor. Para este fin, se han trasladado recientemente estudios
preclinicos prometedores que utilizan este enfoque en otros tumores malignos a la situacion clinica (6, 16, 19, 52).
De forma similar, se han generado previamente CAR dirigidos al antigeno CD 19 expresado en linfocitos B normales
asi como la mayoria de tumores malignos de linfocitos B y se estan realizando en la actualidad ensayos clinicos que
tratan a pacientes con leucemia linfocitica crénica de linfocitos B recidivante y leucemias linfoblasticas agudas con
linfocitos T autélogos modificados para expresar un CAR especifico de CD 19 (53).

La aplicacion de este enfoque a carcinomas ovaricos requiere la identificacion de antigenos diana adecuados
expresados en la superficie de células tumorales. De forma significativa, otros investigadores han estudiado este
enfoque en situacién tanto preclinica como clinica (4, 11, 54-57). Especificamente, varios grupos han demostrado
respuestas antitumorales significativas a tumores de linea celular de carcinoma ovarico humano subcutaneo en
ratones inmunocomprometidos después de infusion intratumoral y/o intravenosa de linfocitos T que expresan CAR
especificos de los antigenos de mesotelina y Lewis-Y sobreexpresados en estas lineas celulares tumorales (56, 58,
59). Recientemente, Kershaw et al han publicado recientemente los resultados de un ensayo clinico de fase | que
trata a pacientes con carcinomas ovaricos recidivantes con linfocitos T autélogos modificados para expresar un CAR
especifico del receptor de alfa-folato (6). Los autores de este estudio han descubierto que la terapia con linfocitos T
dirigidos se toler6 bien, pero observaron una falta de respuesta antitumoral en estos estudios relacionada con
escasa persistencia de linfocitos T modificados a lo largo del tiempo asi como un factor inhibidor de linfocitos T aun
no definido en el suero de varios pacientes tratados.

En los estudios de los inventores, se ha elegido dirigirse a la glucoproteina MUC-16 que esta sobreexpresada en
una mayoria de carcinomas ovaricos (1, 30, 32, 33). La utilidad de MUC-16 como un antigeno diana para terapia de
linfocitos T adoptiva estd comprometida por el hecho de que la mayoria de la parte extracelular de esta molécula
esta escindida por la célula tumoral, secretada, y puede detectarse en el suero como el marcador tumoral CA-125.
Sin embargo, después de la escision de esta fraccion secretada de MUC-16, sigue existiendo una fraccion
extracelular residual de la glucoproteina, denominada MUC-CD, que esta conservada en la superficie tumoral y es
por lo tanto una diana atractiva para terapias basadas en inmunidad. Para este fin, se utilizd una serie de hibridomas
murinos generados para el antigeno MUC-CD para construir CAR especificos para MUC-CD. De estos CAR, se
identifico un CAR generado a partir del hibridoma murino 4H11 denominado 4H11z, que, cuando se expres6 en
linfocitos T humanos, después de cocultivo en AAPC 3T3(MUC-CD/B7.1), dio como resultado rapida destruccién de
monocapas de AAPC asi como expansioén de linfocitos T modificados notable. Significativamente, el antigeno para el
anticuerpo 4H11 esta altamente expresado en una mayoria de muestras tumorales quirurgicas de carcinoma ovarico
pretratamiento obtenidas de pacientes tratados en la institucion de los inventores como se evalué por
inmunohistoquimica (48).

La activacién de linfocitos T 6ptima requiere tanto una sefial mediada por receptor de linfocitos T primario, “sefial 17,
junto con una “sefal 2” coestimulante. Clasicamente, esta sefial coestimulante puede proporcionarse por ligamiento
de B7.1 (CD80) o B7.2 (CD86) en la célula diana con el receptor coestimulante de linfocitos T CD28. Como
alternativa, puede generarse coestimulacién por ligamiento de 4-1BBL u OX-40L en la célula diana con los
receptores coestimulantes de 4-1BB u OX40 respectivos en el linfocito T (12, 60, 61). Ya que la mayoria de células
tumorales no consiguen expresar ligandos coestimulantes, los inventores y otros han demostrado previamente que
los CAR de segunda generacion que incorporan ademas los dominios de sefializacion citoplasmatica, los receptores
coestimulantes CD28, 4-1BB y/u OX40 dieron como resultado CAR capaces de proporcionar tanto sefial 1 como
sefial 2 al linfocito T tras la unién con el antigeno afin en ausencia de ligandos coestimulantes exégenos (7-10, 12,
13, 15, 16, 62-65). Para este fin, se construyé un CAR de segunda generacion a partir del CAR 4H11z que
incorporaba el dominio de sefalizacion transmembrana y citoplasmatico de CD28 como se ha descrito en otra parte
(3, 9, 43). De forma coherente con estudios previos se ha descubierto que los linfocitos T transducidos para expresar
el CAR 4H11-28z resultante, pero no el CAR 4H11z de primera generacion, se expandieron eficazmente tras
cocultivo con fibroblastos 3T3(MUC-CD) en ausencia de coestimulacion exdégena coherente con la capacidad del
CAR 4H11-28z para suministrar tanto sefial 1 como sefial 2 al linfocito T. Esta conclusion estd apoyada
adicionalmente por el hallazgo de que los linfocitos T 4H11-28z* secretaron niveles significativamente mayores de
IL-2, una citocina indicativa de coestimulacién de linfocitos T, tras cocultivo en fibroblastos 3T3(MUC-CD) en
comparacion con linfocitos T transducidos para expresar el CAR 4H11z de primera generacion.

Se evalu6 a continuacion la capacidad de linfocitos T 4H11z* y 4H11-28z* para dirigirse a y lisar células tumorales
de carcinoma ovarico humano. Para este fin, se utilizd inicialmente la linea celular de cancer ovarico humano OV-
CARS3. Ya que la linea celular tumoral OV-CAR3 se une al anticuerpo 4H11 débilmente, se modificé genéticamente
de forma adicional la linea celular para expresar MUC-CD (OV-CAR3(MUC-CD)) para imitar mejor la situacion clinica
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en la que una mayoria de muestras de ensayo tumorales de carcinoma ovarico clinico expresan en alta medida el
antigeno MUC-CD de 4H11 (48). Se demostroé que los linfocitos T humanos modificados para expresar 4H11z o
4H11-28z erradicaron células tumorales OV-CAR3(MUC-CD) in vitro, y sorprendentemente observaron que los
linfocitos T tanto 4H11z* como 4H11-28z* se expandieron después de cocultivo con tumor in vitro. Para definir la
etiologia de esta expansién de linfocitos T 4H11z* no anticipada, se evalué adicionalmente si las células tumorales
OV-CAR3(MUC-CD) expresaban ligandos coestimulantes, y descubrieron que esta linea celular tumoral expresaba
4-1BBL, de forma coherente con los hallazgos experimentales de los inventores asi como con informes previamente
publicados que demostraban la expresion de 4-1BBL por diversas lineas celulares de carcinoma (66-68). Para
validar adicionalmente la relevancia clinica de estos hallazgos, se demostré posteriormente lisis in vitro especifica de
células tumorales derivadas de liquido ascitico primario aisladas de pacientes con carcinoma ovarico no tratado por
linfocitos T 4H11-28z* halogénicos donadores sanos asi como linfocitos T de sangre periférica de pacientes 4H11-
28z* mas significativamente autélogos. Estos datos apoyan fuertemente el argumento de que el tratamiento con
linfocitos T CAR* basados en 4H11 autélogos son prometedores en aplicaciones clinicas futuras.

Para evaluar la relevancia in vivo de los hallazgos de los inventores in vitro, se gener6 a continuacion un modelo
tumoral de OV-CAR3(MUC-CD) ortotopico murino en ratones Beige SCID. Se inyectaron a ratones i.p. células
tumorales OV-CAR3(MUC-CD) vy el dia siguiente se infundieron linfocitos T 4H11z*, 4H11-28z* y 19z1* de control
i.p. Este enfoque de tratamiento dio como resultado un retardo significativo pero similar a la progresion tumoral y
supervivencia a largo plazo en cohortes tratadas con linfocitos T tanto 4H11z* como 4H11-28z* en comparacion con
ratones no tratados o ratones tratados con linfocitos T de control dirigidos al antigeno CD19 irrelevante. A
continuacion se comparé el tratamiento ip con el iv con linfocitos T 4H11-28z* de ratones portadores de OV-
CAR3(MUC-CD/GFP-FFLuc) ortotépico, y se descubrieron supervivencias estadisticamente significativas similares
de ratones a lo largo del tiempo con infusion ip directa de linfocitos T o infusién iv sistémica de linfocitos T dirigidos.
Significativamente, los ratones tratados iv el dia 1 después del tratamiento, mostraron transporte exitoso de linfocitos
T dirigidos al peritoneo. Estos datos sugieren que la terapia adoptiva con linfocitos T dirigidos puede ser igualmente
eficaz después de una infusion directa en el peritoneo o mediante infusion iv sistémica. Estos hallazgos apoyan
adicionalmente el potencial clinico futuro de este enfoque en el tratamiento de pacientes tanto con recaida local de
enfermedad como con recaida metastasica en sitios fuera del peritoneo.

Finalmente, se evalué la capacidad de linfocitos T 4H11-28z* para erradicar enfermedad mas establecida retardando
la infusion ip de linfocitos T modificados en 7 dias, cuando los ratones tuvieron cargas tumorales establecidas
mayores como se evaludé por captura de imagenes bioluminiscentes. Esta situacion experimental refleja mejor la
situacion clinica inicial en la que este enfoque de linfocitos T adoptivo se utilizaria. Significativamente, a pesar de la
situacion de enfermedad notablemente establecida, los linfocitos T 4H11-28z* conservaron la capacidad de lisar
cargas tumorales mayores, retardar la recaia del tumor y, en un porcentaje significativo de ratones, erradicar
completamente la enfermedad.

En los estudios presentados en el presente documento, se utilizaron uniformemente poblaciones mixtas de linfocitos
T CD4* y CDS* CAR* para evaluar la actividad antitumoral tanto in vifro como in vivo. Para este fin, los estudios
continuados abordaran el papel de subconjuntos de linfocitos T CD4* y CD8* CAR* aislados en la erradicaciéon
exitosa de enfermedad en este modelo de tumor OV-CAR3(MUC-CD) de Beige SCID. Los resultados de estos
estudios pueden tener implicaciones para trasladar este enfoque terapéutico a la situacién clinica. Ademas, se
reconocen las limitaciones asociadas con el modelo tumoral de Beige SCID presentado. Concretamente, este es un
modelo de xenotrasplante en un ratén inmunocomprometido. Pare este fin, los estudios continuados en el laboratorio
de los inventores se centran en la generacion de un modelo tumoral inmunocompetente singénico clinicamente
relevante para definir mejor la biologia y eficacia antitumoral de linfocitos T modificados por CAR dirigidos a MUC-
CD en el contexto de un sistema inmunitario intacto.

En conclusién, se presentan en el presente documento los primeros datos publicados que demuestran la viabilidad
de dirigirse a MUC-16, un antigeno sobreexpresado en una mayoria de carcinomas ovaricos, mediante terapia
adoptiva con linfocitos T modificados genéticamente dirigidos a la parte de MUC-CD conservada del antigeno MUC-
16. Ademas, este informe es el primero en demostrar direccion eficaz de linfocitos T en un modelo murino,
ortotopico, clinicamente relevante, de cancer ovarico, demostrando eficacia por infusién tanto ip como iv de linfocitos
T modificados. Finalmente, estos datos apoyan el traslado adicional de este enfoque a la situacion clinica en forma
de un ensayo clinico de fase | en pacientes con carcinomas ovaricos persistentes o recidivantes después de terapia
inicial con cirugia y quimioterapia. [fl]

Ejemplo 5

Induccién de anticuerpos monoclonales de MUC16 de raton en ratones y hamsteres.

Se seleccionaron 3 regiones diferentes de genoma de MUC16 de ratén para las que se generaron anticuerpos
monoclonales en ratén y hamster. Las regiones seleccionadas del MUC16 de raton son Péptido 1 (SEQ ID NO: 21,
ectorregion del dominio citoplasmatico), Péptido 2 (SEQ ID NO: 22, primer bucle de cisteina) y Péptido 3 (SEQ ID

NO: 23, segundo bucle de cisteina) (Figura 20A) y su comparacién con MUC16 humano se muestra en la Figura
20B. Se afadi6 una cisteina a la secuencia peptidica en el extremo N terminal del Péptido 1 (SEQ ID NO: 21) y el
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Péptido 3 (SEQ ID NO: 23) para mejor conjugacion con KLH. Se conjugaron péptidos individuales con KLH usando
kit Promega. Estos 3 péptidos conjugados se agruparon e inmunizaron en 5 ratones y 4 hamsteres. Se administraron
5 inmunizaciones con un intervalo de 3 semanas para cada inmunizacién. Se ensayaron sueros de estos animales
por ELISA con respecto a su reactividad especifica con péptidos individuales (SEQ ID NO: 21, 22 y 23). Se permitio
gue animales seleccionados positivos descansaran durante un mes y después se reforzaron i.v. con inmunoégeno de
péptidos agrupados (SEQ ID NO: 21, 22 y 23) y se recogieron los bazos después de 4 dias. Se mezclaron
esplenocitos con companeros de hibridoma y se sembraron en placas de microtitulacién a diversas densidades
clonales. Las placas se cultivaron a 37°C CO2 5 % durante 10 dias y después se seleccionaron los clones. Los
sobrenadantes de estos clones seleccionados se ensayaron por ELISA con respecto a su reactividad especifica con
péptidos individuales (SEQ ID NO: 21, 22 y 23). Se ensayaron sobrenadantes clonales positivos mediante FACS,
transferencia de Western y captura de imagenes usando 2 lineas celulares de ratén (ID8 y BR5-FVB1) y una linea
celular humana (OVCAR-3).

La Tabla 4 muestra el sumario de anticuerpos monoclonales de ratéon y hamster contra antigenos peptidicos MUC16
de ratén Péptido 1 (SEQ ID NO: 21), Péptido 2 (SEQ ID NO: 22) y Péptido 3 (SEQ ID NO: 23). Se vio una respuesta
antigénica muy fuerte con el Péptido 1 (SEQ ID NO: 21).

Tabla 4
MUC16 de ratdn mAb de raton | mAb de Ratén Congelado
16 (3-1gGlI;8-1gG2b; 1-
Péptido 1 46 IgM; 4-isotipo desconocido)
Animales no
reforzados iv
con el péptido 2
Péptido 2 0 0
Péptido 3 6 6 (4-1gG1; 2-IgM)
Péptido 1,2,3 0 0
Péptido 1,2 0 0
Péptido 2,3 0 0
Sin Péptido 0 0
MUC16 mAb
de raton de hamster [ mAb de Hamster Congelado
Péptido 1 69 21
Péptido 2 6 6
Péptido 3 7 7
Péptido 1,2,3 2 1
Péptido 1,2 1 1
Péptido 2,3 1 0
Sin Péptido 10 2
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Se enumeran detalles de mAb de ratdén y de hamster contra Péptido 1 (SEQ ID NO: 21), Péptido 2 (SEQ ID NO: 22)
y Péptido 3 (SEQ ID NO: 23) en la Tabla 5 y la Tabla 6 respectivamente.

Tabla 5
Q Pocillo de
Isotipo E fusion Clonado Clones
o
- 1 01D01
- 1 09F07
19G 1 1 16A09 sin éxito
- 1 21A07
- 1 24G10
| 1gG 1 1 10C04 si 10C4-3H5 10C4-1F2 10C4-2H8 10C4-1G7
19G 1 1 17F02 si 17F2-3G5  17F2-3F6 17F2-2F9  17F2-1E11
IgG 2b 1 01A08
| 1gG 2b 1 01F08
| 1gG 2b 1 12B10 si 12B10-3F7 12B10-3G10 12B10-2F6 12B10-2F10
IgG 2b 1 17H10
IgG 2b 1 18D05
I9G 2b 1 23B12
IgG 2b 1 25E09 25E9-3 25E9-5 25E9-13 25E9-16
IgM 1 16F12
| 1gG 1 04A06 sin éxito
1gG 1 05D01 sin éxito
19G 1 21B08 si 21B8-1H11 21B8-3G6 21B8-3H9 21B8-1G8
IgG 1 21E01 si 21E1-1E3  21E1-1G9 21E1-2G7  21E1-3G12
| IgM 08A02
igM 13E05
Tabla 6
mAb de Hamster | Péptido Clonado
02F02 1
04E 4
04G07 1
\ 3 4H1-2E1 4H1-2E3 4H1-3E1 4H1-3H3
1
| 1
| 3
\ 2
09A05
09E 1 3
09F08 1
09H10
10G06 1
10H11 1
11B10 1
2
1 15A8-2E2 | 15A8-2E10 | 15A8-2E11 | 15A8-3D2
3
1
3
2 22B5-1F6 | 22B5-3G9 | 22B5-2G8 | 22B5-3F11
3
1
1
27H09 3
28B12 1y2y3
2
1
2
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2
1y2

1

1

1

\ 1

37E 10 1
10H11 1

El anticuerpo de hamster 22B05 reconoce secuencia de raton (SEQ ID NO: 22) y también la humana
correspondiente (SEQ ID NO: 15).

También se realizaron analisis de transferencia de Western usando extractos celulares de IDS y BR5-FVB1 de raton
para todos los anticuerpos monoclonales seleccionados como se muestra en la Figura 21 y Figura 22,
respectivamente.

Entre los anticuerpos monoclonales de MUC16 de raton, se selecciond el mAb de raton subclén 12B10-3G10 para
exploracion adicional. De forma similar, se seleccionaron anticuerpos monoclonales de hamster, subclones 15A8-
2E10, 22B5-2G8 y 4H1-2E1 para exploracion adicional.

Se realizd analisis inmunohistoquimico con parafina y criosecciones de lineas celulares ID8 (ratén), OVCAR-3
(humana), BR5-FVB1 (de ratén) y 13,5 dias de embrion. Se exploraron secciones en parafina o criosecciones con
mAb 12B10 de raton, mAb 15A8 de hamster, 22B5 de hamster y 4E1 de hamster para ver el desarrollo temprano de
MUC16 de ratén (Figura 23).

Se analiz6 adicionalmente el subclon 12B10-3G10 con respecto a fragmentos Fv monocatenarios. La Figura 24
muestra secuencias de ADN y aminoacidos de Vi y Vi de 12H10-3G10. Se generaron sobrenadantes biorreactivos y
12B10-3G10 purificado para estudios animales y otros estudios de caracterizacion. Se realizaron analisis de FACS
con 12B10-3G10 purificado en ID8, células OVCAR3 y BR5-FVB1 que mostraban mas de 90 % de positividad para
fragmento de ectodominio de MUC16 tanto de ratén como humano (Figura 25).
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo aislado, o un fragmento de unién a antigeno del mismo, que se une especificamente a un
polipéptido de MUC16 o a una parte antigénica del mismo, en donde el polipéptido de MUC16 es
TLDRSSVLVDGYSPNRNE (SEQ ID NO: 02)

en donde el anticuerpo comprende una cadena pesada variable (“VH”) codificada por SEQ ID NO: 06 y una cadena
ligera variable (“VL”), codificada por SEQ ID NO: 07.

2. El anticuerpo o el fragmento de union a antigeno del mismo de la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo es un
anticuerpo monoclonal.

3. El anticuerpo o el fragmento de union a antigeno del mismo de la reivindicaciéon 1, en donde el anticuerpo es un
anticuerpo quimérico.

4. Un anticuerpo humanizado o un fragmento de unién a antigeno del mismo preparados sustituyendo las regiones
determinantes de complementariedad del anticuerpo de la reivindicacion 1 en un dominio de marco conservado
humano, en donde el anticuerpo humanizado o el fragmento de union a antigeno del mismo se unen
especificamente al polipéptido de MUC16 de SEQ ID NO: 02 o a una parte antigénica del mismo.

5. El anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno del mismo de la reivindicacion 4, en donde restos de dominio de
marco conservado se reemplazan por restos no humanos correspondientes.

6. El anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde el
fragmento de unién a antigeno se selecciona del grupo que consiste en un fragmento Fab, un fragmento F(ab’)2 y un
fragmento Fv.

7. El anticuerpo o el fragmento de union a antigeno de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde el
anticuerpo, o el fragmento de unioén a antigeno del mismo, se une covalentemente a un agente citotéxico o a un
profarmaco de un agente citotoxico.

8. El anticuerpo o el fragmento de union a antigeno de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde el
anticuerpo se internaliza en una célula.

9. El anticuerpo o el fragmento de unién al antigeno de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde el
anticuerpo carece de union especifica a un dominio extracelular de MUC16 glucosilado.

10. Una composicién que comprende (a) el anticuerpo, o el fragmento de unioén a antigeno del mismo, de cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 9 y (b) un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

11. Una célula de hibridoma que produce un anticuerpo, o un fragmento de unién a antigeno del mismo, de acuerdo
con la reivindicacion 1.

12. Una secuencia de nucledtidos aislada que comprende un polinucleétido que codifica la secuencia de cadena
pesada variable (VH) y la secuencia de cadena ligera variable (VL) de un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion
1.

13. El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1-9 para uso en un método para identificar que un sujeto
tiene un cancer en el que se expresa MUC16, en donde dicho método comprende administrar el anticuerpo al sujeto
y determinar la presencia y la localizacién del anticuerpo en el sujeto, en donde el anticuerpo esta radiomarcado.

14. El anticuerpo para uso de la reivindicacion 13, en donde el cancer se selecciona del grupo que consiste en
cancer ovarico y cancer de mama.

15. Un método ex vivo para identificar que un sujeto tiene un cancer en el que se expresa MUC16, en donde dicho
método comprende

(a) poner en contacto una primera muestra de un sujeto con el anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones
1-9 en condiciones para la unién especifica del anticuerpo a su antigeno afin; y

(b) determinar si el anticuerpo tiene un nivel aumentado de unién a la primera muestra en comparaciéon con una
muestra de control que carece del cancer en el que se expresa MUC16.

16. El método ex vivo de la reivindicacion 15, en el que el cancer se selecciona del grupo que consiste en cancer
ovarico y cancer de mama.

17. El método ex vivo de las reivindicaciones 15 o 16, en el que la determinacién se realiza usando un procedimiento
seleccionado del grupo que consiste en inmunohistoquimica, ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA),
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clasificacion celular activada por fluorescencia (FACS), transferencia de Western, inmunoprecipitacion y captura de
imagenes radiografica.

18. El anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno del mismo de cualquiera de las reivindicaciones 1-9 para uso
en el tratamiento de un cancer en el que se expresa MUC16.

19. El anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno del mismo para uso de la reivindicacién 18, en donde el cancer
se selecciona del grupo que consiste en cancer ovarico y cancer de mama.
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Péptido 1 cerca del sitio de escision:
NFSPLARRVDRVAIYEE (SEQ ID NO:01)

Péptido 2 antes de transmembrana:
TLDRSSVLVDGYSPNRNE (SEQ ID NO:02).

Péptido 3 dentro de transmembrana:
CGVLVTTRRRKKEGEYNVQQQ (SEQ ID NO:03)

FIGURA 1
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(A) 4A5 VH (SEQ ID NO:04}
gtgaagctggaggagtcagggggaggcttegtgaagecectggagggtecocctecaaaatetoetgtgeagectetggatteac
tttcagaaactatgecatgtectggottegectgagtecggagatgaggetggagtgggtegecaacecattagecagtgetyg
gtggttacatettetattctgacagtgtgecagggacgattcaccattteccagagacaatgecaagaacacectecacttg
caaatgggcagtctgaggtctggggacacggccatgtattactgtQcaaggcagggatttggtaactacggtgattacta
tgctatggactactggggccaagggaccacggtcaccgtetectea

(B) 4A5 VL (SEQ ID NO:05)
gacattgagctcacccagtetecatecctecctggetgtgtecagraggagagaaggtcactatgagetgeaaatecagtea
gagtctgctcaacagtagaaceegaaagaaccagttggettggtaccagecaaaaaacaggacagtetectgaactgetga
tctactgggcatccactcggecaatctggggteccctgatecgettecacaggecagtggatctgggacagatttcactcteace
atcagcagtgtgraggectgaagacctggcagtttattactgccagcaatcttataatctactcacgtteggtectgggac
caagctggagatcaaacgg

(C) 4H11 VH (SEQ ID NO:06)
gtgaagctgcaggagtcagggggaggcttcgtgaagoctggagggtcocctcaaagtctoectgtgeagectetggattcac
ttteagtagctatgccatgtectgggttegectgagtecggagatgaggetggagtgggtegeaaccattagecagtgetg
gtggttacatcttctattctgacagtgtgcagggacgattcaccatttccagagacaatgeccaagaacacectgecacctyg
caaatgggcagtctgaggtctggggacacggecatgtattactgtgecaaggcagggatttggtaactacggtgattacta
tgctatggactactggggccaagggaccacggtcaccgtotectea

(D) 4E11 VL (SEQ ID NO:07)
gacattgagctcacccagtctocatecteoectggetgtgtcageaggagagaaggtecactatgagetgeaaatecagtea
gagtctgctcaacagtagaacccgaaagaaccagttggcttggtaccagecaaaaaccaggacagtetectgaactgetga
tetactgggeatecactaggeaatetggagtecetgategettcacaggecagtggatetgggacagattteactcteace
atcaccagtgtgcaggctgaagacctggcagtttattactgeccagcaatcttataatctactcacgtteggtectygggac
caagctggaggtcoaaacgg

(E) SB11 VH (SEQ ID NO:08)
gtgaagetggaggagtecagggggagacttggtgaageoctggagggtcecectgaaactcteectgtgecagtectetggatteac
tttcagtagecattecatgtettggattegteagactecagageagaggctagagtgggtegeatecgtgagtagtggtg
gtaggatctactattcggacagtgtgaagggecgattecaccgtcaccagagaaaatgacaggaacaccctgtatttgtta
atgagtagtctgaggtctgaggacacggeccatgtattattgtggaagaggacaggtattttatgetttggacaattgggg
ccaagggaccacggtcaccgtetecetea '

(F) $Bll VL.A (SEQ ID NC:09)
gacattgagctcacccagtctccatcctdcctggctgtgtcagcaggagagaaggtcactatgagctgcaaatccagtca
gagtctgctcaacagtagaaccecgaaagaaccagttggettggtaccagcaaaaaccaggacagtetoctgaactgetga
tctactgggecatcecactaggeaatectggagtecetgategettecacaggocagtggatetgggacagatttcacteteace
atcagcagtgtgcaggetgaagacctggcagtttattactgecagcaatettataatetactecacgtteggtectgggac
caagctggaggtcaaacgg

(@) 9Bll VL.E (SEQ ID NC:10]
gacattgagctcacccagtetecaaagetectgatcetacaaggtttocaacegattttetggggteccagacaggttecag

tggecagtggatcagggacagatttcacactcaagatcagecagagtggaggectgaggatetgggagtttattactgettte
aaggttcacatgtteccgtggacgtteggtggagggaccaagetggagatcaaacgg
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(H) 24B3-VH (SEQ ID NO:11)
GAGGTGARGCTGGAGGAGTCAGGACCTGAACTEGETGAAGCCTGGEGCTTCAGTGAAGATATCCTGCAAGGCTTCTGGTTA
CTCATTTACTGGCTACTTTATGAACTCGGTGAAGCACACCCATGGAAAGAGCCTTGAGTCCGATTGCGACCGTATTAATCCTT
ACAATGGTGCTACTTTCTACAATCAGAAGTTCACGGGCAAGGCCACAATGACTGTAGACAAATCCTCTACCACAGCCCAC
ATGGAGCTCCTGAGCCTAACATCTEGAGGACTCTGCAGTCTATTATTGTGGAAAGCGGGAATTACTACGGCCCCTTTGATTA
CTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA

(I) 24B3-VL (SEQ ID NO:12)
GACATTGAGCTCACCCAGTCTCCATCTTATCTTGCTGCATCTCCTGAAGAAACCATTACTATTAATTGCAGGGCARGTAA
GAGCATTAGCAAATATTTAGCCTGGTATCAARACARACCTGGCAARAACTAATAAGCTTCTTATCTACTCTGGATCCACTT
TGCAATCTGGAATTCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTECATCTGCTACACGATTTCACTCTCACCAT CAGTAGCCTGGAGCCT
CGAAGATTTTGCAATGTATTACTGTCAACAGCATAATGAATACCCGTGEGACGTTCGGTGGAGGGACCAAGCTGGAGATCAA
ACGGGCGGCCGCA
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(A) MUCINA-16 de Homo sapiens (GenBank NP_078 966) (SEQ ID NO:13)

mlkpsglpgs
dktlasptas
smvsglsspr
dtryipvkit
spkgtpnsrg
fasggsltspl
aetiltfhaf
hhsetsgkete
relrttgsts
psmkterppa
hgfavptgis
gssppggtkp
stsipllssa
spervrnats
psvsgvkttE
mdtwptraaqg
apgsttwpet
ilttettngp
svspsgsemda
pdpgsarstw
ltpsniptsg
spetikltma
pttyitttdp
tkawtitdtt
eplvlapseqg
kseadtsair
tmspthvtgs
gptnigstpp
mgllvteapg
egsgmstsip
gstentgkek
tdrslntgvt
ttltstpgnr
egstgplhav
tisrrnaits
akgrnpetet
sestanpslyg
vnsagppgls
theltsrvtp
vsldnettvk
assspslfss
tssallawsr
ktepageahs

ssptrelmtg
vvgrttgalg
trtsstegnt
spmktfadst
etglelilst
spgvpearas
aetmdipsth
gtlntemtpl
grgssstaah
stevaapitt
mbtggsstrgs
gytmvesvip
svledkvsat
plthpspsge
ssstpsthlf
fzashlvsel
sprfktglps
gsmavastni
agsetpgrts
lgilssspss
aigkstlvpl
svvkpgsytp
kdtssagvst
ehstglhytk
ttitlpmatw
ntdsttldgh
lkdgtsipas
mdntttgsss
rsisgslgrv
ltsspttpdv
lrtasmdlps
rasrlengsd
aigltlpfss
ssekvsvqgtyg
wlwdltislp
hgpantaast
tassagtklt
tvasdvidtp
ipgdwmgsam
tedildarkt
drpgvptstt
pvrtistmvs
llastiepat

srstkatpem
vmggalpest
tkeastytlt
askenapvsm
tgypfsspep
tmpnsaipfs
iaktlasewl
etsapgeese
gasdilratt
svpsvvsgft
gotthlltra
etaslgssaf
gstfshhkats
etagsvlitls
tsgeeteets
ratsstsvtn
actttvstsat
pigkgyiteg
gfvdtfeddv
ptpkvtmsst
dtpspatsle
ltfpsiethi
phevrtlrtt
laekssgfet
lstglteema
lgirslgrtyg
aspshltevy
sgvtlgiahl
ssvlsestte
efiggstfwt
ptpsmevtpw
teskslamgn
ipveevistg
stpyvnsvav
tttwpstels
Intdassvtyg
rtislptses
sdgaesiptv
stkptgasps
nelpsdssss
etntatspsv
tdtasgenpt
aftphlsaav

dsgltgatls
srgmthaegr
vettggpvte
tpaettvtds
geaghsrist
mtlsnaetsa
gspgtlggts
mtatlvptlg
ssteskasswt
tlktsstkgi
tassetsadl
regtelgltp
sittgtpeis
tsaettdspn
npsvsgpets
stgsalpkis
slsatvmvsk
rldtshlpig
vhltesreiti
fstgrvittem
asegglptls
hvstarmays
enhpktesat
gsapgpvsvwv
stdldissps
dlttvpitpl
pelgtggrss
pigtsspaet
gvtdeskggs
kevttvmtsd
isltlsnapn
sthtsmtyte
itsgpdinsa
gaspthensv
ealssghsgv
legetpvgasi
lvsfrmnkdp
sfapspdtev
itlgerrtit
gdlintaias
ssntysldag
ssnsvvtsvp
vtggsatsea

pktetgaivv
tspglspgvn
kytvptetst
htpgrtnpsf
gaplsagasv
ervrstissl
tsaltttsps
fttldskirs
sestaqgqgfse
wleetsadtl
tlatngvpwve
Intrhpfesp
tktkpssavl
ihptgtltse
vsrvrttlas
hltgtatmag
ftspatssme
ttassetsmd
prdgtessalt
imdtvetsrw
typestntps
ggsspemtap
paaysgspki
iptsptigss
spmstfaifp
tttwtavieh
seattfwkps
stnmalerrs
prlntggnta
iskssartes
ttdsldlshg
ksevsssihp
pmthspitpp
ssgsstsspy
gnpsstttef
ggevplpmai
wtvsiplgsh
ttishlpekt
saapttspiv
stmdvtktas
snvggtpstl
apgtwtsvgs
sllttseska
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tehtipfts
gtpsrnypa
tegdstetp
gtlyssfld
ldnkisets
gtpsistkg
ttlvseetn
psgvssshp
pghtgwvet
igestagpt
vspavskta
epdsaghtk
ssmtlsnaa
ssespstls
tavptpvip
tnrdtfnds
atsirepst
ftmakegvs
pgmtathpp
nmpnlpstt
ihlgahass
getntgstw
gsspnltap
tleltsdvp
pmstpshel
stgagdtla
tdtlsreie
statvsmag
lssslepsy
ssatlmsta
vhtssagtl
rpetsapga
tivwtstgt
ssaslesld
plisaasts
tsradvsgl
pttntetsi
thefrtiss
ltagftets
ispteisgm
ppftithpv
ttdlpamgf
ihespgtpt
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4861
4921
4981
5041
5101
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ptsganwets
ptllpdtpai
tvsnpdrsip
fsgssenset
mpgevtams
ptwgipgstl
mmtstkaisa
ssamtstsla
margpnilvh
ptellpvssp
wpapaeetgs
tvepvtlgst
pagtrgslat
slstssnile
eaysstesws
ktssassvts
tittmgtnsi
lkvarspgti
rtlspedtta
prtpletflf
ghitsavtpa
htaktpdatf
ssvlrtintl
ehashstipa
spymdtsstt
nfpamtesgg
gpedtsgpsp
gkttdmsris
pipghtkpsk
atetstvith
essgvtittqg
wtappsvaet
mepvtnspgn
pstatspmvp
ilsnvsvgai
tqtgsassgats
eagspssgap
pgemsntldd
nvttstmedt
tgattevsrt
hgatagdtft
ssflsspamt
asdkilatskd
gdpapstsmp

atpesllvvt
pltateptes
gitiggvtes
talvdssagl
eittnrltat
tfefaevpel
gsfgstgfte
sklttlfstyg
lgtsaltlsp
teptarrkss
spagtepgsp
algsgstsis
mssvslespt
dpvtspnsvs
dgtsgsditl
psigletlra
stttpnpevy
stmhttsfla
stpistfsrv
dslstldwdt
amarssgvtf
grgggtaltt
dinlesgtts
hsasskltsp
gtsiisspgs
milamgtspp
psveetssss
lepgtelppn
atsplvtshi
vaagdatthv
tgptgaatgg
sypssltpfl
Innpsneila
assmgdalas
teatkmevps
kiplaldtet
vivttlpssv
isvtsaattd
tisrsipkss
dvtsssstef
mdpsnttpga
tpslisstip
skdtkeifps
vhgssettni
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etsdttltsk
latsfdstpl
plhpastaps
erasvmpltt
gstapkgipv
dtkeaslptp
tpegsaspsnm
gaarsgssss
tstlnmsgee
petwassisv
emsttlkims
hlptgttspt
arsitgtgqqg
sltdkskhkt
gaspdvtntl
nvsavksdia
nstmdstpat
ssteldsmst
grmsisvepdi
grslssatat
srpdptskka
earatsdswn
spswksspye
vvttstrega
taitkgprte
gatslsaptl
glvpihatts
lsstageals
mgditsstsv
tktgatfssg
pylldtstmp
vttippatst
tlaattdiet
isipgsettd
fdatfiptpa
letsagtpsev
aftpgwhsts
ietthpsint
kttrtetett
pgpdgstvsl
gihsamthgf
edklsspmta
inteetnvka
kreptyfltp

ilvtdtilfs
vtiaedslgt
kivaprntty
gsggmassgg
kptsaesgll
ggslntipds
agheprvpts
pislsteket
ppeltssgti
paktslvett
skepeispei
ksptenmlat
sspelvsktt
etwvsttaip
vitstagtts
ptaghlsagts
errttstehp
phgritvigt
lstewtpsst
tsapggattp
egtstglptt
ekekstpsap
riapsesttd
ivsmstttwp
itsskrisss
dtsataswtg
psnilltsgg
tyeasrdtka
fgssetteie
tsissphgfi
yltetplavt
lggghtsspv
ihpsinkavt
iegeptaeslt
gstkfpdifs
vtegfahski
spvsmssvlt
vvEknvgttgs
gsltpklret
distetntrl
sgldvttlims
lltsglvkit
nnsgheshsp
rlretgtsge
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tvstppskfp
vpettltmse
egsitvalst
irsgsthstg
tpvsasssps
dastasgsagls
gtgdpryase
sflsptasts
aseegttaet
dgtlvttikm
rstvrnspwk
ervslspspp
gmefsmwhgs
stvlinnkima
lvslpegdgg
gpaevsildv
stwsstaasd
slvtpssdas
eaedvpvsmyv
geltletmis
tsahpggvpr
witemmnsvs
keaihpstnt
egtrartepn
flagsmrssd
tplattgrft
hspsstppvt
ihhsadtavt
tvssvngglg
tstntftdvs
pdfmgsektt
satsvltsgl
nmgtassahv
agrkenstlqg
vassrlsnsp
ttamnndvkd
sslvktagkv
afeshstvsa
sisgeltsst
stspimtesza
ripgdvswts
dilrtrlepv
aladsetpka
sgfptdtsfl

stgtlsgas
tegngdalvl
Ipagttgsl
tktfsalpl
kafasltta
kepeknpra
smeypdpsk
rktslflgp
gtltftpse
ssgaaggns
Cpettvpme
eawtnlysg
tggttgdth
aeggtsrsv
itsltnpsg
ttaptpgis
swtvtdmts
avktetsts
gtdhastkt
patsglpfs
gsaattldvi
edtikevts
vettgwvts
sfltielrd
spseaitrl
ysekttlfs
svilsetsg
nneatssey
erstsgvas
tnpstslim
liskgpkdv
vkttdmlnt
lhstlpvss
emnsttesn
pmtisthmt
vegtnppfqg
dtsletvts
ypepskvts:
etstvpyke
eitittgtyg
ppsvdktss
taslpnfas
ttgmvittt
lgkvptgti



5221
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5461
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5641
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evsstgvnss
hstlpldtst
spamtspspv
erpatykdta
dtevststpn
rteisssrts
pwdtsttlfqg
spspvsstsep
yvkdtahteam
ststpaffet
tssrttisgp
sstaswegth
gslysavsgss
ntetihfsen
petknvdrds
mpasaqstks
agtpsartqgd
gehstsslvg
tavanvgtts
tfslifrlre
pdtstrsvtm
fagldlstlt
ltslptsglwv
teekesyasv
gtstsgdpiv
lpislgites
mnkdpeilsw
mttdtlgtsep
gssvladsek
nasfstdtsi
tmtesaemti
dmswgsspsl
lhtspelvts
adsetskats
ietsavlgev
ssemtiktgt
psslpveets
aepetsspps
ttkatsamgt
tvliskvstga
ittgtgpses
vketsppsasp
ssssslstts
stmgdtsvlt

skistpdhdk
tlsgggthst
gstepgeips
hteaamhhst
isegtngigte
igdldrptia
gathstvsqgg
eglipssplpv
hasmhtntawv
rigtestssl
dhskmepyis
apvtgriphs
ptsalpvtsl
taetnmgttn
tspltpelke
pdispeasss
fvdsettsvm
vtsvptptla
gpnefyitvs
tstsgkigss
lstfagltks
srvpeyisgt
kttdmlasva
payseppkvt
steksavlhk
snmtiitrtyg
tippsiekts
epttssppnl
tkatapmdtt
visevptgtt
ptgtgpsgst
enpsslpsll
sppklshtsd
pmfitstged
gigatteisr
sppgstsest
ppssglslsa
lsstsveila
igsimgdtavs
tteverteai
tlestlnlnt
lslpavtaph
herlttykdt
stpafletrr
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stvppdtftg
vtggfpysev
splpvtalpt
ntavtnvgts
ptaslsprlr
pdistgmitr
fpheeittlr
talltsvlvt
anvgtsisgh
ipglrdtrts
tetitrlstf
eetttmsrst
ltsgrrktid
smhklhasvs
dstalvmnst
hsnsppltis
nnédlndvlkt
kitdmdtnle
pdadpykats
sdtstvidka
eertiatgty
gppsvektss
slppnlgsts
spmvtsfinir
lttgatetsr
pplgstsqggt
fasslmpspa
sgstsheiltt
stmghttvst
aevsrtevts
sqgqdtltldts
slpattsppp
erlttogkdtt
ttvaistpht
tevtsssarts
ftldtsttps
mispspvsst
tgevttdiek
tltpalsntr
sfartsmsgp
attpswveth
pvsttflahi
ahteavhpst
igtelasslt

eiprvitesi
ttlmgmgpgn
gvlivtttdvl
gesghksgssv
esstsektss
1ftspimtks
grtpgdvewm
ttnvlgttsp
esgssvpads
eeintvtets
pfvtgstema
kgvawgspps
mldthselvt
ihsgpsghtp
tesntvissv
thktiatqgtg
spfsaeeans
pvtrspgnlr
avvitstsgd
ftaattevsr
phratsqggtl
gssllslpai
hkipttsedi
dtivetempg
tevassrrts
feldtpttss
mteppvsstl
dedttaieam
smgvssgettk
sgrtsipgps
ttksgakths
igstlpvtis
nteavhpstn
letarigkes
isgsaestml
lvithstmtg
lpasshsssa
ihpfsntavt
kigsepassl
egstmsgdis
siviggfphp
ppsplpvtsl
ntggtnvatt
pglressgse

ktksaemtit
vewnttppve
gttspesvts

ladsetskat

ttetntafsy
aemtvttgtt
ttppveetss
epvtagppnl
htskatspmg
tvlsevpttt
itngtgpigt
veetsspssp
gsslpsassis
pkvtgsmmed
sldaatevsr
psavtslaggl
lssgapllvt
ntlatseatt
sivstsmprs
teltsssrte
twdtsittsg
Lspspvpttl
kdtekmypst
sseitrieme
ipgpdhstes
ragthsmatg
pktihttpsp
hpstetaatn
ikrestysit
gstvlpeist
tltgrfphse
ssplpvitsll
taasnveips
isslepklre
peisttrkii
rlphseittl
svtslltpgg
kvgtsssghe
ttriretsts
igtiprisas
emttsmgrgp
ltsgpatttd
ssgyksggsv
gtssgtkmét
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tgasppesa
etssvseslm
spprilssit
plmsttstl
vptgaitga
tpgatsggi
gfslmspsm
gaptgerlt
itfamgdts
ttevsrtev
isgatltld
vplpaitsh
geiltseas
aivststpg
aevtyydpt
tldtstiat
tspspvtst
dthtrhpei
gamkkiese
iggtekptm
agthsamth
pesrpsspv
niavtnvgt
stfslahgl
pdistevip
efphsemtt
mtslltpsl
vettessghg
pglretsis
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mttlmsrgp
tsspvtttd
sghespssa
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vkttevlda
spssvipds
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ggvswpspp
ilgtstepg
ladgspmect
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8401
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teiskedvts
tldtssttsl
tespepvsstl
sevttdtekt
stpgffetsr
ssrtsisgfa
ttpnwveths
vsstlvedfp
dtedmgpsth
fetsrigiep
msgpdgftis
sgthstaspg
egisgsphpv
pssntpvvny
gptssltsgl
ispeisteti
hrsphsgmtt
lrvtelftpv
tgmgtisarg
tptpretsts
vitrlstspi
almsrtpgdv
glvkttellyg
vliadsvttka
satekstvls
estdmaitpk
wpsplsvekn
slepettsap
eptkvigpvv
stvliykmpsg
tittgtgysl
vettrssasl
ssspnlssts
psmgitsavd
vptsattevs
sspgatagst
sssllslpvt
vellaasevt
etsistsmpa
tdftssakts
hlstdllpsa
aeslpsstopv
tldtssgpgr
ahrgtirpvk
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psgattevsr
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ttdtstepgt
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veptntpssp
tgitsfpesr
sgspfsrtes
vdtslgtess
trltrtdgim
ttttalktts

plgattggt
gfslmsspa
gsteveila
stmedtsvs
aevgrtevt
pesthcovdi
slpattsps
erlttledt
tsvsistsad
tevissrgt
tldtstttf
tstsffstl
evtkdreki
tpafpetmm
tstpgpags
swpgthsaa
tpsesshss
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stmsgdist
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slpvtsllt
sgythesps;
metsiseet
tristpltr
pmargpedyv;
mmkatdmld
elyssspgfi
sqgditsste
spimtesae
eslswhtspr:
vldtssepkt
ladsettit:
itetsavly:
stqmtittyg
sglfvekts:
alepnlsgt:
ypvgtpssm:
gsthllgssl
ftmsvtestl
gpgdatlst:
ttegrlvmv:
ehitkipne:
ratlttsvyl



10501
105861
10621
10681
10741
10801
10861
10921
10881
11041
11101
11161
11221
11281
11341
11401
1l4el
11521
11581
11641
11701
11761
11821
11881
11941
12001
12061
12121
lz181
12241
12301
12361
12421
12481
12541
12601
12661
12721
12781
12841
12801
12861
13021
‘13081

ptlgtltpln
fnresettas
eldtvsstat
ttwlthpaet
vtasgtdrnm
aaktsttnra
gssavptptv
iptptvspgv
lpevpgmvte
vvtslvtsss
lvtssravts
avtsttiptl
afsnltvass
terfshseld
pheseatasw
pdmvtagvts
telvigagtd
aitspgpeas
paetsttvsag
dtstaiptlt
vsrttesfsh
lthspgmpet
glftllvtgt
sssaetstst
ttmtlipsem
1ftplttpgm
sipsstaatv
vlysgcrlas
ldrnelyvng
lgyeedmrrt
icthrldpks
tetvdlrtsg
qgllepifkn
ggltngikel
pllvlftlnft
lrsekdgaat
fthwipvpts
srkfntterv
gvdreqlywe
psslpsptsa
gllysgerlt
tldrnslyvn
nlgygedmrh
aicthhlnpg
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asmgmastip
lvsrsgaers
shgadvssai
sstiprtipn
tiptltlspg
ltnspgepat
stevpgvvtp
pgvvtelvts
lvassravts
gvnstsiptl
ttipiltlss
tissdepett
gpetidswva
tmpstvtsepe
vthpavtstt
sgtdtsitip
stttfptlte
savstttisp
tipnfshrgs
pspgepetta
sspdatpvma
tallsthprt
srvdlsptas
ltltvspavs
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stlasesvts
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gerkfntmes
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temmittpyv
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ftitnlgyee
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rvliggllgpl
wgleguingi

fpdvpettss
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tesptvpwtts
ttipiltlsp
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gaatgvdaic
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ssalpimtvs
ptstispavs
iffhakesdtt
gepettpama
ttpsmatshyg
tshgae=asst
assavptptv
vltvspevpg
sptvagglvts
ftnislvthp
slvtesgrdi
tspgaeatsd
thtssalptl
mvprttpkfs
fptlsetpye
ttippaipgv
gsepdtmasw
emvtsgitss
sltirpgaet
miptstlslg
etspsvtsvg
tgssptvakt
wtpatstpvt
aterelqgll
rlywelsnlt
spttagpllm
gerltllrpe
slyvngfthg
ygedmghpgs
ihhldpkspg
tvdlgtsgtp
gpmfkntsvg
ngikelgpyt
ftlnftitnl
dgaatgvdai
sapntstpgt
nttervlggl
eglywelsgl
pspttavpll
sgerlislrs
nslyvngfth

talprttps
skttpnffl
tksphetet
pgaedlvts
rlvtsmvte
pesmttshga
teshgeeass
teagsavpt
vptvspevr
spgvsgvvt
mvtslvtss
lvtssgset
aessstlpr
satfptvpe
fptitvspd
pvspgaskm
hsksdttlp
pettatwlt
vtsgvtssa
vthppgtst
gaatsttvp
stalptgtt
liettglla
ppefsrtvt
tttfntlag
stfspgist
kplfrnssl
ngigelgpy
pftlnftitc
kdgaatgvd
ssvsttstp
rkfntterv
lnrerlywe
fslpspata
1lysgerlt
ldrnslyvn
kyeedmhep
cthrildpks
stvdlgtsg
lgpmfknts
thgikelgp
vpftlnfti
ekdgaatgv
rssglttst]



13141
13201
13261
13321
13381
13441
13501
135861
13621
13681
13741
13801
13861
13921
13881
14041
14101
14161
14221
14281
14341
14401
14461

(B)
14394

wtestvdlgts
gllkplfkst
glthsitelg
vilpftlnft
rpekdgaatr
thgesmtttr
grkintterv
gldreglywe
pvskpgpsaa
gplysgerlt
aldndslfvn
nlryeenmwp
icthrpdptg
veeepftlnf
lrsvkngaet
ynepgpdepp
stegvlghll
glywelsqglt
seyitllxdi
fldktlinasf
pgttnygrnk
rvdrvaiyee
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gtpspvpspt
svgplysger
pytldrdsly
itnlgyeedm
vdavcthrpd
tpdtstmhla
lggllrpvEk
legltheite
gpllvlfcin
llrpekdgta
gfthrssvst
gsrkfntter
pgldreclyl
tinnlrymad
rvdllctylg
ttpkpattfl
rplfgkssmg
hagvtglgfyv
gdkvttlyvkg
hwlgstyqglv
rniedalngl
firmtrngtg

agllgxitcl icgvlvttrr

Péptido 1

14410

ttgpllvpft
ltllrpekdg
vngftgresv
rrpgsrkfnt
pkspgldrer
tertpaslasyg
ntevgplysg
lgpytldrds
ftitnlrvee
tgvdaicthh
tstpgtptvy
vliggllrplE
elsglthsit
myggpgslkfn
plsgpglpik
ppliseattam
pfylgeglis
ldrdslfing
sgqlhdtfrfc
dihvtemess
frnssiksyf
Ignftldrsas

rkkegeynvg

nfesplar rvdrvaiyee (SEQ ID NO:01)

Q)
14425

Péptido 2

14442

Inftitnlqy
vatrvdaict
pttstpgtft
tervliggllm
lywklsglth
pmtaspllvl
critllrpkk
lyvngftgrs
nmghpgsrkf
pdpksprldr
lgasktpasi
kntsvgplys
elgpytldrd
itdnvmghll
gvfhelsggt
gyhlktltln
1rpekdgaat
yvapanlsirg
lvtnltmdsv
vygptsssst
sdcgvstfrs
vlvdgyspnr
qqcpgyygsh

tldrss vlvdgyspnr ne (SEQ ID NO:02)

(D)
14472

(E)
14452

Péptido 3

14492
cgvlvttrr rkkegeynvyg gq (SEQ ID NO:03)

Regidén transmembrana:

14475

fwaviligl agllgvitecl icgvl (SEQ ID NO:14)

(F)
14367

eenmghpgsr
hrpdpkipgl
vgpetsetps
plfkntavss
gitelgpytl
ftinftitnl
dgaatkvdai
gvptteipgt
nttervlggl
eqlyweleqgl
fgpsaashll
gcrltllrpe
slyvngfthr
splfqrsslg
hgitrlgpys
ftisnlgysp
gvdttctyhp
eyginfhivn
lvtvkalfss
ghfylnftit
vpunrhhtgvd
nepltgnsdl
ldledlqg

Péptido que contiene el péptido de bucle de cisteina:
14398

ksyf sdcqvstfrs vpnrhhtgvd slenfspl (SEQ ID NO:15)
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Secuencia lider de CD8
ATGGCTC TCCCAGTGAC TGCCCTACTG CTTCCCCTAG CGCTTCTCCT GCATGCAGAG

Dominio intracelular de cadena zeta de CD3

AGAGT GAAGTTICAGC AGGAGCGCAG AGCCCCCCGC GTACCAGCAG GGCCAGAACC AGCTCTATAA
CGAGCTCAAT CTAGGACGAA GAGAGGAGTA CGATGTTTTG GACAAGAGAC GTGGCCGGGA CCCTGAGATG
GGGGGAAAGC CGAGAAGGAA GAACCCTCAG GAAGGCCTGT ACAATGAACT GCAGAAAGAT AAGATGGCGG
AGGCCTACAG TGAGATTGGG ATGAAAGGCG AGCGCCGGAG GGGCAAGGGG CACGATGGCC TTTACCAGGG
TCTCAGTACA GCCACCAAGG ACACCTACGA CGCCCTTCAC ATGCAGGCCC

TGCCCCCTCG

Enlazador de serina-glicina (G4S) 3

Dominio transmembrana de CD8
GCGGCCGCAC CCACCACGAC GCCAGCGCCG CGACCACCAA CCCCGGCGCC CACGATCGCG TCGCAGCCCC
TGTCCCTGCG CCCAGAGGCG TGCCGGCCAG CGGCGGGGGG CGCAGTGCAC ACGAGGGGGC TGGACTTCGC

CTGTGATATCTACATCTGGG CGCCCTTGGC CGGGACTTGT GGGGTCCTTC TCCTGTCACT GGTTATCACC
CTTTACTGCA ACCAC

Dominios transmembrana + intracelular de CD28 (-TERMINACION)

CAA TTGAAGTTAT GTATCCTCCT CCTTACCTAG ACAATGAGAA GAGCAATGGA ACCATTATCC
ATGTGAAAGG GAAACACCTT TGTCCAAGTC CCCTATTTCC CGGACCTTCT AAGCCCTTTT GGGTGCTGGT
GGTGGTTGGT GGAGTCCTGG CTTGCTATAG CTTGCTAGTA ACAGTGGCCT TTATTATTTT CIGGGTGAGG
AGTAAGAGGA GCAGGCTCCT

Figura 17

90



ES 2621874 T3

(Sop 1) 81 vm3i]

DOVENYVYOVD DVVDDIVVEY LODIDDWVYY VVDDDVYIVY DPPOEYONOD DVVVIDLIOVY WIVOLOWIVD ILOIIODLLIL IOWYIVIIWI IOVYDOVILIL
D9ILILIOLD DILIDOALLIIL ¥ODORHIILI LIDDOLINLI J0290I9ID0 JELIVOVYDL LVIDVEIVID YDVVDDWYYY VOLIVIVVYIV VOILLODILYYY
VILOW¥DDOLIY LIDLOLOVIO VOODOVIVOV IVLLIOVVLID LVLLIVOVYY YVYIVYVOVVY LYDDDDLIDD DODOVOVILLL JD00OWWNYS LIDOYWOOILOV
INDLODOVYL VHOVDVDILVD LODIODIVIODL VIVVYDLIVYY VIVYVYIDLLE LIVLILLOLLL YIIDDOVYOD JDIDIOIVYY DDD9JLLLLY VIDDLODYDL
DOLIIVYOYRY WOOVILLVLILIY LOVLIOVOVIL WYDDILVYIYYY YYIVODOOLV LOVDOVODDD DLLIODLIIYLI JB0DDDLLID DDLOVLOVOD DILOVYVYYOODL
DOVOVLIOLL LODLVVIVNL VOIVOLOIVY LLIDDVIVIIL IIVLIODDOYL YDLODLODDD DYWVODVOLY DODINOVYVD JO¥ILYOILOD DVDLLLLODY
DIDYIVOVLID J¥HDIIDCHD VEVIDHLOYD VYDOLLOLOID IWWDIDOULID JDDDDOVOOVD YOUUDOOIDL JIVODDOADDL JVOODDOLOL LIDDDDDLDL
HVYDILOLOHIVD HIDHYHOODD LOLODIVOLD LODVWOVENVD WLIODIDIVD DD2O00IDDLY IDLIODDIDY DILOIDDINONY DIOIDIDJDVIY YDODBIDOVOV
QODDODIOOD LIVYIIVIDD DPOVYIDYDVD DVDVILLIOIVYD IDVYDVRLIOOVY DOVIVLODDD IDIOVVYILVO DDOYOVOVID ODIVVDDVOV WYWLVDDOOV
D2DI2DYDDD VELIOVIVID IDOIVOLOLY HIDIVVOVID VOLOLOVODL DDILVLYIDID VOVDLLIVID DODLDIILYD DOVILODIOL LIIVIDDODL
IOYDEDROOY LIDDIDVILID WODOIODDDDY YIIDLLODDV ¥YODOOOVIODD HIOODODIODL JILODOLVLL WDDDIDVDOLO DODVVYDDDD DVIDHIDOLDD
YHLODHIDHL ¥VYODBDIVYD IOJDYIDDOHL IBYSYYOIDL IJJ2DDI¥DD DYIDDIDDOY DVVDIOVIVY LDDDDLIOYD DDOILLODDD JIVIVIOWID
YYOOOOYLLY ¥OLIODOINY DDDOVODOLE LLODDVYOLOY DOVIOLLOLIV VVYOOWODDD JWDIDWVLLO IVYDDIVVODL DVYVOVOLOL DLOLOVYVYY

Tyoog
DAYEDTOYD ¥IIIOVDIDR BVEIHLLODD IDLOVOLVDD VIVOVYLIVLL LILLOYOVYD WOWOWOVOVD YOVOVOWOWD VOVOVOVOVD YOVOWOVOVD
DOLIDOVOLO IOOYILODND DIDOOVHOND ¥HVDIOVIOD IVIDLIVIVY YVVVDLOLLY LOIDLOLOLO I9IDIOIOLD IOLDLDLDLE LDLDLDIDLID
YOYOVDIOVI YOVOYIVEVYD VOVOILOVOVD VOVOVOVOYL HOVIYOVIVD YOYOVDVOYD ILOVYOVDYOWD VOVIVOVIVO WOVOVLLOWD WOWIVIDOWL
LOIDIOWOLINY IOLOIVIDID IDIOVOIOLD IHISIDIOLY DDIOIDLOLO IDSIOIOIOLO YOIDLOLOLD LOIVIDIVID IDLOLYYDLYD IOLOLDDDLY
YOVOWOVLILI IOVWDYDIOVYD VYOVOVOWVYD YOUVYIOVOVD YOVOVOVOYL OYVIOVVIDW VIDVVIDUVILI VINDDVVYVY LOVIVODLOY IVDDIOLVYL
LOIDIDINYY VOLOIOVEID IOLOIOLILY IDIIVOIOLD IOIDIODLOIV DLIVOLLYDL IVOLIVOLIV IVIODILILL ¥DIVIDOVWDL WIDOVOVLLIY
DIIVOVIOLD 9HYYOHDLYY ¥YYOVOOVODD LYODOVIOVD IIDVVDDIOV DDDIDDDILIN JVOVOIVOOL WYIVOLILVD OLIOVVDLIVI VOLOLVDDWL
DYYLOINOYD DDILDDDVIL IIDLODIDDD YIONOIVILIO YYOLIDOVOL O9DYODOVYL DIDLOVIOOW LIVIODVEVIO OSWVOLIOVLY LOYOVLDOLY
DILINYYYVYY YYYIIVVOOY ¥YOOVYOOYYD ¥VYOVYYOYY VOVVVOVYOV YDUVOVVDOVY VIDDUVOVOV OYDHVIVVYVY WYVWVIVVVY DVVVVVDLYD
PYVYVYILIILL IILVYVLIIDOL IODLIDOILD LIIDLLIOIL IDLLIDLIOL IDILOLIOLL LYDDLIILOL JLIOLOLLILL LLLLLYLLLL OLLLLLOVID
YYVDIOYYLIO D¥OVIVOLVI OSINVYYILY OYYVLVLIIVY IDVOEDVLILD IOVWVIVOLDD VIDLIIVIIL DVYIDVYDID VYIDILVVILE IVYDLYOLYL
LLIOOOLIYD DIDIVIOVIV HVVLILIVVLI DILIVIVVYLI ¥OIDIDIVYD VOLIVIONDD INOVVVIVVY DILJJLIIDND LIVOVLLIOYY YLIOVIOVLIV
PPOOYLLINY IOLYVYIVOL IVYDVVVYVY VYOOVVYIIV VILLIOVIYD VIOOIOOVLD IDIDVVYOVD DDDODDIDVD DODIVDIOVY IDYDIDYDYD
DODBIVVVLII ¥OVIIIVIOY VILDILIILL LIODLLIYYI IVVYVDLYLO IVODUDDIVD YOVOLILOID DDDODDVOID DDOD¥IOYOLL YOIOWDIOID
BYDYIDDLID JVYDOYYOVD DDYOYOOVOY VOLODOYIOD YVDIODVVOVY DPDILIVLIO OVYIVOYDODD IYODUODHHUD VDOIOVELOVY LODDVDDVOL
SIDIDOOYDHD HIIDIIILLD SIIDIODIODI IDUDIDINDD LIDYODLIDG DDOVVYIVYD DIVIOIONODD ¥199D9DD020D IHVDHILOVOLL ¥OIDLIDIOV
PEODODNOAY HIHYOLOOLI HIHDHIIOIL ILINILOVOOI JDODIYHIVD YYDHDDOHDHY YOVDVYDODY DWWDODVVOL OVIIODLLYD LLOVYYLYYD
DODDDODDIL DYRIDINOYY IWOIIHOVOVY VWINWOIOODV DDDDRINHID LIDDDDODII LOIDLIODODL DILIIDDLIONW DELRWIOVYLD WVDLIIVILID
DOVYIYDODID YILIOVODLID DILDPDOIVD DDIDOVYYOY IDISYIONIL JIDILYDVYVD IODIOYDOOD IOSY¥IDO0VLI DIDDDOVIOV IOLOLLOLLD
DOININNOYD IVYYDIODYS HVYDII0OID DPYODLLIOL ¥YOVIIWIOVVY DVOVIDILID ¥DOUEIIOOID ¥YOOIODIOIY HYIDDDLDOL WOWOVVOVYD
DO0ODIOYDDD DODDOVDONY DIDDILYIOVY DYOVIVIOOL £LLIODODIOVY IVLIOVEDIO LIDOVIDIOL IDILODODDL DYDIDIDIHDD ¥DOWWOIOOL
DODAYIIDND DOODOIDOLL DUIDVVIODL HIDIVIYOOY OVVVYOODDDI VIVVDLIDVD VVODLYWOVYOV YDYEDOODDY DIODDIOD0D LOJDIIONOSY
INDOYDOYDYI YIOOISILID DODDYIVIID ¥ODIOLLOOY IDIOLIDOIO ¥2DIIOVIDLI HYYOLIOLDI VWIIMIDVOLL VIDIVILLLL JDVIOHIOLLD
YIOOIOIOIY IYDDYOVYYD JDDDIVINYD IODVOYYODL YOUDUVDOUD LOOVVDIVOY OLIOVVDYDOY IVVDVDIOVY LVOVIVVVYY DOLVODDVYD
OWYYYIODOD LIVOLIINYDD INODLIDIOY WYOOIVOVOD IODODIOLIL JYIIDNIDDD LILLIDLOOY PYIIVVYIVY VYIDLLLLYL LILVIDIVIO
DALLINDDDD ¥WIDVYLIDD YIJDVWYOOOL ILISOVLOIOD ¥DDDOVDYVY DIVYDDDDDH YYYYVOVYODL DIOVLLIVIL LIVDVVVYIVY VVVIVOVLYD
OOLOHINOLD IVINDOOOLILD ¥ODIOOIOVL VIIOILOVOL JVVWYDLYDY DODIDOVIOV OISVLVIODL HIDIIIVVOY VYLIIOOVDIY YLOODOVLID

P

T00Z

TO6T

T08T

TILT

T09T

TOST

TOFT

TOET

TOZY

TO0TT

TOo0T

TO6

To08

ToL

TO09

T0S

T0%

T0E

102

TOT

91



ES 2621874 T3

(S ap 7) 81 vndr

YOODILIIYYD I¥DOYOIODLD IVSHIIIOVD DOVVIOVOLD DIDPIPLYVY IVOVUEOVOLL SVDIDSLLID ILIDOVVYILIV DIDLOIILOY DYLIOVILVY
LOOYOOLELY IOLVILLLLY LEIIVIVDLYE DILLEDLYYD VOOVVIVLLD OVPOVLLOVL DOVONIIDNV YODDLIVIOV WYLVVYVVOV LOLOLOOVLE
YODLOOVYYL VYOVIVVYVYI VYVLIVIDYID DYVYOOVLID LIDDLIVIVYD DIDRIVYDLIY DOIDIVVOLIL IODDVYLIYDL LIVLILLLIOL ¥OVOWOOLVY

INYYVINOYY LIVYOVLLLI YVVIOIIYYY YYYYDILOOD LI¥DDIIOND JDD0D2DDDDL VODDIVIVOV YOVVDLOVYY IOOLLLVIYL VILLOWVOLLL .

VILLIYOOLL YWLIDLVVYY ILIVOVVILILI IILIDDOVODD YYIDOVVDOD DODODDDODY LIODDOINLOL IDLIOVOLLL VYODVVVIVIV LYVVYOLIVVY
DOOVIOLYLL YODYWYDIDD IVVOVOOWYY DHOLLOODOIV WIOVLODLOY IVDIIDLLLD ODIDIDIDYYY ILDILVYLODD DIOWOVWLLD OW¥OYOWWOVI
DODIVOYIVY IIDLLIIOYDD ¥YIIDIDOLLL DJOVYOODOVI LYDLYDDVOL VIDDYOVWYD OVOVIVOLLL WWOVWIVODD DVDIDLIVVD DLOLDLIOLY
¥IOVYO2099Y VOOVIVYVYDL DINYVYODIID DODLDDDINY IOVDLOVODL VYOLOVOVLL ¥VILDDDLID DDDIO¥DILOD DIDRILIDIY DIDDDDVYVD
I50L09900L IODIVLILOY DVLLISOOVD DDOVODOVLILI VOIOWOLIOV IIDVDIDIVY ILIVVIODOWYD DODVYDIDYOD DODOVYYYDOL OUDIDDLLLO
DIDLODIOID VDDIOOVLIY YIOVYIODHD DYYODODIDD DHIVOVODIOD ILLODDLVLL SHD0DDLILL DJO0DLIDDLD DILIOYIIOVD LODILDIDOL
DOYOVHOVIDD IDDVYDDIVYLI IVDLIYODDD DHILODDHONID DIIDLODDDD YYVOEDUWIVY DODDIOVOUVY SDDOVYROVD DDEVOIOWOLD YDDOVODIDW
POSLIIDLIND SRIO2DOIDY DIDHIVIOVE DIJVILOVYY DDODOIVELY DODILYLIOOY DVOVEIOVOD DOYIVYYDOOVY DOVVVDOVVYOVY LOLOVDOYVY
POOVAIYYED DPYORDIDDDL 2900VIVIOLY S¥HLOVOLLL OJJ9J00VLLYL DOOYYIVODL BLOLIVOELOD JOIVLIDODL J2ILIDLIDI YOYILODILL
YODOOYDIOWY WYDIDOWOOY VIDDIYVYYY DOIDDIDLIID DIOPOOLLLIL IDDYIVODDL DDDDI0D00& DVYDDVODVYLD WOVVVYYLOD YOBILOVYDL
LODPOIONSIL IIDDOOIDDL INOOVILLLL DODOODOYYD DYDDDOVYYY ¥DDIVIODOY DO0DOIDDIOY JIOIIOOIV) IOLLILLVED LOIDYOILOY
DYDYODIDDD DVVYYDDIDDED YDOVOIVLYY VYOVIVOOVOD DDILLODDOD IODVUDDLID 2IJRIODORI DIQDIDLIDD DYDDOLOODD DILIINODDOVL
DIDLIOOVIND DLLIDDODLY IODIOYLYIL IDLYIDDIID DIVVYDDDDD ¥DDLIDOUDD DYDHOVIOIOV OVDDVWOVYDD DIDDOVIDDD DVNIDDIDLY
WODIOIOIDD DLLISLIIOIL IJDDOUVODD IOODDILLID. LOVVISOIOV DDOLOIVODL VIDEOVOLLID DOIDIVODLY DILODIILOY ¥DDLDDDILD
IODYOYD00D HYYYOVDODY YOOODILDOD YDDODOUWND WOLLYODYHL DODVOVIOOV INOVOIOWYD DOVINIDOVD OVYDIOWDDL IJDYID00Y0
IHIBOYODYY DOD000DLLD ¥HIIIDWIDD DIDODIDLIY LOOOHINYIL YIDDIDLIOY DIDDWYOIDD DIV¥YOYOYDD YOLLVIODDD VOLODOYDOW
YOVDOLODLL DODHOODVYD LODPHOIOOD DYDODDOVYL ¥DDOOYLLOY IVDIVOYVDL DVDDILIODOD DVILOIOLDD LOYYIVODIDD LOVOOOD.LIDL
DOOYOLODIY ¥OVODVLIVD DVOVOIOYDD IVIOIVOOOO DIDOIYOYOY DIIILIIOVYD IODIDODDIY YOLIYODDOLY OVILYDVVYDD VOWDIWLLLO
DODIDYDOYI IDIDDIVYLD PIDIOEDIOD YIVOVIOODD DVYOOVIOLOL JVVOVYOLLD YOOVIDDOYL IDYIODDDVI PISYIILIOD IOLIV.IVVYVD
DINLIIONND IDIHJIOVYO DOVOLIVOOL IDDAVYYYYD VOIIODLYDD JOLIOYIODD DOVVEIVYYD OW¥DDODRIODI WDDDOIODLD LILLIDLLLE
DVIVOVIOID ¥DVIDYOLLD DDIDYYIDOY VOODIILLLD IOVVOOVIOP VOVUDIVODD DDLLIDLLLO DISOIOVOOY IODDOYODYY YYYVWOVVVD
OYYDOVDOYD YIIVODDDOV PVYYVYVYOD YIDIOVYOWY HYIDIILIOVY IDLIIIDIND D2DDIDLOVD DHOLIYOHLOOY YODWYYWYOILD VODLIVVDDD

‘DILIOSIODID IVVIDOODOL DILLIILIDD IVHOYDLIOLL JIVOOVWVYDL YDYVYYDYLD DOODYOYOLO JD¥OLOVODL IODLILIOVD LODVVLLIDD

YILIIOOIOV IOVOYLIVLID YYVVYDDUYLD IIDVDDI¥OY LODLILIVVY IIVYVVYIOV VOLLILVVYL DVYLDIVYYD IVLYIVLIOVO IL¥VVDILOOL
IVYYVOOVOL ¥DIDINYIVO LITLIDDIVY YYDIOOYIOL YOOWVYVILL VYLELLIYOL IDVVVVYLLLY OLLIYOYLLLY) ¥IVEVIVOLD VILIDVYODW
DIOYOVDLIY DOVVIOOLIN YIDVSIDVDD DYDIIVIOLD VOOOVIDIOL JIVLILODIL JVIDDVIVOL IODIIOVOL) DODDISHIOL VOVLVVILVD
DYDISIOYYL DOIIVOOVYYI IVOLOYDIND DIDOVIVOVS IODOIYDVYOV OVIVVVODVY HINODIVIOY ¥YDODDYDLOVD DODIYDIVOV LOIVILIOVLO
OYLYIDDOYD DDDLINOOVL DIDDOIDIVYD IDDIOOVVIS YIVOIODDYD YODIYDDOLID YDDDDDLIDY OVILINIOVD DVYRYWNOOV DODVDDIDDY
DINISIDOID DODYYISODIY HYOIDOOHLY ¥DHVODLIYD IVIOOODILD IDDDIDIDYD IOODIDYDDL JLVVVIVOLD DILVILLOBL DDOLIDDIDL
VODOIDDYDD DOVDNVYDIDD IDNDIOOVYIL IIVIDOODOL DOYLIOOVOLD INIINVLIDI IDDODDOVYD DLVDVDIVYD IVDLIODDOV DLIVVIVOLE
IDDODDNINS DHINLIDYID ¥OOVIDHLIOV YYIVODODOY DBINODIOVED VIVVIIVYOY ¥DPPODDILD DUIDIOVLID YIDYYDIDOL OYYLLYIOVY
LOOSDVEODL LOHLIODOYLL ODIVOVOSOVY IDDIDOHIDLD ¥IDDIDODIND ILIISHIVIOD ILLOYLIOVO DLODDOLLOD OWYIOVIOVY DDODVDLLYD
YODDOLIOOY YOVYODDIVY DODVIDIOODI VDOYDOYONVD IODOVODVHD VYWYIDVYIVOD DVVDIVEDLD DVDDIOVYVYDD OILODIVOLL ODDILOVVLD
YIOYIDONDD VIDLIHINOY YWYYVYOODOL IVDIIDILID DOIOOLIOOY IDDLIOLOWD YVDIYVDLLD DOODIVOLOL IWIOVOLOVEL ODLLELODONW
I¥DOIVODODH IVOYYOYODI IILLISDIOV YIODWDOUVD DOVDOVODDL WOOYVOWDLD LIDVIIOWYD 2D00DLOVOV WIVOIOWOLV DO¥VIVIODL
DOYDIOOVIY VIIDIDLIVD JIOLOVIHIOVT IODDIVYOYL HDLIILOIDL DVDIODIOND IVDIODWEDOY ¥DIOVILOLD ¥OVVIVOIOL WIOJDDIDYD
JDIOVYODING IVVOVOVYIOD YOVDIVODDI VODOVLIDIV DOVVYVOYOV JIHVIOVOLD VIDVOLLOOL IDVDIVYOVD IDLLYIOVOV INODDDDOLD
JOYDLIODID LIDODDDDOD IOVYIYODDD VIVVIVOIDD DOOVOYIYDD ¥DVVYOLLLYY ¥VDLODIOVL OVIIODYEVY DRLIDLLODD DDODVVYVYDL
DOLOYYIOYD VYYDDDOIDDD VOLILIVIONNDD IYIIVIONDD DOOININIDD IOIIOVYVIL IIDYIDYOLY SIVYDDLILL BOYVOVVOSD DODOLLLLOY
DIOVYDOVLD LINVODODIOL IDVDUINOVD IIDOHYIHIVY J00VOIODLD DYOOOVYDLD YIDLIDYOIY ILOLILIVOLL IDV¥DOVODDL LIDIODDIDY
OYBLIDDIVD YWIDDDDYOY YOLOIVOALD WYOIIVOVLI OPDIOVDIYD DIDDILIOVD IVOYYDLDOL YOWYYYLOVY YOLOOIODOY WNOVOIOVDL

TOE®
T0Z%
TOTH
T00%
T06€
To08E
TOLE
T09€
TOSE
To%E
TOEE
TozE
TOTE
To00¢
1062
T082
TOLZ
1092
T0ST
TO¥T
TOET
1022

T0TZ

92



ES 2621874 T3

(¢ ap ¢) 81 vnT1]

D0DDDDDDDD IDDODIVINIL VWOVIOLOYE YIDDDOVIVI ©DDODIDODE VOVOVVDDYD IOVODODLOD YIVVVDODVD DULIOVYDDOD DDDIDOWYDD
DOD0BD0000 ¥DDDDRIVIY LIDLVOVOLY IVDDDOIVIVY JDDDJ00DD0V IDIDIIODLD VIIDDDOVDD ILVLLIODOLD DIVODLIOSD DIDYODLIOD
VYOOVORLLOY YDDDDOVDVD YOPDDDODRDY IDDVPDVVDY DPDUYDDOPDVD DOIIVPDDID L¥OVVYDDDD LISVODIVDD DVODODDDLD YYYYODDVWYD
LIDLIOVYOL (LODODOEIED LODID09I0L ¥oOIDIIIol JDLI0DO0L0 ODVILIDIED YIDLLLIDUD WVQLILDDDIIY DLDODDDDOVD LILLODDLLD
DRLLODINDO IDVOOVIDLY DDDOVODLIDD LDIDDDIOLD DVIDODDDDD YDDIDUVVVE VODLIOVIOL IVVODILOSOL HVILOVOHIOL JIDDLLVVYDD
HOYYEDOLID VDIDDLYIVYL JDDDIDDVID VOUYDDIVOVD HIVIODDDDD IODUDLILLID IHDVVOLYOY YILOOVOIDDY DIVDIIOVOVY DDIVYILLID
LEDOIDHLILID DPDDOVIIND YODLIVYYDD LIODDOVILD LODVOVOOVD VYDDIVVOOD VYOOLOLOLLI DLLOVOVIOL YIODOWOLOOL IOLOVODOYL
YODDOWOVDD DIDPOHIVDDD IODVVYLLIOD WVOOSDDINYD YODLOIDDLD LIJDVYLIODDD LLDDVYOVDVY DVVDIOIVOVY LODDIOYDOV YOVDIDODOLY
DDDJIDAVOY IDLILOOVOL OVIOIVYDDL DYEVOLIVYD DDVDLIDDIVY DVOIQIVOOD ODODPODOVLY ILLLIJVYDVYOV YWI¥OVOYYY O¥DVDLOVOV
DDOOVDDIDL VHVYVODIOVY DIDDYLIDOY OLLIOYYLID DOIDVIIYLI DILIV¥OVLIOD DIIDDDDINIL YVYVDIDIOL LIVIOLDLLE HIOIDOVBIDL
ONDVYDYOVYD VOUDVYODYI DOIDDVOOVD YOVYDVYOOOD D9950DI0DII ILJIDDIIDIVYY VODDYVYOIVY VVVILIOVOVY JDDVDRIDDD YVOIHLLLLY
DLIIDLOLID IDIOLLIDILIVY JDYORILODIO LELIDLEODD HDD0DD000Y VPOOVODELL ISDDILIDNDL ILLLVYYOLIOL DODLIDDODD LIDVOVVYYL
DOLIDIDDLD IODLVYDOWOY YOD¥OWIVID DOIDDILOLYY DODDDODLO0Y JOVVVOVOLD DIVVWYOIDVILID DOOVLIILVD DHVYILIOVDOLD DDDDOVIVYEY

- DOVYOVDOVD VDOVIODIDL IODIDLYIVD POVODYDVLI DDDDDOYOOL DHHILLOILOVS DVLLIODLIVD DDOIVYYVID DIOSVOLIOVD DIOOOLOLILL

WYDDOOODID DYVDLIODLY DRYORIDLOD DYDDDLLODD DDODPRIDLL DDOVYDIODL DVDLIODYOD YODDROIDODD DYDWIYOYOY DOIVDLIVOD
LIDOODDPDH DLIDYODOYD DOLOIYHYHD HIDIOYYIDI DOODDIVYOVY DDHOLIOVIDY DIDVYYOOIDD IOHDDOVSDDD DIDIVLOLDIL DBVIDVVIOD
GYVOILVDIND DOVODOVODD DOVIVEYVYLID YDIDVIVOYD YDLVOVOVYI OJDOVOVOUOVY DVOVIVVOLL DDIODD0VDD II¥DDLIDDD DIODISDOLD
VYLIDVIOVED DOIDODLOOD ODLYLLLIVE LOYEIVIOLD IOVIDIOLLY PODLSIDIOL DLOLVYLIOVY DOVOIDOHLOD YYIDDVOSOHD OVOOVDIDIVD
DDINDLIDDIL DDDIUEDDODL DLIDDDVLID DDHYOIHYDID DDOWWHLOVY WDOVOIDIDDOND INWODODIVE IOVEILOVDILD VOVDDVDVYOD DLIDOVYLDY
DOVDDVDDOY DDDDIDIIOY DYOHDODIYOD DODIODLOND DOOLLINVDLL IOLIDDODODD YOIDDIOVID VOHILYDIOWD IDIDDIJISD DYPDOLILODL
YOVODOYDYD DYOVEDLODR YIOOYYDLOD YVAVDHEDNLLL VIIOOVIVOY DODOIVODDD ODODVOLIOVE IDYVIDEHNYD SYDIODIDID DIEVOLOVDD
IDIDDIIDID DIHELIVIDD IVIDIIDYOD LIDIIOOWVY LYWDILVIDI D2DIVIDODD JDDDLODVILI ¥DIIWDIDID DIOYIIDIDD DODLOVIIID
POLILOLODDD IDOLLILIVLIIO VOOIDODDOY DOVIVVOOIDD DDOVYVOVOVY DDOVOVVODD WVOIOVIIDD LIVOLIOVVYY IYVYDDOVOVE DOLOVIIIOY
DDYVOVDIDD VOVVVYIVYD IJOVDDODDDL DOLVLIOODD DDIIIOIDLE DDDLILLODD LEHVOLVYDD YVIDVVOLLL YLEDODILIOLD DDVOLVVVDL
PDIODLIDDS DOVDDDIOOV VYVOVIDLIOVL DHLIDIDIVD ¥WVDILODIOY DDDIIDOVDD DDVIDLODDD YOOVIDLOAL DLLDDDDDLE ¥DDIDDDODY
DDVBOYYOID DDIODOYODE LIOIVOVOIY DOVVOVDYED LLIOYODYDL OJDOOYIILDD JDIVOYIDDD IOOIYAYOVY PYYOIDODOYD IODDOIDODL
DOWVDLODLL YOOVOVOVLIY IODIOLLIOD JIODVIVLILOY DOIDLLIOOVIL JIOLLILLOD DDOLOVEIOD DDODVODOVVD IOOLLVOOYD YOVIVLOOLO
OOLIDYODVY IODLOLOLVL YOOUDUVYDD DDDLYINVDL IDVOVVYDDIV DOVOYVEVVID DODVILODDD JDDDLIILID YODVVIODLD IDINLVYODYD
LLLODODOVE YILOVODLOL LIOVIDLOLL DDIOYIILLD VIDIHYVILL LIJLVLIDLD VOLLYIDIVI LLLIOOVIOD DLIDOVEYVL SDDHLLVIOLL
WVUDDDODIY LYYDILIIOVOY VODINOVONVY DOVOLODWYD IVOVDALIOVY WVOVIVVOVD LOVVIVOVIV VYVVDOLVID DVVDDLLLLIY J0DOWVIDWY
WYODINOOLL POOVVYODLY OVEDIODODL DILIOVLIIOV OVIDLYIVIL IOVVVVVIVY WYVIDVVOIVY YILOVDIVYOL VYLLVYLIVID YOIODOVIVY
LIODYIOOYY OPDLIIOOYL HIDIYIODIY DVYYHIYYOL BIVOVIVIYD ¥OLLLIIYIYL LILYDLIOYI IVVOIOVIOV IIVYLIVIVD IOWODOIV¥IL
IDDDVNVYLLYD WIDDLOYOVD YIDOVVEOLD DOLILODIIVD JVDODOVILLI VIOLIOLOVY DIDVDDVVDD VYVOOLLIVYL DV¥OVOVVYOL DIVVOLVVLIL

T06S

T08BS

TOLS

T09S

T0SS

TO¥S

TOES

TOZS

TOES

T00S

TO6F

T08¥

TOLY

T09%

T0S¥%

T09%

93



ES 2621874 T3

(Sap ) 81 81

e L.
Bﬁmﬂga Sivniasuid oorwoavees Qmﬁﬂmﬂ.ﬂﬁuﬁ ﬂuu.mﬁmu.uhuh@ QH&@FPEE SIBnIvhSYY Hoowenlond ENHBUHW@P R ks

.ﬁﬂ@nﬁhﬂﬂﬂu %BU#‘UQHE.U U&ﬁuﬁ%&ﬂhﬁ WBDQ..—.UM!&UP Uﬁﬂbnﬂﬂg Qﬁuﬂﬁg UquﬁBUQFF ﬁuuu.m.n.uqmﬁﬁ‘ﬁ ﬁﬁguubﬂ MoVISeOVeD T065

.Y
dﬁbﬁﬁ.ﬂﬂﬁ S¥OISOVLLL m_ummﬂu..ﬂu.ﬁha m_u.mﬂﬁu..a.n.uh Uﬂuhﬁuﬁbﬁ. .uduﬁm»ﬁug. ﬂﬂﬁuﬂh&uﬂm: ﬂUHﬁﬂﬂBﬁ_ﬁv uﬂuﬂﬂg% : ﬂ_ﬂbgﬁuﬂg
IDDIDITOY DISYDDIVEW DAIDOVIINL DYDISSVDY SVDINDOVDL SISIDSDIO0 DIODI¥ODLD IOVSDOVOL) S¥SILVDUDL DIVDDIOoOWS Togs

-

Ugﬂﬂu.m.«hg .‘%QUPUWQU“UH mvﬁ..ﬂDUAWUUBU Qﬂﬂgﬁgﬂ Swossiowso uﬂﬁﬂ‘hmuug G..ﬂ.UUUnwﬁ..ﬂ.«.th ..ugu.ﬂmmw_ﬂnuﬂ Pﬂ@&.ﬂﬂqﬁﬂg Uﬂhﬂgﬂgﬁ

.GE&BUB&QQ HDEVHEIOYY Uﬁgwwﬁﬁﬂu BIOSRIIS0L SoooNDIED | uﬁvﬂﬂﬂdmé DUBG@GEP OB INLOOL Lo LIVEIS Gud.rhiﬁgu 0L

Am_vwv m:.no.n._”m BUTISS °p Iopezefud

WEVIOA0150 DILSOVOVEL YYANIVAO9D DOLOLIDODY DYDDIOVENS LOGOOVLLIS OVDSINOVED SISLISLISS SWIISIOIOL BOVVYLSOL
IS DS BYIDISIOY LINIOINDSE BOVITShOTL SIDSYHI OIS WRon IS DIDSYORIS0 DEOTYINYOL SaveiveieY DDl AN oD 1099

AVIOSLD00L uuduﬁab&u WETELYSVYS YWD ANYOOND uduni._uu&v.v WRISOLIS0 YOS ONSIo0Y DOOLIVINLS nESwsiowSs uﬂ&ﬂvvaﬂmﬁ

LLYEOYDSSY DOLOIIVORS LOLIYIOLLY IYONLLOOLS DUODISVOSY LIVDOVEDDD ISOBIOYOOL DISYSINDES SODISNILOD SOLSSDIOD Tos®

. B
VOVIEEOVIY SOINDISNEY SISVvioows wheOla0voN DOVENDLLIS YEOAWODOI0 SvEenLiSve SeNSo1lanY SOISvoisol doveniiovn

IHISHOSINL SSRISVEILL DVOLINS OIS A5ONTSISL SO IsYRED TDDHISsNS S1uBovInLs DIIDSSYHSD SaNSIoUESY HEIasNYELS TO¥S
HA

2IDLOCNILOS VOSVYOYVEDD DIVODASYVD DYRLVDOOOY SIOYIIO0NAY DYHLOVIOHND VDILOIVSVYOD VISDHIOOWDD DODBESDIDD S5VADIIIDY

DEIVODLYOD LIDIDLIOHD DWLODDOLLD SISVWIOIO9I IVDIOVIOOI DIDDSDIVWOOD IODYDHIDLOD IVDOYSDOIODD DODOIDOYDID ﬂ.ﬂa_n-n.ﬂ_ﬂdﬂ.ﬂ TOES

TORN ITwWa

8aD ®p I8pTT

CHRDDEODDE DIDIVIDOVYY S0LDDDVIDD DELOIVOLIL OVEDDOODLED DDBEIDDIOV DO¥DEYILDL DINYDELOOL IEODVDODYD DILOINEDLL
BIYOIIONNES IVOVIVORLL nwm.vdﬂ._ﬂbu.ﬂumv DOVEVIOUWYY DIDODOSIYD DO2OWIIVAL ORIDOISVYOY IVILIOOWORY YWBAIONODILD JOVVOVIOOYY ToZa
ITOd

SN LEE TBRIDDIDDY JD0¥IVIIEL DILDEDOEYOL SDELTVODDE DVDEIVOOVD JPDEENO0 YELLELIOD DDIVODRED DDoOVENDDL
BVYVILOVEYSD WO¥000DIDL DOBLELDOYDY DV¥DDEDDLOY DOSYILODDY DLOOVLDDELD DODVSDOVED ROY¥VORVEYV DoVILOOPBYOD BD0DEDLIOV T0TS
DIDOVENOLE DBIOHIIDOYY IUVDIVOVOY POOIDINVOE DYDOLIONOVEH VOVDEOHDILO IIVOIVVOLD LADLOVIALD WOHODIDWODD WWOLLIWOWY
DYDDELOYY DOVDDVODLD VWhhiODWEILOL ODOWIYLLOV DILODVYODE) IDEO000Y0 YYEOVILLIDYED WWOVDLYOVD [OODNDIOO LLOVYVLOIDL 009

94



ES 2621874 T3

. D1OVVDO90D
¥ O¥DLID0DDD

(¢ ap ¢) 81 w31y

QLOOYD

LODDLOLLYD

fofa) tatararatorel 4

OV¥D0LD W¥ODDVOWWIOD DOLOD000IL

Io4x

€00 SpP ®B3}SZ BUSPED Sp IBRINTSDBIJUT oTUTWOJ

LOSLVD9I0L OOILD91090 I9INOIOYOY DODIDOIUVY D900VI0DLD
YOOVIOOVOY DOVYOOVODD VOVLIOVOIOL 99DVODVILL DODDIVDOVD

200DLLO300

DODOVVDDOD

DLODDD000L
SNDD02000¥

D90DLLLIOVL
DDDOVVYOIY

DDONYLOLOY
DDOLLYDIVOL

DLILYDD00L
OVONLOODOV

£dD SPp B3}SZ BUSPED 9P IBTNTSOBIJUT OTUTWOQ
DO900VILOLE YIDLLLOIOD YOLLOVIIOL YOVOIOOLLO OLOYISOLIO

DICOOILVOVY LYOUVYOYDD LOVVOINYON 1OIL0D9OVYS O¥OII00vWYD

LLODLLOLOD
Arganias

90LELIOD00D
futa) 4'4-solalaiato

QYIOLIYD9
DIYOYOLODD

1000999040
¥950009919

SIOIDLIOLO
DWONSYYOYD

€00 Sp ©31SZ BUSPED Sp JIBTNTS0BIJUT oTUuTWOg
DYNVYOVIOD INDIOOIOI0 LIOHLODIND VIISVOOIoS IINIVOYDOL

HLILISINSD VISYDOVOWD YWODUOOWLD IVUDIOOVOD ¥VINIOIOOW

SHLLOLHDDD

DOWNOYD099

DILOOLODIND
OVODYOONLD

5099999901
090000009%

I9290I09T
OYODODYODY

DOIDVNDLIO

DOVDLIOVYSD

£0D Sp B39Z BUSPED 3P IBINTSOBIJUT OTUTWOJ

ﬁUHUHUHUUH LOOVOLYYVYD DOLOWIVYOD VOLOVOVODW OWVODWO202
LOVOVOYOOY YOOLOVILID OOVOIVLIOD LOVOLOLOOL OLLODLODID

€dD Sp ©B31SZ BUSPED

OYLVLOVOVD
OL¥LIVDLOLD

DOOVVYOLOOY
ODOLLOYDOL

YO¥YOLOODD
LOLLOYIDDD

DIVWODDID
099LLO0DDD

QAOVDVLOLY
DODLOLYOVL

80D SP BUBIQUSWSURI]
9000004091 DLOOVDLOOD OODOD0DODD DLODOODIDY DODOOLOLIDD
DD0DDDYOON OVODLOYOOD DODDDO0O0D DYODDOD0DI DIDDYOWIDD

oTuTWwoq
ODOWODONDY
D0OLOD0IOL

DDDO0LO0DY
D0000YOD0L

OD0OVLOOLO
DODOLNOOND

9DH0H00D90D
00950990000

LIODILODLOD
¥YOOWOO¥OD

0990001990 DIDOLIDLOD DIDOHODDDD
90090DYD0D DVYOOVWODOVOD OWODIDIDDD

TOLL

T0SL

T0SL

To¥L

TOEL

T0ZL

TOTL

To00L

95



ES 2621874 T3

(99p 1) 61 B3I

DOVYNVNOVD DVVDOOVYVVY LDOODOVVYY YVODOVYIVY DO90DYIVID HYVVIOLIOV YIVIILIVIV) IDLIDOLLLEI LOVYIVLIIVI IOVYDOVILI
ODLLLLISLD DLLODDLILLL ¥IORODLLLL LIODDLLYLLI DDDDDIOLOD DLLIYOVYOL IVIOVOIVIO VOVVOOVYYY VOLIVIVYIV YOILODIVYYY
YIDVOODIIY LIOLOIOYID YODDDVIVOVY IVLLIDVYIO IVIII¥OVYY YVIVYVIVYY IVOODOLIOD PODOYOYLLI DODIOVYYYD IDIDVIDIOW
IVDLIDOWVYL YYOVOVDLYD IODODIVIOL YLVVYDLIVD VIVVVIDLLE LIVIIIDIIL YIDODOVVDED JPDOIOIVYY D9D9DLLLID YoODIDDYOL
ODLILVYOVY YOOVIIVIIY IDVIOVOVLL Y¥IDLYIVYY VYYIVDOIOIY IOVOOVDODD DLLIDOLOYLI DHDONOLLLY DOIOYLOVID DIOVYYYIDIL
OIVOYLIOLL IDDIVYLVYLI YDIVOIDLVY LIDOVIVILLI LIVIOODOYL VOIOOIOODD DYVUDOVOIY DODODOYYYD JIY¥IIVNIOD OVOLIIIODY
DIOYOVIELD DYARIINI0D YOUDDDRIOVD V¥DDILIOIDID IVVDIOEVID DDDOOVOOVS YOVYDIDIAL INOS8IDDDL J¥DDDDDIOIL IODDDDDION
DVYILOLDIYD DLODVSDDID ILOLODDOVHILH IDOVYOVDYD VIIDOOIIYD DHOIIIILIOLD IOLEIOODIY HIDIN0IOIY HIDPIIYIY ¥IDODDIWIY
0DDDDOIODD LLYYIINIOD DOOVIOVOVD DVOVILIOLYD ILOVOVOLDOV DOVIVIOOOO IOLOVYVIVD DJOOV¥IVDYID IDIVVDOVDY VVVIVIODOY
DD020OVDDY YYLIOYIVOD JDDLYOLDLD HIDIVEIVLIO ¥OIDIDVIOL 9O9IVIVODID YWOVOLLIVIO DIODIDIDIVD DOVILIDILOL LIIVIODOOOL
JOYEDIDDOY LLODDOYILD ¥DODIHDHOV VOIOLIOOOY ¥DDODOWIOD HIODHHHIDL ILIDDDIVLI ¥ODIDVYDDID BODYVYYDDDD OVIOIOIIND
¥BIDDDDPETL YYDODOIYYD IOJHYID0HI LOYOWYOODL IDIIDIIVOD DYDDIDDDOY DYYDIOVLYY IODSHIDOYD DDPDILLIODID JIVOYODVID
YYDOODVILY ¥DLIDDDLYY DRPODYDOOLL LIDDOWDIOY JDVYDOLIDIN YVYDOVIDDD IVOHIOVVILD OVVODILVWVOL DVVVOVOILDL DIIDVYVVYYY
ZIDDDIIVYL LOVYODOYIL D0DDIDDOIVY VVDDOIOVAL DDIOOVYOVI LILODIODDD DIIVYIIIVYD PLIDOVIIOV DLIIDIODYDY JVOVDLILLL
' - 13008
PAYYDOINED ¥DDILIOYODDD DVYODDLISDD IDIOVOLIVDD VIVOVVYLVII ILILLOVOWYD VOVOVOVOWD WIUDYOVIVD YOVIVDVOVD WIUDYOVIVD
DHLIODVILD IOHYOLIDDD DIDDOVYIID VYOVALOVIOD IVIDLIVIVY YYVYHIALLO JHIOHINIOLD ISLDHIDIODLD IDIODIDIDID ISIDILDIOIO
YOYOVDLOVL YOWOVLYDYD VOVDIOVOYD YOVOVOUDVL DIVOVOVOED ¥OUIUIYIVD IDVOVOVDVD VOVIVOVIVD YOVOVIIOVD YOVOVIDOVL
LOLOIOYOLIV LOIOLVIOLD LOLOVOLOLO IOIOIOIOLY DOIDIDININ IDIHINIOLD ¥OIDIDIDHID IDIVIDIVIO IDIHIVYOLD IHIDILOODIV
WOVOVOVLLL IOWOVOLIYD YOVOVOVYYD YOUVLOVOVD VOWDYOVOUL JVVLOVYIOY YIDVYIDVVI YIVIOVVYYY LOVIVODILIDY I¥DDLDLUVI
LOLOLEINYY VOLOIOVDLD LOIDIDILIS IOLIVOLOLD IDLOLOLOIV DILYOLIVOL IVOLIVOLIV IVIDOLILIL ¥2IVIDOVOL VIDOVOVIIV
DLLVDYIDIE DOVEDODIYY YYOVODVDDD I¥IDOVIOVD LIOVVDDIOVY DDDIOOOLLY IJVOVDIVADL VYLVDIIIYD JLIOYYOIVI ¥OIOLVDOYL
OYVLOIVOYD DDERIDODHVLL LIDLODIOND YIHNDHIVOLD VYOLIDOWDL DDOVIOOVYI HLOIOYIOOVY IIVIDVOVYLD DYVIIIOVIVY IDYIVLODIY
DLLINVVYYYY VYYILVYDOY YOOVWIIVYD VYHUOVVWYOVY VOUVROVWOV WIVVOVUDVY YIDDUVOVOY EVDOVOVYYVY YVVVYIVYVY ODVIYVYOIVD
OVVYILLILE ILIVVLIOOL IODLIODILIO ILIDLILOLE ILOLLIDLIDL IOLIHLIDIL IVOIIIDLIOL JIDDIOLILLI LILIIVILLLI JLLLILOVID
VYVOOOVELD OVOVLVDIVIL DJLIVVYYLIV OWVYIVLILY LOVOYOWILD JOYVIYOLOD VIDILIVILII JYYDOVYDID VYIDIVYILI IVYOIVDIVI
LIIDDDLIND DIDIVIOVIV DVVIILIVVI DLLIVIVYYLI YOILOIOIVYD VDOIIVIOVOD IVOVVYIVYY DIILODIIOND LINOWIIOVY VLIOVIOVIV
PEDDYLLINY IDIYVYIVOI IVYOVVEEVY WVYDDUVYYLIV VILLIDVIYD YIDDIOOVID IDISVWYDYD ODIDDEDIDYD OPDINVOIOYY IOVYDIOVOVD
DOOHINYYLL YOVILLYIOV YIIOILILLL LIDPLLLYYLI IVVYYDIVID IVORVIDIVD VOVOILIDID DPDO0OYILO DDDOVLOVOLL ¥OLIOYOLOID
DEDYDODLID OVUDOYVOVD DDVOVOIVOVY VOLDDDYLDD VYDLDOVYDVY DOOLLIVILD HYIYOVODDD IVDDDHDHHIDH WDILOVOLOVY IOHOVOOVOL
DIDIODDYDD DIIDDIIDID ODIDIODIDI IIVOIDIVID IISUIDIIOL JODUVYIVYD DIVIOIOODD YIODOHIOI0D IOVOIOVOLLI ¥ODDIDDIOY
DODDODODOY DIDVOHDDOLL DIODDDIDLL LIVLIOVODIL DDDHOVODYD VVHDDODOOV WOVDYVOOIOY OYVOIOYYOL AYIIODLIVEO LIDVVVIVYD
QVEIDEDDDL OY¥ILDODDYY DVDDDOVOYY WVIVVDILODY DO3D0IDDLD LILOBIODODL IHIDILOODL DLIODIIIOVY DIVYIOYYID VYOLLIVILO
DOVIYODDL) VIILDYDOLY DLIDDODDOVD JOIDOYVYOV IOIOVIODLL DLDIVAVYYVYD IPDIOVODDD IDDYIDDOVI JIODDDYIIV IDIDIIDILO
DDIHIINOND IVYYDILIOND DVVODODDID DOVODLLLOL YOUDIIVOOWY DVDVIODLLID YOOUDIDOOO YODIOOODIY HYOIDIIOOL VOYIVVDVED
DPODDIEYDDD DDDOOVDONY DILODLIVIDY JVDVIVIODI DILIDOOOOY IVIIOVDOLD LIJDYIDLOL IDIIDODDDI OVDDODID09DD VOOVYOILOOL
J0DOYOIDODD DOIDOIDDLL OYNOVVIODI DIDIVIVOOV DYVYDOOSDL YINVOIOOVD VVDOLYDYOV YOVVIODDDY DIDDDODDID LODLLOVYDOY
LYDDVOVOYL VIDDIOLLIO SD0DVINLID ¥OOIOLIOOV IDIHLINDIO ¥WIOIIOVIDL OYYILIOLOLI VIIDIOVOLL WIAIVLLLLL JOVIOODILO
VIOBIHLOLY IVOOYOVYVD DOOOIVIVYD IDOYSVYDDL ¥OYDYVDOVD LODYVILYDY JILIOVVOVOVY LVVDVADLIYY IVOVIVVYYYY DOLYDDOVYD
OYYVVLOEDD LIVOLIVYDD L¥DDLIODOY YYOOILVOVOD -19995I0LLL DVLIOIDDDD ILILLOIDOY HYDILVVYILIYY VYIDLLIIYL LIIVIDIVIO
DLLLIVDODDD YVIOVVLIOD YIDOVYODDHI ILIOSOYIOLOD YODDOWEYYY DLVYDSODDD YYYYVYOVODL DIOHVILLYLIL IIVDVYYVVYLVY YYVLYSYLVD
O2I0DINOLD IVIVOPILLY ¥OLISOLIOWL ¥ILOLIOYOL O¥YVVOLYOVY DODIOOVOOY DIOVIVIODE DIDLLIYVOVY YYLIDOVOIVY YIDODOTIID
ORYDDOYLONVD YIVIDOOUYD IDDYODYRIY IVYOVYRILOY DILLIOYIDL DDOVOQILODI DYOIVIVOODVY JVEVVVIIOL IIVVODIOVI IVDDDIIVED

llllll

ﬂnmm
TO6T
TOBT
TOLT
TOST
TOST

TO0FT

TOET
TOZT
TOTT
T00T
TO6
T08B
ToL
109
TOoS
TOo¥%
ToE
ToZ

T0T

96



ES 2621874 T3

(99p 7) 61 BIN31]

IDOVOPLLIY IDIVIILIIY ILI¥IVOIVOD DILIIODLVYD VOOVVIVIIO DVOOVIIOVL DDVOVLIOVY ¥WOODLIVLIOV VYIVYYVYOV IOILOLDOVIL
VYPOLOOVYYL VDVIVVYYVL YVYIVIOVID DYVYOOVIID IDDILVYIVYD DIDDLVVYOLY DDLOLYYDLL IPDOVYIVOL LLVLLLLLOL YOYIVIDLVY
INYVVIDOVY LIVYOVLILL YVVIOLIVYY YYYVODLODD LIVODLLIOOD DDDPDSDO00I VDPDOVIVOV YDVUDIOVVYVY IDDILIVIVI VILIDWOLLL
VILLIYOOLL VYIIOIVYYY ILIVOVYLLI LILLODVODED YVIDOVVDED. PODIOEDOENY IDDDDIVIIL LILLIOVOLLL YODVYVIVIY IVVVDLOVYY
DDOYIOLYIL YOOVVYOLOD IVEOVOOVYY DHOLIODIDIY YIOVISOIOV LVDDIDILID JIHIDIOVVY IIDIIVIIOND DIDYOVVLID OY¥OVOVYOVL
DODLVOVIVY LODLLISVED YLIDLDOLLL JDYVODDOYL LUVDIVODVDL VWIODVOWUVED DVDVOVOLLLI WNOVVLUDDD DVDLIDILVYD DIDIDLLIDEY
YODYDOODOY ¥DOVIVYVDL DIVYVEOOILD EDDLODIIVY LOVOIOVODL YVOIOVOVIL VYLIODOLLO ODOLOYOLDD DODDLIILODY DLIODPOVYYO
LODLOEDD0L LOOLYLLLOY JVILIDDOVD JJOVODOVLL YOILOVAIOEY LIOVOIDLYY LIVYODOVYD DOD¥DILOVOD DODDVWYVODL J¥H0DDLLIO
DIHLIDLODD VODLOOVIIY VIOVVIODND DYVODODODD DOVDVDDDDD LIIDDDINVLL DIRRRIIDLI DRZRLLODII D2I0¥ILEYD IODILODDOL
DVYOYOOYODO LIOVOPIVVI I¥DLLIYDIOD DIIDIDODDD DDIDINDOOD YYYDDIVIVY JDDDDDYDYY DOODVVLOVS JOVDIOVOLO ¥DOBVODIDV
DOOHLOBLIDD DOIDOSDODY DODDIVIOUYD JLOVDLOVYY DDIDDIVVILIY DOHLIYLODY JVOVVIOVOD DHOVIVVIDOV DOVEVOVYOY IODLOVODVVY
DDDVODVYOD DOVDDINDIL DDOINIVDLD DYDIOVIILE DODDOVLIYI £ODVYIVODL DIDLIVELID DIIVLISIOL JDLLIDLIOL ¥oVOILODLLL
YOHODUDDYY YWDOOOVOOV VIOOLVYVVY DODIDOOHILO DIODOHLLLLI IDDVIVODDL DIDIDIIDIL HVYIDVOIVID VOVYVVVIDH WOODILDVVDIL
LID9DIDOLI IIDIDHIDDL IDDDVILLLL DODBODIVYD OVIDDIVVYY VODINIDDOV DODDOD0DDOY DIODIDDLYD LOLLLLLYDD IOODVOLLOY
DYOYDDIODD DYYYOOIDYD ¥DDUDIVLVYY VOWIYOOUDD DOILLODDOD LOBYVEDLDD OLIDLODDIL JIDJILOLLID HYIIDIDI2H OJLLYIDIDDHVL
DIDLIIYIID JLILOOIDIO IDOIHWINIL IOIVIODIOD DOVVVODDOD YOOLIDOVOD SYOOYODDDY OVODVOVVDD JIDDOVODDD DVVIDDIOLY
VIOIOID000 JILLIDIIDOL IDQ0DVYDDD IDDODDLILD IOVVIOOIOV JDDIOIVODD YIDIOVOLLD DRIDIVODLD DLLODDLODY ¥DDIDDDILD
IDDYDYDDID BYVVOVODOV VOODOIIODD ¥WOODDDWYYD YHLIVODYDIL DODVOVLOOY IVOVDIOVYD JOVOMIOOYD OVVOOOVODBL IDDVIDIOVD
LOIDOYIOYE JODDDD0LLY ¥DDDD0YI00 DIHDDIDILY IDDDDIVYIL YIDHIILISY DIDOYYOODD HIVVOTIVOD YOLIYIDODD YOIODOVDOV
YOVDDIDDILI £D9DDDOVVE ILODODOIODD DYDDODDVYL ¥DDDOYILIOVY IVDIVOVVDL OVODLIDDODD OVLIOIOLOD LOVYIVOODD JIHVDODIOOL
DOOYDLODLY YIVOOYLIYD OVAOYDIOYHD IWIOIVODID DINHDIYOYHY HILIOLIOVYD IOOIODDIIV ¥DIVDEDDIV DJVDIVOVYDD VOVOIVILID
DDHIOYIOYL IOIODINYID PIOIONDLID YIVWIVIOODD DYOOVLIOIOL DVVOVYOLLD WOOVDDODDYL ILOVIODIDOVL DIOVIOLIDD LOIJVLVVYD
BIVLOLOODD LOIODIOVYD DOVOLIVODL IDDDVVYVYD YOLIDDIYOD LOLIOYLODD DOYVYDVYYYD JOVODOOLOOL YOI99I0DLL ILILLOLLLD
DYIVOYDODD WOVDDUOLLD D2IDVVIOONY VOODILIILD IDYVOOVIOD VOVVOIWODD DODLILOLLIO HIOODOVIDVY ILODIDVIOVY WWYVIDVIVD
DYYDOYDOVD YILYDODODOV DVVVVVYVYYDD YIDIDVYOWY OVIDOLLIOV LOLLILIDIVD D99DLOIOYD DOIDYOLODY YODVVYVOLD YDDLLVVSDD
SLIODIDDID INVIDIDOOI DLILLILLID IVDVDLIOLI OLYDOVVYOL YOVYYVOUID DDID¥OVOIR ID¥DISYIDI I9DLLLIOWD IHDVYLIOOD
YILLIDDIOV IOVOVIIVIO YVVYYVOOVID LIOVOOILYOY IDDLLLIVVY LIVVVYVIOV VOLLLIVYVI DVVIDIVWYD IVIVIVIOVD IVVEOLLOOL
LYYYYDOUDI ¥OIDIVYIYS LILILIDDLYD YYDIOOVIOL YODVVVVLLLI YYILLIIVOL IDVVYVLILVY DILIVOVILLO ¥IVLYIVOLD VLLLOVVDOV

DIHYOVOLIY DOYVIOOLIV YIDUDIODVOD J¥DOINIOLD ¥OOOYIDIOL DINILIDOLL DYIDOVIVOL IDOJOIOVILD JDDHIDDIDL VDVIVVIINVD

OVYDLDIDVYLI DDIINDOVYLI IVOLOVOLID DIOOYINOVD IDDDIVDYOY DVIVYVDOVY DIVYODLYIOV VOOOUYDIOWS ODDDOVDOVOY IJIVLIIDVID
HYIVODDDYD DOOLIVIDYLI 2ID90000Y¥D IODLODYYLD VIVDDDDDVD WOOOVODOID WoonDRIONY DYLLLIVYIOVD DVVLVYYODY DOODYBODDDY
DINLIDDDODID DOOVVIOOIY DYODDHODHID YOOVDDLIVD IVYIODIODID IODHHILDDND IODDDOVODL JIVVVIVOLD DHILIVILIODL DDDIDDBIOL
¥OPOHIDOVOD DIVEYVHIOND I0DID0YVYIL LIVIDDDODL DOYIDOVOLD IVIIVEIIDL IDDDDDOVED DILE¥DVOIVYD LYOLIDDOOV DLLVVLVDLL
IDDD00DIOD DOIOLIOYDD YDOUISLIOV YVLYDDDODY DOHIVDDLOVD YIVVLIVYOY UYDDDDDDILD DYIDLOVLLY YIOVVDOODI OVVILVIOVY
IODDOVYOOL IOIIOOOVLIL DDIYOVDDIY IDDINOIHLY VOBIIDOIDD LLIDDINIDD DILOVLIOVD DIDODDILIDD JY¥VODVLIVY DDODVILLVD
¥OOOOLLOOY VOVVODRILYY DDYISIODDI YOOYIOVOVD IODHDDYDOYDD VWVOOUIVODD DVVDLVVDID DYDDIOVVOD DILDDINOLL DOI0LOVELD
NIOVIDDDOD VIOLIOIDOY WWVYVOODDI IVOOIODIID PBIDDIDDDY IODLLOIOVE VVOLVVOLIO DDODOYODLOL I¥IOVDIOYL DDLIVIODIY
INOIVOODDH IVOVYVOVIDL ILILIIODOOY VIODYDDYYD DOVOOVOODL ¥DOVUOVAID LIDVIIOVYD DDODDIDVOV VIVAIDYOIY DDVYIVOOOL
POYIIDOVIV VLIDIDLIND IDIDYIODOVY IJDDIVVOYL SDILILIDIOL DYOIH0IOVR IVDIIOWYOOV ¥DIOVIIOID VOYVIVOLIOL VIODPHOOYD
DDIPYODIVE IVVOVOVVID ¥OVOIVODDL ¥PPOYLIIOLY DOVYYYDUDY DLOYIOVIID VIHVOLLOOL IDVDINUDYD IDIL¥IOVWOY IVOBRDODIIO
DOYDLIIOOLD IIODIDO00H IOVEINIPOD YIVNYIVOODD DOOVOVIVOD VOVVYOILILIVY VUYDLODIOVLI DVIIDOVVVY JDIILDLLODD DDODVVVEOL
BOLOVYODYD VYIHOHDIO0D ¥DLINIOODD IYIIVIOODD DOOIOIVIOD IDLIDVVVLL LLOVIDVOIV DIVVIDILLL DOVYOVYODD ODDDLLLLOY
JIDVYOOYID IIVOIDIINL IDVOVIOOYD LIDDYIDLYY OODYIIIOLO DVYODOWNDID VIDLIDYDOVY IDIILIVOLL IDWDOUDODL LLDIDDDIOV
OYOLLODIND WYIDOOOYOV YOIOIVOOLD VYDIIYDVIL DODLOVHIV) BIODOLIAVD IVOVVOIODIL VOVVVVIDOUY YOIDOIODOW WYDYIODYIL

Tozh
TOTY
T00¥
TO&E
T08¢€
ToLE
109¢€
T0SE
To%€
Toge
10ZE
T0TE
t00¢
1062
1082
T0LZ
1092
1052
1092
T0€Z
TozE

10T

97



ES 2621874 T3

(99p ¢) 61 vINS1]

DIDDVOYDLL DDLDDIODYD ILYVDLYOVDY DODILOLVYDL DVOOLILODYD YOUDDDOIL) LLYDLVVOLD LIOLOVIOLD ¥ODHLOVODD VYDLLLYOVY
DYODIDLOVY DDYIDYIILD YILDYLILIOL DPOYIVLLIOY JLDOVYDOLD IDIDIIORDYD YWIDVLIDVD YVOWOIVOVD LODO¥HIODD LIOVVVIOLL
DHDODDHDDD IDDDDOVIVI VVOVIIIOVIL YVIODIOVIVI DHOHHOODDIDL VOVOYVDEYD IOVODODLOS VIVYYDODOVD DHVIDDYOODE HDRLIDWVDD

L DDDO90DD00 YOOESHIVIV LIDIVEYOLY IVDDDOIYIY DDOD200D00Y LDIDIIDDLY ¥DIDDDDUID IV¥LLIDODNLID DIWOZLIIDD JDDEDILIDD

VODVDDILIOVY ¥DPDOOVRYD VODDDDDDOVY IDDVOOVVOV DHOHVODIDOVD DOLIVDODLD IVOVVVDDOD LIOVODOVDD OVYDDDDODLD WYYYDIOVYD
IDDIDDYVOL LDDDDDIDID LODODID00L YOOIIDLIDL DDIO0HIDLD DHVYIIOOUD VISLLIDODD VYIIODHIIO DIDDIDIOVD IILISDHILO
POLIDOIVOD IDE¥IOVIOIV DODDOVIDIND IDIDDDINLD JYIODD9DID VODIOVYYYD VOIIIOVIOE ILVYDOLODOL SYIOVOOLOL JDBLLYYYDD
JOVVODDLID ¥ALDOINOYEL DDODLIDVYOD YEYIOOVYOYD DIVODOODDD LODYOLLLLD LODVVOIVOY VWILDDVODOWY DIVOLODVDY DDIOVVILLLOD
LODDOIDIDD DOHODIVIIDD VYODLIVWVYDD LIOBDIVLLD IDDYDYDOVD WEOOIVYDOD WYDOLDLOLE DIIOVIVLIL WDDODVDLODDL ILDILDVIDDYL
YODODYOVOD DIDNHLYDHOD IOOVVLILIOD YYOODDOIVYD YDOOLOIDHLD IIDDVLIOOD LIDOVDVOVVY DVVDIDLYOY IDDOLIDVODY WOVOLODOLY
DOPDIOOYOY IDILIOSVEL DYOIIVVODOL DUVVILIVYD DOVDIODIVY DVHIOLYODD JDD90D0VIY ILLLIOVOVOV YVIVOVOVYY OVOVDIOVDY
DOOOYODINL VOVYVVODLOV DIDOYLIONY DILIDVYILY DDIDUDIYLI HLOVOVIDDD DODDDDBLYE VYVVOLOLOL LIVIOLOLLL DIDIOVDIIL
DUDVYOYOYYD YOVOVVOOVL DOLODVWOOVD YOVVOVODDD DDDODIPDOL ILODDILIDOVY YOOOVUVOOV VWVVLLDVOY DODVDDIDND ¥YOLOLLLLY
DIDIDIDLID IHIDLIDIIY DOHVYIDHLODLD IHIIDIOHOHND DDODODIOHY ¥RIDVDEDLL LODDILIDOL LILLVVOLOL HJI2LODDDDD LIOVOVVVVL
2DIIDINDID IDDINIOWOY YOOVOVIVID DDIJIIOIYY DODHOPHIODY DOVVVDOVDID DIVVVDDVID DPOVLLLIIVO DYOLIVDDIO D2DDIYOYYY
ODYYOVYDDYD ¥DOVIONOLOL LODIOLVIVD DHVDDVOVIL DDDDODVDDL POLLIILIVY DYULIIDILYD JDDIVYVYLID DLOV¥SLIOVD DDODDLOLEL
YYOPD00000 OYVDIIOILID DDYDDLINIDD OVODDIIODD DDOIODHLOLL JDDHVYYILIOL JYDIIODWOD ¥OPODIODOD DJYDYLIVOVOV DDIVOLLIVOD
LILODODD00D DIIOVODIUWD DIIOIVOVOD DLIDDIVYODD DDHDOOVIYY DODIIDYDOV DLOVYDPLOD IOHIODVODID HIDIVIOLOL IDWLOVVLOD
IYVOIVOIND DOYDNOOYDOD DOVIVVVYIO ¥OHIOYIVOYD VOIVOVOVYL DDOVOVOYDV DUOHVIVVOLL DILODIOVOD ILV¥DIIOODD DIDDIODDID
YIISYIOWIO SDISNOINND IDIVILIIVE IDVOLYIDLD IAVIDIOLLY DOJIDIDIOLI HIDIVILOYY DOYODDOLID YWIDOVOODD OVODOYDDOVD
DDIODIDDDL DPHOVHDHOL DIDDDOVIID DHOVIOHVODD DDOVNWILOVY VYOVYIDODDDD IOVDDDRIYD IDVVIDYDLD VOUDOVOUDD DLODDVVOOV
DOYOOYNDOY SDDHIDOIDY DYDODIINVDD DODISDIDDD DODLIINDLL . LOLODDODIH YDIDODOVYLD VYOLIVOLOVD LIIODLILDD DV¥ODDILOOL
YOYDDOYOYD DUDUNDIIDR VIDDVWYIIOD YVVOVDDOLLIL YLLODYILVOY DODDIVODDD DDIOVOLIVD IDVVIDDDNUD DYRLIDIDID DOOVILOVID
IDIDDDIDID DIDIIOVDOD IVODIIOVIN LIDLIDOVYY IVVODIVIAOL SDD0VIODOD DJOOJIONOID ¥DLINDDDID DIOVDDO0DD DRDIIYILID
DOIIDIHHNND IDILLIVILO ¥DDIODOOOY DOVIVVOIDD DODYVIVOVY DDDVOVEDOD VWDIOVLIDD LIVDLIOVWYV LYYDODVOVD DDIDVLILOY
DOYYOYDDDD YOVUNYIVYD LOOYONIONL JDLYLIDNDD DJHIIIOIOLL ODIIDLINDD LIOVDINYDD VVIDVVOLLL YIIDODIOLD DDVDLVYVYOL
DOIDDILIODD DOYIDIISOV WEOVINIOVL POLIDIDLYD YYYOIODIOV DPPOIODOYDD DOVIDIDNDD ¥OOYIOISLL JLIDDDIDLE YBIIDDDDOY
DDONYDOHYYOID DDIDDOYOIL LIDIVOVOLY JOYVOVOVLD LIIOVYDDWDL DDDDYDDLID DDINDVDODD IODIVEVOVY OY¥VODDODYD LODEIOOIDL
OPYYIIDDLLI WIOUOUOVIY IODISIIISD DIDYLVLIOY ODEOLIODVYL DIDIIDLLOD JIDDIOUYDSIDD DDOOVOOYD IODLLYIOVD VOWIVIOOLD
DRLIOYDOVY LODIOLIIVI YOOYOVYVYOD DPOLYIVYDL JOVDVUDOIV DYOVYDYYID DDOVOIODDD DODDIDOLLO VIDWVIODLD LILVLYOOND
LILISDOOIYL YIIOVODIOL LOOYIDIDLL IDIOWOOLID YIDIOVYOLL LIDIVELLDLD ¥DLIVIOLYL LLILDDVIDD JOIIDOVVVYL DODDLI¥OIIL
YYYODOPOLY LYVOIDOUINY V¥ODIVOVOVY ODVIIOOVYD IVDYDLLOVY VVOYIVVYOYD ILDVVIVOVIY VYVVDIIVOD DYYIOLLLLY SDDOVVIDVY
YYOOIYDILI DIOIVYVIOIIY OVOODLODOSL JLLIIVIIOY DVIDIVIVIO IDVVVVVIVY YYVIOUYOLY YILOVDLIVOL VWILVYIVLO YOLDDOVLIVY
ILDOYIOOVY DODILINOYI SIDDYDIO0Y SYYYDLYVYOL OLYOYIVIVY VOLLLILIVIL LLIIVOLIDYL IVYRIOVLOVY LLIVYLLYLVD LOVIODLVLL
IPDEYVYLID YIJDIOUIYD YIHOVYVOLH HOLIOOIOYD IVDODOYILLI YIDIIDIOVY DILOVODVYDD YYYDODLIVYL HYOVOVVVIEL DLYVDLVVIL
YOOOLIIVYD IVOOVIIOLD IVOSLIIOVD DOYVODVOID DIDDDDIVVY IVIVVIVYRLIL BYOIODLIOD IILDOVYYLLY DIOLDLLIOV DVLIJVLLVY

T009

T065

TO8S

TOLS

T09S

T0SS

TO¥S

TOES

T0E€S

T0TS

T00S

TOo6¥

TOB¥

TOLY

T09¥%

T0SY

T0%¥

T0EF

98



ES 2621874 T3

(9 9p ¥) 61 BINT1]

TA

DLOIDIVLID ¥DOVWIWVDOD DIVODIOVVD OWILVODOOV DIOVOLIDDIW IWOIODVILIDD
OVOWIOINWDD IDDIODLLOOD OWLIDDOLLID OIOVLODOOL DV¥OLOWOODL JLOO9LVIOD

80D ®p I®pPTT

D9ILODD0DDD DIDIVIDOVY DOLODIVIODD ODIOIVOLLL DV¥DDDDODLO DDODLODIOV
DOVI00D00D DYIVINODOLL DIVODOLVID DOVOVIOVVY DIDD2DIDWD DDDOVIIWIL
ITHg

DLIVOLOLOD IDLOODDDOY DOOV¥OVOLOL DIDODDOVOL DDODIWVIODL OV¥ODLYOOVD
DVVYILOVOYID Y¥OVDODDDIL DIDIDLOVOVY DVDODODOLOV DOOYLLOODOY JLODYLODLYD

YOLOLVYOVDD
LOVOYLOLOD

DOVOOVOLOL
DOLODLOVOY

0DOLO9D100
DODVDIONDD

YLODIDOVYDD D022DDDLOD
LYO0¥DDLOD DOODDIDVID

DLYVDILOOL LLODVODOWD
DY LIOOVOONY VY¥ODIDODOILO

VOLLOLLOLL 9DL¥DI0LOD
LOVNOYVYOVY DOVILODOVOD

DOV¥DODLLOY
DOLODOVYOL

ITug

DLLOIVOOLL

OVYOVLOOVY

2DOOVIYIDL
D0DDILOLOOY

TOLS

T099

T0S9

1079

T0e9

1029

T0T9

99



ES 2621874 T3

(NOIDYNIWMAL-)

(99p ¢) 61 vM31]

€D Sp B3192Z ®BUSPED Sp IBINTSO0BIZUT OTUTWOJ
IDIOYDIOIN 990DLODD0D WIDIIVIOLI IDLOOVDLID YLIDIVOVDD DOLIDDIOYD DOLIOLIONL IOIOD9OILIL DDODDDVIDL OVDDOHLOIDD
VOYHLOVOYL DDOOYOI00S ILVOVVIVOVY YOVDSLOVYD IVVOVISLOD HIWVDOVOLD JOVHONVDON YOVDDDOWWY S9D98DIVOY HIODDYDOND

€dD 2P B3}®Z BUSPED Sp JIBTNT20BIJUT OTUTWO(QJ

DODYODIOI0 LIOLODYYYY OVLODINOLD OIDIDLLODI DOIVOWLIOY DOLDDLIVIY DYODIODLLO IODDODISOL DOHINODIDDD 9990LOLODD

DDDLOOYOYD WYOVOOLLLL DIVODYIOVD SYDYOWVYDOV DOVIDLVVOL DOVDOYVIVI OJIDDWOOYYD ¥DDDDOWDOY DDYIODODDD DDDIWDYDSD
£dD Sp B31SZ BUSPED SP IBTNTSOBIJUT OTUTWO(d

DIDDIOVLOV VOLIOYOLOL DOVOIOVINVS 9DISDOVYOL ODIOLODIOD HOOVIVSOSD IODIWVIOOL ISHODDHLOOH DIDHHHOIDD DDODBUDLOV

VSOYDOVDL LOVYDIOVOY ODIDODLVID DIVODOLIOV SODOYOOWOD DDDIVIOOID VODYLIVOOV ¥D9DDOVODD 9990000900 90000LOWSL

(NOIOYNIWGIIL-) §ZdD 2P IRTNT90BIIUT + PURICUAWSUBRI] SOTUTWOQ
I9IIOVIOIN DIOVOINIOD ¥DO¥ODDIND IODOIOLIVOI DDIOYOODYD VYVVIVYIVY VOODOVOIOI LVOLVOOVVD DIVIVOOVYD DO¥O9WDIOD
YOVYOLYOUL O¥OLOVOYDD LODIODOYDD ¥YOOUSYVIOV DO¥OHIDOOLD LILIVIIVII LOODOLOYON VIOVIOOLID SWIVIOOLID S9I0DLOVSD

(NOTOUNTWMAL~) 8gdD 9P IBTNTS0BIIUT + BUBIQUSWSURI] SOTUTWOJ
YOOWYOOWDD YOOYOOYIDD VYYVOODOLL ¥OYVODLOOD DOVVYLYODD SYILIOOVOV VYIOIOLLILO OOLLIOVOVI DOVINVIOOL LOOVLLOOLOD
LODLLODLOD LODLODILO99 LLLLODOOWY IOLIJOWDOD DOLLIWLOOD DIOWYOOLOL LIDOVOWYYD DOVVVOLOIY OJDIVWLLIYOOY ¥OOILYVOOYD

8zdD op IBTOTSORIJUT + PURIQUAUSUBRI] SOTUTWOQ TA

109L

T0SL

TovL

T0EL

T0cL

TOTL

TooL

1069

1089

100



ES 2621874 T3

(99p9) 61 eI

O LOOVODIODOL DLIVDDONYDS DDDOYDD000
D V¥ODILOVOOOV DVVIDDOLOO DD0DLODODD

€00 Sp ©39Z ®BUSPED Sp IBTNTSOBIJUT oTUTWOQ
LOONLOLOVY D9D0DL0DINY DOLOLOOLLD pLOYOLOIND LOYOVOODLD DLVVVDOOOOV 4094000000 4900004000 DODDL0D00L LIOVILODOVY
YOo4NOYOlLd DOODOVOON DOYOVDOVYD OVOODVOVILD YOLO4oDDVD OVLLGLOODDL YOOVODODaY YOOooovooD DD0OVODIOY YVILVIDOLL

TOo8L

TOLL

101



ES 2621874 T3

Figura 20A

1. Péptido 1 de MUC16-CD de ratén (SEQ ID NO:21)

TLDRKSVFVDGYSQNRDD 19 AA

2. Péptido 2 de 1¢" bucle de cisteina de ratén (SEQ ID NO:22)

KSYFSDEQVLAFRSVSNNNNHTGVDSLENFSPL 33 AA

3. Péptido 3 de 2° bucle de cisteina de ratén (SEQ ID NO:23)

SLYSNERLASLRPKKNGTATGVNAICSYHQN 32 AA
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Alineamiento de secuencias de aminoacidos de MUC16 de ratéon (SEQ ID NO:24) y

gompleto de ratén
3244

gompleto humano
14167

Eﬁfompleto de ratén
8304
ﬁompleLo humano

14227

gompleto de ratén

836¢
go:npl elo humano

14287

gompleto de ratén
8424

ﬁcmpl elo humano
14343

gompleto de ratén

8484
gompleto humano

14402

gompleto de ratén

8544
gompleto humano

14462

gompletlo de ratén
Gempleto humano

ES 2621874 T3

Figura 20B

MUC16 humana (SEQ ID NO:25)

HLIRPLVONE---§I HORPCHPELDTQELYTKLT

HLLRPLFQKSSMGPFYLGEQLTSLRPEKDGART GVDTTATYHPDPVGEGLDIODLYWELS

kg kokk K Lk Rk kkkk gk sk mkkk e s hekk ek kokk hakk 4w

QLTQGVTQLGSYMLDQNSIYVNGYVPLNITIQGKYQLNF@IINNNLNNTDPTSSEYITLE

QCLTHGVTQLGEYVLDRDSLEINGYAPONLEIRGEYQINFHIVNWNLSNPDPTSSEYITLL

***:****** *:**::*:::***.* Faogkokowk ks Fehkdkr ok FaFkrAhkAAak

RDIEDKVTTLYTGSQLKEVFQSﬁLVTNMTSGSTVVTLEALFSSHLDPNLVKQVFLNKTLN
RDIQDKVTTLYKGSQLHDTFRF&LVTNLTMDSVLVTVKALFSSNLDPSLVEQVFLDKTLN
ok sk hxhkkok hkkd s ks

wHhkE Rk _*.:**::*****:***'**:****:****

ASSHWLGATYQLKDLHVIDMKTSILLPAEIPTTSSSSQHENLNFTITNLPYSQDIAQPST
ASFHWLGSTYQLVDIHEVTEMESSVYQ=~=~~PTSSSSTOHEY LNF T ITNLPYSQDKAQPGT

*kh kEk A EkexKRLA *:** -*::*.

khakdkahdhk Fhkkkkkkkxdkkk Fhkk w

TEYQOTKRSIENALNQLFRNSS
TNYQRNKRNIEDALNQLFRNSSIKSYFSDEQVSTFRSVPN—RHHTGVDSL&NFSPLARRV

*:**:.**.+*:************+****++*

EkRk W

LrEFR ARk Ak Ak kA kA Rk

DRVAIYZEFLRMTENGTQLLNEY _DVMKNSGLPFWAIILI%LAV

DREVATYZEFLRMTRNGTQLONEFTLDRSSVLVDGYSPNRNEPLTGNSDLPEWAVILIGLAG

kwchkrhkakhbdthkbdh e ki kxd ******l**:***** KAoeow *x kAhkkhkkokkFk x=x

LLVLITHLMEEFLY TVERRKKEGDYQVORHRLAY YLSHLDLRKLY 8589
L1GVI TELIEGYVLY TTRRRKKEGE YNVOOCEPGYYQSELDLEDLY 14507
do. .

g :-ls-!si-;l—:* ‘+*~k. i*****:*:* _** ok W A ‘**
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Figura 21
Péptido 1 de MUC16 CD de ratén

ID1 9F7 16A9 2147 24G10 10C4 17F2 148 IF3 12R10 17HL0 18D3 23B12
1 2 3 4 = 6 L g8 & 10 11 12 13

Péptido 3 de MUC16 CL de raton

25E9 16F12 446 5D1 21BR 21EI 842 13E3 23G4 2ID3I FB XX 4Hllhu
14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 24
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Figura 22

Péptido 1 de MUC16 CD de ratén

ID1 9F7 1649 2147 24G10 10C4 17FY 1A8 1F8 12R10 17HIG 18D5 23BI12
1 I 3 4 s § 7 § 9 10 11 12 13

Péptido 3 de MUC16 CL de raton

35E9 16F12'446 3D1 21BS 21F1 8a2 13Ed 23G4 21D3 FB
14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
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Figura 23
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A. Secuencia de nucledtidos que codifica 12B10.3G10-Vy (SEQ ID NO:26)

EAGE T GARG T OO CGAG T RCC TOGACERAT TG GCACCC TARAGGATCAT PCARAC TOTCATGTRCOIGUCTET
BT AT T A AL S T A T B O E T e A TE B OO L CAG G T o AGEARAGEC TATEGAATEGE TTROTOED
AT A R A A A R T A L A A A T AT A T G GA T T LA S TR AR A A G AT TOACCATO TECACARRY
R T R ARG R AT GO T A G AR A A R S AR T G AR A A A GGAC AT AR CATATAT TAC T TETOALA
R L A A GG S C T T L O T TAC TG G U AR GGG AL CAD GO TCNCCE TCTCOTON

B. Secuencia de aminoacidos de 12B10.3G10-Vy (SEQ ID NO:27)

EVELEESGGGLVOPRGSLELSCAASGFTFNTY AVHWVROAPGEKGMEWVARIRSKSGNY AT
VY ADSVEDRFTISEND SO S M LY LOMNNLETED TATY YCVRAGKNGAFPY WGQGTTVTVES

C. Secuencia de nucledtidos que codifica 12B10.3G10-VL (SEQ ID NO:28)

Observesa gque el VL tiene un sitio Notl opcional afiadido por el
cebador para clonacidn

G AT T GRECT A OO AT T O AT O T AL T S T T GCAT C T O T GG RG ECAGAG T CACCATCACT TEC AAGGECT
RGCCRAGRTAT TAAGHAGTATATAGE T TGS T RS CAN AR SGCO TGEAARARL TCCTOGACTACTCATRACATTTC
B AT C TR T T ACAEA S AEGCA T SO AT CAAG I T A T GEACE T GEC T C TGS CROGAGRCTATTCETTORGCRTC
A AR T EGAG T M EAAGA T AT T ECAAD DT AT TAT TR T CTACAGT ATGATAGTC TETACACG TTCGGRCEGEGE
ACCAAGUTEEAGA TCAAACCELEUEGUCGEEA

D. Secuencia de aminoacidos de 12B10.3G10-V. (SEQ ID NO:29)
DIELTOSPSSLSASLGGRVITTCEASODIKKY IAWYOHKPGETPRLLIMFISTLOTGIPS
RFSGRGSGRDYSESISNLESEDIATY YCLOYDSLY TFGGGTELEIREAAA

Figura 24
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G anti IgG2b
de raton-PE

G anti IgG2b
de ratén
12B10.3G10
PE purificado

FLLS P

FLOR AN
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Figura 25
D8 OVCAR-3 BR5-FVB1
(raton) (humano) (ratén)
10’ "W "
16 P 16"
1 z 1 F
. 3 g
1 i !
b z
S&' -3
43 X1
o oty : o of s - - -
! w! ! PRV ! @ w W ow W
FLIH FLDH FE FLAHUFLLH PE

FLIH FLSR

FLMIRLM PE
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