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DESCRIPCION

Anticuerpos humanos anti-receptor alfa de folato y fragmentos de anticuerpo para radioinmunoterapia de carcinoma
de ovario

[0001] La presente invencién se refiere a anticuerpos humanos de alta afinidad y a fragmentos de anticuerpo,
particularmente fragmentos Fab, especificos para el receptor alfa humano de folato. La invencién también se refiere
a métodos para producir dichos anticuerpos y fragmentos, y a su uso en entornos terapéuticos y de diagnostico,
tales como radioinmunoterapia, particularmente en cancer de ovario. La invencidn se refiere ademas a
composiciones farmacéuticas que contienen los anticuerpos y los fragmentos.

[0002] EI cancer epitelial de ovario (EOC) es la neoplasia ginecolégica mas mortifera en los paises industrializados y
en Europa. A pesar de la incidencia relativamente baja (aproximadamente 1/100 000 casos nuevos cada afo), EOC
presenta una alta reIaC|on de mortalldad por casos y la supervivencia gIobaI de 5 afios ha permanecido en
aproximadamente un 44 % 1@ Las mujeres con tumores confinados en el érgano tienen un excelente prondstico,
pero la mayoria de los canceres en fase temprana son asintomaticos y mas de dos tercios de los pacientes se
diagnostican con enfermedad avanzada. EOC en fase temprana generalmente es asintomatico y la mayoria de las
mujeres (70-75 %) presentan enfermedad avanzada, que a menudo se propaga como depdsitos tumorales de
pequerio volumen difusos. La cirugia inicial es casi siempre necesaria en el tratamiento de cancer de ovario
sospechoso para la confirmacion histolégica, la estadificacion y citorreduccion del tumor. La cirugia citorreductora
eficaz en el momento del diagndstico, que se puede conseguir principalmente en la enfermedad en fase temprana,
se ha correlacionado con supervivencia mejorada. Sin embargo, debido a las dificultades en el diagnostico
prematuro y la propension a enfermedad difusa de pequefio volumen, la inmensa mayoria de los pacientes con EOC
requiere tratamiento adyuvante en un intento por erradicar la enfermedad residual.

[0003] La quimioterapia ha desempefado una funcién cada vez mas importante en el tratamiento eficaz del
carcinoma de ovario ® ?. Se considera que EOC es un tumor quimiosensible; de hecho, un 70-80 % de los
pacientes con EOC que reciben quimioterapia de primera linea muy activa entran en remisién clinica. Sin embargo,
a pesar del desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas y la supervivencia global media mejorada, se produce
recidiva en la mayoria de los pacientes en fase avanzada después de una respuesta completa a los tratamientos
iniciales, y al menos un 70-90 % de estos pacientes finalmente mueren con canceres resistentes a farmacos
(tratamiento), mostrando solamente un 10-30 % supervivencia a largo plazo.

[0004] Por tanto, existe una gran necesidad de métodos de tratamiento alternativos para cancer de ovario. Uno de
estos tratamientos alternativos es radioinmunoterapia. El carcinoma de ovario puede tratarse con radioinmunoterapia
adyuvante para erradicar las metastasis que son quimiorresistentes. La radioinmunoterapia consiste en marcar un
anticuerpo monoclonal especifico para un epitopo canceroso con un componente radiactivo. El anticuerpo
monoclonal radiomarcado después se inyecta in vivo y su especificidad dara lugar a su acumulaciéon en la masa
cancerosa. Esta técnica permite la concentracion del agente terapéutico, en este caso el componente radiactivo, en
las células cancerosas y, contrario a la quimioterapia, que no es especifica de sitio, tiene menos toxicidad y efectos
secundarios debido a su direccion selectiva y un posible mecanismo diferente de accion, y la menor dosificacién de
agente terapéutico usada en el tratamiento global.

[0005] Para carcinoma de ovario, hasta ahora se han identificado varios marcadores diferentes 2/ se han generado
muchos anticuerpos diferentes. Entre ellos, los mejor caracterlzados son anticuerpos anti-CA125®" © y anti-MUC-1,
y anticuerpos anti-receptor de folato tales como Mov28""). El ultimo presenta varias ventajas significativas.

[0006] EI receptor alfa de folato (aFR) es una proteina unida a glucosil fosfatidilinositol con una alta afinidad por
acido folico y algunos folatos reducidos tales como 5-metiltetrahidrofolato y tetrahidrofolato. También esta presente
en una cantidad limitada de células epiteliales, especialmente el rifidn, la placenta y el plexo coroideo, pero se
expresa en su superficie apical volviéndolo inaccesible para los anticuerpos. La sobreexpresion del aFR por células
de carcinoma de ovario y su distribucion restringida en tejidos normales proporciona una oportunidad para el
desarrollo de anticuerpos anti-aFR para radioinmunoterapia. MOv18 es un anticuerpo monoclonal que es especifico
para el receptor alfa de folato que es una diana ideal para radioinmunoterapia ya que se sobreexpresa en un 90 %
de los carcinomas de ovario. MOv18 radiomarcado con '*'l ya se ha llevado, con algln éxito, a ensayo clinico en
fase I/Il. Otros anticuerpos monoclonales murinos generados contra aFR incluyen MOv19.

[0007] En Figini et al. "Panning Phage Antibody Libraries on cells: isolation of human Fab fragments against ovarian
carcinoma using guided selection" Cancer research, American Association For Cancer Research, Baltimore, MD, US
vol. 58, n.2 5, 1 de marzo de 1998 (1998-03-01), paginas 991 - 996 ISSN: 0008-5472 se describe la produccion de un
fragmento de Fab humano llamado C4 que se une especificamente a FRa.

[0008] Otros varios mAb, incluyendo MOV18, han mostrado eficacia en diferentes ensayos clinicos, pero se han
visto limitados en su desarrollo clinico por su origen murino. Para evitar su inmunogenicidad, algunos anticuerpos se
han modificado por ingenieria para formar anticuerpos quiméricos o humanizados antes o durante su desarrollo
clinico, siendo la dltima generaciéon completamente humanos y estando en desarrollo clinico.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 644 423 T3

[0009] Una limitacién que a menudo encuentra la radioinmunoterapia es la larga semivida de los anticuerpos que
puede ser de varios dias. Por un lado, esta propiedad puede representar una ventaja, dando una cantidad adecuada
de tiempo al anticuerpo ha abordar el tumor. Sin embargo, por otro lado, esto también significa que el paciente
puede tener varios dias, dependiendo del marcador, un componente radioactivo descomponiéndose en las venas en
todo el organismo. En este caso, la relacién de tumor a sangre u 6rgano excederia por poco un logaritmo en las
condiciones mas favorables ya que el anticuerpo se elimina lentamente del organismo del paciente. Desde este
punto de vista, reducir la semivida del anticuerpo disminuiria la toxicidad del tratamiento reduciendo los efectos
secundarios debido a la acumulacion de radiaciones inespecificas en tejidos sanos.

[0010] Un punto adicional a considerar es la penetracion en el tumor. La impedancia estérica de las moléculas mAb
no tiene influencia siempre que la diana sea una célula aislada en el torrente san(y:;umeo pero llega a ser critica
cuando se consideran los tumores sélidos como en el caso de carcinoma de ovario' La penetracion en el tumor
solido también se ve influenciada por la afinidad del anticuerpo por su ligando y se ha demostrado previamente que
una afinidad demasiado baja evita la Iocallza0|on del tumor mientras que una afinidad demasiado alta limita la unién
del anticuerpo a la periferia del tumor!'?” describiéndose este dltimo fenémeno como la barrera de antigeno.

[0011] En vista de las consideraciones anteriores (origen, tamafo, semivida y afinidad) se ha propuesto el uso de
fragmentos de anticuerpos (Fab) humanos para la radioinmunoterapia de carcinoma de ovario. De hecho, una
molécula mas pequefia que un anticuerpo completo probablemente favorece la penetracién en el tumor y su origen
humano debe eliminar las reacciones inmunogénicas. Ademas, se acortara la semivida. La afinidad de dichas
moléculas tiene que abordarse especificamente como una funcién del fragmento de anticuerpo seleccionado. Otra
ventaja del formato Fab es que este tipo de molécula no requiere ninguna glucosilacién para ser funcional. Esto es
compatible con la produccién de microorganismos y las ventajas asociadas.

[0012] Dicho fragmento de anticuerpo se ha generado en el pasado usando seleccién guiada partiendo de MOv19,
un anticuerpo monoclonal (mAb) seleccionado de la misma fusién de la que se generé MOv18, que reconoce un
epitopo que no tiene reaccion cruzada en el mismo antigeno diana, es decir, aFR. El fragmento Fab seleccionado,
llamado C4"", se ha descrito como capaz de unirse especificamente a aFR por ensayos in vitro. C4 mostré una Kas
estimada de 200 nM, por un analisis de Scatchard realizado sobre células EOC completas.

[0013] Se ha previsto, por lo tanto, el desarrollo de un fragmento C4-Fab adecuado para uso clinico in vivo en el
tratamiento y el diagnostico de cancer de ovario. Sin embargo, los presentes inventores han descubierto que la
afinidad relativamente baja del fragmento Fab del anticuerpo C4 y su semivida in vivo son incompatibles con las
necesidades para el desarrollo clinico. De hecho, los experimentos in vivo realizados por los inventores con el
fragmento C4-Fab mostraron que:

- la afinidad del fragmento C4-Fab era demasiado baja para una localizacién tumoral eficaz;

- la semivida in vivo de C4-Fab era muy corta que, junto con su baja afinidad, evitaba cualquier localizacién
tumoral; fue casi imposible detectar el fragmento Fab en sangre de animales incluso justo una hora después de
la administracion intravenosa. Esta eliminacion demasiado rapida evitaba la acumulaciéon del fragmento de
anticuerpo en el tumor sélido que da lugar a resultados incoherentes de biodistribucion.

[0014] Ademas, los inventores descubrieron que la produccién del C4-Fab recombinante en E. coli, y su posterior
purificacién, se veia enormemente impedida por la produccion simultanea de un homodimero de cadena ligera no
funcional contaminante (L2) que es dificil de eliminar durante las etapas de purificacion.

[0015] Los inventores, por lo tanto, decidieron investigar la posibilidad de producir un fragmento Fab dimérico
adecuado para la radioinmunoterapia de carcinoma de ovario. El cambio de formato de Fab al formato F(ab').
proporciona varias ventajas, tales como bivalencia, que aumenta la avidez del fragmento y, por lo tanto, su afinidad
global, duplica su peso molecular con respecto al fragmento Fab correspondiente, que a su vez disminuye la
excrecién en orina que protege los riflones y por consiguiente prolonga su semivida in vivo

[0016] Los inventores, sin embargo, descubrieron sorprendentemente que no era posible dimerizar de forma eficaz
el fragmento C4-Fab. Ni los métodos de dimerizacion naturales ni los métodos de dimerizaciéon quimica dieron lugar
a rendimientos aceptables del dimero C4; cualquier pequefa cantidad de producto dimérico correcto estaba
enormemente contaminada por especies diméricas sucedaneas incorrectas que no podian eliminarse por
purificacién por cromatografia de filtracion en gel. Los inventores descubrieron que la produccién de un dimero Fab
requeria modificacion extensa del fragmento C4-Fab original, incluyendo el remplazo de la cadena ligera lambda C4
con una cadena ligera kappa. Esto se hizo usando un procedimiento de seleccion guiado. El nuevo fragmento Fab
que comprende la cadena ligera kappa asi seleccionada se llam6 AFRA y dio lugar a un Fab que tiene afinidad de
unién mejorada. La nueva cadena ligera kappa también evitaba el problema de la formamon de homodimeros de
cadena ligera y mejoraba la estabilidad, que es ventajoso para la rad|0|nmunoterap|a Un beneficio adicional es el
hecho de que las cadenas kappa se expresan mas faciimente en Escherichia co// que es particularmente
ventajosa en el caso de una aplicacién industrial. La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera kappa AFRA de
la invencion se ilustra en las figuras 1y 7 (SEQ ID NO: 1). Para una comparacion, la secuencia de aminoacidos de la
cadena ligera C4 también se muestra en la figura 1 (SEQ ID NO: 12).
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[0017] La presente invencion, por tanto, se refiere a un anticuerpo, o un fragmento del mismo, que se une
especificamente al receptor alfa de folato (FRa),

donde dicho anticuerpo o fragmento del mismo es un fragmento Fab que comprende una cadena ligera cuya regién
variable (VL) comprende:

- las regiones determinantes de complementariedad (CDR) que tienen las siguientes secuencias de aminoacidos:

RASESVSFLGINLIH, (SEQ ID NO: 3)
QASNKDT, (SEQ ID NO: 4)
LQSKNFPPYT, (SEQ ID NO: 5)

- la region variable (Vh) que tiene la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 2 y la primera regién constante
(Ch1) de una cadena pesada

y donde la regién constante de dicha cadena ligera es una regién constante kappa.
[0018] En el contexto de la presente invencion, se usa la siguiente terminologia:

- Las expresiones "anticuerpos y fragmentos de la invencién" o "anticuerpos AFRA" o "fragmentos de anticuerpos
AFRA", salvo que se indique de otro modo, significan anticuerpos o fragmentos que comprenden una cadena
ligera que comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos que es idéntica a la ilustra en las figuras 1y 7
(SEQ ID NO: 1), o una secuencia de aminoacidos que es funcionalmente equivalente a la ilustrada en las figuras
1y7.

- La expresién "anticuerpo derivado de AFRA" o "fragmento de anticuerpo derivado de AFRA" se usa para indicar
anticuerpos o fragmentos que comprenden una cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos que es
funcionalmente equivalente a la ilustrada en las figuras 1y 7 (SEQ ID NO: 1).

- La expresién "cadena ligera AFRA" significa la cadena ligera ilustrada en las figuras 1 (AFRA) y 7 (SEQ ID NO:
1). La expresion "cadena ligera derivada de AFRA" significa una cadena ligera que tiene una secuencia de
aminodcidos que es funcionalmente equivalente a la ilustrada en las figuras 1 (AFRA) y 7 (SEQ ID NO: 1).

- El término "anticuerpo” se usa como sinénimo del término "inmunoglobulina” (o "lIg"). Salvo que se especifique de
otro modo, el término "anticuerpo” o el término "inmunoglobulina”, significa una molécula de anticuerpo intacta (o
completa). Los fragmentos se denominan como tales.

- La numeracion de las posiciones de los aminoacidos dentro de la molécula de anticuerpo se hace usando el
sistema de numeracion de Kabat (Kabat, H. A., et al. Sequences of Proteins of Immunological interest, 5.2 Ed.
(U.S. Dept. Health and Human Services, Bethesda, Md., 1991), salvo que se indique lo contrario.

[0019] En la naturaleza, los anticuerpos son moléculas glucoprotéicas producidas por los linfocitos B. Los
anticuerpos de la invencion pueden producirse por linfocitos B, por hibridoma, por expresién del anticuerpo
recombinante en una célula hospedadora procariota o eucariota o por técnicas sintéticas tales como ingenieria de
anticuerpos a partir de anticuerpos existentes. Pueden estar glucosilados o no. Hablando en lineas generales, los
anticuerpos se unen a antigenos con un alto grado de especificidad, y pueden subdividirse basandose en las
propiedades fisicas y funcionales en cinco clases (o isotipos), denominadas IgG, IgM, IgA, IgD e IgE. Estos
diferentes tipos de anticuerpos comparten una unidad estructural basica comun que tiene un peso molecular de
aproximadamente 150 000 Dalton (150 kDa) y esta compuesta por dos cadenas polipeptidicas pesadas (H) idénticas
y dos cadenas ligeras (L) idénticas, unidas covalentemente mediante enlaces disulfuro (S-S) intercatenarios entre
restos de cisteina. Los anticuerpos intactos de la invencion también tienen esta estructura. Preferiblemente, son del
tipo IgG.

[0020] En el contexto de la presente invencion, un "fragmento de anticuerpo” significa cualquier parte de un
anticuerpo, preferiblemente una parte de unién a antigeno e incluye variantes de dichas partes. Los ejemplos de
fragmentos de unién a antigeno de acuerdo con la invencién son fragmentos Fab; fragmentos Fab'; fragmentos
F(ab)z y minicuerpos. Las variantes de dichos fragmentos incluyen dimeros y trimeros de los fragmentos, y fusiones
entre fragmentos, obtenidas por el uso de secuencias de bisagra naturales, secuencias de bisagra sintéticas,
conectores peptidicos o conjugados quimicos. Los fragmentos de la invencion pueden ser monovalentes (por
ejemplo, fragmentos Fab), bivalentes (por ejemplo, fragmentos F(ab)2) o multivalentes (por ejemplo, un conjugado
quimico que comprende un fragmento Fab trimérico).

[0021] EI antigeno al que se unen especificamente los anticuerpos AFRA y los fragmentos de la invencion es el
receptor alfa humano de folato (aFR). El receptor de folato tiene tres isoformas, alfa, beta y gamma, que muestran
aproximadamente un 70 % de identidad en la secuencia de aminoacidos. Estas diferentes isoformas presentan
diferencias significativas en sus afinidades relativas por acido félico y son especificas de tejido de forma diferencial y
estan elevadas de forma diferencial en varias neoplasias. La isoforma alfa esta normalmente unida a la superficie
celular por un anclaje a membrana de glucosil fosfatidilinositol’®. Tiene una alta afinidad por el acido félico,
mediando la internalizacién de los compuestos de folato unidos al receptor y los conjugados de folato. El receptor
alfa de folato tiene una distribucién muy restringida en tejidos normales (es decir, esta presente en una cantidad
limitada de células epiteliales normales), pero se sobreexpresa en carcinoma de tejidos ginecoldgicos, por ejemplo,
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en carcinoma de ovario. De acuerdo con la invencion, la expresion "receptor alfa de folato" es sin6nimo de los
siguientes términos: FR-alfa; FRa; receptor 1 de folato; receptor de folato adulto; proteina adulta de unién a folato;
FBP; antigeno MOv18 asociado a tumor de ovario. En el contexto de la invencion, la expresion abarca el receptor
expresado en la superficie de una célula y también su forma soluble. La secuencia primaria de aminoacidos del
receptor alfa humano de folato se muestra en la figura 10A y una forma soluble en la figura 10B.

[0022] Una caracteristica importante de los anticuerpos y de los fragmentos de la invenciéon es que su unién al
receptor alfa de folato es especifica. Como los anticuerpos y los fragmentos de la invencién tienen una reactividad
superponible a la de C4 y Mov19, no se unen a las isoformas beta y gamma del receptor de folato. La expresion "se
unen especificamente" significa que los anticuerpos y los fragmentos de la invencion se unen con alta afinidad
(preferiblemente con una Kp de al menos 100 nM y mas preferiblemente con una Kp de al menos 20 nM) a FRa, que
se expresa sobre la superficie de una célula de mamifero, y no se une a proteinas que tienen, en la misma region
epitépica, menos de un 90 % de identidad, preferiblemente menos de un 95 % de identidad y mucho mas
preferiblemente menos de un 98 % de identidad. El epitopo reconocido por los anticuerpos monoclonales de la
invencion puede ser un epitopo continuo o puede ser un epitopo discontinuo (conformacional), formado por el
receptor cuando adopta su configuraciéon nativa en la superficie de una célula humana, preferiblemente en la
superficie de una célula humana de carcinoma de ovario. Por ejemplo, los anticuerpos y los fragmentos de la
invencién no se unen a proteinas que tienen menos de un 90 % de identidad global, preferiblemente menos de un 95
% de identidad global, y mucho mas preferiblemente menos de un 98 % de identidad global. Por tanto, es posible
que los anticuerpos y los fragmentos de la invenciéon se unan a proteinas que tienen un grado muy elevado de
identidad con el receptor alfa humano de folato mostrado en las figuras 10A y B, tales como variantes alélicas que
tienen entre una y cinco diferencias de aminoacidos con respecto a las secuencias de la figura 10, y que son
idénticas sustancialmente a las secuencias de la figura 10 con respecto a la regidbn o regiones epitopicas
reconocidas por los anticuerpos de la invencion.

[0023] Como se indica anteriormente, aunque FRa se sobreexpresa en células de carcinoma de ovario, también se
expresa en ciertos tipos de células epiteliales normales. Sin embargo, la expresién en células normales es en la
superficie apical, haciendo que el receptor sea inaccesible para los anticuerpos de la invencién en un contexto in
vivo. Por consiguiente, in vivo, los anticuerpos y los fragmentos de la invencién se unen especificamente a FRa
expresado en células de carcinoma de ovario donde, como consecuencia de la transformacion, las células pierden
su polaridad y entonces el receptor alfa de folato se expresa en toda la superficie de la célula (u otro carcinoma) y no
puede unirse al receptor expresado en la superficie de células humanas epiteliales normales. Por el contrario, en el
caso de que los anticuerpos y los fragmentos de la invenciéon se ensayen por ensayos in vitro, en células o tejidos
epiteliales humanos normales aislados (tales como células epiteliales de la pituitaria, endometrio, tiroides o
pancreas) o lineas celulares que expresan bajos niveles de FRa, puede detectarse una unién especifica.

[0024] Los anticuerpos AFRA y los fragmentos de anticuerpos AFRA de la invencién se caracterizan por una cadena
ligera especifica, cuya secuencia de aminoacidos se ilustra en la figura 1 (SEQ ID NO: 1). La cadena ligera AFRA
ilustrada tiene una estructura que es tipica de una cadena ligera de inmunoglobulina (L). De hecho, hablando en
lineas generales, las cadenas ligeras (L) son de aproximadamente 220 aminoacidos de longitud y tienen un dominio
variable ("VL") en el extremo amino-terminal de la cadena ligera (de aproximadamente 110 aminoacidos) y un
dominio constante ("C.") que consiste en la mitad carboxilo restante de la cadena L. La cadena ligera AFRA de la
invencion comprende 218 aminoacidos, componiendo los 113 aminoacidos N-terminales y la region variable ("V.") y
componiendo los restantes 105 aminoacidos del extremo carboxi-terminal la region constante ("C."). La secuencia
de aminoacidos de la region variable de cadena ligera es Unica para el anticuerpo AFRA de la invencién. Junto con
la regién variable de una cadena pesada asociada, forma el sitio de unién a antigeno del anticuerpo. La region
constante de la cadena ligera AFRA es una cadena ligera kappa tipica.

[0025] Aunque la cadena ligera de los anticuerpos AFRA y fragmentos de la invencién es habitualmente idéntica a la
ilustrada en las figuras 1 y 7, no obstante, pueden hacerse ciertos cambios en esta secuencia sin alejarse de la
invencion. De hecho, la invencion también se refiere a "anticuerpos derivados de AFRA" o "fragmentos de anticuerpo
derivados de AFRA" que comprenden una cadena ligera que es funcionalmente equivalente a la ilustrada en las
figuras 1 y 7 (SEQ ID NO: 1). Dicha cadena ligera funcionalmente equivalente es una secuencia de aminoacidos
que:

comprende una cadena ligera cuya regién variable comprende las regiones de la cadena ligera AFRA ilustrada en
las figuras 1 y 7 que determinan la especificidad por el receptor alfa de folato y una regién constante kappa. Las
regiones que determinan la especificidad corresponden a las regiones "hipervariables" de la cadena V., también
llamadas "regiones determinantes de complementariedad" (CDR). Estas CDR se denominan CDR1, CDR2 y CDR3 o
como alternativa L1, L2 y L3. Las regiones determinantes de complementariedad, confirmadas por la estructura
cristalina de Fab, de la secuencia AFRA (SEQ ID NO: 1) son:

RASESVSFLGINLIH (SEQ ID NO: 3),
QASNKDT (SEQ ID NO: 4),
LQSKNFPPYT (SEQ ID NO: 5).
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Estas regiones se ilustran en la figura 7 en negrita, subrayadas. Por tanto, la invencion se refiere al anticuerpo
derivado de AFRA o fragmento de anticuerpo derivado de AFRA, se une especificamente al receptor alfa de folato
(FRa) y comprende una cadena ligera cuya region variable comprende las secuencias de aminoacidos:

CDR1: RASESVSFLGINLIH (SEQ ID NO: 3),
CDR2: QASNKDT (SEQ ID NO: 4),
CDR3: LQSKNFPPYT (SEQ ID NO: 5).

[0026] Las secuencias de CDR enumeradas anteriormente estan presentes en la cadena ligera derivada de AFRA
en las mismas posiciones que aquellas en la cadena ligera AFRA original, es decir, CDR1: 24-38; CDR2: 54-60;
CDR3: 93-102 (usando el sistema de numeracién de Kabat). La secuencia restante de la region variable de dicha
cadena ligera derivada de AFRA puede ser cualquier secuencia flanqueante, por ejemplo, una secuencia
flanqueante que difiere de la secuencia de las figuras 1y 7 (SEQ ID NO: 1) por la sustitucion, eliminacion o insercién
de hasta diez o veinte aminoacidos, por ejemplo, 1, 2, 3, 4 0 5 aminoacidos y que, cuando se usa para reemplazar la
secuencia flanqueante de la cadena ligera AFRA ilustrada en la figura 1, en un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
que contiene las CDR AFRA, no modifica cualitativamente la especificidad del anticuerpo o fragmento del mismo por
el receptor alfa humano de folato. La regién variable (Vh) tiene la secuencia de aminoécidos de la SEQ ID NO: 2y la
primera region constante (Ch1) de una cadena pesada.

[0027] La region constante de dicha cadena ligera derivada de AFRA es una region constante kappa clasica, por
ejemplo, idéntica a los aminoacidos 114 a 219 de la secuencia AFRA de la figura 7 (doble subrayado).
Preferiblemente, estos anticuerpos derivados de AFRA o fragmentos de anticuerpo derivados de AFRA se unen al
receptor a de folato (FRa) con una afinidad (Kp) de menos de 50 nM, preferiblemente menos de 20 nM.

[0028] La especificidad de los anticuerpos derivados de AFRA o fragmentos de anticuerpo derivados de AFRA como
se define anteriormente, por el receptor a de folato, puede ensayarse in vitro y/o in vivo usando medios
experimentales convencionales para mostrar la reactividad con el FRa, y la ausencia de reactividad cruzada con
proteinas receptoras que tienen menos de un 90 % de identidad de secuencia, preferiblemente menos de un 95 %
de identidad de secuencia.

[0029] Independientemente de si la cadena ligera (L) es una secuencia AFRA inalterada de la SEQ ID NO: 1 o un
derivado de la misma como se describe anteriormente, el anticuerpo o fragmento de acuerdo con la invencion
comprende la primera region constante, habitualmente denominada Cui. Otras partes de la cadena pesada que
pueden estar asociadas con la cadena ligera de la invencién son fragmentos de cadena pesada que comprenden la
region variable (Vh), la primera region constante (Chi) y todo o parte de la region bisagra. Como alternativa, la
cadena pesada puede estar intacta, que comprende en secuencia: Vu, Cni, la region bisagra, Cuz, CHz ¥
opcionalmente Cns. La asociacion entre la cadena pesada y la cadena ligera es normalmente covalente, mediante
enlace disulfuro que implica una cisteina en el extremo carboxi-terminal de la cadena ligera.

[0030] La regién variable de la cadena pesada contiene tres regiones hipervariables, llamadas de nuevo "regiones
determinantes de complementariedad" (CDR), denominadas H1, H2 y H3 o, como alternativa, CDR 1, CDR2 y
CDRS3. Las CDR de la cadena pesada tienen una longitud de aproximadamente 3 a 25 aminoacidos y desempenan
una funcién importante en la especificidad del anticuerpo.

[0031] Existen cinco cadenas H diferentes en la naturaleza, denominadas alfa (a), gamma (y), delta (3), épsilon (€) y
mu (u), que difieren entre si en la secuencia de aminoacidos. El isotipo de un anticuerpo dado (es decir, si pertenece
a la clase IgA, IgG, IgD, IgE o IgM) se determina por la cadena H del anticuerpo en cuestion, definiendo la cadena H
alfa el isotipo IgA, definiendo la cadena H gamma el isotipo IgG y asi sucesivamente. Dentro de la clase IgG existen
cuatro subclases denominadas IgG1 a IgG4. De acuerdo con la invencion, la cadena pesada del anticuerpo AFRA o
fragmento o derivado del mismo puede ser uno cualquiera de estos isotipos, pero el isotipo IgG es particularmente
preferido, por ejemplo, IgG1.

[0032] Preferiblemente, la cadena ligera y la cadena pesada se unen covalentemente juntas por un enlace disulfuro
que implica la cisteina carboxi-terminal en la cadena ligera. Los fragmentos Fab de la invencién tipicamente tienen
un tamano de aproximadamente 55 kDa.

[0033] La invencion, por lo tanto, se refiere a un fragmento Fab donde la region variable de la cadena pesada (Vh)
tiene la secuencia de amino&cidos de la figura 8 (SEQ ID NO: 2) y la primera region constante de la regién de
cadena pesada (Ch1) es la region Cni de una cadena pesada gamma, particularmente una cadena pesada gammai.
Un ejemplo de una cadena pesada C tipica se ilustra en la figura 9 (SEQ ID NO: 9).

[0034] Por consiguiente, un fragmento Fab de la invencién comprende o consiste en los siguientes elementos de
secuencia:

una cadena ligera cuya regién variable (VL) que comprende:
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- las regiones determinantes de complementariedad (CDRs) que tienen las siguientes secuencias de
aminoacidos:

RASESVSFLGINLIH, (SEQ ID NO: 3)
QASNKDT, (SEQ ID NO: 4)
LQSKNFPPYT, (SEQ ID NO: 5)

- la region variable (Vh) que tiene la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 2 y la primera region
constante (Ch1) de una cadena pesada.

y donde la regién constante de dicha cadena ligera es una regién constante kappa.

De acuerdo con otro aspecto de la invencion, el fragmento de anticuerpo puede ser un fragmento Fab'. En el
contexto de la invencidén, un fragmento Fab' es un fragmento Fab en que la cadena pesada comprende
adicionalmente la regidn bisagra natural en su extremo carboxi-terminal, adecuado para la uniéon covalente a un
segundo fragmento de anticuerpo. La bisagra contiene uno o mas restos de aminoacido o grupos quimicos que son
adecuados para la formacion de enlace covalente, por ejemplo, una cisteina libre, permitiendo de ese modo la
dimerizacién del fragmento Fab'. La region bisagra puede ser al menos parte de una regiéon bisagra natural de
anticuerpo, por ejemplo, una regién bisagra de origen natural en una cualquiera de las cadenas pesadas alfa (a),
gamma (y), delta (d), épsilon (¢) y mu (u). Son particularmente preferidas las regiones bisagra, o partes de las
mismas, que corresponden a la secuencia natural de la subclase gamma, particularmente gammai, tal como el
pentapéptido DKTSC, o el hexapéptido DKTHTC. La parte de la regién bisagra usada para la creacion del fragmento
Fab' tipicamente contiene al menos un resto libre de cisteina, por ejemplo, en el extremo carboxi-terminal, pero
puede modificarse por ingenieria para que contenga dos o tres restos libres de cisteina.

[0035] Como alternativa, el fragmento Fab' puede dimerizarse de forma artificial por, por ejemplo, un resto no
proteinico tal como un conector quimico que confiere a resistencia a la hidrolisis en un entorno in vivo. Un ejemplo
de dicho conector artificial es bismaleimida etano (BMOE) pero se ha informado de otros varios conectores en la
bibliografia®- ",

[0036] La ventaja de usar fragmentos Fab' es que pueden dimerizarse para formar fragmentos F(ab'). que tienen
dos dominios de unién a antigeno. Los fragmentos F(ab')> son, por lo tanto, divalentes, lo que aumenta la avidez de
unién con respecto a un monoémero Fab. Los dos fragmentos Fab' que componen el dimero se unen juntos por
enlace entre cada una de las dos regiones bisagra, de las dos cadenas pesadas de Fab'. Los mondmeros Fab'
pueden dimerizarse por la oxidacién natural de las cisteinas libres en los extremos C-terminales de las cadenas
pesadas. Los fragmentos F(ab), tipicamente tienen un tamano de aproximadamente 100 a 110 kDa.

[0037] Si se dimerizan por un conector artificial no proteinico, los dos monémeros Fab' que componen el dimero
F(ab'). se unen covalentemente en si a través de este conector quimico. Por ejemplo, un bismaleimida etano
(BMOE) da lugar a un enlace maleimida que es no hidrolizable y, por lo tanto, confiere estabilidad al dimero en un
entorno in vivo.

[0038] De acuerdo con este aspecto de la invencion, los dos dominios de union a antigeno del dimero F(ab'):
pueden tener especificidades idénticas, ambas se unen especificamente a un epitopo dado del receptor alfa de
folato. Como alternativa el dimero F(ab'). puede ser biespecifico, siendo especifico uno de los dominios de union a
antigeno por un primer epitopo del receptor alfa de folato y siendo especifico el otro por un segundo epitopo del
receptor alfa de folato. Una posibilidad adicional es que el segundo dominio de unién a antigeno se una a un
antigeno completamente distinto del receptor alfa de folato, tal como un segundo antigeno de carcinoma o a un
marcador citolitico natural de células efectoras.

[0039] Los anticuerpos y fragmentos de la invencion son preferiblemente humanos completamente. La cadena ligera
AFRA de la invencion es de origen humano. Por lo tanto, es ventajoso combinar la cadena ligera con una cadena
pesada de origen humano. Como alternativa, la cadena ligera AFRA puede combinarse inicialmente con una cadena
pesada de origen no humano, por ejemplo, murino y después pueden usarse técnicas de ingenieria de anticuerpos
para humanizar la cadena pesada.

[0040] Los anticuerpos y fragmentos de la invencion se caracterizan por una alta afinidad de union y avidez por el
receptor alfa humano de folato. La afinidad de unidn es la fuerza de la interaccion entre un Unico sitio de unién a
antigeno en un anticuerpo, o fragmento del mismo, y su epitopo antigénico especifico. Cuanto mayor sea la afinidad,
mas fuerte sera la asociacion entre el antigeno y el anticuerpo o fragmento, y mayor probabilidad habra de que el
antigeno permanezca en el sitio de union. El término "avidez" se usa para describir la fuerza global de la interaccién
entre un anticuerpo o fragmento de anticuerpo, y depende tanto de la afinidad como de la valencia de las
interacciones. Cuantos mas sitios de union a antigeno tenga una molécula de anticuerpo individual, mayor sera la
avidez por el antigeno.
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[0041] La afinidad puede expresarse como una constante de afinidad Ka que es la relacion entre las constantes de
velocidad para la asociacion (Kasociacion) y disociacion (Kaisociacion) del anticuerpo y el antigeno. La Ka se mide en M™;
cuanto mayor sea la afinidad, mayor sera la Ka. Como alternativa la afinidad puede expresarse como una constante
de disociacién Kp, donde Kp = 1/Ka. Las unidades de Kp M, y cuanto mayor sea la afinidad, menor sera la Kp. En el
contexto de la invencién, las afinidades normalmente se expresan como Kp. Como la mayoria de los métodos de
medicién de la afinidad tienen en cuanta la cantidad de sitios de unién de un anticuerpo o fragmento, los valores de
afinidad Ka y Kp, de hecho, puede considerarse que reflejan la afinidad para anticuerpos o fragmentos
monovalentes, y la avidez para anticuerpos o fragmentos multivalentes.

[0042] Los anticuerpos AFRA y fragmentos de la invencion preferiblemente se unen al receptor alfa de folato (FRa)
con una afinidad (Kp) en el intervalo de 100 nM a 1 pM. Mas particularmente, tienen una afinidad (Kp) de menos de
75 nM, preferiblemente de menos de 50 nM, mas preferiblemente de menos de 30 nM y mucho mas preferiblemente
de menos de 5 nM. A modo de ejemplo, los fragmentos monovalentes de la invencion, tales como fragmentos Fab
tipicamente muestran una Kp de menos de 50 nM. Esta afinidad representa una mejora considerable sobre el
fragmento C4 Fab monomérico conocido. Los fragmentos divalentes de la invencion tales como F(ab')z o un Di Fab
Maleimida (DFM) tipicamente muestran una Kp de menos de 30 nM, por ejemplo, de menos de 5 nM. Estos valores
pueden obtenerse usando el receptor soluble o el receptor expresado en superficie celular como antigeno.

[0043] De acuerdo con la invencién, la afinidad de uniéon puede medirse por varias técnicas convencionales, tales
como dialisis en equilibrio, con analisis de Scatchard de los datos, de acuerdo con el cual:

r/c = K(n-r),
donde:

» r=moles de ligando unido/moles de anticuerpo en equilibrio;

* ¢ = concentracion de ligando libre en equilibrio;

» K = constante de asociacion en equilibrio; y

* n = numero de sitios de unién a antigeno por molécula de anticuerpo (valencia)

[0044] También pueden usarse ensayos de unién competitiva de ELISA para la determinacion de la Ka, de nuevo
usando andlisis de Scatchard. Como alternativa, la Kp relativa puede determinarse como la concentracién a la que
se obtiene la mitad de la sefal estable de ELISA.

[0045] Una técnica adicional que puede usarse para medir la afinidad de unién es la resonancia de plasmon
superficial (SPR), por ejemplo, usando tecnologia Biacore (Pharmacia). Con este método, es posible medir la
cinética de unién, asi como las constantes de afinidad. De acuerdo con esta técnica, Kp = Kaisociacion/Kasociacisn donde
kdisociacisn €S la constante de velocidad de disociaciéon (también denominada ko) Yy la kasociacion €S 12 constante de
velocidad de asociacién (también denominada kon).

[0046] De acuerdo con la invencién, el antigeno usado en los analisis de afinidad puede ser el receptor alfa de folato
que se expresa en la superficie de células completas, particularmente células humanas, por ejemplo, células de
carcinoma de ovario humano tales como OVCAR3 (ATCC), IGROVI (aportacion proporcionada por Dr. J. Bénard,
Institut Gustave Roussy, Villejuif, Francia) o células transfectadas con el receptor alfa humano de folato tal como
células A431-Fr"®. Como alternativa, el antigeno puede estar en forma de un receptor soluble, por ejemplo, FRa
recombinante como se muestra en la figura 10. El uso de receptor soluble es particularmente ventajoso para analisis
de resonancia de plasmon superficial (SPR) y puede usarse para predecir la unién in vivo en seres humanos.

[0047] Los anticuerpos AFRA y fragmentos de la invencién pueden usarse en varias aplicaciones terapéuticas, de
diagndstico y de imagenes. La invencién, por tanto, se refiere a un anticuerpo AFRA o fragmento de acuerdo con la
invencion para el tratamiento de trastornos que implica la sobreexpresion de receptor alfa de folato (FRa). En
particular los anticuerpos AFRA y fragmentos de la invencion pueden usarse para la preparacion de un medicamento
para el tratamiento de cancer humano. Un aspecto de la invencion, por tanto, se refiere a un método para tratar
cancer humano, comprendiendo dicho método administrar a un sujeto que necesita dicho tratamiento una cantidad
eficaz de un anticuerpo AFRA o fragmento de acuerdo con la invencion.

[0048] Para muchas de las aplicaciones terapéuticas, de diagndstico y de imagenes, el anticuerpo o fragmento se
conjuga a un resto efector tal como un agente citotdxico o marcador. Este es el caso para el tratamiento de
trastornos tales como carcinoma, por ejemplo, carcinoma ginecolégico.

[0049] Un uso terapéutico particularmente preferido de los anticuerpos AFRA y fragmentos es en radioinmunoterapia
de carcinoma de ovario en seres humanos. Para dicha aplicacion, los antlcuerpos y fragmentos se conjugan a un
radiondclido citotoxico, tal como ''I, *°Y, "’Lu, "®8RE. Un radionticlido mucho mas preferido es '*'I. Ademas, pueden
usarse otros radiontclidos tales como **Tc, por ejemplo, en un entorno de diagndstico o de imagenes.
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[0050] Los anticuerpos AFRA y fragmentos son particularmente muy adecuados para radioinmunoterapia en vista de
su bajo valor Kp para el receptor alfa de folato, significativamente mejorado sobre el C4 Fab conocido. La mayor
afinidad de los anticuerpos AFRA y fragmentos con respecto a la afinidad de C4 representa una ventaja real para
radioinmunoterapia, ya que esto influye directamente en la localizacion del tumor y la dosificacion del anticuerpo. En
este caso particular, la mayor afinidad de los anticuerpos AFRA y fragmentos refleja directamente la cantidad de
anticuerpo unido al tumor. En otras palabras, como los anticuerpos AFRA y fragmentos tienen un valor de Kp muy
inferior a C4, las moléculas AFRA alcanzaran, a la misma dilucién, una concentracion mayor en tejidos tumorales de
lo que lo haria C4. Esto reduce el fondo y por consiguiente también reduce los efectos secundarios del tratamiento
que se deben principalmente a la unién inespecifica del anticuerpo. La radioinmunoterapia se basa de forma eficaz
en la acumulacion especifica de radiactividad en el tumor, y la mayor relacién de tejidos tumorales/sanos obtenida
con los anticuerpos AFRA y fragmentos proporciona un indicador claro para un efecto terapéutico mejorado.

[0051] La conjugacion del radionuclido a los anticuerpos o fragmentos de la invencién puede hacerse usando
cualquier técnica convencional tal como el uso de un conector entre el anticuerpo y el radiois6topo. Preferiblemente,
el radioinmunoconjugado tiene una actividad especifica de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 15 mCi/mg,
dependiendo del radionuclido, y puede administrarse por via intravenosa u otra via. Dependiendo de la duracién
deseada y la eficacia del tratamiento, los conjugados de radiondclido-anticuerpo de la invencion pueden
administrarse una vez o varias veces, en combinacion con otros farmacos terapéuticos o agentes
radiosensibilizantes. La cantidad del radioinmunoconjugado aplicado depende de la naturaleza precisa del
carcinoma. La dosis de radiactividad para administraciéon debe ser suficientemente alta para ser eficaz, pero debe
estar por debajo de la toxicidad limitante de la dosis (DLT). Se prefieren administraciones individuales; también son
posibles mudltiples administraciones. En general, la dosis de radiactividad por administracion estara entre 20 y
80 mCi/m? de area superficial corporal (BSA).

[0052] De acuerdo con una realizacion preferida de la invencion, el fragmento de anticuerpo AFRA usado para
radioinmunoterapia es un fragmento dimérico, por ejemplo, F(ab’). o un dimero Fab quimico tal como F(ab').-DFM.
Los dimeros de Fab AFRA tipicos para aplicaciones de radioinmunoterapia comprenden la cadena ligera AFRA en
asociacion con una cadena presada de IgG, que tiene una regién variable tal como la ilustrada en la figura 8, o una
region variable que comprende las CDR de la secuencia de la figura 8 en una secuencia flanqueante diferente.

[0053] Los anticuerpos y fragmentos de la invencion pueden usarse como agentes terapéuticos individuales en el
tratamiento de trastornos tales como cancer, particularmente cancer de ovario. Como alternativa, pueden usarse en
asociacion con otros agentes terapéuticos, en tratamiento combinado que implica multiples farmacos y/o métodos de
tratamiento. Por ejemplo, los anticuerpos o fragmentos de la invencién pueden usarse junto con quimioterapia,
radioterapia, terapia hormonal o terapia biolégica.

[0054] Esta realizacion de la invencion, por tanto, se refiere a un producto que contiene un anticuerpo o fragmento
de acuerdo con la invencién y al menos un agente terapéutico adicional, como una preparacién combinada para uso
simultaneo, separado o secuencial en tratamiento. Un agente terapéutico adicional se selecciona tipicamente del
grupo que consiste en un agente quimioterapéutico y un agente radioterapéutico. Dichos productos para tratamiento
combinado son particularmente adecuados para el tratamiento de cancer humano, por ejemplo, cancer de ovario.

[0055] En el contexto de dicho tratamiento de combinacion, los anticuerpos o los fragmentos de la invencion pueden
usarse como el tratamiento principal en asociacién con un tratamiento secundario adecuado, que se administra
simultaneamente con o sucesivamente a los anticuerpos AFRA o fragmentos. Como alternativa, los anticuerpos o
los fragmentos de la invencion pueden usarse como tratamiento secundario para ayudar al tratamiento principal, tal
como quimioterapia. Este aspecto de la invencion, por tanto, incluye un método para tratar el cancer humano,
comprendiendo dicho método la administracion a un sujeto que necesita dicho tratamiento, una cantidad eficaz de
un primer agente terapéutico y una cantidad eficaz de un segundo agente terapéutico, donde el primer y el segundo
agente terapéutico se administra al sujeto simultdneamente, secuencialmente o por separado, y el primer o el
segundo agente terapéutico comprende un anticuerpo AFRA o un fragmento de acuerdo con la invencién.

[0056] Los anticuerpos o los fragmentos de la invencién, por tanto, pueden usarse para realizar un tratamiento
complementario o adyuvante con un agente terapéutico adicional, por ejemplo, un agente quimioterapéutico, para el
tratamiento de cancer humano, particularmente cancer de ovario.

[0057] De acuerdo con un aspecto adicional, los anticuerpos AFRA o los fragmentos pueden estar presentes junto
con otros anticuerpos o fragmentos, en forma de un céctel 0 mezcla. Estos otros anticuerpos o fragmentos pueden
ser anticuerpos AFRA adicionales o fragmentos, especificos para el receptor alfa de folato, o pueden ser anticuerpos
o fragmentos que tienen especificidad por un antigeno diferente. Los cocteles o mezclas también incluyen mezclas
de anticuerpos AFRA o fragmentos que comprenden diferentes formatos de anticuerpo AFRA tales como mezclas
de fragmentos AFRA monoméricos y diméricos o fragmentos que tienen al menos una cadena ligera con la
secuencia de aminodcidos de AFRA ilustrada en la figura 1 o 7 (SEQ ID NO: 1) o el equivalente funcional de dicha
cadena ligera.
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[0058] La invencién, por tanto, incluye mezclas de anticuerpos AFRA o fragmentos, comprendiendo dicha mezcla
una composicion heterogénea de fragmentos de anticuerpo que comprende o que consisten en:

i) fragmentos de anticuerpos divalentes que se unen especificamente al receptor alfa humano de folato,
comprendiendo dichos fragmentos divalentes dos fragmentos Fab' unidos covalentemente que tienen cada uno
una cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de AFRA ilustrada en la figura 1 0 7 (SEQ ID NO: 1) o
el equivalente funcional de dicha cadena ligera, y

ii) fragmentos de anticuerpos adicionales que comprenden al menos una cadena ligera que tiene la secuencia de
aminoacidos de AFRA ilustrada en la figura 1 o 7 (SEQ ID NO: 1) o el equivalente funcional de dicha cadena
ligera,

comprendiendo el fragmento de anticuerpo divalente (i) al menos un 50 %, preferiblemente al menos un 60 % y
mucho mas preferiblemente al menos un 70 % de la composicién. Preferiblemente, los fragmentos (ii) representan
menos de un 20 % de la composicién, mucho mas preferiblemente menos de un 10 %.

[0059] Las especies bivalentes pueden ser dimeros naturales, unidos por enlaces de disulfuro entre las regiones
bisagra de los fragmentos Fab' o pueden ser dimeros quimicos tales como DFM-AFRA.

[0060] Por ejemplo, en condiciones de dimerizacion natural, aproximadamente un 80 % del producto de dimerizacion
de AFRA se encuentra que es F(ab')> después de la purificacion. La alta proporcién de dimeros de unién a antigeno
formados por los fragmentos AFRA de la invencion constituye una ventaja adicional en comparacion con el C4-Fab
conocido. Los inventores han observado que se forma un pseudodimero durante la dimerizacion. Este
pseudodimeros esta compuesto de dos cadenas ligeras unidas covalentemente a una cadena pesada y una
segunda cadena pesada se mantiene en la estructura a través de interacciones hidrofobas. Como este
pseudodimero puede resolverse en SDS-PAGE en dos especies, una de 75 kDa (L2H) y otra de 25 kDa (cadena
pesada), se llamé LoH por motivos de simplificacion. Durante la dimerizaciéon "natural" del C4-Fab', el dimero
correcto, LoH, solamente representa aproximadamente un 30 % del producto de reaccién mientras que el 70 %
restante del material corresponde al dimero LoH. No es posible purificar cromatograficamente el dimero C4 de su
sucedaneo y como el porcentaje de pseudodimero es mucho mayor que el del dimero correcto, no es factible el
desarrollo de la molécula C4 para radioinmunoterapia.

[0061] Para dimeros obtenidos por dimerizacion quimica, los fragmentos AFRA dan lugar a mezclas de producto de
dimerizaciéon que tiene al menos un 50 % de F(ab').. Puede haber una especie LoH presente, que representa menos
de un 20 % de la composicion, mucho mas preferiblemente menos de un 10 % y existe una composicion
heterogénea en forma purificada si las dos formas no pueden separarse por métodos cromatograficos. A pesar de la
presencia de la especie LoH, las mezclas AFRA-DFM heterogéneas han demostrado tener alta afinidad de unién por
el receptor alfa humano de folato, por ejemplo, con una KD de menos de 50 nM, preferiblemente de menos de 30 nM
y mucho mas preferiblemente de menos de 5 nM.

[0062] La fuerte tendencia de la cadena ligera C4 a reaccionar durante la formacién de dimeros "naturales" es
incluso mas pronunciada durante la sintesis de dimeros quimicos (DFM) y casi evita cualquier ensamblaje de
dimeros, incluso cuando se ensayan varias condiciones de pH y temperatura. La reaccion de dimerizaciéon quimica
de C4 da un rendimiento de menos de un 5%, del cual solamente un 30 % aproximadamente es el dimero correcto.
El porcentaje global de dimero obtenido al final de la reaccion es, por tanto, diez veces inferior que para AFRA. Esta
propiedad peculiar junto con la baja afinidad del C4-Fab, que no puede usarse como monémero, evita el desarrollo
del fragmento de anticuerpo C4 para radioinmunoterapia.

[0063] Un aspecto adicional de la invencién se refiere a una molécula de acido nucleico que comprende una
secuencia que codifica la cadena ligera de un anticuerpo o un fragmento del mismo que se une especificamente al
receptor alfa de folato (FRa), donde dicha cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
1 o un equivalente funcional de la misma. El acido nucleico puede ser ADN o ARN; y puede ser bicatenario o
monocatenario.

[0064] Esta invencion también se refiere a un vector de expresion que comprende dicha secuencia de acido
nucleico, donde dicha secuencia codificante de acido nucleico esta unida de forma funcional a sefales reguladoras
de la transcripcion, que permiten de ese modo la expresion de la cadena ligera AFRA en una célula hospedadora
adecuada. El acido nucleico puede comprender ademas una secuencia que codifica una cadena pesada de
anticuerpo o un fragmento de la misma, por ejemplo, en una disposiciéon bicistronica, que facilita la asociacién
natural de las cadenas ligera y pesada en la célula hospedadora.

[0065] La invencion también se amplia a células hospedadoras que contienen un acido nucleico que codifica la
cadena ligera AFRA, por ejemplo, una célula hospedadora transformada con el vector de expresion de la invencién.
Las células hospedadoras pueden ser procariotas o eucariotas. Como un ejemplo de células hospedadoras
procariotas, Escherichia coli es particularmente preferida. El ejemplo de células eucariotas adecuadas incluye
células humanas, de primate, murinas o de levadura.
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[0066] Una célula particularmente preferida es la cepa de E. coli depositada en el CNCM el 15 de marzo de 2006
segun los términos del tratado de Budapest con el nimero de acceso CNCM [-3586. Este microorganismo
(Escherichia coli cepa BW25113 A PyrC:kan (lacl, rmBris, AlacZwys, hsdR514, ArhaBADapss, ArhaBAD.p7s))
contiene el plasmido DoB0134 y produce un Fab AFRA de la invencion. El fragmento Fab AFRA que se puede
obtener de esta cepa depositada también esta dentro del alcance de la invencién.

[0067] La invencion también se refiere a un método para producir anticuerpos humanos de alta afinidad o
fragmentos de los mismos, uniéndose especificamente dichos anticuerpos o fragmentos de los mismos al receptor
alfa de folato (FRa), donde dicho método comprende las etapas de:

- transfectar un vector de expresién como se describe anteriormente en una célula hospedadora adecuada;
- recuperar el anticuerpo AFRA expresado o el fragmento del mismo;
- opcionalmente mutar y/o dimerizar el anticuerpo recuperado o el fragmento del mismo.

[0068] La mutacion del anticuerpo o del fragmento asi expresado puede realizarse para anadir partes de bisagra o
restos de cisteina, o puede usarse para ajustar o modular la afinidad y la especificidad del anticuerpo/fragmento.

[0069] En una realizacién, el vector de expresion se co-expresa en la célula con un segundo vector de expresion que
comprende una secuencia de acido nucleico que codifica una cadena pesada de anticuerpo o fragmento de la
misma, estando dicho acido nucleico unido de forma funcional a sefiales reguladoras de la transcripcién.

[0070] Un método alternativo para producir los anticuerpos de la invenciéon comprende las etapas de:

- construccion del repertorio VHCn humano; el repertorio humano se construye preferiblemente a partir de linfocitos
B humanos, obtenidos de médula 6sea, ganglios linfaticos, bazo o sangre periférica de pacientes con carcinoma
de ovario, pero que estan preferiblemente libres de la enfermedad en el momento de la construccion del
repertorio o, como alternativa, de donantes sanos. El repertorio también puede generarse por sintesis.

- seleccién de una cadena pesada de anticuerpo humano que tiene la capacidad de unirse especificamente al
receptor alfa de folato (FRa), realizandose dicha selecciéon por seleccién guiada usando un fragmento de
anticuerpo que comprende una cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1 como
molde de guia sobre un repertorio V4Cx humano, seguido por seleccidon en células humanas que sobreexpresan
aFR o en la proteina aFR soluble.

- expresién de un gen que codifica la cadena pesada de anticuerpo humano seleccionada junto con un gen que
codifica la cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1 en una célula hospedadora
adecuada en condiciones que permiten el ensamblaje de dichas cadenas ligera y pesada.

En una realizacién, el gen que codifica la cadena pesada de anticuerpo humano seleccionada y el gen que codifica
la cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1 se expresan en la célula por un vector
de expresion que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica la cadena pesada de anticuerpo humano
seleccionada y la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1 unidas de forma funcional a sefales reguladoras
de la transcripcion.

[0071] En una realizacién alternativa, el gen que codifica la cadena pesada de anticuerpo humano seleccionada se
expresa en la célula por un primer vector de expresion que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica
la cadena pesada de anticuerpo humano seleccionado unida de forma funcional a senales reguladoras de la
transcripcion y el gen que codifica la cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1 en la
célula se expresa por un segundo vector de expresién que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica
la cadena ligera AFRA unida de forma funcional a sefales reguladoras de la transcripcion.

[0072] Este método permite la seleccion de diferentes cadenas pesadas que crean dominios de unidn especificos
para el receptor alfa de folato cuando se combinan con la cadena ligera AFRA. Se proporcionan detalles especificos
de este tipo de método en los ejemplos a continuacion.

[0073] Un aspecto adicional de la invencion se refiere a una composicién farmacéutica que comprende el anticuerpo
o el fragmento de la invencion, en asociacioén con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En dicha composicion,
el anticuerpo o el fragmento del mismo puede conjugarse con un resto efector tal como un agente citotéxico, por
ejemplo, un radionticlido tal como "'I, °Y, """Lu, "®®Re o con una toxina, o con un agente quimioterapéutico o con un
profarmaco o con una enzima, habitualmente usados unidos a anticuerpos. Puede usarse “Tc en aplicaciones de
diagnéstico.

[0074] La invencién también se refiere a un método para el diagnéstico o la formacién de imagenes de carcinoma de
ovario o metastasis del mismo, que comprende, por ejemplo, poner en contacto un tejido, o una muestra del mismo,
de un sujeto con un anticuerpo o un fragmento de acuerdo con la invencién, estando dicho anticuerpo o fragmento
conjugado con un marcador adecuado tal como un radionuclido. El proceso de diagnostico o de formacién de
imagenes puede realizarse in vivo, donde la deteccion de unién significativa del anticuerpo al tejido indica la
presencia de sobreexpresion de receptor alfa de folato, o que sugiere transformacién maligna de las células. Como
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alternativa, el proceso de diagnéstico o de formacion de imagenes puede realizarse fuera del organismo, por
ejemplo, in vitro, sobre una muestra bioldgica tal como una muestra tisular, obtenida del sujeto. En este Gltimo caso,
la comparacién del nivel de unién de los anticuerpos o los fragmentos de la invencion con el nivel de union
observado con una muestra de tejido normal se recomienda para justificar la deteccién de cualquier expresién apical
de receptor alfa de folato en células normales no transformadas de dicho tejido.

[0075] Se ilustran diversos aspectos de la invencién en las figuras:

Figura 1: alineacion de las secuencias de aminoacidos de cadena ligera C4 (SEQ ID NO: 12) y AFRA (SEQ ID NO:
1). La cadena ligera AFRA comprende 218 aminoacidos, de los cuales los primeros 113 aminoacidos constituyen la
region variable kappa, y los 105 aminoacidos restantes representan la region constante kappa. Las diferencias
principales entre los anticuerpos C4 y AFRA recae en las CDR.

Figura 2: representacién esquematica del vector de expresion bicistrénico DoB0134, adecuado para expresar Fab
AFRA en E. coli. Este vector, que contiene las secuencias de acido nucleico que codifican la cadena ligera AFRA
ilustrada en la figura 1 (SEQ ID NO: 1) y la cadena pesada AFRA (que incluye una mutacion Q1N), contenida en E.
coli, se deposité el 15 de marzo de 2006 en el CNCM con el nimero de acceso CNCM [-3586. BW25113 A
PyrC::Kan (lacF, rmBri4, A lacZw.is, hsdR514, ArhaBA-Dawnss, ArhaBAD, p7s.

Figura 3: (union BlAcore): determinacién de parametros de union de fragmentos de anticuerpo en el receptor alfa de
folato. Para esto, se hicieron fluir varias concentraciones de monémero Fab (de 3 a 200 nM) en la celda del chip
detector previamente recubierta con el receptor recombinante y se registrd la unién durante 30 minutos. Después de
este periodo de tiempo, se control6 el lavado durante otros veinte minutos. Para AFRA la Kp se determiné en 43,9
nM con un Chi2 de 1,85 (panel A) mientras para C4 la Kp determinada fue 168 nM con un Chi2 de 2,19 (panel B).
Figura 4 (dimerizacion natural): el Fab AFRA y C4 se redujeron levemente y se oxidaron suavemente para obtener
dimeros naturales. Los productos de reaccién se analizaron por SDS-PAGE vy los resultados se presentan en panel
A superior para AFRA con su andlisis de densitometria relativa, mientras que el panel B corresponde a C4. La
generacion de la especie LoH se presenta en el dibujo del panel C.

Figura 5 (inmunohistoquimica): el anticuerpo monoclonal anti-CA125 se sondeé como control positivo interno en una
biopsia humana correspondiente a un carcinoma de ovario (panel A). De la misma manera, se evalué AFRA-DFM
(0,5 pg/ml) en el mismo tejido (panel B). Ambos anticuerpos se estimaron por FITC y el fondo en el portaobjetos C.
Figura 6 (biodistribucion de AFRA-DFM-'®"I): el Di-Fab-maleimida radiomarcado con "'l se inyecté iv en ratones que
albergaban tumor. Los animales se sacrificaron 1, 3, 6, 15, 24 y 48 horas después de la inyeccién. Se aisl6 el tumor,
sangre y érganos predefinidos, se pesaron y se contaron para determinar la concentracion del AFRA-DFM. El
resultado de la biodistribucion se presenta en la figura de abajo como el porcentaje de la dosis inyectada por gramo.
Figura 7: secuencia de aminoacidos de la cadena ligera kappa AFRA (SEQ ID NO: 1) que muestra:

- laregion variable (Vk) que se extiende entre los aminoacidos 1 a 113;

- regiones hipervariables confirmadas a partir de la estructura cristalina: CDR1 (aminoacidos 24 a 38), CDR2
(aminoacidos 54 a 60) y CDR3 (aminoacidos 93 a 102) (negrita, subrayado);

- regién constante kappa (Ck) que se extiende entre los aminoacidos 114 a 219 (doble subrayado).

Figura 8: secuencia de aminoacidos de la cadena pesada (region variable) AFRA (SEQ ID NO: 2):

- region variable (VK) que se extiende entre los aminoacidos 1 a 120;
- regiones hipervariables: CDR1 (aminoacidos 31-35), CDR2 (amino&cidos 50-66) y CDR3 (aminoacidos 99-110)
(negrita, subrayado).

Figura 9: cadena pesada AFRA (region constante: IgG1 CH1) (SEQ ID NO: 8)
Figura 10: (receptor alfa de folato):
A: secuencia de aminoacidos del receptor alfa de folato (SEQ ID NO: 10):

- Secuencia senal: aminoacidos 1 a 24

- Secuencia receptora madura: aminoacidos 25 a 234

- Secuencia propep: aminoacidos 235 a 237, eliminada en la forma madura
- Sitios de glucosilacion: aminodcidos 69, 161 y 201.

B: receptor alfa de folato soluble recombinante con la marca de purificacién His6 (SEQ ID NO: 11).

Figura 11: eficacia in vivo de AFRA-DFM radiomarcado en tumores xenoinjertados en ratones a una dosis promedio
de 1 mCi/ratén. Barras negras: tumor de células A431 transfectadas con receptor alfa humano de folato (A431 FR).
Barras sombreadas de forma diagonal: tumor de células A431 no transfectadas con receptor alfa humano de folato
(A431). Barras abiertas: control.

Figura 12: localizacion in vivo después de administracion i.p. EI AFRA-DFM radiomarcado con '*'l se inyect6 i.p.
(dosis promedio = 0,074 mCi/ratén) en ratones que albergaban células tumorales IGROV1 que crecen i.p. Los
animales se sacrificaron 1, 3, 6, 15 y 24 horas después de la inyeccion. Se aisl6 el liquido ascitico, masas tumorales
i.p. solidas, sangre y 6rganos predefinidos, se pesaron y se contaron para determinar la concentracion de la AFRA-
DFM. El resultado de la biodistribucién se presenta como el porcentaje de la dosis inyectada por gramo.

Figura 13: eficacia in vivo de AFRA-DFM radiomarcado en células de cancer de ovario xenoinjertadas en ratones. A:
supervivencia global de ratones a los que se ha inyectado i.p. células IGROV1, que sobreexpresan de forma natural
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el receptor alfa humano de folato, y tratados i.p. en el dia +2 con 1 mCi/ratén de '*'l_DFM AFRA o solucion salina
(control). B: supervivencia global de ratones a los que se ha inyectado i.p. células OVCARS, que sobreexpresan de
forma natural el receptor alfa humano de folato, y tratados i.p. en el dia +2 0 +4 con 1 mCi/raton de *'l-DFM-AFRA o
solucién salina (control).

Ejemplos

1. Produccion de un fragmento Fab humano de alta afinidad especifico por el receptor alfa de folato

[0076] Se hicieron modificaciones significativas al fragmento C4 Fab apa obtener un fragmento Fab humano con
caracteristicas de unién mejoradas, incluyendo afinidad de unién aumentada. Estas modificaciones se describen a
continuacion:

a) Reordenamiento de cadena: seleccion de una cadena ligera kappa especifica para el receptor alfa de
folato

[0077] Primero se decidi6 sustituir la cadena ligera lambda C4 con una kappa. La sustitucién de la cadena ligera Fab
se realiz6 como se describe previamente para el fragmento C4 por seleccién guiada de presentacién en fagos (”).

[0078] Especificamente, se generé una biblioteca de cadenas ligeras kappa de anticuerpo (VkCk) a partir de
linfocitos B humanos.

[0079] La biblioteca se obtuvo de ARNm combinado de linfocitos de sangre periférica obtenidos de cuatro mujeres
que habian tenido previamente carcinoma de ovario, pero que estaban libres de enfermedad en el momento de la
extraccion de la sangre. Las mujeres habian tenido un estado libre de enfermedad durante varios afios antes de la
recogida de sangre. Tres de las mujeres habian tenido carcinoma de isotipo seroso, diagnosticadas en la fase Ill o
IV de la enfermedad. La cuarta paciente_habia tenido carcinoma de ovario de isotipo endometrioide, diagnosticado
en fase lll. Se recogieron entre 2,0 x 107 y 5,0 x 10’ PBMC de cada paciente para la preparacion de la biblioteca.
Cada familia de cadenas se habia amplificado por separado por pares de cebadores apropiados para compensar la
eficacia especifica de PCR de acuerdo con la temperatura de hibridacién de los cebadores.

[0080] EI repertorio VKCk Unico asi obtenido no era un repertorio virgen, ya que las pacientes habian estado
expuestas previamente a sobreexpresion del antigeno del receptor alfa de folato. Contenia potencialmente genes de
anticuerpos desarrollados contra el tumor especifico y posiblemente contra el receptor alfa de folato expresado en
mujeres con dicha enfermedad.

[0081] La biblioteca asi obtenida se usé para seleccionar una nueva cadena ligera compatible con la pesada C4.
Como los inventores estaban buscando un fragmento de anticuerpo que compartiera la misma especificidad por el
receptor alfa de folato que la molécula C4, se aplicé un protocolo de seleccion guiada. Después de tres pases de
paneo sobre células de carcinoma de ovario (células OVCAR-3), usando la cadena pesada C4 como molde de guia
para seleccionar una nueva cadena ligera kappa, se recogieron varios fagos de forma aleatoria y se evaluaron para
su capacidad de union en estas células. El de mejor unién se identifico y se llamé AFRA (anti receptor alfa de folato)
y se secuenci6 su cadena ligera.

[0082] La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera kappa seleccionada se presenta en la figura 1. AFRA y el
fragmento C4 tiene la misma cadena pesada, con la excepcién de una mutacion Q1N introducida en el primer
aminoacido de la cadena pesada AFRA, como se presenta en el ejemplo 1C.

b) Expresion de Fab en E. coli

[0083] Después se prepararon construcciones de expresion adecuadas para la expresion del fragmento AFRA Fab y
el fragmento C4 Fab en E. Coli: se clonaron los genes que codifican las cadenas pesada y ligera de AFRA o C4 en
fase con secuencias lider (lider de Stll derivado de la enterotoxina Il termoestable de E. Coli) para dirigir la sintesis
de fragmentos al compartimento periplasmico de Escherichia coli. El vector de expresion se disefié especialmente
para fermentacién, que contiene una construccién bicistrénica que codifica tanto la cadena ligera como la pesada
bajo el control del promotor de arabinosa araP junto con un marcador de seleccion pyrC que codifica la
dihidroorotasa (el casete de expresidon basico se describe en la solicitud de patente europea EP 05109274.0
presentada en nombre de Dompe S.p.a. el 6 de octubre de 2005 y en el documento WO 2007/039632). El vector
bicistronico se disei6 para que expresara un ligero exceso de la primera cadena (ligera), en comparacion con la
expresion de la segunda cadena (pesada) porque en el presente caso, la cadena pesada, cuando se expresa en
solitario puede ser téxica para Escherichia coli.

[0084] EI vector que expresa AFRA se denomina DoB0134 (véase la figura 2) y se ha depositado en el CNCM
(Collection Nationale de Cultures de Microorganismes, Institut Pasteur, 25 Rue du Docteur Roux, F-75724 Paris
Cedex 15, el 15 de marzo de 2006, en Escherichia coli cepa BW25113 A PyrC:Kan (lacF, rmBris, AlacZwye,
hsdR514, AaraBA-Dawss, ArhaBADp7s.)) con el nimero de acceso CNCM 1-3586. Esta cepa expresa la cadena
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ligera AFRA con la modificacién N-terminal descrita en el Ejemplo 1¢ y una cadena pesada que incluye la region
bisagra natural.

[0085] EI vector de expresién DoB0134 se transform6 en Escherichia coli y el fragmento de anticuerpo AFRA se
expresd y se purificd. Con fines comparativos, se realizaron experimentos analogos usando la construccion
correspondiente que expresa el C4 Fab conocido.

[0086] Durante la produccién de C4, se observé acumulacion significativa de homo dimero de cadena ligera (L2),
que representa hasta un 50 % de la sintesis de proteina recombinante. Esto puede deberse parcialmente al disefio
del vector de expresién que expresa un ligero exceso de la primera cadena, en comparacion con la expresion de la
segunda cadena. Sin embargo, este vector de expresion se ha usado para producir varios Fab diferentes y nunca se
ha observado produccion de homo dimero de cadena ligera con otras secuencias. Este homo dimero L, es un
subproducto inservible del microorganismo que representa una desventaja considerable en el proceso de
produccion. De hecho, influye mucho sobre el metabolismo del hospedador, es dificil de separar del Fab' util, no
tiene ninguna capacidad de unién diana y se produce en lugar del fragmento deseado.

[0087] Por el contrario, el AFRA Fab de la invencién no produce ningun homo dimero detectable de cadena ligera a
partir del mismo vector de expresion y a partir de la misma cepa de Escherichia coli. Por lo tanto, el rendimiento de
produccion global se aumenta artificialmente y se reducen fuertemente las capacidades de la columna
cromatografica ya que no hay competicién por la unién a la resina entre el fragmento Fab' de interés y el homo
dimero de cadena ligera.

[0088] Se evalud la especificidad del AFRA Fab usando FACS. Se registr6 desplazamiento de la fluorescencia
solamente con células que expresaban el receptor alfa humano de folato.

c) Modificacion del AFRA con mutacion Q1N N-terminal:

[0089] Como resultado del protocolo de seleccion guiada inicial usando la cadena pesada de C4 como molde de
guia, AFRA y el fragmento C4 originalmente tenian la misma cadena pesada, cuyo primer aminoacido era una
glutamina. Sin embargo, se sabe que la glutamina en esta posicion puede estar sometida a conversion en un acido
piroglutamico"® que genera heterogeneidad de producto. La glutamina N-terminal, por lo tanto, se sustituyé con
asparagina usando mutagénesis dirigida al sitio. Dicho reemplazo reduce la longitud de la cadena lateral del
aminoacido en un carbono, evitando su ciclacion. Se realizé una mutagénesis dirigida al sitio para modificar el codén
de triplete de ADN correspondiente al primer amino&cido de la cadena pesada AFRA y convertirlo en el resto de
asparagina deseado.

[0090] La mutacién dirigida al sitio se confirm6 secuenciando el gen completo para verificar que, con la excepcion de
esta mutacion, no se habian insertado otras mutaciones inesperadas durante la amplificacion por PCR. La proteina
correspondiente se produjo y purific6 hasta homogeneidad. Este andlisis de HPLC en fase inversa en el tiempo
sobre una columna de difenilo revel6 un Unico pico a cualquier pH correspondiente a una especie Unica. Esto se
confirmé por analisis de masas por electronebulizacion donde el peso molecular de AFRA estaba de acuerdo con el
calculado a partir de su estructura primaria.

2. Caracteristicas de unidn del fragmento AFRA Fab al receptor alfa humano de folato:

[0091] Se evalué el nuevo fragmento Fab humano AFRA para su capacidad de unirse al receptor alfa humano de
folato y se compard su union a la union de C4. Se realizé el analisis cinético por resonancia de plasmoén con equipo
BlAcore (Pharmacia) usando receptor alfa humano de folato recombinante soluble como proteina diana (véase la
figura 8).

a) Purificacion de la isoforma alfa soluble del receptor de folato (aFR)

[0092] Se construy6 una linea celular de ovario de hamster chino (CHO-K1) que expresaba la isoforma alfa del
receptor de folato (aFR). Para facilitar la purificacién, se subcloné el gen de aFR soluble en el vector de expresion
pIRESneo para expresar la isoforma alfa marcada con His soluble de la glucoproteina receptora de folato.

Para generar una proteina soluble y por la técnica de PCR usando pares de cebadores oportunos, se disefié una
forma acortada de aFR, que termina en la posicion del aminodcido 234, para eliminar la parte carboxi-terminal del
receptor que mediaba el anclaje de la proteina a la membrana plasmatica (anclaje GPI).

[0093] Los cebadores de PCR se disefiaron para que poseyeran el sitio de restriccion, la mitad de EcoRV en el
cebador directo y EcoRIl en el cebador inverso, que son compatibles con los sitios de restriccion de clonacién
multiple del vector pIRES-neo. Los productos de PCR se purificaron usando el kit de extraccion de gel Quiaex
(Quiagen) y se digirieron con EcoRlI. Después, los productos de digestion se purificaron y ligaron durante una noche
al vector pIRES-neo digerido con EcoRl y EcoRV y desfosforilado usando el sistema de ligamiento T4 (Biolabs). Las
muestras ligadas se transformaron en Escherichia coli DH5a y se sembraron en las placas de LB-agar ampicilina.
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[0094] Se recogieron varias colonias ampR y se comprobaron usando la técnica de PCR. Se selecciond un clon que
mostraba el patrdn correcto para la extraccion de ADN y estudios de expresion. La secuencia de ADN del vector de
expresion se confirmé usando secuenciacion automatica.

[0095] EI vector de expresién entonces se transfect6 en células CHO y se seleccionaron los clones estables a través
de resistencia a neomicina. Entre ellos, el mejor clon productor se confirmé por analisis de transferencia de Western
del sobrenadante de cultivo y la producciéon se aument6 en escala hasta 1 litro. El sobrenadante de cultivo se aclaré
por centrifugaciéon a 10 000 x g durante 15 min para separar el sobrenadante de las células y se filtr6 a 0,22 um y se
realizé la purificacion a 4 °C mientras todos los tampones contenian Tween-20 al 0,05 %.

[0096] La proteina receptora de folato se purificé del sobrenadante del siguiente modo. En la primera etapa, se
concentré la glucoproteina marcada con His con cromatografia de afinidad por metales inmovilizados (IMAC) usando
Sepharose Fast Flow quelante de Ni** cargada (Amersham Biosciences, Uppsala, Suecia) segun se describe. El
sobrenadante de cultivo de células CHO se aplicé a la columna preequilibrada con fosfato 20 mM, NaCl 0,15 M
pH 7,0 al caudal de 5 ml/min. Después de todo, el sobrenadante se aplicé a la columna, que se lavé con el tampén
de inicio hasta que la Azsonm €n €l eluyente volvié a la medida inicial. La proteina se eluyé con el mismo tampén que
contenia 0,5 M de imidazol. El pico de Azsonm S€ recogid para la siguiente etapa. En este punto, la molécula de folato
enddgena se disocié del aFR disminuyendo el pH hasta 3,0 por adicién gota a gota de HCl 1 M y se agité en un
bafio de hielo durante 1 h. A continuacién, la muestra se sometié a intercambio de tampdn en una columna G-25
Sephadex (HiPrep 26/10 desalting Amersham Biosciences, Uppsala, Suecia) con fosfato 20 mM, NaCl 0,15 M
pH 7,0. Finalmente, la muestra se pasé lentamente (0,5 ml/min) a través de una columna de 2 ml de &cido
félico-Sepharose (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) equilibrada con 5 CV de fosfato 20 mM, NaCl 0,15 M pH 7,0.
El flujo directo se recogié para el analisis. Después de lavar la columna con el tamp6n de equilibrado, el aFR se
eluyo de la resina de afinidad con glicina 0,1 M, NaCl 0,5 M pH 2,8.

[0097] Las fracciones se recogieron en un tubo de ensayo de polipropileno que contenia 50 ml de fosfato s6dico 1 M
pH 7,0 para elevar el pH del eluyente hasta 7,0. La pureza del aFR en esta preparacion se determiné por
electroforesis en gel de SDS (15 %) poliacrilamida (PAGE) en condiciones no reductoras de acuerdo con el método
de Laemmli (13) y el gel se tifd para las proteinas con azul brillante de Coomassie. Las fracciones que parecian un
100 % puras se combinaron y se sometieron a una determinacion de concentracion de proteinas usando el kit de
ensayo de proteinas DC (Bio-Rad Richmond, CA) usando BSA como patron (14). El aFR purificado se almacen6 a
-25 °C en pequenas alicuotas.

b) Medicidn de afinidad

[0098] La proteina diana se recubrid sobre un chip detector C5 BlAcore y se usaron varias concentraciones de
ambos fragmentos de anticuerpo para determinar la cinética de unién. En particular, el FR recombinante se uni6
covalentemente a un chip detector CM5 usando el kit de acoplamiento de amina (Pharmacia) con una concentracion
de antigeno de 0,6 pl en acetato de sodio 10 mM, pH 4,8 produciendo una superficie de 280 UR. Los grupos
activados residuales se bloquearon por inyeccion de 35yl de etanolamina (1,0 M pH 8,5). Las constantes de
velocidad de disociacion cinética aparentes (Koif) se calcularon en condiciones de saturacién de anticuerpo de
200 nM a 3.125 nM, con un caudal de tamp6n de 50 pl/min usando el programa asistente. La evaluacién se realizé
durante al menos 30 minutos. Posteriormente, se realizé el desprendimiento del anticuerpo residual unido al chip
detector con tampén glicina 100 mM pH 2,7.

[0099] Las afinidades respectivas se dedujeron a partir de las curvas de union. Tanto C4 como AFRA fueron
capaces de unirse al antigeno inmovilizado. Sin embargo, la Kp calculada (43,9 nM) de AFRA fue mas de 3 veces
inferior a la de C4 (168 nM), lo que indica una mayor afinidad. Los resultados se presentan en la figura 3. La cinética
de unién del monémero AFRA muestra una velocidad de asociacion muy elevada pero también una constante de
disociacion elevada, que a veces puede ser una desventaja para un anticuerpo destinado a radioinmunoterapia, ya
que, una vez que el anticuerpo se une al tumor, su efecto de larga duracion es esencial para una eficaz irradiacion
del tumor.

3. Produccion de dimero natural F(ab')2 y caracteristicas de union in vitro de F(ab')2

a) dimerizacién natural

[0100] Para ralentizar la velocidad de disociacién de AFRA Fab, y para aumentar adicionalmente la avidez del
fragmento, se decidié dimerizar el fragmento Fab. Para hacerlo, se afadié el pentapéptido DKTSC, correspondiente
a la secuencia bisagra natural de la familia de Gamma1l humana, al extremo carboxi-terminal de ambas cadenas
pesadas AFRA y C4, dando lugar a un fragmento denominado Fab' (es decir, Fab con una cisteina libre adicional en
el extremo carboxi-terminal que pertenece a la regién bisagra). A partir de este formato Fab' entonces fue posible
obtener un dimero F(ab'). por la oxidacion natural del resto de cisteina libre intencionadamente afadido al extremo
carboxi-terminal de la cadena pesada del anticuerpo(zo) y correspondiente a la primera cisteina de la regién bisagra
del anticuerpo de longitud completa natural.

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 644 423 T3

[0101] Ambos fragmentos AFRA y C4 se incubaron en TCEP (clorhidrato de Tris(2-carboxietil)fosfina) en
condiciones suaves para reducir la cisteina de la cadena pesada carboxi-terminal, se intercambi6 el tampén para
eliminar el agente reductor y se ajusté el pH a 8, en el que se sabe que esta quimicamente favorecida la formacién
de enlace disulfuro.

[0102] Los dimeros se separaron de la mezcla de reaccién por cromatografia de filtracion en gel donde se
resolvieron como un pico unico. El analisis de SDS-PAGE revel6 que las preparaciones de dimero no eran tan
homologas como las que se esperarian y los picos originaban varias bandas en el gel:

- Para el fragmento AFRA la banda principal, que representa un 80 % del material, migraba como se esperaba en
el intervalo de 100 kDa y se asigné al dimero AFRA. Otra banda, que representa un 16 % del material completo,
con un peso molecular aparente de 75 kDa podia detectarse y se atribuyd a un "dimero" compuesto de un
monomero normal unido covalentemente a otra cadena ligera Fab (LoH). Este "dimero" se producia por el ataque
inusual de la cisteina carboxi-terminal del primer monémero en la cisteina carboxi-terminal de la cadena ligera de
un segundo mondémero Fab. Esta cisteina de la cadena ligera es el normalmente implicado en el enlace disulfuro
con la cadena pesada y, por lo tanto, no puede estar disponible para la formacién de ningun otro enlace disulfuro.
Como en el dimero resultante la cadena pesada Fab ya no esta unida covalentemente al resto de la molécula, y
solamente interactia a través de interacciones de Van der Waals e hidréfobas con la cadena ligera, esta entidad
eluye como un dimero normal durante la purificacion de filtracion en gel que se ejecuta en condiciones nativas,
pero se resuelve como dos bandas durante el andlisis de SDS-PAGE donde la concentracion de detergente
(SDS) es suficiente para descomponer la molécula (figura 4). De hecho, en este carril, junto con LzH, puede
detectarse otra banda correspondiente a la cadena pesada no unida covalentemente extraida del dimero
sucedaneo en la parte inferior del gel y representa un 4 % del material global.

- En el caso del C4 Fab, la situacion fue sorprendentemente incluso peor, ya que esta vez en SDS-PAGE la banda
principal (un 43 % del material completo) correspondia al compuesto LoH o, en otras palabras, la impureza de la
reaccion AFRA ahora se habia convertido en el producto mas abundante de la reaccion de dimerizacion de C4.
El dimero unido covalentemente representaba solamente un 29 % del material completo y la cadena pesada
separada en SDS un 25 % de la mezcla.

Este andlisis se confirma adicionalmente por investigacién de CL de masas que era capaz de identificar de forma
inequivoca todas las especies presentes en el material obtenido después de la purificacién de filtracién en gel.

En condiciones acuosas nativas, las diferencias en el comportamiento cromatografico entre el dimero correcto y la
impureza, correspondiente al "dimero" con la cadena pesada no unida covalentemente, pueden usarse para separar
las dos especies. Los inventores intentaron de forma insatisfactoria separar ambas especies por cromatografia de
intercambio iénico o interacciones hidrofobas para intentar obtener un dimero puro. Los inventores también
intentaron, sin éxito, eliminar la impureza del dimero por desnaturalizacion térmica selectiva.

b) ELISA: unién directa al receptor alfa de folato de F(ab')2

[0103] Después se ensayaron los dos dimeros F(ab'), para la unién, en un formato ELISA, directamente en una
linea celular A431 transfectada con el receptor alfa humano de folato, y en lineas de carcinoma de ovario humano
OVCARS3y células IGROVI.

[0104] Se sembraron 4 x 10* células (lineas celulares de carcinoma de ovario humano OVCAR3 e IGROVI (una
aportacion del Dr. J. Bénard, Institut Gustave Roussy, Villejuif, Francia) y células A431-FR"” que son células de
carcinoma epidermoide humano transfectadas con receptor alfa de folato) en cada pocillo de una placa de formato
de 96 pocillos, y se cultivaron hasta que se obtuvo una monocapa confluyente. Las células se fijaron, durante 5
minutos, a temperatura ambiente con glutaraldehido al 0,1 % en PBS. Las placas se lavaron dos veces con PBS,
después una vez (5 minutos) con glicina 0,1 M en PBS + NaNs al 0,02 %, sucesivamente cinco veces con PBS y
finalmente con PBS que contenia BSA al 1 % y NaN3z al 0,02 %.

Se permitié que las diluciones en serie de los fragmentos de anticuerpo (C4 o AFRA) se unieran durante 1 hora a
temperatura ambiente en PBS + BSA al 0,03 % y se lavaron tres veces con PBS.

Se us6 un anticuerpo anti-lgG humana (especifico de Fab, Sigma) conjugado con peroxidasa diluido 1:1000 en
PBS + BSA al 0,03 % para revelar la unién de los fragmentos de anticuerpo. La placa ELISA se reveld con la adicion
de 100 pl de solucion TMB (Sigma) durante 30 minutos a temperatura ambiente, se detuvo por la adicién de 50 pl de
solucion HaSO4 (1 M) y se leyd a 450 nm.

[0105] Como no pudo detectarse ninguna sefal en las células simuladas A431 que son células transfectadas con el
vector vacio, en comparacién con las células transfectadas con FR-alfa, ambos anticuerpos AFRA y C4 se
consideraron especificos para el receptor alfa de folato. Ambos fragmentos mostraron casi las mismas afinidades
globales en el intervalo nanomolar bajo, potencias compatibles con un uso en radioinmunoterapia (obsérvese, sin
embargo, que el C4 F(ab'), esta tan altamente contaminado con el pseudodimero LoH que sus usos practicos,
particularmente en radioinmunoterapia, no son factibles). La tabla | presenta la determinacion por ELISA de los
valores Kp de F(ab'). de fragmentos de anticuerpos C4 y AFRA. La Kp se determin6 como la concentracién a la que
se obtiene la mitad de la senal estable de ELISA.
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TABLA |

. Ko (M)

F(@b). "6VGARS [ A431-FR [ IGROVT
C4 | 112 [1,2+0,1 |118+64

AFRA | 2610 | 25407 | 57 z 21

4. Dimerizacion quimica de Fab' y caracteristica de union in vivo:

[0106] Se realizaron ensayos in vivo para verificar la especificidad y localizaciéon tumoral. Sin embargo, in vivo, el
puente disulfuro que mantiene juntas las dos mitades de la molécula F(ab'). se hidroliza rapidamente y el F(ab'). se
reconvierte rapidamente en un fragmento Fab y se elimina del torrente sanguineo. La dimerizacion quimica, como se
describe a continuacion, se realiza, por lo tanto, para mantener el formato F(ab")z in vivo.

a) Dimerizacion del factor Fab' con bismaleimida (BMOE)

[0107] Para conservar el formato F(ab'). in vivo, se us6 un conector hidrolizable que conecta los dos Fab' que
forman el F(ab'),*". Mas especificamente, se identificé un conector de bismaleimida etano (BMOE) para dimerizar el
fragmento Fab'® en un Di Fab maleimida (DFM). Ambos fragmentos AFRA y C4 Fab se sometieron a este
tratamiento y se ensayaron en un experimento de biodistribucion in vivo para identificar el mejor candidato para
desarrollo clinico.

[0108] La dimerizacién quimica de Fab' en DFM ya se ha informado en la bibliografia. Esta reaccién quimica se basa
en la capacidad Unica de los restos de cisteina de reaccionar especificamente con el heterociclo maleimida. La
reaccion quimica da lugar a la formacion de un enlace quimico entre los restos de cisteina y la maleimida. En el
presente caso, la cisteina libre Unica en la proteina Fab' estaba en el extremo carboxi-terminal de la cadena pesada
de Fab'. Por lo tanto, el ataque de maleimida era especifico de sitio y en el lado opuesto del sitio de unién al receptor
de folato.

[0109] La proteina se incub6é con 70 moles de TCEP (clorhidrato de Tris(2-carboxietil fosfina)) por mol de Fab'
durante 5 horas a temperatura ambiente para reducir el resto de cisteina carboxi-terminal de la cadena pesada. El
TCEP se eliminé por cromatografia de desalacion HiPrep 26/10 (General Electrics) previamente equilibrada en MES
40 mM pH 6,0. La proteina se concentré hasta 8 mg/ml y se incub6 con agitacion suave a TA durante 2,5 horas para
permitir que el enlace disulfuro presente entre las cadenas Fab se reoxide. La cinética de la reaccién se controlé por
andlisis de RP-HPLC. El conector BMOE (Sigma) se afadio a la solucion de proteina (1 mg/ml en DMSO) en una
relacién molar de 0,35 conector/proteina y se incubé durante 16 horas a temperatura ambiente con agitacién suave.

[0110] Para eliminar el F(ab')> natural, la mezcla de reaccion se redujo de nuevo con 70 moles de TCEP por mol de
Fab' durante 3,5 horas a temperatura ambiente. El dimero se purific6 en columna HiPrep Sephacryl S100 HR,
previamente equilibrada con MES 40 mM pH 6,0. La proteina se analizé por SDS-PAGE y se cuantificé por Bradford.

[0111] Con esta estrategia se obtuvo AFRA-DFM con casi la misma cantidad de impureza LoH. Sorprendentemente,
sin embargo, fue practicamente imposible obtener ningiin C4-DFM correcto. Se estimo, por filtracion en gel después
de reduccién de disulfuro para desprenderse del dimero "natural", que solamente un 4 % de las moléculas C4
reacciona con el conector para formar el DFM. El protocolo se repitio varias veces con el C4 Fab' y se usaron
diferentes condiciones, pero los inventores nunca consiguieron obtener concentraciones mayores de dimero. La
reaccion se siguio etapa por etapa por analisis de masas y se demostr6 que la reacciéon no continuaba después de la
adicion de una molécula BMOE en el Fab'. El conector probablemente estaba reaccionando de una manera
inesperada, probablemente debido a la cadena ligera lambda de C4 que constituye la Unica diferencia entre los
fragmentos AFRA y C4 Fab. Por el contrario, en las mismas condiciones siempre se observé dimerizacion para el
resto AFRA (tabla Il).

TABLA Il
Fragmento de % global de dimerizacion Porcentaje de producto del pico de dimero analizado por SDS-PAGE
anticuerpo PMalto [DimeroL2H2| L2H | 60kDa | Fab' |Cadena libre H
F(ab"2-C4 65 - 29 43 - - 25
F(ab")2-AFRA 61 - 80 16 - - 4
DFM-C4 4 3 34 17 17 14 15
DFM-AFRA 44 10 48 17 - 17 8

[0112] A partir de esta tabla puede observarse que con C4 puede caracterizarse un producto inesperado a 60 kDa,
pero que el resto de la reacciéon de dimerizacion da lugar a casi los mismos productos en las mismas cantidades.
Puede observarse una diferencia significativa entre AFRA y C4 con respecto al porcentaje de dimero obtenido al
final de la reaccién con mas de un factor 10 entre las dos moléculas a favor de AFRA.
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b) Ensayo de inmunohistoquimica en muestras de biopsia

[0113] Los ensayos presentados anteriormente se realizaron in vitro sobre células transfectadas o lineas celulares
de carcinoma de ovario. Sin embargo, las diferentes lineas celulares pueden expresar cada una diferentes
cantidades y diferentes variantes de glucosilacion del receptor. Por lo tanto, es importante ensayar los dimeros Fab
en un contexto in vivo. Se ensayé AFRA en un ensayo de inmunohistoquimica para su capacidad de reconocer in
situ el receptor alfa de folato expresado a partir de un carcinoma de ovario.

[0114] EI dimero AFRA-DFM se marc6 con FITC in vitro, y se prepararon muestras de biopsia para la tincion.
Especificamente, se cortaron secciones congeladas de muestras de biopsia, de 5 mm de grosor, se secaron y se
fijaron en acetona fria durante 5 minutos. El exceso de acetona se eliminé lavando los portaobjetos en PBS (pH 7,4)
y después secando al aire. Las secciones de criostato se bloquearon con BSA al 3 %, suero humano al 10 % en
leche desnatada al 3 % durante 60 minutos a temperatura ambiente. El fragmento de anticuerpo DFM-AFRA
marcado con FITC se incubd primero, durante una noche a 4 °C, a tres diluciones diferentes.

[0115] Se realiz6 lavado con tampon de autotincion. Se afiadié un mAb anti-FITC (de conejo, dilucion 1:200) durante
30 minutos a temperatura ambiente. Los portaobjetos se lavaron sucesivamente con un tampén de autotincién.
Después, se anadié un mAb de cerdo anti-lg de conejo, conjugado con fosfatasa alcalina (dilucién 1:80) durante 30
minutos a temperatura ambiente. Los portaobjetos se lavaron con un tampdn de autotincién. Sucesivamente, se
anadié tampén Red (proporcionado por Vector), se lavé, y el dltimo lavado se hizo en agua destilada. Se anadio
hematoxilina, durante 15 segundos a temperatura ambiente. Los portaobjetos se lavaron en agua corriente, se
deshidrataron, se aclararon y se montaron para la observacion en microscopio.

[0116] AFRA-DFM de nuevo fue capaz de localizarse en el area tumoral y no tefir ningun tejido sano adyacente
(figura 5), lo que confirma la especificidad del dimero AFRA-DFM en un contexto in vivo.

c) Biodistribucion in vivo

[0117] Habiendo demostrado la especificidad de AFRA DFM se realizd un experimento de biodistribucion. Para este
objetivo, la macromolécula se radiomarcé con yodo por los tubos de yodacién recubiertos previamente con
yodogen usando el método de Chizzonite, esencialmente como se describe por el fabricante (Pierce) usando
reactivos de calidad clinica libres de plrogenos(17 El método de Chizzonite posibilita conservar mejor la integridad
de la funcionalidad de la molécula; de hecho, el producto radiomarcado final, a una act|V|dad especmca de 5
mCi/mg, mostré una inmunorreactividad media de al menos un 65 %. EI AFRA-DFM marcado con ®¥'I'se inyecté en
sangre animal.

[0118] En varios momentos predeterminados después de la inyeccion se sacrificaron los animales, se aislaron los
6rganos, se pesaron y se contaron para determinar la cinética de la acumulacién de radiactividad y la eliminacion en
cada uno de ellos. Los tejidos normales se usaron como referencias frente al tumor que se habia implantado
previamente bajo la piel del animal.

[0119] Mé&s especificamente, se obtuvieron ratones CD1 nu/nu (atimicos) hembra a las 5-6 semanas de edad de
Charles River Laboratories (Calco Italia). Después de 1 semana de aclimatacion, los ratones se xenoinjertaron por
via subcutanea con 3,4 x 10° células A431 transfectadas con el receptor alfa humano de folato o con células A431t
simuladas en 0,1 mL de NaCl al 0,9 %. De dos a tres semanas despues de la inyeccion de las células tumorales, los
ratones se dividieron aleatoriamente en grupos y se les inyecto6 por via intravenosa en la vena lateral de la cola el
fragmento de anticuerpo radiomarcado ( %|-DFM-AFRAS. 3). El experimento se realizé con este radiois6topo y los
detalles se presentan en la tabla lll a contlnua0|on.

Tabla lll
Tumor xenoinjertado examinado A431 FR
Tamario del grupo por tiempo 4
Actividad especifica (mCi/mg) 5,0
Dosis inyectada total (uCi)/animal 30,0
Dosis inyectada total (ug)/animal 6,0
Puntos temporales evaluados d.i. para biodistribucion (h) 1, 3,6, 15, 24, 48
Puntos temporales evaluados d.i. para farmacocinética (h) | 10 min, 30 min, 1, 3, 6, 15, 24, 48

d) Radiolocalizacion
[0120] Después de la diseccion, los tumores y otros tejidos/érganos (bazo, rifién, higado, vejiga con orina, esternén,

corazdn y musculo) se recogieron y se pesaron en himedo. Se evalué la radiactividad asociada con cada tejido con
un contador gamma con patrones internos (5 y 10 pl de la solucion inyectada).
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[0121] Los resultados se presentan en la figura 6 y se expresan como el porcentaje de la dosis inyectad por gramo
de tejido (% ID/g) y se compensan para la extincion de la radiactividad. De esta manera, la normalizacién permite la
comparacién directa de érganos o de animales. Para radioinmunoterapia, la molécula ideal tendra una alta
acumulacion con un tiempo duradero en el tumor y el fondo mas bajo posible en tejidos sanos.

[0122] El resultado de este experimento de biodistribucion demuestra que AFRA-DFM se acumula especificamente
en el tumor. Los valores elevados correspondientes a vejiga y a orina se corresponden bien con la excrecién
esperada de DFM y validan la ruta de desintoxicacién. Como se esperaba, DFM se acumula en el tumor donde, seis
horas después de la inyeccion, su concentracion empieza a ser superior a la concentracion medida en otros
6rganos.

Demostracion preliminar de la eficacia in vivo de AFRA-DFM radiomarcado

[0123] Habiendo demostrado que el fragmento de anticuerpo radiomarcado 3'.DFM-AFRA se acumulaba
especificamente en el tumor que expresa de forma ectopica FR (A431FR), se evalud su capacidad de controlar el
crecimiento del tumor. La dosis inyectada total se definié de acuerdo con la farmacocinética.

[0124] La macromolécula se radiomarcd con yodo131 y se inyectd en el torrente sanguineo en animales que
albergaban células tumorales implantadas por via subcutanea.

[0125] Mas especificamente, se obtuvieron ratones CD1 nu/nu (atimicos) hembra a las 7 semanas de edad de
Charles River Laboratories (Calco Italia). Después de una semana de aclimatacion, los ratones se xenoinjertaron
por via subcutanea con 3,5 x 10° células A431 transfectadas con receptor alfa humano de folato (A431 FR) o con
células A431t simuladas en 0,1 mL de NaCl (solucion salina) al 0,9 %. Una semana después de la inyeccién de las
células tumorales, los ratones se dividieron aleatoriamente en grupos y se les inyectd por via intravenosa en la vena
lateral de la cola 0,3 mL del AFRA-DFM radiomarcado en solucién salina o solucion salina solamente como control.
El crecimiento del tumor se controlé cada 2-3 dias y se midi6 por un calibre; el volumen del tumor se determiné de la
siguiente manera: D x d? x 1/6 x T donde D = diametro mayor, d = diametro menor. Se realizaron tres experimentos
independientes y los detalles se presentan en la tabla IV a continuacion:

Tabla IV
'Tumor xenoinjertado examinado A431 FR y A431 simulado
Numero de experimentos independientes 3
[Tamano del grupo por tratamiento 6-7
Actividad especifica media (mCi/mg) 4,87 £ 0,57
Dosis radiactiva inyectada total (uCi)/animal 1002 £ 80
Proteina inyectada total (ug)/animal 211 £ 35

[0126] Los resultados se presentan en la figura 11 y se expresan como el porcentaje de crecimiento del tumor
respecto al control tratado con solucién salina solamente. EI AFRA-DFM radiomarcado con '*'l se inyect6 en ratones
que albergaban tumor a una dosis promedio de 1 mCi/ratén. El crecimiento del tumor se control6 cada 2-3 dias
después de la inyeccién. Los resultados del retardo del crecimiento del tumor, registrados en tres experimentos
independientes, se presentan en la figura 11 como el porcentaje medio de crecimiento del tumor respecto al control
respectivo. En cada experimento, se comparé el volumen medio en cada grupo tratado, es decir, A431FR o A431
simulado, con el volumen medio del grupo de control respectivo. Los resultados de estos experimentos de eficacia
demuestran que AFRA-DFM radiomarcado retarda especificamente el crecimiento de los tumores que expresan el
antigeno diana de interés (A431 FR) pero no de tumores irrelevantes (A431 simulado) y que el porcentaje de
reduccion del tumor era significativo tanto a los 11 como a los 16 dias después del tratamiento (p=0,006 y p=0,05,
respectivamente).

Localizacion de AFRA-DFM radiomarcado en células de carcinoma de ovario que crecen como tumores i.p.

[0127] Habiendo demostrado que el fragmento de anticuerpo radiomarcado *'|_DFM-AFRA después de inyeccion
i.v., era capaz de acumularse especificamente y controlar el crecimiento del tumor que expresa de forma ectdpica
FR (A431 FR), se evalu6 su capacidad de Iocallzarse en células de carcinoma de ovario, que sobreexpresan de
forma natural el receptor de folato. Se myecto %|-DFM-AFRA en la cavidad peritoneal en animales que albergaban
células de carcinoma de ovario implantadas por via intraperitoneal, un modelo que imita el crecimiento natural y la
diseminacion del cancer epitelial de ovario humano.

[0128] Méas especificamente, se obtuvieron ratones CD1 nu/nu (atimicos) hembra a las 7 semanas de edad de
Charles River Laboratories (Calco Italia). Después de 1 semana de aclimatacion, los ratones se xenoinjertaron por
via intraperitoneal con 8-10 x 10° células IGROV1, que sobreexpresan el receptor alfa humano de folato, en 0,3 mL
de NaCl (solucién salina) al 0,9 %. Cuando llega a ser evidente la formacion de liquido ascitico (14-20 dias después
de la inyeccion de células tumorales), se administr6 AFRA-DFM radiomarcado por via intraperitoneal en 0,3 mL de
solucién salina, los ratones se dividieron aleatoriamente en grupos y diferentes puntos temporales, se recogio el
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liquido ascitico, las masas tumorales sélidas, el crecimiento adherente al peritoneo y otros tejidos/6rganos (sangre,
riiones, higado y musculo) y se pesaron en humedo. El liquido ascitico se centrifugd, las células tumorales asciticas
sedimentadas se separaron del liquido y se contaron por separado. Se evalud la radiactividad asociada con cada
tejido con un contador gamma con patrones internos (5 y 10 ul de la solucién inyectada). Se realizaron tres
experimentos independientes y los detalles se presentan en la tabla V a continuacion:

Tabla V
Tumor xenoinjertado examinado IGROVA1
Numero de experimentos independientes 3
Tamarno del grupo por tiempo 3-4
Intervalo de actividad especifica (mCi/mg) 3,9-9,7
Dosis radiactiva inyectada total uCi/animal (intervalo) 30-158
Proteina inyectada total ug/animal (intervalo) 3,6-40
Puntos temporales evaluados para biodistribucién (h) | 1, 3, 6, 15, 24

[0129] Los resultados se presentan en la figura 12 y se expresan como el porcentaje de la dosis inyectada por
gramo de tejido (% ID/g) y se compensan para la extincion de la radiactividad. De esta manera, la normalizacién
permite la comparacion directa de 6rganos o animales. Los resultados de estos experimentos demuestran que
AFRA-DFM radiomarcado se unia especificamente a la superficie de células de cancer de ovario presentes en el
liquido ascitico (IGROV1) y que AFRA-DFM radiomarcado persistia sobre la superficie celular y masas de tumores
sdlidos durante hasta 15 horas.

Eficacia de AFRA-DFM radiomarcado contra células de carcinoma de ovario que crecen como tumores i.p.
[0130] Habiendo demostrado que 3'.DFM-AFRA era capaz de acumularse especificamente en tumores que
expresan de forma natural FR ((IGROV1) después de administracién i.p., se evalué su capacidad de controlar la
diseminacion tumoral intraperitoneal de carcinoma de ovario. Se inyecto '*1|.DFM-AFRA en la cavidad peritoneal en
animales que albergaban células de carcinoma de ovario intraperitoneal implantadas 2-4 dias antes de la
administracion del fragmento de anticuerpo.

[0131] Mas especificamente, se obtuvieron ratones CD1 nu/nu (atimicos) hembra a las 7 semanas de edad de
Charles River Laboratories (Calco, Italia). Después de 1 semana de aclimatacién, los ratones se xenoinjertaron por
via intraperitoneal con 8-10 x 10° células de carcinoma de ovario, que sobreexpresan el receptor alfa humano de
folato (IGROV1 u OVCARS3) en 0,3 mL de NaCl (solucién salina) al 0,9 %. De 2 a 4 dias después de la inyeccion de
células tumorales, los ratones se dividieron aleatoriamente en grupos y se les inyecté por via intraperitoneal en la
cola 0,3 mL del AFRA-DFM radiomarcado en solucién salina o solucién salina solamente como control. Se controld
el crecimiento del tumor cada 2-3 dias, se pes6 y se control6é para la formacion de liquido ascitico o desarrollo de
masas solidas i.p.. Se registro la supervivencia del animal. Se realizaron dos experimentos independientes y los
detalles se presentan en la tabla VI a continuacion:

Tabla VI
Tumor xenoinjertado examinado IGROV1 u OVCARS
Numero de experimentos independientes 2
Tamano del grupo por tratamiento 8-9
Actividad especifica media (mCi/mg) 4.3
Dosis radiactiva inyectada total (uCi/animal) 1,004
Proteina inyectada total (ug/animal) 250

[0132] Los resultados se presentan en la figura 13 y se expresan como curvas de supervivencia. El aumento en la
supervivencia se evalué por ensayo de rango logaritmico. Los resultados de estos experimentos demuestran que
AFRA-DFM radiomarcado, cuando se inyecta hasta 4 dias después del implante del tumor en la cavidad peritoneal,
era capaz de retardar significativamente el crecimiento del tumor y por consiguiente de prolongar la supervivencia
del animal en ambos modelos de tumor ortotdépico (p=0,0014 y p<0.0001 en modelos IGROV1 y OVCARS,
respectivamente).
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo que se une especificamente al receptor alfa de folato (FRa), en el que dicho anticuerpo es un
fragmento Fab que comprende una cadena ligera cuya regién variable (VL) comprende:

- las regiones determinantes de complementariedad (CDR) que tienen las siguientes secuencias de aminoacidos:
RASESVSFLGINLIH, (SEQ ID NO: 3)
QASNKDT, (SEQ ID NO: 4)
LQSKNFPPYT, (SEQ ID NO: 5) y la region variable (Vh) que tiene la secuencia de aminoécidos de la SEQ ID
No: 2 y la primera region constante (Ch1) de una cadena pesada y en que la region constante de dicha
cadena ligera es una regién constante kappa.

2. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende una cadena ligera que tiene la secuencia de
aminodcidos de la figura 1 (SEQ ID NO: 1).

3. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 1 y 2 que es completamente humano.

4. El anticuerpo de acuerdo una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 que es monoclonal.

5. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 1 que es un fragmento Fab', en el que la cadena pesada
comprende adicionalmente una regién bisagra adecuada para la uniéon covalente a un segundo fragmento de

anticuerpo.

6. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 1 y 2 que esta conjugado a un resto efector seleccionado de un
agente citotéxico o un marcador.

7. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que el agente citotoxico es un radionuclido.

8. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 7, en el que el radiontclido se selecciona del grupo que consiste en
131| 90Y 177Lu 188Re

9. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 6, en el que el resto efector es el agente marcador “Tec.

10. Anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 1, que es un dimero F(ab'). que comprende dos fragmentos Fab'
unidos covalentemente.

11. Una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia que codifica un anticuerpo como se define en las
reivindicaciones 1 0 2.

12. Un vector de expresion que comprende el acido nucleico de la reivindicacién 11, estando dicho acido nucleico
unido de forma funcional a sefiales reguladoras de la transcripcion.

13. Una célula hospedadora transformada con el vector de la reivindicacion 12.
14. La célula hospedadora de acuerdo con la reivindicacion 13 que es Escherichia coli.

15. Una composicién farmacéutica que comprende el anticuerpo definido en una cualquiera de las reivindicaciones 1
a 9, en asociacion con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

16. Un anticuerpo como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 para su uso como medicamento
para el tratamiento o la prevencion de cancer humano.

17. Un anticuerpo para el uso de acuerdo con la reivindicacion 16, en el que el trastorno es carcinoma de ovario en
seres humanos.

18. Un producto que contiene un anticuerpo como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 y un
agente terapéutico adicional, como una preparacion combinada para uso simultaneo, separado o secuencial en
tratamiento.

19. El producto de acuerdo con la reivindicacion 18, en el que el agente terapéutico adicional se selecciona del
grupo que consiste en un agente quimioterapéutico y un agente radioterapéutico.

20. El producto de acuerdo con la reivindicacién 18 o 19 como una preparacién combinada para uso simultaneo,
separado o secuencial en tratamiento de cancer de ovario.
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Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera kappa (Vx Cx) AFRA
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A: Receptor alfa de folato
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B: Receptor alfa de folato soluble recombinante con marca de purificacion His6
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