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DESCRIPCIÓN 
 
Anticuerpos para MUC16 y métodos de uso de los mismos 
 
Campo de la invención 5 
 
La invención se refiere a anticuerpos, y fragmentos de unión a antígeno de los mismos, que se unen 
específicamente 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 citoplasmático de MUC16 y c) polipéptido de 
dominio extracelular de MUC16 que contiene un polipéptido de bucle de cisteína. Los anticuerpos de la invención y 10 
composiciones que los contienen son útiles en aplicaciones de diagnóstico y terapéuticas para enfermedades en las 
que MUC16 está sobreexpresado, tales como cáncer. 
 
Antecedentes de la invención 
 15 
En el diagnóstico de varios cánceres se usan marcadores de superficie celular y antígenos desprendidos. Por 
ejemplo, el antígeno CA125, reconocido por el anticuerpo OC125, es un antígeno en circulación, específico de tejido 
expresado en cáncer ovárico. El antígeno CA125 está codificado por el gen de MUC16, clonado por Lloyd y Yin. El 
gen de longitud completa describe una proteína mucina unida a complejo presente principalmente en diversos 
tejidos ginecológicos, especialmente neoplasias. OC125 y otros anticuerpos relacionados reaccionan con antígenos 20 
dependientes de glucosilación presentes exclusivamente en la parte escindida de la molécula. 
 
Un ensayo de suero puede detectar niveles elevados del antígeno CA125 en circulación en muchos pacientes con 
cáncer ovárico epitelial, y este antígeno, derivado usando la línea celular ovárica OVCA433, es reconocido por el 
anticuerpo OC125 (1-2). La detección de CA125 en circulación en suero ha demostrado ser una herramienta útil 25 
para el control de los pacientes con cáncer ovárico y ensayos clínicos (3-4). Sin embargo, CA125 no es 
suficientemente sensible ni específico para exploración de cáncer general (5-6). Se ha definido posteriormente 
diversos anticuerpos unidos a CA125 incluyendo VK8 y M11 como presentes en células de cáncer ovárico (7-9). 
Aunque estos anticuerpos se han usado para desarrollar ensayos en suero y diversos otros estudios en cáncer 
ovárico, tienen defectos significativos para uso clínico en la exploración o suministro tisular. Estos anticuerpos no 30 
son útiles como herramientas de exploración, ni pueden detectar el fragmento proteico de MUC16 residual próximo 
después de la escisión. Esto ha limitado sus aplicaciones de diagnóstico y terapéuticas. 
 
Por ejemplo, OC125, M11, y la mayoría de otros anticuerpos preparados contra extractos celulares de cáncer 
ovárico se dirigen a antígenos complejos, dependientes de glucosilación. Estos antígenos están exclusivamente 35 
presentes en la parte desprendida de MUC16 y no pueden emplearse para seguir la biología de la parte próxima de 
MUC16 y pueden no reflejar con precisión la distribución tisular ya que los patrones de glucosilación pueden variar 
sustancialmente entre tejidos. Debido a que la amplia mayoría de anticuerpos reactivos para MUC16, incluyendo 
OC125, reaccionan con el antígeno dependiente de glucosilación presente exclusivamente en la parte escindida de 
la molécula, la verdadera distribución de la expresión de MUC16 se desconoce (21). No existe en la actualidad 40 
ningún anticuerpo disponible para seguir el destino del fragmento proteico de MUC16 restante después de la 
escisión y liberación de CA125. 
 
El documento US 2004/057952 desvela anticuerpos anti MUC16 que se unen a la región no desprendida 
extracelular C terminal de MUC16. 45 
 
Por lo tanto, sigue existiendo la necesidad de identificación de anticuerpos que se dirigen contra secuencias en la 
cadena principal peptídica de MUC16, y que son útiles para el diagnóstico y tratamiento de cánceres en los que se 
expresa y/o sobreexpresa MUC16. 
 50 
Sumario de la invención 
 
La invención proporciona un anticuerpo, o un fragmento de unión a antígeno del mismo, que se une específicamente 
a un polipéptido, o parte antigénica del mismo, en donde el polipéptido es TLDRSSVLVDGYSPNRNE (SEQ ID NO: 
02). En una realización, el anticuerpo se internaliza en una célula. En otra realización, el anticuerpo carece de unión 55 
específica con un dominio extracelular de MUC16 glucosilado. El anticuerpo se une específicamente al polipéptido 2 
(SEQ ID NO: 02) del polipéptido de ectodominio de MUC16, y en el que 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. 
En una realización alternativa, el anticuerpo se selecciona del grupo de un anticuerpo quimérico, un anticuerpo 
monoclonal, un anticuerpo recombinante, un fragmento de unión a antígeno de un anticuerpo recombinante, un 60 
anticuerpo humanizado y un anticuerpo presentado en la superficie de un fago. En otra realización, el fragmento de 
unión a antígeno se selecciona del grupo de un fragmento Fab, un fragmento F(ab’)2 y un fragmento Fv. En una 
realización alternativa, el anticuerpo, o fragmento de unión a antígeno del mismo, se une covalentemente a un 
agente citotóxico o un profármaco de un agente citotóxico. En una realización preferida, el anticuerpo es un 
anticuerpo monoclonal producido por una línea celular de hibridoma. 65 
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La invención también proporciona un anticuerpo monoclonal aislado, o un fragmento de unión a antígeno del mismo, 
producido por una línea celular de hibridoma, en donde el anticuerpo se une específicamente 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 invención proporciona adicionalmente una composición que comprende 
(a) uno cualquiera o más de los anticuerpos, o fragmentos de unión a antígeno de los mismos, que se describen en 5 
el presente documento y (b) un vehículo farmacéuticamente aceptable. 
 
La invención también proporciona una línea celular de hibridoma que produce un anticuerpo monoclonal que se une 
específicamente a un polipéptido, o parte antigénica del mismo, como se define en el presente documento. 
 10 
La invención enseña adicionalmente un método para detectar una enfermedad que comprende sobreexpresión de 
MUC16 en un sujeto, que comprende a) proporcionar i) una muestra de un sujeto y ii) uno cualquier o más de los 
anticuerpos, o fragmentos de unión a antígeno de los mismos, que se describen en el presente documento, b) poner 
en contacto la muestra con un anticuerpo en condiciones para la unión específica del anticuerpo con su antígeno y 
c) detectar un nivel aumentado de unión del anticuerpo con la muestra en comparación con una muestra de control 15 
sin la enfermedad, detectando de este modo la enfermedad en el sujeto. En una realización, la enfermedad es 
cáncer. En una realización preferida, el cáncer se selecciona del grupo de cáncer ovárico y cáncer de mama. 
Aunque sin pretender limitar el método de detección, en una realización, la detección de unión del anticuerpo con la 
muestra es inmunohistoquímica, ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), separación de células 
activadas por fluorescencia (FACS), transferencia de Western, inmunoprecipitación y/o captura de imágenes 20 
radiográficas. 
 
También se proporciona en el presente documento un método para tratar una enfermedad que comprende 
sobreexpresión 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 unión a antígeno de los mismos, que 25 
se describen en el presente documento. En una realización, la enfermedad es cáncer, como se ejemplifica por 
cáncer ovárico y cáncer de mama. 
 
Breve descripción de los dibujos 
 30 

Figura 1: Tres péptidos carboxilo terminal MUC16 se sintetizaron en la Instalación Central de Microquímica de 
MSKCC. El Polipéptido 1 está cerca del sitio de escisión potencial, el Polipéptido 2 está antes de la 
transmembrana y el Polipéptido 3 es el péptido interno, que está dentro de la transmembrana.  
Figura 2: Comparación de tinción de carcinomas ováricos serosos de grado alto usando OC125 (panel izquierdo) 
y 4H11 (panel derecho). 35 
Figura 3: Puntuación inmunohistoquímica de OC125 y 4H11 en micromatrices tisulares de carcinoma seroso 
ovárico de alto grado. Solamente se consideró positiva la tinción membranosa y/o citoplasmática. Puntuación 0: 
sin tinción; Puntuación 1: <5 % fuerte o débil; Puntuación 2: 5-50 % fuerte o débil; Puntuación 3: 51-75 % fuerte o 
51-100 % débil; Puntuación 4: 76-99 % fuerte; Puntuación 5: 100 % fuerte. Figura 3A: OC125 (Puntuación 0); 
Figura 3B: OC125 (Puntuación 1); Figura 3C: OC125 (Puntuación 2); Figura 3D: OC125 (Puntuación 3); Figura 40 
3E: OC125 (Puntuación 4); Figura 3F: OC125 (Puntuación 5); Figura 3G: 4H11 (Puntuación 0); Figura 3H: 4H11 
(Puntuación 1); Figura 3H: 4H11 (Puntuación 2); Figura 3J: 4H11 (Puntuación 3); Figura 3K: 4H11 (Puntuación 
4); Figura 3L: 4H11 (Puntuación 5). 
Figura 4: Análisis de transferencia de Western. Figura 4A: análisis de transferencia de Western de proteína de 
fusión GST-∆MUC16c114 con anticuerpos monoclonales 9C9.21.5.13 y 4H11.2.5. Figura 4B: análisis de 45 
transferencia de Western de extracto de proteínas SKOV3-phrGFP-∆MUC16c114 y SKOV3-phrGFP-AMUC16c334 y 
explorados con anticuerpos monoclonales 9C9.21.5.13 y 4H11.2.5.  
Figura 5A: Afinidad de unión de anticuerpos monoclonales del extremo carboxilo terminal de MUC16 en células 
OVCAR3 (Paneles A-D). Figura 5B: internalización de anticuerpos monoclonales 4H11 y OC125 radiomarcados 
en células transfectadas estables SKOV3-phrGFP-∆MUC16c334. 50 
Figura 6A-D: Comparación de intensidades de tinción de anticuerpos monoclonales OC125 y 4H11 en 
micromatrices tisulares que contienen cánceres de próstata (2A, concordante), pulmón (2B, discordante), mama 
(2C, discordante) y páncreas (2D, discordante). 
Figura 7: Se realizó análisis de FACS como se describe en la sección de Material y Métodos con anticuerpos 
comerciales y anticuerpos monoclonales de extremo carboxilo terminal de MUC16 en líneas celulares 55 
transfectadas estables OVCAR3 wt, SKOV3-phrGFP-∆MUC16c114 y SKOV3-phrGFP-∆MUC16c334. 
Figura 8: Secuencia de nucleótidos que codifica cadena pesada variable de anticuerpo (VH) y cadena ligera 
variable de anticuerpo (VL). (A) 4A5 VH (SEQ ID NO: 04), (B) 4A5 VL (SEQ ID NO: 05), (C) 4H11 VH (SEQ ID NO: 
06), (D) 4H11 VL (E) 9B11 VH (SEQ ID NO: 08), (F) 9B11 VL.A (SEQ ID NO: 09), (G) 9B11 VL.B (SEQ ID NO: 10), 
(H) 24B3 VH (SEQ ID NO: 11), (I) 24B3 VL (SEQ ID NO: 12). 60 
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 cisteína (SEQ ID NO: 19).  
Figura 10: Esquema de la estructura de MUC16. 
Figura 11. Diseño y análisis in vitro de CAR dirigidos a MUC-CD. (A) Diagrama esquemático de los vectores 65 
retrovirales de primera generación 4H11z y segunda generación 4H11-28z. 4H11scFv: scFv específico de 
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MUC16 derivado de las regiones variables de cadena pesada (VH) y ligera (VL) del anticuerpo monoclonal 4H11; 
CD8: dominios de bisagra y transmembrana de CD8; CD28: dominios de señalización transmembrana y 
citoplasmáticos de CD28; cadena ζ: dominio de señalización citoplasmático de cadena ζ del receptor de linfocitos 
T; LTR: repetición terminal larga; caja negra: secuencia líder de CD8; caja gris: enlazador de (Gly4Ser)3; las 
flechas indican el inicio de la transcripción. (B) análisis de FACS de linfocitos T humanos transducidos de forma 5 
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 106 
linfocitos T CAR+/pocillo de una placa de 6 pocillos. Proliferación de linfocitos T CAR+, normalizada con respecto 
a la fracción de linfocitos T CAR+ como se evaluó por FACS para la fracción CAR+ en combinación con recuentos 
de linfocitos T viables obtenidos los días 2, 4 y 7, como se evaluó por ensayos de exclusión de azul de tripano. 10 
Figura 12. Comparación in vitro de linfocitos T modificados para expresar el CAR 4H11z de primera generación 
con linfocitos T modificados para expresar el CAR 4H11-28z coestimulante de segunda generación. (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 106 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 días 2, 4 y 7, mediante ensayos de 15 
exclusión de azul de tripano. Los linfocitos T 4H11-28z+ se expandieron notablemente en comparación con 
linfocitos T 4H11z+ tras cocultivo con AAPC 3T3 (MUC-CD), **p=0,0023 (4H11z en comparación 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 comparación con 4H11-28z). Los linfocitos T 19-28z+ de control no 
proliferaron en 3T3 (MUC-CD), **p=0,0056 (19-28z en comparación con 4H11z), **p=0,0011 (19-28z en 20 
comparación con 4H11-28z), o en 3T3 (MUC-CD/B7.1), **p=0,0026 (19-28z en comparación con 4H11z), 
**p=0,0087 (19-28z en comparación 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 día 2 después de la activación 
en AAPC 3T3 (MUC-CD) se analizaron con respecto a secreción de citocinas. Los linfocitos T 4H11-28z+, a 
diferencia de los linfocitos T 4H11z+, demostraron secreción potenciada de IL-2 coherente con la coestimulación 25 
de linfocitos T mediada a través de CAR 4H11-28z. ***p=0,0008 (19z1 o 19-28z en comparación con 4H11z), 
**p=0,0026 (19z1 o 19-28z en comparación con 4H11-28z), **p=0,0046 (4H11z en comparación con 4H11-28z). 
Además, los linfocitos T tanto 4H11-28z+ como 4H11z+ secretaron IFNγ. *p=0,011 (4H11z en comparación con 
4H11-28z). Los linfocitos T de control 19z1 y 1928z transducidos no consiguieron secretar IL-2 o IFNγ. 
**p=0,0034 (19z1 en comparación con 4H11z), **p=0,036 (19-28z en comparación con 4H11z), ***p=0,0008 (19-30 
28z en comparación con 4H11-28z). (C) Expansión de linfocitos T CAR+ después de 3 ciclos de estimulación en 
3T3 (MUC-CD/B7.1). Los linfocitos T humanos transducidos para expresar CAR 4H11z o 4H11-28z demostraron 
una expansión >2 log durante 2 ciclos de estimulación en AAPC 3T3 (MUC-CD/B7.1). Las flechas indican los 
ciclos 1 y 2 de reestimulación en AAPC. (D) Análisis de FACS de la fracción de linfocitos T CAR+ de linfocitos T 
4H11-28z+ aumentados después de cada ciclo semanal de estimulación. (I) FACS después de transducción 35 
inicial, (II) FACS a los 7 días después de la primera estimulación en AAPC, (III) FACS a los 7 días después de la 
segunda estimulación 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 secreción 
de citocinas y proliferación similares. 
Figura 13. Los linfocitos T dirigidos a MUC-CD se expanden específicamente y lisan células tumorales MUC-CD+. 40 
(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 generación. Los linfocitos T de control modificados para 
expresar las CAR 19z1 y 19-28z dirigidos a CD19 de primera y segunda generación no consiguieron demostrar 
lisis significativa de células tumorales diana. (B) Linfocitos T donadores sanos modificados para expresar el CAR 45 
4H11-28z lisan igualmente células tumorales MUC-CD+ derivadas de líquido ascítico de pacientes primarios en 
comparación con linfocitos T modificados para expresar el CAR 19-28z de control. Estos datos representan 1 o 3 
experimentos que se dirigen a células tumorales primarias de 3 pacientes de carcinoma ovárico con resultados 
similares. (C) Linfocitos T autólogas aislados de sangre periférica, cuando se modifican con el CAR 4H11-28z, 
muestran lisis significativa de células tumorales derivadas de líquido ascítico MUC-CD+ autólogas en 50 
comparación con linfocitos T autólogos 19-28z+ de control. Estos datos representan 1 de 3 experimentos que 
utilizan linfocitos T y células tumorales autólogas de 3 pacientes de carcinoma ovárico diferentes con resultados 
similares. (D) Proliferación específica de antígenos 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 relación 1:1 durante 5 días. Se 55 
evaluó la proliferación de linfocitos T marcados con CFSE mediante FACS lo que demostró proliferación 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 números de linfocitos T absolutos evaluados los días 2, 4 y 7 después de 
cocultivo con células tumorales OV-CAR3(MUC-CD). (F) Análisis de FACS de la expresión de 4-1BBL en células 
OVCAR3(MUC-CD). Se tiñeron células OV-CAR3(MUC-CD) con anticuerpo 4-1BBL anti humano (línea gruesa) o 60 
con control de isotipo (línea fina). El análisis de FACS demostró expresión de 4-1BBL en células tumorales OV-
CAR3(MUC-CD). Análisis de FACS adicionales no consiguieron revelar expresión de los ligandos coestimulantes 
B7.1, B7.2 u OX-40L. 
Figura 14. Erradicación de tumores OV-CAR3(MUC-CD) después del tratamiento intraperitoneal con primera y 
segunda generación de linfocitos T dirigidos a MUC-CD. (A) Inyección intraperitoneal de tumores OV-65 
CAR3(MUC-CD) en ratones Beige SCID da como resultado distensión abdominal y tumores peritoneales 
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nodulares. Se inyectó a ratones Beige SCID por vía intraperitoneal 3x106 células OV-CAR3(MUC-CD). A las 5 
semanas después de inyección intraperitoneal de células tumorales OV-CAR3(MUC-CD), los ratones 
desarrollaron ascitis como se demuestra por un abdomen distendido (panel central) en comparación con un ratón 
sin tumor (panel izquierdo). La visualización post mortem del peritoneo demuestra masas tumorales nodulares 
(flechas) dentro de la cavidad abdominal (panel derecho). (B) Inyección intraperitoneal de linfocitos T 4H11z+ y 5 
4H11-28z+ retardan la progresión tumoral o erradican completamente la enfermedad. La curva de supervivencia 
de Kaplan-Meier de ratones Beige SCID tratados con primera o segunda generación de linfocitos T dirigidos a 
MUC-CD. Se infundió a ratones Beige SCID ip 3x106 células tumorales OV-CAR3(MUC-CD) el día 1 seguido de 
3x107 de linfocitos T 4H11z+ o 4H11-28z+ el día 2. Todos los ratones no tratados o ratones tratados con linfocitos 
T 19z1+ de control desarrollaron tumores establecidos y se sacrificaron al día 50. Por el contrario, el 27 % de los 10 
ratones tratados con linfocitos T 4H11z+ o 4H11-28z+ permanecieron sin pruebas clínicas de enfermedad el día 
120. *p=0,01 (4H11z en comparación con 19z1), **p=0,0023 (4H11-28z en comparación con 19z1), p=0,63 
(4H11z en comparación 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 infusión intravenosa sistémica que da como resultado una eficacia antitumoral 15 
igualmente eficaz en comparación 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 inyectó a 
ratones Beige SCID por vía intraperitoneal 3x106 células tumorales OV-CAR3(MUC-CD/GFP-FFLuc) seguido de 
infusión iv o ip de 3x107 linfocitos T 4H11-28z+. La erradicación tumoral se potencia después de infusión ip o iv 
de linfocitos T 4H11-28z+ en comparación con ratones tratados con control. Los ratones tratados con linfocitos T 20 
4H11-28z+ tanto ip como iv mostraron supervivencia estadísticamente potenciada (***p<0,0001 y **p=0,0038, 
respectivamente) en comparación 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 estadísticamente 
significativa (p=0,22). (B) BLI de progresión tumoral de ratones tratados con linfocitos T 4H11-28z+ ip e iv 
representativos con enfermedad en última instancia progresiva después de tratamiento en comparación con BLI 25 
de progresión tumoral en un ratón tratado con linfocitos T 19-28z+ de control representativo. (C) Tráfico de 
linfocitos T 4H11-28z+ teñidos 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 día después de la infusión en ratones Beige SCID con tumores OV-
CAR(MUC-CD) avanzados (inyectados 7 días después), como se evaluó por análisis de FACS de suspensiones 30 
tumorales de OV-CAR3(MUC-CD) de células individuales, revela una población notable de 4H11-28z+ pero no 
linfocitos T 19-28z+ de control dentro de tumores OV-CAR3(MUC-CD) peritoneales. 
Figura 16. Erradicación de tumores OV-CAR3(MUC-CD) avanzados en ratones Beige SCID por infusión ip de 
linfocitos T 4H11-28z+. Se inyectó a ratones Beige SCID ip 3x106 células tumorales OV-CAR3(MUC-CD/GFP-
FFLuc) 7 días antes del tratamiento ip con 3x107 linfocitos T 4H11-28z+. (A) BLI de ratones tratados con linfocitos 35 
T 4H11-28z+ con enfermedad recidivante (fila media) o enfermedad erradicada (fila inferior) en comparación con 
un ratón 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 
comparación con ratones tratados con linfocitos T 19-28z+ de control (**p=0,0011), con una supervivencia a largo 40 
plazo general del 25 % el día 120. 
Figura 17: Secuencia líder 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 (-TERMINACIÓN). 
Figura 18: Secuencia de SFG_4H11z.  45 
Figura 19: Secuencia de SFG-4H11-28z. 
Figura 20: (A) Péptido 1 de MUC16-CD de ratón (SEQ ID NO: 21), Péptido 2 de primer Bucle de Cisteína de 
Ratón (SEQ ID NO: 22) y Péptido 3 de segundo Bucle de Cisteína de Ratón (SEQ ID NO: 23). (B) Alineamiento 
de secuencias de aminoácidos de MUC16 de ratón (SEQ ID NO: 24) y MUC16 humano (SEQ ID NO: 25). Se 
añadió una cisteína a la secuencia peptídica en el extremo N de Péptido 1 y Péptido 3 para mejor conjugación 50 
con KLH.  
Figura 21: Extracto de ID8 con dilución 1:10 de sobrenadantes primarios monoclonales de MUC16 de ratón.  
Figura 22: Extracto de BR5-FVB1 con dilución 1:10 de sobrenadantes primarios monoclonales de MUC16 de 
ratón. 
Figura 23: Transferencia de Western que muestra 38 sobrenadantes de anticuerpos monoclonales de ratón en 55 
extractos celulares ID8. 
Figura 24: (A) Secuencia de nucleótidos que codifica 12B10-3G10-VH (SEQ ID NO: 26), (B) secuencia de 
aminoácidos 12B10-3G10-VH (SEQ ID NO: 27), (C) secuencia de nucleótidos que codifica 12B10-3G10-VL (SEQ 
ID NO: 28) (obsérvese que VL tiene un sitio NotI opcional añadido por el cebador para clonación, y (D) secuencia 
de aminoácidos de 12B10-3G10-VLA (SEQ ID NO: 29)  60 
Figura 25: Análisis de FACS con mAb 12B10-3G10 purificado en líneas celulares ID8 (ratón), OVCAR-3 
(humana) y BR5-FVB1 (ratón). 
 

Definiciones 
 65 
Para facilitar el entendimiento de la invención, 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 reducción en la cantidad de al menos un componente indeseable (tal como célula, 
proteína, secuencia de ácido nucleico, carbohidrato, etc.) de una muestra, incluyendo una reducción en cualquier 
porcentaje numérico de 5 % a 100 %, tal como, pero sin limitación, 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 5 
100 %. Por lo tanto, la purificación da como resultado un “enriquecimiento”, es decir, un aumento en la cantidad de 
un componente deseable (célula, proteína, secuencia de ácido nucleico, carbohidrato, etc.). 
 
El término “anticuerpo” se refiere a una inmunoglobulina (por ejemplo, IgG, IgM, IgA, IgE, IgD, etc.). La unidad 
funcional básica de cada anticuerpo es un monómero de inmunoglobulina (Ig) (que contiene solamente una unidad 10 
de inmunoglobulina (“Ig”)). Se incluye dentro de esta definición anticuerpo policlonal, anticuerpo monoclonal y 
anticuerpo quimérico. 
 
La parte variable de un anticuerpo es su “dominio V” (también denominado “región variable”), y la parte constante es 
su “dominio C” (también denominado “región constante”), tal como las regiones constantes kappa, lambda, alfa, 15 
gamma, delta, épsilon y mu. El “dominio variable” también se denomina la “región FV” y es la región más importante 
para la unión a antígenos. Más específicamente, los bucles variables, tres cada uno en las cadenas ligera (VL) y 
pesada (VH) son responsables de unión con el antígeno. Estos bucles se denominan “regiones determinantes de 
complementariedad” (“CDR” e “idiotipos”). 
 20 
El monómero de inmunoglobulina (Ig) de un anticuerpo es una molécula en forma de “Y” que contiene cuatro 
cadenas polipeptídicas: dos cadenas ligeras y dos cadenas pesadas, unidas por enlaces disulfuro. 
 
Las cadenas ligeras se clasifican como (λ) o kappa (κ). Una cadena ligera tiene dos dominios sucesivos: un dominio 
constante (“CL”) y un dominio variable (“VL”). El dominio variable, VL, es diferente en cada tipo de anticuerpo y es la 25 
parte activa de la molécula que se une al antígeno específico. La longitud aproximada de una cadena ligera es de 
211 a 217 aminoácidos. 
 
Cada cadena pesada tiene dos regiones, la región constante y la región variable. Hay cinco tipos de cadenas 
pesadas de Ig de mamífero indicadas como α, δ, ε, γ y µ. El tipo de cadena pesada presente define la clase del 30 
anticuerpo; estas cadenas se encuentran en anticuerpos IgA, IgD, IgE, IgG e IgM, respectivamente. Las distintas 
cadenas pesadas difieren en su tamaño y composición; α y γ contienen aproximadamente 450 aminoácidos, 
mientras que µ y ε tienen aproximadamente 550 aminoácidos. Cada cadena pesada tiene dos regiones, la región 
constante (“CH”) y la región variable (“VH”). La región constante (CH) es idéntica en todos los anticuerpos del mismo 
isotipo, pero difiere en anticuerpos de diferentes isotipos. Las cadenas pesadas γ, α y δ tienen una región constante 35 
compuesta de tres dominios Ig en tándem (en una línea) y una región bisagra para mayor flexibilidad. Las cadenas 
pesadas µ y ε tienen una región constante compuesta de cuatro dominios de inmunoglobulina. La región variable 
(VH) de la cadena pesada difiere en anticuerpos producidos por diferentes linfocitos B, pero es igual para todos los 
anticuerpos producidos por un único linfocito B o clon de linfocito B. La región variable de cada cadena pesada es de 
aproximadamente 110 aminoácidos de longitud. 40 
 
La expresión “se une específicamente” y “unión específica” cuando hace referencia a la unión de dos moléculas (por 
ejemplo anticuerpo para un antígeno, etc.) se refieren a una interacción 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 
específico para el epítopo “A” en la molécula, entonces la presencia de una proteína que contiene el epítopo A (o A 45 
libre, no marcado) en una reacción que contiene “A” marcado y el anticuerpo reducirá la cantidad de A marcado 
unido al anticuerpo. 
 
La expresión “capaz de unirse” cuando hace referencia a la interacción entre una primera molécula (tal como un 
anticuerpo, polipéptido, glucoproteína, secuencia de ácido nucleico, etc.) y una segunda molécula (tal como 50 
antígeno, polipéptido, glucoproteína, secuencia de ácido nucleico, etc.) significa que la primera molécula se une a la 
segunda molécula en presencia de una concentración adecuada de sales, y temperatura adecuada, y pH. Las 
condiciones para la unión a moléculas pueden determinarse usando métodos rutinarios y/o disponibles en el 
comercio. 
 55 
Las expresiones “antígeno”, “inmunógeno”, “antigénico”, “inmunogénico”, “antigénicamente activo”, “inmunológico” e 
“inmunológicamente activo” cuando hacen referencia a una molécula se refieren a cualquier sustancia que sea 
capaz de inducir una respuesta inmunitaria humoral específica (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 más 60 
preferentemente al menos 10 aminoácidos. Para inducir producción de anticuerpos, en una realización, los 
antígenos pueden conjugarse con hemocianina de lapa californiana (KLH) o fusionarse con glutatión-S-transferasa 
(GST). 
 
Un “antígeno afín” cuando hace referencia a un antígeno que se une a un anticuerpo se refiere a un antígeno que es 65 
capaz de unirse específicamente al anticuerpo. 

E11760326
10-04-2017ES 2 621 874 T3

 



7 

En una realización, el antígeno comprende un epítopo. Las expresiones “epítopo” y “determinante antigénico” se 
refieren a una estructura en un antígeno, que interacciona con el sitio de unión de un anticuerpo o receptor de 
linfocitos T como resultado de complementariedad molecular. Un epítopo puede competir con el antígeno intacto, del 
que deriva, por la unión con un anticuerpo. 
 5 
Como se usa en el presente documento, los términos “parte” y “fragmento” cuando hacen referencia a una 
secuencia de ácido nucleico o secuencia de proteína se refieren a un trozo de esa secuencia que puede variar de 
tamaño de 2 nucleótidos y aminoácidos contiguos, respectivamente, a la secuencia completa menos un nucleótido y 
aminoácido, respectivamente. 
 10 
Un “sujeto” que puede beneficiarse de los métodos de la invención incluye cualquier animal multicelular, 
preferentemente un mamífero. Los sujetos mamíferos incluyen seres humanos, primates no humanos, murinos, 
ovinos, bovinos, rumiantes, lagomorfos, porcinos, caprinos, equinos, caninos, felinos, aves, etc. Por lo tanto, los 
sujetos mamíferos se ejemplifican por ratón, rata, cobaya, hámster, hurón y chinchilla. Las composiciones y métodos 
de la invención también son útiles para un sujeto “que necesite reducir uno o más síntomas de una enfermedad, por 15 
ejemplo, que necesite reducir metástasis de cáncer y/o que necesite reducir uno o más síntomas de cáncer, 
incluyendo un sujeto que muestre y/o esté en riesgo de mostrar uno o más síntomas de la enfermedad. Por ejemplo, 
los sujetos pueden estar en riesgo basándose en el historial familiar, factores genéticos, factores ambientales, etc. 
Este término incluye modelos animales de la enfermedad. Por lo tanto, la administración de una composición (que 
reduce una enfermedad y/o que reduce uno o más síntomas de una enfermedad) a un sujeto que necesite reducir la 20 
enfermedad y/o reducir uno o más síntomas de la enfermedad incluye administración profiláctica de la composición 
(es decir, antes de que la enfermedad y/o uno o más síntomas de la enfermedad sean detectables) y/o 
administración terapéutica de la composición (es decir, después de que la enfermedad y/o uno o más síntomas de la 
enfermedad sean detectables). Las composiciones y métodos de la invención también son útiles para un sujeto “en 
riesgo” de una enfermedad (tal como cáncer) que se refiere a un sujeto que está predispuesto a contraer y/o 25 
expresar uno o más síntomas de la enfermedad. Esta predisposición puede ser genética (por ejemplo, una tendencia 
genética particular a expresar uno o más síntomas de la enfermedad, tales como trastornos heredables, etc.), o 
debido a otros factores (por ejemplo, condiciones ambientales, exposiciones a compuestos perjudiciales, incluyendo 
carcinógenos, presentes en el ambiente, etc.). La expresión sujeto “en riesgo” incluye sujetos “que padecen la 
enfermedad”, es decir, un sujeto que experimenta uno o más síntomas de la enfermedad. No se pretende que la 30 
presente invención esté limitada a ninguna señal o síntoma particular. Por lo tanto, se pretende que la presente 
invención abarque sujetos que experimenten cualquier intervalo de enfermedad, de síntomas subclínicos a 
enfermedad completa, en los que el sujeto muestra al menos uno de los indicios (por ejemplo, señales y síntomas) 
asociados con la enfermedad. 
 35 
“Célula cancerosa” se refiere a una célula que experimenta estadios tempranos, intermedios o avanzados de 
progresión neoplásica 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 progresión neoplásica incluyendo 
“células preneoplásicas” (es decir, “células hiperplásicas y células displásicas”) y células neoplásicas en estadios 
avanzados de progresión neoplásica de una célula displásica. 40 
 
La célula cancerosa “metastásica” se refiere a una célula cancerosa que se traslada de un sitio de cáncer primario 
(es decir, una localización en la que la célula cancerosa se formó inicialmente a partir de una célula normal, 
hiperplásica o displásica) a un sitio distinto del sitio primario, en el que la célula cancerosa trasladada se aloja y 
prolifera. 45 
 
“Cáncer” se refiere a una pluralidad de células cancerosas que pueden ser o no metastásicas, tales como cáncer 
ovárico, cáncer de mama, cáncer de pulmón, cáncer de próstata, cáncer de cuello uterino, cáncer pancreático, 
cáncer de colon, cáncer de estómago, cáncer de esófago, cáncer de boca, cáncer de lengua, cáncer de encías, 
cáncer de piel (por ejemplo, melanoma, carcinoma de células basales, sarcoma de Kaposi, etc.), cáncer de músculo, 50 
cáncer de corazón, cáncer de hígado, cáncer bronquial, cáncer de cartílago, cáncer de hueso, cáncer de testículo, 
cáncer de riñón, cáncer de endometrio, cáncer de útero, cáncer de vejiga, cáncer de médula ósea, cáncer de 
linfoma, cáncer de bazo, cáncer de timo, cáncer de tiroides, cáncer de cerebro, cáncer neuronal, mesotelioma, 
cáncer de la vesícula biliar, cáncer ocular (por ejemplo, cáncer de la córnea, cáncer de la úvea, cáncer del coroides, 
cáncer de la mácula, cáncer de humor vítreo, etc.), cáncer de la articulación (tal como cáncer de sinovio), 55 
glioblastoma, linfoma y leucemia. 
 
“Muestra” y “muestra de ensayo” como se usan en el presente documento se usan en su sentido más amplio para 
incluir cualquier composición que se obtenga y/o derive de una fuente biológica, así como dispositivos de toma de 
muestras (por ejemplo, hisopos) que se ponen en contacto con muestras biológicas o ambientales. “Muestras 60 
biológicas” incluyen las obtenidas de un sujeto, incluyendo fluidos corporales (tales como orina, sangre, plasma, 
materia fecal, líquido cefalorraquídeo (LCR), semen, esputo y saliva), así como tejido sólido. Las muestras biológicas 
también incluyen una célula (tal como líneas 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 análisis 
histológico y/o inmunohistoquímico), tejido (tal como material de biopsia), extracto celular, extracto tisular y ácido 65 
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 invención. 
 
La “sobreexpresión de MUC16” por una célula de interés (tal como una célula cancerosa) se refiere a un mayor nivel 
de proteína MUC16 y/o ARNm que expresa la célula de interés en comparación con una célula de control (tal como 
una célula no cancerosa, célula normal, etc.). 5 
 
“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 aminoácidos o secuencia de 10 
nucleótidos) se refiere a una secuencia que está unida covalentemente a uno o más sacáridos. 
 
La composición “farmacéutica” y “fisiológicamente tolerable” se refiere a una composición 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 gástrico, toxicidad y 15 
similares, cuando se administra a un sujeto. Preferentemente también, la molécula farmacéutica no reduce 
sustancialmente la actividad de las composiciones de la invención. Las moléculas farmacéuticas incluyen moléculas 
“diluyentes” (es decir, “vehículos”) y excipientes. 
 
Una cantidad “inmunogénicamente eficaz” y “antigénicamente eficaz” de una molécula se refiere indistintamente a 20 
una cantidad de la molécula que es capaz de inducir una respuesta inmunitaria humoral específica (incluyendo 
inducir una respuesta de anticuerpo soluble) y/o respuesta inmunitaria mediada por células (incluyendo inducir una 
respuesta de linfocitos T citotóxicos (CTL)). 
 
“Tratar” una enfermedad se refiere a reducir uno o más síntomas (tales como objetivos, subjetivos, patológicos, 25 
clínicos, subclínicos, etc.) de la enfermedad. 
 
Los términos “reducir”, “inhibir”, “disminuir”, “suprimir”, “bajar” y equivalentes gramaticales (incluyendo “inferior”, “más 
pequeño”, etc.) cuando hacen referencia al nivel de cualquier molécula (por ejemplo, secuencia de aminoácidos y 
secuencia de ácidos nucleicos, anticuerpo, etc.), célula y/o fenómeno (por ejemplo, síntoma de enfermedad, unión a 30 
una molécula, especificidad de unión de dos moléculas, afinidad de unión de dos moléculas, especificidad para 
cáncer, sensibilidad a cáncer, afinidad de unión, actividad enzimática, etc.), en una primera muestra (o en un primer 
sujeto) en relación con una segunda muestra (o en relación con un segundo sujeto), significa que la cantidad de 
molécula, célula y/o fenómeno 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 estadísticamente significativa usando cualquier método de 35 
análisis estadístico aceptado en la técnica. En una realización, la cantidad de molécula, célula y/o fenómeno 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 
fenómeno en la segunda muestra (o en el segundo sujeto). En otra realización, la cantidad de molécula, célula y/o 
fenómeno en la primera muestra (o en el primer sujeto) es menor por cualquier porcentaje numérico de 5 % a 100 %, 40 
tal como, pero sin limitación, 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 fenómeno en la segunda muestra (o en el segundo sujeto). En una realización, el primer sujeto 
se ejemplifica por, pero sin limitación, un sujeto que se ha manipulado usando las composiciones y/o los métodos de 
la invención. En una realización adicional, el segundo sujeto se ejemplifica, pero sin limitación, por un sujeto que no 45 
se ha manipulado usando las composiciones y/o los métodos de la invención. En una realización alternativa, el 
segundo sujeto se ejemplifica por, pero sin limitación, un sujeto que se ha manipulado, usando las composiciones 
y/o los métodos de la invención, a una dosificación diferente y/o durante una duración diferente y/o mediante una vía 
diferente de administración en comparación con el primer sujeto. En una realización, el primer y el segundo sujeto 
pueden ser el mismo individuo, tal como cuando se busca determinar en un individuo el efecto de diferentes 50 
regímenes (por ejemplo, de dosificaciones, duración, vía de administración, etc.) de las composiciones y/o los 
métodos de la invención. En otra realización, 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 invención en un individuo que 
participa en un ensayo clínico y otro individuo en un hospital. 
 55 
Los términos “aumentar”, “elevar”, “subir” y equivalentes gramaticales (incluyendo “superior”, “mayor”, etc.), cuando 
hace referencia al nivel de cualquier molécula (por ejemplo, secuencia de aminoácidos y secuencia de ácido 
nucleico, anticuerpo, etc.), célula y/o fenómeno (por ejemplo, síntoma de enfermedad, unión a una molécula, 
especificidad de unión de dos moléculas, afinidad de unión de dos moléculas, especificidad para cáncer, sensibilidad 
a cáncer, afinidad de unión, actividad enzimática, etc.) en una primera muestra (o en un primer sujeto) en relación 60 
con una segunda muestra (o en relación con un segundo sujeto) significa que la cantidad de la molécula, célula y/o 
fenómeno 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 estadísticamente significativa usando cualquier método de análisis estadístico 
aceptado en la técnica. En una realización, la cantidad de la molécula, célula y/o fenómeno 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 65 
75 % mayor que, y/o al menos 90 % mayor que la cantidad de la misma molécula, célula y/o fenómeno en la 
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segunda muestra (o en el segundo sujeto). Esto incluye, sin limitación, una cantidad de molécula, célula y/o 
fenómeno 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 % 5 
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 fenómeno en la segunda muestra (o en el segundo sujeto). En una realización, el primer 
sujeto se ejemplifica por, pero sin limitación, un sujeto que se ha manipulado usando las composiciones y/o los 
métodos de la invención. En una realización adicional, el segundo sujeto se ejemplifica por, pero sin limitación, un 
sujeto que no se ha manipulado usando las composiciones y/o los métodos de la invención. En una realización 10 
alternativa, el segundo sujeto se ejemplifica por, pero sin limitación, un sujeto que se ha manipulado, usando las 
composiciones y/o los métodos de la invención, a una diferente dosificación y/o durante un tiempo diferente y/o 
mediante una vía de administración diferente en comparación con el primer sujeto. En una realización, el primer y el 
segundo sujetos pueden ser el mismo individuo, tal como cuando se busca determinar en un individuo el efecto de 
diferentes regímenes (por ejemplo, de dosificaciones, duración, vía de administración, etc.) de las composiciones y/o 15 
los métodos de la invención. En otra realización, 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 invención en un individuo que 
participa en un ensayo clínico y otro individuo en un hospital. 
 
Los términos “alterar” y “modificar” cuando hacen referencia al nivel de cualquier molécula y/o fenómeno se refieren 20 
a un aumento o a una reducción. 
 
La referencia en el presente documento a cualquier intervalo numérico incluye de forma expresa cada valor 
numérico (incluyendo números fraccionales y números enteros) abarcados por ese intervalo. Para ilustrar, y sin 
limitación, la referencia en el presente documento a un intervalo de “al menos 50” incluye números enteros de 50, 25 
51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, etc., y números fraccionarios 50,1, 50,2, 50,3, 50,4, 50,5, 50,6, 50,7, 50,8, 
50,9, etc. En una ilustración adicional, la referencia en el presente documento a un intervalo de “menos de 50” 
incluye números enteros 49, 48, 47, 46, 45, 44, 43, 42, 41, 40, etc. y números fraccionarios 49,9, 49,8, 49,7, 49,6, 
49,5, 49,4, 49,3, 49,2, 49,1, 49,0, etc. En otra ilustración más, la referencia en el presente documento a un intervalo 
de “5 a 10” incluye cada número entero de 5, 6, 7, 8, 9 y 10, y cada número fraccionario tal como 5,1, 5,2, 5,3, 5,4, 30 
5,5, 5,6, 5,7, 5,8, 5,9, etc. 
 
Descripción de la invención 
 
La invención proporciona anticuerpos, y fragmentos de unión a antígeno de los mismos, que se unen 35 
específicamente a un polipéptido, o parte antigénica del mismo, en el que el polipéptido es 
TLDRSSVLVDGYSPNRNE (SEQ ID NO: 02). 
 
Los anticuerpos de la invención y composiciones que los contienen son útiles en aplicaciones de diagnóstico y 
terapéuticas para enfermedades en las que se sobreexpresa MUC16, tales como cáncer. 40 
 
Usando péptidos sintéticos, los inventores indujeron anticuerpos de especificidad novedosa a la parte carboxilo 
terminal de MUC16, conservada por la célula, próxima al sitio de escisión potencial. Estos anticuerpos se 
caracterizaron usando análisis de separación de células activadas por fluorescencia, inmunoensayo ligado a 
enzimas, análisis de transferencia de Western e inmunohistoquímica. Cada uno de los anticuerpos monoclonales 45 
seleccionados fue reactivo contra proteína GST-∆MUC16c114 recombinante y la línea celular SKOV3 transfectada 
con MUC16. Tres anticuerpos, anticuerpos 4H11, 9C9 y 4A5 demostraron altas afinidades por análisis de 
transferencia de Western y estudios de unión de saturación de células SKOV3 transfectadas, y presentaron 
internalización de anticuerpos. La positividad inmunohistoquímica con anticuerpo nuevo 4H11 fue similar a OC125, 
pero con diferencias importantes, incluyendo positividad difusa en cáncer de mama lobular y un pequeño porcentaje 50 
de carcinomas ováricos OC125 negativos que mostraron unión a anticuerpo 4H11 intensa y difusa. 
 
Las composiciones y los métodos de la invención son útiles para aplicaciones de diagnóstico y terapéuticas así 
como estudios biológicos tales como tráfico de receptores de membrana y acontecimientos intracelulares. Las 
aplicaciones de diagnóstico incluyen, por ejemplo, detección de cáncer usando captura de imágenes 55 
inmunohistoquímica, radiográfica, ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), separación de células 
activadas por fluorescencia (FACS), transferencia de Western y/o detección por inmunoprecipitación. 
 
La invención se describe además en (A) MUC16, (B) Anticuerpos de la Técnica Anterior, (C) Anticuerpos de la 
Invención, (D) Líneas Celulares de Hibridoma, (E) Conjugados de los Anticuerpos de la Invención Unidos a Agentes 60 
Citotóxicos y/o Profármacos, (F) Detección de Partes de Muc16 y Aplicaciones de Diagnóstico y (G) Aplicaciones 
Terapéuticas. 
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A. MUC16 
 
“MUC16”, “MUC-16” y “Mucina 16” se refieren indistintamente a una proteína de membrana de tipo I que es parte de 
una familia de mucinas unidas. Hay un esquema de Muc16 en la Figura 10, y se muestra una secuencia de 
aminoácidos de Muc16 humana a modo de ejemplo (SEQ ID NO: 13) en la Figura 9A. Se muestra un alineamiento 5 
de las secuencias de aminoácidos de MUC16 de ratón (SEQ ID NO: 24) y MUC16 humana (SEQ ID NO: 25) en la 
Figura 20B. La expresión “proteína de tipo 1” se refiere a una “proteína de membrana” que está al menos 
parcialmente incluida en la bicapa lipídica de una célula, un virus y similares, y que contiene una secuencia de 
dominio transmembrana (TM) incluida en la bicapa lipídica de la célula, el virus y similares. La parte de la proteína 
en el extremo NH2 terminal del dominio TM se expone en el lado externo de la membrana, y la parte COOH terminal 10 
se expone en el lado citoplasmático. 
 
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 proteína MUC16 completa tiene diversos componentes que consisten 
en una cola citoplasmática con sitios de fosforilación potenciales, un dominio transmembrana, y un dominio externo 15 
próximo a un sitio de escisión aparente. Distante del sitio de escisión, el dominio externo liberado contiene 16-20 
repeticiones en tándem de 156 aminoácidos, cada uno con muchos sitios de glucosilación potenciales (11). La 
estructura repetida general (Figura 10) está bien conservada entre mamíferos, pero las repeticiones no son 
completamente idénticas en composición de aminoácidos exacta. 
 20 
La proteína MUC16 es parte de una familia de mucinas unidas que incluye tanto MUC1 como MUC4 (13). MUC1 
está presente en diversos tejidos y parece señalizar a través de una ruta de beta catenina, interaccionar con 
receptor de EGF, media en resistencia a fármacos y puede actuar como un oncogén (14-17). La proteína MUC4 
también se expresa en diversos tejidos pero es habitual en neoplasias del tracto gastrointestinal (18-20). Por el 
contrario, el antígeno CA125 ha estado más restringido en su distribución y está presente principalmente en tejidos 25 
ginecológicos y se sobreexpresa en neoplasias Mülerianas (21). Sin embargo, el antígeno CA125, reconocido por el 
anticuerpo OC125, es un antígeno muy glucosilado expresado en la región de repetición en tándem de la proteína 
MUC16 mayor. Esta glucoproteína normalmente se desprende de un sitio de escisión potencial en el dominio 
extracelular de la cadena principal de péptido de MUC16. 
 30 
Por lo tanto, la proteína “MUC16” contiene (a) un “dominio citoplasmático”, (b) un “dominio transmembrana” y (c) un 
“dominio extracelular”. El dominio extracelular de MUC16 contiene un sitio de escisión entre un ectodominio no 
glucosilado y un ectodominio glucosilado grande de repeticiones en tándem. 
 
Las expresiones “dominio citoplasmático”, “cola citoplasmática” y “CT” se usan indistintamente para hacer referencia 35 
a una secuencia proteica, y partes de la misma, que está en el lado citoplasmático de la bicapa lipídica de una 
célula, un virus y similares. Se conocen en la técnica métodos para determinar la CT de una proteína (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 40 
proteica, y partes de la misma, que abarca la bicapa lipídica de una célula, virus y similares. Se conocen en la 
técnica métodos para determinar el TM de una proteína (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 45 
proteína de membrana para hacer referencia a la parte de la proteína que se expone en el lado extracelular de una 
bicapa lipídica de una célula, virus y similares. Se conocen en la técnica métodos para determinar el ectodominio de 
una proteína (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). 
 50 
La Muc16 a modo de ejemplo de la Figura 9 contiene (a) un “dominio citoplasmático de MUC16” del aminoácido 
14476 al 14507, vttrr rkkegeynvq qqcpgyyqsh ldledlq (SEQ ID NO: 16), que interacciona con la maquinaria de 
transducción de señal intracelular; (b) un “dominio transmembrana de MUC16” del aminoácido 14452 al 14475, 
aglgvitcl icgvl (SEQ ID NO: 14) que abarca la membrana plasmática; y (c) un “dominio extracelular de MUC16” 
aminoácidos 1 a 14392 (SEQ ID NO: 13) que contiene un sitio de escisión entre un ectodominio no glucosilado y un 55 
ectodominio glucosilado grande de repeticiones en tándem. El “ectodominio de MUC16” se ejemplifica por nfsplar 
rvdrvaiyee flrmtrngtq lqnftldrss vlvdgyspnr nepltgnsdl p (SEQ ID NO: 17) del aminoácido 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 60 
es del aminoácido 14394 al 14410 de SEQ ID NO: 13), y el Polipéptido 2 (tldrss vlvdgyspnr ne (SEQ ID NO: 02), que 
es del aminoácido 14425 al 14442 de SEQ ID NO: 13), contra los que se produjeron anticuerpos a modo de ejemplo 
y de comparación de la invención. El polipéptido 3, cgvlvttrr rkkegeynvq qq (SEQ ID NO: 03) es del aminoácido 
14472 al 14492 de SEQ ID NO: 13, y contiene tanto una parte de dominio transmembrana (cgvl) como una parte de 
dominio citoplasmático (vttrr rkkegeynvqqq (SEQ ID NO: 18)). Por lo tanto, el CGVL es opcional en SEQ ID NO: 03, 65 
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 porción no glucosilada del 
dominio extracelular de Muc16, es del aminoácido 14367 a 14398 de SEQ ID NO: 13, y contiene un polipéptido de 
bucle de cisteína cqvstfrsvpnrhhtgvdslc (SEQ ID NO: 13). 
 
B. Anticuerpos de la técnica anterior 5 
 
La expresión del antígeno MUC16/CA125 se ha asociado durante mucho tiempo con tejidos ginecológicos. “CA125”, 
“CA-125”, “CA125 escindido” y “CA-125 escindido”, se refieren indistintamente al dominio externo glucosilado de la 
mucina unida MUC16, que está distante del sitio de escisión (Payne et al., Patente de Estados Unidos N.º 
7.202.346). Este dominio externo liberado contiene 16-20 repeticiones en tándem de 156 aminoácidos, cada una con 10 
sitios de glucosilación potenciales. Un bucle disulfuro basado en cisteína aparente de 19 aminoácidos está presente 
en todas las repeticiones y el extremo N terminal contiene una estructura en cepillo que está muy glucosilada 0 (11). 
El tamaño deducido sería de 2,5 MD para la parte proteica, y con carbohidratos añadidos, esto podría aumentar 
hasta 5 MD (10, 26). 
 15 
El CA125, aunque no es suficientemente sensible o específico para usarse como una herramienta de exploración 
general, se usa rutinariamente para supervisar a pacientes con carcinoma ovárico. Los ensayos usados para medir 
CA125 son métodos de detección basados en anticuerpos, como lo son las tinciones inmunohistoquímicas 
realizadas rutinariamente para fines de diagnóstico. La especificidad epitópica de 26 anticuerpos para MUC16 se 
estudió en el primer informe del Taller de TD-1 de la Sociedad de Biología y Medicina de Oncodesarrollo (ISOBM) y 20 
la aplicación de 22 anticuerpos a inmunohistoquímica se presentó 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 reconocían epítopos de CA125 en los elementos repetidos, glucosilados en el dominio externo de la 
mucina unida MUC16, distantes del sitio de escisión potencial. 
 25 
La amplia mayoría de anticuerpos reactivos a MUC16, incluyendo OC125, reaccionan con el antígeno dependiente 
de glucosilación presente exclusivamente en la parte escindida de la molécula de modo que se desconoce la 
distribución verdadera de expresión de MUC16 (21). No existe en la actualidad ningún anticuerpo disponible para 
seguir el destino del fragmento proteico de MUC16 restante después de escisión y liberación de CA125. 
 30 
C. Anticuerpos de la invención 
 
Para explorar mejor la biología de MUC16 humana, los inventores han derivado anticuerpos monoclonales contra la 
parte extracelular del extremo carboxilo terminal de MUC16, próximo al sitio de escisión potencial, así como un 
anticuerpo monoclonal contra el dominio citoplasmático interno. A diferencia de anticuerpos anteriores, estos se 35 
derivan contra la cadena principal peptídica de MUC16 y no se dirigen a epítopos glucoproteicos complejos. Ya que 
estos epítopos están próximos a sitio de escisión, es poco probable que se encuentren en circulación y proporcionan 
nuevas dianas para métodos de diagnóstico e intervenciones terapéuticas. Los datos del presente documento 
demuestran la identificación y caracterización de anticuerpos a modo de ejemplo desarrollados contra la cadena 
principal peptídica de MUC16. 40 
 
Los inventores han desarrollado nuevos anticuerpos que se dirigen a la cadena principal peptídica no glucosilada, no 
escindida de MUC16. Estos se ejemplifican por anticuerpos tanto 4H11 como 9C9, que reaccionan con secuencias 
peptídicas en el ectodominio no escindido de MUC16 y son detectables en la superficie de líneas celulares de 
cáncer ovárico y en tejidos fijados en parafina de muestras de ensayo quirúrgicas de cáncer ovárico humano. Los 45 
anticuerpos muestran alta afinidad y se internalizan fácilmente por células de cáncer ovárico cuando se unen al 
ectodominio de MUC16. Esto sugiere que la parte próxima de MUC16 tiene una biología independiente de la parte 
escindida, más distante, de la mucina. También sugiere que las partes próximas de MUC16 pueden proporcionar 
dianas convenientes para intervenciones de diagnóstico y terapéuticas. La dirección de la cadena principal peptídica 
de MUC16 proporciona suministro tisular altamente específico para células modificadas por ingeniería genética, 50 
liposomas o conjugados de anticuerpos, incluyendo conjugados con los anticuerpos de la invención. 
 
Los anticuerpos de la invención, ejemplificados por el anticuerpo 4H11, son útiles como herramientas en 
inmunohistoquímica. Los datos del presente documento muestran que 4H11 es relativamente específico para 
carcinoma seroso ovárico de alto grado. El carcinoma de mama lobular invasivo es la principal excepción y muestra 55 
proteína MUC16 extensiva como se detecta por 4H11. El carcinoma lobular de la mama tiene biología única que se 
caracteriza por una propensión a metastatizar a superficies serosas (27). Ya que MUC16 es el compañero de unión 
afín de mesotelina, este puede tener implicaciones importantes para el cáncer lobular (28). Las tasas de 
discordancia para OC125 y 4H11 también sugieren que 4H11 podría proporcionar información independiente, 
adicional de OC125 en un subconjunto de carcinomas ováricos. Algunos tumores que son negativos con OC125 60 
conservan partes citoplasmáticas y extracelulares de la glucoproteína MUC16, partes de la molécula que están 
implicadas probablemente en la transducción de señales potencialmente importantes en el fenotipo maligno. 
 
La divulgación enseña un anticuerpo aislado, o un fragmento de unión a antígeno del mismo, que se une 
específicamente a un polipéptido, o parte antigénica del mismo, en el que el polipéptido se ejemplifica por a) 65 
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 citoplasmático de MUC16 
(ejemplificado por VTTRR RKKEGEYNVQ QQ, que está 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 cisteína CQVST-FRSVPNRHHTGVDSLC (SEQ ID NO: 19). 
 5 
Una ventaja de los anticuerpos de la invención es que el anticuerpo se internaliza en una célula, siendo de este 
modo útil en aplicaciones para el suministro dentro de una célula, tal como terapia de enfermedad. “Internalizado” 
cuando hace referencia a una molécula que está internalizada por una célula se refiere al pase de la molécula que 
está 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 10 
métodos para determinar la internalización, incluyendo la detección de molécula radiomarcada dentro de la célula 
(Figura 5B). 
 
De acuerdo con la invención, los anticuerpos de la invención se unen específicamente a polipéptido de ectodominio 
de MUC16 que comprende el polipéptido TLDRSSVLVDGYSPNRNE (SEQ ID NO: 02). Los datos del presente 15 
documento muestran que los anticuerpos de la invención y comparativos se unen específicamente a GST-
∆MUC16c114 (Ejemplo 2, Tabla 1A). La especificidad de los anticuerpos de la invención se diferencia de los 
anticuerpos de la técnica anterior (por ejemplo, anticuerpos VK8, M11 y OC125) que no se unían con la proteína 
purificada GST-MUC16c114 o lisados celulares de la línea celular SKOV3-phrGFP-∆MUC6c114 (Ejemplo 2, Figura 2). 
 20 
En una realización adicional, los anticuerpos de la invención carecen de unión específica con un dominio extracelular 
de MUC16 glucosilado, ejemplificado por el CA-125 escindido descrito en Payne et al., Patente de Estados Unidos 
n.º 7.202.346. 
 
Las regiones VL y VH de los anticuerpos de la invención, comprenden una cadena pesada variable (VH) codificada 25 
por SEQ ID NO: 06 (es decir, la secuencia de aminoácidos de cadena pesada variable (VH) del anticuerpo 4H11 de 
la Figura 8) y una cadena ligera variable (VL) codificada por SEQ ID NO: 07 (es decir, la secuencia de aminoácidos 
de la cadena ligera variable (VL) del anticuerpo 4H11 de la Figura 8). En una realización particular, el anticuerpo es 
quimérico, en el que al menos una de las cadenas VL y VH está fusionada con una región constante de 
inmunoglobulina humana. 30 
 
La divulgación enseña un anticuerpo que se une específicamente al Polipéptido 2 (SEQ ID NO: 02) del polipéptido 
de ectodominio de MUC16, en el que el anticuerpo comprende una cadena pesada variable (VH) codificada por SEQ 
ID NO: 04 (es decir, la secuencia de nucleótidos de cadena pesada variable (VH) del anticuerpo 4A5 de la Figura 8), 
y una cadena ligera variable (VL) codificada por SEQ ID NO: 05 (es decir, la secuencia de nucleótidos de cadena 35 
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 VH está unida covalentemente con una región constante de inmunoglobulina humana. 
 
La divulgación enseña un anticuerpo que se une específicamente al Polipéptido 1 (SEQ ID NO: 01) del polipéptido 
de ectodominio de MUC16, en el que el anticuerpo comprende una cadena pesada variable (VH) codificada por SEQ 40 
ID NO: 08 (es decir, la secuencia de nucleótidos de cadena pesada variable (VH) 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 
nucleótidos de cadena ligera variable (VL.A) del anticuerpo 9B11 de la Figura 8) y SEQ ID NO: 10 (es decir, la 
secuencia de nucleótidos de cadena ligera variable (VL.B) del anticuerpo 9B11 de la Figura 8). El anticuerpo puede 
ser quimérico en el que al menos una de las cadenas VL y VH está unida covalentemente con una región constante 45 
de inmunoglobulina humana. 
 
Aunque sin pretender restringir la fuente de antígeno a la que se unen los anticuerpos de la invención, en una 
realización, 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 invención se unen a células SKOV3 transducidas con 50 
phrGFP-∆MUC16c114 (Ejemplo 2). 
 
La divulgación enseña anticuerpos que se unen específicamente a un polipéptido de dominio citoplasmático de 
MUC16 que comprende VTTRR RKKEGEYNVQ QQ (SEQ ID NO: 18). En una realización particular, el polipéptido 
del dominio citoplasmático de MUC16 comprende Polipéptido 3 CGVLVTTRRRKKEGEYNVQQQ (SEQ ID NO: 03). 55 
El polipéptido de dominio citoplasmático 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-∆MUC16c114 (Ejemplo 2). La célula puede permeabilizarse para facilitar la internalización del anticuerpo en 
la célula de modo que entre en contacto con su antígeno citoplasmático. 
 60 
La divulgación enseña anticuerpos que se unen a un polipéptido de dominio extracelular de MUC16 que contiene un 
polipéptido de bucle de cisteína CQVSTFRSVPNRHHTGVDSLC (SEQ ID NO: 19). El polipéptido de dominio 
extracelular de MUC16 puede comprender Polipéptido 4 KSYF SDCQVSTFRS VPNRHHTGVD SLCNFSPL (SEQ ID 
NO: 15). 

65 
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La divulgación enseña un anticuerpo que se une específicamente 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 aminoácidos de cadena pesada variable (VH) del anticuerpo 24B3 de la 
Figura 8), y una cadena ligera variable (VL) codificada por SEQ ID NO: 12 (es decir, la secuencia de aminoácidos de 
cadena ligera variable (VL) del anticuerpo 24B3 de la Figura 8). 5 
 
La invención contempla anticuerpos quiméricos (véase Patente de Estados Unidos n.º 7.662.387), anticuerpos 
monoclonales, anticuerpos recombinantes, un fragmento de unión a antígeno de un anticuerpo recombinante, un 
anticuerpo humanizado y un anticuerpo presentado sobre la superficie de un fago (Patente de Estados Unidos N.º 
7.202.346). En particular, la invención contempla fragmentos de anticuerpo que contienen el idiotipo (“región de 10 
unión a antígeno” o “fragmento de unión a antígeno”) de la molécula de anticuerpo. Por ejemplo, dichos fragmentos 
de unión a antígeno incluyen, pero sin limitación, la región Fab, fragmento F(ab’)2, fragmento pFc’ y fragmentos 
Fab’. 
 
La “región Fab” y “fragmento, región de unión a antígeno”, se refieren indistintamente a parte de las ramas del 15 
anticuerpo de la inmunoglobulina “Y” que actúan en la unión a antígeno. La región Fab está compuesta de un 
dominio constante y uno variable de cada cadena pesada y ligera del anticuerpo. Se conocen en la técnica métodos 
para la construcción de bibliotecas de expresión de Fab (Huse et al., Science, 246: 1275-1281 (1989)) para permitir 
la identificación rápida y fácil de fragmentos Fab monoclonales con la especificidad deseada. En otra realización, 
pueden generarse fragmentos Fc y Fab usando la enzima papaína para escindir un monómero de inmunoglobulina 20 
en dos fragmentos Fab y un fragmento Fc. La enzima pepsina escinde por debajo de la región 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 reducción suave. 
 
La invención también contempla un fragmento de “anticuerpo monocatenario”, es decir, una secuencia de 25 
aminoácidos 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 unión a antígeno, pero constituyen una parte importante de la estructura de 
anticuerpos completos. Los fragmentos de anticuerpos monocatenarios son más pequeños que anticuerpos 
completos y pueden tener por lo tanto mayor permeabilidad capilar que anticuerpos completos, permitiendo a los 30 
fragmentos de anticuerpo monocatenarios localizar y unirse a los sitios diana de unión a antígeno diana más 
eficazmente. Además, pueden producirse fragmentos de anticuerpos en una escala relativamente grande en células 
procariotas, facilitando de este modo su producción. Además, el tamaño relativamente pequeño 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 producción de anticuerpos monocatenarios (documento U.S. 35 
4.946.778). Las regiones variables de las cadenas pesada y ligera pueden fusionarse entre sí para formar un 
“fragmento variable monocatenario” (“fragmentos scFv”), que es solamente la mitad del tamaño del fragmento Fab, 
pero conserva la especificidad original de la inmunoglobulina parental. 
 
La “región Fc” y el “fragmento, región cristalizable” se refieren indistintamente a parte de la base de la 40 
inmunoglobulina “Y” que actúan en un papel en la modulación de la actividad celular inmunitaria. La región Fc está 
compuesta de dos cadenas pesadas que contribuyen con dos o tres dominios constantes dependiendo de la clase 
del anticuerpo. Uniéndose con proteínas específicas, la región Fc asegura que cada anticuerpo genere una 
respuesta inmunitaria apropiada para un antígeno dado. La región Fc también se une a diversos receptores 
celulares, tales como receptores de Fc, y otras moléculas inmunitarias, tales como proteínas de complemento. 45 
Haciendo esto, media en diferentes efectos fisiológicos incluyendo opsonización, lisis celular y desgranulación de 
mastocitos, basófilos y eosinófilos. En una situación experimental, pueden generarse fragmentos Fc y Fab en el 
laboratorio escindiendo un monómero de inmunoglobulina con la enzima papaína en dos fragmentos Fab y un 
fragmento Fc. 
 50 
La invención contempla anticuerpos policlonales y anticuerpos monoclonales. “Anticuerpo policlonal” se refiere a una 
inmunoglobulina producida a partir de más de un único clon de células plasmáticas; por el contrario “anticuerpo 
monoclonal” se refiere a una inmunoglobulina producida a partir de un único clon de células plasmáticas. Están 
disponibles métodos genéricos para preparar anticuerpos policlonales y monoclonales que son específicos para un 
polipéptido deseable. Para la producción de anticuerpos monoclonales y policlonales, pueden inmunizarse diversos 55 
animales hospedadores mediante inyección con el péptido correspondiente a cualquier molécula de interés en la 
presente invención, incluyendo pero sin limitación hámsteres, conejos, ratones, ratas, ovejas, cabras, etc. Para la 
preparación de anticuerpos monoclonales, puede usarse cualquier técnica que posibilite la producción de moléculas 
de anticuerpo por líneas 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 limitación, la 60 
técnica de hibridoma desarrollada originalmente por Köhler y Milstein (Köhler y Milstein, Nature, 256: 495-497 
(1975)), técnicas que usan animales sin gérmenes y que utilizan tecnología tal como la descrita en el documento 
PCT/US90/02545, así 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 65 
(1985)). En algunas realizaciones particularmente preferidas de la presente invención, la presente invención 
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proporciona anticuerpos monoclonales. 
 
También se contemplan anticuerpos quiméricos. Como se usa en el presente documento, la expresión “anticuerpo 
quimérico” contiene partes de dos anticuerpos diferentes, normalmente de dos especies diferentes. Véase, por 
ejemplo: Patente de Estados Unidos n.º 4.816.567 de Cabilly et al.; Patente de Estados Unidos n.º 4.978.745 de 5 
Shoemaker et al.; Patente de Estados Unidos n.º 4.975.369 de Beavers et al.; y Patente de Estados Unidos n.º 
4.816.397 de Boss et al. Los anticuerpos quiméricos incluyen inmunoglobulinas monovalentes, divalentes o 
polivalentes. Un anticuerpo quimérico monovalente es un dímero (HL) formado por una cadena H quimérica 
asociada mediante enlaces disulfuro con una cadena L quimérica. Un anticuerpo quimérico divalente es un 
tetrámero (H2L2) formado por dos dímeros HL asociados mediante al menos un enlace disulfuro. También puede 10 
producirse un anticuerpo quimérico polivalente, por ejemplo, empleando una región Hc que se agrega (por ejemplo, 
cadena H de IgM). 
 
La invención también contempla “anticuerpos humanizados”, es decir anticuerpos quiméricos que tienen regiones 
constantes derivadas sustancialmente o exclusivamente de regiones constantes de anticuerpos humanos, y 15 
regiones variables derivadas sustancialmente o exclusivamente de la secuencia de la región variable de un 
mamífero 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 mamífero distinto de un ser humano. Por lo tanto, en una realización, los anticuerpos 20 
humanizados son inmunoglobulinas humanas (anticuerpos receptores) en las que se reemplazan restos de una 
región hipervariable del receptor por restos de una región hipervariable de una especie no humana (anticuerpo 
donador) tal como ratón, rata, conejo o primate no humano que tiene la especificidad, afinidad y capacidad 
deseadas. En algunos casos, se reemplazan restos de región marco conservada (FR) de Fv de la inmunoglobulina 
humana por restos no humanos correspondientes. Además, los anticuerpos humanizados pueden comprender 25 
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 
comprenderá 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 30 
humanizado también puede comprender al menos una parte de una región 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.º 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 35 
(1985)). Los métodos adicionales incluyen, por ejemplo, generación 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.º 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 ratón, en un 40 
dominio de marco conservado humano (Publicación de PCT n.º WO92/22653). 
 
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 más recientes para 
humanizar anticuerpos abordan este problema haciendo cambios a las CDR. Véase Publicación de Solicitud de 45 
Patente de Estados Unidos n.º 20040162413. En algunas realizaciones, los anticuerpos humanizados de la 
invención contienen una región variable heteromérica optimizada (por ejemplo que puede ser parte o no de otra 
molécula de anticuerpo completo) que tiene afinidad de unión a antígeno igual o mayor que una región variable 
heteromérica donadora, en el que la región variable heteromérica donadora comprende tres CDR donadoras de 
cadena ligera, y en el que la región variable heteromérica optimizada comprende: a) una región variable alterada de 50 
cadena ligera que comprende: i) cuatro regiones marco conservadas de cadena ligera de línea germinal humana 
invariantes y ii) tres CDR de región variable alteradas de cadena ligera, en las que al menos una de las tres CDR de 
región 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 aminoácido diferente solamente en una, dos, tres o 
cuatro posiciones en comparación con una de las tres CDR donadoras de cadena ligera (por ejemplo la al menos 55 
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 aminoácidos). 
 
Se conocen en la técnica anticuerpos quiméricos que contienen secuencias de aminoácidos que se fusionan con 
regiones constantes de anticuerpos humanos, o con toxinas o con moléculas con efecto citotóxico (por ejemplo, 60 
Patentes de Estados Unidos n.º 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 específicos para un antígeno particular usando métodos conocidos en la 65 
técnica (por ejemplo, Patente de Estados Unidos n.º 7.202.346) y desvelados en el presente documento. Por 
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ejemplo, en la producción de anticuerpos, puede conseguirse exploración para el anticuerpo deseado por 
radioinmunoensayo, ELISA (ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas), inmunoensayos de tipo “sándwich”, 
ensayos inmunorradiométricos, reacciones de precipitina de difusión en gel, ensayos de inmunodifusión, 
inmunoensayos in situ (por ejemplo, usando oro coloidal, marcadores enzimáticos o radioisotópicos), transferencias 
de Western, reacciones de precipitación, ensayos de aglutinación (por ejemplo, ensayos de aglutinación en gel, 5 
ensayos de hemaglutinación, etc.), ensayos de fijación del complemento, ensayos de inmunofluorescencia, ensayos 
de proteína A y ensayos de inmunoelectroforesis, etc. 
 
En una realización, se detecta unión de anticuerpo detectando un marcador en el anticuerpo primario. En otra 
realización, el anticuerpo primario se detecta detectando la unión de un anticuerpo secundario o reactivo con el 10 
anticuerpo primario. En una realización adicional, se marca el anticuerpo secundario. Se conocen en la técnica 
muchos medios para detectar la unión en un inmunoensayo y están dentro del alcance de la presente invención. 
Como se conoce bien en la técnica, el péptido inmunogénico debería proporcionarse libre de la molécula vehículo 
usada en cualquier protocolo de inmunización. Por ejemplo, si el péptido se conjugó con KLH, este puede 
conjugarse con BSA, o usarse directamente, en un ensayo de exploración. 15 
 
La divulgación enseña anticuerpos que son anticuerpos monoclonales producidos por una línea celular de 
hibridoma. El anticuerpo monoclonal puede unirse específicamente 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 1 y 2). En una realización preferida, el anticuerpo es 20 
9B11. 
 
En una enseñanza, el anticuerpo monoclonal se une específicamente 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 1 y 2). 25 
En una realización preferida, el anticuerpo se ejemplifica por 4H11.2.5, 4A5.37, 9C9.21.5.13, 28F7.18.10, 9C7.6 y 
5C2.17. La divulgación enseña un anticuerpo monoclonal que se une específicamente a un polipéptido de dominio 
citoplasmático 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 1 y 2). El anticuerpo puede ser 31A3.5.1. 30 
 
La divulgación enseña un anticuerpo monoclonal que se une específicamente 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). 
 35 
Los anticuerpos de la invención y métodos para su uso (tanto de diagnóstico como terapéuticos) son específicos de 
enfermedad. La “especificidad” de un método y/o una molécula para enfermedad, tal como la “especificidad para 
cáncer” que se usa indistintamente con “especificidad de cáncer”, se refiere a la proporción (por ejemplo, porcentaje, 
fracción, 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 40 
puede calcularse de acuerdo con la siguiente ecuación: 
 
Especificidad = número de verdaderos negativos / (número de verdaderos negativos + número de falsos positivos). 

 
Por lo tanto, en algunas realizaciones, las composiciones y/o los métodos de la invención tienen una “especificidad 45 
de cáncer” 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 más deseable una especificidad del 100 %, es decir, 
no predecir que ninguno del grupo sano tenga cáncer, no es necesario. Los datos del presente documento 50 
demuestran la especificidad de cáncer de la invención (Tabla 3). 
 
En realizaciones alternativas, la especificidad se expresa (junto con la sensibilidad) como una medida estadística del 
rendimiento de un ensayo de clasificación binario, tal como usando una curva de Característica Operadora 
Receptora (ROC). Para cualquier ensayo, hay habitualmente una compensación entre la especificidad y sensibilidad. 55 
Por ejemplo: en ensayos de exploración de cáncer de sujetos humanos, es indeseable arriesgarse a identificar 
falsamente personas sanas como personas con cáncer (baja especificidad), debido a los altos costes. Estos costes 
son tanto físicos (procedimientos arriesgados innecesarios) como financieros. Este intercambio puede representarse 
gráficamente usando una curva de ROC. La “curva de Característica Operadora Receptora” y “curva ROC” se 
refieren a una representación de la tasa del verdadero positivo (también conocida como sensibilidad) frente a la tasa 60 
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 número de sujetos de control (por ejemplo, sanos) o casos (por ejemplo, 
cáncer). 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 razón, en algunas realizaciones preferidas, se 65 
usa la ABC como la medida convencional de la especificidad y/o sensibilidad de un ensayo. El “área bajo la curva” 
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(“ABC”) para la representación de curva ROC es igual a la probabilidad de que un clasificador clasifique un caso 
positivo elegido al azar más 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, cáncer) y de control (por 
ejemplo, sanos). La probabilidad aleatoria generaría una ABC de 0,5. Por lo tanto, en una realización, los ensayos 
útiles tienen preferentemente ABC mayores de 0,50, incluyendo cualquier valor de 0,51 a 1,00, tal como de 0,55 a 5 
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 más 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. 10 
 
Los anticuerpos y métodos de la invención para su uso (tanto de diagnóstico como terapéutico) son sensibles a 
enfermedad. La “sensibilidad” de un método y/o una molécula para enfermedad, tal como “sensibilidad para cáncer” 
que se usa indistintamente con “sensibilidad de cáncer”, se refiere a la proporción (por ejemplo, porcentaje, fracción, 
etc.) de positivos (es decir, individuos que tienen cáncer) que se identifican correctamente como tales (por ejemplo el 15 
porcentaje de personas con cáncer que se identifica que tienen la afección). La sensibilidad puede calcularse de 
acuerdo con la siguiente ecuación: sensibilidad = número de verdaderos positivos / (número de verdaderos positivos 
+ número de falsos negativos). 
 
Por lo tanto, en algunas realizaciones, las composiciones y/o los métodos de la invención tienen una “sensibilidad de 20 
enfermedad”, tal como una “sensibilidad de cáncer”, 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 más 
deseable una sensibilidad del 100 % (es decir, predecir que todos los sujetos del grupo de cáncer tienen cáncer), no 25 
es necesario. 
 
En realizaciones alternativas, las composiciones y/o los métodos de la invención tienen una “sensibilidad a 
enfermedad”, tal como “sensibilidad a cáncer”, igual a o 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 %, 30 
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 estadística del 
rendimiento de un ensayo de clasificación binario, tal como usando ABC de una curva ROC, como se ha analizado 35 
anteriormente con respecto a especificidad. 
 
D. Líneas celulares de hibridoma 
 
Además de los nuevos anticuerpos de la invención, la invención también proporciona líneas celulares de hibridoma 40 
que producen estos anticuerpos. La “célula de hibridoma” se refiere a una línea celular producida fusionando un 
linfocito B productor de anticuerpos específicos con una célula de mieloma (cáncer de linfocitos B) que se selecciona 
por su capacidad para crecer en cultivo tisular y por ausencia de síntesis de cadena de anticuerpo. Los anticuerpos 
producidos por la célula de hibridoma son todos de una única especificidad y son por lo tanto anticuerpos 
monoclonales (a diferencia de anticuerpos policlonales). 45 
 
La divulgación enseña líneas celulares de hibridoma que producen un anticuerpo monoclonal que se une 
específicamente 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 citoplasmático de MUC16 (por 50 
ejemplo, VTTRR RKKEGEYNVQ QQ (SEQ ID NO:18)) y c) polipéptido de dominio extracelular de MUC16 que 
contiene un polipéptido del bucle de cisteína CQVSTFRSVPNRHHTGVDSLC (SEQ ID NO: 19). El polipéptido de 
MUC16 SEQ ID NO: 18 está contenido dentro de LVTTRR RKKEGEYNVQ QQ (SEQ ID NO: 20). Por lo tanto, SEQ 
ID NO: 20 contiene tanto un aminoácido de dominio transmembrana (L) como una parte de dominio citoplasmático 
VTTRR RKKEGEYNVQ QQ (SEQ ID NO: 18), es decir, la L es opcional, ya que es parte del dominio 55 
transmembrana. El polipéptido de MUC16 SEQ ID NO: 18 también está 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 citoplasmático VTTRR RKKEGEYNVQ QQ (SEQ ID NO: 18) es 
decir, la CGVL es opcional, ya que es parte del dominio transmembrana. 
 60 
E. Conjugados de los anticuerpos de la invención unidos a agentes citotóxicos y/o profármacos 
 
La invención contempla anticuerpos conjugados. Un anticuerpo “conjugado” se refiere a un anticuerpo de la presente 
invención unido covalentemente con un agente citotóxico y/o un profármaco de un agente citotóxico. 
 65 
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El “agente citotóxico” se refiere a cualquier agente que sea capaz de reducir el crecimiento de, y/o destruir, una 
célula diana. Un “profármaco” representa un análogo de un agente citotóxico que carece sustancialmente de 
actividad citotóxica hasta que se somete a una etapa de activación. Las etapas de activación pueden incluir escisión 
enzimática, una etapa de activación química tal como exposición a un reductor, o una etapa de activación física tal 
como fotólisis. 5 
 
El enlace covalente entre los anticuerpos de la invención y el agente citotóxico o profármaco puede incluir enlaces 
de escisión tales como enlaces disulfuro, que pueden dar como resultado provechosamente escisión de un enlace 
covalente dentro del ambiente reductor de la célula diana. Dichos conjugados son útiles como agentes terapéuticos 
específicos de células tumorales. 10 
 
En una realización, el agente citotóxico es una molécula farmacológica pequeña (Payne et al., Patente de Estados 
Unidos n.º 7.202.346). En otra realización, el agente citotóxico es un maitansinoide, un análogo de un maitansinoide, 
un profármaco de un maitansinoide o un profármaco de un análogo de un maitansinoide (Patentes de Estados 
Unidos n.º 6.333.410; 5.475.092; 5.585.499; 5.846.545; 7.202.346). En otra realización, el agente citotóxico puede 15 
ser un taxano (véase Patentes de los Estados Unidos n.º 6.340.701 y 6.372.738 y 7.202.346) o análogo de CC-1065 
(véase Patentes de Estados Unidos n.º 5.846.545; 5.585.499; 5.475.092 y 7.202.346). 
 
En otra realización, el agente citotóxico se ejemplifica por una auristatina, un agente de unión al surco menor de 
ADN, un agente alquilante del surco menor de ADN, una enediina, una duocarmicina, un maitansinoide y un 20 
alcaloide de la vinca (Patente de Estados Unidos n.º 7.662.387). 
 
En una realización adicional, el agente citotóxico es un agente anti tubulina (Patente de Estados Unidos n.º 
7.662.387). En otra realización más, el agente citotóxico se ejemplifica por dimetilvalina-valina-dolaisoleuina-
dolaproína-fenilalanina-p-fenilendiamina (AFP), dovalina-valina-dolaisoleunina-dolaproína-fenilalanina (MMAF) y 25 
monometil auristatina E (MAE) (Patente de Estados Unidos n.º 7.662.387). 
 
En una realización adicional el agente tóxico se ejemplifica por radioisótopo que emite radiación, inmunomodulador, 
lecitina y toxina (Patente de Estados Unidos n.º 6.429.295). En particular, el radioisótopo que emite radiación es un 
emisor alfa seleccionado del grupo que consiste en 212Bi, 213Bi y 211At, o un emisor beta seleccionado del grupo que 30 
consiste en 186Re y 90Y, o un emisor gamma 131I (Patente de Estados Unidos n.º 7.666.425). 
 
En una realización alternativa, la toxina se ejemplifica por ricina, la cadena A de ricina y proteína antiviral de ombú 
(Patente de Estados Unidos n.º 5.057.313). 
 35 
En otra realización más, el agente citotóxico es un fármaco antineoplásico seleccionado del grupo que consiste en 
metotrexato, 5-fluorouracilo, cicloheximida, daunomicina, doxorrubicina, clorambucilo, trenimon, mostaza de 
fenilendiamina, adriamicina, bleomicina, arabinósido de citosina o ciclofosfamida (Patente de Estados Unidos n.º 
5.057.13). 
 40 
F. Detección de partes de Muc16 y aplicaciones de diagnóstico 
 
La invención proporciona un método para detectar una enfermedad que comprende sobreexpresión de MUC16 en 
un sujeto, en el que el método comprende a) proporcionar i) una muestra de un sujeto y ii) uno cualquiera o más de 
los anticuerpos de la invención, b) poner en contacto la muestra con el anticuerpo en condiciones para la unión 45 
específica de anticuerpo con su antígeno afín, y c) detectar un aumento del nivel de unión del anticuerpo con la 
muestra en comparación 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.º 7.202.346). Los métodos de la invención son 
particularmente útiles en la detección de cáncer, tal como cáncer ovárico y cáncer de mama. 50 
 
Los métodos de la invención no están limitados a un enfoque particular para detectar la unión de los anticuerpos de 
la invención con sus antígenos. En una realización, la detección de unión con los anticuerpos de la invención 
normalmente implica usar anticuerpos que están marcados con un resto detectable, tal como radioisótopo (por 
ejemplo, 3H, 14C, 32P, 35S y/o 125I), compuesto fluorescente o quimioluminiscente (por ejemplo, isotiocianato de 55 
fluoresceína, rodamina y/o luciferina) y/o una enzima (por ejemplo, fosfatasa alcalina, beta-galactosidasa y/o 
peroxidasa de rábano 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. Immunol. Meth. 40: 219 (1981); y 60 
Nygren, J. Histochem. and Cytochem. 30: 407 (1982)). 
 
Por lo tanto, los anticuerpos de la invención pueden emplearse en inmunoensayos, tales como ensayos de unión 
competitivos, ensayos de tipo sándwich directos e indirectos y ensayos de inmunoprecipitación, incluyendo 
inmunohistoquímica, ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), separación de células activadas por 65 
fluorescencia (FACS) y transferencias de Western. 
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Por ejemplo, con respecto a la detección inmunohistoquímica, los datos del presente documento demuestran que el 
anticuerpo 4H11 es útil para detectar carcinoma seroso ovárico de alto grado, cáncer lobular (28) y un subconjunto 
de carcinomas ováricos que son negativos con OC125 y que conservan partes citoplasmáticas y extracelulares de la 
glucoproteína MUC16. 
 5 
Los anticuerpos de la invención también son útiles para captura de imágenes in vivo radiográficas, en la que un 
anticuerpo marcado con un resto detectable tal como un agente radiopaco o radioisótopo se administra a un sujeto, 
preferentemente en el torrente sanguíneo, y se ensaya la presencia y localización del anticuerpo marcado en el 
hospedador. Esta técnica de captura de imágenes es útil en la estadificación y el tratamiento de tumores malignos. 
 10 
Los anticuerpos de la invención son adicionalmente útiles como agentes de purificación 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 antígenos que se 
unen específicamente a los anticuerpos de la invención. 
 15 
G. Aplicaciones terapéuticas 
 
La invención proporciona métodos para tratar una enfermedad que comprende sobreexpresión de MUC16, que 
comprende administrar a un sujeto que tiene la enfermedad una cantidad terapéuticamente eficaz de uno cualquiera 
o más de los anticuerpos de la invención. Se conocen en la técnica métodos genéricos para tratar enfermedad con 20 
anticuerpos (Payne et al., Patente de Estados Unidos n.º 7.202.346). Los métodos de la invención son 
particularmente útiles en el tratamiento del cáncer, tal como cáncer de ovárico y cáncer de mama. Estos métodos 
también son aplicables a cáncer primario, cáncer metastásico y cáncer recurrente. 
 
El término “administrar” a un sujeto significa proporcionar una molécula a un sujeto. Esto puede realizarse usando 25 
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 invención pueden administrarse de forma profiláctica (es 
decir, antes de la observación de síntomas de la enfermedad) y/o terapéutica (es decir, después de la observación 
de síntomas de la enfermedad). La administración también puede ser conjunta con (es decir, al mismo tiempo que, o 30 
durante) la manifestación de uno o más síntomas de la enfermedad. Además, las composiciones de la invención 
pueden administrarse antes, conjuntamente con, y/o después de la administración de otro tipo de fármaco o 
procedimiento terapéutico (por ejemplo, cirugía). Los métodos de administración de las composiciones de la 
invención incluyen, sin limitación, administración en formas parenteral, oral, intraperitoneal, intranasal, tópica y 
sublingual. Las vías parenterales de administración incluyen, por ejemplo, vías de inyección subcutánea, 35 
intravenosa, intramuscular, intraesternal e infusión. 
 
En una realización, las composiciones de la invención comprenden un lípido 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 40 
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 cáncer, por ejemplo, en las Patentes de 
Estados Unidos n.º 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. 45 
 
Los anticuerpos de la invención pueden administrarse con vehículos, diluyentes y/o excipientes farmacéuticamente 
aceptables. Lo ejemplos de vehículos, diluyentes y/o excipientes adecuados incluyen: (1) solución salina tamponada 
con fosfato de Dulbecco, pH aproximadamente 7,4, que contiene aproximadamente 1 mg/ml a 25 mg/ml de albúmina 
de suero humano, (2) solución salina 0,9 % (NaCl 0,9 % p/v) y (3) dextrosa 5 % (p/v). 50 
 
Los anticuerpos de la invención se administran normalmente en una cantidad terapéutica. Las expresiones “cantidad 
terapéutica”, “cantidad farmacéuticamente eficaz”, “cantidad terapéuticamente eficaz” y “cantidad biológicamente 
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 55 
farmacéuticamente eficaz es la cantidad que da como resultado la reducción, el retardo y/o la eliminación de efectos 
indeseables (tales como patológicos, clínicos, bioquímicos y similares) que se asocian con enfermedad. Por ejemplo, 
una “cantidad terapéutica que reduce el cáncer” es una cantidad que reduce, retarda y/o elimina uno o más síntomas 
de cáncer. 
 60 
Por ejemplo, las “dosificaciones” específicas de una “cantidad terapéutica” dependerán de la vía de administración, 
el tipo de sujeto que se trate, y las características físicas del sujeto específico que se considere. Los practicantes 
expertos en los campos médicos, veterinario y otros relacionados, conocen bien estos factores y su relación para 
determinar esta cantidad. Esta cantidad y el método de administración pueden adaptarse para conseguir eficacia 
óptima pero dependerán de factores tales como el peso, la dieta, la medicación simultánea y otros factores, que 65 
reconocerán los expertos en la materia. La cantidad y frecuencia de dosificación se seleccionan para crear un nivel 
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eficaz del compuesto sin efectos sustancialmente perjudiciales. 
 
Cuando está presente en una forma de dosificación acuosa, en lugar de liofilizarse, el anticuerpo normalmente se 
formulará a una concentración de aproximadamente 0,1 mg/ml a 100 mg/ml. 
 5 
Dependiendo del tipo y gravedad de la enfermedad, de aproximadamente 0,015 a 15 mg de anticuerpo/kg de peso 
del paciente es una dosificación candidata inicial para administración al paciente, bien, por ejemplo, mediante una o 
más administraciones separadas, o bien mediante infusión continua. Para administraciones repetidas durante varios 
días o más, dependiendo de la afección, el tratamiento se repite hasta que se produce una supresión deseada de los 
síntomas de la enfermedad. 10 
 
Los métodos de la presente invención pueden practicarse in vitro, in vivo o ex vivo. 
 
Experimental 
 15 
Los siguientes ejemplos sirven para ilustrar ciertas realizaciones preferidas y aspectos de la presente invención y no 
deben interpretarse como limitantes del alcance de la misma. 
 
Ejemplo 1 
 20 
Materiales y métodos 
 
Lo siguiente es una descripción 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 comparación. 
 25 
Cultivos celulares: 
 
Se obtuvieron líneas celulares OVCAR3, SKOV3 y A2780 a través de la Colección Americana de Cultivos Tipo 
(ATCC, Manassas, VA) y se mantuvieron en cultivo de acuerdo con la bibliografía de la ATCC. Para la creación de 
líneas celulares transfectadas MUC16+, la parte carboxilo terminal del ADNc de MUC16 se introdujo como proteínas 30 
de fusión con proteína verde fluorescente usando el sistema de expresión de vector phrGFP Vitality (Stratagene, La 
Jolla, CA). Se seleccionaron líneas celulares estables usando geneticina (G418, Invitrogen, Grand Island, NY) en 
sus medios de cultivo respectivos y se aislaron por expresión de Proteína Verde Fluorescente. Se mantuvieron 
rutinariamente transfectantes estables en G418 en su medio de cultivo respectivamente. Los transfectantes 
∆MUC16c114 tienen expresión de superficie celular de proteína MUC16 del sitio de escisión potencial al extremo 35 
carboxilo terminal (AA 1776 a 1890) (12). 
 
Preparación monoclonal: 
 
Usando la secuencia de MUC16, se sintetizaron secuencias peptídicas que codificaban elementos de la secuencia 40 
de aminoácidos ∆MUC16c114 en la instalación central de microquímica del Centro de Cáncer Memorial Sloan-
Kettering (MSKCC). Los inventores sintetizaron 3 polipéptidos (Figura 1) y modificaron el Polipéptido 1 y el 
Polipéptido 2 con una cisteína en el extremo N terminal para mejor conjugación con KLH. Se mezclaron 
concentraciones iguales de los péptidos conjugados con KLH y después se usaron como el inmunógeno para 5 
ratones BALB/c. Los inventores seleccionaron 1 de los 5 ratones cuyo suero mostró la mayor reactividad frente a 45 
péptidos individuales por ELISA, y la instalación central de anticuerpos monoclonales de MSKCC realizó la fusión y 
seleccionó los anticuerpos usando protocolos convencionales. Después de 10 días de fusión, los sobrenadantes se 
seleccionaron y se exploraron con respecto a reactividad por ELISA frente a los péptidos sintéticos individuales. 
 
ELISA: 50 
 
Se realizó ELISA de tipo sándwich para ver la positividad de los anticuerpos frente a péptidos individuales y proteína 
de fusión GST-∆MUC16c114 después de protocolo de instalación central rutinaria para el ensayo de ELISA. 
 
Análisis de FACS: 55 
 
Se retiraron células diana adherentes mediante Tripsina 0,05 % y EDTA 0,1 %, se lavaron y se contaron por un 
hemocitómetro. Las células se distribuyeron en múltiples tubos Eppendorf con al menos 0,5-1 x 106 células por tubo. 
Las células se lavaron con solución salina tamponada con fosfato (PBS) que contenía FCS 1 % y azida sódica 
0,025 % (tampón de FACS). Para tinción con FACS interna, las células en los tubos Eppendorf se permeabilizaron 60 
con Solución de Permeabilización 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 tampón de FACS helado. Después se incubaron sin 
(para el control de anticuerpo secundario) o con 1 µg/tubo de sobrenadantes biorreactivos de monoclonales MUC16 
de ratón durante 30 minutos en hielo. Para tinción de FACS en superficie, las células se incubaron sin (para control 
de anticuerpo secundario) o con 1 µg/tubo de sobrenadantes biorreactivos de monoclonales de MUC16 (9B11.20.16, 65 
9C9.21.5.13 y 4H11.2.5), OC125 de ratón antihumano (M3519), M11 de ratón anti humano (M3520) 

E11760326
10-04-2017ES 2 621 874 T3

 



20 

(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 tiñeron en superficie con 1 µg/tubo de anticuerpos de ratón de control de isotipo coincidente no 
específicos (13C4 para IgG1 y 4E11 para IgG2b monoclonales obtenidos de la Instalación Central Monoclonal de 
MSKCC) y se incubaron en hielo durante 30 minutos. Todas las células se lavaron tres veces con tampón de FACS. 5 
Las células se incubaron con 1 µg/tubo de anticuerpo secundario de cabra anti IgG1 de ratón-PE o IgG2b-PE 
durante 30 minutos en hielo y después se lavaron tres veces con tampón de FACS. Las células se analizaron por 
una máquina FACS Calibur en la instalación central de citometría de flujo de MSKCC. 
 
Análisis de transferencia de Western: 10 
 
Se cultivaron líneas celulares estables en placas de 10 cm en sus medios de cultivo respectivos y se incubaron con 
CO2 5 % a 37 ºC durante 3 días. Se lavaron dos veces con PBS helado para retirar el medio que contenían suero. 
Las células adherentes se rasparon con 1-2 ml de PBS helado, y las células se sedimentaron por centrifugación en 
un tubo Eppendorf a 4 ºC en una centrífuga Eppendorf. Se descartó el sobrenadante, y las células se lisaron con 15 
0,2 ml de medio de lisis Ripa modificado (Tris-HCl 20 mM; pH 7,4; NaCl 150 mM; NP-40 1 %; Na3VO4 1 mM; PMSF 
1 mM; DTT 1 mM; leupeptina 10 µg/ml; y aprotinina 10 µg/ml) durante 30 minutos en hielo y se centrifugaron a 4 ºC 
durante 10 minutos. La solución soluble se separó en un tubo y se descartó el sedimento residual. La concentración 
de proteína se midió usando el Ensayo de Proteína Bio-Rad (BioRaD Laboratories, Hercules, CA). Se separaron 
cantidades iguales de proteínas (proteína de fusión GST-MUC16-CD o extractos de líneas celulares estables) 20 
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida de dodecilsulfato sódico (SDS-PAGE) y se transfirieron a membrana 
de nitrocelulosa usando un aparato de transferencia BioRad en una cámara frigorífica a 4 ºC. Las membranas se 
bloquearon con albúmina de suero bovina (BSA) 3 % en PBS con Tween-20 (PBST) 0,1 % a 4 ºC durante una 
noche. Las membranas se exploraron con anticuerpo primario (dilución 1:1000) durante 1 hora a temperatura 
ambiente y después se lavaron tres veces con PBST. Después las membranas se tiñeron con anticuerpo secundario 25 
correspondiente, anticuerpo completo anti IgG de ratón unido a peroxidasa de rábano rusticano (HRP) de oveja (GE 
Healthcare, RU) (dilución 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 Elmer, Waltham, MA) 
durante 1-5 minutos a temperatura ambiente, y las señales se revelaron en Película BioMax de Kodak. 
 30 
Estudios de unión e internalización con anticuerpos monoclonales y transfectantes estables OVCAR3 y SKOV3: 

 
se marcaron anticuerpos monoclonales purificados con 131I usando el método de iodogen y se purificaron por 
cromatografía de exclusión por tamaño (22). Se realizaron estudios de unión de saturación con anticuerpos 
radiomarcados usando sustratos de células OVCAR-3 intactas. Brevemente, se prepararon 10 soluciones de 35 
ensayo (por triplicado) y contenían cantidades crecientes de los anticuerpos radioyodados, 3-500.000 células en 
un volumen total de 500 µl de PBS (BSA 0,2 %; pH 7,4). Las células se aislaron mediante filtración rápida a 
través de una membrana de fibra de vidrio y se lavaron con solución salina tamponada con tris helada. Las 
células se contaron en un contador gamma con patrones de actividad total añadidos. Para cada concentración de 
anticuerpo radiomarcado, se determinó la unión no específica en presencia de 100 nM del anticuerpo no 40 
modificado. Los datos se analizaron con un método de regresión de mínimos cuadráticos (Origen, Microcal, 
Software Inc., Northampton, MA) para determinar los valores de Kd y Bmáx y se realizó una transformación de 
Scatchard. 

 
Se realizaron estudios de internalización de células de anticuerpos con anticuerpos monoclonales 131I-4H11 y 131I-45 
OC125 y células transfectadas estables SKOV3-phrGFP-∆MUC16c334. Brevemente, se añadió anticuerpo 
radiomarcado (370 MBq/mg, 100 kcpm) en 2 ml de medio a células SKOV3 sembradas en una placa de 6 pocillos. 
Las placas se incubaron a 37 ºC durante hasta 24 horas. En diversos puntos temporales, el medio se retiró de tres 
pocillos y las células se lavaron con 2 x 2 ml de PBS. Después se retiró la actividad unida a superficie celular y se 
recogió con 2 x 2 ml de un lavado ácido helado (ácido acético 100 mM glicina 100 mM; pH 3,0). Las células se 50 
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 añadida. Todas 
las muestras de medios se analizaron por ITLC-SG con fases móviles de TCA 5 % para determinar 131I no unido. 
 
Micromatriz tisular (TMA): 55 
 
Se construyeron micromatrices tisulares dentro de la institución 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 60 
Hedvat et al (23-24). Se usó un Dispositivo de Matrices Tisulares MTA-1 operado manualmente de Beecher 
Instruments Inc. (Sun Prairie, WI) para producir puntos circulares de muestras (núcleos) que medían de 0,6 a 
1,0 mm de diámetro. Los núcleos se dispusieron de 0,3 a 0,4 mm de separación entre sí. Se dispuso 
estratégicamente una capa de tejidos de control alrededor de las micromatrices tisulares en sí mismas para evitar 
efectos de deshile. La composición específica de cada micromatriz tisular se define posteriormente. Se prepararon 65 
portaobjetos de micromatrices tisulares para cáncer ovárico, cáncer de próstata, adenocarcinoma del pulmón, 
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neoplasias mucinosas del páncreas y carcinoma de mama invasivo ductal e invasivo lobular cortando secciones de 
4 µm 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. 
 
Inmunohistoquímica: 5 
 
Se realizó inmunohistoquímica 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 
micrómetros, se colocaron en portaobjetos de microscopio Superfrost/Plus (Fisher brand) y se hornearon en un 
horno a 60 ºC durante al menos 60 minutos. Los portaobjetos se desparafinizaron después y se hidrataron con agua 10 
destilada, se empaparon en tampón citrato a pH 6,00 durante 30 minutos a 97 ºC, se lavaron en agua corriente 
durante 2-5 minutos, se incubaron durante 5 minutos en peróxido de hidrógeno 3 % diluido en agua destilada. Los 
portaobjetos se lavaron en agua destilada durante 1 minuto, se transfirieron a un baño de solución 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 mínimo de 1 minuto. Después de secar alrededor de secciones tisulares, se aplicó suero normal a una 15 
dilución 1:20 en BSA/PBS 2 % y se incubaron durante un mínimo de 10 minutos a temperatura ambiente en una 
cámara de humedad. El suero se extrajo después por succión sin permitir que las secciones se secaran, y se 
colocaron aproximadamente 150 lambda de anticuerpo nuevo a una dilución de 1:1000 en el tejido. El portaobjetos 
se incubó durante una noche (aproximadamente 15-18 horas) a 4 ºC en una cámara de humedad. El anticuerpo 
primario se retiró por lavado usando tres cambios de PBS durante 10 minutos cada uno. Se aplicó anticuerpo 20 
secundario, α ratón biotinilado de Vector laboratories (Burlingame, Ca) a una dilución 1:500 en BSA/PBS 1 % y se 
incubó durante 45-60 minutos a temperatura ambiente en cámara de humedad. El anticuerpo se retiró de nuevo por 
lavado usando tres cambios de PBS como anteriormente. Los portaobjetos se transfirieron después a un baño 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 contratiñeron usando hematoxilina modificada por Harris (Fisher), se descoloraron con 25 
alcohol ácido 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. 
 
Puntuación de inmunohistoquímica: 
 30 
Los anticuerpos disponibles en el comercio, tales como OC125 y M11, se dirigen a epítopos dependientes de 
glucosilación complejos. La hipótesis de los inventores es que la glucosilación puede ser específica 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 expresión de MUC16. Los tres anticuerpos candidatos, 4H11, 9C9 y 4A5, se 
caracterizaron usando sedimentos de línea celular OVCAR3. De los tres, el anticuerpo 4H11 mostró el patrón de 35 
tinción más fuerte, más difuso y uniforme a múltiples diluciones, con la menor cantidad de tinción de fondo y, por lo 
tanto, se optimizó para su uso en tejidos humanos en la instalación central de patología. 
 
Usando 4H11, los inventores tiñeron y puntuaron la positividad usando micromatrices tisulares de carcinomas 
serosos ováricos de alto grado, de alto estadio, (Figura 2), siendo estos tumores el tipo más común de cáncer 40 
ovárico, que representa aproximadamente 80-85 % de todos los carcinomas ováricos en naciones occidentales 
industrializadas (25). Para ensayar la especificidad del nuevo anticuerpo, los inventores también tiñeron 
micromatrices tisulares de cánceres de la próstata, pulmón, mama y páncreas y compararon sus intensidades de 
tinción con la del anticuerpo monoclonal OC125 (Figura 6A-D). Para determinar si habría cualquier reactividad 
cruzada con tejidos humanos normales, los anticuerpos también se ensayaron en TMA adultos y fetales humanos 45 
normales. 
 
Un patólogo de referencia revisó todas las secciones teñidas (KJP). Un segundo patólogo (RAS) puntuó también de 
forma independiente un subconjunto de núcleos para los que había tinción equívoca para asegurar la uniformidad en 
los métodos de puntuación. Solamente se consideraron positivas la tinción citoplasmática y/o membranosa. Si una 50 
parte de la célula mostró tinción membranosa, esta se consideró tinción parcial. Se ideó un sistema de puntuación 
para proporcionar una evaluación semicuantitativa de distribución e intensidad de tinción en núcleos individuales. Al 
mismo tiempo, se diseñó para ser útil para comparar la distribución e intensidad de tinción entre OC125 y los nuevos 
anticuerpos. La puntuación incorporó el porcentaje de células, la intensidad y el patrón de la tinción de acuerdo con 
los siguientes patrones: puntuación 0: sin tinción; puntuación 1: <5 % fuerte o débil; puntuación 2: 5-50 % fuerte o 55 
débil; puntuación 3: 51-75 % fuerte o 51-100 % débil; puntuación 4: 76-99 % fuerte; y puntuación 5: 100 % tinción 
fuerte (Figura 3). El patólogo revisó en primer lugar todas las micromatrices tisulares teñidas con OC125 y puntuó 
cada núcleo. Después los mismos núcleos teñidos con los nuevos anticuerpos tuvieron una puntuación de 1 hasta 
varios días después de OC125 sin referencia a los resultados previos. Se realizó una comparación directa de la 
puntuación entre las tinciones para cada núcleo solamente después de haberse completado todas las puntuaciones. 60 
Se usó el mismo proceso para todas las micromatrices tisulares no ováricas. Después de la comparación, se 
determinó que la tinción de núcleo era concordante, equívoca o discordante basándose en los diferenciales de 
puntos. Los núcleos concordantes difirieron en de 0 a 1 punto, los puntos equívocos difirieron en 2 puntos y los 
puntos discordantes difirieron en de 3 a 5 puntos. La única excepción a esta norma fue cuando la diferencia de 1 
punto era entre una puntuación de 0 y 1, en cuyo caso, las diferencias se consideraron equívocas. Esto fue así para 65 
separar realmente los casos negativos de los incluso focalmente positivos. 
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Ejemplo 2 
 
Generación y caracterización de anticuerpos monoclonales anti MUC16 
 
Se hallaron anticuerpos monoclonales dirigidos a MUC16 mediante exploración basada en ELISA usando tanto 5 
péptidos individuales como proteína GST-∆MUC16c114 recombinante seguido de subclonación 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-AMUC16c114, análisis de FACS y células de tipo silvestre OVCAR3 10 
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Tabla 2: anticuerpos específicos para partes a modo de ejemplo de MUC16 
 

1. Polipéptido 1 de Muc16: 
 

14394 14410 (secuencia de MUC16) 

 

17aa 

Son monoclonales de ratón que son específicos para este péptido:  

 

 5 
2. Polipéptido 2 de Muc16: 
 

14425 14442 (secuencia de MUC16) 

 

18aa 

Son monoclonales de ratón que son específicos para este péptido:  

 

 
3. Polipéptido 3 de Muc16 (SEQ ID NO: 03) 
 10 

14472 14492 (secuencia de MUC16) 

 

21aa 

Son monoclonales de ratón que son específicos para este péptido:  

 

14452 14475  

 

es región transmembrana 24aa 

 

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

14367 14398 (secuencia de MUC16) 

 

32aa 
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Son monoclonales de ratón que son específicos para este péptido:  
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Los anticuerpos monoclonales identificados se enumeran en la Tabla 1A y Tabla 2. Cada uno de los anticuerpos 
monoclonales seleccionados era reactivo contra GST-∆MUC16c114. Los anticuerpos dirigidos contra MUC16 
comerciales (OC125, M11 o VK8) no se unieron con GST-∆MUC16c114 en ELISA o transferencia de Western. Los 
clones se ensayaron en FACS frente a células de cáncer ovárico OVCAR3 y en análisis de transferencia de Western 5 
frente a GST-∆MUC16c114 (Tabla 1B), y se aislaron anticuerpos monoclonales purificados seleccionados. 
 
Los inventores usaron las células OVCAR3 de tipo silvestre y SKOV3 transducidas con phrGFP-4MUC16c114 para 
caracterizar los anticuerpos seleccionados por análisis de FACS. Todos los anticuerpos monoclonales seleccionados 
se unieron a ambas líneas celulares mientras que los anticuerpos VK8, M11 y OC125 comerciales se unieron con 10 
las células OVCAR3 pero no con la línea celular SKOV3-phrGFP-∆MUC16c114. Los anticuerpos contra el Polipéptido 
3 requirieron permeabilización ya que es un epítopo interno (Figura 7). 
 
El análisis de transferencia de Western usando la proteína purificada GST-∆MUC16c114 mostró fuerte unión con los 
anticuerpos 4H11 y 9C9 (Figura 4A), mientras que los otros anticuerpos seleccionados mostraron menos unión. El 15 
transfectante SKOV3-phrGFP-∆MUC16c114 también fue positivo por análisis de transferencia de Western usando 
anticuerpos 4H11 y 9C9 (Figura 4B). Como anteriormente, los anticuerpos comerciales no interaccionaron con la 
proteína purificada GST-∆MUC16c114 o lisados celulares de la línea celular SKOV3-phrGFP-∆MUC16c114. 
 
Se examinó la unión de seis anticuerpos monoclonales contra OVCAR3 MUC16 en estudios de unión de afinidad. 20 
Tres anticuerpos, 9C7, 5C2 y 28F7, mostraron solamente niveles modestos de unión en comparación con la unión 
no específica de estos anticuerpos con las células OVCAR3, que portan grandes números de sitios de unión a 
MUC16. Por el contrario, los anticuerpos monoclonales 4H11, 9C9 y 4A5 mostraron afinidad de unión altamente 
específica, como se muestra en la Figura 5A, con afinidades de unión de 6,8-8,6 nM contra los epítopos de 
superficie celular de células OVCAR3. Los inventores también examinaron la internalización de anticuerpo unido a 25 
proteína MUC16 de superficie celular. Los inventores examinaron la internalización en la línea celular SKOV3-
phrGFP-4MUC16c334 transfectada que porta el extremo carboxilo terminal de MUC16, incluyendo el epítopo de 4H11 
y una única secuencia de repetición en tándem degradada para interaccionar con el anticuerpo OC125. Los 
anticuerpos comerciales OC125, M11 y VK8 se unen todos a la superficie celular de esta línea celular transducida. 
El 4H11 marcado con 131I mostró rápida internalización a un alto nivel, mientras que el anticuerpo OC125 marcado 30 
con 131I se internalizó a una tasa mucho menor (Figura 5B). 
 
Ejemplo 3 
 
Resultados de inmunohistoquímica: 35 
 
Dadas sus afinidades de unión altamente específicas, los anticuerpos 9C9, 4A5 y 4H11 se caracterizaron por utilidad 
en inmunohistoquímica usando líneas celulares OVCAR3. De los tres, el anticuerpo 4H11 se seleccionó para 
optimizar para su uso en tejidos humanos basándose en su patrón de tinción robusto, sensible y específico en 
comparación con los otros dos anticuerpos. 40 
 
A. Ovario 
 
Se tiñeron portaobjetos de micromatrices tisulares de carcinoma seroso ovárico de alto grado, de alto estadio, 
compuestos de 419 núcleos, que representaban tumores primarios, metastásicos y recurrentes de 40 pacientes con 45 
anticuerpos monoclonales tanto OC125 como 4H11 (Figura 2). Las micromatrices tisulares de OC125 mostraron 279 
(66 %) núcleos con tinción 3-5, 99 (24 %) con tinción 1-2 y 41 (10 %) sin tinción. Las micromatrices tisulares de 
4H11 mostraron 236 (56 %) con tinción 3-5, 91 (22 %) con tinción 1-2 y 92 (22 %) sin tinción. Los dos anticuerpos 
fueron concordantes en 233 núcleos (56 %), equívocos en 161 (38 %) y discordantes en 25 (6 %). De los 25 núcleos 
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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 núcleos discordantes y equívocos juntos, 48 (26 %) de los cuales mostraron mayor 
tinción con 4H11 que OC125. El patrón de tinción tanto de 4H11 como de OC125 fue citoplasmático y membranoso, 
aunque el patrón membranoso de OC125 fue más fuerte y mejor definido que 4H11 en la mayoría de los casos. Los 5 
casos discordantes demostraron mayores niveles de 4H11 que otros casos. 
 
B. Cáncer de mama 
 
También se examinó otros diversos tejidos con respecto a tinción de 4H11 para ensayar la especificidad del 10 
anticuerpo. De los 50 núcleos de carcinomas ductales invasivos de mama (número de pacientes no disponibles), 
solamente 2 (4 %) mostraron una puntuación de 4 o mayor tinción de 4H11 y ninguno tuvo puntuaciones de 3-5 para 
tinción de OC125. El patrón de tinción con OC125 fue principalmente apical/luminal con algo de tinción 
citoplasmática granular. Algunos tumores con lúmina intracitoplasmática también captaron la tinción de OC125. 
4H11 mostró un rubor citoplasmático más difuso sin acentuación membranosa. 15 
 
Por el contrario, la micromatriz tisular de carcinoma de mama lobular invasivo (compuesta de 179 núcleos con tumor 
viable, número de pacientes no disponible) tuvo tinción de MUC16 frecuente con 4H11. En esta micromatriz tisular, 
168 núcleos (94 %) no mostraron tinción para OC125, 5 (3 %) mostraron tinción 1-2 y solamente 6 (3 %) mostraron 
una intensidad de tinción de 3. La tinción de 4H11 fue diferente en su patrón de distribución, no mostrando 49 (27 %) 20 
ninguna tinción, mostrando 81 (45 %) tinción 1-2 y mostrando 49 (27 %) tinción 3-4. Ni OC125 ni 4H11 tuvieron 
núcleos con una intensidad de tinción de 5. El patrón de tinción fue citoplasmático, luminal/membranoso o 
intraluminal tanto para OC125 como para 4H11. El patrón intraluminal fue fuerte e intenso para ambas tinciones y 
destacó el lumen intracitoplasmático que está habitualmente presente en carcinomas lobulares. Las tasas de 
concordancia fueron 34 % concordantes, 43 % equívocas y 23 % discordantes. De los casos equívocos y 25 
discordantes, no hubo ninguno en el que el OC125 fuera mayor que el 4H11. Los 42 casos discordantes y 76 de 77 
casos equívocos tuvieron 4H11 mayor que OC125. También hubo tinción luminal focal con 4H11 en conductos de 
mama benignos y carcinoma lobular in situ. 
 
C. Adenocarcinomas de pulmón, pancreáticos y prostáticos 30 
 
Los tumores de otros órganos no eran reactivos con ninguno de los anticuerpos. El adenocarcinoma de pulmón TMA 
tuvo 237 núcleos de 86 pacientes que contenían tumor viable. En el TMA pancreático hubo 92 núcleos de 21 
pacientes que contenían tumores mucinosos pancreáticos, incluyendo neoplasias mucinosas papilares intraductales 
(IPMN) y carcinomas ductales invasivos. En el cáncer de próstata TMA hubo 169 núcleos (número de pacientes no 35 
disponible). Ninguna de estas micromatrices tisulares de cáncer tuvo unión significativa con OC125 o 4H11. Esta 
información se resume en la Tabla 3. 
 

Tabla 3. Intensidad de tinción de OC125 en comparación con 4H11 en micromatrices tisulares 
 Puntuación de intensidad de tinción de OC125 frente a 4H11 (%) 

Sitio 0 1-2 3-5 

 OC125 4H11 OC125 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 pulmón 63 77 24 18 13 5 

Neoplasias mucinosas de páncreas 98 88 2 10 0 2 

Adenocarcinoma de próstata 0 0 0 0 0 0 

Puntuación 0: 0 % de tinción; 1: <5 % fuerte o débil; 2: 5-50 % fuerte o débil; 3: 51-75 % fuerte o 51-100 % débil; 4 
76-99 % fuerte 5: 100 % fuerte 
 40 
D. Tejidos normales 
 
No hubo ninguna tinción con OC125 o 4H11 en colon adulto normal, recto, hocico de tenca, intestino delgado, 
ovario, hígado, conductos pancreáticos, bazo, riñón y piel. OC125 y 4H11 tiñeron ambos glándulas del canal del 
cuello uterino (OC125 luminal, 4H11 débil citoplasmática), glándulas esofágicas (luminal), epitelio bronquial (OC125 45 
luminal, 4H11 gránulos intracitoplasmáticos) y corpúsculos tímicos (citoplasmático). 4H11 demostró tinción de débil a 
moderada de las glándulas gástricas, particularmente en las criptas, con un patrón granular intracitoplasmático. 
Otros órganos que mostraron tinción intracitoplasmática puntuada con 4H11 fueron solamente próstata, túbulos 
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seminíferos de los testículos y las células de los islotes del páncreas. La tinción en las células de islotes 
pancreáticos fue particularmente fuerte y uniforme. También hubo tinción no específica del hígado, riñón y cerebro 
con 4H11. No hubo ningún caso que se tiñera con OC125 y no con 4H11. 
 
De forma similar, no hubo tinción con OC125 o 4H11 en corazón fetal, vesícula biliar, colon, intestino delgado, 5 
hígado, recto, glándula adrenal, tiroides, bazo, piel, hueso, epidídimo, cerebro, pulmón, músculo, músculo liso, riñón, 
ojo, cordón umbilical y placenta. OC125 solamente tiñó corpúsculos tímicos en un patrón similar al del tejido adulto. 
4H11 tiñó tanto células endocrinas pancreáticas fetales como glándulas del canal del cuello uterino en un patrón 
similar al de sus homólogos adultos. Las células de islotes mostraron un patrón citoplasmático granular y las 
glándulas del canal del cuello uterino mostraron un patrón luminal lineal, que fue más similar al patrón de OC125 en 10 
el tejido adulto. 
 
Ejemplo 4 
 
Erradicación exitosa de tumores ováricos peritoneales establecidos en ratones Beige SCID después de 15 
transferencia adoptiva de linfocitos T genéticamente dirigidas al antígeno MUC16. 
 
Fin: la mayoría de los pacientes a los que se diagnostica cáncer ovárico morirán en última instancia de su 
enfermedad. Por esta razón, 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 20 
introducción de un gen que codifica un receptor de antígeno quimérico (CAR), un receptor de linfocitos T artificial, 
dirigido a un antígeno asociado a tumor, es un enfoque nuevo y prometedor para terapia de cáncer aplicable al 
tratamiento de cáncer ovárico. 
 
Diseño experimental: se han generado varios CAR dirigidos al dominio extracelular conservado de MUC16, 25 
denominado MUC-CD, un antígeno altamente expresado en una mayoría de carcinomas ováricos. Se investiga la 
biología in vitro de linfocitos T humanos transducidos por retrovirus para expresar estos CAR por ensayos de 
cocultivo en células presentadoras de antígenos artificiales (AAPC) generadas a partir de fibroblastos NIH3T3 
modificados genéticamente para expresar el antígeno de MUC-CD diana, así como por ensayos de citotoxicidad que 
utilizan la línea celular de tumor ovárico OV-CAR3(MUC-CD) humana y células tumorales de paciente primarios. 30 
Finalmente, se evaluó la eficacia antitumoral in vivo de linfocitos T dirigidos por MUC-CD en un modelo tumoral 
murino de OV-CAR3(MUC-CD) xenogénico, ortotópico, de ratones Beige SCID. 
 
Se exponen secuencias a modo de ejemplo usadas en este trabajo en las Figuras 17-19. 
 35 
Resultados: Los linfocitos T dirigidos a MUC-CD modificados por CAR derivados tanto de donantes sanos como de 
pacientes con cáncer ovárico mostraron actividad citolítica in vitro eficaz contra líneas celulares ováricas humanas 
así como células de carcinoma ovárico primario. Los linfocitos T dirigidos a MUC-CD pueden expandirse 
adicionalmente ex vivo mediante múltiples 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 40 
intraperitoneales retardaron la progresión o erradicaron completamente el tumor incluso en la situación de 
enfermedad avanzada. 
 
Conclusión: Estos estudios preclínicos prometedores justifican adicionalmente la investigación de linfocitos T diana 
MUC-CD como un enfoque terapéutico potencial en la situación clínica tratando a pacientes con carcinomas 45 
ováricos MUC-16+ de alto riesgo. 
 
Introducción 
 
El cáncer ovárico es el sexto cáncer más común en todo el mundo y la séptima causa principal de muertes 50 
relacionadas con cáncer en mujeres (1, 2). A pesar de terapia de multimodalidad con cirugía y quimioterapia, la 
mayoría de los pacientes con carcinomas ováricos tienen un mal pronóstico. Por esta razón, se necesitan con 
urgencia enfoques alternativos para tratar esta enfermedad. 
 
La infusión de los linfocitos T del propio paciente dirigidos genéticamente ex vivo a antígenos expresados en la 55 
superficie de células tumorales es un nuevo enfoque prometedor para la inmunoterapia adoptiva de cáncer, y uno 
que solamente se ha explorado recientemente en profundidad en la situación clínica. Los linfocitos T pueden 
modificarse genéticamente para dirigirse a antígenos asociados a tumores mediante la introducción retroviral de 
genes que codifican receptores de linfocitos T artificiales denominados receptores de antígenos quiméricos (CAR). 
La ingeniería genética de linfocitos T para expresar receptores de linfocitos T artificiales que dirigen citotoxicidad 60 
hacia una célula tumoral presenta un medio para potenciar el reconocimiento inmunitario y la eliminación de células 
cancerosas. Los CAR están compuestos más habitualmente por un anticuerpo de longitud de fragmento 
monocatenario (scFv), derivado de un anticuerpo monoclonal murino que se dirige a un antígeno asociado a tumor 
dado, fusionado con un dominio transmembrana (normalmente CD8, CD28, OX-40 y 4-1BB), fusionado con el 
dominio de señalización citoplasmática de cadena ζ de TCR (3-13). Cuando se usan para reprogramar la 65 
especificidad de linfocitos T, estos receptores de fusión permiten el reconocimiento de antígeno nativo. Cuando se 
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expresa por los linfocitos T, la construcción resultante tras su interacción con el antígeno diana, induce activación de 
linfocitos T, proliferación y lisis de células diana. Estos receptores de fusión transducen una señal coestimulante 
dependiente de antígeno funcional en linfocitos T primarios, permitiendo proliferación de linfocitos T sostenida 
cuando interaccionaron tanto TCR endógenos como un receptor quimérico para señalización estimulante. Hasta la 
fecha, los estudios preclínicos que utilizan linfocitos T modificados por CAR han demostrado resultados 5 
prometedores en una amplia diversidad de tumores malignos (3, 4, 11, 14-18). Más recientemente este enfoque se 
ha investigado clínicamente en forma de ensayos de fase I (6, 19-21). Estos enfoques genéticos ofrecen un medio 
para potenciar el reconocimiento inmunitario y eliminación de células cancerosas. 
 
Los carcinomas ováricos parecen ser tumores relativamente inmunogénicos capaces de inducir una respuesta 10 
inmunitaria endógena basándose en el hecho de que el pronóstico a largo plazo de los pacientes está notablemente 
influido por el grado y calidad de la respuesta inmunitaria endógena al tumor. Específicamente, se ha documentado 
bien que la presencia de linfocitos T efectores endógenos dentro del microambiente tumoral de cáncer ovárico se 
correlaciona directamente con supervivencia de pacientes prolongada (22-25). Por el contrario, números crecientes 
de linfocitos T reguladores CD4+ CD25hi supresores inmunitarios (Treg) dentro del tumor, que a su vez anulan 15 
supuestamente la actividad antitumoral de linfocitos T efectores de infiltración, se correlacionan con supervivencia 
del paciente más corta (26-29). De hecho, parece que es la relación de Treg con respecto a linfocitos T efectores 
dentro del microambiente tumoral lo que en última instancia dicta si la respuesta inmunitaria endógena al cáncer es 
beneficiosa o perjudicial para el paciente (24, 28). En esta situación, la capacidad de generar y expandir 
posteriormente una población de linfocitos T efectores dirigidos a tumor ex vivo que se infunden posteriormente de 20 
vuelta al paciente, puede a su vez desplazar la relación de Treg con respecto a linfocitos T efectores a una más 
favorable para erradicar la enfermedad. 
 
Las mucinas son biomoléculas importantes para la homeostasis celular y la protección de superficies epiteliales. Los 
cambios en la expresión de mucinas en cáncer ovárico podrían aprovecharse en diagnóstico, pronóstico y 25 
tratamiento (1). MUC16 es una de dichas mucinas que se sobreexpresa en la mayoría de carcinomas ováricos y es 
un marcador de suero sustituto establecido (CA-125) para la detección y progresión de cánceres ováricos (30-33). 
MUC16 es una mucina altamente glucosilada compuesta de un dominio escindido y liberado grande, denominado 
CA-125, que consiste en múltiples secuencias repetidas, y un dominio conservado (MUC-CD) que incluye un 
fragmento extracelular no repetido residual, un dominio transmembrana y una cola citoplasmática (34). Ya que el 30 
antígeno se expresa de otro modo solamente a niveles bajos en el útero, endometrio, trompas de Falopio, ovarios y 
serosa de las cavidades abdominal y torácica, MUC16 es una diana potencialmente atractiva para terapias basadas 
en inmunidad. 
 
Sin embargo, el hecho de que la mayoría del dominio extracelular de MUC16 se escinde y secreta limita la utilidad 35 
de MUC16 como un antígeno diana en carcinomas ováricos. De hecho, hasta la fecha, todos los MAb presentados 
para MUC16 se unen a epítopos presentes en la fracción de CA-125 secretada grande de la glucoproteína, sin 
saberse que ninguno se una con la fracción extracelular conservada (MUC-CD) del antígeno (35-37). Ya que la 
fracción de MUC-CD del antígeno está conservada en la superficie celular, la generación de linfocitos T específicos 
para esta parte de MUC16 puede superar en gran medida la limitación de MUC16 como una diana para 40 
inmunoterapia celular adoptiva. Para este fin, se ha generado previamente una serie de MAb murinos específicos 
para el dominio extracelular de MUC-CD conservado (38). Utilizando un hibridoma que expresa uno de dichos MAb, 
4H11, se han construido con éxito varios CAR específicos para el antígeno MUC-CD. La presente invención 
proporciona un ácido nucleico que codifica un receptor de linfocitos T quimérico, compuesto de, al menos una 
cadena zeta, una región de señalización y un elemento de unión que interacciona específicamente con una diana 45 
seleccionada así como el receptor de linfocitos T quimérico que comprende una parte de cadena zeta, una región de 
señalización y un elemento de unión. 
 
En este informe, se demuestra la transducción retroviral altamente eficaz de estos CAR dirigidos a MUC-CD en 
linfocitos T humanos con linfocitos T resultantes capaces de dirigir específicamente y lisar células tumorales MUC-50 
CD+ in vitro. Además, se demuestra la expansión 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 expansión exitosa de linfocitos T modificados permitió a los inventores generar 
posteriormente suficientes números de linfocitos T para realizar estudios in vivo en ratones Beige SCID 
inmunocomprometidos que portaban tumores ováricos humanos MUC-CD+ intraperitoneales establecidos. 55 
Significativamente, en estos estudios se demostró eficacia antitumoral notable de linfocitos T dirigidos a MUC-CD, 
tanto después de inyección intraperitoneal directa como después de inyección intravenosa en comparación con 
ratones no tratados, o ratones tratados con linfocitos T que portaban un CAR dirigido a un antígeno irrelevante. 
Además, se demostró citotoxicidad significativa de linfocitos T de pacientes 4H11-28z+ y linfocitos T de donantes 
sanos que se dirigían a células de carcinoma ovárico derivado de líquido ascítico primario de pacientes de cáncer. 60 
 
En el conocimiento de los inventores, este es el primer informe en el que linfocitos T genéticamente dirigidos al 
antígeno MUC16 demuestran eficacia antitumoral notable contra tumores MUC16+ bien in vitro o bien in vivo. Estos 
datos sirven como una justificación para proponer ensayos clínicos futuros utilizando este enfoque en pacientes con 
carcinomas ováricos de alto riesgo. 65 
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Materiales y métodos 
 
Líneas celulares y linfocitos T 
 
La línea celular tumoral OV-CAR3 se cultivó en RPMI 1640 (Invitrogen, Grand Island, NY) complementado con FBS 5 
inactivado por calor al 10 %, aminoácidos no esenciales, tampón de HEPES, piruvato y BME (Invitrogen). Las líneas 
celulares productoras retrovirales PG13 y gpg29 se cultivaron en DMEM (Invitrogen) complementado con FCS al 
10 % y células presentadoras de antígenos 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.º 95-054, en tubos BD Vacutainer CPT 10 
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) según las instrucciones del fabricante. Todos los medios se complementaron 
con L-glutamina 2 mmol/l (Invitrogen), penicilina 100 unidades/ml y estreptomicina 100 µg/ml (Invitrogen). Se 
cultivaron linfocitos T en medio RPMI 1640 como anteriormente complementados con IL-2 20 UI/ml (Novartis 
Pharmaceuticals, East Hanover, NJ) y donde se indique, el medio se complementó con interleucina 15 10 ng/ml (R & 
D Systems, Minneapolis, MN). 15 
 
Aislamiento de células de cáncer derivadas de líquido ascítico de pacientes  
 
Se obtuvieron células de cáncer derivadas de líquido ascítico humano primario de pacientes con cáncer ovárico que 
se sometieron a cirugía para carcinoma ovárico seroso avanzado de nuevo diagnóstico con el protocolo aprobado 20 
por IRB n.º 97-134. Las células tumorales se aislaron del líquido ascítico de pacientes por centrifugación 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 análisis futuro. 
 
Generación de los CAR 4H11z y 4H11-28z dirigidos a MUC-CD 25 
 
Las regiones variables de cadena pesada y ligera del anticuerpo monoclonal 4H11 derivaron de la línea celular de 
hibridoma 4H11. Utilizando ADNc generado a partir de ARN de 4H11 se aisló la región codificante de VH por PCR 
RACE utilizando cebadores modificados como se ha descrito en otra parte (39, 40). La región variable de cadena VL 
se clonó por PCR convencional utilizando cebadores modificados como se describe en Orlandi et al (41, 42). Los 30 
fragmentos VH y VL resultantes se subclonaron en el vector de clonación TopoTA PCR 2.1 (Invitrogen) y se 
secuenciaron. Los fragmentos VH y VL se ligaron posteriormente a un dominio espaciador (Gly4Ser)3, generando el 
scFv 4H11 y se fusionaron con el péptido líder CD8 humano (CD8L) por PCR solapante (9, 41). Para construir los 
CAR 4H11 dirigidos a MUC-CD, se fusionó la región 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 señalización 35 
citoplasmático y transmembrana de CD28 (para generar el CAR 4H11-28z), fusionados con el dominio de 
señalización CD3-ζ 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 líneas celulares productoras de retrovirus 
seudotipificadas por envoltura de virus de leucemia de gibón (GaLV) PG13 estables (41). 40 
 
Transferencia de genes retrovirales 
 
Se activaron células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de donantes sanos aisladas con fitohemaglutinina 
(PHA) a 2 µg/ml (Sigma, St. Louis, MO) y se transdujeron por retrovirus en placas de cultivo no tisular recubiertas 45 
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, Japón) según las instrucciones del fabricante. 
Cuarenta y ocho horas después de la activación de PHA, se colocaron alícuotas de 1x106 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 días consecutivos con sobrenadante retroviral 50 
nuevo añadido diariamente a 2000 g a 30 ºC durante 1 h (45). Se evaluó la transferencia génica el día 7 por FACS. 
 
Para generar las células presentadoras de antígenos artificiales de fibroblastos murinos NIH-3T3 relevantes, se 
subclonó inicialmente una construcción de MUC-CD que codificaba los dominios extracelular, transmembrana y 
citoplasmático conservados del antígeno MUC-16 en vector retroviral SFG, SFG(MUC-CD). Se generaron AAPC 55 
3T3(MUC-CD) mediante transducción retroviral de SFG(MUC-CD) en fibroblastos NIH-3T3 de tipo silvestre, mientras 
que se generaron AAPC 3T3(MUC-CD/B7.1) mediante transducción retroviral de fibroblastos 3T3(B7.1) previamente 
establecidos (41, 46). Se aislaron líneas celulares altamente enriquecidas por FACS. 
 
Para generar las líneas celulares OV-CAR3(MUC-CD) y OV-CAR3(MUC-CD/GFP-FFLuc), se transdujeron por 60 
retrovirus la línea celular de cáncer ovárico 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 
expresión de MUC-CD solamente para la línea celular OVCAR3(MUC-CD) o expresión de MUC-CD y GFP doble 
para la línea celular OVCAR3(MUC-CD/GFP-FFLuc). La expresión de MUC-CD por FACS se evaluó usando MAb 65 
4H11. 
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Análisis in vitro de linfocitos T humanos CAR+ 
 
Para evaluar la expansión in vitro y liberación de citocinas tras estimulación, se cocultivaron linfocitos T transducidos 
durante 7 días después de la transducción 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 5 
complementadas. Para generar suficientes números 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 
UI 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. 10 
 
Análisis de transferencia de Western de expresión de CAR 
 
Se realizó análisis 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 15 
se resuspendieron en tampón de ensayo de radioimmunoprecipitación (RIPA) (Boston BioProducts, Worcester, MA) 
con inhibidor de proteasa completo mini según las instrucciones del fabricante (Roche Diagnostics, Indianápolis, IN). 
Las proteínas resultantes se separaron en mini geles de SDS-PAGE 12 % (Bio-Rad, Hercules, CA) después de la 
adición de tampón de carga reductor 6X (Boston BioProducts, Worcester, MA) y calentamiento a 100 ºC durante 10 
minutos. Las proteínas separadas se transfirieron posteriormente a membranas Immobilon y se exploraron usando 20 
un anticuerpo monoclonal anti cadena CD3ζ humana (BD Biosciences). Se detectó la unión de anticuerpo 
explorando la mancha de transferencia con anticuerpo de cabra anti ratón conjugado con peroxidasa de rábano 
rusticano seguido de detección luminiscente usando Reactivo de Quimioluminiscencia Western Lighting Plus 
(Perkin-Elmer Life Sciences, Boston, MA) según las instrucciones del fabricante. 
 25 
Ensayos de citotoxicidad 
 
Se evaluó la citotoxicidad de linfocitos T modificados in vitro usando el ensayo DELFIA® EuTDA (PerkinElmer LAS, 
Inc, Boston, MA) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Se evaluó 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 30 
linfocitos T efectores en estos ensayos representan el número de linfocitos T CD8+ CAR*. 
 
Ensayos de detección de citocinas 
 
Se realizaron ensayos de citocinas según las especificaciones del fabricante usando un ensayo de detección de 35 
citocinas humanas múltiple para detectar IL-2 e IFNγ (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 ratón Beige SCID in vivo  
 40 
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 imágenes 
bioluminiscentes (BLI) 3 x 106 células tumorales OV-CAR3(MUC-CD/GFP-FFLuc). Posteriormente, se inyectaron 3 x 
107 linfocitos T CAR+ ip o iv el día 1 o 7 después de la inyección tumoral como se indica. Los ratones se 
supervisaron con respecto a malestar por aumento de circunferencia abdominal, pelo erizado y respuesta reducida a 45 
los estímulos. Se sacrificó 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.º 00-05-065). 
 
Captura de imágenes bioluminiscentes (BLI) de células tumorales OVCAR3(MUC-CD/GFP-FFLuc) en ratones Beige 
SCID 50 
 
Se realizó BLI usando sistema de captura de imágenes Xenogen IVIS con software Living Image (Xenogen, 
Alameda, CA). Brevemente, se inyectó a ratones portadores de tumores OVCAR3(MUC-CD/GFP-FFLuc) ip D-
luciferina (150 mg/kg, Xenogen) suspendida en 200 µl de PBS y se capturaron imágenes con anestesia de isoflurano 
2 % después de 10 minutos. La adquisición de imágenes se realizó en un campo de visión de 25 cm a nivel de 55 
agrupamiento medio durante 0,5 minutos de tiempo de exposición (3, 43). 
 
Citometría de flujo 
 
Todos los análisis citométricos de flujo de linfocitos T y células tumorales se realizaron usando un citómetro 60 
FACScan con software Cellquest (BD Biosciences). Se analizaron linfocitos T usando anticuerpo policlonal 
específico 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 tiñeron células 3T3(MUC-CD) y OV-CAR3(MUC-CD) con anticuerpo 
4H11 marcado con Alexa Fluor 647 (generado y marcado en la instalación central de anticuerpos monoclonales de 65 
MSKCC). 
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Marcaje con CFSE de linfocitos T CARP 
 
Se tiñeron linfocitos T CAR+ con CFSE usando el kit de proliferación celular de CFSE CellTrace™ siguiendo las 
recomendaciones del fabricante (Molecular Probes, Eugene, OR). Se analizó la proliferación de linfocitos T 
marcados con CFSE por FACS. Para detección de linfocitos T marcados con CFSE in vivo, se maceraron tumores 5 
ováricos a través de un tamiz celular de 40 µm (BD Falcon, Franklin Lakes, NJ) y se lavaron dos veces con 
FBS/PBS 2 % antes de tinción con anticuerpos y análisis de FACS. 
 
Estadística 
 10 
Los datos de supervivencia se evaluaron por análisis de rangos logarítmicos 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 15 
 
Se han construido vectores retrovirales SFG que codifican CAR de primera (4H11z) y segunda generación (4H11-
28z) dirigidos al antígeno MUC-CD usando el hibridoma 4H11 que genera un MAb específico para el antígeno MUC-
CD (Figura 11A). Se confirmó la expresión de proteínas CAR de tamaño apropiado por análisis de transferencia de 
Western de células productoras retrovirales PG-13 (SFG-4H11z y SFG-4H11-28z) exploradas con un anticuerpo 20 
específico de cadena ζ (datos no mostrados). 
 
Para evaluar la función del CAR 4H11z de primera generación, se transdujeron por retrovirus linfocitos T donadores 
sanos aislados de sangre periférica para expresar los CAR 4H11z y 19z1 de control (Figura 11B). La función del 
CAR 4H11z se evaluó por proliferación de linfocitos T transducidos con 4H11z después de cocultivo en AAPC 3T3 25 
(MUC-CD/B7.1). Los resultados demuestran la proliferación específica de linfocitos T transducidos por 4H11z, en 
comparación con linfocitos T modificados por 19z1 (Figura 11C). Estos datos son coherentes con unión específica 
mediada por CAR 4H11z con el antígeno MUC-CD y posterior activación de linfocitos T. 
 
Ya que la mayoría de los tumores malignos no expresan ligandos coestimulantes, se modificó adicionalmente el 30 
CAR 4H11z para expresar los dominios de señalización coestimulantes transmembrana y citoplasmáticos CD28, 
construyendo el CAR 4H11-28z de segunda generación (Figura 11A). Para evaluar si el CAR 4H11-28z, cuando se 
expresa por linfocitos T humanos, era capaz de generar una señal activadora primaria (denominada “señal 1”) a 
través de la cadena ζ, así como una señal coestimulante (denominada “señal 2”) a través del dominio citoplasmático 
de CD28, que a su vez permite proliferación de linfocitos T eficaz en ausencia de ligandos coestimulantes exógenos, 35 
se comparó la proliferación de linfocitos T después de cocultivo en AAPC 3T3(MUC-CD) o 3T3(MUC-CD/B7.1) en 
ausencia de citocinas exógenas. Como se esperaba, los linfocitos T 4H11-28z+ de segunda generación se 
expandieron notablemente en comparación 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 coestimulación mediada por el CAR 4H11-28z se verificó adicionalmente por análisis de 40 
sobrenadantes de cultivo tisular del día 2 de experimentos de cocultivo en AAPC 3T3(MUC-CD) que demostraban 
secreción de IL-2 potenciada, una citocina normalmente secretada en el contexto de coestimulación de linfocitos T, 
en comparación con linfocitos T 19z1+ y 19-28z+ de control y linfocitos T 4H11z+ de primera generación (Figura 12B). 
La secreción de IFNγ fue comparable entre linfocitos T activados 4H11z+ y 4H11-28z+. 
 45 
A continuación se evaluó 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 
exógeno (3). Los linfocitos T tanto 4H11z+ como 4H11-28z+ se expandieron más de 2 log durante 3 semanas (Figura 
12C). Los linfocitos T transducidos con el 4H11-28z se analizaron adicionalmente por FACS para expresión de CAR 
7 días después de la activación inicial en AAPC y después de dos coestimulaciones posteriores en AAPC que 50 
demostraron un enriquecimiento esperado de la fracción de linfocitos T CAR+ (Figura 12D). Se generaron datos 
similares con linfocitos T 4H11z+ expandidos (datos no mostrados). 
 
Citotoxicidad y proliferación in vitro de linfocitos T dirigidos a MUC-CD después de cocultivo con OV-CAR3(MUC-
CD) y células de tumor ovárico derivadas de líquido ascítico recién aislado. 55 
 
Para evaluar la capacidad de linfocitos T 4H11z+ y 4H11-28z+ para dirigirse a y lisar tumores de carcinoma ovárico 
humano, se utilizó la línea celular OV-CAR3 humana que se modificó genéticamente para expresar el antígeno 
MUC-CD reflejando de este modo mejor la mayoría de muestras tumorales ováricas clínicas que expresan el 
antígeno MUC-CD al que se dirige 4H11 (48). Se verificó inicialmente la lisis específica de linfocitos T dirigidos a 60 
MUC-CD demostrando actividad citotóxica significativa similar de linfocitos T modificados por CAR 4H11z y 4H11-
28z que se dirigían a células tumorales OV-CAR3(MUC-CD) en comparación con linfocitos T de control que 
expresaban los CAR 19z1 y 1928z dirigidos a CD 19 de primera y segunda generación irrelevantes (Figura 13A). 
Los linfocitos T donadores sanos modificados para expresar el CAR 4H11-28z mostraron de forma similar lisis de 
células de carcinoma ovárico MUC-CD+ derivadas de líquido ascítico recién aislado en comparación con linfocitos T 65 
transducidos con 19-28z (Figura 13B). Además, 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 autólogas de la misma 
muestra ascítica en comparación con linfocitos T modificados para expresar el CAR 19-28z de control (Figura 13C). 
 
Se evaluó 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 evaluó mediante FACS de linfocitos T marcados con CFSE, 5 
así como números de linfocitos T absolutos durante 7 días después de cocultivo con tumor (Figuras 13D y E). 
Sorprendentemente, se descubrió 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 línea celular 
tumoral para coestimular linfocitos T mediante expresión de un ligando coestimulante. Para abordar esta posibilidad, 
se realizaron análisis de FACS adicionales de células tumorales OV-CAR3(MUC-CD) que demuestran expresión del 10 
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. 
 15 
Para evaluar la actividad antitumoral in vivo de linfocitos T 4H11z+ y 4H11-28z+, se generó a continuación un modelo 
tumoral de cáncer ovárico de xenotrasplante ortotópico mediante inyección 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 múltiples a las 3 semanas después de inyección de células tumorales (Figura 14A). Todos 
los ratones portadores de tumores no tratados tuvieron que sacrificarse a las 7 semanas después de inyección de 20 
células tumorales debido a evidencias de malestar. 
 
Para evaluar la eficacia antitumoral in vivo de linfocitos T dirigidas a MUC-CD, se inyectó a ratones Beige SCID ip 
células tumorales OV-CAR3(MUC-CD/GFP-FFLuc) el día 1 después de inyección ip de linfocitos T 4H11z+ o 4H11-
28z+ el día 2. Para controles negativos, los ratones portadores de tumores se trataron o se dejaron sin tratar con 25 
linfocitos T modificados para expresar el CAR dirigido a CD19 irrelevante. De forma colectiva, se descubrió que el 
27 % de todos los ratones tratados con linfocitos T dirigidos a MUC-CD (3/11 ratones) permanecieron vivos sin 
pruebas clínicas de enfermedad 120 días después de la inyección tumoral sin diferencias estadísticamente 
significativas en la supervivencia en comparación 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 30 
supervivencia potenciada de forma estadísticamente significativa en comparación 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 comparó a continuación la infusión ip con iv de linfocitos T 4H11-28z+ en ratones Beige SCID que 35 
portaban tumores OV-CAR3(MUC-CD/GFP-FFLuc) ip. Los ratones tratados con linfocitos T 4H11-28z+ tanto ip como 
iv mostraron supervivencia estadísticamente potenciada en comparación con cohortes de control tratadas con 
linfocitos T 19-28z+ o no tratadas como se evaluó mediante supervivencia general (Figura 15A) así como mediante 
BLI de progresión tumoral (Figura 15B). Además, se descubrió que la supervivencia general entre los grupos 
tratados con ip e iv era estadísticamente equivalente por análisis de rangos logarítmicos. Estos datos implican el 40 
transporte exitoso de linfocitos T 4H11-28z+ infundidos iv a tumores peritoneales. Se confirmó adicionalmente el 
transporte de linfocitos T 4H11-28z+ marcados con CFSE infundidos iv al peritoneo por análisis 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-45 
CAR3(MUC-CD/GFP-FFLuc). 
 
Para evaluar adicionalmente si los linfocitos T 4H11-28z+ eran capaces de erradicar cargas tumorales más 
clínicamente relevantes, se trataron a continuación ratones Beige SCID que portaban tumor OV-CAR3(MUC-
CD/GFP-FFLuc) ip bien establecido inyectado 7 días antes de la terapia de linfocitos T adoptiva. Una vez más, se 50 
descubrió 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 evaluó por captura de imágenes de BLI 
(no mostrado) hasta 120 días después de la infusión 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 situación de 55 
enfermedad avanzada. 
 
Discusión 
 
Basándose en análisis extensivo de muestras tumorales de pacientes, los carcinomas ováricos parecen ser tumores 60 
relativamente inmunogénicos. Específicamente, los investigadores han descubierto que hay una correlación directa 
entre el pronóstico después de cirugía y quimioterapia y la cantidad de linfocitos T efectores infiltradores de tumores 
(TIL) en muestras tumorales pretratamiento (25, 49, 50). Además, otros han descrito una correlación inversa entre el 
pronóstico después de la terapia y los niveles pretratamiento de Treg dentro del tumor, que a su vez supuestamente 
inhiben la función antitumoral de TIL efectores específicos de tumor (26, 28, 51). Ambos de estos hallazgos implican 65 
un papel para una respuesta de linfocitos T efectores endógenos al tumor en el control de la progresión de 
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enfermedad tanto antes como después de la terapia inicial y apoyan fuertemente la afirmación de que los 
carcinomas ováricos pueden ser susceptibles de destrucción por infusión adoptiva de linfocitos T autólogos dirigidos 
a antígenos de células tumorales ováricas. 
 
Aunque los TIL efectores endógenos son una fuente de linfocitos T supuestamente específicos de tumor, un enfoque 5 
alternativo para la terapia de linfocitos T adoptiva es aislar linfocitos T de sangre periférica autólogos que a su vez 
pueden modificarse genéticamente ex vivo para dirigirse a antígenos de células tumorales. Uno de dichos enfoques 
genéticos es transducir de forma retroviral linfocitos T de pacientes con CAR dirigidos a antígenos expuestos en 
superficie bien únicos de o sobreexpresados por el tumor. Para este fin, se han trasladado recientemente estudios 
preclínicos prometedores que utilizan este enfoque en otros tumores malignos a la situación clínica (6, 16, 19, 52). 10 
De forma similar, se han generado previamente CAR dirigidos al antígeno CD 19 expresado en linfocitos B normales 
así como la mayoría de tumores malignos de linfocitos B y se están realizando en la actualidad ensayos clínicos que 
tratan a pacientes con leucemia linfocítica crónica de linfocitos B recidivante y leucemias linfoblásticas agudas con 
linfocitos T autólogos modificados para expresar un CAR específico de CD 19 (53). 
 15 
La aplicación de este enfoque a carcinomas ováricos requiere la identificación de antígenos diana adecuados 
expresados en la superficie de células tumorales. De forma significativa, otros investigadores han estudiado este 
enfoque en situación tanto preclínica como clínica (4, 11, 54-57). Específicamente, varios grupos han demostrado 
respuestas antitumorales significativas a tumores de línea celular de carcinoma ovárico humano subcutáneo en 
ratones inmunocomprometidos después de infusión intratumoral y/o intravenosa de linfocitos T que expresan CAR 20 
específicos de los antígenos de mesotelina y Lewis-Y sobreexpresados en estas líneas celulares tumorales (56, 58, 
59). Recientemente, Kershaw et al han publicado recientemente los resultados de un ensayo clínico de fase I que 
trata a pacientes con carcinomas ováricos recidivantes con linfocitos T autólogos modificados para expresar un CAR 
específico del receptor de alfa-folato (6). Los autores de este estudio han descubierto que la terapia con linfocitos T 
dirigidos se toleró bien, pero observaron una falta de respuesta antitumoral en estos estudios relacionada con 25 
escasa persistencia de linfocitos T modificados a lo largo del tiempo así como un factor inhibidor de linfocitos T aún 
no definido en el suero de varios pacientes tratados. 
 
En los estudios de los inventores, se ha elegido dirigirse a la glucoproteína MUC-16 que está sobreexpresada en 
una mayoría de carcinomas ováricos (1, 30, 32, 33). La utilidad de MUC-16 como un antígeno diana para terapia de 30 
linfocitos T adoptiva está comprometida por el hecho de que la mayoría de la parte extracelular de esta molécula 
está escindida por la célula tumoral, secretada, y puede detectarse en el suero como el marcador tumoral CA-125. 
Sin embargo, después de la escisión de esta fracción secretada de MUC-16, sigue existiendo una fracción 
extracelular residual de la glucoproteína, denominada MUC-CD, que está conservada en la superficie tumoral y es 
por lo tanto una diana atractiva para terapias basadas en inmunidad. Para este fin, se utilizó una serie de hibridomas 35 
murinos generados para el antígeno MUC-CD para construir CAR específicos para MUC-CD. De estos CAR, se 
identificó un CAR generado a partir del hibridoma murino 4H11 denominado 4H11z, que, cuando se expresó en 
linfocitos T humanos, después de cocultivo en AAPC 3T3(MUC-CD/B7.1), dio como resultado rápida destrucción de 
monocapas de AAPC así como expansión de linfocitos T modificados notable. Significativamente, el antígeno para el 
anticuerpo 4H11 está altamente expresado en una mayoría de muestras tumorales quirúrgicas de carcinoma ovárico 40 
pretratamiento obtenidas de pacientes tratados en la institución de los inventores como se evaluó por 
inmunohistoquímica (48). 
 
La activación de linfocitos T óptima requiere tanto una señal mediada por receptor de linfocitos T primario, “señal 1”, 
junto con una “señal 2” coestimulante. Clásicamente, esta señal coestimulante puede proporcionarse por ligamiento 45 
de B7.1 (CD80) o B7.2 (CD86) en la célula diana con el receptor coestimulante de linfocitos T CD28. Como 
alternativa, puede generarse coestimulación 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 mayoría de células 
tumorales no consiguen expresar ligandos coestimulantes, los inventores y otros han demostrado previamente que 
los CAR de segunda generación que incorporan además los dominios de señalización citoplasmática, los receptores 50 
coestimulantes CD28, 4-1BB y/u OX40 dieron como resultado CAR capaces de proporcionar tanto señal 1 como 
señal 2 al linfocito T tras la unión con el antígeno afín en ausencia de ligandos coestimulantes exógenos (7-10, 12, 
13, 15, 16, 62-65). Para este fin, se construyó un CAR de segunda generación a partir del CAR 4H11z que 
incorporaba el dominio de señalización transmembrana y citoplasmático 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 55 
el CAR 4H11-28z resultante, pero no el CAR 4H11z de primera generación, se expandieron eficazmente tras 
cocultivo con fibroblastos 3T3(MUC-CD) en ausencia de coestimulación exógena coherente con la capacidad del 
CAR 4H11-28z para suministrar tanto señal 1 como señal 2 al linfocito T. Esta conclusión está apoyada 
adicionalmente por el hallazgo de que los linfocitos T 4H11-28z+ secretaron niveles significativamente mayores de 
IL-2, una citocina indicativa de coestimulación de linfocitos T, tras cocultivo en fibroblastos 3T3(MUC-CD) en 60 
comparación con linfocitos T transducidos para expresar el CAR 4H11z de primera generación. 
 
Se evaluó a continuación la capacidad de linfocitos T 4H11z+ y 4H11-28z+ para dirigirse a y lisar células tumorales 
de carcinoma ovárico humano. Para este fin, se utilizó inicialmente la línea celular de cáncer ovárico humano OV-
CAR3. Ya que la línea celular tumoral OV-CAR3 se une al anticuerpo 4H11 débilmente, se modificó genéticamente 65 
de forma adicional la línea celular para expresar MUC-CD (OV-CAR3(MUC-CD)) para imitar mejor la situación clínica 
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en la que una mayoría de muestras de ensayo tumorales de carcinoma ovárico clínico expresan en alta medida el 
antígeno  MUC-CD de 4H11 (48). Se demostró 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 
etiología de esta expansión de linfocitos T 4H11z+ no anticipada, se evaluó adicionalmente si las células tumorales 5 
OV-CAR3(MUC-CD) expresaban ligandos coestimulantes, y descubrieron que esta línea celular tumoral expresaba 
4-1BBL, de forma coherente con los hallazgos experimentales de los inventores así como con informes previamente 
publicados que demostraban la expresión de 4-1BBL por diversas líneas celulares de carcinoma (66-68). Para 
validar adicionalmente la relevancia clínica de estos hallazgos, se demostró posteriormente lisis in vitro específica de 
células tumorales derivadas de líquido ascítico primario aisladas de pacientes con carcinoma ovárico no tratado por 10 
linfocitos T 4H11-28z+ halogénicos donadores sanos así como linfocitos T de sangre periférica de pacientes 4H11-
28z+ más significativamente autólogos. Estos datos apoyan fuertemente el argumento de que el tratamiento con 
linfocitos T CAR+ basados en 4H11 autólogos son prometedores en aplicaciones clínicas futuras. 
 
Para evaluar la relevancia in vivo de los hallazgos de los inventores in vitro, se generó a continuación un modelo 15 
tumoral de OV-CAR3(MUC-CD) ortotópico murino en ratones Beige SCID. Se inyectaron a ratones i.p. células 
tumorales OV-CAR3(MUC-CD) y el día 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 progresión tumoral y 
supervivencia a largo plazo en cohortes tratadas con linfocitos T tanto 4H11z+ como 4H11-28z+ en comparación con 
ratones no tratados o ratones tratados con linfocitos T de control dirigidos al antígeno CD19 irrelevante. A 20 
continuación se comparó el tratamiento ip con el iv con linfocitos T 4H11-28z+ de ratones portadores de OV-
CAR3(MUC-CD/GFP-FFLuc) ortotópico, y se descubrieron supervivencias estadísticamente significativas similares 
de ratones a lo largo del tiempo con infusión ip directa de linfocitos T o infusión iv sistémica de linfocitos T dirigidos. 
Significativamente, los ratones tratados iv el día 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 25 
eficaz después de una infusión directa en el peritoneo o mediante infusión iv sistémica. Estos hallazgos apoyan 
adicionalmente el potencial clínico futuro de este enfoque en el tratamiento de pacientes tanto con recaída local de 
enfermedad como con recaída metastásica en sitios fuera del peritoneo. 
 
Finalmente, se evaluó la capacidad de linfocitos T 4H11-28z+ para erradicar enfermedad más establecida retardando 30 
la infusión ip de linfocitos T modificados en 7 días, cuando los ratones tuvieron cargas tumorales establecidas 
mayores como se evaluó por captura de imágenes bioluminiscentes. Esta situación experimental refleja mejor la 
situación clínica inicial en la que este enfoque de linfocitos T adoptivo se utilizaría. Significativamente, a pesar de la 
situación de enfermedad notablemente establecida, los linfocitos T 4H11-28z+ conservaron la capacidad de lisar 
cargas tumorales mayores, retardar la recaía del tumor y, en un porcentaje significativo de ratones, erradicar 35 
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 vitro como in vivo. Para este fin, los estudios 
continuados abordarán el papel de subconjuntos de linfocitos T CD4+ y CD8+ CAR+ aislados en la erradicación 40 
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 situación clínica. Además, se 
reconocen las limitaciones asociadas con el modelo tumoral de Beige SCID presentado. Concretamente, este es un 
modelo de xenotrasplante en un ratón inmunocomprometido. Pare este fin, los estudios continuados en el laboratorio 
de los inventores se centran en la generación de un modelo tumoral inmunocompetente singénico clínicamente 45 
relevante para definir mejor la biología y eficacia antitumoral de linfocitos T modificados por CAR dirigidos a MUC-
CD en el contexto de un sistema inmunitario intacto. 
 
En conclusión, se presentan en el presente documento los primeros datos publicados que demuestran la viabilidad 
de dirigirse a MUC-16, un antígeno sobreexpresado en una mayoría de carcinomas ováricos, mediante terapia 50 
adoptiva con linfocitos T modificados genéticamente dirigidos a la parte de MUC-CD conservada del antígeno MUC-
16. Además, este informe es el primero en demostrar dirección eficaz de linfocitos T en un modelo murino, 
ortotópico, clínicamente relevante, de cáncer ovárico, demostrando eficacia por infusión tanto ip como iv de linfocitos 
T modificados. Finalmente, estos datos apoyan el traslado adicional de este enfoque a la situación clínica en forma 
de un ensayo clínico de fase I en pacientes con carcinomas ováricos persistentes o recidivantes después de terapia 55 
inicial con cirugía y quimioterapia. [jfl] 
 
Ejemplo 5 
 
Inducción de anticuerpos monoclonales de MUC16 de ratón en ratones y hámsteres. 60 
 
Se seleccionaron 3 regiones diferentes de genoma de MUC16 de ratón para las que se generaron anticuerpos 
monoclonales en ratón y hámster. Las regiones seleccionadas del MUC16 de ratón son Péptido 1 (SEQ ID NO: 21, 
ectorregión del dominio citoplasmático), Péptido 2 (SEQ ID NO: 22, primer bucle de cisteína) y Péptido 3 (SEQ ID 
NO: 23, segundo bucle de cisteína) (Figura 20A) y su comparación con MUC16 humano se muestra en la Figura 65 
20B. Se añadió una cisteína a la secuencia peptídica 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 conjugación con KLH. Se conjugaron péptidos individuales con KLH usando 
kit Promega. Estos 3 péptidos conjugados se agruparon e inmunizaron en 5 ratones y 4 hámsteres. Se administraron 
5 inmunizaciones con un intervalo de 3 semanas para cada inmunización. Se ensayaron sueros de estos animales 
por ELISA con respecto a su reactividad específica con péptidos individuales (SEQ ID NO: 21, 22 y 23). Se permitió 
que animales seleccionados positivos descansaran durante un mes y después se reforzaron i.v. con inmunógeno de 5 
péptidos agrupados (SEQ ID NO: 21, 22 y 23) y se recogieron los bazos después de 4 días. Se mezclaron 
esplenocitos con compañeros de hibridoma y se sembraron en placas de microtitulación a diversas densidades 
clonales. Las placas se cultivaron a 37 ºC CO2 5 % durante 10 días y después se seleccionaron los clones. Los 
sobrenadantes de estos clones seleccionados se ensayaron por ELISA con respecto a su reactividad específica con 
péptidos individuales (SEQ ID NO: 21, 22 y 23). Se ensayaron sobrenadantes clonales positivos mediante FACS, 10 
transferencia de Western y captura de imágenes usando 2 líneas celulares de ratón (ID8 y BR5-FVB1) y una línea 
celular humana (OVCAR-3). 
 
La Tabla 4 muestra el sumario de anticuerpos monoclonales de ratón y hámster contra antígenos peptídicos MUC16 
de ratón Péptido 1 (SEQ ID NO: 21), Péptido 2 (SEQ ID NO: 22) y Péptido 3 (SEQ ID NO: 23). Se vio una respuesta 15 
antigénica muy fuerte con el Péptido 1 (SEQ ID NO: 21). 
 
Tabla 4 

MUC16 de ratón  mAb de ratón mAb de Ratón Congelado 
 

   16 (3-IgGl;8-IgG2b; 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-IgG1; 2-IgM) 

 

Péptido 1,2,3 

 

0 0 

 

Péptido 1,2 
 

0 0 
 

Péptido 2,3 

 

0 0 

 

Sin Péptido 

 

0 0 

 

 
MUC16  
de ratón  

mAb  
de hámster mAb de Hámster 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  

 20 
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Se enumeran detalles de mAb de ratón y de hámster 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 

isotipo 

P
É
P
T
ID
O
   

Pocillo de 
fusión 

Clonado Clones 

- 1 01D01      
- 1 09F07      

IgG 1 1 16A09 sin éxito     
- 1 21A07      
- 1 24G10      

IgG 1 1 10C04 sí 10C4-3H5 10C4-1F2 10C4-2H8 10C4-1G7 
IgG 1 1 17F02 sí 17F2-3G5 17F2-3F6 17F2-2F9 17F2-1E11 
IgG 2b 1 01A08      
IgG 2b 1 01F08      
IgG 2b 1 12B10 sí 12B10-3F7 12B10-3G10 12B10-2F6 12B10-2F10 
IgG 2b 1 17H10      
IgG 2b 1 18D05      
IgG 2b 1 23B12      
IgG 2b 1 25E09  25E9-3 25E9-5 25E9-13 25E9-16 

IgM 1 16F12      
IgG 1 3 04A06 sin éxito     
IgG 1 3 05D01 sin éxito     
IgG 1 3 21B08 sí 21B8-1H11 21B8-3G6 21B8-3H9 21B8-1G8 
IgG 1 3 21E01 sí 21E1-1E3 21E1-1G9 21E1-2G7 21E1-3G12 
IgM 3 08A02      
IgM 3 13E05      

 5 
Tabla 6 

mAb de Hámster Péptido Clonado 
01H03      
02F02 1     
04E 4      
04G07 1     
04H01 3 4H1-2E1 4H1-2E3 4H1-3E1 4H1-3H3 
06A08 1     
06F02 1     
07F08 3     
07H05 2     
09A05      
09E 1 3     
09F08 1     
09H10      
10G06 1     
10H11 1     
11B10 1     
12F09 2     
15A08 1 15A8-2E2 15A8-2E10 15A8-2E11 15A8-3D2 
15H08 3     
19B05 1     
21H04 3     
22B05 2 22B5-1F6 22B5-3G9 22B5-2G8 22B5-3F11 
22D11 3     
23G12 1     
25E 8 1     
27H09 3     
28B12 1 y 2 y 3     
28C12 2     
30H02 1     
31A11 2     
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31C01 2     
33H06 1 y 2     
34F10 1     
34H05 1     
36C01 1     
36C11      
36E 4 1     
37E 10 1     
10H11 1     

 
El anticuerpo de hámster 22B05 reconoce secuencia de ratón (SEQ ID NO: 22) y también la humana 
correspondiente (SEQ ID NO: 15). 
 
También se realizaron análisis de transferencia de Western usando extractos celulares de IDS y BR5-FVB1 de ratón 5 
para todos los anticuerpos monoclonales seleccionados como se muestra en la Figura 21 y Figura 22, 
respectivamente. 
 
Entre los anticuerpos monoclonales de MUC16 de ratón, se seleccionó el mAb de ratón subclón 12B10-3G10 para 
exploración adicional. De forma similar, se seleccionaron anticuerpos monoclonales de hámster, subclones 15A8-10 
2E10, 22B5-2G8 y 4H1-2E1 para exploración adicional. 
 
Se realizó análisis inmunohistoquímico con parafina y criosecciones de líneas celulares ID8 (ratón), OVCAR-3 
(humana), BR5-FVB1 (de ratón) y 13,5 días de embrión. Se exploraron secciones en parafina o criosecciones con 
mAb 12B10 de ratón, mAb 15A8 de hámster, 22B5 de hámster y 4E1 de hámster para ver el desarrollo temprano de 15 
MUC16 de ratón (Figura 23). 
 
Se analizó adicionalmente el subclón 12B10-3G10 con respecto a fragmentos Fv monocatenarios. La Figura 24 
muestra secuencias de ADN y aminoácidos de VH y VL de 12H10-3G10. Se generaron sobrenadantes biorreactivos y 
12B10-3G10 purificado para estudios animales y otros estudios de caracterización. Se realizaron análisis de FACS 20 
con 12B10-3G10 purificado en ID8, células OVCAR3 y BR5-FVB1 que mostraban más de 90 % de positividad para 
fragmento de ectodominio de MUC16 tanto de ratón como humano (Figura 25). 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Un anticuerpo aislado, o un fragmento de unión a antígeno del mismo, que se une específicamente a un 
polipéptido de MUC16 o a una parte antigénica del mismo, en donde el polipéptido de MUC16 es 
TLDRSSVLVDGYSPNRNE (SEQ ID NO: 02) 5 
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 unión a antígeno del mismo de la reivindicación 1, en donde el anticuerpo es un 
anticuerpo monoclonal. 10 
 
3. El anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno del mismo de la reivindicación 1, en donde el anticuerpo es un 
anticuerpo quimérico. 
 
4. Un anticuerpo humanizado o un fragmento de unión a antígeno del mismo preparados sustituyendo las regiones 15 
determinantes de complementariedad del anticuerpo de la reivindicación 1 en un dominio de marco conservado 
humano, en donde el anticuerpo humanizado o el fragmento de unión a antígeno del mismo se unen 
específicamente al polipéptido de MUC16 de SEQ ID NO: 02 o a una parte antigénica del mismo. 
 
5. El anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno del mismo de la reivindicación 4, en donde restos de dominio de 20 
marco conservado se reemplazan por restos no humanos correspondientes. 
 
6. El anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde el 
fragmento de unión a antígeno se selecciona del grupo que consiste en un fragmento Fab, un fragmento F(ab’)2 y un 
fragmento Fv. 25 
 
7. El anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde el 
anticuerpo, o el fragmento de unión a antígeno del mismo, se une covalentemente a un agente citotóxico o a un 
profármaco de un agente citotóxico. 
 30 
8. El anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde el 
anticuerpo se internaliza en una célula. 
 
9. El anticuerpo o el fragmento de unión al antígeno de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde el 
anticuerpo carece de unión específica a un dominio extracelular de MUC16 glucosilado. 35 
 
10. Una composición que comprende (a) el anticuerpo, o el fragmento de unión a antígeno del mismo, de cualquiera 
de las reivindicaciones 1 a 9 y (b) un vehículo farmacéuticamente aceptable. 
 
11. Una célula de hibridoma que produce un anticuerpo, o un fragmento de unión a antígeno del mismo, de acuerdo 40 
con la reivindicación 1. 
 
12. Una secuencia de nucleótidos aislada que comprende un polinucleótido que codifica la secuencia de cadena 
pesada variable (VH) y la secuencia de cadena ligera variable (VL) de un anticuerpo de acuerdo con la reivindicación 
1. 45 
 
13. El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1-9 para uso en un método para identificar que un sujeto 
tiene un cáncer en el que se expresa MUC16, en donde dicho método comprende administrar el anticuerpo al sujeto 
y determinar la presencia y la localización del anticuerpo en el sujeto, en donde el anticuerpo está radiomarcado. 
 50 
14. El anticuerpo para uso de la reivindicación 13, en donde el cáncer se selecciona del grupo que consiste en 
cáncer ovárico y cáncer de mama. 
 
15. Un método ex vivo para identificar que un sujeto tiene un cáncer en el que se expresa MUC16, en donde dicho 
método comprende 55 

 
(a) poner en contacto una primera muestra de un sujeto con el anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 
1-9 en condiciones para la unión específica del anticuerpo a su antígeno afín; y 
(b) determinar si el anticuerpo tiene un nivel aumentado de unión a la primera muestra en comparación con una 
muestra de control que carece del cáncer en el que se expresa MUC16. 60 

 
16. El método ex vivo de la reivindicación 15, en el que el cáncer se selecciona del grupo que consiste en cáncer 
ovárico y cáncer de mama. 
 
17. El método ex vivo de las reivindicaciones 15 o 16, en el que la determinación se realiza usando un procedimiento 65 
seleccionado del grupo que consiste en inmunohistoquímica, ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), 
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clasificación celular activada por fluorescencia (FACS), transferencia de Western, inmunoprecipitación y captura de 
imágenes radiográfica. 
 
18. El anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno del mismo de cualquiera de las reivindicaciones 1-9 para uso 
en el tratamiento de un cáncer en el que se expresa MUC16. 5 
 
19. El anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno del mismo para uso de la reivindicación 18, en donde el cáncer 
se selecciona del grupo que consiste en cáncer ovárico y cáncer de mama. 
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Figura 20B 
Alineamiento de secuencias de aminoácidos de MUC16 de ratón (SEQ ID NO:24) y 

MUC16 humana (SEQ ID NO:25) 
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