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DESCRIPCION
Anticuerpos especificos para claudina 6 (CLDNG6)

Los anticuerpos se han introducido con éxito en la clinica para su uso en la terapia del cancer y en la ultima década, se
han convertido en la terapéutica mas prometedora en la oncologia. Las terapias basadas en anticuerpos para el cancer
tienen el potencial de una mayor especificidad y un perfil de efectos secundarios inferior en comparaciéon con los
farmacos convencionales. La razon es una distincion precisa entre las células normales y neoplasicas por anticuerpos y
el hecho de que su modo de accién se basa en mecanismos antitumorales inmunolégicos menos toxicos, tales como la
activacion del complemento y el reclutamiento de células inmunes citotdxicas.

Las claudinas son proteinas integrales de membrana localizadas dentro de las uniones estrechas de los epitelios y
endotelios. Se predice que las claudinas tienen cuatro segmentos transmembrana con dos bucles extracelulares y
terminales N y C ubicados en el citoplasma. La familia de proteinas transmembrana claudina (CLDN) desempefia un
papel critico en el mantenimiento de las uniones estrechas epiteliales y endoteliales y pueden desempefiar, ademas, un
papel en el mantenimiento del citoesqueleto y en la sefalizacion celular. La expresion diferencial de estas proteinas
entre las células tumorales y normales, ademas, de su localizacion en la membrana, las convierte en objetivos atractivos
para la inmunoterapia contra el cancer y el uso de la terapéutica basada en anticuerpos para orientar las CLDN en la
terapia contra el cancer promete un alto nivel de especificidad terapéutica.

Sin embargo, la aplicaciéon clinica de la terapéutica dirigida a CLDN enfrenta varios obstaculos. La expresion
omnipresente de las CLDN en el cuerpo y el papel critico de las CLDN en el mantenimiento de las uniones estrechas
requiere especificidad de objetivo de la terapéutica dirigida a CLDN para maximizar la especificidad del tratamiento y
minimizar la toxicidad sistémica.

El documento num. WO 2009/087978 se refiere a los anticuerpos anti-CLDN6 y a su uso como agentes
anticancerigenos. En particular, se describen los anticuerpos monoclonales designados AB3-1, AE1-16, AE49-11 y AE3-
20. Sin embargo, ninguno de estos anticuerpos fue especifico para CLDN6 como se muestra por analisis FACS en el
Ejemplo 5. El anticuerpo AE3-20 reaccion6 con CLDN9, mientras que los anticuerpos AE1-16 y AE49-11 mostraron una
reactividad considerable con CLDN9 y reaccionaron, ademas, con CLDN4. La union del anticuerpo AB3-1 a CLDNG fue
tan fuerte como su unién a CLDN9. Se describe en el Ejemplo 7 que el anticuerpo AE49-11 cuando se administr6é a un
modelo tumoral de ratdn inhibié el crecimiento tumoral y tuvo un efecto de prolongacion de la vida. Sin embargo, dada la
inespecificidad del anticuerpo usado, no queda claro si los efectos descritos se deben a la unién del anticuerpo a
CLDNS®6.

Asi, hasta ahora, no se ha descrito ningun anticuerpo especifico a CLDN6 que se una selectivamente a la superficie de
las células que expresan la CLDNG6. Sin embargo, tal anticuerpo especifico puede ser necesario para los enfoques
terapéuticos basados en anticuerpos que usan CLDN6 como objetivo.

La alineacion de secuencias de CLDN3, CLDN4, CLDN6 y CLDN9 que se muestra en la Figura 1 ilustra que hay un alto
grado de conservacion de CLDN6 a otras proteinas de claudina. Esta alta homologia de CLDN6 con otras proteinas
claudinas, en particular CLDN9 y CLDN4, y el hecho de que el documento nim. WO 2009/087978 no proporciona
anticuerpos especificos para CLDN6 sugieren que no puede ser posible producir anticuerpos que se unan
especificamente a CLDNG.

Resumen de la invencién

Los resultados experimentales descritos en la presente descripcion confirman que CLDN6 se expresa en diferentes
células cancerosas humanas, mientras que la expresion en tejidos normales esta limitada a la placenta.

Ademas, la presente invencidon describe la producciéon exitosa de anticuerpos especificos para CLDN6 capaces de
unirse a la superficie de células intactas que expresan a CLDNG. Los analisis FACS de células intactas que expresan a
CLDN6 mostraron la union especifica de anticuerpos anti-CLDN6 mientras que ninguna unién se observo para las
células que expresan otras proteinas claudinas, en particular, CLDN3, CLDN4 y CLDN9, o células que no expresan
ninguna de estas proteinas CLDN. Asi, la presente invencién demuestra inesperadamente que se puede producir un
anticuerpo que realiza especificamente una reaccion antigeno-anticuerpo con CLDN6 en la superficie de células que
expresan a CLDNG, pero que no realizan esencialmente la reaccidon antigeno-anticuerpo con otras claudinas altamente
homologas.

La presente invencion generalmente proporciona anticuerpos utiles como agentes terapéuticos para tratar y/o prevenir
enfermedades asociadas con células que expresan a CLDNG6 y que se caracterizan por la asociacion de CLDN6 con su
superficie celular, incluyendo las enfermedades relacionadas con tumores, en particular cancer, tal como cancer de
ovario, en particular, adenocarcinoma de ovario y teratocarcinoma de ovario, cancer de pulmon, incluyendo cancer de
pulmén de células pequefias (SCLC) y cancer de pulmoén de células no pequefias (NSCLC), en particular carcinoma de
pulmén de células escamosas y adenocarcinoma, cancer gastrico, cancer de mama, cancer hepatico, cancer de
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pancreas, cancer de piel, en particular carcinoma de células basales y carcinoma de células escamosas, melanoma
maligno, cancer de cabeza y cuello, en particular adenoma pleomérfico maligno, sarcoma, en particular sarcoma sinovial
y carcinosarcoma, cancer de vias biliares, cancer de vejiga urinaria, en particular carcinoma de células de transicion y
carcinoma papilar, cancer de rifién, en particular carcinoma de células renales incluyendo carcinoma de células claras
de células renales y carcinoma papilar de células renales, cancer de colon, cancer de intestino delgado, incluyendo
cancer de ileon, en particular adenocarcinoma de intestino delgado y adenocarcinoma de ileon, carcinoma embrionario
testicular, coriocarcinoma placentario, cancer cervical, cancer testicular, en particular seminoma testicular, teratoma
testicular y cancer testicular embrionario, cancer uterino, un tumor de células germinales tal como un teratocarcinoma o
un carcinoma embrionario, en particular un tumor de células germinales del testiculo, y sus formas metastasicas.

La invencion se refiere a un anticuerpo que es capaz de unirse a CLDNG, preferentemente a CLDN6 asociado con la
superficie de una célula que expresa CLDNG6 y es capaz de discriminar entre CLDNG6 en la superficie de una célula que
expresa CLDNG6 y un mutante de CLDNG6 en la superficie de una célula que expresa dicho mutante de CLDNG, en donde
dicho mutante de CLDN6 comprende una mutacién de alanina en la posicién 35, 37 o 39 de la secuencia de
aminoacidos de sec. con num. de ident.: 2 o la sec. con nim. de ident.: 8, y en donde el anticuerpo comprende una
cadena pesada del anticuerpo que comprende una secuencia de CDR3 de la cadena pesada del anticuerpo
seleccionada del grupo que consiste en ARDYGYVLDY identificado dentro de la sec. con ndm. de ident.: 34,
ARDYGFVLDY identificado dentro de la sec. con nim. de ident.: 36, ARDFGYVLDY identificado dentro de la sec. con
num. de ident.: 38 y ARDYGYVFDY identificado dentro de la sec. con nim. de ident.: 40. Preferentemente, el anticuerpo
no es esencialmente capaz de unirse a CLDN9 asociado con la superficie de una célula que expresa CLDNO.
Preferentemente, el anticuerpo no es esencialmente capaz de unirse a CLDN4 asociada con la superficie de una célula
que expresa CLDN4 y/o no es esencialmente capaz de unirse a CLDN3 asociada con la superficie de una célula que
expresa CLDN3. Con preferencia superlativa, el anticuerpo no es esencialmente capaz de unirse a una proteina CLDN
distinta de CLDNG6 asociada con la superficie de una célula que expresa dicha proteina CLDN y es especifica para
CLDNB®. Preferentemente, dicha célula que expresa dicha proteina CLDN es una célula intacta, en particular una célula
no permeabilizada, y dicha proteina CLDN asociada con la superficie de una célula tiene una conformacioén nativa, es
decir, no desnaturalizada. Preferentemente, el anticuerpo es capaz de unirse a uno o mas epitopos de CLDNG6 en su
conformacion nativa.

En una modalidad, el anticuerpo es capaz de unirse a un epitopo localizado dentro de una porcién extracelular de
CLDNB®B, en donde dicha porcion extracelular de CLDN6 comprende preferentemente la secuencia de aminoacidos de
cualquiera de sec. con num. de ident.: 6, la sec. con nim. de ident.: 7, la sec. con num. de ident.: 14 y la sec. con num.
de ident.: 15, preferentemente la secuencia de aminoacidos la sec. con nim. de ident.: 6 o la sec. con num. de ident.: 7,
con mayor preferencia la secuencia de aminoacidos la sec. con nium. de ident.: 6. Preferentemente, el anticuerpo es
capaz de unirse a un epitopo localizado dentro de la secuencia de aminoacidos de cualquiera de sec. con nim. de
ident.: 6, la sec. con num. de ident.: 7, la sec. con nim. de ident.: 14 y la sec. con num. de ident.: 15, preferentemente la
secuencia de aminoacidos la sec. con nim. de ident.: 6 o la sec. con nim. de ident.: 7.

En una modalidad, el anticuerpo es capaz de unirse a CLDNG6 interactuando al menos con uno, preferentemente, mas
de uno, tal como 2, 3, 4 o 5, preferentemente todos los aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en Thr33,
Phe35, Gly37, Ser39, lle40 y Leu151, preferentemente, interactuando al menos con uno, preferentemente, mas de uno,
preferentemente, todos los aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en Thr33, Phe35, Gly37, Ser39 e lle40,
con mayor preferencia al interactuar al menos con uno, preferentemente, mas de uno, preferentemente todos los
aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en Phe35, Gly37, Ser39 e lle40 o que consiste en Thr33, Phe35,
Gly37 y Ser39, y, en particular, interactuando al menos con uno, preferentemente, mas de uno, preferentemente, todos
los aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en Phe35, Gly37 y Ser39. Preferentemente, el anticuerpo no
interacciona con uno o mas, preferentemente, todos los aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en Glu154,
Ala155, Arg158 y Gly161, y preferentemente, no interactia con uno o mas, preferentemente, todos los aminoacidos
seleccionados del grupo que consiste en de Arg158 y Gly161.

La interaccion entre un anticuerpo y CLDNG, en particular en su conformacién nativa, puede analizarse mediante una
mutagénesis de aminoacidos por barrido de alanina. Los mutantes de CLDN6 pueden evaluarse por su capacidad de
unirse a anticuerpos monoclonales especificos. La unién alterada de un anticuerpo monoclonal especifico a un mutante
de CLDNG6 sugiere que el aminoacido mutado es un residuo de contacto importante. La unién puede analizarse, por
ejemplo, mediante citometria de flujo.

En una modalidad, el anticuerpo puede obtenerse mediante un método que comprende la etapa de inmunizar un animal
con un péptido que tiene la secuencia de aminoacidos de cualquiera de sec. con nim. de ident.: 6, la sec. con num. de
ident.: 7, la sec. con nium. de ident.: 14 y la sec. con num. de ident.: 15, preferentemente la secuencia de aminoacidos la
sec. con num. de ident.: 6 o la sec. con num. de ident.: 7 o un péptido inmunolégicamente equivalente, o un acido
nucleico o célula huésped que expresa dicho péptido.

En diferentes modalidades, la CLDNG6 a la que el anticuerpo es capaz de unirse tiene la secuencia de aminoacidos de la
sec. con num. de ident.: 2 o la secuencia de aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 8. Se prefiere, particularmente,
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que el anticuerpo sea capaz de unirse a CLDNG6 que tiene la secuencia de aminoacidos la sec. con ndm. de ident.: 2 y
capaz de unirse a CLDNG6 que tiene la secuencia de aminoacidos la sec. con nim. de ident.: 8.

En una modalidad, un anticuerpo descrito en la presente comprende una cadena pesada de anticuerpo que comprende
al menos una, preferentemente, dos, con mayor preferencia las tres secuencias CDR de una secuencia de cadena
pesada de anticuerpo seleccionada de las sec. con nims. de ident.: 34, 36, 38 y 40, o una variante de estas. Las
secuencias de CDR se marcan por una caja en las secuencias de la cadena pesada del anticuerpo que se mencionan
anteriormente y se muestran en la Figura 25.

En una modalidad, un anticuerpo de la descripcion comprende una cadena pesada de anticuerpo que comprende la
secuencia de CDR3 Xaa1l Gly Xaa2 Val Xaa3, en donde Xaal es cualquier aminoacido, preferentemente, un
aminoacido aromatico, con mayor preferencia Phe o Tyr, con preferencia superlativa Tyr, Xaa2 es cualquier aminoacido,
preferentemente, un aminoacido aromatico, con mayor preferencia Phe o Tyr, con preferencia superlativa Tyr, y Xaa3 es
cualquier aminoacido, preferentemente, Leu o Phe, con mayor preferencia Leu. En una modalidad, dicho anticuerpo
comprende una cadena pesada de anticuerpo que comprende la secuencia de CDR3 Asp Xaa1 Gly Xaa2 Val Xaa3 o
Xaa1l Gly Xaa2 Val Xaa3 Asp, en donde Xaa1, Xaa2 y Xaa3 son como se definié anteriormente. En una modalidad,
dicho anticuerpo comprende una cadena pesada de anticuerpo que comprende la secuencia de CDR3 Asp Xaa1 Gly
Xaa2 Val Xaa3 Asp, en donde Xaal, Xaa2 y Xaa3 son como se defini6 anteriormente. En una modalidad, dicho
anticuerpo comprende una cadena pesada de anticuerpo que comprende la secuencia de CDR3 Ala Arg Asp Xaa1 Gly
Xaa2 Val Xaa3 Asp Tyr, en donde Xaa1, Xaa2 y Xaa3 son como se definié anteriormente. En una modalidad, un
anticuerpo de acuerdo con las modalidades anteriores comprende una cadena pesada de anticuerpo que comprende la
secuencia de CDR1 de acuerdo con la sec. con nim. de ident.: 47 o una variante de esta y/o la secuencia CDR2 de
acuerdo con la sec. con nim. de ident.: 48 o una variante de esta.

En una modalidad, un anticuerpo de la descripcion comprende una cadena pesada de anticuerpo que comprende una
secuencia de la cadena pesada del anticuerpo seleccionada de las sec. con nums. de ident.: 34, 36, 38 y 40 o una
variante de estas.

En una modalidad, la descripcion describe un anticuerpo, que comprende una cadena ligera de anticuerpo que
comprende al menos una, preferentemente dos, con mayor preferencia las tres secuencias de CDR de una secuencia
de la cadena ligera del anticuerpo seleccionada de las sec. con nums. de ident.: 35, 37, 39 y 41, o una variante de
estas. Las secuencias de CDR estan marcadas por una caja en las secuencias de la cadena ligera del anticuerpo
mencionadas anteriormente que se muestran en la Figura 26.

En una modalidad, un anticuerpo descrito en la presente comprende una cadena ligera de anticuerpo que comprende la
secuencia de CDR3 Arg Xaa1 Xaa2 Xaa3 Pro, en donde Xaa1 es cualquier aminoacido, preferentemente, Ser o Asn,
con mayor preferencia Ser, Xaa2 es cualquier aminoacido, preferentemente, Tyr, Ser, lle, Asn o Thr, con mayor
preferencia Tyr, Ser o Asn, con preferencia superlativa Asn, y Xaa3 es cualquier aminoacido, preferentemente, Ser o
Tyr, con mayor preferencia Tyr. En una modalidad, dicho anticuerpo comprende una cadena ligera del anticuerpo que
comprende la secuencia de CDR3 GIn Arg Xaa1 Xaa2 Xaa3 Pro Pro, en donde Xaa1, Xaa2 y Xaa3 son como se definié
anteriormente. En una modalidad, dicho anticuerpo comprende una cadena ligera del anticuerpo que comprende la
secuencia de CDR3 GIn GIn Arg Xaa1 Xaa2 Xaa3 Pro Pro Trp Thr, en donde Xaa1, Xaa2 y Xaa3 son como se definié
anteriormente. En una modalidad, un anticuerpo de acuerdo con las modalidades anteriores comprende una cadena
ligera del anticuerpo que comprende la secuencia de CDR1 de acuerdo con la sec. con num. de ident.: 52 o una
variante de esta y/o la secuencia de CDR2 de acuerdo con la sec. con num. de ident.: 53 o una variante de esta.

En una modalidad, un anticuerpo de la descripcién comprende una cadena ligera del anticuerpo que comprende una
secuencia de la cadena ligera del anticuerpo seleccionada de las sec. con nums. de ident.: 35, 37, 39 y 41 o una
variante de estas.

En diversas modalidades, un anticuerpo comprende una cadena pesada de anticuerpo como se discutié anteriormente
y, ademas, una cadena ligera de anticuerpo como se discutié anteriormente.

En una modalidad, un anticuerpo comprende:

(i) una cadena pesada de anticuerpo que comprende al menos una, preferentemente, dos, con mayor preferencia las
tres secuencias CDR de una secuencia de la cadena pesada del anticuerpo de sec. con num. de ident.: x, o una
variante de esta, y

(ii) una cadena ligera de anticuerpo que comprende al menos una, preferentemente, dos, con mayor preferencia las tres
secuencias de CDR de una secuencia de la cadena ligera del anticuerpo de sec. con nim. de ident.: x+1, o una variante
de esta;

en donde, x se selecciona de 34, 36, 38 y 40.

Las secuencias de CDR se marcan por una caja en las secuencias de la cadena pesada del anticuerpo y las secuencias
de la cadena ligera del anticuerpo anteriormente mencionadas, respectivamente, mostradas en la Figura 25 y Figura 26,
respectivamente.
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En una modalidad, un anticuerpo comprende:

(i) una cadena pesada de anticuerpo que comprende una secuencia de CDR3 seleccionada del grupo que consiste en
Xaa1 Gly Xaa2 Val Xaa3, Asp Xaa1 Gly Xaa2 Val Xaa3, Xaa1 Gly Xaa2 Val Xaa3 Asp, Asp Xaa1 Gly Xaa2 Val Xaa3
Asp y Ala Arg Asp Xaa1 Gly Xaa2 Val Xaa3 Asp Tyr, en donde Xaa1 es cualquier aminoacido, preferentemente, un
aminoacido aromatico, con mayor preferencia Phe o Tyr, con preferencia superlativa Tyr, Xaa2 es cualquier aminoacido,
preferentemente, un aminoacido aromatico, con mayor preferencia Phe o Tyr, con preferencia superlativa Tyr, y Xaa3 es
cualquier aminoacido, preferentemente, Leu o Phe, con mayor preferencia Leu, y

(ii) una cadena ligera de anticuerpo que comprende una secuencia de CDR3 seleccionada del grupo que consiste en
Arg Xaa1l Xaa2 Xaa3 Pro, GIn Arg Xaa1 Xaa2 Xaa3 Pro Pro, GIn GIn Arg Xaa1 Xaa2 Xaa3 Pro Pro Trp Thr, en donde
Xaa1 es cualquier aminoacido, preferentemente, Ser o Asn, con mayor preferencia Ser, Xaa2 es cualquier aminoacido,
preferentemente, Tyr, Ser, lle, Asn o Thr, con mayor preferencia Tyr, Ser o Asn, con preferencia superlativa Asn, y Xaa3
es cualquier aminoacido, preferentemente, Ser o Tyr, con mayor preferencia Tyr.

En una modalidad, un anticuerpo de acuerdo con las modalidades anteriores comprende (i) una cadena pesada de
anticuerpo que comprende la secuencia de CDR1 de acuerdo con la sec. con num. de ident.: 47 o una variante de esta
y/o la secuencia CDR2 de acuerdo con la sec. con nim. de ident.: 48 o una variante de esta y/o (ii) una cadena ligera de
anticuerpo que comprende la secuencia de CDR1 de acuerdo con la sec. con num. de ident.: 52 o una variante de esta
y/o la secuencia de CDR2 de acuerdo con la sec. con num. de ident.: 53 o una variante de esta.

En una modalidad, un anticuerpo comprende:

(i) una cadena pesada de anticuerpo que comprende una secuencia de la cadena pesada del anticuerpo de sec. con
num. de ident.: x o0 una variante de esta, y

(ii) una cadena ligera de anticuerpo que comprende una secuencia de la cadena ligera del anticuerpo de sec. con nim.
de ident.: x+1 o una variante de esta;

en donde, x se selecciona de 34, 36, 38 y 40.

En modalidades preferidas, el anticuerpo tiene una o mas de las actividades siguientes: (i) destruccion de una célula
que expresa CLDNG, (ii) inhibicion de la proliferacion de una célula que expresa CLDNS, (iii) inhibicion de la formacion
de colonias de una célula que expresa CLDNG6, (iv) mediacion de la remision, es decir, reduccion de tamaiio,
preferentemente, remisién completa, es decir, la desaparicion completa, de los tumores establecidos, (v) prevencion de
la formacién o la reformacion de tumores, y (vi) inhibicion de la metastasis de una célula que expresa CLDNG6. En
consecuencia, el anticuerpo puede usarse para una o mas de las funciones anteriores, en particular, cuando se
administra a un paciente. Tal destruccion de células y/o inhibicion de una o mas actividades de las células puede
utilizarse terapéuticamente como se describe en la presente descripcidon. En particular, la destruccion de las células, la
inhibicién de la proliferacion de las células y/o la inhibicion de la formacion de colonias de las células pueden utilizarse
para tratar o prevenir el cancer, incluyendo la metastasis del cancer. La inhibicién de la proliferacion, formacion de
colonias y/o metastasis de las células puede utilizarse, en particular, para tratar o prevenir la metastasis del cancer y la
diseminacion metastasica de las células cancerosas. Preferentemente, el anticuerpo media la destruccién de las células
mediante la induccion de la lisis mediada por la citotoxicidad dependiente del complemento (CDC), lisis mediada por la
citotoxicidad celular dependiente del anticuerpo (ADCC), apoptosis, adhesién homotipica y/o fagocitosis,
preferentemente mediante la induccion de la lisis mediada por CDC y/o lisis mediada por ADCC. Sin embargo, la
presente descripcion incluye, ademas, modalidades en las que el anticuerpo ejerce su actividad como se describe en la
presente descripcion tal como la destruccion de las células y/o la inhibicién de una o mas actividades de las células, por
ejemplo, proliferacion celular y/o formacién de colonias, sin inducir lisis mediada por la citotoxicidad dependiente del
complemento (CDC), lisis mediada por la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC), apoptosis, adhesion
homotipica y/o fagocitosis. Por ejemplo, el anticuerpo descrito en la presente descripcion puede ejercer, ademas, un
efecto uniéndose simplemente a CLDNG6 en la superficie celular, por ejemplo, bloqueando, por lo tanto, la proliferacion
de las células. En una modalidad el anticuerpo no induce la lisis de las células mediada por CDC.

Preferentemente, la lisis de las células mediada por ADCC tiene lugar en presencia de células efectoras, que en
modalidades particulares se seleccionan del grupo que consiste en monocitos, células mononucleares, células NK y las
PMN, y la fagocitosis es por macrofagos.

La actividad de inhibir o reducir la proliferacién de las células que expresan CLDNG, preferentemente, las células
cancerosas, puede medirse in vitro mediante la determinacién de la proliferacion de células cancerosas que expresan
CLDN®6 en un ensayo que usa bromodesoxiuridina (5-bromo-2-desoxiuridina, BrdU). BrdU es un nucledsido sintético que
es un analogo de la timidina y puede incorporarse en el ADN recién sintetizado de las células replicantes (durante la
fase S del ciclo celular), sustituyendo a la timidina durante la replicacién del ADN. La deteccion del quimico incorporado
por medio del uso de, por ejemplo, anticuerpos especificos para BrdU indica que las células estuvieron activamente
replicando su ADN.

La actividad de inhibir o reducir la formaciéon de colonias de células que expresan CLDNG, preferentemente, células
cancerosas, puede medirse in vitro en un ensayo clonogénico. Un ensayo clonogénico es una técnica de microbiologia
para estudiar la efectividad de agentes especificos en la supervivencia y proliferacion de las células. Se usa con
frecuencia en los laboratorios de investigacion del cancer para determinar el efecto de los farmacos o la radiaciéon sobre
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las células tumorales en proliferacion. El experimento implica tres etapas principales: (i) aplicar un tratamiento a una
muestra de células, en particular células cancerosas, (ii) sembrar las células en un recipiente de cultivo tisular y (iii) dejar
las células crecer. Las colonias producidas son fijadas, tefiidas y contadas. La formacion de colonias es importante con
respecto a la formacion de metastasis si las células tumorales individuales colonizan los 6rganos. La actividad inhibidora
de los anticuerpos indica su potencial para suprimir la formacion de metastasis. Los anticuerpos que tienen la actividad
de inhibir o reducir la formacion de colonias en un ensayo clonogénico son, particularmente, Utiles para tratar o prevenir
la metastasis y la diseminacion metastasica de células cancerosas, en particular, de los tipos de cancer mencionados en
la presente descripcion.

En modalidades preferidas, el anticuerpo exhibe una o mas funciones efectoras inmunes contra una célula portadora de
CLDN6 en su conformacion nativa, en donde la una o mas funciones efectoras inmunes se seleccionan
preferentemente, del grupo que consiste en citotoxicidad dependiente del complemento (CDC), citotoxicidad mediada
por células dependiente de anticuerpos (ADCC), induccion de apoptosis e inhibicion de la proliferacion,
preferentemente, las funciones efectoras son ADCC y/o CDC.

Preferentemente, dicha una o mas actividades o una o mas funciones efectoras inmunes exhibidas por dicho anticuerpo
se inducen mediante la unién de dicho anticuerpo a CLDNG, preferentemente, a un epitopo localizado dentro de una
porcion extracelular de CLDNG, donde dicha porcion extracelular de CLDNG6 preferentemente, comprende la secuencia
de aminoacidos de cualquier sec. con num. de ident.: 6, la sec. con nim. de ident.: 7, la sec. con nim. de ident.: 14 y la
sec. con num. de ident.: 15, preferentemente la secuencia de aminoacidos la sec. con nim. de ident.: 6 o la sec. con
num. de ident.: 7, con mayor preferencia la secuencia de aminoacidos de sec. con nim. de ident.: 6.

De conformidad con la invencion, una célula que expresa CLDNG6 se caracteriza, preferentemente, por la asociacién de
CLDNS®6 con su superficie celular. Una célula que expresa CLDN6 o una célula portadora de CLDN6 en su conformacién
nativa, preferentemente, es una célula tumoral, tal como una célula cancerosa, preferentemente, una célula cancerosa
de un cancer seleccionado del grupo que consiste en cancer de ovario, en particular, adenocarcinoma de ovario y
teratocarcinoma de ovario, cancer de pulmon, incluyendo cancer de pulmén de células pequefias (SCLC) y cancer de
pulmén de células no pequefias (NSCLC), en particular, carcinoma de pulmén de células escamosas y adenocarcinoma,
cancer gastrico, cancer de mama, cancer hepatico, cancer de pancreas, cancer de piel, en particular, carcinoma de
células basales y carcinoma de células escamosas, melanoma maligno, cancer de cabeza y cuello, en particular,
adenoma pleomorfico maligno, sarcoma, en particular, sarcoma sinovial y carcinosarcoma, cancer de vias biliares,
cancer de vejiga urinaria, en particular, carcinoma de células de transicién y carcinoma papilar, cancer de rifién, en
particular, carcinoma de células renales incluyendo carcinoma de células claras de células renales y carcinoma papilar
de células renales, cancer de colon, cancer de intestino delgado, incluyendo cancer de ileon, en particular,
adenocarcinoma de intestino delgado y adenocarcinoma de ileon, carcinoma embrionario testicular, coriocarcinoma
placentario, cancer cervical, cancer testicular, en particular, seminoma testicular, teratoma testicular y cancer testicular
embrionario, cancer uterino, un tumor de células germinales tal como un teratocarcinoma o un carcinoma embrionario,
en particular, un tumor de células germinales del testiculo, y sus formas metastasicas.

El anticuerpo de la invencion se puede unir a uno o mas restos efectores terapéuticos, por ejemplo, radiomarcadores,
citotoxinas, enzimas terapéuticas, agentes que inducen apoptosis, para proporcionar citotoxicidad dirigida, es decir,
destruccion de células tumorales.

En una modalidad el anticuerpo de la invencion (i) se une a células que expresan CLDNG6 y se caracteriza la asociacion
de CLDNG6 con su superficie celular, y (i) no se une a células que no expresan CLDN6 y no se caracteriza por la
asociacion de CLDNG6 con su superficie celular. Preferentemente, el anticuerpo de la invencion (i) media la destruccion
y/o inhibe la proliferacién de células que expresan CLDNG6 y se caracteriza por la asociacion de CLDNG6 con su superficie
celular, y (ii) no media la destruccion y/o no inhibe la proliferacién de células que no expresan CLDN6 y no se
caracteriza por la asociaciéon de CLDN6 con su superficie celular.

En modalidades preferidas particulares, el anticuerpo de la invencién se une a epitopos nativos de CLDNG6 presentes en
la superficie de las células vivas tales como las de sec. con nims. de ident.: 6 o 7. En modalidades preferidas
adicionales, el anticuerpo de la invencion es especifico para células cancerosas que expresan CLDNG6 y no se une a
células cancerosas que no expresan CLDNG.

Los anticuerpos de la invencion pueden derivarse de diferentes especies, que incluyen, pero no se limitan a, raton, rata,
conejo, cobaya y ser humano. Los anticuerpos de la invencion incluyen, ademas, moléculas quiméricas en las que una
region constante del anticuerpo derivada de una especie, preferentemente humana, se combina con el sitio de unién a
antigeno derivado de otra especie. Ademas, los anticuerpos de la invencioén incluyen moléculas humanizadas en las que
los sitios de unién al antigeno de un anticuerpo derivado de una especie no humana se combinan con las regiones
constantes y marco de origen humano.

Los anticuerpos descritos en la presente descripcion incluyen anticuerpos policlonales y monoclonales e incluyen
anticuerpos IgG2a (por ejemplo, IgG2a, k, A), IgG2b (por ejemplo, IgG2b, k, A), IgG3 (por ejemplo, 1gG3, K, A) e IgM. Sin
embargo, la presente invencion abarca, ademas, otros isotipos de anticuerpos, que incluyen anticuerpos IgG1, IgA1,
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IgA2, IgA secretora, IgD e IgE. Los anticuerpos pueden ser anticuerpos completos o sus fragmentos de unién al
antigeno que incluyen, por ejemplo, Fab, F(ab'),, Fv, fragmentos Fv de cadena simple o anticuerpos biespecificos.
Ademas, los fragmentos de unidn al antigeno incluyen las proteinas de fusién al dominio de unién de la inmunoglobulina
que comprenden (i) un dominio de unién del polipéptido (tal como una regién variable de la cadena pesada o una region
variable de la cadena ligera) que se fusiona a un polipéptido de la regién de bisagra de la inmunoglobulina (ii) una region
constante CH2 de la cadena pesada de la inmunoglobulina fusionada a la regién bisagra, y (iii) una regiéon constante
CH3 de la cadena pesada de la inmunoglobulina fusionada a la region constante CH2. Dichas proteinas de fusion al
dominio de uni6bn de la inmunoglobulina se describen adicionalmente en los documentos de patentes
nums. US2003/0118592y US 2003/0133939.

El anticuerpo puede ser un anticuerpo monoclonal, quimérico, humano o humanizado, o un fragmento de un anticuerpo.
Los anticuerpos incluyen anticuerpos completamente humanos. Tales anticuerpos pueden producirse en un animal
transgénico no humano, por ejemplo, un ratén transgénico, capaz de producir multiples isotipos de anticuerpos
monoclonales humanos para CLDN6 sometiéndose a recombinacion V-D-J y a cambio de isotipo. Tal animal
transgénico puede ser, ademas, un conejo transgénico para producir anticuerpos policlonales tal como se describe en el
documento nim. US 2003/0017534.

Los anticuerpos descritos en la presente descripcion, preferentemente, se disocian, de CLDN6 con una constante de
equilibrio de disociacion (KD) de aproximadamente 1-100 nM o menos. Preferentemente, los anticuerpos descritos en la
presente descripcion no reaccionan de forma cruzada con los antigenos de superficie celular relacionados vy, por lo
tanto, no inhiben su funcioén.

En modalidades preferidas, los anticuerpos de la presente descripcidn pueden caracterizarse por una o mas de las
siguientes propiedades:
a) especificidad para CLDNG;

b) una afinidad de unién a CLDN6 de aproximadamente 100 nM o menos, preferentemente, de aproximadamente 5-
10 nM o menos y, con mayor preferencia, de aproximadamente 1-3 nM o menos,

c) la capacidad de inducir CDC de células que expresan CLDNG y se caracterizan por la asociacion de CLDN6 con
su superficie celular;

d) la capacidad de inhibir el crecimiento de células que expresan CLDNG6 y se caracterizan por la asociacion de
CLDNS®6 con su superficie celular;

e) la capacidad de inducir apoptosis de células que expresan CLDNG6 y se caracterizan por la asociacion de CLDN6
con su superficie celular;

f) la capacidad de inducir adhesion homotipica de células que expresan CLDNG6 y se caracterizan por la asociacion
de CLDNG6 con su superficie celular;

g) la capacidad de inducir ADCC de células que expresan CLDNG6 y se caracterizan por la asociacion de CLDN6
con su superficie celular en presencia de células efectoras;

h) la capacidad de prolongar la supervivencia de un sujeto que tiene células tumorales que expresan CLDN6 y se
caracterizan por la asociaciéon de CLDN6 con su superficie celular;

i) la capacidad de agotar las células que expresan CLDNG6 y se caracterizan por la asociacion de CLDN6 con su
superficie celular;

j) la capacidad de agregar CLDNG en la superficie de las células vivas.

Un anticuerpo preferido descrito en la presente descripcion es un anticuerpo producido o que puede obtenerse a partir
de una célula de hibridoma depositada en DSMZ (Inhoffenstr. 7B, 38124 Braunschweig, Alemania) y que tiene una de
las siguientes designaciones y nimeros de acceso:

1. GT512muMAB 59A, num. de acceso DSM ACC3067, depositado el 21 de junio de 2010;

GT512muMAB 60A, num. de acceso DSM ACC3068, depositado el 21 de junio de 2010;

GT512muMAB 61D, num. de acceso DSM ACC3069, depositado el 21 de junio de 2010;

GT512muMAB 64A, num. de acceso DSM ACC3070, depositado el 21 de junio de 2010;

GT512muMAB 65A, num. de acceso DSM ACC3071, depositado el 21 de junio de 2010;

GT512muMAB 66B, num. de acceso DSM ACC3072, depositado el 21 de junio de 2010;

GT512muMAB 67A, num. de acceso DSM ACC3073, depositado el 21 de junio de 2010;

GT512muMAB 55A, num. de acceso DSM ACC3089, depositado el 31 de agosto de 2010; o

GT512muMAB 89A, num. de acceso DSM ACC3090, depositado el 31 de agosto de 2010.

©OoND>O A WN

Los anticuerpos de la descripcion se designan en la presente descripcion mediante la referencia a la designacion del
anticuerpo y/o mediante la referencia al clon que produce el anticuerpo, por ejemplo, muMAB 59A.

Otros anticuerpos preferidos son los que tienen la especificidad de los anticuerpos producidos y obtenibles a partir de
los hibridomas descritos anteriormente y, en particular, los que comprenden una porcion de union al antigeno o sitio de
union al antigeno, en particular, una region variable, idéntica o altamente homadloga al de los anticuerpos producidos y
obtenibles a partir de los hibridomas descritos anteriormente. Se contempla que los anticuerpos preferidos son aquellos
que tienen las regiones CDR idénticas o altamente homdlogas a las regiones de anticuerpos producidos y obtenibles a
partir de los hibridomas descritos anteriormente. Por "altamente homdlogo" se contempla que a partir de 1 a 5,
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preferentemente, a partir de 1 a 4, tal como 1 a 3 0 1 o 2 sustituciones de aminoacidos pueden hacerse en cada region
de CDR. Los anticuerpos particularmente preferidos son las formas quimerizadas y humanizadas de los anticuerpos
producidos y obtenibles a partir de los hibridomas descritos anteriormente.

Por lo tanto, un anticuerpo de la invencion puede seleccionarse del grupo que consiste en (i) un anticuerpo producido u
obtenible a partir de un clon depositado bajo el num. de acceso DSM ACC3067 (GT512muMAB 59A), DSM ACC3068
(GT512muMAB 60A), DSM ACC3069 (GT512muMAB 61D), DSM ACC3070 (GT512muMAB 64A), DSM ACC3071
(GT512muMAB 65A), DSM ACC3072 (GT512muMAB 66B), DSM ACC3073 (GT512muMAB 67A), DSM ACC3089
(GT512muMAB 55A), o DSM ACC3090 (GT512muMAB 89A), (ii) un anticuerpo que es una forma quimerizada o
humanizada del anticuerpo en (i) y (iii) un anticuerpo que comprende la porcién de union al antigeno o el sitio de union
al antigeno del anticuerpo en (i) caracterizado por comprender un conjunto de los HCDR y LCDR seleccionados del
grupo que consiste en

(a) un HCDR1 de secuencia de aminoacidos GYSFTGYT identificado dentro de la sec. con num. de ident.: 34,

un HCDR2 de secuencia de aminoacidos INPYNGGT identificado dentro de la sec. con nim. de ident.: 34,

un HCDR3 de secuencia de aminoacidos ARDYGYVLDY identificado dentro de la sec. con nim. de ident.: 34,

un LCDR1 de secuencia de aminoacidos SSVSY identificado dentro de la sec. con nim. de ident.: 35,

un LCDR2 de secuencia de aminoacidos STS identificado dentro de la sec. con num. de ident.: 35, y

un LCDR3 de secuencia de aminoacidos QQRSIYPPWT identificado dentro de la sec. con nim. de ident.: 35;

(b) un HCDR1 de secuencia de aminoacidos GYSFTGYT identificado dentro de la sec. con num. de ident.: 36,

un HCDR2 de secuencia de aminoacidos INPYNGGT identificado dentro de la sec. con nim. de ident.: 36,

un HCDR3 de secuencia de aminoacidos ARDYGFVLDY identificado dentro de la sec. con nim. de ident.: 36,

un LCDR1 de secuencia de aminoacidos SSVSY identificado dentro de la sec. con nim. de ident.: 37,

un LCDR2 de secuencia de aminoacidos STS identificado dentro de la sec. con num. de ident.: 37, y

un LCDR3 de secuencia de aminoacidos QQRSNYPPWT identificado dentro de la sec. con nim. de ident.: 37;

(c) un HCDR1 de secuencia de aminoacidos GYSFTGYT identificado dentro de la sec. con nim. de ident.: 38,

un HCDR2 de secuencia de aminoacidos INPYNGGI identificado dentro de la sec. con nim. de ident.: 38,

un HCDR3 de secuencia de aminoacidos ARDFGYVLDY identificado dentro de la sec. con nim. de ident.: 38,

un LCDR1 de secuencia de aminoacidos SSVSY identificado dentro de la sec. con nim. de ident.: 39,

un LCDR2 de secuencia de aminoacidos STS identificado dentro de la sec. con num. de ident.: 39, y

un LCDR3 de secuencia de aminoacidos QQRSTYPPWT identificado dentro de la sec. con num. de ident.: 39; y

(d) un HCDR1 de secuencia de aminoacidos GYSFTGYT identificado dentro de la sec. con num. de ident.: 40,

un HCDR2 de secuencia de aminoacidos INPYNGGS identificado dentro de la sec. con nim. de ident.: 40,

un HCDR3 de secuencia de aminoacidos ARDYGYVFDY identificado dentro de la sec. con nim. de ident.: 40,

un LCDR1 de secuencia de aminoacidos SSVNY identificado dentro de la sec. con nim. de ident.: 41,

un LCDR2 de secuencia de aminoacidos STS identificado dentro de la sec. con num. de ident.: 41, y

un LCDR3 de secuencia de aminoacidos QQRNNYPPWT identificado dentro de la sec. con nim. de ident.: 41. La

porcién de unién al antigeno o el sitio de unién al antigeno del anticuerpo en (i) puede comprender la region

variable del anticuerpo en (i).

La presente descripcion se refiere, ademas, a una célula tal como una célula de hibridoma que produce un anticuerpo
como se describe en la presente descripcion.

Las células de hibridoma preferidas son aquellas depositadas en DSMZ (Inhoffenstr. 7B, 38124 Braunschweig,
Alemania) y que tienen una de las siguientes designaciones y nimeros de acceso:

. GT512muMAB 59A, nim. de acceso DSM ACC3067, depositado el 21 de junio de 2010;

. GT512muMAB 60A, nim. de acceso DSM ACC3068, depositado el 21 de Junio de 2010;

. GT512muMAB 61D, num. de acceso DSM ACC3069, depositado el 21 de Junio de 2010;

. GT512muMAB 64A, nim. de acceso DSM ACC3070, depositado el 21 de Junio de 2010;

. GT512muMAB 65A, nim. de acceso DSM ACC3071, depositado el 21 de Junio de 2010;

. GT512muMAB 66B, nim. de acceso DSM ACC3072, depositado el 21 de Junio de 2010;

. GT512muMAB 67A, nim. de acceso DSM ACC3073, depositado el 21 de Junio de 2010;

. GT512muMAB 55A, nim. de acceso DSM ACC3089, depositado el 31 de Agosto de 2010; o
. GT512muMAB 89A, num. de acceso DSM ACC3090, depositado el 31 de Agosto de 2010.

OCOoO~NOOTA,WN -

Los anticuerpos anti-CLDNG6 de la presente descripcion pueden derivarse, enlazarse o coexpresarse en otras uniones
especificas. En una modalidad particular, la descripcion describe una molécula biespecifica o multiespecifica que
comprende al menos una primera especificidad de uniéon para CLDNG6 (por ejemplo, un anticuerpo anti-CLD6 o mimético
de este), y una segunda especificidad de union para la célula efectora, tal como una especificidad de union para un
receptor Fc (por ejemplo, un receptor gamma Fc, tales como Rl gamma Fc, o cualquier otro receptor Fc) o un receptor
de células T, por ejemplo, CD3.

En consecuencia, la presente ensefianza incluye las moléculas biespecificas y multiespecificas que se unen tanto a
CLDN6 como a un receptor Fc o un receptor de células T, por ejemplo, CD3. Los ejemplos de receptores Fc son el
receptor de IgG, el receptor gamma Fc (FcyR), tales como FcyRI (CD64), FcyRIl (CD32), y FcyRIIl (CD16). Otros
receptores Fc, tal como los receptores de IgA (por ejemplo, FcaRl), pueden orientarse también. El receptor Fc se



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 649 389 T3

localiza, preferentemente, en la superficie de una célula efectora, por ejemplo, un monocito, macréfago o una célula
mononuclear activada. En una modalidad preferida, las moléculas biespecificas y multiespecificas se unen a un receptor
Fc en un sitio que es distinto al sitio de unién del receptor Fc de la inmunoglobulina (por ejemplo, IgG o IgA). Por lo
tanto, la union de las moléculas biespecificas y multiespecificas no se bloquea con los niveles fisiolégicos de las
inmunoglobulinas.

En aun otro aspecto, los anticuerpos anti-CLDN6 de la descripcion se derivan, enlazan o coexpresan con otra molécula
funcional, por ejemplo, otro péptido o proteina (por ejemplo, un fragmento Fab'). Por ejemplo, un anticuerpo como se
describe en la presente descripcion puede unirse funcionalmente (por ejemplo, mediante acoplamiento quimico, fusion
genética, asociacion no covalente o de cualquier otra forma) a una u otras muchas entidades moleculares, tales como
otro anticuerpo, (por ejemplo, para producir un anticuerpo biespecifico o uno multiespecifico), una citotoxina, antigeno o
ligando celular (por ejemplo, para producir un inmunoconjugado, tal como una inmunotoxina). Un anticuerpo de la
presente descripcion puede unirse a otras porciones terapéuticas, por ejemplo, un radiois6topo, un farmaco
anticancerigeno de molécula pequefia, una citocina o quimiocina recombinante. En consecuencia, la presente
ensefianza abarca una gran variedad de conjugados de anticuerpos, moléculas biespecificas y multiespecificas, y
proteinas de fusion, las cuales se unen a las células que expresan CLDNG6 y/o a las células que se caracterizan por la
asociacion de CLDNG6 con su superficie celular y que pueden usarse para dirigir otras moléculas a células de este tipo.

Generalmente, para los propdsitos de la presente ensefianza, todos los derivados de anticuerpos tales como
conjugados de anticuerpos, moléculas biespecificas y multiespecificas, y proteinas de fusion descritos en la presente
descripcion se incluyen en el término "anticuerpo”.

En un aspecto adicional, la ensefianza prevé, ademas, las proteinas que se unen a CLDNG6 derivadas de los dominios
no inmunoglobulinicos, en particular, las proteinas monocatenarias. Tales proteinas de unién y métodos para su
produccion se describen, por ejemplo, en Binz y oftros, (2005) Nature Biotechnology 23 (10): 1257-1268. Debe
entenderse que las ensefianzas dadas en la presente descripcidon con respecto a las moléculas de unién de la
inmunoglobulina o derivadas de la inmunoglobulina se aplican, ademas, en correspondencia con las moléculas de unién
derivadas de los dominios no inmunoglobulinicos. En particular, por medio del uso de tales moléculas de union
derivadas de los dominios no inmunoglobulinicos es posible bloquear CLDNG6 de las células que expresan dicho objetivo
y que se caracterizan por la asociacion de dicho objetivo con su superficie celular y asi, para producir efectos
terapéuticos como se describe en la presente descripcidon para los anticuerpos de la invencién, en particular, la
inhibiciéon de una o mas actividades de las células tumorales como se describe en la presente descripcion tal como la
proliferacion. Aunque no es obligatorio, es posible conferir funciones efectoras de anticuerpos a tales moléculas que no
se unen a las inmunoglobulinas, por ejemplo, fusién a la regiéon Fc de anticuerpos.

La presente ensefianza generalmente abarca el tratamiento y/o diagnéstico de enfermedades, en particular,
enfermedades tumorales, mediante la orientacion de CLDN6 expresado por las células y por la asociacion con la
superficie de las células. Estos métodos proporcionan la deteccidon y/o erradicacion selectiva de tales células
minimizando de este modo, los efectos adversos para las células normales que no expresan CLDN6 y que no se
caracterizan por la asociacion de CLDN6 con su superficie celular. Las enfermedades preferidas para una terapia o
diagnéstico son aquellas en las que se involucran las células que expresan CLDNG6 y que se caracterizan por asociacion
de CLDNG6 con su superficie celular, tales como las enfermedades tumorales, en particular, las enfermedades de cancer
tales como las descritas en la presente descripcion.

En un aspecto, la invencion proporciona composiciones, por ejemplo, composiciones/estuches farmacéuticos y de
diagndstico, que comprenden un anticuerpo o una combinacidon de anticuerpos de la invencién. Una composicion
farmacéutica de la invencion puede comprender un portador farmacéuticamente aceptable y opcionalmente, puede
comprender uno o mas adyuvantes, estabilizantes, etc. En una modalidad particular, la composicion incluye una
combinaciéon de anticuerpos que se unen a epitopos distintos o que poseen caracteristicas funcionales distintas, tales
como inducir CDC y/o ADCC e inducir apoptosis. En esta modalidad de la invencion, los anticuerpos pueden usarse en
combinacién, por ejemplo, como una composicion farmacéutica que comprende dos o mas anticuerpos monoclonales
anti-CLDNG6. Por ejemplo, los anticuerpos anti-CLDN6 que tienen actividades diferentes pero complementarias pueden
combinarse en una Unica terapia para lograr un efecto terapéutico deseado. En una modalidad preferida, la composicion
incluye un anticuerpo anti-CLDN6 que media CDC combinado con otro anticuerpo anti-CLDN6 que induce apoptosis. En
otra modalidad, la composicion incluye un anticuerpo anti-CLDN6 que media la destrucciéon altamente efectiva de
células objetivo en la presencia de células efectoras, combinado con otro anticuerpo anti-CLDN6 que inhibe el
crecimiento de células que expresan CLDNG6 y que se caracteriza por la asociacion de CLDNG6 con su superficie celular.

La presente ensefianza incluye, ademas, la administracion simultanea o secuencial de dos o mas anticuerpos anti-
CLDNG6 de la invencién, donde preferentemente al menos uno de dichos anticuerpos es un anticuerpo anti-CLDNG6
quimérico y al menos otro anticuerpo es un anticuerpo anti-CLDN6 humano, los anticuerpos que se unen a epitopos de
CLDNS® similares o diferentes. Preferentemente, un anticuerpo quimérico CLDN6 descrito en la presente descripcion se
administra primero seguido de la administracion de un anticuerpo anti-CLDN6 humano de la invencién, en donde el
anticuerpo anti-CLDN6 humano se administra, preferentemente, durante un periodo prolongado de tiempo, es decir,
como terapia de mantenimiento.
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Los anticuerpos, los conjugados, las moléculas biespecificas/multiespecificas y las composiciones de la presente
invencion pueden usarse en una variedad de métodos para inhibir el crecimiento de células que expresan CLDNG6 y que
se caracterizan por la asociacion de CLDN6 con su superficie celular y/o destruccion selectiva de las células que
expresan CLDNG6 y que se caracterizan por la asociaciéon de CLDN6 con su superficie celular al poner en contacto las
células con una cantidad efectiva del anticuerpo, conjugado, molécula o composiciéon biespecifica/multiespecifica, de
manera que se inhibe el crecimiento de la célula y/o se destruye la célula. En una modalidad, el método incluye la
destruccion de la célula que expresa CLDNG6 y que se caracteriza por la asociacion de CLDNG6 con su superficie celular,
opcionalmente en presencia de las células efectoras, por ejemplo, mediante CDC, apoptosis, ADCC, fagocitosis o
mediante una combinacién de dos o mas de estos mecanismos. Las células que expresan CLDNG6 y que se caracterizan
por la asociaciéon de CLDN6 con su superficie celular que pueden inhibirse o destruirse por medio del uso de los
anticuerpos de la invencion incluyen las células cancerosas.

Los anticuerpos, los conjugados y las moléculas y composiciones biespecificas/multiespecificas de la presente
invencion pueden usarse para tratar y/o prevenir una variedad de enfermedades que implican las células que expresan
CLDN®6 y que se caracterizan por la asociaciéon de CLDN6 con su superficie celular mediante la administracion de los
anticuerpos a pacientes que sufren de tales enfermedades. Las enfermedades ejemplares que pueden tratarse (por
ejemplo, mejorarse) o prevenirse incluyen, pero no se limitan a, las enfermedades tumorigénicas. Los ejemplos de
enfermedades tumorigénicas, que pueden tratarse y/o prevenirse, incluyen las enfermedades cancerosas tales como
cancer de ovario, en particular, adenocarcinoma de ovario y teratocarcinoma de ovario, cancer de pulmon, incluyendo
cancer de pulmon de células pequefas (SCLC) y cancer de pulmoén de células no pequefias (NSCLC), en particular,
carcinoma escamoso de pulmén y adenocarcinoma, cancer gastrico, cancer de mama, cancer hepatico, cancer de
pancreas, cancer de piel, en particular, carcinoma celular basal y carcinoma celular escamoso, melanoma maligno,
cancer de cabeza y cuello, en particular, adenoma pleomorfico maligno, sarcoma, en particular, sarcoma sinovial y
carcinosarcoma, cancer de vias biliares, cancer de la vejiga urinaria, en particular, carcinoma de células transicionales y
carcinoma papilar, cancer de rifidn, en particular carcinoma de células renales incluyendo carcinoma de células renales
de células claras y carcinoma de células renales papilares, cancer de colon, cancer de intestino delgado, incluido cancer
de ileon, en particular, adenocarcinoma de intestino delgado y adenocarcinoma del ileon, carcinoma embrionario
testicular, coriocarcinoma placentario, cancer de cuello uterino, cancer testicular, en particular, seminoma testicular,
teratoma testicular y cancer testicular embrionario, cancer uterino, un tumor de células germinales tales como un
teratocarcinoma o un carcinoma embrionario, en particular, un tumor de células germinales del testiculo, y sus formas
metastasicas.

En un aspecto adicional, la descripcion se refiere a un método para tratar o prevenir una enfermedad o trastorno que
involucra las células que expresan CLDNG6 y que se caracteriza por la asociacion de CLDN6 con su superficie celular
que comprende administrar a un sujeto el anticuerpo, conjugado, molécula o composicién biespecifico/multiespecifico
de la invencién. Preferentemente, la enfermedad o trastorno es una enfermedad relacionada con tumores y en
modalidades particulares se selecciona del grupo que consiste en cancer de ovario, en particular, adenocarcinoma de
ovario y teratocarcinoma de ovario, cancer de pulmon, incluyendo cancer de pulmon de células pequefias (SCLC) y
cancer de pulmoén de células no pequefias (NSCLC), en particular, carcinoma de pulmoén de células escamosas y
adenocarcinoma, cancer gastrico, cancer de mama, cancer hepatico, cancer de pancreas, cancer de piel, en particular,
carcinoma celular basal y carcinoma de células escamosas, melanoma maligno, cancer de cabeza y cuello, en
particular, adenoma pleomdrfico maligno, sarcoma, en particular, sarcoma sinovial y carcinosarcoma, cancer de vias
biliares, cancer de la vejiga urinaria, en particular, carcinoma de células transicionales y carcinoma papilar, cancer de
rindn, en particular, carcinoma de células renales, incluyendo carcinoma de células renales de células claras y
carcinoma de células renales papilares, cancer de colon, cancer de intestino delgado, incluyendo cancer de ileon, en
particular, adenocarcinoma de intestino delgado y adenocarcinoma de ileon, carcinoma embrionario testicular,
coriocarcinoma placentario, cancer de cuello uterino, cancer testicular, en particular, seminoma testicular, teratoma
testicular y cancer testicular embrionario, cancer uterino, un tumor de células germinales tales como un teratocarcinoma
0 un carcinoma embrionario, en particular, un tumor de células germinales del testiculo y sus formas metastasicas.
CLDNS® se expresa preferentemente en la superficie de dichas células.

La invencién puede implicar el uso de los agentes y composiciones descritos en la presente descripcion para un
tratamiento profilactico y/o terapéutico de enfermedades tumorales, es decir, para tratar a un paciente que tiene una
enfermedad tumoral o que estd en riesgo de desarrollar una enfermedad tumoral. En un aspecto, la invencion
proporciona los métodos para inhibir el crecimiento tumoral que comprende la administracién de uno o mas de los
agentes y composiciones descritas en la presente descripcion.

Preferentemente, los agentes y composiciones descritos en la presente descripcién se administran de manera que la
sustancia terapéuticamente activa no se suministra o no se suministra esencialmente a un tejido u 6rgano en donde las
células expresan CLDNG6 cuando el tejido u érgano esta libre de tumores y se caracterizan por la asociacion de CLDN6
con su superficie celular, tal como el tejido placentario o la placenta. Para este fin, los agentes y composiciones
descritos en la presente descripcion pueden administrarse localmente.
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En un aspecto, la invencién proporciona un anticuerpo como se describe en la presente descripcion para uso en los
métodos de tratamiento descritos en la presente descripcidon. En una modalidad, la invenciéon proporciona una
composicion farmacéutica como se describe en la presente para su uso en los métodos de tratamiento descritos en la
presente descripcion.

El sujeto al que se administra el anticuerpo puede tratarse adicionalmente con un agente quimioterapéutico, radiacion o
un agente que modula, por ejemplo, potencia o inhibe, la expresiéon o actividad de un receptor de Fc, por ejemplo, un
receptor gamma Fc, tal como una citocina. Las citocinas tipicas para la administracion durante el tratamiento incluyen el
factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), factor estimulante de colonias de granulocitos-macroéfagos (GM-
CSF), interferon-y (IFN-y) y factor de necrosis tumoral (TNF). Los agentes terapéuticos tipicos incluyen, entre otros,
agentes antineoplasicos tales como doxorrubicina, cisplatino, taxotere, 5-fluoruracilo, metotrexato, gemzitabina y
ciclofosfamida.

En aun otro aspecto, la descripcion se refiere a una estrategia de inmunizacion para inmunizar animales no humanos tal
como ratones con CLDN6 humana o un fragmento peptidico de este para obtener anticuerpos. Los péptidos preferidos
para la inmunizacion son los seleccionados del grupo que consiste en la sec. con nim. de ident.: 6, de la sec. con nim.
de ident.: 7, de la sec. con num. de ident.: 14 y la sec. con ndm. de ident.: 15, y péptidos inmunolégicamente
equivalentes.

El tipo silvestre asi como animales transgénicos no humanos pueden inmunizarse con una preparacion purificada o
enriquecida de antigeno CLDNG6 o un fragmento peptidico de este y/o acidos nucleicos y/o células que expresan CLDN6
o un fragmento peptidico de este. Preferentemente, el animal transgénico no humano es capaz de producir multiples
isotipos de anticuerpos monoclonales humanos para CLDNG6 (por ejemplo, IgG, IgA y/o IgM) mediante la recombinacion
V-D-J y el cambio de isotipo. La conmutacion de isotipo puede producirse, por ejemplo, mediante el cambio de isotipo
clasico o no clasico.

En consecuencia, en otro aspecto mas, se describen las células B aisladas, de un animal no humano como se describid
anteriormente. Las células B aisladas pueden inmortalizarse después por fusién a una célula inmortalizada para
proporcionar una fuente (por ejemplo, un hibridoma) de anticuerpos de la invencién. Tales hibridomas (es decir, que
producen anticuerpos de la invencion) se incluyen, ademas, dentro del alcance de la invencion.

En un aspecto adicional, se describen métodos para el diagndstico, deteccién o control de una enfermedad tumoral, que
comprenden dichos métodos la deteccion y/o determinacion de la cantidad de CLDNG6 o células que expresan CLDNG6 y
que se caracterizan por la asociacion de CLDN6 con su superficie celular en una muestra bioldgica aislada de un
paciente por medio del uso de un anticuerpo de la invencion. La muestra bioldgica puede aislarse de un paciente que
tiene una enfermedad tumoral, que se sospecha que tiene o se enferma con una enfermedad tumoral o que tiene una
predisposiciéon potencial para una enfermedad tumoral.

En una modalidad del método para el diagndstico, deteccion o control de una enfermedad tumoral de acuerdo con la
presente ensefianza, una muestra biolégica y/o una muestra control/referencia de un tejido u érgano correspondiente al
tejido u 6rgano que debe diagnosticarse, detectarse o controlarse con respecto a la afeccion por una enfermedad
tumoral, por ejemplo, la enfermedad tumoral que debe diagnosticarse, detectarse o controlarse es el cancer de ovario y
la muestra biolégica y/o la muestra control/referencia es el tejido ovarico. Tales tejidos y 6rganos se describen en la
presente descripcion, por ejemplo, en relacion con diferentes enfermedades tumorales y canceres.

En una modalidad de los métodos para diagnostico, deteccion o control de una enfermedad tumoral, la muestra
bioldégica es de un tejido u 6rgano en donde las células cuando el tejido u 6rgano esta libre de tumores no expresan
esencialmente CLDN6 y no se caracterizan por la asociacion sustancial de CLDN6 con su superficie celular.
Preferentemente, dicho tejido es un tejido diferente al tejido de la placenta.

Tipicamente, el nivel de una molécula objetivo en una muestra biolégica se compara con un nivel de referencia, en
donde una desviacion de dicho nivel de referencia es indicativo de la presencia y/o etapa de una enfermedad tumoral en
un sujeto. El nivel de referencia puede ser un nivel determinado en una muestra de control (por ejemplo, de un tejido o
sujeto sano) o un nivel mediano de sujetos sanos. Una "desviacion" de dicho nivel de referencia designa cualquier
cambio significativo, tal como un aumento o disminucién en al menos 10%, 20% o 30%, preferentemente en al menos
40% o 50%, o incluso mas. Preferentemente, la presencia de CLDNG6 o células que expresan CLDNG6 y se caracterizan
por la asociacion de CLDN6 con su superficie celular en dicha muestra biolégica o una cantidad de CLDNG6 o células
que expresan CLDN6 y que se caracterizan por la asociacion de CLDN6 con su superficie celular en la muestra
biolégica que aumenta en comparacion con un nivel de referencia indica la presencia de una enfermedad tumoral.

Tipicamente, la deteccion y/o determinacion de la cantidad en los métodos de la presente ensefianza implica el uso de
anticuerpos marcados que se unen especificamente a una molécula objetivo.

En un aspecto particular, la presente ensefianza abarca un método para la deteccion, es decir, determinar la posicién o
el sitio, de una enfermedad tumoral, por ejemplo, un tejido u 6rgano particular, que comprende administrar un anticuerpo
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de la presente invencion que se acopla a un marcador detectable en un paciente. El marcaje de un tejido u érgano en
dicho paciente puede indicar la presencia o el riesgo de una enfermedad tumoral en dicho tejido u érgano.

Como se ejemplifica en la presente descripcion, los anticuerpos de la invencion pueden obtenerse directamente de
hibridomas que expresan el anticuerpo, o pueden clonarse y expresarse por via recombinante en una célula huésped
(por ejemplo, una célula CHO o una célula linfocitica). Otros ejemplos de células huésped son los microorganismos,
tales como E. coli, y los hongos, tales como levadura. Alternativamente, pueden producirse por via recombinante en un
animal o planta transgénica no humana. Sin embargo, la presente invencion prevé, ademas, las modalidades en donde
los anticuerpos se producen mediante inmunizacion o vacunacion por medio del uso de las estrategias de inmunizacion
in situ en un paciente como se describe en la presente descripcion.

La presente ensefianza se refiere, ademas, a los acidos nucleicos que comprenden los genes o las secuencias de los
acidos nucleicos que codifican anticuerpos o sus partes, por ejemplo, una cadena de anticuerpo, como se describe en la
presente descripcion. Los acidos nucleicos pueden comprenderse en un vector, por ejemplo, un plasmido, cosmido,
virus, bacteriéfago u otro vector usado, por ejemplo, convencionalmente en ingenieria genética. El vector puede
comprender otros genes tales como genes marcadores que permiten la seleccion del vector en una célula huésped
adecuada y en condiciones adecuadas. Ademas, los vectores pueden comprender elementos de control de la expresion
que permiten la expresion adecuada de las regiones codificantes en los huéspedes adecuados. Tales elementos de
control se conocen por el técnico y pueden incluir un promotor, un casete de empalme y un codon de iniciacion de la
traduccion.

Preferentemente, dicho acido nucleico esta unido operativamente a las secuencias control de la expresion anteriores
permitiendo la expresion en células eucariotas y procariotas. Los elementos de control que aseguran la expresion en las
células eucariotas y procariotas se conocen bien por aquellos con experiencia en la materia.

Los métodos para la construccion de las moléculas de acido nucleico, para la construccion de vectores que comprenden
las moléculas de acido nucleico anteriores, para la introduccion de los vectores en células huésped apropiadamente
seleccionadas, para causar o lograr la expresion se conocen bien en la materia.

Un aspecto adicional de la presente ensefianza se refiere a una célula huésped que comprende un acido nucleico o
vector como se describe en la presente descripcion.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada y de las
reivindicaciones.

Breve descripcion de los dibujos
Figura 1. Alineacion de secuencia de CLDN3, CLDN4, CLDN6 y CLDNS9.

Figura 2. Analisis por inmunofluorescencia de los sueros obtenidos de ratones inmunizados para producir anticuerpos
especificos para CLDNG.

(A) Células CHO-K1 no fijadas cotransfectadas con acidos nucleicos que codifican CLDN6 y GFP humanas,
respectivamente, se probaron con un anticuerpo monoclonal de ratéon anti-CLDN6 (R&D Systems, MAB3656). CLDN6
esta localizado en la membrana plasmatica de las células transfectadas y puede dirigirse a las células vivas mediante
los anticuerpos especificos.

(B)  Suero de un ratén sobre el cual se produjo el hibridoma F3-6C3-H8 contenia anticuerpos que se unen a CLDN6
en la superficie de células CHO-K1 no fijadas cotransfectadas con acidos nucleicos que codifican CLDN6 y GFP
humanos.

Figura 3. Analisis de la inmunoelectrotransferencia para evaluar la expresion enddgena de las proteinas de claudina en
las células HEK293T.

Los lisados de proteinas de células HEK293T transfectadas con acidos nucleicos que codifican CLDN3, CLDN4, CLDNG6
y CLDN@9, respectivamente, o simuladamente transfectadas se probaron mediante inmunoelectrotransferencia por medio
del uso de anti-CLDN3(A) comercialmente disponible (Invitrogen, num. de catdlogo 34-1700), anticuerpos anti-
CLDNA4(A) (Zymed, 32-9400), anti-CLDNG6(A) (ARP, 01-8865) y anti-CLDN9(A) (Santa Cruz, sc-17672). Los anticuerpos
detectaron la expresion de sus correspondientes objetivos solo en los transfectantes HEK293T respectivos. No se
observo expresion endoégena de ninguna de estas claudinas en las células HEK293T no transfectadas.

Figura 4. Analisis por citometria de flujo para evaluar la especificidad de los anticuerpos anti-CLDN comercialmente
disponibles.

Se determind la unién de los anticuerpos anti-CLDN comercialmente disponibles a las células HEK293T transfectadas
con acidos nucleicos que codifican CLDN3, CLDN4, CLDN6 y CLDN9, respectivamente, o sin transfectar mediante
citometria de flujo. Solo el anticuerpo anti-CLDN3 comercialmente disponible es especifico para su objetivo.
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Figura 5. Analisis por citometria de flujo para evaluar la especificidad de los anticuerpos anti-CLDN preparados de
acuerdo con la invencion.

Se determind la unién de anticuerpos en los sobrenadantes a partir de los subclones de hibridoma monoclonal a las
células HEK293T cotransfectadas con un vector que codifica CLDN6, CLDN3, CLDN4 o CLDN9 y un vector que codifica
un marcador de fluorescencia mediante citometria de flujo.

(A)  Anticuerpos en el sobrenadante a partir del subclén de hibridoma monoclonal F3-6C3-H8 se unen
especificamente a las células transfectadas con CLDN6 pero no a las células transfectadas con CLDN3, CLDN4 y
CLDN9, respectivamente. Por el contrario, los anticuerpos en el sobrenadante a partir del subclén de hibridoma
monoclonal F4-4F7-F2 se unen a las células transfectadas con CLDN6 o CLDN9. Los anticuerpos en el sobrenadante
del subclén de hibridoma monoclonal F3-6C3-H8 se unen, ademas, a las células transfectadas con la variante (1143V)-
SNP de CLDNG.

(B)  Anticuerpos en el sobrenadante a partir del subclon de hibridoma monoclonal F3-7B3-B4 se unen a las células
transfectadas con CLDN6, CLDN3 o CLDN9. Los anticuerpos en el sobrenadante a partir del subclén de hibridoma
monoclonal F3-3F7-A5 se unen a las células transfectadas con CLDN6, CLDN4 o CLDNO.

Figura 6. Especificidad de unién de los anticuerpos monoclonales murinos anti-CLDN6 muMAB 59A, 60A, 61D, 64A,
65A, 66B y 67A.

La unién de los anticuerpos anti-CLDN6 a CLDNG, 3, 4, 9 humano y la variante 1143V de CLDN6 SNP (polimorfismo de
un solo nucleétido) se analizd por citometria de flujo por medio del uso de las células HEK293T que expresan
transitoriamente la claudina humana correspondiente. HEK293T se cotransfectaron con un marcador de fluorescencia
para distinguir entre las células no transfectadas (poblacién Q1 y Q3) y transfectadas (poblacion Q2 y Q4). La
concentracion de anticuerpo usada fue la concentracion que saturd la unién a CLDN6 (25 pg/ml). La expresion de
CLDNS®, 3, 4, 9 humana y CLDN6-SNP(I143V) se confirmd con anticuerpos monoclonales disponibles comercialmente
contra la claudina-6 humana (R&D Systems, MAB3656), claudina-3 humana (R&D Systems, MAB4620) y claudina-4
humana (R&D Systems, MAB 4219).

Figura 7. Afinidades relativas de anticuerpos monoclonales murinos anti-CLDN6 MuMAB 59A, 60A, 61D, 64A, 65A, 66B
y 67A.

Para determinar las afinidades relativas, se analiz6 mediante citometria de flujo la union de anticuerpos anti-CLDNG6 a
CLDN®6 humana expresada de forma estable en la superficie de las células HEK293. En el experimento de unién por
saturacion, la concentracion de los anticuerpos se graficod frente a las sefiales FACS (mediana de la intensidad de
fluorescencia). La EC50 (concentracion de anticuerpo que se une a la mitad de los sitios de unién en equilibrio) se
calculé mediante regresion no lineal. Los anticuerpos especificos de CLDN6 muMAB 59A, 60A, 61D, 64A, 65A, 66B y
67A exhibieron valores muy bajos de EC50 (EC50 200-500 ng/ml) y la saturacion de la union se logré a bajas
concentraciones.

Figura 8. Actividad de citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) del anticuerpo monoclonal murino anti-CLDN6
muMAB 59A, 60A, 61D, 64A, 65A, 66B y 67A.

La actividad CDC de anticuerpos anti-CLDNG6 se analizé por medio del uso de un ensayo dependiente de luciferasa para
detectar ATP enddgeno dentro de células no lisadas. Por lo tanto, las células CHO-K1 que expresan establemente
CLDN6 humana se trataron con diferentes concentraciones de muMAB 59A, 60A, 61D, 64A, 65A, 66B y 67A. MuMAB
59A, 60A, 61D, 64A, 65A, 66B y 67A exhibieron actividad de CDC dependiente de la dosis y CDC inducida a bajas
concentraciones.

Figura 9. Actividad de citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) de los anticuerpos monoclonales murinos anti-
CLDN6 muMAB 65A y 66B en células NEC8 LVTS2 54 (expresion CLDN6 disminuida) y NEC8 que expresan
endégenamente CLDNG.

Los anticuerpos anti-CLDN6 muMAB 65A y 66B indujeron CDC en células NEC8 de una manera dependiente de la
dosis. Se demostro la especificidad objetivo de muMAB 65A y 66B por medio del uso de las células NEC8 LVTS2 54
(CLDNS6 reducida).

Figura 10. Efecto terapéutico de muMAB 59A, 60A, 61D, 64A, 65A, 66B y 67A en un modelo de xenoinjerto de
tratamiento temprano por medio del uso de ratones injertados con la linea celular tumoral NECS.

El modelo us6 xenoinjertos de NEC8 que expresan endégenamente CLDNG6 en ratones atimicos desnudos-Foxn1™. En
comparacion con el grupo de control de la solucién salina, muMAB 59A, 60A, 61D, 64A, 65A, 66B y 67A mostraron una
inhibicién del crecimiento tumoral en ratones injertados con células NECS.

Figura 11. Especificidad de unién de anticuerpos monoclonales quiméricos anti-CLDN6 chimAB 61D, 64A, 67A y 89A.
La union de anticuerpos anti-CLDN6 a CLDNSG, 3, 4 y 9, humana respectivamente, se analizé mediante citometria de
flujo por medio del uso de células HEK293 que expresan establemente la claudina humana correspondiente. La
concentracion del anticuerpo usada fue la concentracion que saturé la union (25 pg/ml). La expresion de CLDN3, 4, 6 y
9 humano se confirmé con los anticuerpos monoclonales comercialmente disponibles contra claudina-3 humana (R&D
Systems, MAB4620) y claudina-4 humana (R&D Systems, MAB 4219), y el anticuerpo monoclonal murino muMAB
5F2D2 reactivo a CLDNG6/9, respectivamente. El control negativo se llevd a cabo en condiciones idénticas sin anticuerpo
primario.
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Figura 12. Afinidades relativas de anticuerpos monoclonales quiméricos anti-CLDN6 chimAB 61D, 64A, 67A y 89A a las
células HEK293-CLDNS6.

Para determinar las afinidades relativas, se analizd6 mediante citometria de flujo la unién de anticuerpos anti-CLDNG6 a
CLDN®6 humana expresada de forma estable en la superficie de las células HEK293. En el experimento de unién por
saturacion, la concentracion de los anticuerpos se graficod frente a las sefiales FACS (mediana de la intensidad de
fluorescencia). La EC50 (concentracion de anticuerpo que se une a la mitad de los sitios de unién en equilibrio) se
calculé mediante regresion no lineal. Los anticuerpos especificos para CLDN6 chimAB 64A y 89A exhibieron valores
muy bajos de EC50 (EC50 450-600 ng/ml) y la saturacion de la unién se logré a bajas concentraciones. ChimAB 67A y
61D mostraron valores EC50 bajos (EC50 1000 ng/ml) y medios (EC50 2300 ng/ml), respectivamente.

Figura 13. Afinidades relativas de los anticuerpos monoclonales quiméricos anti-CLDN6 chimAB 61D, 64A, 67A y 89A a
las células NECS.

Para determinar las afinidades de unién de los anticuerpos anti-CLDN6 a las células tumorales que expresan
enddgenamente la unién de CLDN6 humano a la linea celular de cancer testicular NEC8 se analizé6 mediante citometria
de flujo. Los anticuerpos especificos a CLDN6 chimAB 64A y 89A exhibieron valores de EC50 muy bajos (EC50 600-
650 ng/ml) y la saturacion de unién se logré a bajas concentraciones, mientras que chimAB 61D y 67A mostraron
valores de EC50 medios (EC50 1700 ng/ml) y altos (EC50 6100 ng/ml), respectivamente.

Figura 14. Afinidades relativas de los anticuerpos monoclonales quiméricos anti-CLDN6 chimAB 61D, 64A, 67Ay 89A a
las células OV90.

Para determinar las afinidades de unién de los anticuerpos anti-CLDN6 a células tumorales que expresan
endégenamente la uniéon de CLDN6 humano a la linea celular de cancer de ovario OV90 se realizé un analisis mediante
citometria de flujo. Los anticuerpos especificos de CLDN6 chimAB 64A y 89A exhibieron valores de EC50 muy bajos
(EC50 550-600 ng/ml) y se alcanzé la saturacion de la unién a bajas concentraciones. ChimAB 61D y 67A mostraron
valores de EC50 medios (EC50 1500 ng/ml y EC50 2300 ng/ml, respectivamente).

Figura 15. Actividad de citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) de los anticuerpos monoclonales quiméricos
anti-CLDNG6 chimAB 61D, 64A, 67A y 89A en células NECS8 de tipo natural y NEC8 de expresion reducida.

La actividad CDC de anticuerpos anti-CLDNG6 se analizé por medio del uso de un ensayo dependiente de luciferasa para
detectar ATP endogeno dentro de células no lisadas. Por lo tanto, las células silvestres NEC8 (NEC8 LVTS2 77) que
ectopicamente expresan la luciferasa se trataron con diferentes concentraciones de chimAB 61D, 64A, 67A y 89A. En
células NEC8, chimAB 61D, 64A, 67A y 89A exhibieron actividad de CDC de una manera dependiente de la dosis,
mientras que en células NEC8 de expresion CLDN6 reducida (NEC8 LVTS2 54) ninguno de estos anticuerpos indujo
lisis celular inespecifica. Este resultado demostrd las funciones efectoras especificas a objetivo de chimAB 61D, 64A,
67Ay 89A.

Figura 16. Actividad de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC) de anticuerpos monoclonales quiméricos
anti-CLDNG6 chimAB 61D, 64A, 67A y 89A en células NECS8 de tipo natural y NEC8 de expresion reducida.

La actividad de ADCC de anticuerpos anti-CLDN6 se analizé por medio del uso de un ensayo dependiente de la
luciferasa para detectar ATP enddgeno dentro de células no lisadas. Por lo tanto, las células silvestres NEC8 (NEC8
LVTS2 77) se trataron con diferentes concentraciones de chimAB 61D, 64A, 67A y 89A. ChimAB 61D, 64A, 67A y 89A
exhibieron actividad de ADCC dependiente de la dosis e indujeron ADCC incluso a bajas concentraciones de
anticuerpos. Para demostrar la especificidad de objetivo, se usaron las células NEC8 con una expresion CLDN6
reducida estable (NEC8 LVTS2 54).

Figura 17. Efecto terapéutico a largo plazo de los anticuerpos monoclonales murinos anti-CLDN6 muMAB 61D, 64A y
67A en un modelo de xenoinjerto de tratamiento temprano por medio del uso de ratones injertados con la linea celular
tumoral NECS.

El modelo usd xenoinjertos NEC8 que expresan endégenamente CLDN6 en ratones atimicos desnudos-Foxn1™. Se
trataron ratones durante 46 dias con anticuerpos especificos a CLDN6. Después del tratamiento, se controld el
crecimiento del tumor durante 60 dias. Incluso después de suspender la inmunoterapia, los ratones tratados con
anticuerpos monoclonales murinos muMAB 61D, 64A y 67A no mostraron ningun crecimiento tumoral.

Figura 18. Efecto terapéutico del anticuerpo monoclonal murino anti-CLDN6 muMAB 89A en un modelo de xenoinjerto
de tratamiento temprano por medio del uso de ratones injertados con la linea celular tumoral NEC8.

El modelo uso xenoinjertos de NEC8 que expresan endégenamente CLDNG6 en ratones atimicos desnudos-Foxnl. Las
transferencias de dispersion representan los voliumenes de tumores injertados a diferentes intervalos de tiempo durante
el tratamiento temprano de los xenoinjertos de NEC8 en ratones atimicos desnudos-Foxn1™. En comparacion con el
grupo de control de la solucién salina muMAB 89A mostro la inhibicion del crecimiento tumoral en ratones injertados con
células NECS8 (A). Se trataron ratones durante 47 dias con PBS como control y el anticuerpo especifico para CLDNG,
respectivamente. El crecimiento tumoral se controlé durante 51 dias adicionales. En comparacion con el control de PBS
no hubo tumores detectables en los ratones tratados con muMABB89A al final del estudio (B).
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Figura 19. Efecto terapéutico del anticuerpo monoclonal murino anti-CLDN6 muMAB 64A en un modelo de xenoinjerto
de tratamiento avanzado por medio del uso de ratones injertados con la linea celular tumoral NEC8.

Las transferencias dispersas representan volumenes de tumores injertados en diferentes intervalos de tiempo durante el
tratamiento de xenoinjertos avanzados de NEC8 en ratones atimicos desnudos-Foxn1™. La inmunoterapia con el
anticuerpo monoclonal murino anti-CLDN6 muMAB 64A mostré una inhibicion del crecimiento tumoral de los
xenoinjertos soélidos de NEC8 en comparacion con los grupos control de anticuerpo y solucion salina.

Figura 20. Efecto terapéutico a largo plazo del anticuerpo monoclonal murino anti-CLDN6 muMAB 64A en un modelo de
xenoinjerto de tratamiento avanzado por medio del uso de ratones injertados con la linea celular tumoral NECS8.

15 dias después del injerto, los ratones se trataron durante 45 dias con el anticuerpo especifico de CLDN6 muMAB 64A.
El crecimiento del tumor se control6 durante 49 dias adicionales (A). El grafico de supervivencia mostré una
supervivencia prolongada de ratones tratados con el anticuerpo especifico de CLDN6 muMAB 64A (B).

Figura 21. Efecto terapéutico de anticuerpos monoclonales murinos anti-CLDN6 muMAB 61D, 67A y 89A en un modelo
de xenoinjerto de tratamiento avanzado por medio del uso de ratones injertados con la linea celular tumoral NECS8.

Las transferencias de dispersion representan volimenes de tumores NECS8 injertados en diferentes intervalos de tiempo
durante el tratamiento de xenoinjertos avanzados de NEC8. En comparacién con los grupos control de solucion salina y
anticuerpo, la inhibicién del crecimiento tumoral se logré con los anticuerpos monoclonales murinos anti-CLDN6 muMAB
61D, 67Ay 89A.

Figura 22. Efecto terapéutico a largo plazo de los anticuerpos monoclonales murinos anti-CLDN6 muMAB 61D, 67A y
89A en un modelo de xenoinjerto de tratamiento avanzado por medio del uso de ratones injertados con la linea celular
tumoral NECS8.

17 dias después del injerto, los ratones se trataron durante 42 dias con los anticuerpos especificos a CLDN6 muMAB
61D, 67A y 89A. El crecimiento tumoral se controlé durante 49 dias adicionales (A). La grafica de supervivencia mostré
una supervivencia prolongada de los ratones tratados con los anticuerpos especificos de CLDN6 muMAB 61D y 67A

(B).

Figura 23. Efecto terapéutico de los anticuerpos monoclonales murinos anti-CLDN6 muMAB 64A y 89A en un modelo de
xenoinjerto de tratamiento avanzado por medio del uso de ratones injertados con células NECS silvestre y células NEC8
con una reduccion estable de CLDNG.

Solo MuMAB 64A y 89A muestran efecto terapéutico en ratones injertados con NECS8 silvestre pero no en ratones
injertados con células NEC8 de expresion de CLDNG6 reducida, lo que demuestra la especificidad al objetivo de los
anticuerpos in vivo.

Figura 24. Mapeo de epitopos de alta resolucion de chimMAB 61D, 64A, 67A 'y 89A.

Los mutantes de alanina se nombran como 'nimero de residuo silvestre de alanina' o 'niumero de residuo silvestre de
glicina' en el caso de la alanina silvestre, donde los aminoacidos se dan en el codigo de una sola letra. Los aminoacidos
F35, G37, S39 y posiblemente T33 del primer dominio extracelular de CLDN6 son importantes para la interacciéon con
los anticuerpos quiméricos especificos de CLDN6 chimAB 61D, 64A, 67A y 89A. El residuo 140 es esencial para la uniéon
de chimAB 89A y contribuye a la union de chimAB 61D y 67A. Ademas, L151 del segundo dominio extracelular de
CLDN®6 contribuye a la interaccion con chimAB 67A. Aunque los experimentos de inmunofluorescencia confirmaron la
expresion de los mutantes de CLDN6 P28A, W30A, G49A, L50A, W51A, C54A y C64A, no mostraron tincion de la
membrana. Por esta razén, no se excluye la interaccion de nuestros anticuerpos con estos aminoacidos. En general, el
epitopo identificado en la presente es consistente con nuestra estrategia de inmunizacion por medio del uso de ADN y
péptidos del dominio EC1 de CLDNSG.

Figura 25. Alineacion de las secuencias de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada de los anticuerpos
especificos a CLDNG6 de la invencion.
Las secuencias de CDR (HCDR1, HCDR2 y HCDR3) se describen en un recuadro.

Figura 26. Alineacion de las secuencias de aminoacidos de la regién variable de la cadena ligera de los anticuerpos
especificos a CLDNG6 de la invencion.
Las secuencias CDR (LCDR1, LCDR2 y LCDR3) se describen en un recuadro.

Definicién de los términos

Para que la presente invencion pueda ser mas facilmente comprendida, ciertos términos se definen primero.
Definiciones adicionales se muestran a lo largo de la descripcion detallada.

A lo largo de esta descripcion y de las reivindicaciones que siguen, a menos que el contexto lo requiera de cualquier
otra manera, la palabra “comprender”, y variaciones tales como “comprende” y “que comprende”, se entenderan que
implican la inclusion de un miembro, entero o etapa o grupo de miembros, enteros o etapas indicadas pero no la
exclusion de cualquier otro miembro, entero o etapa o grupo de miembros, enteros o etapas. Los términos "un" y "una"y
"el/la" y referentes similares usados en el contexto para describir la invencion (especialmente en el contexto de las
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reivindicaciones) se deben interpretar para cubrir tanto el singular como el plural, a menos que se indique de cualquier
otra forma en la presente descripcion o claramente se contradiga por el contexto. La enumeracion de los intervalos de
valores en la presente descripcion pretende servir simplemente como un método abreviado de referencia individual para
cada valor separado que cae dentro del intervalo. A menos que se indique lo contrario en la presente descripcion, cada
valor individual se incorpora en la descripcién como si estos se enumeraran individualmente en la presente. Todos los
métodos descritos en la presente descripcidn pueden realizarse en cualquier orden adecuado a menos que se indique lo
contrario en la presente o que se contradiga de cualquier otra forma por el contexto. El uso de cualquiera y todos los
ejemplos, o lenguaje ejemplar (por ejemplo, "tal como") proporcionados en la presente descripcion pretende ilustrar
mejor la invencion. De ninguna manera el lenguaje en la descripcion se deberia interpretar como indicacion de cualquier
elemento no reivindicado esencial para llevar a la practica la invencion.

Las claudinas son una familia de proteinas que son los componentes mas importantes de las uniones fuertes, donde
establecen la barrera paracelular que controla el flujo de moléculas en el espacio intercelular entre las células de un
epitelio. Las claudinas son proteinas transmembranas que se extienden por la membrana 4 veces con el extremo N-
terminal y el extremo C-terminal, ambos localizados en el citoplasma. El primer bucle extracelular consiste en promedio
de 53 aminoacidos y el segundo de alrededor de 24 aminoacidos. CLDN6 y CLDN9 son los miembros de mas similitud
en la familia CLDN.

El término "CLDN" como se usa en la presente descripcion significa claudina e incluye CLDN6, CLDN9, CLDN4 y
CLDN3. Preferentemente, un CLDN es un CLDN humano.

El término "CLDNG6" se refiere, preferentemente, a la CLDN6 humana, y, en particular, a (i) un acido nucleico que
comprende una secuencia de acido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos de sec. con nim. de ident.: 2 o
que codifica la secuencia amino de la sec. con nim. de ident.: 8 tal como un acido nucleico que comprende la secuencia
de acido nucleico de la sec. con nim. de ident.: 1 o (ii) una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos de
sec. con num. de ident.: 2 o que comprende la secuencia de aminoacidos de sec. con num. de ident.: 8. El primer bucle
extracelular de CLDN6 comprende, preferentemente, los aminoacidos 28 a 80, con mayor preferencia los aminoacidos
28 a 76 de la secuencia de aminoacidos mostrada en la sec. con num. de ident.: 2 o la secuencia de aminoacido de la
sec. con num. de ident.: 8, tal como la secuencia de aminoacidos mostrada en la sec. con num. de ident.: 7. El segundo
bucle extracelular de CLDN6 comprende, preferentemente, los aminoacidos 138 a 160, preferentemente, los
aminoacidos 141 a 159, con mayor preferencia los aminoacidos 145 a 157 de la secuencia de aminoacidos mostrada en
la sec. con num. de ident.: 2 o la secuencia de aminoacido de la sec. con num. de ident.: 8, tal como la secuencia de
aminoacidos mostrada en la sec. con num. de ident.: 6. Dicho primer y segundo bucles extracelulares forman,
preferentemente, la porcion extracelular de CLDNG.

El término "CLDN9" se refiere, preferentemente, a CLDN9 humano, y, en particular, a (i) un acido nucleico que
comprende una secuencia de acido nucleico que codifica la secuencia amino de la sec. con nim. de ident.: 9 o (ii) una
proteina que comprende la secuencia de aminoacidos de sec. con num. de ident.: 9. El primer bucle extracelular de
CLDN9 comprende, preferentemente, los aminoacidos 28 a 76 de la secuencia de aminoacidos mostrada en la sec. con
num. de ident.: 9. El segundo bucle extracelular de CLDN9 comprende, preferentemente, los aminoacidos 141 a 159 de
la secuencia de aminoacidos mostrada en la sec. con num. de ident.: 9. Dicho primer y segundo bucles extracelulares
forman preferentemente la porciéon extracelular de CLDNS9.

El término "CLDN4" se refiere, preferentemente, a CLDN4 humano, y, en particular, a (i) un acido nucleico que
comprende una secuencia de acido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos de sec. con nim. de ident.: 10 o
(i) una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos de sec. con num. de ident.: 10. EIl primer bucle
extracelular de CLDN4 comprende, preferentemente, los aminoacidos 28 a 76 de la secuencia de aminoacidos
mostrada en la sec. con nim. de ident.: 10. El segundo bucle extracelular de CLDN4 comprende, preferentemente, los
aminoacidos 141 a 159 de la secuencia de aminoacidos mostrada en la sec. con ndm. de ident.: 10. Dicho primer y
segundo bucles extracelulares forman, preferentemente, la porcion extracelular de CLDN4.

El término "CLDN3" se refiere, preferentemente, a CLDN3 humano, y, en particular, a (i) un acido nucleico que
comprende una secuencia de acido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos la sec. con nim. de ident.: 11 o
(i) una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos de sec. con num. de ident.:. 11. El primer bucle
extracelular de CLDN3 comprende preferentemente los aminoacidos 27 a 75 de la secuencia de aminoacidos mostrada
en la sec. con num. de ident.: 11. El segundo bucle extracelular de CLDN3 comprende, preferentemente, los
aminoacidos 140 a 158 de la secuencia de aminoacidos mostrada en la sec. con num. de ident.: 11. Dicho primer y
segundo bucles extracelulares forman, preferentemente, la porcion extracelular de CLDNS.

Las secuencias de CLDN descritas anteriormente incluyen cualquiera de las variantes de dichas secuencias, en
particular mutantes, variantes de empalme, conformaciones, isoformas, variantes alélicas, variantes de especies y
homologos de especies, en particular las que se presentan de manera natural. Una variante alélica se refiere a una
alteracion en la secuencia normal de un gen, cuya relevancia frecuentemente no esta clara. La secuenciacién génica
completa identifica frecuentemente numerosas variantes alélicas para un gen determinado. Un homoélogo de especie es
una secuencia de acido nucleico o aminoacido con una especie de origen diferente de la de un acido nucleico o
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secuencia de aminoacidos dada. El término "CLDN" abarcara (i) variantes de empalme de CLDN, (ii) variantes
modificadas postransduccionalmente de CLDN, que incluyen particularmente variantes con diferente glicosilacion tal
como estado de N-glucosilacion, (iii) variantes de conformacion de CLDN, (iv) variantes de CLDN relacionadas con el
cancer y no relacionadas con el cancer. Preferentemente, un CLDN se presenta en su conformacioén nativa.

CLDN®6 se ha encontrado que se expresa, por ejemplo, en cancer de ovario, cancer de pulmoén, cancer gastrico, cancer
de mama, cancer hepatico, cancer de pancreas, cancer de piel, melanomas, cancer de cabeza y cuello, sarcomas,
cancer de vias biliares, cancer de células renales y cancer de vejiga urinaria. Particularmente, CLDN6 es un objetivo
preferido para la prevencion y/o tratamiento del cancer de ovario, en particular, adenocarcinoma de ovario y
teratocarcinoma de ovario, cancer de pulmon, incluyendo cancer de pulmén de células pequefias (SCLC) y cancer de
pulmén de células no pequefias (NSCLC), en particular, carcinoma de pulmén de células escamosas y adenocarcinoma,
cancer gastrico, cancer de mama, cancer hepatico, cancer de pancreas, cancer de piel, en particular, carcinoma de
células basales y carcinoma de células escamosas, melanoma maligno, cancer de cabeza y cuello, en particular,
adenoma pleomorfico maligno, sarcoma, en particular, sarcoma sinovial y carcinosarcoma, cancer de las vias biliares,
cancer de la vejiga urinaria, en particular, carcinoma de células transicionales y carcinoma papilar, cancer de rifién, en
particular, carcinoma de células renales incluyendo carcinoma de células renales de células claras y carcinoma de
células renales papilares, cancer de colon, cancer de intestino delgado, incluyendo cancer de ileon, en particular,
adenocarcinoma de intestino delgado y adenocarcinoma de ileon, carcinoma embrionario testicular, coriocarcinoma
placentario, cancer de cuello uterino, cancer testicular, en particular, seminoma testicular, cancer de teratoma testicular
y testicular embrionario, cancer uterino, un tumor de células germinales tales como un teratocarcinoma o un carcinoma
embrionario, en particular, un tumor de células germinales del testiculo y sus formas metastasicas. En una modalidad, la
enfermedad de cancer asociada con la expresion de CLDN6 se selecciona del grupo que consiste en cancer de ovario,
cancer de pulmén, cancer de ovario metastasico y cancer de pulmén metastasico. Preferentemente, el cancer de ovario
es un carcinoma o un adenocarcinoma. Preferentemente, el cancer de pulmoén es un carcinoma o un adenocarcinoma, y
preferentemente, es un cancer bronquiolar tal como un carcinoma bronquiolar o un adenocarcinoma bronquiolar. En una
modalidad, la célula tumoral asociada con la expresién de CLDN6 es una célula de dicho cancer.

El término "porcion" se refiere a una fraccion. Con respecto a una estructura particular tal como una secuencia de
aminoacidos o proteina, el término "porciéon" de la misma puede designar una fraccién continua o discontinua de dicha
estructura. Preferentemente, una porcién de una secuencia de aminoacidos comprende al menos 1%, al menos 5%, al
menos 10%, al menos 20%, al menos 30%, preferentemente al menos 40%, preferentemente al menos 50%, con mayor
preferencia al menos 60%, con mayor preferencia al menos 70%, incluso con mayor preferencia al menos 80%, y lo con
preferencia superlativa al menos 90% de los aminoacidos de dicha secuencia de aminoacidos. Preferentemente, si la
porcién es una fraccion discontinua, dicha fracciéon discontinua esta compuesta de 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 0 mas partes de una
estructura, siendo cada parte un elemento continuo de la estructura. Por ejemplo, una fraccion discontinua de una
secuencia de aminoacidos puede estar compuesta de 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 o mas, preferentemente, no mas de 4 partes de
dicha secuencia de aminoacidos, en donde cada parte comprende, preferentemente, al menos 5 aminoacidos continuos,
al menos 10 continuos, preferentemente, al menos 20 aminoacidos continuos, preferentemente al menos 30
aminoacidos continuos de la secuencia de aminoacidos.

Los términos "parte" y "fragmento" se usan indistintamente en la presente descripcion y se refieren a un elemento
continuo. Por ejemplo, una parte de una estructura tal como una secuencia de aminoacidos o proteina se refiere a un
elemento continuo de dicha estructura. Una porcion, una parte o un fragmento de una estructura, preferentemente,
comprende una o mas propiedades funcionales de dicha estructura. Por ejemplo, una porcién, una parte o un fragmento
de un epitopo o péptido es, preferentemente, inmunoldgicamente equivalente al epitopo o péptido del que se deriva.

El término "una porcion extracelular de un CLDN" en el contexto de la presente invencién se refiere a una parte de un
CLDN que se enfrenta al espacio extracelular de una célula y que es, preferentemente, accesible desde el exterior de
dicha célula, por ejemplo, por anticuerpos localizados externos a la célula. Preferentemente, el término se refiere a uno
0 mas bucles extracelulares o una parte de estos o cualquier otra parte extracelular de un CLDN que es,
preferentemente, especifico para dicho CLDN. Preferentemente, dicha parte comprende al menos 5, al menos 8, al
menos 10, al menos 15, al menos 20, al menos 30, o al menos 50 aminoacidos o mas.

El término "CLDN asociado con la superficie de una célula" debe entenderse que se refiere al CLDN nativo, es decir, el
CLDN en su estado no desnaturalizado, preferentemente en el estado naturalmente plegado. Preferentemente, el
término "CLDN asociado con la superficie de una célula" significa que el CLDN se asocia y localiza en la membrana
plasmatica de dicha célula, en donde al menos una parte de la CLDN, preferentemente la porciéon extracelular, se
enfrenta al espacio extracelular de dicha célula y es accesible desde el exterior de dicha célula, por ejemplo, mediante
anticuerpos localizados externos a la célula. La asociacion puede ser directa o indirecta. Por ejemplo, la asociacion
puede ser por uno o mas dominios transmembrana, uno o mas anclajes lipidicos, y/o por la interaccion con cualquier
otra proteina, lipido, sacarido u otra estructura que pueda encontrarse en la capa externa de la membrana plasmatica de
una célula. Por ejemplo, un CLDN asociado con la superficie de una célula puede ser una proteina transmembrana, es
decir, una proteina integral de membrana, que tiene una porcion extracelular o puede ser una proteina asociada a la
superficie de una célula mediante la interaccién con otra proteina que es una proteina de transmembrana.
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CLDN®6 se asocia con la superficie de una célula si se localiza en la superficie de dicha célula y es accesible a la unién
con los anticuerpos especificos de CLDNG6 adicionados a la célula. En modalidades preferidas, una célula que se
caracteriza por la asociacion de CLDNG6 con su superficie celular es una célula que expresa CLDN6. Debe entenderse
que en el caso donde la CLDNG6 se expresa por células, la CLDN6 asociada con la superficie de dichas células puede
ser solo una porcién de la CLDN6 expresada.

El término "una célula que porta una CLDN" significa, preferentemente, que dicha célula porta una CLDN en su
superficie, es decir, que la CLDN se asocia con la superficie de dicha célula.

"Superficie celular" o "superficie de una célula" se usa de acuerdo con su significado normal en la materia, y por lo tanto,
incluye el exterior de la célula que es accesible a la unién por las proteinas y otras moléculas.

La expresion "CLDN expresada en la superficie de una célula" significa que la CLDN expresada por una célula se
encuentra en asociacion con la superficie de dicha célula.

De acuerdo con la invencion, la CLDN6 no se expresa esencialmente en una célula y no se asocia esencialmente con
una superficie celular si el nivel de expresion y asociacion es inferior en comparacion con la expresion y asociacion en
las células de la placenta o tejido de la placenta. Preferentemente, el nivel de expresion y asociacion es inferior al 10%,
preferentemente, inferior al 5%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1% o 0,05% de la expresién y asociacion en las células de la
placenta o tejido placentario o incluso inferior. Preferentemente, la CLDNG6 no se expresa esencialmente en una célula y
no se asocia esencialmente con una superficie celular si el nivel de expresion y asociacion excede el nivel de expresion
y asociacion en el tejido no tumoral, no cancerigeno distinto al tejido placentario en no mas de 2 veces,
preferentemente, 1,5 veces, y preferentemente, no excede el nivel de expresion y asociacion en dicho tejido no tumoral,
no cancerigeno. Preferentemente, la CLDN6 no se expresa esencialmente en una célula y no se asocia esencialmente
con una superficie celular si el nivel de expresion o asociacion esta por debajo del limite de deteccioén y/o si el nivel de
expresion o asociacion es demasiado bajo para permitir la unién con los anticuerpos especificos a CLDN6 adicionados a
las células.

De acuerdo con la invencion, la CLDN6 se expresa en una célula y se asocia con una superficie celular si el nivel de
expresion y asociacion excede el nivel de expresion y asociacion en el tejido no tumoral, no cancerigeno distinto del
tejido placentario, preferentemente, en mas de 2 veces, preferentemente, 10 veces, 100 veces, 1000 veces o 10000
veces. Preferentemente, la CLDN6 se expresa en una célula y se asocia con una superficie celular si el nivel de
expresion y asociacion esta por encima del limite de deteccion y/o si el nivel de expresién y asociacion es
suficientemente alto para permitir la unién con los anticuerpos especificos a CLDN6 adicionados a las células.
Preferentemente, la CLDNG6 expresada en una célula se expresa o expone en la superficie de dicha célula.

El término "balsa" se refiere a los microdominios de membrana ricos en esfingolipidos y colesterol localizados en el area
de la capa exterior de la membrana plasmatica de una célula. La capacidad de ciertas proteinas para asociarse dentro
de tales dominios y su capacidad para formar "agregados" o "agregados focales" puede afectar la funcion de la proteina.
Por ejemplo, la translocacion de moléculas de CLDNG6 en tales estructuras, después de unirse a los anticuerpos de la
presente invencion, crea una alta densidad de complejos de antigeno CLDN6 anticuerpo en las membranas
plasmaticas. Tal alta densidad de complejos antigeno CLD6 anticuerpo puede permitir la activacion eficiente del sistema
del complemento durante la CDC.

De acuerdo con la invencion, el término "enfermedad" se refiere a cualquier estado patolégico, incluyendo cancer, en
particular, las formas de cancer descritas en la presente descripcion.

"Enfermedades que implican células que expresan CLDN6 y que se caracterizan por asociacion de CLDN6 con su
superficie celular" significa de acuerdo con la invencidon que la expresion y asociacion en células de un tejido u érgano
enfermo aumenta, preferentemente, en comparacion con el estado en un tejido u 6rgano sano. Un aumento se refiere a
un aumento de al menos 10%, en particular al menos 20%, al menos 50%, al menos 100%, al menos 200%, al menos
500%, al menos 1000%, al menos 10000% o aun mas. En una modalidad, la expresion y asociacion con la superficie
celular solo se encuentra en un tejido enfermo, mientras que en un tejido sano la expresion se reprime. De acuerdo con
la invencion, las enfermedades asociadas con las células que expresan CLDNG6 y que se caracterizan por la asociacion
de CLDNG6 con su superficie celular incluyen enfermedades tumorales tales como enfermedades de cancer. Ademas, de
acuerdo con la invencién, las enfermedades tumorales tales como las enfermedades de cancer son, preferentemente,
aquellas en las que las células tumorales o cancerosas expresan CLDNG6 y se caracterizan por la asociacion de CLDN6
con su superficie celular.

Como se usa en la presente descripcion, una "enfermedad tumoral”, "enfermedad relacionada con tumores" o
"enfermedad tumorigénica" incluye una enfermedad caracterizada por crecimiento celular, proliferacion, diferenciacion,
adhesion y/o migracion regulado aberrantemente, que puede dar como resultado la produccidon de o tendencia a
producir tumores y/o metastasis tumorales. Por "célula tumoral" se entiende una célula anormal que crece mediante una
proliferacion celular rapida y descontrolada y continta creciendo después de que cesa el estimulo que inici6 el nuevo
crecimiento.
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Por "tumor" se entiende un grupo anormal de células o un tejido que crece mediante una proliferacion celular rapida y
descontrolada y continda creciendo después de que cesa el estimulo que inici6 el nuevo crecimiento. Los tumores
muestran una pérdida parcial o completa de organizacion estructural y coordinacion funcional con el tejido normal, y
generalmente forman una masa distinta de tejido, que puede ser ya sea benigna, premaligna o maligna.

Preferentemente, una "enfermedad tumoral”, "enfermedad relacionada con tumor" o "enfermedad tumorigénica" de
acuerdo con la invencion es una enfermedad cancerosa, es decir, una enfermedad maligna y una célula tumoral es una
célula cancerosa. Preferentemente, una "enfermedad tumoral”, "enfermedad relacionada con tumor" o "enfermedad
tumorigénica" se caracteriza por células que expresan CLDNG6 y que se caracterizan por la asociacion de CLDN6 con su
superficie celular y una célula tumoral expresa CLDN6 y se caracteriza por asociacion de CLDN6 con su superficie
celular.

Una célula que expresa CLDNG6 y que se caracteriza por la asociacion de CLDN6 con su superficie celular es,
preferentemente, una célula tumoral o célula cancerosa, preferentemente, de los tumores y canceres descritos en la
presente descripcion. Preferentemente, dicha célula es una célula diferente de una célula placentaria.

Las enfermedades o canceres preferidos de acuerdo con la invencion se seleccionan del grupo que consiste en cancer
de ovario, en particular, adenocarcinoma de ovario y teratocarcinoma de ovario, cancer de pulmon, incluyendo cancer
de pulmon de células pequefias (SCLC) y cancer de pulmon de células no pequefias (NSCLC), en particular, carcinoma
de pulmén de células escamosas y adenocarcinoma, cancer gastrico, cancer de mama, cancer hepatico, cancer de
pancreas, cancer de piel, en particular, carcinoma de células basales y carcinoma de células escamosas, melanoma
maligno, cancer de cabeza y cuello, en particular, adenoma pleomérfico maligno, sarcoma, en particular, sarcoma
sinovial y carcinosarcoma, cancer de vias biliares, cancer de la vejiga urinaria, en particular, carcinoma de células
transicionales y carcinoma papilar, cancer de rifién, en particular, carcinoma de células renales incluyendo carcinoma de
células renales de células claras y carcinoma de células renales papilares, cancer de colon, cancer de intestino delgado,
incluyendo cancer de ileon, en particular, adenocarcinoma de intestino delgado y adenocarcinoma del ileon, carcinoma
embrionario testicular, coriocarcinoma placentario, cancer de cuello uterino, cancer testicular, en particular, seminoma
testicular, teratoma testicular y cancer testicular embrionario, cancer uterino, un tumor de células germinales tales como
un teratocarcinoma o un carcinoma embrionario, en particular, un tumor de células germinales del testiculo, y sus
formas metastasicas.

Los principales tipos de cancer de pulmén son el carcinoma de pulmén de células pequefias (SCLC) y el carcinoma de
pulmén de células no pequefias (NSCLC). Hay tres subtipos principales de carcinomas de pulmén de células no
pequefias: carcinoma de pulmoén de células escamosas, adenocarcinoma y carcinoma de pulmon de células grandes.
Los adenocarcinomas representan aproximadamente el 10% de los canceres de pulmén. Generalmente, este cancer se
observa periféricamente en los pulmones, a diferencia del cancer de pulmén de células pequefias y cancer de pulmén
de células escamosas, que tienden a tener una localizaciéon mas central.

El cancer de piel es un crecimiento maligno en la piel. Los canceres de piel mas comunes son el cancer de células
basales, el cancer de células escamosas y el melanoma. El melanoma maligno es un tipo grave de cancer de piel. Se
debe al crecimiento incontrolado de células pigmentarias, llamadas melanocitos.

De acuerdo con la invencién, un "carcinoma" es un cancer que comienza en la capa de revestimiento (células
epiteliales) de los érganos.

"Carcinoma bronquiolar" es un carcinoma de pulmén, que se cree que se deriva del epitelio de los bronquiolos
terminales, en el cual el tejido neoplasico se extiende a lo largo de las paredes alveolares y crece en pequefias masas
dentro de los alvéolos. La mucina puede demostrarse en algunas de las células y en el material en los alvéolos, que
incluye, ademas, las células desprovistas.

"Adenocarcinoma" es un cancer que se origina en el tejido glandular. Este tejido es parte, ademas, de una categoria de
tejido mas grande conocido como tejido epitelial. El tejido epitelial incluye piel, glandulas y una variedad de otros tejidos
que recubren las cavidades y los 6rganos del cuerpo. El epitelio se deriva embrioldgicamente a partir de ectodermo,
endodermo y mesodermo. Para clasificarse como adenocarcinoma, las células no necesitan necesariamente formar
parte de una glandula, siempre que tengan propiedades secretoras. Esta forma de carcinoma puede ocurrir en algunos
mamiferos superiores, incluyendo los seres humanos. Los adenocarcinomas bien diferenciados tienden a parecerse al
tejido glandular del que se derivan, mientras que los pobremente diferenciados pueden no serlo. Al tefir las células de
una biopsia, un patdlogo determinara si el tumor es un adenocarcinoma o algun otro tipo de cancer. Los
adenocarcinomas pueden surgir en muchos tejidos del cuerpo debido a la naturaleza ubicua de las glandulas dentro del
cuerpo. Mientras que cada glandula puede no secretar la misma sustancia, siempre que exista una funcion exocrina
para la célula, se considera glandular y su forma maligna se denomina, por lo tanto, adenocarcinoma. Los
adenocarcinomas malignos invaden otros tejidos y, frecuentemente, con tiempo suficiente hacen metastasis. El
adenocarcinoma de ovario es el tipo mas comun de carcinoma de ovario. Incluye los adenocarcinomas serosos y
mucinosos, el adenocarcinoma de células claras y el adenocarcinoma endometrial.
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"Cistoadenocarcinoma" es una forma maligna de un tumor epitelial estromal superficial, un tipo de cancer de ovario.

Los tumores estromales epiteliales superficiales son una clase de neoplasmas ovaricos que se creen derivados del
epitelio superficial ovarico (peritoneo modificado) o del tejido endometrial ectdpico o del tubo de Falopio (tubarico). Este
grupo de tumores representa la mayoria de todos los tumores de ovario.

El teratocarcinoma se refiere a un tumor de células germinales que es una mezcla de teratoma con carcinoma
embrionario, o con coriocarcinoma, o con ambos. El coriocarcinoma es un cancer maligno, trofoblastico y agresivo,
generalmente, de la placenta. Se caracteriza por una diseminacion hematdgena temprana a los pulmones.

Un sarcoma es un cancer del tejido conectivo (hueso, cartilago, grasa) que resulta en la proliferacion del mesodermo.
Esto esta en contraste con los carcinomas, que son de origen epitelial. Un sarcoma sinovial es una forma rara de cancer
que generalmente ocurre cerca de las articulaciones del brazo o la pierna. Es uno de los sarcomas de tejidos blandos.

El carcinoma de células renales conocido, ademas, como cancer de células renales o adenocarcinoma de células
renales es un cancer de rifidn que se origina en el revestimiento del tabulo contorneado proximal, los tubos muy
pequefios en el rifion que filtran la sangre y eliminan los productos de desecho. El carcinoma de células renales es,
considerablemente, el tipo mas comun de cancer de rifidn en adultos y el mas letal de todos los tumores genitourinarios.
Los distintos subtipos de carcinoma de células renales son el carcinoma de células renales de células claras y el
carcinoma de células renales papilares. El carcinoma de células renales de células claras es la forma mas comun del
carcinoma de células renales. Cuando se observan bajo un microscopio, las células que componen el carcinoma de
células renales de células claras aparecen muy palidas o claras. El carcinoma de células renales papilares es el
segundo subtipo mas comun. Estos canceres forman pequefias proyecciones en forma de dedos (denominadas papilas)
en algunos, si no en la mayoria, de los tumores.

Un tumor de células germinales es una neoplasia derivada de células germinales. Los tumores de células germinales
pueden ser tumores cancerosos 0 no cancerosos. Las células germinales, normalmente, se encuentran dentro de las
gonadas (ovario y testiculo). Los tumores de células germinales que se originan fuera de las génadas (por ejemplo, en
la cabeza, dentro de la boca, cuello, pelvis, en fetos, bebés y nifios pequefios que la mayoria se encuentran
frecuentemente en la linea media del cuerpo, particularmente en la punta del céccix) pueden ser defectos de nacimiento
que resultan de errores durante el desarrollo del embrion.

Las dos clases principales de tumores de células germinales son los seminomas y los no seminomas, en donde los no
seminomas incluyen: teratocarcinoma, carcinoma embrionario, tumores del saco vitelino, coriocarcinoma y teratoma
diferenciado. La mayoria de las lineas celulares de los no seminomas son equivalentes a los carcinomas embrionarios,
es decir, estan compuestos casi en su totalidad por células madre que no se diferencian en condiciones basales,
aunque algunas pueden responder a inductores de diferenciacion tal como el acido retinoico.

Por "metastasis" se entiende la propagacion de las células cancerosas desde su sitio original a otra parte del cuerpo. La
formacién de metastasis es un proceso muy complejo y depende del desprendimiento de células malignas del tumor
primario, la invasién de la matriz extracelular, la penetracion de las membranas basales endoteliales para entrar en la
cavidad corporal y los vasos, y luego, después que se transporta por el sangre, la infiltracion de los 6rganos objetivos.
Finalmente, el crecimiento de un nuevo tumor en el sitio objetivo depende de la angiogénesis. La metastasis tumoral
frecuentemente ocurre incluso después de la extirpacién del tumor primario porque las células o los componentes del
tumor pueden permanecer y desarrollar un potencial metastasico. En una modalidad, el término "metastasis" de acuerdo
con la invencioén se refiere a la "metastasis a distancia" que se refiere a una metastasis que esta alejada del tumor
primario y el sistema de ganglios linfaticos regionales.

Las células de un tumor secundario o metastasico son como las del tumor original. Esto significa, por ejemplo, que si el
cancer de ovario hace metastasis en el higado, el tumor secundario se forma por células ovaricas anormales, no por
células hepaticas anormales. El tumor en el higado se denomina después cancer de ovario metastasico, no cancer de
higado.

Por "tratar" se entiende administrar un compuesto o composicién como se describe en la presente descripciéon a un
sujeto para prevenir o eliminar una enfermedad, que incluye reducir el tamafio de un tumor o el niumero de tumores en
un sujeto; detener o retrasar una enfermedad en un sujeto; inhibir o retrasar el desarrollo de una nueva enfermedad en
un sujeto; disminuir la frecuencia o la gravedad de los sintomas y/o las recurrencias en un sujeto que actualmente tiene
o que ha tenido una enfermedad con anterioridad; y/o prolongar, es decir, aumentar la vida util del sujeto.

El término "tratamiento de una enfermedad" incluye curar, acortar la duracién, mejorar, prevenir, retrasar o inhibir la
progresion o el empeoramiento, o prevenir o retardar la aparicion de una enfermedad o los sintomas de esta.

Por "que esta en riesgo" se entiende un sujeto, es decir, un paciente, que se identifica que tiene una posibilidad mayor
de la normal de desarrollar una enfermedad, en particular cancer, en comparacion con la poblacién general. Ademas, un
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sujeto que ha tenido, o que actualmente tiene, una enfermedad, en particular cancer, es un sujeto que tiene un mayor
riesgo de desarrollar una enfermedad, ya que tal sujeto puede continuar desarrollando una enfermedad. Los sujetos que
actualmente tienen o han tenido un cancer tienen, ademas, un riesgo aumentado de metastasis de cancer.

El término "inmunoterapia” se refiere a un tratamiento que involucra una reaccion inmune especifica. En el contexto de
la presente invencion, los términos tales como "proteger”, "prevenir", "profilactico”, "preventivo" o "protector" se refieren
a la prevencion o el tratamiento, o ambos, de la aparicién y/o propagacion de un tumor en un individuo. El término
"inmunoterapia” en el contexto de la presente invencién se refiere, preferentemente, a la inmunizacién contra el tumor
activo o vacunacion contra el tumor. Una administracion profilactica de una inmunoterapia, por ejemplo, una
administracion profilactica de la composicion de la invencion, preferentemente, protege al receptor del desarrollo del
crecimiento tumoral. Una administracion terapéutica de una inmunoterapia, por ejemplo, una administracion terapéutica
de la composicion de la invencion, puede conducir a la inhibicion del progreso/crecimiento del tumor. Esto comprende la
desaceleracion del progreso/crecimiento del tumor, en particular una interrupciéon de la progresion del tumor, que
conduce, preferentemente, a la eliminacién del tumor. Una administracion terapéutica de una inmunoterapia puede
proteger al individuo, por ejemplo, de la diseminacion o metastasis de los tumores existentes.

El término "inmunizacién" o "vacunacion" describe el proceso de administrar el antigeno a un sujeto con el propésito de
inducir una respuesta inmune por razones terapéuticas o profilacticas.

Los términos "sujeto”, "individuo", "organismo" o "paciente" se usan indistintamente y se refieren a vertebrados,
preferentemente, mamiferos. Por ejemplo, los mamiferos en el contexto de la presente invencion son seres humanos,
primates no humanos, animales domesticados tales como perros, gatos, ovejas, vacuno, cabras, cerdos, caballos, etc.,
animales de laboratorio tales como ratones, ratas, conejos, conejillos de indias, etc., asi como animales en cautiverio, tal
como animales de los zooldgicos. El término "animal" como se usa en la presente descripcion incluye, ademas, a los
seres humanos. El término "sujeto" puede incluir, ademas, un paciente, es decir, un animal, preferentemente, un ser
humano que tiene una enfermedad, preferentemente, una enfermedad asociada con la expresion de CLDNG,
preferentemente una enfermedad tumorigénica tal como un cancer.

El término "adyuvante" se refiere a los compuestos que prolongan o mejoran o aceleran una respuesta inmune. La
composicion de la presente invencion, preferentemente, ejerce su efecto sin la adicion de adyuvantes. Aun asi, la
composicion de la presente descripcion puede contener cualquier adyuvante conocido. Los adyuvantes comprenden un
grupo heterogéneo de compuestos tales como emulsiones oleosas (por ejemplo, adyuvantes de Freund), compuestos
minerales (tal como alumbre), productos bacterianos (tal como la toxina de Bordetella pertussis), liposomas, y complejos
inmunoestimulantes. Los ejemplos de adyuvantes son monofosforil lipido A (MPL SmithKline Beecham). Saponinas
tales como QS21 (SmithKline Beecham), DQS21 (SmithKline Beecham; el documento nim. WO 96/33739), QS7, QS17,
QS18, y QS-L1 (So y otros, 1997, Mol. Cells 7: 178-186), adyuvantes incompletos de Freund, adyuvantes completos de
Freund, vitamina E, montanido, alumbre, oligonucledtidos CpG (Krieg y otros, 1995, Nature 374: 546-549), y diversas
emulsiones de agua en aceite que se preparan a partir de aceites biolégicamente degradables tales como escualeno y/o
tocoferol.

De acuerdo con la presente ensefianza, una muestra puede ser cualquier muestra util de acuerdo con la presente
invencion, en particular una muestra bioldgica tal como muestra de tejido, incluyendo fluidos corporales, y/o una muestra
celular y puede obtenerse de manera convencional tal como mediante biopsia de tejido, incluyendo biopsia por puncién,
y tomando sangre, aspirado bronquial, esputo, orina, heces u otros fluidos corporales. De acuerdo con la invencion, el
término "muestra bioldgica" incluye, ademas, fracciones de muestras bioldgicas.

El término "anticuerpo” se refiere a una glicoproteina que comprende al menos dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas
ligeras (L) interconectadas por enlaces disulfuro, e incluye cualquier molécula que comprende una porcién de union a
antigeno de este. El término "anticuerpo” incluye los anticuerpos monoclonales y fragmentos o derivados de estos, que
incluyen, sin limitaciéon, anticuerpos monoclonales humanos, anticuerpos monoclonales humanizados, anticuerpos
monoclonales quiméricos, anticuerpos monocatenarios, por ejemplo, fragmentos de anticuerpos de scFv y unidos a
antigenos tales como fragmentos Fab y Fab' e incluye, ademas, todas las formas recombinantes de anticuerpos, por
ejemplo, anticuerpos expresados en procariotas, anticuerpos no glicosilados, y cualquiera de los fragmentos de
anticuerpo de unién al antigeno y derivados como se describen en la presente descripcion. Cada cadena pesada
comprende una region variable de cadena pesada (abreviada en la presente como VH) y una regién constante de
cadena pesada. Cada cadena ligera comprende una region variable de cadena ligera (abreviada en la presente como
VL) y una regién constante de cadena ligera. Las regiones VH y VL pueden subdividirse adicionalmente en regiones de
hipervariabilidad, denominadas regiones determinantes de complementariedad (CDR), intercaladas con regiones que
estan mas conservadas, denominadas regiones marco (FR). Cada VH y VL se compone de tres CDR y cuatro FR,
dispuestas desde el amino terminal al carboxi terminal en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4.
Las regiones variables de las cadenas pesada y ligera contienen un dominio de unién que interactia con un antigeno.
Las regiones constantes de los anticuerpos pueden mediar la unién de la inmunoglobulina a los tejidos del huésped o
factores, incluyendo varias células del sistema inmune (por ejemplo, células efectoras) y el primer componente (Clq) del
sistema clasico del complemento.
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De acuerdo con la invencion, el término "al menos una de las secuencias de CDR" significa, preferentemente, al menos
la secuencia de CDR3. EIl término "secuencias de CDR de una cadena de anticuerpo” se refiere a, preferentemente,
CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada o cadena ligera de un anticuerpo.

De acuerdo con la invencion, una referencia a una cadena de anticuerpo que comprende una secuencia de CDR
particular tal como una secuencia de CDRS3 particular significa que dicha secuencia de CDR particular forma ya sea la
region CDR tal como la region CDR3 de dicha cadena de anticuerpo, es decir, la region CDR consiste en dicha
secuencia de CDR particular, o forma parte de la regién CDR tal como la regiéon CDR3 de dicha cadena de anticuerpo,
es decir, la region CDR comprende dicha secuencia de CDR particular.

Si de acuerdo con la invencion se hace referencia a un anticuerpo que comprende una cadena pesada de anticuerpo
particular y/o una cadena ligera de anticuerpo particular, tal como una cadena que comprende secuencias de CDR
particulares, se prefiere que ambas cadenas pesadas y/o ambas cadenas ligeras del anticuerpo se compongan cada
una por la cadena pesada del anticuerpo particular y/o la cadena ligera del anticuerpo particular.

El término "anticuerpo humanizado" se refiere a una molécula que tiene un sitio de unién a antigeno que se deriva
esencialmente de una inmunoglobulina de una especie no humana, donde la estructura de la inmunoglobulina
remanente de la molécula se basa en la estructura y/o secuencia de una inmunoglobulina humana. El sitio de unién al
antigeno puede comprender o bien dominios variables completos fusionados en dominios constantes o solo las regiones
determinantes de complementariedad (CDR) injertadas en las regiones marco apropiadas en los dominios variables. Los
sitios de unioén al antigeno pueden ser silvestre o modificados por una o mas sustituciones de aminoacidos, por ejemplo,
modificado para parecerse mas a las inmunoglobulinas humanas. Algunas formas de anticuerpos humanizados
conservan todas las secuencias de CDR (por ejemplo, un anticuerpo de raton humanizado que contiene las seis CDR
del anticuerpo de raton). Otras formas tienen una o mas CDR que se alteran con respecto al anticuerpo original.

El término "anticuerpo quimérico" se refiere a los anticuerpos en donde una porciéon de cada una de las secuencias de
aminoacidos de cadenas pesadas y ligeras es homdloga a las secuencias correspondientes en anticuerpos derivados
de una especie particular o pertenecientes a una clase particular, mientras que el segmento remanente de la cadena es
homologo a las secuencias correspondientes en otro. Tipicamente, la region variable de ambas cadenas ligera y pesada
mimetiza las regiones variables de los anticuerpos derivados de una especie de mamiferos, mientras que las porciones
constantes son homologas a las secuencias de anticuerpos derivados de otra. Una clara ventaja de tales formas
quiméricas es que la region variable puede derivarse convenientemente de fuentes actualmente conocidas por medio
del uso de células B facilmente disponibles o hibridomas de organismos huésped no humanos en combinacién con las
regiones constantes derivadas de, por ejemplo, preparaciones de células humanas. Mientras que la region variable tiene
la ventaja de facilitar la preparacion y la fuente no afecta a la especificidad, la regidon constante que es humana, es
menos probable que provoque una respuesta inmune de un sujeto humano cuando se inyectan los anticuerpos que la
region constante de una fuente no humana. Sin embargo, la definiciéon no esta limitada a este ejemplo particular.

El término "porcién de unién a antigeno" de un anticuerpo (o simplemente "porcién de union"), como se usa en la
presente descripcion, se refiere a uno o mas fragmentos de un anticuerpo que retienen la capacidad de unirse
especificamente a un antigeno. Se demostré que los fragmentos de un anticuerpo de longitud completa pueden realizar
la funciéon de union al antigeno de un anticuerpo. Los ejemplos de fragmentos de union incluidos dentro del término
"porcion de unidn al antigeno” de un anticuerpo incluyen (i) fragmentos Fab, fragmentos monovalentes que consisten en
los dominios VL, VH, CL y CH; (ii) fragmentos F(ab'),, fragmentos bivalentes que comprenden dos fragmentos Fab
unidos por un puente disulfuro en la regién bisagra, (iii) fragmentos Fd que consisten en los dominios VH y CH; (iv)
fragmentos Fv que consisten en los dominios VL y VH de un Unico brazo de un anticuerpo, (v) fragmentos dAb (Ward y
otros, (1989) Nature 341: 544-546), que consisten en un dominio VH; (vi) un dAb que consiste en un VH o un dominio
VL, y (viii) regiones determinantes de la complementariedad (CDR) aisladas, y (vii) combinaciones de dos o mas CDR
aisladas que pueden estar opcionalmente unidas por un enlazador sintético. Ademas, aunque los dos dominios del
fragmento Fv, VL y VH, se codifican por genes separados, pueden unirse, por medio del uso de métodos
recombinantes, por un enlazador sintético que les permite que sean fabricados como una simple cadena proteica en la
que la regiones VL y VH se aparean para formar moléculas monovalentes (conocidas como Fv de cadena simple (scFv);
ver por ejemplo, Bird y otros (1988) Science 242: 423-426; y Huston y otros (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 5879-
5883). Tales anticuerpos monocatenarios pretenden, ademas, abarcarse dentro del término "porcion de unién a
antigeno" de un anticuerpo. Un ejemplo adicional son las proteinas de fusion de inmunoglobulina de dominio de union
que comprenden (i) un polipéptido de dominio de unién que se fusiona a un polipéptido de regién bisagra de la
inmunoglobulina, (ii) una regioén constante de CH2 de la cadena pesada de la inmunoglobulina fusionada a la region
bisagra vy (iii) una region constante CH3 de la cadena pesada de la inmunoglobulina fusionada a la regién constante de
CH2. El polipéptido de dominio de union puede ser una region variable de la cadena pesada o una region variable de la
cadena ligera. Las proteinas de fusién de inmunoglobulina de dominio de unién se describen adicionalmente en los
documentos de patentes nims. US 2003/0118592 y US 2003/0133939. Los fragmentos de anticuerpos se obtienen por
medio del uso de técnicas convencionales conocidas por aquellos con experiencia en la materia, y los fragmentos se
tamizan por utilidad de la misma manera que los anticuerpos intactos.
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El término "epitopo" se refiere a un determinante antigénico en una molécula, es decir, a la parte en una molécula que
se reconoce por el sistema inmune, por ejemplo, que se reconoce por un anticuerpo. Por ejemplo, los epitopos son los
sitios tridimensionales discretos en un antigeno, que se reconocen por el sistema inmune. En el contexto de la presente
invencion, el epitopo se deriva, preferentemente, de una proteina CLDN. Los epitopos, por lo general, consisten en
agrupaciones de moléculas de superficie quimicamente activas tales como los aminoacidos o cadenas laterales de
azucares y tienen, por lo general, tener caracteristicas especificas de estructura tridimensional, asi como las
caracteristicas especificas de carga. Los epitopos conformacionales y no conformacionales se distinguen porque la
unién al primero pero no al ultimo se pierde en presencia de disolventes desnaturalizantes. Un epitopo de una proteina
tal como CLDN comprende, preferentemente, una porcion continua o discontinua de dicha proteina y esta,
preferentemente, entre 5 y 100, preferentemente, entre 5 y 50, con mayor preferencia entre 8 y 30, con preferencia
superlativa entre 10 y 25 aminoacidos de longitud, por ejemplo, el epitopo puede tener, preferentemente, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 o 25 aminoacidos de longitud.

El término "epitopo discontinuo" como se usa en la presente descripcion, significa un epitopo conformacional en un
antigeno proteico que se forma a partir de al menos dos regiones separadas de la secuencia primaria de la proteina.

El término "molécula biespecifica" pretende incluir cualquier agente, por ejemplo, una proteina, péptido, o complejo de
proteina o péptido, que tiene dos especificidades de unién diferentes. Por ejemplo, la molécula puede unirse o
interactuar con (a) un antigeno de superficie celular, y (b) un receptor de Fc en la superficie de una célula efectora. El
término "molécula multiespecifica" o "molécula heteroespecifica" pretende incluir cualquier agente, por ejemplo, una
proteina, péptido, o complejo de proteina o péptido, que tiene mas de dos especificidades de union diferentes. Por
ejemplo, la molécula puede unirse o interactuar con (a) un antigeno de superficie celular, (b) un receptor de Fc en la
superficie de una célula efectora, y (c) al menos otro componente. En consecuencia, la invencion incluye, pero no se
limita a, moléculas biespecificas, triespecificas, tetraespecificas y otras multiespecificas que se dirigen a CLDNG, y a
otros objetivos, tales como receptores de Fc en las células efectoras. El término "anticuerpos biespecificos" incluye,
ademas, diacuerpos. Los diacuerpos son anticuerpos bivalentes, biespecificos en los que los dominios VH y VL se
expresan en una simple cadena polipeptidica, pero por medio del uso de un enlazador que es demasiado corto para
permitir el apareamiento entre los dos dominios en la misma cadena, forzando, de ese modo, los dominios a aparearse
con dominios complementarios de otra cadena y creando dos sitios de union al antigeno (ver, por ejemplo, Holliger, P., y
otros, (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6444-6448; Poljak, R. J., y otros, (1994) Structure 2: 1121-1123).

Como se usa en la presente descripcion, el término "heteroanticuerpos" se refiere a dos o mas anticuerpos, sus
derivados, o regiones de unién al antigeno enlazadas entre si, al menos dos de las cuales tienen especificidades
diferentes. Estas diferentes especificidades incluyen una especificidad de unién por un receptor de Fc en una célula
efectora, y una especificidad de union por un antigeno o epitopo en una célula objetivo, por ejemplo, una célula tumoral.

Los anticuerpos descritos en la presente descripcion pueden ser anticuerpos humanos. El término "anticuerpo humano”,
como se usa en la presente descripcion, pretende incluir los anticuerpos que tienen regiones variables y constantes
derivadas de secuencias de inmunoglobulina de la linea germinal humana. Los anticuerpos humanos de la invencion
pueden incluir residuos de aminoacidos no codificados por las secuencias de inmunoglobulinas de la linea germinal
humana (por ejemplo, mutaciones introducidas por mutagénesis aleatoria o especifica de sitio in vitro o por mutacion
somatica in vivo).

El término "anticuerpo monoclonal" como se usa en la presente descripcion se refiere a una preparacion de moléculas
de anticuerpo de composicion molecular Unica. Un anticuerpo monoclonal muestra una unica especificidad de union y
afinidad para un epitopo particular. En una modalidad, los anticuerpos monoclonales se producen mediante un
hibridoma que incluye una célula B obtenida de un animal no humano, por ejemplo, un raton, fusionado a una célula
inmortalizada.

El término "anticuerpo recombinante”, como se usa en la presente descripcion, incluye todos los anticuerpos que se
preparan, expresan, crean o aislan por medios recombinantes, tales como (a) anticuerpos aislados de un animal (por
ejemplo, un ratén) que es transgénico o transcromosomico con respecto a los genes de inmunoglobulina o un hibridoma
preparado a partir de estos, (b) anticuerpos aislados de una célula huésped transformada para expresar el anticuerpo,
por ejemplo, de un transfectoma, (c) anticuerpos aislados de una genoteca combinatoria, recombinante de anticuerpos y
(d) anticuerpos preparados, expresados, creados o aislados por cualquier otro medio que implica el empalme de
secuencias génicas de la inmunoglobulina a otras secuencias de ADN.

El término "transfectoma", como se usa en la presente descripcion, incluye células huésped eucariotas recombinantes
que expresan un anticuerpo, tales como células CHO, células NS/0, células HEK293, células HEK293T, células
vegetales, u hongos, que incluyen células de levadura.

Como se usa en la presente descripcion, un "anticuerpo heterélogo” se define en relacién con un organismo transgénico
que produce dicho anticuerpo. Este término se refiere a un anticuerpo que tiene una secuencia de aminoacidos o una
secuencia de acidos nucleicos codificante correspondiente a la encontrada en un organismo que no esta constituido por
el organismo transgénico, y que generalmente se deriva de una especie distinta del organismo transgénico.
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Como se usa en la presente descripcion, un "anticuerpo heterohibrido" se refiere a un anticuerpo que tiene cadenas
ligeras y pesadas de diferentes origenes de organismos. Por ejemplo, un anticuerpo que tiene una cadena pesada
humana asociada con una cadena ligera murina es un anticuerpo heterohibrido.

La ensefanza incluye todos los anticuerpos y derivados de anticuerpos como se describen en la presente descripcion
que, para los fines de la invencion, se abarcan por el término "anticuerpo”. El término "derivados de anticuerpos" se
refiere a cualquier forma modificada de un anticuerpo, por ejemplo, un conjugado del anticuerpo y otro agente o
anticuerpo, o un fragmento de anticuerpo.

Los anticuerpos descritos en la presente descripcion estan, preferentemente, aislados. Un "anticuerpo aislado”, como se
usa en la presente descripcion, pretende referirse a un anticuerpo que esta esencialmente libre de otros anticuerpos que
tienen diferentes especificidades antigénicas (por ejemplo, un anticuerpo aislado que se une especificamente a CLDNSG,
esta esencialmente libre de anticuerpos que se unen especificamente a antigenos distintos de CLDNG6). Un anticuerpo
aislado que se une especificamente a un epitopo, isoforma o variante de CLDN6 humana puede, sin embargo, tener
reactividad cruzada con otros antigenos relacionados, por ejemplo, de otras especies (por ejemplo, homoélogos de
especies de CLDNG6). Ademas, un anticuerpo aislado puede estar esencialmente libre de otro material celular y/o
quimicos. En una modalidad de la invencién, una combinaciéon de anticuerpos monoclonales "aislados" se refiere a los
anticuerpos con diferentes especificidades y que se combinan en una composicion bien definida.

De acuerdo con la presente ensefianza, un anticuerpo es capaz de unirse a un objetivo predeterminado si tiene una
afinidad significativa por dicho objetivo predeterminado y se une a dicho objetivo predeterminado en ensayos estandar
tales como los ensayos descritos en la presente descripcion. Preferentemente, un anticuerpo es capaz de unirse a un
objetivo si se une de forma detectable a dicho objetivo en un analisis por citometria de flujo (analisis FACS) en donde se
determina la unién de dicho anticuerpo a dicho objetivo expresado en la superficie de células intactas. Preferentemente,
el anticuerpo se une de forma detectable a dicho objetivo si esta presente en una concentracion de 10 pg/ml o inferior, 5
pg/ml o inferior o 2 ug/ml o inferior. Preferentemente, el anticuerpo se une de forma detectable a dicho objetivo si esta
presente en una concentracion de 50 nM o inferior, 30 nM o inferior o 15 nM o inferior. La "afinidad" o "afinidad de union"
se mide, frecuentemente, por la constante de disociacion de equilibrio (Kp). Preferentemente, el término "afinidad
significativa" se refiere a la unién a un objetivo predeterminado con una constante de disociacion (Kp) de 10° M o
inferior, 10 M o inferior, 107 M o inferior, 10 M o inferior, 10°M o inferior, 101 M o inferior, 10"'* M o inferior, 0 1072 M
o inferior. Los anticuerpos de la presente invencién tienen, preferentemente, valores de EC50 para la uniéon a CLDNG6 de
6500 ng/ml o inferior, 3000 ng/ml o inferior, 2500 ng/ml o inferior, 2000 ng/ml o inferior, 1500 ng/ml o inferior, 1000 ng/ml
o inferior, 500 ng/ml o inferior, 400 ng/ml o inferior, 300 ng/ml o inferior, 200 ng/ml o inferior, o 100 ng/ml o inferior.

Un anticuerpo no es (esencialmente) capaz de unirse a un objetivo si no tiene una afinidad significativa por dicho
objetivo y no se une significativamente a dicho objetivo con ensayos estandar. Preferentemente, un anticuerpo no es
(esencialmente) capaz de unirse a un objetivo si no se une de manera detectable a dicho objetivo en un analisis por
citometria de flujo (analisis FACS) en donde se determina la unién de dicho anticuerpo a dicho objetivo expresado en la
superficie de células intactas. Preferentemente, el anticuerpo no se une de manera detectable a dicho objetivo si esta
presente en una concentracion de hasta 2 ug/ml, preferentemente, hasta 5 pug/ml, preferentemente, hasta 10 ug/ml,
preferentemente, hasta 20 pg/ml, con mayor preferencia hasta 50 ug/ml, en particular hasta 100 pg/ml, o hasta 150
pg/ml, hasta 200 pg/ml o superior. Preferentemente, el anticuerpo no se une de manera detectable a dicho objetivo si
esta presente en una concentracién de hasta 15 nM, preferentemente, hasta 30 nM, preferentemente, hasta 50 nM,
preferentemente, hasta 100 nM, preferentemente, hasta 150 nM, o hasta 170 nM, hasta 300 mM, hasta 600 nM, hasta
1000 nM, hasta 1300 nM o superior. Preferentemente, el anticuerpo no se une de forma detectable a dicho objetivo si
esta presente en una concentracion que satura la unidon al objetivo al que se une el anticuerpo, es decir, CLDNG.
Preferentemente, un anticuerpo no tiene afinidad significativa por un objetivo si se une a dicho objetivo con una Kp que
es al menos 10 veces, 100 veces, 103-veces, 10*-veces, 105-veces, o 108-veces mayor que la Kp para unirse al objetivo
predeterminado al que el anticuerpo es capaz de unirse. Por ejemplo, si la Kp para la unién de un anticuerpo al objetivo
al que el anticuerpo es capaz de unirse es 107 M, la Kp para unirse a un objetivo para el que el anticuerpo no tiene
afinidad significativa puede ser de al menos 10 M, 10° M, 10 M, 10-*M, 102 M, o0 10-" M.

Un anticuerpo es especifico para un objetivo predeterminado si es capaz de unirse a dicho objetivo predeterminado
mientras que no es capaz de unirse a otros objetivos, es decir, no tiene afinidad significativa por otros objetivos y no se
une significativamente a otros objetivos en ensayos estandar. De acuerdo con las ensefianzas, un anticuerpo es
especifico a CLDNG si es capaz de unirse a CLDNG6 pero no es capaz de unirse a otros objetivos, en particular proteinas
de claudina distintas de CLDNG6 tales como CLDN9, CLDN4, CLDN3 y CLDN1. Preferentemente, un anticuerpo es
especifico a CLDNG6 si la afinidad y la union a una proteina claudina distinta a CLDNG6 tales como CLDN9, CLDN4,
CLDN3 y CLDN1 no excede significativamente la afinidad o union a proteinas no relacionadas a claudina tales como
albumina sérica bovina (BSA), caseina, albumina sérica humana (HSA) o proteinas transmembrana que no son
claudinas, tales como moléculas de MHC o receptor de transferrina o cualquier otro polipéptido especificado.
Preferentemente, un anticuerpo es especifico a un objetivo predeterminado si se une a dicho objetivo con una Kp que es
al menos 10 veces, 100 veces, 10° veces, 10* veces, 10° veces, o 108 veces menor que la Kp para unirse a un objetivo
para el que no es especifico. Por ejemplo, si la Kp para la unién de un anticuerpo al objetivo para el que es especifico es

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 649 389 T3

107M, la Kp para unirse a un objetivo para el que no es especifico puede ser de al menos 106 M, 10° M, 10* M, 103 M,
102 M, 0 10" M.

La unién de un anticuerpo a un objetivo puede determinarse experimentalmente por medio del uso de cualquier método
adecuado; ver, por ejemplo, Berzofsky y otros, "Antibody-Antigen Interactions" en Fundamental Immunology, Paul, W.
E., Ed., Raven Press Nueva York, N Y (1984), Kuby, Janis Immunology, W. H. Freeman y Company Nueva York, N Y
(1992), y los métodos descritos en la presente descripcion. Las afinidades pueden determinarse faciimente por medio
del uso de técnicas convencionales, tales como por dialisis de equilibrio; por medio del uso del instrumento BlAcore
2000, por medio del uso de los procedimientos generales delineados por el fabricante; por radioinmunoensayo por
medio del uso del antigeno objetivo radiomarcado; o mediante otro método conocido por el experto en la materia. Los
datos de afinidad pueden analizarse, por ejemplo, mediante el método de Scatchard y otros, Ann N.Y. Acad. ScL,
51:660 (1949). La afinidad medida de una interaccidon particular antigeno anticuerpo puede variar si se mide bajo
condiciones diferentes, por ejemplo, concentracion de sal, pH. Asi, las mediciones de la afinidad y otros parametros de
union al antigeno, por ejemplo, Kp, ICso, se preparan, preferentemente, con las soluciones estandarizadas de anticuerpo
y antigeno, y un tampon estandarizado.

Una caracteristica Unica del anticuerpo de la presente invencién es la capacidad de unirse a la claudina 6 de la
superficie celular. Esto se demuestra mediante analisis por citometria de flujo de las células que expresan la claudina 6.

Para probar la unién de anticuerpos monoclonales a las células vivas que expresan las claudinas, puede usarse la
citometria de flujo. En resumen, las lineas celulares que expresan claudinas asociadas a la membrana (cultivadas en
condiciones de crecimiento estandar) se mezclan con diversas concentraciones de anticuerpos en PBS que contiene
FCS inactivado por calor al 2% y NaN3 al 0,1% a 4°C durante 30 minutos. Después del lavado, las células se hacen
reaccionar con un anticuerpo secundario marcado con fluorescencia en las mismas condiciones que la tincién con el
anticuerpo primario. Las muestras pueden analizarse mediante FACS por medio del uso de propiedades de dispersion
lateral y de luz para bloquear en células individuales y se determina la unién de los anticuerpos marcados.

El término "unién" de acuerdo con la invencién, preferentemente, se refiere a una unién especifica como se define en la
presente descripcion.

Como se usa en la presente descripcion, “isotipo” se refiere a la clase de anticuerpo (por ejemplo, IgM o IgG1) que se
codifica por los genes de la regién constante de cadena pesada.

Como se usa en la presente descripcion, "conmutacion de isotipo" se refiere al fendmeno por el cual la clase, o isotipo,
de un anticuerpo cambia de una clase de Ig a una de las otras clases de Ig.

El término "de origen natural" como se usa en la presente descripcion como se aplica a un objeto se refiere al hecho de
que un objeto puede encontrarse en la naturaleza. Por ejemplo, es de origen natural una secuencia de un polipéptido o
polinucledtido que esta presente en un organismo (incluyendo los virus) que pueden aislarse a partir de una fuente en la
naturaleza y que no se ha modificado intencionalmente por el hombre en el laboratorio.

El término "reordenado” como se usa en la presente descripcion se refiere a una configuracion de un locus de
inmunoglobulina de la cadena pesada o cadena ligera en la que un segmento V esta ubicado inmediatamente
adyacente a un segmento DJ o J en una conformacion que codifica esencialmente un dominio completo VH o VL,
respectivamente. Un locus del gen de la inmunoglobulina (anticuerpo) reordenado puede identificarse mediante la
comparacion con el ADN de la linea germinal; un locus redistribuido tendra al menos un elemento de homologia de
heptamero/nonamero recombinado.

El término "no reordenado" o "configuracion de linea germinal” como se usa en la presente descripcion con respecto a
un segmento V se refiere a la configuracion en la que el segmento V no se recombina para estar inmediatamente
adyacente a un segmento D o J.

El término "molécula de acido nucleico", como se usa en la presente descripcion, pretende incluir moléculas de ADN y
moléculas de ARN. Una molécula de acido nucleico puede ser monocatenaria o bicatenaria, pero preferentemente es
ADN bicatenario. Puede emplearse una molécula de acido nucleico para la introduccioén en, es decir, la transfecciéon de
células, por ejemplo, en forma de ARN que puede prepararse mediante la transcripcion in vitro a partir de un molde de
ADN. EI ARN puede modificarse, ademas, antes de la aplicacion mediante secuencias estabilizadoras, encapsulado y
poliadenilacion.

Preferentemente, los acidos nucleicos descritos de acuerdo con la presente ensefianza se han aislado. El término
"acido nucleico aislado" significa de acuerdo con la invencion que el acido nucleico fue (i) amplificado in vitro, por
ejemplo mediante reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), (ii) producido por via recombinante mediante clonacion,
(iii) purificado, por ejemplo, mediante escision y fraccionamiento electroforético en gel, o (iv) sintetizado, por ejemplo,
mediante sintesis quimica. Un acido nucleico aislado es un acido nucleico que esta disponible para la manipulacion
mediante técnicas de ADN recombinante.
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Los acidos nucleicos pueden presentarse solos o en combinacién con otros acidos nucleicos, que pueden ser
homadlogos o heterdlogos. En modalidades preferidas, un acido nucleico se une funcionalmente a las secuencias control
de la expresion que pueden ser homdlogas o heterdlogas con respecto a dicho acido nucleico, donde el término
"homologo" significa que el acido nucleico se une funcionalmente, ademas, a la secuencia control de expresion de forma
natural y el término "heterélogo” significa que el acido nucleico no se une funcionalmente a la secuencia control de
expresion de forma natural.

Un acido nucleico, tal como un acido nucleico que expresa ARN y/o proteina o péptido, y una secuencia control de
expresion estan "funcionalmente" unidos entre si, si se unen covalentemente entre si de tal manera que la expresién o
la transcripcion de dicho acido nucleico esta bajo el control o bajo la influencia de dicha secuencia control de la
expresion. Si el acido nucleico debe traducirse en una proteina funcional, entonces, con una secuencia control de la
expresion funcionalmente unida a una secuencia codificante, la inducciéon de dicha secuencia control de la expresion
resulta en la transcripcion de dicho acido nucleico, sin causar un cambio de marco en la secuencia codificante o que
dicha secuencia codificante no sea capaz de traducirse en la proteina o péptido deseado.

Como se usa en la presente descripcion, el término "secuencia control de la expresién" comprende promotores, sitios de
union a ribosomas, potenciadores y otros elementos de control que regulan la transcripcion de un gen o traduccién de
un ARNm. En modalidades particulares, las secuencias control de la expresién pueden regularse. La estructura exacta
de las secuencias control de la expresion puede variar en funcion de la especie o tipo de célula, pero generalmente
comprende las secuencias 5'-sin transcribirse y 5'- y 3'-sin traducirse que estan involucradas en el inicio de la
transcripcion y traduccion, respectivamente, tales como caja TATA, secuencia de encapsulacion y secuencia CAAT.
Mas especificamente, las secuencias control de expresion 5'-sin transcribirse comprenden una region promotora que
incluye una secuencia promotora para el control transcripcional del acido nucleico unido funcionalmente. Las secuencias
control de la expresion pueden comprender, ademas, las secuencias potenciadoras o secuencias activadoras corriente
arriba.

Como se usa en la presente descripcion, el término "promotor" o "region promotora" se refiere a una secuencia de acido
nucleico que se encuentra ubicada corriente arriba (5') de la secuencia de acido nucleico que se expresa y controla la
expresion de la secuencia lo que proporciona un reconocimiento y sitio de unién para la ARN polimerasa. La "region
promotora" puede incluir sitios de reconocimiento y unién adicionales para otros factores que estan implicados en la
regulacion de la transcripcion de un gen. Un promotor puede controlar la transcripcion de un gen procariético o
eucaridtico. Ademas, un promotor puede ser "inducible" y puede iniciar la transcripcion en respuesta a un agente
inductor o puede ser "constitutivo” si la transcripcion no esta controlada por un agente inductor. Un gen que esta bajo el
control de un promotor inducible no se expresa o se expresa solo en pequefia medida si esta ausente un agente
inductor. En presencia del agente inductor, el gen se enciende o se aumenta el nivel de transcripcién. Esto esta
mediado, en general, por la unién de un factor de transcripcion especifico.

Los promotores que se prefieren incluyen promotores para SP6, T3 y T7 polimerasa, promotor de ARN U6 humano,
promotor de CMV y promotores hibridos artificiales de estos (por ejemplo, CMV) donde una parte o partes estan
fusionadas a una parte o partes de promotores de genes de otros proteinas celulares tales como, por ejemplo, GAPDH
humano (gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa) e incluyendo o no un o unos intrén(es) adicional(es).

De acuerdo con la presente ensefianza, el término "expresion" se usa en su significado mas general y comprende la
produccion de ARN o de ARN y proteina/péptido. Ademas, comprende la expresion parcial de los acidos nucleicos.
Ademas, la expresion puede llevarse a cabo transitoria o establemente. De acuerdo con la ensefianza, el término
expresion incluye, ademas, una "expresion aberrante" o "expresioén anormal'.

"Expresion aberrante” o "expresion anormal” significan, de acuerdo con la presente ensefianza, que la expresion esta
alterada, preferentemente aumentada, en comparacién con una referencia, preferentemente, en comparacion con el
estado en una célula normal no tumorigénica o un individuo sano. Un aumento en la expresion se refiere a un aumento
de al menos 10%, en particular al menos 20%, al menos 50% o al menos 100%. En una modalidad, la expresién solo se
encuentra en un tejido enfermo, mientras que la expresién en un tejido sano se reprime.

En una modalidad preferida, de acuerdo con la presente ensefianza, una molécula de acido nucleico se presenta en un
vector, cuando sea apropiado con un promotor, que controla la expresién del acido nucleico. El término "vector" se usa
en la presente en su significado mas general y comprende cualquier vehiculo intermediario para un acido nucleico que
permite que dicho acido nucleico, por ejemplo, se introduzca en células procariotas y/o eucariotas y, cuando sea
apropiado, se integre en un genoma. Los vectores de este tipo preferentemente se replican y/o expresan en las células.
Los vectores comprenden plasmidos, fagémidos, bacteriéfagos o genomas virales. El término "plasmido”, como se usa
en la presente descripcion, se refiere en general a un constructo de material genético extracromosémico, generalmente,
un ADN duplex circular, que puede replicarse independientemente del ADN cromosémico.
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Como vector para la expresion de un anticuerpo, puede usarse ya sea un vector en el que estan presentes la cadena
pesada y la cadena ligera del anticuerpo en diferentes vectores o un tipo de vector en el que la cadena pesada y la
cadena ligera estan presentes en el mismo vector.

La ensefianza dada en la presente descripcion con respecto a secuencias de aminoacidos y acidos nucleicos
especificos, por ejemplo, los que se muestran en el listado de secuencias, se debe interpretar para que, ademas, se
relacionen las modificaciones, es decir, variantes de dichas secuencias especificas que resultan en secuencias que son
funcionalmente equivalentes a dichas secuencias especificas, por ejemplo, secuencias de aminoacidos que exhiben
propiedades idénticas o similares a las de las secuencias de aminoacidos especificas y secuencias de acidos nucleicos
que codifican secuencias de aminoacidos que exhiben propiedades idénticas o similares a las de las secuencias de
aminoacidos codificadas por las secuencias de acido nucleico especificas. Una propiedad importante es retener la unién
de un anticuerpo a su objetivo o sostener funciones efectoras de un anticuerpo tal como CDC y/o ADCC.
Preferentemente, una secuencia modificada con respecto a una secuencia especifica, cuando reemplaza la secuencia
especifica en un anticuerpo, retiene la unién de dicho anticuerpo al objetivo y, preferentemente, funciones de dicho
anticuerpo como se describe en la presente descripcion.

Similarmente, la ensefianza dada en la presente descripcién con respecto a los anticuerpos o hibridomas especificos
que producen anticuerpos especificos debe interpretarse de manera que se relacione, ademas, con anticuerpos
caracterizados por una secuencia de aminoacidos y/o secuencia de acido nucleico que se modifica en comparacién con
la secuencia de aminoacidos y/o secuencia de acido nucleico de los anticuerpos especificos pero que son
funcionalmente equivalentes. Una propiedad importante es retener la union de un anticuerpo a su objetivo o mantener
las funciones efectoras de un anticuerpo. Preferentemente, una secuencia modificada con respecto a una secuencia
especifica, cuando reemplaza la secuencia especifica en un anticuerpo, retiene la unién de dicho anticuerpo al objetivo
y, preferentemente, las funciones de dicho anticuerpo como se describe en la presente descripcion, por ejemplo, lisis
mediada por CDC o lisis mediada por ADCC.

Los experimentados en la materia apreciaran que, en particular, las secuencias de las regiones CDR, hipervariables y
variables pueden modificarse sin perder la capacidad de unirse a un objetivo. Por ejemplo, las regiones CDR seran
idénticas o altamente homologas a las regiones de anticuerpos especificados en la presente descripcion. Por "muy
homologo" se contempla que a partir de 1 a 5, preferentemente, a partir de 1 a 4 tal como 1 a 3 0 1 o 2, sustituciones
pueden hacerse en las CDR. Ademas, las regiones hipervariables y variables pueden modificarse de manera que
muestren una homologia sustancial con las regiones de anticuerpos descritos especificamente en la presente
descripcion.

Debe entenderse que los acidos nucleicos especificos descritos en la presente descripcion incluyen, ademas, los acidos
nucleicos modificados con el objetivo de optimizar el uso de codones en una célula u organismo huésped particular. Las
diferencias en el uso de codones entre organismos pueden conducir a una variedad de problemas relacionados con la
expresion de genes heterdlogos. La optimizacion de codones por medio del cambio de uno o mas nucleétidos de la
secuencia original puede resultar en una optimizacion de la expresion de un acido nucleico, en particular en la
optimizacion de la eficacia de traduccion, en un huésped homaélogo o heterdlogo en el que debe expresarse dicho acido
nucleico.

De conformidad con la presente ensefianza, una variante, derivado, forma modificada o fragmento de una secuencia de
acido nucleico, secuencia de aminoacidos o péptido, preferentemente, tiene una propiedad funcional de la secuencia de
acido nucleico, secuencia de aminoacidos o péptido, respectivamente de donde se ha derivado. Tales propiedades
funcionales comprenden la interacciéon con o la unién a otras moléculas. En una modalidad, una variante, derivado,
forma modificada o fragmento de una secuencia de acido nucleico, secuencia de aminoacido o péptido es
inmunolégicamente equivalente a la secuencia de acido nucleico, secuencia de aminoacido o péptido, respectivamente,
de la que se ha derivado.

Preferentemente, el grado de identidad entre una secuencia de acido nucleico especifica y una secuencia de acido
nucleico que se modifica con respecto a, o que es una variante de dicha secuencia de acido nucleico especifica sera de
al menos 70%, preferentemente al menos 75%, con mayor preferencia al menos 80%, aun con mayor preferencia al
menos 90% o con preferencia superlativa al menos 95%, 96%, 97%, 98% o0 99%. Con respecto a las variantes del acido
nucleico de CLDNB®, el grado de identidad se da preferentemente para una region de al menos aproximadamente 300, al
menos aproximadamente 400, al menos aproximadamente 450, al menos aproximadamente 500, al menos
aproximadamente 550, al menos aproximadamente 600, o al menos aproximadamente 630 nucleétidos. En modalidades
preferidas, el grado de identidad se da para toda la longitud de la secuencia de acido nucleico de referencia, tal como
las secuencias de acido nucleico dadas en la lista de secuencias. Preferentemente, las dos secuencias son capaces de
hibridarse y formar un duplex estable entre si, siendo la hibridacion, preferentemente, llevada a cabo en condiciones que
permiten la hibridacion especifica entre polinucleétidos (condiciones rigurosas). Las condiciones rigurosas se describen,
por ejemplo, en Molecular Cloning: A Laboratory Manual, J. Sambrook y otros, Editores, 2da Edicién, Cold Spring
Harbor Laboratory press, Cold Spring Harbor, Nueva York, 1989 o Current Protocols in Molecular Biology, F.M. Ausubel
y otros, Editores, John Wiley & Sons, Inc., Nueva York y se refieren, por ejemplo, a la hibridacion a 65°C en tampon de
hibridacion (3,5 x SSC, Ficoll al 0,02%, polivinilpirrolidona al 0,02%, albumina de suero bovino al 0,02 %, NaH.PO4 2,5
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mM (pH 7), SDS al 0,5%, EDTA 2 mM). SSC es 0,15 M de cloruro de sodio/0,15 M de citrato de sodio, pH 7. Después
de la hibridacion, la membrana a la que se ha transferido el ADN se lava, por ejemplo, en 2 x SSC a temperatura
ambiente y después en 0,1-0,5 x SSC/0,1 x SDS a temperaturas de hasta 68°C.

El término "variante" de acuerdo con la presente ensefianza incluye, ademas, mutantes, variantes de empalme,
conformaciones, isoformas, variantes alélicas, variantes de especies y homologos de especies, en particular los que
estan presentes de forma natural. Una variante alélica se refiere a una alteracion en la secuencia normal de un gen,
cuya importancia frecuentemente no esta clara. La secuenciacion génica completa frecuentemente identifica numerosas
variantes alélicas para un gen dado. Un homdlogo de especie es una secuencia de acido nucleico o aminoacido con una
especie de origen diferente de la de un acido nucleico o secuencia de aminoacidos dada. Para los propdsitos de la
presente ensefianza, "variantes" de una secuencia de aminoacidos comprenden variantes de insercién de aminoacidos,
variantes de adicion de aminoacidos, variantes de delecién de aminoacidos y/o variantes de sustitucion de aminoacidos.
Las variantes de delecion de aminoacidos que comprenden la delecién en el extremo N-terminal y/o C-terminal de la
proteina se denominan, ademas, variantes de truncamiento N-terminal y/o C-terminal.

Las variantes de insercion de aminoacidos comprenden inserciones del Unico o dos o0 mas aminoacidos en una
secuencia de aminoacido en particular. En el caso de las variantes de secuencia de aminoacidos que tienen una
insercién, uno o mas residuos de aminoacidos se insertan en un sitio en particular de una secuencia de aminoacido,
aunque es posible también la insercion aleatoria con tamizaje adecuado del producto resultante.

Las variantes de adicion de aminoacidos comprenden fusiones amino y/o carboxi terminal de uno o mas aminoacidos,
tales como 1, 2, 3, 5, 10, 20, 30, 50 o0 mas aminoacidos.

Las variantes de deleciéon de aminoacidos se caracterizan por la eliminacién de uno o mas aminoacidos de la secuencia,
tal como por eliminacién de 1, 2, 3, 5, 10, 20, 30, 50 o mas aminoacidos. Las deleciones pueden estar en cualquier
posicion de la proteina.

Las variantes de sustitucion de aminoacidos se caracterizan por al menos un residuo en la secuencia que se elimina y
otro residuo que se inserta en su lugar. La preferencia esta dada en las modificaciones que estan en las posiciones de
la secuencia de aminoacidos que no se conservan entre las proteinas o péptidos homaélogos y/o en el reemplazo de
aminoacidos con otros que tienen propiedades similares. Preferentemente, los cambios de aminoacidos en las variantes
de proteinas son cambios de aminoacidos conservativos, es decir, sustituciones de aminoacidos cargados o no
cargados similarmente. Un cambio conservativo de aminoacidos implica la sustitucion de uno de una familia de
aminoacidos que se relacionan en sus cadenas laterales. Los aminoacidos de origen natural se dividen generalmente en
cuatro familias: aminoacidos acido (aspartato, glutamato); basico (lisina, arginina, histidina); no polar (alanina, valina,
leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano); y polar no cargado (glicina, asparagina, glutamina,
cisteina, serina, treonina, tirosina). La fenilalanina, triptéfano y la tirosina a veces se clasifican conjuntamente como
aminoacidos aromaticos.

Preferentemente, el grado de similitud, preferentemente, la identidad entre una secuencia de aminoacidos especifica y
una secuencia de aminoacidos que se modifica con respecto a, o que es una variante de dicha secuencia de
aminoacidos especifica tal como entre secuencias de aminoacidos que muestran una homologia sustancial sera al
menos 70%, preferentemente, al menos 80%, aun con mayor preferencia al menos 90% o con preferencia superlativa al
menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99%. El grado de similitud o de identidad se da preferentemente para una regiéon de
aminoacido que es al menos aproximadamente 10, al menos aproximadamente 20, al menos aproximadamente 30, al
menos aproximadamente 40, al menos aproximadamente 50, al menos aproximadamente 60, al menos
aproximadamente 70, al menos aproximadamente 80, al menos aproximadamente 90, o al menos aproximadamente
100, de longitud completa de la secuencia de aminoacidos de referencia. Por ejemplo, si la secuencia de aminoacidos
de referencia consiste en 200 aminoacidos, el grado de similitud o de identidad se da preferentemente para al menos
aproximadamente 20, al menos aproximadamente 40, al menos aproximadamente 60, al menos aproximadamente 80,
al menos aproximadamente 100, al menos aproximadamente 120, al menos aproximadamente 140, al menos
aproximadamente 160, al menos aproximadamente 180, o aproximadamente 200 aminoacidos, preferentemente
aminoacidos continuos. Con respecto a las variantes de polipéptido de CLDNG, el grado de similitud o identidad se da
preferentemente para una region de al menos aproximadamente 100, al menos aproximadamente 120, al menos
aproximadamente 140, al menos aproximadamente 160, al menos aproximadamente 180, al menos aproximadamente
200, o al menos aproximadamente 210 aminoacidos. En modalidades preferidas, el grado de similitud o identidad esta
dado por la longitud completa de la secuencia de aminoacidos de referencia tal como las secuencias de aminoacidos
dadas en la lista de secuencias. El alineamiento para determinar la similitud de secuencia, preferentemente, la identidad
de secuencia, puede realizarse con herramientas conocidas en la materia, preferentemente, por medio del uso de la
mejor alineacion de secuencia, por ejemplo, por medio del uso de Align, por medio del uso de configuraciones estandar,
preferentemente, EMBOSS:: needle, Matrix: Blosum62, Gap Open 10.0, Gap Extend 0.5.

"Similitud de secuencias" indica el porcentaje de aminoacidos que son ya sea idénticos o que representan sustituciones

de aminoacidos conservativos. La "identidad de secuencia" entre dos secuencias polipeptidicas o de acidos nucleicos
indica el porcentaje de aminoacidos o nucleétidos que son idénticos entre las secuencias.
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El "porcentaje de identidad" se obtiene después de la mejor alineacion, este porcentaje es puramente estadistico y las
diferencias entre las dos secuencias se distribuyen al azar y en toda su longitud. Las comparaciones de secuencias
entre dos secuencias de nucledtidos o aminoacidos se llevan a cabo convencionalmente por medio de la comparacion
de estas secuencias después de haberlas alineado de manera 6ptima, dicha comparacién se lleva a cabo por segmento
o por "ventana de comparacion" para identificar y comparar regiones locales de similitud de secuencia. La alineacion
optima de las secuencias para la comparacion puede producirse, ademas de manualmente, por medio del algoritmo de
homologia local de Smith y Waterman, 1981, Ads App. Math. 2, 482, por medio del algoritmo de homologia local de
Neddleman y Wunsch, 1970, J. Mol. Biol. 48, 443, por medio del método de busqueda de similitud de Pearson y
Lipman, 1988, Proc. Natl Acad. Sci. USA 85, 2444, o por medio de programas de computadora que usan estos
algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA, BLAST P, BLAST N y TFASTA en Wisconsin Genetics Software Package, Genetics
Computer Group, 575 Science Drive, Madison, Wis.).

El porcentaje de identidad se calcula por medio de la determinacion del nimero de posiciones idénticas entre las dos
secuencias que se comparan, por medio de la division de este nimero por el numero de posiciones comparadas y por
medio de la multiplicacién del resultado obtenido por 100 para obtener el porcentaje de identidad entre estas dos
secuencias.

"Las sustituciones conservativas”, pueden realizarse, por ejemplo, sobre la base de similitud en polaridad, carga,
solubilidad, hidrofobicidad, hidrofilicidad, y/o la naturaleza anfipatica de los residuos implicados. Por ejemplo: (a) los
aminoacidos no polares (hidrofébicos) incluyen alanina, leucina, isoleucina, valina, prolina, fenilalanina, triptéfano, y
metionina; (b) los aminoacidos polares neutros incluyen glicina, serina, treonina, cisteina, tirosina, asparagina, y
glutamina; (c) los aminoacidos cargados positivamente (basicos) incluyen arginina, lisina, e histidina; y (d) los
aminoacidos cargados negativamente (acidos) incluyen acido aspartico y acido glutamico. Las sustituciones tipicamente
pueden realizarse dentro de los grupos (a)-(d). Adicionalmente, glicina y prolina se pueden sustituir una por otra basado
en su capacidad de alterar a-hélices. Algunas sustituciones preferidas pueden hacerse entre los siguientes grupos: (i) S
y T; (ii) Py G; y (iii) A, V, L e |. Dado el cddigo genético conocido, y las técnicas de ADN recombinante y sintético, el
cientifico experto puede construir facilmente los ADN que codifican las variantes de aminoacidos conservativos.

La presente ensefianza comprende anticuerpos en los que se han realizado alteraciones en la regién Fc para cambiar
las propiedades funcionales o farmacocinéticas de los anticuerpos. Tales alteraciones pueden resultar en una
disminucion o aumento de la uniéon de C1q y CDC o de la uniéon de FcyR y ADCC. Las sustituciones pueden, por
ejemplo, hacerse en uno o mas de los residuos de aminoacidos de la region constante de cadena pesada, provocando
asi una alteracion en una funcién efectora mientras que se retiene la capacidad de unirse al antigeno en comparacion
con el anticuerpo modificado, cf. documento num. US 5.624.821 y documento nim. US 5.648.260.

La media vida in vivo de los anticuerpos puede mejorarse por medio de la modificacion del epitopo del receptor de
rescate del dominio constante de Ig o un dominio constante similar a Ig de manera que la molécula no comprenda un
dominio CH2 intacto o una region Fc de Ig intacta, cf. documento nim. US 6.121.022 y documento num. US 6.194.551.
La media vida in vivo puede aumentarse adicionalmente por medio de la preparaciéon de mutaciones en la regién Fc, por
ejemplo, por medio de la sustitucion de treonina por leucina en la posicion 252, por medio de la sustituciéon de treonina
por serina en la posicion 254, o por medio de la sustitucion treonina por fenilalanina en la posicion 256, cf. documento
nuam. US 6.277.375.

Ademas, el patron de glicosilacion de los anticuerpos puede modificarse para cambiar la funcién efectora de los
anticuerpos. Por ejemplo, los anticuerpos pueden expresarse en un transfectoma que no afiade la unidad de fucosa
normalmente unida a Asn en la posicion 297 de la region Fc para mejorar la afinidad de la region Fc por los receptores
Fc que, a su vez, resultara en un aumento de la ADCC de los anticuerpos en presencia de células NK, cf. Shield y otros
(2002) JBC, 277: 26733. Ademas, puede realizarse la modificacion de la galactosilaciéon para modificar el CDC.

Alternativamente, en otra modalidad, las mutaciones pueden introducirse al azar a lo largo de toda o parte de una
secuencia de codificacion del anticuerpo anti-CLDNG, tal como por mutagénesis de saturacion, y los anticuerpos anti-
CLDN®6 modificados resultantes pueden tamizarse por la actividad de union.

De conformidad con la invencion, el término "célula” o "célula huésped" preferentemente, se refiere a una célula intacta,
es decir, una célula con una membrana intacta que no ha liberado sus componentes intracelulares normales tales como
enzimas, organulos o material genético. Una célula intacta, preferentemente, es una célula viable, es decir, una célula
viva capaz de llevar a cabo sus funciones metabdlicas normales. Preferentemente, dicho término se refiere de acuerdo
con la invencioén a cualquier célula que puede transformarse o transfectarse con un acido nucleico exégeno. El término
"célula" incluye de acuerdo con la invencion células procariotas (por ejemplo, E. coli) o células eucariotas (por ejemplo,
células dendriticas, células B, células CHO, células COS, células K562, células HEK293, células HELA, células de
levadura, y células de insectos). El acido nucleico exdégeno puede encontrarse dentro de la célula (i) libremente
dispersado como tal, (ii) incorporado en un vector recombinante, o (iii) integrado en el genoma de la célula huésped o en
el ADN mitocondrial. Se prefieren particularmente células de mamifero, tales como células de humanos, ratones,
hamsteres, cerdos, cabras y primates. Las células pueden derivarse de una gran cantidad de tipos de tejidos e incluyen
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células primarias y lineas celulares. Los ejemplos especificos incluyen queratinocitos, leucocitos de sangre periférica,
células madre de médula 6sea y células madre embrionarias. En modalidades adicionales, la célula es una célula
presentadora de antigeno, en particular una célula dendritica, un monocito o macréfago. El término "célula huésped",
como se usa en la presente descripcion, preferentemente, se pretende que refiera una célula en la que se introdujo un
vector de expresion recombinante.

Una célula que comprende una molécula de acido nucleico preferentemente expresa el péptido o proteina codificada por
el acido nucleico.

Los términos "animal transgénico" se refieren a un animal que tiene un genoma que comprende uno o mas transgenes,
preferentemente, transgenes de cadena pesada y/o ligera, o transcromosomas (o integrados o no integrados en el ADN
gendmico natural del animal) y que es, preferentemente, capaz de expresar los transgenes. Por ejemplo, un raton
transgénico puede tener un transgén de cadena ligera humana y o un transgén humano de cadena pesada o
transcromosoma de cadena pesada humana, de manera que el ratén produce anticuerpos humanos anti-CLDN6 cuando
se inmuniza con antigeno CLDNG6 y/o células que expresan CLDNG. El transgén de la cadena pesada humana puede
integrarse en el ADN cromosomico del ratén, como es el caso de los ratones transgénicos, por ejemplo, los ratones
HuMADb, tales como los ratones HCo7 o HCol2, o el transgén de la cadena pesada humana puede mantenerse
extracromosémicamente, como el caso para ratones transcromosémicos (por ejemplo, KM) como se describe en el
documento num. WO 02/43478. Tales ratones transgénicos y transcromosémicos pueden ser capaces de producir
multiples isotipos de anticuerpos monoclonales humanos para CLDN6 (por ejemplo, IgG, IgA y/o IgE) por medio del
sometimiento a la recombinacion V-D-J y cambio de isotipo.

"Reducir" o "inhibir" como se usa en la presente descripcion significa la capacidad de causar una disminucién general,
preferentemente de 5% o mas, 10% o mas, 20% o mas, con mayor preferencia de 50% o mas, y con preferencia
superlativa del 75% o mas, en el nivel, por ejemplo, en el nivel de proliferacion de las células. El término "inhibir" o
frases similares incluye una inhibicion completa o esencialmente completa, es decir, una reduccién a cero o
esencialmente a cero.

Términos tales como "aumentar" o "mejorar" preferentemente se refieren a un aumento o mejora aproximadamente en
al menos un 10%, preferentemente al menos 20%, preferentemente al menos 30%, con mayor preferencia al menos
40%, con mayor preferencia al menos 50%, aun con mayor preferencia al menos 80%, y con preferencia superlativa al
menos 100%. Estos términos pueden relacionarse, ademas, con circunstancias, en donde en el tiempo cero no hay
sefial detectable para un cierto compuesto o condicion y en un intervalo de tiempo particular mas tarde que el tiempo
cero existe una sefial detectable para un cierto compuesto o condicién.

El término "inmunolégicamente equivalente" significa que la molécula inmunolégicamente equivalente tal como la
secuencia de aminoacidos inmunolégicamente equivalente exhibe las mismas o esencialmente las mismas propiedades
inmunolégicas y/o ejerce los mismos o esencialmente los mismos efectos inmunoldgicos, por ejemplo, con respecto al
tipo de efecto inmunoldgico tal como la induccién de una respuesta inmune humoral y/o celular, la intensidad y/o
duracion de la reaccion inmune inducida, o la especificidad de la reacciéon inmune inducida. En el contexto de la
presente invencion, el término "inmunolégicamente equivalente" se usa preferentemente con respecto a los efectos o
propiedades inmunoldgicas de un péptido o variante de péptido usado para la inmunizacion. Una propiedad
inmunolégica particular es la capacidad de unirse a anticuerpos y, cuando sea apropiado, generar una respuesta
inmune, preferentemente, por medio de la estimulacion de la generacion de anticuerpos. Por ejemplo, una secuencia de
aminoacidos es inmunolégicamente equivalente a una secuencia de aminoacidos de referencia si dicha secuencia de
aminoacidos cuando se expone al sistema inmune de un sujeto induce una reaccion inmune, preferentemente
anticuerpos, que tiene una especificidad de reaccién con la secuencia de aminoacidos de referencia, tal como la
secuencia de aminoacidos de referencia que forma parte de CLDNG.

El término "funciones efectoras inmunes" en el contexto de la presente invencion incluye cualquier funcién mediada por
componentes del sistema inmune que resulta en la inhibicion del crecimiento del tumor y/o la inhibicion del desarrollo del
tumor, incluida la inhibicion de la diseminacion del tumor y metastasis. Preferentemente, las funciones efectoras
inmunes resultan en la destruccion de células tumorales. Preferentemente, las funciones efectoras inmunes en el
contexto de la presente invencién son funciones efectoras mediadas por anticuerpos. Tales funciones comprenden
citotoxicidad dependiente del complemento (CDC), citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos
(ADCC), induccion de apoptosis en las células que portan el antigeno asociado al tumor, por ejemplo, por medio de la
union del anticuerpo a un antigeno de superficie, y/o inhibicion de la proliferacion de las células que portan el antigeno
asociado a tumor, preferentemente ADCC y/o CDC. Asi, los anticuerpos que son capaces de mediar una o mas
funciones efectoras inmunes son, preferentemente, capaces de mediar la destruccion de células por medio de la
induccion de la lisis mediada por CDC, lisis mediada por ADCC, apoptosis, adhesion homotipica y/o fagocitosis,
preferentemente por medio de la induccion de la lisis mediada por CDC y/o lisis mediada por ADCC. Los anticuerpos
pueden ejercer ademas, un efecto simplemente por medio de la unién a antigenos asociados a tumores en la superficie
de una célula tumoral. Por ejemplo, los anticuerpos pueden bloquear la funcion del antigeno asociado al tumor o inducir
la apoptosis simplemente por medio de la unién al antigeno asociado al tumor en la superficie de una célula tumoral.
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Descripcion detallada de la invencion
Mecanismos de accién del mAb

Aunque lo siguiente proporciona consideraciones con respecto al mecanismo que subyace a la eficacia terapéutica de
los anticuerpos de la invencién, no debe considerarse como limitante de ningiin modo para la invencion.

Los anticuerpos descritos en la presente descripcion pueden interactuar con componentes del sistema inmune,
preferentemente a través de ADCC o CDC. Los anticuerpos de la invencion pueden usarse, ademas, para cargas Utiles
objetivos (por ejemplo, radioisétopos, farmacos o toxinas) o para destruir directamente células tumorales o pueden
usarse sinérgicamente con agentes quimioterapéuticos tradicionales, por medio del ataque a tumores a través de
mecanismos de accién complementarios que pueden incluir respuestas de inmunidad antitumoral que pueden haber
sido comprometidas debido a los efectos secundarios citotéxicos de un quimioterapéutico sobre los linfocitos T. Sin
embargo, los anticuerpos de la invencion pueden ejercer ademas un efecto simplemente por medio de la unién a
CLDNS®6 en la superficie celular, asi, por ejemplo, por medio del bloqueo de la proliferacion de las células.

Citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpo

La ADCC describe la capacidad de destruccion celular de las células efectoras como se describe en la presente
descripcion, en particular linfocitos, que preferentemente requieren que la célula objetivo se marque por un anticuerpo.

La ADCC preferentemente se produce cuando los anticuerpos se unen a antigenos en las células tumorales y los
dominios Fc del anticuerpo activan los receptores Fc (FcR) en la superficie de las células efectoras inmunes. Se han
identificado varias familias de receptores de Fc, y las poblaciones celulares especificas expresan caracteristicamente
receptores de Fc definidos. La ADCC puede verse como un mecanismo para inducir directamente un grado variable de
destruccion tumoral inmediata que conduce a la presentacion del antigeno y a la induccién de respuestas de células T
dirigidas por el tumor. Preferentemente, la induccién in vivo de ADCC conducira a respuestas de células T dirigidas a
tumores y respuestas de anticuerpos derivadas de huéspedes.

Citotoxicidad dependiente del complemento

La CDC es otro método de destruccion celular que puede ser dirigido por anticuerpos. IgM es el isotipo mas efectivo
para la activacion del complemento. IgG1 e IgG3 son ambas, ademas, muy eficaces para dirigir CDC a través de la via
clasica de activacion del complemento. Preferentemente, en esta cascada, la formacion de complejos antigeno-
anticuerpo resulta en el descubrimiento de multiples sitios de unién C1q muy préximos en los dominios Cx2 de
moléculas de anticuerpo participantes tales como moléculas IgG (C1g es uno de los tres subcomponentes del
complemento C1). Preferentemente, estos sitios de unién C1q no codificados convierten la interaccion C1g-lgG de baja
afinidad a una de alta avidez, lo que desencadena una cascada de eventos que involucran una serie de otras proteinas
del complemento y conduce a la liberacion proteolitica de agentes C3a y C5a quimiotacticos/activadores de células
efectoras. Preferentemente, la cascada del complemento termina en la formacion de un complejo de ataque a la
membrana, que crea poros en la membrana celular que facilitan el paso libre de agua y solutos hacia y desde la célula.

Produccion de anticuerpos

Los anticuerpos de la invenciéon pueden producirse mediante una variedad de técnicas, que incluyen metodologia
convencional de anticuerpos monoclonales, por ejemplo, la técnica de hibridacion de células somaticas estandar
de Kohler y Milstein, Nature 256: 495 (1975). Aunque se prefieren los procedimientos de hibridacion de células
somaticas, en principio, pueden emplearse otras técnicas para producir anticuerpos monoclonales, por ejemplo,
transformacion viral u oncogénica de linfocitos B o técnicas de presentacion en fagos por medio del uso de bibliotecas
de genes de anticuerpos.

El sistema animal preferido para preparar hibridomas que secretan anticuerpos monoclonales es el sistema murino. La
produccion de hibridoma en el ratén es un procedimiento muy bien establecido. Los protocolos y técnicas de
inmunizaciéon para el aislamiento de esplenocitos inmunizados para fusidon son conocidos en la materia. Se conocen,
ademas, parentales de fusién (por ejemplo, células de mieloma murino) y procedimientos de fusion.

Otros sistemas animales preferidos para preparar hibridomas que secretan anticuerpos monoclonales son el sistema de
rata y conejo (por ejemplo, se describe en Spieker-Polet y otros, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 92:9348 (1995), ver,
ademas, Rossi y otros, Am. J. Clin. Pathol. 124: 295 (2005)).

Aun en otra modalidad preferida, pueden generarse anticuerpos monoclonales humanos dirigidos contra CLDN6 por
medio del uso ratones transgénicos o transcromosémicos que portan partes del sistema inmune humano en lugar del
sistema de ratdn. Estos ratones transgénicos y transcromosémicos incluyen ratones conocidos como ratones HUMAb y
ratones KM, respectivamente, y se denominan colectivamente en la presente descripcion como "ratones transgénicos".
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La produccion de anticuerpos humanos en tales ratones transgénicos puede realizarse como se describe en detalle para
CD20 en el documento nim. WO2004 035607

Aun otra estrategia para generar anticuerpos monoclonales es aislar directamente genes que codifican anticuerpos de
linfocitos que producen anticuerpos de estrategia definida, por ejemplo, ver Babcock y otros, 1996; A novel strategy for
generating monoclonal antibodies from single, isolated lymphocytes producing antibodies of defined strategy. Para
obtener detalles de la ingenieria de anticuerpos recombinantes consulte, ademas, Welschof y Kraus, Recombinant
antibodies for cancer therapy ISBN-0-89603-918-8 y Benny K.C. Lo Antibody Engineering ISBN 1-58829-092-1.

Inmunizaciones

Para generar anticuerpos contra CLDNG, los ratones pueden inmunizarse con péptidos conjugados con el portador
derivados de la secuencia CLDNG6, una preparacion enriquecida de antigeno CLDN6 expresado de forma recombinante
o fragmentos de este y/o células que expresan CLDNG6 o fragmentos de estos, como se describe. Alternativamente, los
ratones pueden inmunizarse con ADN que codifica una CLDN6 humana de longitud completa o fragmentos de esta. En
el caso de que las inmunizaciones que usan una preparacion purificada o enriquecida del antigeno CLDNG6 no resulten
en anticuerpos, los ratones pueden inmunizarse, ademas, con células que expresan CLDNG6, por ejemplo, una linea
celular, para promover respuestas inmunitarias.

La respuesta inmune puede controlarse a lo largo del protocolo de inmunizaciéon con muestras de plasma y suero que se
obtienen por vena de la cola o hemorragias retroorbitales. Pueden usarse ratones con suficientes titulos de
inmunoglobulina anti-CLDNG6 para las fusiones. Los ratones pueden reforzarse por via intraperitoneal o intravenosa con
células que expresan CLDNG6 3-5 dias antes del sacrificio y la extraccion del bazo para aumentar la tasa de hibridomas
que secretan los anticuerpos especificos.

Generacion de Hibridomas que producen Anticuerpos Monoclonales

Para generar hibridomas que producen anticuerpos monoclonales para CLDNG, las células de los nddulos linfaticos o
bazos obtenidas de ratones inmunizados pueden aislarse y fusionarse a una linea celular inmortalizada apropiada, tal
como una linea celular de mieloma de ratén. Los hibridomas resultantes pueden tamizarse para la produccién de
anticuerpos especificos de antigeno. Los pocillos individuales pueden después tamizarse por ELISA para hibridomas
secretores de anticuerpos. Mediante analisis de inmunofluorescencia y FACS por medio del uso de células que
expresan CLDNG6, pueden identificarse anticuerpos con especificidad para CLDNG6. Los hibridomas que secretan
anticuerpos pueden volverse a replantar, tamizar de nuevo, y si todavia son positivos para anti-CLDN®6, los anticuerpos
monoclonales pueden subclonarse mediante dilucidn limitante. Los subclones estables pueden cultivarse in vitro para
generar anticuerpos en un medio de cultivo de tejidos para su caracterizacion.

Generacion de Transfectomas que producen Anticuerpos Monoclonales

Los anticuerpos de la invencién pueden producirse, ademas, en un transfectoma de célula huésped por medio del uso
de, por ejemplo, una combinacion de materias de ADN recombinante y métodos de transfeccién génica como se
conocen bien en la materia (Morrison, S. (1985) Science 229: 1202).

Por ejemplo, en una modalidad, el o los genes de interés, por ejemplo, genes de anticuerpos, pueden ligarse en un
vector de expresion tal como un plasmido de expresion eucariota tal como se usa por el sistema de expresion del gen
GS descrito en el documento nim. WO 87/04462, WO 89/01036 y el documento num. EP 338 841 u otros sistemas de
expresion bien conocidos en la materia. El plasmido purificado con los genes de anticuerpo clonados puede introducirse
en células huéspedes eucariotas tales como células CHO, células NS/0, células HEK293T o células HEK293 o,
alternativamente, otras células eucariotas como las células derivadas de plantas, células fungicas o de levadura. El
método usado para introducir estos genes puede ser un método descrito en la materia tal como electroporacion,
lipofectina, lipofectamina u otros. Después de la introduccion de estos genes de anticuerpos en las células huéspedes,
las células que expresan el anticuerpo pueden identificarse y seleccionarse. Estas células representan los
transfectomas que después pueden amplificarse para su nivel de expresion y ampliarse para producir anticuerpos. Los
anticuerpos recombinantes pueden aislarse y purificarse a partir de estos sobrenadantes y/o células de cultivo.

Alternativamente, los genes del anticuerpo clonado pueden expresarse en otros sistemas de expresion, que incluyen
células procariotas, tales como microorganismos, por ejemplo, E coli. Ademas, los anticuerpos pueden producirse en
animales transgénicos no humanos, tales como en leche de ovejas y conejos o en huevos de gallinas, o en plantas
transgénicas; ver por ejemplo, Verma, R., y otros (1998) J. Immunol. Meth. 216: 165-181; Pollock, y otros, (1999) J.
Immunol. Meth. 231: 147-157; y Fischer, R., y otros (1999) Biol. Chem. 380: 825-839.

Uso de secuencias de anticuerpos parciales para expresar anticuerpos intactos (es decir, humanizacion vy
quimerizacion).

a) Quimerizacion
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Los anticuerpos monoclonales murinos pueden usarse como anticuerpos terapéuticos en humanos cuando se marcan
con toxinas o is6topos radiactivos. Los anticuerpos murinos no marcados son altamente inmunogénicos en el hombre
cuando se aplican repetidamente, lo que conduce a la reduccion del efecto terapéutico. La principal inmunogenicidad se
media por las regiones constantes de la cadena pesada. La inmunogenicidad de anticuerpos murinos en el hombre
puede reducirse o evitarse completamente si los anticuerpos respectivos se quimerizan o se humanizan. Los
anticuerpos quiméricos son anticuerpos, cuyas diferentes porciones se derivan de diferentes especies animales, tales
como las que tienen una region variable derivada de un anticuerpo murino y una region constante de inmunoglobulina
humana. La quimerizacion de anticuerpos se logra uniendo las regiones variables de la cadena pesada y ligera del
anticuerpo murino con la region constante de cadena pesada y ligera humana (por ejemplo, como se describe por Kraus
y otros, en Methods in Molecular Biology series, Recombinant antibodies for cancer therapy ISBN-0-89603-918-8). En
una modalidad preferida, se generan anticuerpos quiméricos por medio de la unién de la regiéon constante de la cadena
ligera kappa humana con la regioén variable de la cadena ligera murina. Ademas, en una modalidad preferida, pueden
generarse anticuerpos quiméricos por medio de la unién de la region constante de la cadena ligera lambda humana con
la region variable de la cadena ligera murina. Las regiones constantes de la cadena pesada preferidas para la
generacion de anticuerpos quiméricos son IgG1, 1IgG3 e IgG4. Otras regiones constantes de cadena pesada preferidas
para la generacion de anticuerpos quiméricos son IgG2, IgA, IgD e IgM.

b) Humanizacion

Los anticuerpos interactian con antigenos objetivo predominantemente a través de los residuos de aminoacidos que se
encuentran en las seis regiones determinantes de la complementariedad (las CDR) de las cadenas pesada y ligera. Por
esta razon, las secuencias de aminoacidos dentro de las CDR son mas diversas entre los anticuerpos individuales que
las secuencias fuera de las CDR. Debido a que las secuencias de CDR son responsables de la mayoria de las
interacciones anticuerpo-antigeno, es posible expresar anticuerpos recombinantes que imitan las propiedades de
anticuerpos especificos de origen natural por medio de la construccion de vectores de expresion que incluyen
secuencias de CDR del anticuerpo especifico de origen natural injertado en secuencias marco de un anticuerpo
diferente con propiedades diferentes (ver, por ejemplo, Riechmann, L. y otros (1998) Nature 332: 323-327; Jones, P. y
otros (1986) Nature 321: 522-525; y Queen, C. y otros (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 86: 10029-10033). Tales
secuencias marco pueden obtenerse a partir de bases de datos publicas de ADN que incluyen secuencias de genes de
anticuerpos de la linea germinal. Estas secuencias de la linea germinal diferiran de las secuencias de genes de
anticuerpos maduros porque no incluiran genes variables completamente ensamblados, que se forman por unién V (D) J
durante la maduracion de células B. Las secuencias génicas de la linea germinal diferiran ademas, de las secuencias de
un anticuerpo del repertorio secundario de alta afinidad en el individuo de manera uniforme en toda la regién variable.
Por ejemplo, las mutaciones somaticas son relativamente infrecuentes en la porcion amino terminal de la regiéon marco 1
y en la porcion carboxi terminal de la region estructural 4. Ademas, muchas mutaciones somaticas no alteran
significativamente las propiedades de unién del anticuerpo. Por esta razén, no es necesario obtener la secuencia de
ADN completa de un anticuerpo particular para recrear un anticuerpo recombinante intacto que tenga propiedades de
union similares a las del anticuerpo original (ver el documento num. WO 99/45962). Las secuencias parciales de cadena
pesada y ligera que abarcan las regiones CDR son tipicamente suficientes para este propdsito. La secuencia parcial se
usa para determinar qué segmentos génicos variables de la linea germinal y de unién contribuyen a los genes variables
de anticuerpos recombinados. La secuencia de la linea germinal se usa después para completar las porciones faltantes
de las regiones variables. Las secuencias lideres de la cadena pesada y ligera se escinden durante la maduracioén de la
proteina y no contribuyen a las propiedades del anticuerpo final. Para afadir secuencias faltantes, las secuencias de
ADNc clonadas pueden combinarse con oligonucleétidos sintéticos mediante ligacion o amplificaciéon por PCR.
Alternativamente, la region variable completa puede sintetizarse como un conjunto de oligonucleétidos cortos, que se
solapan y combinan por amplificacion mediante PCR para crear un clon de regién variable completamente sintético.
Este proceso tiene ciertas ventajas tales como eliminacién o inclusion o sitios de restriccion particulares, u optimizacion
de codones particulares.

Las secuencias de nucledtidos de transcritos de cadena pesada y ligera de hibridomas se usan para disefar un conjunto
de oligonucledtidos sintéticos superpuestos para crear secuencias V sintéticas con capacidades de codificacion de
aminoacidos idénticas a las secuencias naturales. Las secuencias sintéticas de cadena pesada y kappa pueden diferir
de las secuencias naturales de tres maneras: cadenas de bases de nucledtidos repetidas se interrumpen para facilitar la
sintesis de oligonucledtidos y la amplificacion por PCR; los sitios éptimos de iniciacion de la traduccion se incorporan de
acuerdo con las reglas de Kozak (Kozak, 1991, J. Biol. Chem. 266: 19867-19870); y los sitios Hindlll se modifican
genéticamente corriente arriba de los sitios de iniciacion de la traduccion.

Para las regiones variables tanto de cadena pesada como ligera, las secuencias de cadena codificantes optimizadas y
no codificantes correspondientes se dividen en 30-50 nucledtidos aproximadamente en el punto medio del
correspondiente oligonucledtido no codificante. Asi, para cada cadena, los oligonucledtidos pueden ensamblarse en
conjuntos de doble cadena superpuestos que abarcan segmentos de 150-400 nucledtidos. Las mezclas se usan
después como moldes para producir productos de amplificacion por PCR de 150-400 nucleétidos. Tipicamente, un Unico
conjunto de oligonucledtidos de la region variable se dividira en dos conjuntos que se amplifican por separado para
generar dos productos de PCR solapantes. Estos productos superpuestos se combinan después mediante amplificacion
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por PCR para formar la region variable completa. Ademas, puede ser conveniente incluir un fragmento solapante de la
region constante de la cadena pesada o ligera en la amplificacion por PCR para generar fragmentos que pueden
clonarse facilmente en las construcciones del vector de expresion.

Las regiones variables de cadena pesada y ligera quimerizadas o humanizadas reconstruidas se combinan después con
secuencias del promotor clonado, lider, iniciacion de la traduccion, region constante, 3' no traducida, poliadenilacion y
terminacion de la transcripcion para formar construcciones del vector de expresion. Las construcciones de expresion de
la cadena pesada y ligera pueden combinarse en un Unico vector, cotransfectarse, transfectarse en serie, o
transfectarse por separado en células huéspedes que después se fusionan para formar una célula huésped que expresa
ambas cadenas. Se describen plasmidos para su uso en la construccion de vectores de expresion para IgGk humana.
Los plasmidos pueden construirse de manera que las secuencias de ADNc de la cadena ligera V pesada y V kappa
amplificadas por PCR puedan usarse para reconstruir minigenes completos de cadena pesada y ligera. Estos plasmidos
pueden usarse para expresar anticuerpos IgG1, Kappa o IgG4, Kappa completamente humanos o quiméricos. Pueden
construirse plasmidos similares para la expresion de otros isotipos de cadena pesada, o para la expresion de
anticuerpos que comprenden cadenas ligeras lambda.

Asi, en otro aspecto de la presente ensefianza, las caracteristicas estructurales de los anticuerpos anti-CLDNG6 de la
invencion se usan para crear anticuerpos anti-CLDN6 humanizados estructuralmente relacionados que retienen al
menos una propiedad funcional de los anticuerpos de la invencion, tal como unién a CLDN6. Mas especificamente, una
0 mas regiones CDR de los anticuerpos monoclonales de ratén pueden combinarse de forma recombinante con
regiones flanqueantes humanas conocidas y las CDR para crear anticuerpos anti-CLDN6 humanizados, modificados
genéticamente recombinantes adicionales de la invencion.

Unién a células que expresan antigeno

La capacidad del anticuerpo para unirse a CLDN6 puede determinarse por medio del uso de ensayos de union
convencionales, tales como los expuestos en los ejemplos (por ejemplo, ELISA, Inmunoelectrotransferencia,
Inmunofluorescencia y analisis de citometria de flujo).

Aislamiento y caracterizacién de anticuerpos

Para purificar anticuerpos anti-CLDNG6, pueden crecer hibridomas seleccionados en frascos rotativos de dos litros para
la purificacion de anticuerpos monoclonales. Alternativamente, los anticuerpos anti-CLDN6 pueden producirse en
biorreactores basados en dialisis. Los sobrenadantes pueden filtrarse y, si es necesario, concentrarse antes de la
cromatografia de afinidad con proteina G-sefarosa o proteina A-sefarosa. La IgG eluida puede comprobarse mediante
electroforesis en gel y cromatografia liquida de alta resolucion para garantizar la pureza. La solucion tampoén puede
intercambiarse en PBS, y la concentracion puede determinarse mediante OD280 por medio del uso del coeficiente de
extincion 1,43. Los anticuerpos monoclonales pueden alicuotarse y almacenarse a -80°C.

Para determinar si los anticuerpos monoclonales anti-CLDNG6 seleccionados se unen a epitopos unicos, puede usarse la
mutagénesis dirigida al sitio o dirigida a multiples sitios.

Determinacion del isotipo

Para determinar el isotipo de los anticuerpos purificados, pueden realizarse los ELISA de isotipos con diversos kits
comerciales (por ejemplo, Zymed, Roche Diagnostics). Los pocillos de las placas de microtitulacion pueden revestirse
con anti-lg de raton. Después del bloqueo, las placas se hacen reaccionar con anticuerpos monoclonales o controles de
isotipo purificado, a temperatura ambiente durante dos horas. Los pocillos pueden hacerse reaccionar ya sea con
sondas conjugadas con peroxidasa especificas a IgG1, IgG2a, IgG2b o IgG3 de ratdn, IgA o IgM de ratén. Después del
lavado, las placas pueden desarrollarse con sustrato ABTS (1 mg/ml) y analizarse a una OD de 405-650.
Alternativamente, puede usarse el kit de isotipificacion de anticuerpo monoclonal de ratén IsoStrip (Roche, Num. de Cat.
1493027) como lo describe el fabricante.

Analisis citométrico de flujo

Para demostrar la presencia de anticuerpos anti-CLDN6 en sueros de ratones inmunizados o la unién de anticuerpos
monoclonales a células vivas que expresan CLDNG, puede usarse citometria de flujo. Las lineas celulares que expresan
de forma natural o después de la transfeccion CLDN6 y controles negativos que carecen de expresion de CLDN6
(cultivadas bajo condiciones de crecimiento estandar) pueden mezclarse con varias concentraciones de anticuerpos
monoclonales en sobrenadantes de hibridoma o en PBS que contiene 1% de FBS, y pueden incubarse a 4°C durante 30
min. Después de lavar, el anticuerpo anti |IgG marcado con APC o Alexa647 puede unirse al anticuerpo monoclonal
unido a CLDNG6 en las mismas condiciones que la tincién del anticuerpo primario. Las muestras pueden analizarse
mediante citometria de flujo con un instrumento FACS por medio del uso de propiedades de dispersion lateral y de la luz
para atravesar las células vivas Unicas. Para distinguir los anticuerpos monoclonales especificos de CLDN6 de los
ligadores no especificos en una sola medicion, puede emplearse el método de cotransfeccion. Las células transfectadas
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transitoriamente con plasmidos que codifican CLDN6 y un marcador fluorescente pueden tefirse tal como se describid
anteriormente. Las células transfectadas pueden detectarse en un canal de fluorescencia diferente que las células
tefiidas con anticuerpo. Como la mayoria de las células transfectadas expresan ambos transgenes, los anticuerpos
monoclonales especificos a CLDN6 se unen preferentemente a las células que expresan el marcador de fluorescencia,
mientras que los anticuerpos no especificos se unen en una relacion comparable a las células no transfectadas. Puede
usarse un ensayo alternativo por medio del uso de microscopia de fluorescencia, ademas, o en lugar del ensayo de
citometria de flujo. Las células pueden tefiirse exactamente como se describid anteriormente y pueden examinarse
mediante microscopia de fluorescencia.

Microscopia de inmunofluorescencia

Para demostrar la presencia de anticuerpos anti-CLDN6 en sueros de ratones inmunizados o la unién de anticuerpos
monoclonales a las células vivas que expresan CLDNG6, puede usarse el analisis por microscopia de
inmunofluorescencia. Por ejemplo, las lineas celulares que expresan de forma espontanea o después de la transfeccion
CLDNS6 y los controles negativos que carecen de expresion de CLDNG6 se cultivan en portaobjetos de camara en
condiciones de crecimiento estandar en medio DMEM/F12, complementado con suero fetal de ternera (FCS) al 10%, L-
glutamina 2 mM, penicilina 100 Ul/ml y estreptomicina 100 ug/ml. Las células pueden fijarse con metanol o
paraformaldehido o dejarse sin tratamiento. Las células pueden hacerse reaccionar después con anticuerpos
monoclonales contra CLDNG6 durante 30 min. a 25°C. Después de lavar, las células pueden hacerse reaccionar con un
anticuerpo secundario anti-lgG de raton marcado con Alexa555 (Molecular Probes) en las mismas condiciones. Las
células pueden examinarse después mediante microscopia de fluorescencia.

Los niveles totales de CLDNG6 en las células pueden observarse cuando las células se fijan con metanol o fijan con
paraformaldehido y permeabilizan con Triton X-100. En las células vivas y en las células fijadas con paraformaldehido
no permeabilizadas, puede examinarse la localizacién de CLDNG6 en la superficie. Adicionalmente, el direccionamiento
de CLDNG6 hacia las uniones estrechas puede analizarse mediante cotincién con marcadores de unién ajustados tales
como ZO-1. Ademas, pueden examinarse los efectos de la unién del anticuerpo y la localizacion de CLDNG6 dentro de la
membrana celular.

Inmunoelectrotransferencia

IgG anti-CLDN6 puede probarse, ademas, para la reactividad con el antigeno CLDN6 mediante
inmunoelectrotransferencia. En resumen, pueden prepararse extractos celulares de células que expresan CLDNG6 vy
controles negativos apropiados y someterse a electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS).
Después de la electroforesis, los antigenos separados se transferiran a membranas de nitrocelulosa, se bloquearan y se
sondearan con los anticuerpos monoclonales que se analizaran. La union de IgG puede detectarse por medio del uso de
anti-lgG ratén peroxidasa y desarrollarse con sustrato ECL.

Inmunohistoquimica

Las IgG anti-CLDN6 de ratdon pueden probarse, ademas, para la reactividad con el antigeno CLDN6 mediante
inmunohistoquimica de una manera bien conocida por la persona experta, por ejemplo, por medio del uso de
criosecciones fijadas con paraformaldehido o acetona o secciones de tejido embebidas en parafina fijadas con
paraformaldehido de tejido no canceroso o muestras de tejido canceroso obtenidas de pacientes durante
procedimientos quirdrgicos rutinarios o de ratones portadores de tumores xenoinjertados inoculados con lineas celulares
que expresan espontaneamente o después de la transfeccion de CLDNG6. Para la inmunotincién, los anticuerpos
reactivos a CLDN6 pueden incubarse seguidos por anticuerpos anti-ratéon de cabra o anti-conejo de cabra conjugados
con peroxidasa de rabano picante (DAKO) de acuerdo con las instrucciones del vendedor.

Actividades fagociticas y de destruccion celular de anticuerpos in vitro

Ademas de unirse especificamente a CLDNG, los anticuerpos anti-CLDN6 pueden probarse por su capacidad de mediar
en la fagocitosis y la destruccion de células que expresan CLDNG6 y que se caracterizan por la asociacion de CLDN6 con
su superficie celular. La prueba de la actividad de anticuerpos monoclonales in vitro proporcionara un tamizaje inicial
antes de probar modelos in vivo.

Citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos (ADCC):

En resumen, las células polimorfonucleares (PMN), células NK, monocitos, células mononucleares u otras células
efectoras, de donantes sanos pueden purificarse mediante centrifugacion en densidad Ficoll Hypaque, seguido de lisis
de eritrocitos contaminantes. Las células efectoras lavadas pueden suspenderse en RPMI suplementado con 10% de
suero fetal de ternera inactivado por calor o, alternativamente, con 5% de suero humano inactivado por calor y mezclado
con células objetivo marcadas con 5'Cr que expresan CLDNG6 y que se caracterizan por asociacion de CLDNG con su
superficie celular, en diversas relaciones de células efectoras para las células objetivo. Alternativamente, las células
objetivo pueden marcarse con un ligando potenciador de fluorescencia (BATDA). Un quelato altamente fluorescente de
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Europium con el ligando potenciador que se libera de las células muertas puede medirse con un fluorémetro. Otra
técnica alternativa puede utilizar la transfeccion de células objetivo con luciferasa. El lucifer amarillo afiadido puede
oxidarse solo por las células viables. Las IgG anti-CLDN6 purificadas pueden después afadirse a varias
concentraciones. IgG humana irrelevante puede usarse como control negativo. Los ensayos pueden llevarse a cabo
durante 4 a 20 horas a 37°C dependiendo del tipo de célula efectora usada. Las muestras pueden ensayarse para la
citolisis por medio de la medicién de la liberacion de %'Cr o la presencia del quelato de EuTDA en el sobrenadante del
cultivo. Alternativamente, la luminiscencia resultante de la oxidacién de lucifer amarillo puede ser una medida de las
células viables.

Los anticuerpos monoclonales anti-CLDN6 pueden analizarse, ademas, en diversas combinaciones para determinar si
la citélisis se potencia con multiples anticuerpos monoclonales.

Citotoxicidad dependiente del complemento (CDC):

Los anticuerpos monoclonales anti-CLDN6 pueden probarse en cuanto a su capacidad para mediar la CDC por medio
del uso de una variedad de técnicas conocidas. Por ejemplo, el suero para el complemento puede obtenerse de la
sangre de una manera conocida por la persona experta. Para determinar la actividad CDC de los mAb, pueden usarse
diferentes métodos. La liberacion de 5'Cr puede medirse, por ejemplo, o la permeabilidad de membrana elevada puede
evaluarse por medio del uso de un ensayo de exclusion de yoduro de propidio (Pl). En resumen, las células objetivo
pueden lavarse y pueden incubarse 5 x 105/ml con diversas concentraciones de mAb durante 10-30 min. a temperatura
ambiente o a 37°C. Después puede agregarse suero o plasma a una concentracion final de 20% (v/v) y las células
incubarse a 37°C durante 20-30 min. Todas las células de cada muestra pueden agregarse a la solucion Pl en un tubo
FACS. La mezcla puede analizarse inmediatamente mediante analisis de citometria de flujo por medio del uso de
FACSArray.

En un ensayo alternativo, la induccién de CDC puede determinarse en células adherentes. En una modalidad de este
ensayo, las células se siembran 24 h antes del ensayo con una densidad de 3 x 10%pocillo en placas de microtitulacion
de fondo plano de cultivo de tejidos. Al dia siguiente, se elimina el medio de crecimiento y las células se incuban por
triplicado con anticuerpos. Se incuban células de control con medio de crecimiento o medio de crecimiento que contiene
0,2% de saponina para la determinacion de la lisis de fondo y la lisis maxima, respectivamente. Después de la
incubacion durante 20 min. a temperatura ambiente, se elimina el sobrenadante y se agrega plasma o suero humano al
20% (v/v) en DMEM (precalentado a 37°C) a las células y se incuba durante otros 20 min. a 37°C. Todas las células de
cada muestra se agregan a la solucion de yoduro de propidio (10 pg/ml). Después, los sobrenadantes se reemplazan
por PBS que contiene 2,5 ug/ml de bromuro de etidio y la emision de fluorescencia tras la excitacion a 520 nm se mide a
600 nm por medio del uso de un Tecan Safire. El porcentaje de lisis especifica se calcula como sigue: % de lisis
especifica = (fluorescencia de la muestra -fluorescencia de fondo)/(fluorescencia maxima de lisis-fondo de
fluorescencia) x 100.

Inhibicién de la proliferacion celular por anticuerpos monoclonales:

Para probar la capacidad para iniciar la apoptosis, los anticuerpos monoclonales anti-CLDN6 pueden, por ejemplo,
incubarse con células tumorales positivas a CLDN6 o células tumorales transfectadas con CLDN6 a 37°C durante
aproximadamente 20 horas. Las células pueden cosecharse, lavarse en tampdén de union a Anexina-V (BD biosciences)
e incubarse con Anexina V conjugada con FITC o APC (BD biosciences) durante 15 min. en la oscuridad. Todas las
células de cada muestra pueden afiadirse a la solucion Pl (10 ug/ml en PBS) en un tubo FACS y evaluarse
inmediatamente mediante citometria de flujo (como anteriormente). Alternativamente, puede detectarse una inhibicion
general de la proliferacion celular por anticuerpos monoclonales con kits disponibles comercialmente. El kit de
proliferacion celular DELFIA (Perkin-Elmer, num. de catadlogo AD0200) es un inmunoensayo no isotépico basado en la
medicion de la incorporacion de 5-bromo-2'-desoxiuridina (BrdU) durante la sintesis de ADN de células proliferantes en
microplacas. BrdU incorporado se detecta por medio del uso de anticuerpo monoclonal marcado con europio. Para
permitir la deteccion de anticuerpos, las células se fijan y se desnaturaliza el ADN con la solucién Fix. El anticuerpo no
unido se elimina por lavado y se agrega inductor DELFIA para disociar los iones de europio del anticuerpo marcado en
solucién, donde forman quelatos altamente fluorescentes con componentes del inductor DELFIA. La fluorescencia
medida, que utiliza la fluorometria resuelta en el tiempo en la deteccidn, es proporcional a la sintesis de ADN en la
célula de cada pocillo.

Estudios preclinicos

Los anticuerpos monoclonales que se unen a CLDN6 pueden analizarse, ademas, en un modelo in vivo (por ejemplo, en
ratones inmunodeficientes portadores de tumores xenoinjertados inoculados con lineas celulares que expresan CLDNSG,
posiblemente después de la transfeccion) para determinar su eficacia para controlar el crecimiento de células tumorales
que expresan CLDNG.

Estudios in vivo después de xenoinjertar células tumorales que expresan CLDN6 en ratones inmunocomprometidos u
otros animales pueden realizarse por medio del uso de anticuerpos de la invencién. Los anticuerpos pueden
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administrarse a ratones libres de tumor seguido de inyeccién de células tumorales para medir los efectos de los
anticuerpos para evitar la formacion de tumores o sintomas relacionados con el tumor. Los anticuerpos pueden
administrarse a ratones portadores de tumores para determinar la eficacia terapéutica de los anticuerpos respectivos
para reducir el crecimiento tumoral, la metastasis o los sintomas relacionados con el tumor. La aplicacién de anticuerpos
puede combinarse con la aplicacion de otras sustancias como farmacos citostaticos, inhibidores del factor de
crecimiento, bloqueadores del ciclo celular, inhibidores de la angiogénesis u otros anticuerpos para determinar la
eficacia sinérgica y la posible toxicidad de las combinaciones. Para analizar los efectos secundarios toxicos mediados
por los anticuerpos de la invencion, los animales pueden inocularse con anticuerpos o reactivos de control y pueden
investigarse exhaustivamente los sintomas posiblemente relacionados con la terapia con anticuerpo CLDNG6. Los
posibles efectos secundarios de la aplicacion in vivo de anticuerpos CLDNG incluyen particularmente la toxicidad en
tejidos que expresan CLDNG6, que incluyen la placenta. Los anticuerpos que reconocen CLDN6 en humanos y en otras
especies, por ejemplo, ratones, son particularmente Utiles para predecir los efectos secundarios potenciales mediados
por la aplicacién de anticuerpos monoclonales CLDN6 en humanos.

Mapeo de epitopos

El mapeo de epitopos reconocidos por anticuerpos de la invencién puede realizarse como se describe en detalle en
"Epitope Mapping Protocols (Methods in Molecular Biology) por Glenn E. Morris ISBN-089603-375-9y en "Epitope
Mapping: A Practical Approach" Practical Approach Series, 248 por Olwyn M. R. Westwood, Frank C. Hay.

|. Moléculas Biespecificas/Multiespecificas que se unen a CLDN6

Auln en otra modalidad, los anticuerpos contra CLDN6 pueden derivatizarse o unirse a otra molécula funcional, por
ejemplo, otro péptido o proteina (por ejemplo, un fragmento Fab') para generar una molécula biespecifica o
multiespecifica que se une a multiples sitios de unién o epitopos objetivo. Por ejemplo, un anticuerpo de la invencion
puede enlazarse funcionalmente (por ejemplo, mediante acoplamiento quimico, fusién genética, asociacion no covalente
o de cualquier otra manera) a una o mas moléculas de unioén diferentes, tales como otro anticuerpo, péptido o mimético
de union.

En consecuencia, la presente ensefianza incluye moléculas biespecificas y multiespecificas que comprenden al menos
una primera especificidad de uniéon para CLDN6 y una segunda especificidad de unién para un segundo epitopo
objetivo. En una modalidad particular, el segundo epitopo objetivo es un receptor Fc, por ejemplo, Fc-gammaRI| (CD64)
o un receptor Fc-alfa humano (CD89), o un receptor de célula T, por ejemplo, CD3. Por lo tanto, la ensefianza incluye
moléculas biespecificas y multiespecificas capaces de unirse tanto a células efectoras que expresan Fc-gammaR, Fc-
alfaR o Fc-epsilonR (por ejemplo, monocitos, macréfagos o células polimorfonucleares (PMN)), como a células objetivo
que expresan CLDNG6 y que se caracterizan por la asociacion de CLDN6 con su superficie celular. Estas moléculas
biespecificas y multiespecificas pueden dirigirse a células que expresan CLDNG6 y que se caracterizan por la asociacion
de CLDNG6 con su superficie celular a células efectoras y pueden desencadenar actividades de células efectoras
mediadas por receptor de Fc, tales como fagocitosis de células que expresan CLDN6 y que se caracterizan por
asociacion de CLDNG6 con su superficie celular, citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC), liberacion de
citocinas o generacion de anion superoxido.

Las moléculas biespecificas y multiespecificas pueden incluir, ademas, una tercera especificidad de uniéon, ademas de
una especificidad de unién anti-Fc y una especificidad de unién anti-CLDN6. En una modalidad, la tercera especificidad
de unidn es una porcion del anti-factor de potenciacion (EF), por ejemplo una molécula que se une a una proteina de
superficie implicada en la actividad citotoxica y de ese modo aumenta la respuesta inmune contra la célula objetivo. La
"porcion del factor anti-potenciacion” puede ser un anticuerpo, fragmento de anticuerpo funcional o un ligando que se
une a una molécula dada, por ejemplo, un antigeno o un receptor, y de ese modo resulta en una mejora del efecto de
los determinantes de unién para el receptor de Fc o antigeno de la célula objetivo. La "porcién de factor anti-
potenciacion” puede unir un receptor de Fc o un antigeno de célula objetivo. Alternativamente, la porcion del factor anti-
potenciacién puede unirse a una entidad que es diferente de la entidad a la que se unen las especificidades de unién
primera y segunda. Por ejemplo, la porcion del factor anti-potenciacion puede unir una célula T citotdxica (por ejemplo, a
través de CD2, CD3, CD8, CD28, CD4, CD40, ICAM-1 u otra célula inmune que resulta en una respuesta inmune
aumentada contra la célula objetivo).

En una modalidad, las moléculas biespecificas y multiespecificas comprenden como una especificidad de union al
menos un anticuerpo, que incluyen, por ejemplo, un Fab, Fab', F(ab')2, Fv, o una cadena simple de Fv. El anticuerpo
puede ser ademas un dimero de cadena ligera o de cadena pesada, o cualquier fragmento minimo de este tal como un
Fv o una construccion de cadena simple como se describe en Ladner y otros, documento nim. US 4.946.778. El
anticuerpo puede ser, ademas, una proteina de fusién de inmunoglobulina de dominio de unién como se describe en el
documento nim. US2003/0118592 y documento num. US 2003/0133939.

En una modalidad, las moléculas biespecificas y multiespecificas comprenden una especificidad de unién para un Fc-

gammaR o un Fc-alfaR presente en la superficie de una célula efectora, y una segunda especificidad de unién para un
antigeno de célula objetivo, por ejemplo, CLDNG.
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En una modalidad, la especificidad de union para un receptor de Fc se proporciona por un anticuerpo monoclonal, cuya
union no se bloquea por inmunoglobulina G humana (IgG). Como se usa en la presente descripcion, el término "receptor
de IgG" se refiere a cualquiera de los ocho genes de cadena gamma localizados en el cromosoma 1. Estos genes
codifican un total de doce isoformas de receptores transmembrana o solubles que se agrupan en tres clases de
receptores de Fc-gamma: Fc-gammaRI| (CD64), Fc-gammaRIl (CD32), y Fc-gammaRIll (CD16). En una modalidad
preferida, el receptor Fc-gamma es un Fc-gammaRI| humano de alta afinidad.

Todavia en otras modalidades preferidas, la especificidad de unién para un receptor de Fc se proporciona por un
anticuerpo que se une a un receptor de IgA humana, por ejemplo, un receptor de Fc-alfa (Fc-alfaRI (CD89)), cuya unién
preferentemente no se bloquea por la inmunoglobulina A humana (IgA). El término "receptor de IgA" pretende incluir el
producto génico de un gen alfa (Fc-alfaRl) localizado en el cromosoma 19. Se conoce que este gen codifica varias
isoformas transmembrana empalmadas alternativamente de 55 a 110 kDa. Fc-alfaRl (CD89) se expresa
constitutivamente en monocitos/macréfagos, granulocitos eosindfilos y neutrdéfilos, pero no en poblaciones de células no
efectoras. Fc-alfaRI tiene una afinidad media tanto para IgA1 como IgA2, que se aumenta tras la exposicion a citocinas
tales como G-CSF o GM-CSF (Morton, H. C. y otros (1996) Critical Reviews in Immunology 16: 423-440). Se han
descrito cuatro anticuerpos monoclonales especificos de Fc-alfaRl, identificados como A3, A59, A62 y A77, que se unen
a Fc-alfaRlI fuera del dominio de unién al ligando de IgA (Monteiro, R. C. y otros (1992) J.Immunol. 148: 1764).

En otra modalidad, la molécula biespecifica se comprende por dos anticuerpos monoclonales de acuerdo con la
invencion que tienen actividades funcionales complementarias, tales como un anticuerpo que funciona
predominantemente por medio de la induccion de CDC y el otro anticuerpo que funciona predominantemente por medio
de la induccién de la apoptosis.

Un "anticuerpo especifico de la célula efectora" como se usa en la presente descripcion se refiere a un anticuerpo o
fragmento de anticuerpo funcional que se une al receptor Fc de las células efectoras. Los anticuerpos preferidos para
usar en la presente invencion se unen al receptor Fc de las células efectoras en un sitio que no se une a la
inmunoglobulina endégena.

Como se usa en la presente descripcion, el término "célula efectora" se refiere a una célula inmune que se implica en la
fase efectora de una respuesta inmune, en oposicion a las fases cognitivas y de activacién de una respuesta inmune.
Las células inmunes ilustrativas incluyen células de origen mieloide o linfoide, por ejemplo, linfocitos (por ejemplo,
células B y células T que incluyen células T citoliticas (CTL), células asesinas, células asesinas naturales, macrofagos,
monocitos, eosindfilos, neutrdfilos, células polimorfonucleares, granulocitos, mastocitos y basofilos. Algunas células
efectoras expresan receptores Fc especificos y llevan a cabo funciones inmunes especificas. En modalidades
preferidas, una célula efectora es capaz de inducir citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC), por ejemplo,
un neutréfilo capaz de inducir ADCC. Por ejemplo, los monocitos, macrofagos, que expresan FcR se implican en la
destruccion especifica de células objetivo y presentan antigenos a otros componentes del sistema inmune, o se unen a
células que presentan antigenos. En otras modalidades, una célula efectora puede fagocitar un antigeno objetivo, célula
objetivo o microorganismo. La expresion de un FcR particular en una célula efectora puede regularse por factores
humorales tales como citoquinas. Por ejemplo, se ha encontrado que la expresion de Fc-gammaRI se regula
positivamente por interferon gamma (IFN-y). Esta expresion potenciada aumenta la actividad citotdxica de las células
que portan Fc-gammaRI contra los objetivos. Una célula efectora puede fagocitar o lisar un antigeno objetivo o una
célula objetivo.

"Célula objetivo" significara cualquier célula indeseable en un sujeto (por ejemplo, un ser humano o animal) que pueda
dirigirse por un anticuerpo de la invencion. En modalidades preferidas, la célula objetivo es una célula que expresa o
sobreexpresa CLDN6 y que se caracteriza por la asociacion de CLDN6 con su superficie celular. Las células que
expresan CLDN6 y que se caracterizan por la asociaciéon de CLDN6 con su superficie celular tipicamente incluyen
células tumorales.

Il. Inmunoconjugados

En otro aspecto, la presente invencidén presenta un anticuerpo anti-CLDN6 conjugado con una porcidon o agente
terapéutico, tal como una citotoxina, un farmaco (por ejemplo, un inmunosupresor) o un radioisétopo. Los conjugados de
este tipo se denominan en la presente como "immunoconjugados”. Los inmunoconjugados que incluyen una o mas
citotoxinas se denominan "inmunotoxinas". Las citotoxinas o agentes citotoxicos incluyen cualquier agente que sea
perjudicial para y, en particular destruya las células. Los ejemplos incluyen taxol, citocalasina B, gramicidina D, bromuro
de etidio, emetina, mitomicina, etopdsido, tenopdsido, vincristina, vinblastina, colchicina, doxorrubicina, daunorrubicina,
dihidroxi antracina diona, mitoxantrona, mitramicina, actinomicina D, 1-dehidrotestosterona, glucocorticoides, procaina,
tetracaina, lidocaina, propranolol, y puromicina y sus analogos u homaélogos.

Los agentes terapéuticos adecuados para formar inmunoconjugados de la invencion incluyen, pero sin limitarse a,

antimetabolitos (por ejemplo, metotrexato, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina, fluradabina, 5-fluorouracilo
decarbazina), agentes alquilantes (por ejemplo, mecloretamina, tioepa clorambucilo, melfalan, carmustina (BSNU) y
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lomustina (CCNU), ciclofosfamida, busulfan, dibromomanitol, estreptozotocina, mitomicina C, y el platino
cisdiclorodiamina (ll) (DDP) cisplatino), antraciclinas (por ejemplo, daunorrubicina (anteriormente daunomicina) y
doxorrubicina), antibiéticos (por ejemplo, dactinomicina (anteriormente actinomicina), bleomicina, mitramicina y
antramicina (AMC), y agentes antimitéticos (por ejemplo, vincristina y vinblastina). En una modalidad preferida, el agente
terapéutico es un agente citotdxico o un agente radiotoxico. En otra modalidad, el agente terapéutico es un
inmunosupresor. Aun en otra modalidad, el agente terapéutico es GM-CSF. En una modalidad preferida, el agente
terapéutico es doxorrubicina, cisplatino, bleomicina, sulfato, carmustina, clorambucilo, ciclofosfamida o ricina A.

Los anticuerpos de la presente invencion pueden conjugarse, ademas, con un radioisétopo, por ejemplo, yodo-131, itrio-
90 o indio-111, para generar radiofarmacéuticos citotdxicos para tratar un trastorno relacionado con CLDNSG, tal como un
cancer. Los conjugados de anticuerpos pueden usarse para modificar una respuesta bioldgica dada, y la porcion del
farmaco no debe interpretarse como limitado para agentes terapéuticos quimicos clasicos. Por ejemplo, la porcion de
farmaco puede ser una proteina o polipéptido que posee una actividad biolégica deseada. Tales proteinas pueden
incluir, por ejemplo, una toxina enzimaticamente activa, o su fragmento activo, tales como abrina, ricina A, exotoxina de
pseudomonas o toxina diftérica; una proteina tales como factor de necrosis tumoral o interferén-y; o, modificadores de la
respuesta bioldgica tales como, por ejemplo, linfoquinas, interleuquina-1 ("IL-1"), interleuquina 2 ("IL-2"), interleuquina 6
("IL-6"), factor de estimulacion de colonias de macréfagos granulocitos ("GM-CSF"), factor de estimulacién de colonias
de granulocitos ("G-CSF"), u otros factores de crecimiento.

Las técnicas para la conjugacion de tales porciones terapéuticas con anticuerpos se conocen bien, ver, por ejemplo,
Arnon y otros, "Monoclonal Antibodies For Immunotargeting Of Drugs In Cancer Therapy”, en Monoclonal Antibodies
And Cancer Therapy, Reisfeld y otros (eds.), pags. 243-56 (Alan R. Liss, Inc. 1985); Hellstrom y otros, "Antibodies For
Drug Delivery”, en Controlled Drug Delivery (2da Ed.), Robinson y otros (eds.), pags. 623-53 (Marcel Dekker, Inc. 1987);
Thorpe, "Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review", en Monoclonal Antibodies '84: Biological
And Clinical Applications, Pinchera y otros (eds.), pags. 475-506 (1985); "Analysis, Results, And Future Prospective Of
The Therapeutic Use Of Radiolabeled Antibody In Cancer Therapy”, en Monoclonal Antibodies For Cancer Detection
And Therapy, Baldwin y otros (eds.), pags. 303-16 (Academic Press 1985), y Thorpe y otros, "The Preparation And
Cytotoxic Properties Of Antibody-Toxin Conjugates”, Immunol. Rev., 62: 119-58 (1982).

En una modalidad adicional, los anticuerpos de acuerdo con la invencion se unen a un enlazador quelante, por ejemplo,
tiuxetan, que permite que el anticuerpo se conjugue con un radioisétopo.

[ll. Composiciones Farmacéuticas

En otro aspecto, la presente invencion proporciona una composicion, por ejemplo, una composicion farmacéutica que
contiene uno o una combinacién de anticuerpos de la presente invencién. Las composiciones farmacéuticas pueden
formularse con portadores o diluyentes farmacéuticamente aceptables, asi como con cualquier otro adyuvante y
excipiente conocido de acuerdo con técnicas convencionales tales como las descritas en Remington: The Science and
Practice of Pharmacy, 19na Edicién, Gennaro, Ed., Mack Publishing Co., Easton, PA, 1995. En una modalidad, las
composiciones incluyen una combinacion de multiples (por ejemplo, dos o mas) anticuerpos aislados de la invencion
que actuan por diferentes mecanismos, por ejemplo, un anticuerpo que actia predominantemente por medio de la
inducciéon de CDC en combinacién con otro anticuerpo que actia predominantemente por medio de la induccién de la
apoptosis.

Las composiciones farmacéuticas pueden administrarse, ademas, solas o en terapia de combinacién, es decir,
combinado con otros agentes. Por ejemplo, la terapia de combinacion puede incluir una composicion de la presente
invencion con al menos un agente antiinflamatorio o al menos un agente inmunosupresor. En una modalidad, tales
agentes terapéuticos incluyen uno o mas agentes antiinflamatorios, tales como un farmaco esteroideo o un NSAID
(farmaco antiinflamatorio no esteroideo). Los agentes preferidos incluyen, por ejemplo, aspirina y otros salicilatos,
inhibidores de Cox-2, como rofecoxib (Vioxx) y celecoxib (Celebrex), los NSAID tales como ibuprofeno (Motrin, Advil),
fenoprofeno (Nalfon), naproxeno (Naprosyn), sulindac (Clinoril), diclofenaco (Voltaren), piroxicam (Feldene), ketoprofeno
(Orudis), diflunisal (Dolobid), nabumetona (Relafen), etodolaco (Lodine), oxaprozina (Daypro) e indometacina (Indocin).

En otra modalidad, tales agentes terapéuticos incluyen agentes que conducen al agotamiento o a la inactivacion
funcional de células T reguladoras tales como ciclofosfamida a dosis baja, anticuerpos anti-CTLA4, anticuerpos anti-IL2
o anti receptor de IL2.

Aun en otra modalidad, tales agentes terapéuticos incluyen uno o mas agentes quimioterapéuticos, tales como
derivados de Taxol, taxotere, gemcitabina, 5-fluoruracilo, doxorrubicina (Adriamicina), cisplatino (Platinol), ciclofosfamida
(Cytoxan, Procytox, Neosar). En otra modalidad, los anticuerpos de la presente invenciéon pueden administrarse en
combinacion con agentes quimioterapéuticos, que preferentemente muestran eficacia terapéutica en pacientes que
padecen cancer, por ejemplo, los tipos de cancer como se describen en la presente descripcion.

Aun en otra modalidad, los anticuerpos de la invencion pueden administrarse junto con radioterapia y/o trasplante de
células madre periféricas autélogas o de médula ésea.
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Como se usa en la presente descripcion, "portador farmacéuticamente aceptable" incluye cualquiera de los disolventes,
medios de dispersion, revestimientos, agentes antibacterianos y antifungicos, agentes isotonicos o que retardan la
absorcién, y similares que son fisiolégicamente compatibles. Preferentemente, el portador es adecuado para la
administracion intravenosa, intramuscular, subcutanea, parenteral, espinal o epidérmica (por ejemplo., por inyeccién o
infusion). En dependencia de la via de administracion, el compuesto activo, por ejemplo, anticuerpo, molécula
biespecifica o multiespecifica, puede revestirse en un material para proteger el compuesto de la accién de acidos y otras
condiciones naturales que pueden inactivar el compuesto.

Una "sal farmacéuticamente aceptable" se refiere a una sal que retiene la actividad bioldégica deseada del compuesto
original y no imparte ningun efecto toxicolégico indeseado (ver por ejemplo, Berge, S. M., y otros (1977) J. Pharm. Sci.
66: 1-19).

Los ejemplos de tales sales incluyen sales de adicion acidas y sales de adicién basicas. Las sales de adicion acidas
incluyen las derivadas de acidos inorganicos no toxicos, tales como clorhidrico, nitrico, fosférico, sulfdrico, bromhidrico,
yodhidrico, fosforoso, asi como también a partir de acidos organicos no téxicos tales como acidos mono y dicarboxilico
alifaticos, acidos alcanoicos fenil sustituidos, acidos hidroxi alcanoicos, acidos aromaticos, acidos sulfonicos alifaticos y
aromaticos. Las sales de adicién basicas incluyen las derivadas de metales alcalinotérreos, tales como sodio, potasio,
magnesio, calcio, asi como también de aminas organicas no toxicas, tales como N,N'-dibenciletilendiamina, N-
metilglucamina, cloroprocaina, colina, dietanolamina, etilendiamina y procaina.

Una composicion de la invencién puede administrarse mediante una variedad de métodos conocidos en la materia.
Como se apreciara por el experto en el arte, la via y/o modo de administracion variara dependiendo de los resultados
deseados. Los compuestos activos pueden prepararse con portadores que protegeran el compuesto contra la liberacion
rapida, tales como una formulacion de liberacién controlada, que incluye implantes, parches transdérmicos y sistemas
de administracion microencapsulados. Se pueden usar polimeros biodegradables y biocompatibles, tales como etileno y
acetato de vinilo, polianhidridos, acido poliglicélico, colageno, poliortoésteres, y acido polilactico. Los métodos para la
preparacion de tales formulaciones son generalmente conocidos por los expertos en la materia. Ver, por
ejemplo, Sustained and Controlled Release Drug Delivery Systems, J.R. Robinson, ed., Marcel Dekker, Inc., Nueva
York, 1978.

Para administrar un compuesto de la invencion mediante ciertas vias de administracion, puede ser necesario revestir el
compuesto con, o coadministrar el compuesto con, un material para evitar su inactivacion. Por ejemplo, el compuesto
puede administrarse a un sujeto en un portador adecuado, por ejemplo, liposomas, o un diluyente. Los diluyentes
farmacéuticamente aceptables incluyen las soluciones salina y de tampdn acuoso. Los liposomas incluyen las
emulsiones agua en aceite en agua CGF, asi como liposomas convencionales (Strejan y otros (1984) J. Neuroimmunol.
7:27).

Los portadores farmacéuticamente aceptables incluyen soluciones o dispersiones acuosas estériles y polvos estériles
para la preparacion extemporanea de soluciones o dispersiones inyectables estériles. El uso de tales medios y agentes
para sustancias farmacéuticamente activas es conocido en el arte. Excepto en la medida en que cualquier medio o
agente convencional sea incompatible con el compuesto activo, se contempla su uso en las composiciones
farmacéuticas de la invencion. Compuestos activos suplementarios también se pueden incorporar en las composiciones.

Las composiciones terapéuticas tipicamente deben ser estériles y estables bajo las condiciones de fabricacion y
almacenamiento. La composicién se puede formular como una solucién, microemulsion, liposoma u otra estructura
ordenada adecuada para una alta concentracién de farmaco. El portador puede ser un medio de dispersion o solvente
que contiene por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol, y polietilenglicol liquido), y sus
mezclas adecuadas. La fluidez apropiada se puede mantener, por ejemplo, por medio del uso de un revestimiento tal
como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de dispersion y por medio del
uso de tensioactivos. En muchos casos, sera preferible incluir en la composiciéon agentes isotdnicos, por ejemplo,
azucares, polialcoholes tales como manitol, sorbitol o cloruro de sodio. La absorcidon prolongada de las composiciones
inyectables puede producirse por la inclusiéon en la composicion de un agente que retarda la absorcion, por ejemplo,
sales de monoestearato y gelatina.

Las soluciones inyectables estériles pueden prepararse por medio de la incorporacion del compuesto activo en la
cantidad requerida en un disolvente adecuado con uno o una combinacién de ingredientes enumerados anteriormente,
segun se requiera, seguido por la esterilizacion con microfiltracion.

Generalmente, las dispersiones se preparan por medio de la incorporacién del compuesto activo en un vehiculo estéril
que contiene un medio de dispersion basico y otros ingredientes requeridos a partir de los enumerados anteriormente.
En el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones inyectables estériles, los métodos de preparacion son
secado al vacio vy liofilizaciéon que produce un polvo del ingrediente activo mas cualquier ingrediente adicional deseado
de una solucién estéril previamente filtrada de éste.
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Los regimenes de dosificacion se ajustan para proporcionar la respuesta 6ptima deseada (por ejemplo, una respuesta
terapéutica). Por ejemplo, un tnico bolo se puede administrar varias dosis divididas pueden administrarse en el tiempo o
la dosis puede reducirse o aumentarse proporcionalmente como se indica por las exigencias de la situacion terapéutica.
Es especialmente ventajoso formular las composiciones parenterales en forma de dosificacion unitaria para facilitar la
administracion y uniformidad de la dosificacion. La forma de dosificacion unitaria como se usa en la presente se refiere a
unidades fisicamente discretas adecuadas como dosificaciones unitarias de los sujetos que se tratan; cada unidad
contiene una cantidad predeterminada del compuesto activo calculada para producir el efecto terapéutico deseado en
asociacion con el portador farmacéutico requerido.

Ejemplos de antioxidantes farmacéuticamente aceptables incluyen: (1) antioxidantes solubles en agua, tales como acido
ascorbico, clorhidrato de cisteina, bisulfato de sodio, metabisulfito de sodio y sulfito de sodio; (2) antioxidantes solubles
en aceite, tales como palmitato de ascorbilo, hidroxianisol butilado (BHA), hidroxitolueno butilado (BHT), lecitina, propil
gailato y alfatocoferol; y (3) agentes quelantes metalicos, tales como acido citrico, acido etilendiamina tetraacético
(EDTA), sorbitol, acido tartarico y acido fosférico.

Para las composiciones terapéuticas, las formulaciones de la presente invencion incluyen las adecuadas para la
administracion oral, nasal, tépica (que incluye bucal y sublingual), rectal, vaginal y/o parenteral. Las formulaciones se
pueden presentar convenientemente en forma de dosis unitarias y se puede preparar por cualquiera de los métodos
conocidos en la materia de farmacia. La cantidad de ingrediente activo que puede combinarse con un material portador
para producir una forma de dosificacion Unica variara en dependencia del sujeto que se trata, y el modo particular de
administracion. La cantidad de ingrediente activo que puede combinarse con un material portador para producir una
forma de dosificacion unica generalmente sera la cantidad de la composicidon que produce un efecto terapéutico.

Las formulaciones de la presente invencién que son adecuadas para la administracién vaginal incluyen ademas
formulaciones de pesarios, tampones, cremas, geles, pastas, espumas o aerosol que contienen tales portadores que se
conocen en la materia como adecuados. Las formas de dosificacion para administracion tépica o transdérmica de las
composiciones de esta invencion incluyen polvos, aerosoles, ungiientos, pastas, cremas, lociones, geles, soluciones,
parches e inhaladores. El compuesto activo puede mezclarse bajo condiciones estériles con un portador
farmacéuticamente aceptable, y con cualesquiera conservantes, tampones, o propelentes que se puedan requerir.

Las frases "administracion parenteral" y "administrado por via parenteral” como se usa en la presente se refiere a
modos de administracion distintos a la administracion enteral y tépica, usualmente por inyeccion, e incluye, sin limitarse
a, inyeccion intravenosa, intramuscular, intraarterial, intratecal, intracapsular, intraorbital, intracardiaca, intradérmica,
intraperitoneal, transtraqueal, subcutanea, subcuticular, intraarticular, subcapsular, subaracnoidea, intraespinal, epidural
e intrasternal e infusion.

Los ejemplos de portadores acuosos y no acuosos adecuados que pueden emplearse en las composiciones
farmacéuticas de la invencion incluyen agua, etanol, polioles (tales como glicerol, propilenglicol y polietilenglicol), y sus
mezclas adecuadas, aceites vegetales, tales como aceite de oliva, y ésteres organicos inyectables, tales como oleato de
etilo. La fluidez apropiada puede mantenerse, por ejemplo, por el uso de materiales de recubrimiento, tales como
lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de dispersiones, y por medio del uso
de surfactantes.

Estas composiciones pueden contener, ademas, adyuvantes tales como conservantes, agentes humectantes, agentes
emulsionante y agentes dispersantes. La prevencion de la presencia de microorganismos puede garantizarse tanto
mediante procedimientos de esterilizacion como mediante la inclusion de diversos agentes antifiungicos antibacterianos,
por ejemplo, parabeno, clorobutanol, acido fenolsoérbico. Ademas, puede ser conveniente incluir agentes isoténicos,
tales como azlcares y cloruro de sodio en las composiciones. Ademas, la absorcién prolongada de la forma
farmacéutica inyectable se puede efectuar por la inclusion de agentes que retrasan la absorcién tales como
monoestearato de aluminio y gelatina.

Independientemente de la via de administracién seleccionada, los compuestos de la presente invencién, pueden usarse
en una forma hidratada adecuada, y/o las composiciones farmacéuticas de la presente invencion, se formulan en formas
de dosificacion farmacéuticamente aceptables por métodos convencionales conocidos por los expertos en la materia.

Los niveles de dosificacion reales de los ingredientes activos en las composiciones farmacéuticas de la presente
invencion pueden variarse para obtener una cantidad del ingrediente activo que es efectiva para lograr la respuesta
terapéutica deseada para un paciente en particular, composicién, y modo de administracion, sin ser toxico para el
paciente. El nivel de dosificacion seleccionado dependera de una variedad de factores farmacocinéticos que incluyen la
actividad de las composiciones particulares de la presente invencion empleada, la via de administracion, el tiempo de
administracion, la velocidad de excrecién del compuesto particular que se emplea, la duracién del tratamiento, otros
farmacos, compuestos y/o materiales usados en combinacion con las composiciones particulares empleadas, la edad,
sexo, peso, condicién, salud general e historia médica anterior del paciente que se tratar y factores similares bien
conocidos en la materia médica.
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Un meédico o veterinario de experiencia ordinaria en la materia puede determinar facilmente y prescribir la cantidad
efectiva de la composicion requerida. Por ejemplo, el médico o veterinario podria comenzar con dosis de los
compuestos de la invencion empleados en la composicion farmacéutica a niveles inferiores que los requeridos para
lograr el efecto terapéutico deseado y aumentar gradualmente la dosificacion hasta que se logre el efecto deseado.
Generalmente, una dosis diaria adecuada de una composicién de la invencion sera la cantidad del compuesto que es la
dosis mas baja efectiva para producir un efecto terapéutico. Tal dosis efectiva dependera generalmente de los factores
descritos anteriormente. Es preferente que la administracién sea intravenosa, intramuscular, intraperitoneal o
subcutanea, preferentemente administrado proximal al sitio de la diana. Si se desea, la dosis diaria efectiva de la
composicion terapéutica puede administrarse como dos, tres, cuatro, cinco, seis 0 mas subdosis administradas
separadas en intervalos apropiados a lo largo del dia, opcionalmente, en formas de dosificacion unitaria. Mientras es
posible que un compuesto de la presente invencion se administre solo, es preferible administrar el compuesto como una
formulacién farmacéutica (composicion).

En una modalidad, los anticuerpos de la invencion pueden administrarse por infusion, preferentemente infusiéon continua
lenta durante un periodo prolongado, tal como mas de 24 horas, para reducir los efectos secundarios téxicos. La
administracion puede realizarse, ademas, por infusién continua durante un periodo de 2 a 24 horas, como de 2 a 12
horas. Tal régimen puede repetirse una o0 mas veces segun sea necesario, por ejemplo, después de 6 meses o 12
meses. La dosificacion puede determinarse o ajustarse midiendo la cantidad de anticuerpos monoclonales anti-CLDN6
circulantes tras la administracion en una muestra bioldégica por medio del uso de anticuerpos antiidiotipicos que se
dirigen a los anticuerpos anti-CLDNG.

Aun en otra modalidad, los anticuerpos se administran mediante terapia de mantenimiento, tal como, por ejemplo, una
vez a la semana durante un periodo de 6 meses o mas.

Todavia en otra modalidad, los anticuerpos de acuerdo con la invencidon pueden administrarse mediante un régimen que
incluye una infusidon de un anticuerpo contra CLDNG6 seguido de una infusién de un anticuerpo contra CLDN6 conjugado
con un radiois6topo. El régimen puede repetirse, por ejemplo, de 7 a 9 dias mas tarde.

En una modalidad, los compuestos terapéuticos de la invencion se formulan en liposomas. En una modalidad mas
preferida, los liposomas incluyen una porcion de direccionamiento. En una modalidad mas preferida, los compuestos
terapéuticos en los liposomas se administran por inyeccion en bolo a un sitio proximal al area deseada, por ejemplo, el
sitio de un tumor. La composicién debe ser fluida hasta el punto que sea facilmente inyectable. Deberia ser estable bajo
las condiciones de fabricacién y almacenamiento y deberia preservarse contra la accion de contaminacion de los
microorganismos tales como bacteria y hongos.

En una modalidad adicional, los anticuerpos de la invencién pueden formularse para prevenir o reducir su transporte a
través de la placenta. Esto puede hacerse mediante métodos conocidos en la materia, por ejemplo, mediante la
PEGilacion de los anticuerpos o por medio del uso de fragmentos F(ab)2'. Pueden hacerse referencias adicionales a
"Cunningham-Rundles C, Zhuo Z, Griffith B, Keenan J. (1992) Biological activities of polyethylene-glycol immunoglobulin
conjugates. Resistencia a la degradacién enzimatica. J. Immunol. Methods, 152: 177-190; y en "Landor M. (1995)
Maternal-fetal transfer of immunoglobulins, Ann. Allergy Asthma Immunol. 74: 279-283.

Una "dosificacion terapéuticamente efectiva” para la terapia tumoral puede medirse por respuestas tumorales objetivas
que pueden ser completas o parciales. Una respuesta completa (CR) se define como ninguna evidencia clinica,
radioldgica u otra evidencia de enfermedad. Una respuesta parcial (PR) resulta de una reduccion en el tamafo total del
tumor de mas del 50%. El tiempo medio de progresiéon es una medida que caracteriza la durabilidad de la respuesta
tumoral objetiva.

Una "dosificacion terapéuticamente efectiva" para la terapia tumoral puede medirse, ademas, por su capacidad de
estabilizar la progresion de la enfermedad. La capacidad de un compuesto para inhibir el cancer puede evaluarse en un
sistema de modelo animal de eficacia predictiva en tumores humanos. Alternativamente, esta propiedad de una
composicion puede evaluarse por medio de la examinacion de la capacidad del compuesto para inhibir el crecimiento
celular o apoptosis por ensayos in vitro conocidos por el experto. Una cantidad terapéuticamente efectiva de un
compuesto terapéutico puede disminuir el tamafo del tumor, o mejorar de cualquier otra manera los sintomas en un
sujeto. Un experto en la materia podria determinar tales cantidades basado en los factores tales como el tamafio del
sujeto, la gravedad de los sintomas del sujeto y la composicion particular o via de administracion seleccionada.

La composicion debe ser estéril y fluida en la medida en que la composiciéon pueda entregarse con una jeringa. Ademas
del agua, el portador puede ser una soluciéon salina tamponada isoténica, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol,
propilenglicol y polietilenglicol liquido) y sus mezclas adecuadas. La fluidez apropiada puede mantenerse, por ejemplo,
por el uso de un revestimiento tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso
de dispersion y por medio del uso de surfactantes. En muchos casos, es preferible incluir agentes isotonicos en la
composicion, por ejemplo, azucares, polialcoholes tales como manitol o sorbitol, y cloruro de sodio. La absorcion
prolongada de composiciones inyectables puede producirse por medio de la inclusién en la composicién de un agente
que retarda la absorcion, por ejemplo, monoestearato de aluminio o gelatina.
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Cuando el compuesto activo se protege adecuadamente, como se describié anteriormente, el compuesto puede
administrarse por via oral, por ejemplo, con un diluyente inerte o un portador comestible asimilable.

IV. Usos y métodos de la invencion

Los anticuerpos (que incluyen inmunoconjugados, biespecificos/multiespecificos, composiciones y otros derivados
descritos en la presente descripcion) de la presente invencion tienen numerosas utilidades terapéuticas que implican el
tratamiento de trastornos que implican células que expresan CLDNG6 y que se caracterizan por la asociacion de CLDN6
con su superficie celular. Por ejemplo, los anticuerpos pueden administrarse a células en cultivo, por ejemplo, in vitro o
ex vivo, o a sujetos humanos, por ejemplo, in vivo, para tratar o prevenir una diversidad de trastornos tales como los
descritos en la presente descripcion. Los sujetos preferidos incluyen pacientes humanos que tienen trastornos que
pueden corregirse o mejorarse destruyendo células enfermas, en particular células caracterizadas por un patrén de
expresion alterado de CLDNG y/o un patron alterado de asociacion de CLDN6 con su superficie celular en comparacion
con células normales.

Por ejemplo, en una modalidad, los anticuerpos de la presente invencion pueden usarse para tratar un sujeto con un
trastorno tumorigénico, por ejemplo, un trastorno caracterizado por la presencia de células tumorales que expresan
CLDN®6 y que se caracteriza por la asociacion de CLDN6 con su superficie celular. Los ejemplos de enfermedades
tumorigénicas que pueden tratarse y/o prevenirse abarcan todos los canceres que expresan CLDNG6 y las entidades
tumorales que incluyen las descritas en la presente descripcion.

Las composiciones farmacéuticas y los métodos de tratamiento descritos de acuerdo con la invencién pueden usarse,
ademas, para inmunizacion o vacunacién para prevenir una enfermedad descrita en la presente descripcion.

En otra modalidad, los anticuerpos de la invenciéon se pueden usar para detectar niveles de CLDN6 o formas
particulares de CLDNG, o niveles de células que contienen CLDNG6 en su superficie de membrana, niveles que pueden
vincularse a ciertas enfermedades o sintomas de la enfermedad tales como se describi6 anteriormente.
Alternativamente, los anticuerpos pueden usarse para reducir o interactuar con la funcién de células que expresan
CLDN®6 y que se caracterizan por la asociacion de CLDN6 con su superficie celular, por medio de la implicacién de este
modo de estas células como importantes mediadores de la enfermedad. Esto puede lograrse por medio del contacto de
una muestra y una muestra de control con el anticuerpo anti-CLDN6 en condiciones que permitan la formacion de un
complejo entre el anticuerpo y CLDNG6. Cualquier complejo formado entre el anticuerpo y CLDN6 se detecta y se
compara en la muestra y una muestra de control, es decir, una muestra de referencia.

Los anticuerpos de la invencién pueden probarse inicialmente por su actividad de unién asociada con usos terapéuticos
o de diagndstico in vitro. Por ejemplo, los anticuerpos pueden probarse por medio del uso de ensayos de citometria de
flujo como se describe en la presente descripcion.

Los anticuerpos de la invencion pueden usarse para provocar in vivo o in vitro una o mas de las siguientes actividades
bioldgicas: inhibir el crecimiento y/o diferenciacion de una célula que expresa CLDN6 y que se caracteriza por la
asociacion de CLDN6 con su superficie celular; destruir una célula que expresa CLDN6 y que se caracteriza por
asociacion de CLDNG6 con su superficie celular; mediar la fagocitosis o ADCC de una célula que expresa CLDN6 y que
se caracteriza por la asociaciéon de CLDNG6 con su superficie celular en presencia de células efectoras; mediar la CDC
de una célula que expresa CLDN6 y que se caracteriza por la asociacion de CLDN6 con su superficie celular en
presencia de complemento; mediar la apoptosis de una célula que expresa CLDN6 y que se caracteriza por la
asociacion de CLDN6 con su superficie celular; inducir la adhesion homotipica; y/o inducir la translocacion en balsas
lipidicas tras la unién de CLDNG.

En una modalidad particular, los anticuerpos se usan in vivo o in vitro para tratar, prevenir o diagnosticar una variedad
de enfermedades relacionadas con CLDNG6. Los ejemplos de enfermedades relacionadas con CLDNG6 incluyen, entre
otros, canceres tales como los descritos en la presente descripcion.

Como se describié anteriormente, los anticuerpos anti-CLDN6 de la invencién pueden coadministrarse con uno u otros
agentes terapéuticos mas, por ejemplo, un agente citotoxico, un agente radiotéxico, agente antiangiogénico o agente
inmunosupresor para reducir la inducciéon de respuestas inmunitarias contra los anticuerpos de la invencién. El
anticuerpo puede enlazarse al agente (como un inmunocomplejo) o puede administrarse separado del agente. En el
Ultimo caso (administracion separada), el anticuerpo puede administrarse antes, después o al mismo tiempo que el
agente o puede coadministrarse con otras terapias conocidas, por ejemplo, una terapia anticancerosa, por ejemplo,
radiacion. Tales agentes terapéuticos incluyen, entre otros, agentes antineoplasicos tales como los enumerados
anteriormente. La coadministracion de los anticuerpos anti-CLDN6 de la presente invencion con agentes
quimioterapéuticos proporciona dos agentes anticancerosos que funcionan a través de diferentes mecanismos que
producen un efecto citotdxico para las células tumorales. Tal coadministracién puede resolver problemas debido al
desarrollo de resistencia a farmacos o un cambio en la antigenicidad de las células tumorales que los haria no reactivos
con el anticuerpo.
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Las composiciones (por ejemplo, anticuerpos, moléculas multiespecificas y biespecificas e inmunoconjugados) de la
invencion que tienen sitios de unién al complemento, tales como porciones de IgG1, -2, o -3 o IgM que se unen al
complemento, ademas, pueden usarse en presencia de complemento. En una modalidad, el tratamiento ex vivo de una
poblacion de células que comprenden células objetivo con un agente de union de la invencion y células efectoras
apropiadas puede complementarse mediante la adicion de complemento o suero que contiene complemento. La
fagocitosis de células objetivo revestidas con un agente de unién de la invencion puede mejorarse por medio de la unién
de proteinas del complemento. En otra modalidad, las células objetivo revestidas con las composiciones de la invencion
pueden lisarse ademas por el complemento. Aun en otra modalidad, las composiciones de la invencién no activan el
complemento.

Las composiciones de la invencién pueden administrarse, ademas, junto con el complemento. En consecuencia, dentro
del alcance de la invencién se encuentran composiciones que comprenden anticuerpos, moléculas multiespecificas o
biespecificas y suero o complemento. Estas composiciones son ventajosas porque el complemento se localiza muy
cerca de los anticuerpos, moléculas multiespecificas o biespecificas.

Alternativamente, los anticuerpos, moléculas multiespecificas o biespecificas de la invencién y el complemento o suero
pueden administrarse por separado. La union de las composiciones de la presente invencion a células objetivo puede
provocar la translocacién del complejo antigeno-anticuerpo CLDN6 en balsas lipidicas de la membrana celular. Tal
translocacion crea una alta densidad de complejos antigeno-anticuerpo que pueden activar y/o potenciar eficientemente
la CDC.

Ademas estan dentro del alcance de la presente invencion los kits que comprenden las composiciones de anticuerpos
de la invencion (por ejemplo, anticuerpos e inmunoconjugados) e instrucciones de uso. El kit puede contener ademas
uno o mas reactivos adicionales, tales como un reactivo inmunosupresor, un agente citotéxico o un agente radiotéxico, o
uno o mas anticuerpos adicionales de la invencioén (por ejemplo, un anticuerpo que tiene una actividad complementaria).

En consecuencia, los pacientes tratados con composiciones de anticuerpos de la invencidon pueden administrarse
adicionalmente (antes, de manera simultanea o después de la administracion de un anticuerpo de la invencioén) con otro
agente terapéutico, tal como un agente citotdxico o radiotdxico, que potencia o aumenta el efecto terapéutico de los
anticuerpos de la invencion.

En otras modalidades, el sujeto puede tratarse adicionalmente con un agente que modula, por ejemplo, potencia o
inhibe, la expresion o actividad de receptores Fc-gamma o Fc-alfa, por ejemplo, tratando al sujeto con una citoquina.
Las citocinas preferidas incluyen factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), factor estimulante de colonias
de granulocitos-macrofagos (GM-CSF), interferon-y (IFN-y) y factor de necrosis tumoral (TNF). Otros agentes
importantes para aumentar la eficacia terapéutica de los anticuerpos y composiciones farmacéuticas descritos en la
presente descripcion son los -glucanos que son homopolisacaridos de residuos de glucosa ramificada y se producen
por una variedad de plantas y microorganismos, por ejemplo, bacterias, algas, hongos, levaduras y granos. Pueden
usarse ademas, fragmentos de B-glucanos producidos por organismos. Preferentemente, el $-glucano es un polimero
de B(1,3) glucosa en donde al menos algunas de las unidades de glucosa de la cadena principal, por ejemplo 3-6% de
las unidades de glucosa de la cadena principal, poseen ramas tales como ramificaciones 3 (1,6).

En una modalidad particular, la ensefianza abarca métodos para detectar la presencia de antigeno CLDN6 en una
muestra, o medir la cantidad de antigeno CLDN6, que comprende contactar la muestra, y una muestra control, con un
anticuerpo que se une especificamente a CLDNG6, en condiciones que permiten la formacion de un complejo entre el
anticuerpo o parte de este y CLDNG6. Se detecta después la formacion de un complejo, en donde una diferencia de la
formacién de complejo entre la muestra en comparacion con la muestra de control es indicativa de la presencia del
antigeno CLDNG6 en la muestra.

Todavia en otra modalidad, la ensefianza abarca un método para detectar la presencia o cuantificacién de la cantidad
de células que expresan CLDNG6 y que se caracteriza por la asociacion de CLDN6 con su superficie celular in vivo o in
vitro. El método comprende (i) administrar a un sujeto una composicion de la invencién conjugada con un marcador
detectable; y (ii) exponer al sujeto a un medio para detectar dicho marcador detectable para identificar areas que
contienen células que expresan CLDNG6 y que se caracteriza por la asociacion de CLDNG6 con su superficie celular.

Los métodos descritos anteriormente son Utiles, en particular, para diagnosticar enfermedades relacionadas con CLDN6
y/o la localizacion de enfermedades relacionadas con CLDNG6 tales como enfermedades de cancer. Preferentemente,
una cantidad de CLDN6 en una muestra que es superior que la cantidad de CLDN6 en una muestra de control es
indicativa de la presencia de una enfermedad relacionada con CLDNG6 en un sujeto, en particular un ser humano, del
que se deriva la muestra.

Cuando se usa en los métodos como los descritos anteriormente, un anticuerpo descrito en la presente descripcion

puede proporcionarse con una etiqueta que funcione para: (i) proporcionar una sefal detectable; (ii) interactuar con una
segunda etiqueta para modificar la sefial detectable proporcionada por la primera o segunda etiqueta, por ejemplo FRET
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(Transferencia de Energia de Resonancia Fluorescente); (iii) afectar la movilidad, por ejemplo, movilidad electroforética,
por carga, hidrofobicidad, forma u otros parametros fisicos, o (iv) proporcionar una porcion de captura, por ejemplo,
afinidad, anticuerpo/antigeno o formacioén de complejos idnica. Son adecuadas como etiqueta las estructuras, como
etiquetas fluorescentes, etiquetas luminiscentes, etiquetas croméforos, etiquetas radioisotopicas, etiquetas isotdpicas,
preferentemente etiquetas isotopicas estables, etiquetas isobaricas, etiquetas enzimaticas, etiquetas de particulas, en
particular etiquetas de particulas metdlicas, etiquetas de particulas magnéticas, etiquetas de particulas de polimero,
moléculas organicas pequefas tales como biotina, ligandos de receptores o moléculas de union tales como proteinas de
adhesion celular o lectinas, secuencias de etiquetas que comprenden acidos nucleicos y/o residuos de aminoacidos que
pueden detectarse por medio del uso de agentes de union, etc. Las etiquetas comprenden, de forma no limitativa,
sulfato de bario, acido iocetamico, acido yopanoico, ipodato de calcio, diatrizoato de sodio, diatrizoato de meglumina,
metrizamida, tiropanoato de sodio y radiodiagndstico, que incluyen los emisores de positrones tales como flior-18 y
carbono-11, emisores gamma tales como yodo-123, tecnecio-99m, yodo-131 e indio-111, nucleidos para resonancia
magnética nuclear, tales como fltor y gadolinio.

Aun en otra modalidad, los inmunoconjugados de la invencion pueden usarse para dirigir compuestos (por ejemplo,
agentes terapéuticos, marcadores, citotoxinas, inmunosupresores de radiotoxinas, etc.) a células que tienen CLDN6
asociado a su superficie por medio de la unién de tales compuestos al anticuerpo. Asi, la invencién proporciona,
ademas, métodos para localizar células ex vivo o in vitro que expresan CLDNG6 y que se caracterizan por la asociacion
de CLDNG6 con su superficie celular, tales como células tumorales circulantes.

La presente invencion se ilustra ademas por los siguientes ejemplos.
Ejemplos

Las técnicas y métodos usados en la presente descripcion se describen en la presente descripcion o se llevan a cabo de
una manera conocida per se y como se describe, por ejemplo, en Sambrook y otros, Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, 2da Edicion (1989) Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York. Todos los métodos
que incluyen el uso de kits y reactivos, se llevan a cabo de acuerdo con la informacién del fabricante a menos que se
indique especificamente.

Ejemplo 1: Cuantificacion de la expresion de CLDNG6 en tejidos normales, tejidos cancerosos y lineas celulares por
medio del uso de RT-PCR en tiempo real

El ARN celular total se extrajo de muestras de tejido congelado y lineas celulares de cancer por medio del uso de
RNeasy Mini Kit (Qiagen), se preparé con un oligonucleétido dT1gy se transcribié de forma inversa con Superscript |
(GIBCOlLifetech) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La integridad del ADNc obtenido se probd por
amplificacién de transcritos de p53 en una PCR de 30 ciclos. Después de la normalizacion a HPRT, la expresion de
CLDNS®6 se cuantifico por medio del uso del calculo de AACT.

Se probaron tejidos de tres individuos para cada tipo de tejido normal. Solo se pudieron detectar cantidades minimas de
transcritos de CLDNG6 en tejidos normales después de 40 ciclos de RT-PCR. El unico tejido normal que excedio
ligeramente el limite de expresion fue la placenta.

A diferencia de los tejidos normales, encontramos una alta expresion de CLDN6 en muestras de cancer de ovario
(adenocarcinomas), cancer de pulmon (NSCLC, con la maxima frecuencia y niveles de expresion en adenocarcinomas),
cancer gastrico, cancer de mama, cancer hepatico, cancer de pancreas, cancer de piel (carcinoma de células basales y
carcinoma de células escamosa), melanoma maligno, cancer de cabeza y cuello (adenoma pleomoérfico maligno),
sarcoma (sarcoma sinovial y carcinosarcoma), cancer de vias biliares, cancer de células renales (carcinoma de células
claras y carcinoma papilar) ), cancer de utero y lineas celulares de cancer A2780 (cancer de ovario), NIH-OVCAR3
(cancer de ovario), HCT-116 (cancer de colon), EFO-27 (cancer de ovario), CPC-N (SCLC), NCI-H552 (NSCLC), SNU-1
(cancer gastrico), KATOIIl (cancer gastrico), YAPC (cancer de pancreas), AGS (cancer gastrico), FU97 (cancer
gastrico), MKN7 (cancer gastrico).

Ejemplo 2: Cuantificacion de la expresion de CLDNG6 en tejidos normales, tejidos cancerosos y lineas celulares por
medio del uso de analisis de inmunoelectrotransferencia

Para el analisis de inmunoelectrotransferencia se usaron 20 ug de proteina total extraida de células lisadas con tampon
de lisis de Laemmli. Los extractos se diluyeron en tampén de muestra reductora (Roth), se sometieron a SDS-PAGE vy
posteriormente se electrotransfirieron sobre membrana de PVDF (Pall). La inmunotincion se realizé con anticuerpos
policlonales reactivos a CLDN6 (ARP) y beta-actina (Abcam) seguido por la deteccion de anticuerpos primarios con
anticuerpos secundarios de cabra anti raton y de cabra anti conejo, conjugados con peroxidasa de rabano picante
(Dako).

Se probaron lisados tisulares de hasta cinco individuos para cada tipo de tejido normal. No se detecté expresion de la
proteina CLDN6 en ninguno de los tejidos normales analizados. A diferencia de los tejidos normales, se detectd alta
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expresion de la proteina CLDN6 en muestras de cancer de ovario y cancer de pulmén. La expresion de CLDN6 se
detecté en NIH-OVCARS (cancer de ovario), MKN7 (cancer gastrico), AGS (cancer gastrico), CPC-N (SCLC), HCT-116
(cancer de colon), FU97 (cancer gastrico), NEC8 (testicular carcinoma embrionario), JAR (coriocarcinoma placentario),
JEG3 (coriocarcinoma placentario), BEWO (coriocarcinoma placentario) y PA-1 (teratocarcinoma de ovario).

Ejemplo 3: Analisis inmunohistoquimico (IHC) de la expresion de CLDNG6 en tejidos normales y tejidos cancerosos

Secciones de tejido embebidas en parafina (4 um) se incubaron durante 1 hora a 58°C en una placa de calentamiento
(HI 1220, Leica). Se eliminé la parafina de las secciones por medio de la incubacion los portaobjetos en Roticlear (Roth)
durante 2 x 10 min a RT. Posteriormente, las secciones se rehidrataron en alcohol graduado (99%, 2 x 96%, 80% y
70%, 5 min cada una). La recuperacién del antigeno se realizé por medio del calentamiento de los portaobjetos a 120°C
(15 psi) durante 15 min en 10 mM de tampon de citrato (pH 6,0) + Tween-20 al 0,05%. Directamente después de
calentar los portaobjetos se incubaron en PBS durante 5 min. La actividad de la peroxidasa endégena se bloque6 con
peréxido de hidrégeno al 0,3% en MeOH durante 15 min a temperatura ambiente. Para evitar la union no especifica, los
portaobjetos se bloquearon con suero de cabra al 10% en PBS durante 30 min a RT. A continuacion, los portaobjetos se
incubaron con anticuerpo policlonal especifico a CLDN6 (1 pg/ml) (ARP) durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente,
los portaobjetos se lavaron con PBS a RT (3 x 5 min) y se incubaron con 100 ul de anticuerpos secundarios
(PowerVision poli Anti-lIgG de Conejo conjugado con HRP listo para usar (ImmunolLogic)) durante una hora a RT.
Posteriormente, los portaobjetos se lavaron con PBS a RT (3 x 5 min). La tincion final se realizé por medio del uso del
estuche de sustrato VECTOR NovaRED SK-4800 de Vector Laboratories (Burlingame). Las secciones se contratifieron
con hematoxilina durante 90 s. a RT. Después de la deshidratacién con alcohol graduado (70%, 80%, 2x 96% y 99%, 5
min cada uno) y 10 min de incubacién en portaobjetos de xilol se montaron con X-tra Kit (Medite Histotechnic).

No se detectd expresion de proteina CLDNG en tejidos normales de pulmon, ovario, estdbmago, colon, pancreas, higado,
duodeno o rifién. A diferencia de los tejidos normales, se observé tincion fuerte o al menos significativa en secciones de
tejido de cancer de ovario, cancer de pulmén, cancer de piel, cancer de pancreas, cancer gastrico, cancer de mama,
cancer de vejiga urinaria (carcinoma de células transicionales), cancer de cuello uterino, cancer testicular (seminoma) y
cancer de Utero. La tincion se acentud claramente en la membrana plasmatica de las poblaciones de células epiteliales
malignas, mientras que las células epiteliales estromales y no malignas adyacentes fueron negativas. Estos resultados
indican que la proteina CLDNG se localiza en la membrana plasmatica de las células malignas.

Ejemplo 4: Generacién de anticuerpos murinos contra CLDN6
a. Generacion de vectores de expresion que codifican fragmentos de CLDN6 y CLDNG6 de longitud completa

Se preparé una secuencia de ADN no natural optimizada por codones (sec. con num. de ident.: 3) que codifica CLDN6
de longitud completa (numero de acceso NCBI NP_067018.2, sec. con num. de ident.: 2) por sintesis quimica
(GENEART AG, Alemania) y se clono en el vector pcDNA3.1/myc-His (Invitrogen, EE. UU.) lo que produce el vector
p3953. La insercién de un codon de parada permitié la expresion de la proteina CLDNG6 sin fusionarse con el vector
codificado con la etiqueta myc-His. La expresion de CLDN6 se probd mediante analisis de inmunoelectrotransferencia,
citometria de flujo e inmunofluorescencia por medio del uso de anticuerpos anti-CLDN6 comercialmente disponibles
(ARP, 01-8865; R&D Systems, MAB3656).

Ademas, una secuencia de ADN optimizada por codones (sec. con nim. de ident.: 4) que codifica el fragmento putativo
del dominio extracelular 2 (EC2) de CLDNG6 (sec. con num. de ident.: 6) como una fusiéon con un N-terminal del lider de
Ig kappa derivado de péptido sefial seguido por 4 aminoacidos adicionales para asegurar que se prepard un correcto
sitio de escision de peptidasa de sefal (sec. con num. de ident.: 5) y se cloné en el vector pcDNA3.1/myc-His lo que
produce el vector p3974. Antes de la inmunizacion, se confirmé la expresion del fragmento EC2 mediante microscopia
de inmunofluorescencia en células CHO-K1 transfectadas transitoriamente y fijadas en paraformaldehido (PFA) por
medio del uso de un anticuerpo anti-myc disponible comercialmente (Cell Signaling, MAB 2276).

b. Generacién de lineas celulares que expresan establemente CLDNG

Las lineas celulares HEK293 y P3X63Ag8U.1 que expresan establemente CLDN6 se generaron mediante técnicas
estandar por medio del uso del vector p3953.

c. Inmunizaciones

Ratones Balb/c se inmunizaron con 25 ug de ADN plasmidico p3974 junto con 4 ul de PEl-manosa (PEI-Man; in vivo-
jetPEI™-Man de PolyPlus Transfection) (PEI-Man 150 mM en H>O con glucosa al 5%) mediante inyeccion
intraperitoneal en los dias 0, 16 y 36. En los dias 48 y 62 se inmunizaron ratones mediante inyeccion intraperitoneal con
células de mieloma P3X63Ag8U.1 transfectadas con el vector p3953 para expresar de manera estable la CLDN6. Las
células administradas el dia 62 se irradiaron con 3000 rad antes de la inyeccion. Se control6 la presencia de anticuerpos
dirigidos a CLDNG en sueros de ratones mediante microscopia de inmunofluorescencia entre los dias 20 y 70 por medio
del uso de células CHO-K1 cotransfectadas con acidos nucleicos que codifican CLDN6 y GFP. Con esta finalidad, 24 h
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después de la transfeccion, las células fijadas o no fijadas con PFA se incubaron con una dilucién 1:100 de sueros de
ratones inmunizados durante 45 min a temperatura ambiente (RT). Las células se lavaron, incubaron con un anticuerpo
anti Ig de ratén marcado con Alexa555 (Molecular Probes) y se sometieron a microscopia de fluorescencia.

Se detectaron los anticuerpos especificos anti-CLDN6 en muestras de suero obtenidas de un ratén sobre la base que se
produjo el hibridoma F3-6C3-H8; ver Fig. 2.

Para la generacion de anticuerpos monoclonales, los ratones con respuestas inmunes anti-CLDN6 detectables se
reforzaron cuatro dias antes de la esplenectomia mediante inyeccion intraperitoneal de 2 x 107 células de HEK293
establemente transfectadas con el vector p3953.

d. Generacion de hibridomas que producen anticuerpos monoclonales murinos contra CLDN6

6 x 107 esplenocitos aislados de un raton inmunizado se fusionaron con 3 x 107 células de la linea celular de mieloma de
raton P3X63Ag8.653 (ATCC, CRL 1580) por medio del uso de PEG 1500 (Roche, CRL 10783641001). Las células se
sembraron a aproximadamente 5 x 10* células por pocillo en placas de microtitulacion de fondo plano y se cultivaron
durante aproximadamente dos semanas en medio selectivo RPMI que contenia suero fetal bovino inactivado por calor al
10%, fusion de hibridoma al 1% y suplemento de clonacién (HFCS, Roche, CRL 11363735), HEPES 10 mM, piruvato
sédico 1 mM, glucosa al 4,5%, 2-mercaptoethanol 0,1 mM, 1 x penicilina/estreptomicina y 1 x suplemento HAT
(Invitrogen, CRL 21060). Después de 10 a 14 dias, los pocillos individuales se tamizaron por citometria de flujo para
anticuerpos monoclonales anti-CLDN6. Los hibridomas que secretan anticuerpos se subclonaron mediante dilucién
limitante y se probaron de nuevo para los anticuerpos monoclonales anti-CLDNG6. Los subclones estables se cultivaron
para generar pequefias cantidades de anticuerpo en un medio de cultivo tisular para su caracterizacion. Se seleccion6 al
menos un clon de cada hibridoma que retuvo la reactividad de las células parentales (probado por citometria de flujo).
Se generaron bancos de células de nueve viales para cada clon y se almacenaron en nitrégeno liquido.

Ejemplo 5: Caracteristicas de union de los sobrenadantes de hibridoma y anticuerpos monoclonales

a. Control de calidad de células HEK293T transfectadas transitoriamente mediante (i) inmunoelectrotransferencia y (ii)
analisis por citometria de flujo

(i) Las células HEK293T se transfectaron con acidos nucleicos que codifican CLDN3, CLDN4, CLDN6 y CLDN9,
respectivamente, o se transfectaron de manera simulada. La expresion de CLDN3, CLDN4, CLDN6 o CLDN9 en las
células HEK293T se determiné por inmunoelectrotransferencia. Con esta finalidad, las células se cosecharon 24 horas
después de la transfeccion y se sometieron a lisis. El lisado se sometio a SDS-PAGE, se transfirié6 a una membrana de
nitrocelulosa y se tifié con los anticuerpos anti-CLDN3(A) (Invitrogen, 34-1700), anti-CLDN4(A) (Zymed, 32-9400), anti-
CDLNG6(A) (ARP, 01-8865) o anticuerpos anti-CLDN9(A) (Santa Cruz sc-17672) que se unen especificamente al C
terminal de la claudina correspondiente en condiciones desnaturalizantes. Después de la incubacién con un anticuerpo
secundario marcado con peroxidasa y el desarrollo con reactivo ECL, se us6 un dispositivo de imagenes LAS-3000
(Fuji) para la visualizacion. Se observaron bandas de los pesos moleculares esperados de CLDN3, CLDN4, CLDN6 y
CLDNO9, respectivamente, solo en las células transfectadas pero no en las células control (Fig. 3), lo que demuestra que
las células HEK293T no expresan enddégenamente ninguna de las claudinas investigadas y por lo tanto, son una
herramienta adecuada para determinar la reactividad cruzada de los anticuerpos CLDNG.

(ii) Las células HEK293T de (i) se analizaron adicionalmente por citometria de flujo por medio del uso de anticuerpos
anti-CLDN que reconocen epitopos nativos (IgG2a de raton anti-CLDN3 (R&D, MAB4620), IgG2a de raton anti-CLDN4
(R&D, MAB4219), IgG2b de ratén anti-CLDN6 (R&D, MAB3656)). Los anticuerpos obtenibles de Sigma con los nimeros
de producto M9144 y M8894 sirvieron como controles de isotipo. La especificidad de estos anticuerpos anti-CLDN se
analizé por medio del uso de células HEK293T transitoriamente transfectadas con acidos nucleicos que codifican
CLDN3, CLDN4, CLDN6 y CLDN9, respectivamente. El anticuerpo anti-CLDN6 muestra reactividad cruzada con
CLDN3, CLDN4 y CLDNS9. El anticuerpo anti-CLDN4 muestra reactividad cruzada con CLDN3, CLDN6 y CLDN9. El
anticuerpo anti-CLDN3 se une especificamente a CLDN3 (Fig. 4).

b. Determinacion de la especificidad de anticuerpos monoclonales producidos de acuerdo con la invenciéon por medio
del uso de citometria de flujo

Las células HEK293T se cotransfectaron con un vector que codifica diferentes proteinas CLDN y un vector que codifica
un marcador de fluorescencia. 24 h después de la transfeccion, las células se recogieron por medio del uso de soluciéon
de tripsina/EDTA al 0,05% y se lavaron con tampon FACS (PBS que contiene FCS al 2% y azida sodica al 0,1%). Las
células se transfirieron a las placas de microtitulacion de fondo en U a 2 x 10° células por pocillo y se incubaron durante
60 minutos a 4°C con sobrenadantes de hibridoma. Tras el lavado tres veces con tampdén FACS, las células se
incubaron con un anticuerpo secundario especifico anti- IgG 1+2a+2b+3 de ratén conjugado con aloficocianina (APC)
(Dianova, 115-135-164). A continuacion, las células se lavaron dos veces y la unidn se evalud por citometria de flujo por
medio del uso de una matriz BD FACS (Fig. 5). La expresion del marcador de fluorescencia se traza en el eje horizontal
contra la unién del anticuerpo en el eje vertical. Un anticuerpo IgG2b de ratén anti-CLDN6 comercialmente disponible
(R&D, MAB3656) sirvid como control positivo y el anticuerpo obtenible de Sigma con el nimero de producto M8894
sirvié como control de isotipo.
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Anticuerpos en los sobrenadantes de los subclones de hibridoma monoclonal F3-6C3-H2, F3-6C3-H8, F3-6C3-H9, F3-
6C3-D8 y F3-6C3-G4, todos derivados del hibridoma F3-6C3, fueron especificos para CLDN6 y no se unieron a CLDNY,
CLDN3 y CLDN4. La Fig. 5A muestra, de forma ilustrativa, los resultados para el subclén de hibridoma monoclonal F3-
6C3-H8. Los anticuerpos en el sobrenadante del subclén de hibridoma monoclonal F3-6C3-H8 se unen, ademas, a las
células transfectadas con la variante (1143V)-SNP de CLDNG6. Los anticuerpos en el sobrenadante del subclén de
hibridoma monoclonal F4-4F7-F2 se unen tanto a CLDN6 como a CLDN9 (Fig. 5A). Anticuerpos en el sobrenadante del
subclén de hibridoma monoclonal F3-7B3-B4 se unen a CLDN6, CLDN3 y CLDN9 (Fig. 5B). Los anticuerpos en el
sobrenadante del subclon de hibridoma monoclonal F3-3F7-A5 se unen a CLDN6, CLDN4 y CLDN9 (Fig. 5B).

Ejemplo 6: Generacion y prueba de anticuerpos monoclonales contra CLDN6
a. Generacion de vectores de expresion que codifican el dominio extracelular 1 de CLDN6

Una secuencia de ADN optimizada por codones (sec. con num. de ident.: 12) que codifica el fragmento putativo del
dominio extracelular 1 (EC1) de CLDNG6 (sec. con num. de ident.: 7) como una fusioén con un péptido sefal derivado del
lider N-terminal de Ig kappa seguido de 4 aminoacidos adicionales para asegurar que se preparo un sitio de escision de
peptidasa de sefial correcta (sec. con num. de ident.: 13) y se cloné en el vector pcDNA3.1 myc-His que rinde el vector
p3973. Antes de la inmunizacion, la expresion del fragmento EC1 se confirmé mediante microscopia de
inmunofluorescencia en células CHO-K1 transfectadas transitoriamente y fijadas con paraformaldehido (PFA) por medio
del uso de un anticuerpo anti-myc disponible en el mercado (Cell Signaling, MAB 2276).

b. Inmunizacién

Se inmunizaron ratones Balb/c con 25 pug de ADN plasmidico p3973 junto con 4 ul de PEl-manosa (PEI-Man; in vivo-
jetPEI™-Man de PolyPlus Transfection) (PEI-Man 150 mM en H>O con glucosa al 5%) por inyeccion intraperitoneal los
dias 0 y 14. En los dias 28 y 44 los ratones se inmunizaron por la via subcutanea con los péptidos conjugados con KLH
de la sec. con num. de ident.: 14 y la sec. con nim. de ident.: 15 (100 yg de cada en PBS, JPT Peptide Technologies
GmbH, Alemania) junto con PTO-CpG-ODN purificado por HPLC (25 pg en PBS; 5-TCCATGACGTTCCTGACGTT;
Eurofins MWG Operon, Alemania). En los dias 64, 77 y 97 se inmunizaron ratones mediante la inyeccion intraperitoneal
con 2 x 107 células de mieloma P3X63Ag8U.1 transfectadas con el vector p3953 para expresar de forma estable la
CLDN®6. Antes de la administracion, las células se trataron con mitomicina-C (2,5 pug/ml, Sigma-Aldrich, M4287). En los
dias 64 y 97 las células se administraron junto con PTO-CpG-ODN purificado por HPLC (50 ug en PBS), el dia 77 junto
con adyuvante de Freund incompleto.

Para la generacion de anticuerpos monoclonales, los ratones con respuestas inmunes anti-CLDN6 detectables se
reforzaron cuatro dias antes de la esplenectomia mediante inyeccion intraperitoneal de 2 x 107 células de HEK293
establemente transfectadas con el vector p3953.

c. Pruebas de anticuerpos monoclonales contra CLDN6
Citometria de flujo

Para probar la uniéon de los anticuerpos monoclonales a CLDNG6 y sus células homologas HEK293T, se transfectaron
transitoriamente con el plasmido que codifica la claudina correspondiente y la expresion se analizé por citometria de
flujo. Para diferenciar entre las células transfectadas y no transfectadas, se cotransfectaron las células HEK293T con un
marcador de fluorescencia como reportero. 24 h después de la transfeccion se recogieron las células con tripsina/EDTA
al 0,05%, se lavaron con tampon FACS (PBS que contenia FCS al 2% y azida sédica al 0,1%) y se resuspendieron en
tampon FACS a una concentracion de 2 x 108 células/ml. Se incubaron 100 pl de la suspension celular con el anticuerpo
apropiado a las concentraciones indicadas durante 30 minutos a 4°C. Se us6 un anticuerpo de reactividad cruzada para
detectar la expresion de CLDN6 y CLDN9. Los anticuerpos anti-claudina de ratén disponibles en el mercado anti-CLDN3
(R&D, MAB4620) y anti-CLDN4 (R&D, MAB4219) sirvieron como controles positivos, mientras que la IgG2a (Sigma,
M9144) e IgG2b (Sigma, M8894) de raton, respectivamente, sirvieron como control de isotipo. Las células se lavaron
tres veces con tampon FACS y se incubaron con un anticuerpo secundario especifico de IgG 1+2a+2b+3a conjugado
con APC (Dianova, 115-135-164) durante 30 min a 4°C. Las células se lavaron dos veces y se resuspendieron en
tampon FACS. La unién se analiz6 mediante citometria de flujo por medio del uso de una matriz BD FACS. La expresion
del marcador de fluorescencia se trazé en el eje horizontal contra la unién del anticuerpo en el eje vertical.

CDC
La citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) se determind midiendo el contenido de ATP intracelular en las
células no lisadas después de la adicion del complemento humano a las células objetivo incubadas con los anticuerpos

anti-CLDN6. Como un método analitico muy sensible, la reaccion luminiscente de la luciferasa se usé para medir el
ATP.
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Las células CHO-K1 establemente transfectadas con CLDN6 (CHO-K1-CLDNG6) se cosecharon con tripsina/EDTA al
0,05%, se lavaron dos veces con medio X-Vivo 15 (Lonza, BE04-418Q) y se suspendieron en una concentracion de 1 x
107 células/ml en medio X-Vivo 15. Se transfirieron 250 ul de la suspension celular a una cubeta de electroporacion de
0,4 cm y se mezclaron in vitro con 7 ug de ARN transcrito que codifica para la luciferasa (ARN de la luciferasa IVT). Las
células se electroporaron a 200 V y 300 yF por medio del uso de un Gene Pulser Xcell (Bio Rad). Después de la
electroporacion, las células se suspendieron en 2,4 ml de D-MEM/F12 precalentado (1:1) con medio GlutaMax-I
(Invitrogen, 31331-093) que contenia FCS al 10% (v/v), penicilina/estreptomicina al 1% (v/v) y 1,5 mg/ml de G418. SE
sembraron 50 yl de la suspension celular por pocillo en una placa de PP blanca de 96 pocillos y se incubaron a 37°C y
CO; al 7,5%. 24 h después de la electroporacion, 50 pl de anticuerpos monoclonales murinos anti-CLDN6 en RPMI al
60% (que contenia HEPES 20 mM) y suero humano al 40% (grupo de suero obtenido de seis donantes sanos) se
afadieron a las células en las concentraciones indicadas. Se afiadieron 10 ul de Triton X-100 al 8% (v/v) en PBS por
pocillo a los controles de lisis total, mientras que se afnadieron 10 ul de PBS por pocillo a los controles con el maximo de
células viables y a las muestras reales. Después de una incubacion de 80 minutos a 37°C y CO- a 7,5%, se adicionaron
por pocillo 50 pl de la mezcla de luciferina (D-luciferina 3,84 mg/ml, ATPasa 0,64 U/ml y HEPES 160 mM en ddH;0). La
placa se incub6 en la oscuridad durante 45 minutos a temperatura ambiente. La luminiscencia se midié por medio del
uso de un luminémetro (Infinite M200, TECAN). Los resultados se dan como unidades de luz relativa digital integrada
(RLU).

Las células NEC8 se sometieron a electroporacion a 200 V y 400 pyF y se cultivaron en RPMI 1640 con medio
GlutaMAX-I (Invitrogen, 61870) que contenia FCS al 10% (v/v).

La lisis especifica se calcula como:

(muestra-lisis total) X 100

Lisis especifica [%] =100- -
(maximo de células viables-lisis total)

maximo de células viables: 10 ul PBS, sin anticuerpo
lisis total: 10 pl de Triton X-100 al 8% (v/v) en PBS, sin anticuerpo

Tratamiento temprano

Para los primeros tratamientos con anticuerpos 2 x 107 células de NEC8 en 200 ul de PBS se inocularon por via
subcutanea en el costado de ratones atimicos desnudos-Foxn/"V. Cada grupo experimental consistié en diez ratones
hembras de 6 - 8 semanas de edad. Tres dias después de la inoculacion, se aplicaron 200 pg de anticuerpos
monoclonales murinos purificados muMAB 59A, 60A, 61D, 64A, 65A, 66B y 67A durante 46 dias alternando inyecciones
intravenosas e intraperitoneales dos veces a la semana. Los grupos experimentales tratados con PBS sirvieron como
controles negativos. El volumen tumoral (TV = (longitud x ancho?)/2) se controlé dos veces por semana. TV se expresa
en mm3, lo que permite la construccion de curvas de crecimiento tumoral en el tiempo. Cuando el tumor alcanzd un
volumen superior a 1500 mm3, se sacrificaron los ratones.

d. Resultados
Los anticuerpos monoclonales murinos muMAB 59A, 60A, 61D, 64A, 65A, 66B y 67A mostraron una fuerte union al
CLDN6 humano y a la variante 1143V de CLDN6 SNP (polimorfismo de un solo nucleétido), mientras que no se observo

union a CLDNS3, 4 y 9 (Fig. 6).

MuMAB 59A, 60A, 61D, 64A, 65A, 66B y 67A exhibieron valores muy bajos de EC50 (EC50 200-500 ng/ml) y la
saturacion de la unién se logré a bajas concentraciones (Fig. 7).

MuMAB 59A, 60A, 61D, 64A, 65A, 66B y 67A exhibieron actividad de CDC dependiente de la dosis e indujeron CDC a
bajas concentraciones (Fig. 8). Los anticuerpos anti-CLDN6 muMAB 65A y 66B indujeron CDC en las células NEC8 de
una manera dependiente de la dosis (Fig. 9). Se demostro la especificidad objetivo de muMAB 65A y 66B por medio del
uso de las células NEC8 LVTS2 54 (CLDNG6 reducida).

Ademas, muMAB 59A, 60A, 61D, 64A, 65A, 66B y 67A mostraron inhibicion del crecimiento tumoral en ratones
injertados con las células NEC8 (Fig. 10).

Ejemplo 7: Generacion y prueba de anticuerpos monoclonales quiméricos contra CLDN6
a. Generacion de anticuerpos monoclonales quiméricos de ratén/humano

Para la quimerizacion, la region variable de la cadena pesada y cadena ligera murina que incluye las secuencias lider se
amplificaron mediante PCR por medio del uso de iniciadores enumerados en la tabla mas abajo. Las cadenas pesadas
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murinas se fusionaron mediante un sitio de restriccion Apal (5-GGGCCC-3') a la parte N-terminal de la cadena
Fcgamma1 humana, que se codificd por el vector de expresion. Los dominios variables de la cadena kappa murina que
incluyen las secuencias lider se clonaron delante de la region constante por medio del uso de un sitio de restriccion
BsiWI. La orientacion correcta de la regiéon constante en el vector, es decir, adecuada para el promotor que antecede al
vector, se verificé mediante secuenciacion. Debido a la posicién del sitio de restriccion Apal, cualquier amplificacion de
una region variable que incluya la secuencia lider para este fin debe incluir los primeros 11 nucleétidos de la secuencia
de la region constante gamma-1 humana, ademas, de la secuencia del sitio Apal. La secuencia de nucleétidos de la
region constante de la cadena pesada gamma-1 humana se enumera como la sec. con num. de ident.: 24, la secuencia
de aminoacidos de la region constante de gamma-1 humana asi expresada se enumera como la sec. con num. de
ident.: 25. La secuencia de nucleétidos que codifica la parte constante de la cadena ligera kappa se enumera como la
sec. con num. de ident.: 26, la secuencia de aminoacidos respectiva se enumera como la sec. con num. de ident.: 27.

Tabla 1: Lineas celulares de hibridoma de ratén usadas para la clonacion de anticuerpos

muMAB Isotipo  |Sec. con nums. de ident. de iniciadores

64A IgG2a 17,18

89A IgG2a 17,19
cadena pesada

61D IgG2a 17, 20

67A IgG2a 17, 20

64A IgK 21,22

89A IgK 21,23
cadena ligera

61D IgK 21,22

67A IgK 21,22

En correspondencia con sus contrapartes murinas, los anticuerpos monoclonales quiméricos se nhombraron afiadiendo
el prefijo "chim", por ejemplo, chimAB 64A.

La amplificacion de las regiones variables murinas de cadenas ligeras y pesadas que incluyen secuencias lider se llevo
a cabo de acuerdo con el método de "PCR por etapas" descrito en Matz y otros (Nucleic Acids Research, 1999, Vol. 27,
nuam. 6). Para esto, se prepard ARN total a partir de las lineas celulares de hibridoma monoclonal (ver la Tabla 1)
mediante los métodos estandar conocidos por los expertos en la materia, por ejemplo, con el uso del miniestuche
RNeasy (Qiagen). Se preparé ADNc monocatenario de acuerdo con el método de "cambio de molde" descrito, ademas,
en Matz y otros, (Nucleic Acids Research, 1999, Vol. 27, ndm. 6, 1558). Ademas de un oligémero (dT)30 (sec. con num.
de ident.: 28), se incluyd un oligémero hibrido de ADN/ARN (sec. con num. de ident.: 29) que sirve como un adaptador
5' para el cambio de molde durante la polimerizacion de la cadena de ADNc. En este oligdmero adaptador, los ultimos
tres nucledtidos fueron ribonucleétidos en lugar de desoxirribonucleétidos. La posterior "PCR por etapas" usé un
oligébmero antisentido dirigido a la regidon constante de la cadena kappa de ratén o a la regién constante de la subclase
2a de la cadena gamma (sec. con nim. de ident: 30 y 31, respectivamente). La subclase IgG del anticuerpo monoclonal
murino producido por las lineas celulares de hibridoma se analiz6 antes inmunolégicamente con IsoStrip (Roche), y en
consecuencia, se selecciono el oligémero antisentido apropiado (ver la Tabla 1). Una mezcla de iniciadores sirvi6 como
oligébmero sentido en la "PCR por etapas”, que comprende los dos oligdmeros enumerados en las sec. con nums. de
ident.: 32y 33.

Las regiones variables murinas identificadas que incluyen las secuencias lider se amplificaron después por PCR
omitiendo el UTR 5' y la region constante 3' de ratén, afiadiendo los sitios de restriccion a los extremos que permitieron
la subclonacion en los vectores de expresion preparados que portan las regiones constantes humanas. Ademas, los
oligdbmeros sentido proporcionaron una secuencia Kozak consenso (5-GCCGCCACC-3') y los oligédmeros antisentido
para las regiones variables de la cadena pesada incluyeron los primeros 11 nucleétidos de la region constante gamma-1
humana ademas del sitio de restriccion Apal (ver Tabla 1, sec. con nims. de ident.: 17- a 23). Se clonaron las regiones
variables de la cadena ligera Kappa que incluyen las secuencias lider por medio del uso de las enzimas de restriccion
Hindlll y BsiWI, las regiones variables de la cadena pesada gamma demandaron las enzimas de restriccion Hindlll y
Apal.

Se amplificaron las regiones variables murinas adicionales de las cadenas ligeras y pesadas que incluyen las

secuencias lider y se generaron los anticuerpos monoclonales quiméricos adicionales contra CLDN6 de acuerdo con el
protocolo descrito anteriormente.
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b. Produccién de anticuerpos monoclonales quiméricos anti-CLDN6

Los anticuerpos monoclonales quiméricos se expresaron transitoriamente en las células HEK293T (ATCC CRL-11268)
transfectadas con el ADN plasmidico que codifica las cadenas ligera y pesada del anticuerpo correspondiente. 24 h
antes de la transfeccion se sembraron 8 x 107 células en placas de cultivo celular de 145 mm y se cultivaron en 25 ml de
medio HEK293T (DMEM/F12 + GlutaMAX-I, FCS al 10%, penicilina estreptomicina al 1%). Se disolvieron por placa de
cultivo celular, 20 ug de ADN plasmidico en 5 ml de medio HEK293T sin suplementos. Después de afadir 75 ul de
polietilenimina lineal (PEI) (1 mg/ml) (Polyscience, 23966) la mezcla (DNA:PEI) se incubd 15 minutos a temperatura
ambiente. A continuacion, la mezcla de transfeccion se afadié gota a gota a las células. 24 h después de la
transfeccion, el medio HEK293T se reemplazé con el medio Pro293a (Lonza, BE12-764Q) que contenia
penicilina/estreptomicina al 1%. Para la expresion 6ptima, las células transfectadas se cultivaron a 37 °C y CO; al 7,5%
durante 96 a 120 horas adicionales. Se recogi6 el sobrenadante y se purifico el anticuerpo quimérico mediante FPLC
por medio del uso de las columnas de proteina A. Se determiné la concentracion del anticuerpo y se analiz6 la calidad
mediante SDS-PAGE.

c. Prueba de anticuerpos monoclonales quiméricos contra CLDN6
Citometria de flujo

Para probar las especificidades y afinidades de los anticuerpos monoclonales quiméricos especificos a CLDN6 que se
unen a las células HEK293 transfectadas de forma estable con CLDN3, 4, 6 o 9, respectivamente, y se analizaron por
citometria de flujo las lineas de células tumorales que expresan endégenamente CLDNG6. Por lo tanto, las células se
recogieron con tripsina/EDTA al 0,05%, se lavaron con tampén FACS (PBS que contenia FCS al 2% y azida sdédica al
0,1%) y se resuspendieron en tampdn FACS a una concentracion de 2 x 108 células/ml. Se incubaron 100 ul de la
suspension celular con el anticuerpo apropiado a las concentraciones indicadas durante 60 minutos a 4 °C. Se us6 un
anticuerpo quimérico de reaccion cruzada (chimAB 5F2D2) para detectar la expresion de CLDN6 y CLDN9. Los
anticuerpos anti-claudina de ratén comercialmente disponibles anti-CLDN3 (R&D, MAB4620) y anti-CLDN4 (R&D,
MAB4219) sirvieron como controles positivos, mientras que 1gG1-kappa humano (Sigma, 15154) sirvi6 como control
negativo. Las células se lavaron tres veces con tampén FACS y se incubaron durante 30 min a 4 °C con un anti-Fc-
gamma IgG humano de cabra conjugado con APC (Dianova, 109-136-170) o un anticuerpo secundario especifico anti-
IgG 1+2a+2b+3a de raton conjugado con APC (Dianova, 115-135-164), respectivamente. Las células se lavaron dos
veces Yy se resuspendieron en tampon FACS. La union se analizdé mediante citometria de flujo por medio del uso de una
matriz BD FACS.

CDC

La citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) se determind midiendo el contenido de ATP intracelular en las
células no lisadas después de la adicion del complemento humano a las células objetivo incubadas con los anticuerpos
anti-CLDN6. Como un método analitico muy sensible, la reaccion bioluminiscente de la luciferasa se usa para medir el
ATP.

En este ensayo, se usaron las células de tipo natural NEC8 (CLDNG6 positivas) y las células NEC8 de expresion CLDN6
reducida (células CLDN6 negativas) que se transdujeron de forma estable con el constructo de expresion de la
luciferasa. Las células se recogieron con Tripsina/EDTA al 0,05% y se ajustaron a una concentraciéon de 2 x 10% en
RPMI con medio GlutaMax-I (Invitrogen, 61870-010) que contenia FCS al 10% (v/v). Se sembraron 1 x 104 células en
una placa de PP blanca de 96 pocillos y se incubaron durante 24 horas a 37 °C y CO; al 5%. Después de la incubacion,
se afadieron a las células 50 pl de anticuerpos anti-CLDN6 quiméricos monoclonales en RPMI al 60% (que contenia
HEPES 20 mM) y suero humano al 40% (grupo de suero obtenido de seis donantes sanos) a las concentraciones
indicadas. Se afiadieron 10 pl de Triton X-100 al 8% (v/v) en PBS por pocillo a los controles de lisis total, mientras que
se afiadieron 10 ul de PBS por pocillo a los controles con el maximo de células viables y a las muestras reales. Después
de una incubacién adicional de 80 minutos a 37 °C y CO, al 5%, se afadié por pocillo 50 yl de la mezcla de luciferina
(D-luciferina 3,84 mg/ml, ATPasa 0,64 U/ml y HEPES 160 mM en ddH;0). La placa se incubd en la oscuridad a
temperatura ambiente durante 45 minutos. La bioluminiscencia se midié por medio del uso de un luminémetro (Infinite
M200, TECAN). Los resultados se dan como unidades de luz relativa digital integrada (RLU).

La lisis especifica se calcula como:

(muestra-lisis total) X 100

Lisis especifica [%] =100- -
(méaximo de células viables-lisis total)

maximo de células viables: 10 ul PBS, sin anticuerpo
lisis total: 10 pl de Triton X-100 al 8% (v/v) en PBS, sin anticuerpo
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ADCC

La citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) se determind midiendo el contenido de ATP intracelular en
las células no lisadas después de la adicion de PBMC humanas a las células objetivo incubadas con los anticuerpos
anti-CLDN6. Como un método analitico muy sensible, la reaccién bioluminiscente de la luciferasa se usa para medir el
ATP.

En este ensayo, se usaron las células NEC-8 silvestre (CLDNG6 positivas) y las células NEC-8 de expresion CLDN6
reducida (CLDN6 negativas), que se transdujeron de forma estable con el constructo de expresion de la luciferasa. Las
células se cosecharon con Tripsina/EDTA al 0,05% y se ajustaron a una concentracién de 2 x 10° células/ml en RPMI
con medio GlutaMax-l (Invitrogen, 61870-010) que contenia FCS al 10% (v/v) y Hepes 20 mM. Se sembraron 1 x
10* células en una placa de PP blanca de 96 pocillos y se incubaron durante 4 horas a 37 °C y CO; al 5%. Se aislaron
PBMC a partir de muestras de sangre de donantes humanos mediante centrifugacion en gradiente de densidad por
medio del uso de Ficoll Hypaque (GE Healthcare, 17144003). Se aisl6 la interfase que contiene PMBC vy las células se
lavaron dos veces con PBS/EDTA (2 mM). 1 x 108 PBMC se sembraron en 50 ml de medio X-Vivo 15 (Lonza, BE04-
418Q) que contenia suero humano inactivado por calor al 5% (Lonza, US14-402E) y se incubaron durante 2 horas a 37
°C y CO; al 5%.

4 h después de la siembra de las células objetivo (NEC-8) se afiadieron 25 pl de anticuerpos monoclonales quimeéricos
anti-CLDN6 en PBS a las células en las concentraciones indicadas. Se recogieron PBMC no adherentes, que se
separaron dentro de las 2 h de incubacion de los monocitos adherentes, y se ajustaron a 8 x 108 células/ml en medio X-
vivo 15. Se afadio 25 pl de esta suspension celular a las células objetivo y los anticuerpos monoclonales quiméricos
anti-CLDNG. Las placas se incubaron durante 24 horas a 37 °C y CO; al 5%.

Después de la incubacion de 24 horas, se afiadieron 10 ul de Triton X-100 al 8% a los controles de lisis total, mientras
que 10 yl de PBS por pocillo se afiadieron a los controles con el maximo de células viables y a las muestras reales. Se
afiadié por pocillo, 50 yl de mezcla de luciferina (D-luciferina 3,84 mg/ml, ATPasa 0,64 U/ml y HEPES 160 mM en
ddH;O. La placa se incubd en la oscuridad a temperatura ambiente durante 30 minutos. La bioluminiscencia se midio
usando un luminémetro (Infinite M200, TECAN). Los resultados se dan como unidades de luz relativa digital integrada
(RLU).

La lisis especifica se calcula como:

(muestra-lisis total) X 100

Lisis especifica [%] =100- - -
(maximo de células viables-lisis total)

maximo de células viables: 10 ul PBS, sin anticuerpo
lisis total: 10 pl de Triton X-100 al 8% (v/v) en PBS, sin anticuerpo

d. Resultados

Los anticuerpos monoclonales quiméricos anti-CLDN6 chimAB 61D, 64A, 67A y 89A mostraron una fuerte unién a
CLDN6 humana mientras que no se observo union a CLDNS, 4 y 9 (Fig. 11).

Con respecto a la union a CLDN6 humana establemente expresada en la superficie de las células HEK293, los
anticuerpos monoclonales quiméricos anti-CLDN6 chimAB 64A y 89A exhiben valores de EC50 muy bajos (EC50 450-
600 ng/ml) y la saturacion de unién se logré a baja concentraciones. ChimAB 67A y 61D mostraron valores EC50 bajos
(EC50 1000 ng/ml) y medios (EC50 2300 ng/ml), respectivamente (Fig. 12).

Con respecto a la uniéon a CLDN6 expresada endogenamente en células NECS8, los anticuerpos monoclonales
quiméricos anti-CLDN6 chimAB 64A y 89A exhibieron valores de EC50 muy bajos (EC50 600-650 ng/ml) y la saturacion
de unidén se logré a bajas concentraciones, mientras que chimAB 61D y 67A mostraron valores EC50 medios (EC50
1700 ng/ml) y altos (EC50 6100 ng/ml), respectivamente (Fig. 13).

Con respecto a la union a CLDN6 expresada enddégenamente en células OV90, los anticuerpos monoclonales
quiméricos anti-CLDN6 chimAB 64A y 89A exhibieron valores de EC50 muy bajos (EC50 550-600 ng/ml) y la saturacion
de unidn se logré a bajas concentraciones. ChimAB 61D y 67A mostraron valores medios de EC50 (EC50 1500 ng/ml y
EC50 2300 ng/ml, respectivamente) (Fig. 14).

Los anticuerpos monoclonales quiméricos anti-CLDN6 chimAB 61D, 64A, 67A y 89A exhibieron actividad de CDC de
una manera dependiente de la dosis en células NEC-8 (Fig. 15).
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Los anticuerpos monoclonales quiméricos anti-CLDN6 chimAB 61D, 64A, 67A y 89A exhibieron actividad de ADCC
dependiente de la dosis en las células NEC-8 e indujeron ADCC incluso a bajas concentraciones del anticuerpo (Fig.
16).

Estos resultados muestran claramente la especificidad de estos anticuerpos monoclonales quiméricos a CLDNG.
Ejemplo 8: Tratamiento por medio del uso de anticuerpos monoclonales contra CLDN6
Tratamiento temprano

Durante los primeros tratamientos con anticuerpos, 2 x 107 células NEC8 en 200 ul de medio RPMI (Gibco) se
inocularon por via subcutanea en el costado de ratones atimicos desnudos-Foxn/™. Cada grupo experimental consistio
en diez ratones hembras de 6 - 8 semanas de edad. Tres dias después de la inoculacién de las células tumorales se
aplicaron 200 ug de anticuerpo monoclonal murino purificado muMAB 89A durante siete semanas alternando las
inyecciones intravenosas e intraperitoneales dos veces a la semana. El grupo experimental tratado con PBS sirvié como
control negativo. El volumen tumoral (TV = (longitud x ancho?)/2) se controlé dos veces por semana. TV se expresa en
mm?3, lo que permite la construccion de curvas de crecimiento tumoral en el tiempo. Cuando los tumores alcanzaron un
volumen superior a 1500 mm3, se sacrificaron los ratones.

Tratamientos avanzados

Durante los tratamientos con los anticuerpos de tumores de xenoinjertos avanzados, se inocularon por via subcutanea 2
x 107células NEC8 en 200 ul de medio RPMI (Gibco) en el costado de los ratones hembras de 6 - 8 semanas de edad
atimicos desnudos-Foxn/"V. El volumen tumoral (TV = (longitud x ancho?)/2) se controlo dos veces por semana. TV se
expresa en mm?, lo que permite la construccion de curvas de crecimiento tumoral en el tiempo. 15 a 17 dias después de
la inoculacion de células tumorales, los ratones se dividieron en grupos de tratamiento de ocho animales por cohorte
con tamafios de tumor homogéneos superiores a 80 mm?3. Se aplicaron 200 ug de anticuerpos monoclonales murinos
purificados muMAB 61D, 64A, 67A y 89A durante cinco semanas alternando inyecciones intravenosas e
intraperitoneales dos veces a la semana. Los grupos experimentales tratados con PBS y un anticuerpo inespecifico
sirvieron como controles negativos. Cuando los tumores alcanzaron un volumen mayor que 1500 mm?3, se sacrificaron
los ratones.

En un modelo de xenoinjerto de tratamiento temprano por medio del uso de ratones injertados con la linea celular
tumoral NECS8, los ratones tratados con anticuerpos monoclonales murinos muMAB 61D, 64A y 67A no mostraron
crecimiento tumoral incluso después de detener la inmunoterapia (Fig. 17).

En un modelo de xenoinjerto de tratamiento temprano por medio del uso de ratones injertados con la linea celular
tumoral NEC8, muMAB 89A mostro inhibicion del crecimiento tumoral y no se detectaron tumores en ratones tratados
con muMABB89A al final del estudio (Fig. 18).

En un modelo de xenoinjerto de tratamiento avanzado por medio del uso de ratones injertados con la linea celular
tumoral NEC8, muMAB 64A mostré una inhibicion del crecimiento tumoral (Fig. 19).

En un modelo de xenoinjerto de tratamiento avanzado por medio del uso de ratones injertados con la linea celular
tumoral NECS8, los ratones tratados con muMAB 64A mostraron una supervivencia prolongada (Fig. 20).

En un modelo de xenoinjerto de tratamiento avanzado por medio del uso de ratones injertados con la linea celular
tumoral NECS8, se logré la inhibicién del crecimiento tumoral con los anticuerpos monoclonales murinos anti-CLDN6
muMAB 61D, 67A y 89A (Fig. 21).

En un modelo de xenoinjerto de tratamiento avanzado por medio del uso de ratones injertados con la linea celular
tumoral NECS8, los ratones tratados con el anticuerpo especifico de CLDN6 muMAB 61D o 67A mostraron una
supervivencia prolongada (Fig. 22).

En un modelo de xenoinjerto de tratamiento avanzado por medio del uso de ratones injertados con NECS8 silvestre y
células NEC8 con una expresion reducida estable de CLDN6, muMAB 64A y 89A solo muestran un efecto terapéutico
en ratones injertados con NECS8 silvestre pero no en ratones injertados con las células NEC8 con una expresion
reducida estable de CLDN6 que demuestran in vivo la especificidad a CLDNG6 del anticuerpo (Fig. 23).

Ejemplo 9: Mapeo de epitopos de alta resolucién de anticuerpos monoclonales contra CLDN6
Los anticuerpos monoclonales especificos de CLDN6 solo muestran una uniéon muy débil (si la hay) a los péptidos
lineales en los estudios de mapeo de epitopos por ELISA, lo que implica que sus epitopos son conformacionales. Para

analizar la interaccion entre los anticuerpos descritos en la presente descripcion y CLDN6 en su conformacioén nativa, la
mutagénesis sitio dirigida en el cultivo de células de mamifero se usé como una técnica de mapeo de epitopos. Se
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realizé la mutagénesis de barrido de alanina de los aminoacidos 27-81 y 137-161 dentro del primer y segundo dominio
extracelular, respectivamente. Después de la expresion transitoria en las células HEK293T, se evaluaron los mutantes
de CLDN®6 por su capacidad de unirse a los anticuerpos monoclonales especificos. La unién alterada de un anticuerpo
monoclonal especifico a un mutante de CLDN6 sugiere que el aminoacido mutado es un contacto importante y/o un
residuo conformacional. La unién se analizd6 mediante citometria de flujo. Para discriminar entre las poblaciones de
células transfectadas y no transfectadas, las células se cotransfectaron con un marcador de fluorescencia.

Los residuos de aminoacidos de CLDN6 que son importantes para la interaccién con los anticuerpos quiméricos
especificos de CLDNG6 se han identificado sistematicamente mediante el barrido con alanina. Se generaron mutaciones
de alanina y glicina mediante mutagénesis sitio dirigida (GENEART AG, Alemania). Para ensayar la union de
anticuerpos monoclonales quiméricos a CLDNG6 silvestre y sus mutantes, las células HEK293T se transfectaron
transitoriamente con el plasmido que codifica la claudina correspondiente y la expresion se analizé mediante citometria
de flujo. Para diferenciar entre las células transfectadas y no transfectadas, se cotransfectaron las células HEK293T con
un marcador de fluorescencia como reportero. 24 h después de la transfeccion, las células se recogieron con
tripsina/EDTA al 0,05%, se lavaron con tampén FACS (PBS que contenia FCS al 2% y azida sodica al 0,1%) y se
resuspendieron en tampén FACS a una concentracion de 2 x 108 células/ml. Se incubaron 100 ul de la suspension
celular con 10 pug/ml de anticuerpo durante 45 minutos a 4 °C. El anti-CLDNG6 de ratén disponible en el mercado (R&D,
MAB3656) se us6 como control para detectar la expresion en la superficie celular de mutantes de CLDNG6. Las células
se lavaron tres veces con tampon FACS y se incubaron con el anti-lgG Fc gamma humana de cabra conjugada con
APC (Dianova, 109-136-170) o un anticuerpo secundario especifico anti-lIgG 1+2a+2b+3a de ratéon conjugada con APC
(Dianova, 115-135-164) durante 30 minutos a 4 °C. Las células se lavaron dos veces y se resuspendieron en tampon
FACS. La unién dentro de la poblacion de células transfectadas se analizé6 mediante citometria de flujo por medio del
uso de una matriz BD FACS. Por lo tanto, la expresion del marcador de fluorescencia se trazé en el eje horizontal frente
a la unién del anticuerpo en el eje vertical. La intensidad de sefial promedio de un anticuerpo monoclonal quimérico
especifico a CLDN6 unido al mutante de CLDN6 se expres6 como el porcentaje de union de tipo silvestre. Los
aminoacidos que son esenciales para la unién no mostraron unién después que se mutaron, mientras que los
aminoacidos que soportan la unién mostraron sélo una unién reducida en comparacién con el tipo silvestre.

El mapeo de epitopos de alta resolucion demostré que los aminoacidos F35, G37, S39 y posiblemente T33 del primer
dominio extracelular de CLDN6 son importantes para la interaccion con los anticuerpos quiméricos especificos a CLDN6
chimAB 61D, 64A, 67A y 89A. El residuo 140 es esencial para la union de chimAB 89A y contribuye a la union de
chimAB 61D y 67A. Ademas, L151 del segundo dominio extracelular de CLDN6 es importante para la interaccién con
chimAB 67A (Fig. 24).
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[ Referencia del archivo ["NGm. de solicitud intemacional
del solicitante o el agente 342-52 PCT

INDICACIONES RELACIONADAS CON EL DEPOSITO DE MICROORGANISMOS
U OTRO MATERIAL BIOLOGICO

(Regla PCT 13bis)

A Las indicaciones realizadas a continuacion se refieren al microorganismo depositado u otro material bioldgico referido e1
la descripcion en la pagina 7 linea _47
B. IDENTIFICACION DEL DEPOSITO Otros depésitos se identifican en una hoja adicional ]

INombre de la institucion del depdsito
DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH

Direccion de la institucion del deposito (incluye codigo postal y pais)
Inhoffenstr. 7 B

38124 Braunschweig

DE

Fecha del depdsito: NOm. de acceso
21 _de junio de 2010 DSM ACC3067

C. INDICACIONES ADICIONALES (dejar en blanco si no es aplicable) Esta informacion continua en una hoja adicional D

« Mieloma de raton (Mus musculus) P3X63Ag8.653 fusionado con esplenocitos de raton (Mus musculus)
* Hibridoma secretor de anticuerpo contra CLDONG humana

D. ESTADOS DESIGNADOS PARA LOS CUALES SE REALIZAN LAS INDICACIONES(en caso de que las indicacione!
no sean para todos los Estados designados)

E. PROVISION DE INDICACIONES SEPARADAS (dejar en blanco si no es aplicable)

Las indicaciones mencionadas anteriormente se enviaran al Burd Internacional mas tarde (especificar la naturaleza general
de |as indicaciones, por ejemplo “Numero de Acceso del Deposito”)

_____Parauso exclusivo de la Oficina de recepcion Para uso exclusivo del Buro Internacional

O Esta hoja se recibié con la solicitud interacional D Esta hoja se recibié por el Burd Intemnacional el

Oficial autorizado Oficial autorizado

Formulario PCT/RO/134 (Julio de 1998, reimpreso Enero de 2004)
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1) El nombre y la direccién de la institucion depositaria para los depdsitos son:

DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH

Inhoffenstr. 7 B

38124 Braunschweig

DE

Fecha de los depésitos |[Numeros de Acceso |Las indicaciones que se hacen mas abajo se refieren al

21 de junio de 2010
21 de junio de 2010
21 de junio de 2010
21 de junio de 2010
21 de junio de 2010
21 de junio de 2010
31 de agosto de 2010
31 de agosto de 2010

DSM ACC3068
DSM ACC3069
DSM ACC3070
DSM ACC3071
DSM ACC3072
DSM ACC3073
DSM ACC3089
DSM ACC3090

microorganismo depositado en la descripcion en la(s)
pagina(s) siguiente(s)

pagina 7, linea 48
pagina 7, linea 49
pagina 7, linea 50
pagina 7, linea 51
pagina 7, linea 52
pagina 7, linea 53
pagina 7, linea 54
pagina 7, linea 55

Indicaciones adicionales para todos los depésitos mencionados anteriormente:

e Mieloma de ratén (Mus musculus) P3X63Ag8.653 fusionado con esplenocitos de ratén (Mus musculus)
e Hibridoma secretor de anticuerpo contra CLDN6 humana

2) Depositario:

Todos los depdsitos mencionados anteriormente se realizaron por:

Ganymed Pharmaceuticals AG
FreiligrathstralRe 12

55131 Mainz

DE
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Lista de Secuencias

<110> Ganymed Pharmaceuticals AG et al.
<120> Anticuerpos para el tratamiento de cancer
<130> 342-52 PCT

<150> EP 09 014 136.7
<151>2009-11-11

<150> EP 10 006 956.6
<151>2010-07-06

<150> US 61/361,618
<151>2010-07-06

<150> US 61/260,202
<151>2009-11-11

<160> 53

<170> PatentIn versién 3.5
<210>1

<211> 1369

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1

cgacactcgg
atggcctctg
ggcctggtcet
gtggtggccec
cagatgcagt
cgtgeccctct
ggggccaagt
tctgggattg
catgccatca
ggggcctecece
ctgtgctgca
tcaacatctg
tgacgtggag
aacagctttg
gaggatattt
gctctgetgt

atcttgacat

cctaggaatt
ccggaatgca
cctgtgcect
aggtggtgtg
gcaaggtgta
gtgtcatcgc
gtaccacctg
tctttgtcat
tccgggactt
tctacttggg
cttgccecte
ccecctgecat
gggaatgggg

ggatgggttce

aaaattcatt
ttctcaccct

gcccatctta

tcecttatet
gatcctggga
gcccatgtgg
ggagggcctg
cgactcactg
cctcecttgtg
tgtggaggag
ctcaggggtc
ctataacccc
ctgggcggcec
gggggggtcc

ctctecggggg

gctecgetgg
gtaccttttyg
tgaaaactga
tggatgatgg

gaagccagtc

ccttegeagt
gtcgtcctga
aaggtgaccg
tggatgtcct
ctggcgcetge
gccctgttcg
aaggattcca
ctgacgctaa
ctggtggctg
tcaggcecttt
cagggcccca
ccctetgagt
cgctagagcc
tttctgccte
gccaaggtgt
agccaaagag

aagctatgga

gcagctcctt
cactgctggg
ctttcatcgg
gcgtggtgcea
cacaggacct
gcttgctggt
aggcccgect
tcececegtgtyg
aggcccaaaa
tgttgctggg
gccattacat
accctaccaa
atccagaagt
ctgctatttt
tgactcagac
gggatgcttt

actaatgcgg

57

caacctcgcce
ctgggtgaat
caacagcatc
gagcaccggc
gcaggctgca
ctaccttgct
ggtgctcacc
ctggacggcg
gcgggagctg
tggggggttyg
ggcccgctac
gaattacgtc
ggcagtgccce
tcttttgact
tctcacttag
gagattctgg

aggctgcttg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

B840

900

960

1020
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ctgtgctggce
gggcttcect
tctettecace
tctgacctcet
atgtagaccc

cccectttac

<210> 2
<211> 220
<212> PRT

tttgcaacaa
agatgtcact
cctggaaaaa
gtttccteeg
ccgcccccac

actcacattt

<213> Homo sapiens

<400> 2

Met Ala

Gly Trp

Thr Ala

Ser

val

Phe

Ala Gly

Asn
20

Gly

‘Ile Gly

35

Leu
50

Gly

Lys Val

65

Arg Ala

val

Tyr

Ser Lys

Trp

Tyr

Leu

Leu

Ala

Met Ser

Ser

Asp

val
85

Cys

Ala
100

Gly

Arg Leu

115

Gly Val

130

Arg
145

Asp

Gly Ala

Leu

Phe

Ser

Thr Leu

Tyr Asn

Leu Tyr

165

gacagactgt
ggacagctgce
caaatgatct
tcctgataag
ctccaacact

ttatcaaata

Met Gln

Leu Val
Asn

Ser

val
55

Cys

Leu
70

Leu
Ile Ala
Ala

Lys

Val Leu

Ile

Ser

Ile

40

Val

Ala

Leu

Cys

Thr
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ccccaagagt
cccecatect
gttaacaaag
acgtccaccce
gcacccttct

aagcatgttt

Leu Gly

10

Cys Ala

25

vVal val

Gln

Ser

Leu Pro

val

Leu

Ala

Thr

Gln

tcetgetget
actcaggtct
gactgcccac
cccagggeca
gccctgcccc

tgttagtgc

Val Leu

Pro Met

Gln Vval

45

Gly Gln

60

Asp Leu

75

val
90

Leu

Thr
105

Thr

Ser Gly

120

Ile Pro

135

Pro Leu

150

Leu Gly

val

val

Trp

Cys Trp

Ala Glu

Ala

Cys

Ile

Thr

Ala

Leu Phe

vVal Glu

val Phe

125

Ala His

140

Gln Lys

155

Ala Ala

170

Ser

Gly Leu

58

gctgggggct
ctggagctcce
ctccggaact
ggtcccagcet

cctcgtctea

Thr

Trp

30

val

Met

Gln

Gly

Glu

110

val

Ala

Arg

Leu

Leu

15

Lys

Trp

Gln

Ala

Leu

Lys

Ile

Ile

Glu

Leu
175

Leu

Val

Glu

Cys

Ala

80

Leu

Asp

Ser

Ile

Leu

160

Leu

1080

1140

1200

1260

1320

1369
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Gly Gly Gly Leu Leu Cys Cys Thr Cys Pro ser Gly Gly Ser Gln Gly
185

180

190

Pro Ser His Tyr Met Ala Arg.Tyr Ser Thr Ser Ala Pro Ala Ile Ser

195

200

205

Arg Gly Pro Ser Glu Tyr Pro Thr Lys Asn Tyr Val

210

<210> 3
<211> 805
<212> ADN
<213> Artificial

<220>>

<223> secuencia de acido nucleico optimizada por codones que codifica claudina 6 humana

<400> 3
caagcgcgte
agcttgccac
gctgggtgaa
gcaacagcat
agagcaccgg
tgcaggccge
tgtacctcge
tggtcctgac
gctggaccge
agagagagct
gcggaggect
tggcccggta
agaactacgt

tcgtattacg

<210>>4
<211> 165
<212>> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico optimizada por codones que codifica el bucle 2 extracelular (EC2) previsto de

aattaaccct
catggccagce
cggcctggtg
cgtggtggcce
ccagatgcag
cagagccctg
tggcgccaag
aagcggcatce
ccacgccatc
gggcgccage
gctgtgetgt
cagcaccagc
gtgataggaa

tcgegcetcac

claudina 6 humana

<400> 4

215

cactaaaggg
gccggcatge
tcctgegecece
caggtcgtgt
tgcaaggtgt
tgtgtgatcg
tgcaccacct
gtgttcgtga
atccgggact
ctgtatctgg
acatgteccta
gccectgeca
ttcgagctcet

tggcc

aacaaaagct
agatcctggg
tgcccatgtg
gggagggcct
acgacagcct
ccctgetggt
gtgtggagga
tcagecggegt
tctacaaccc
gatgggcecge
gcggeggcte
tcagcagagg

tatggcgege

220

gttaattaac
agtggtgctg
gaaagtgacc
gtggatgagc
gctggceccctg
cgecectgtte
aaaggacagc
gctgacactg
tctggtggcece
ctcaggactg
ccagggccct
ccccagcgag

ccaattcgcc

taaggtacca
aécctgctgg
gccttcateg
tgtgtggtgce
cctcaggatc
ggcctgetgg
aaggcccggce
atccccgtgt
gaggcccaga
ctgetgetgg
agccactaca
taccccacca

ctatagtgag

ggcgcgccaa ggtaccaagc ttgccaccat ggaaaccgac accctgetgce tgtgggtget

gctcctgtgg gtecccaggect ctacaggcga cgccgceccag cccagagact tctacaaccce

cctggtggce gaggcccaga agctcgagtc tagagggtta attaa

59

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

805

60

120

165
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<210>5
<211> 38
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> 2do bucle extracelular previsto de claudina 6 humana que contiene una secuencia lider de Ig kappa

<220>

<221> SENAL

<222>> (1)..(21)

<223> secuencia lider de Ig kappa

<220>

<221> DOMINIO

<222>> (26)..(38)

<223> 2do bucle extracelular (EC2) previsto de claudina 6 humana

<400> 5

Met Glu Thr Asp Thr Leu Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu Trp Val Pro
1 5 10 15

Gly Ser Thr Gly Asp Ala Ala Gln Pro Arg Asp Phe Tyr Asn Pro Leu
20 25 30

Val Ala Glu Ala Gln Lys
35

<210> 6

<211>13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6
Arg Asp Phe Tyr Asn Pro Leu Val Ala Glu Ala Gln Lys
1 5 10

<210>7

<211>53

c212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 7

Pro Met Trp Lys Val Thr Ala Phe Ile Gly Asn Ser Ile Val Val Ala
1 5 10 15

Gln Val val Trp Glu Gly Leu Trp Met Ser Cys Val Val Gln Ser Thr
20 25 30

Gly Gln Met Gln Cys Lys Val Tyr Asp Ser Leu Leu Ala Leu Pro Gln
35 40 45

Asp Leu Gln Ala Ala
50

<210> 8
<211> 220

60
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<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>

<221> VARIANTE

<222> (143)..(143)
<223> polimorfismo de claudina 6 1143V humana

<400> 8

Met

1

Gly

Thr

Gly

Lys

65

Arg

Val

Ser

Gly

Arg

145

Gly

Gly

Pro

Arg

<210>9
<211>2

Ala

Trp

Ala

Leu

50

val

Ala

Tyr

Lys

val

130

Asp

Ala

Gly

Ser

Gly
210

17

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 9

Ser

Val

Phe
35

Trp

Tyr

Leu

Leu

Ala

115

Leu

Phe

Ser

Gly

His
195

Pro

Ala

Asn

20

Ile

Met

Asp

Cys

Ala

100

Arg

Thr

TYyr

Leu

Leu
180

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gly

Ser

Ser

Vval

Gly

Leu

Leu

Asn

Tyr
165

Leu

Met

Glu

Met

Leu

Asn

Cys

Leu

70

Ile

Ala

Val

Ile

Pro

150

Leu

Cys

Ala

Tyr

Gln

val

Ser

val

55

Leu

Ala

Lys

Leu

Pro

135

Leu

Gly

Arg

Pro
215

Ile

Ser

Ile

Val

Ala

Leu

Cys

Thr

120

Val

val

Trp

Thr

Tyr
200

Thr

ES 2 649 389 T3

Leu

Cys

25

Val

Gln

Leu

Leu

Thr

105

Ser

Cys

Ala

Ala

Cys
185

Ser

Lys

Gly

10

Ala

Val

Ser

Pro

Val

90

Thr

Gly

Trp

Glu

Ala
170

Pro

Thr

Asn

val

Leu

Ala

Thr

Gln

75

Ala

Cys

Ile

Thr

Ala

155

Ser

Ser

Ser

Tyr

vVal

Pr_o

Gln

Gly

60

Asp

Leu

val

val

Ala

140

Gln

Gly

Gly

Ala

val
220

61

Leu

Met

Val

45

Gln

Leu

Phe

Glu

Phe

125

His

Lys

Leu

Gly

Pro
205

Thr

Trp

30

vVal

Met

Gln

Gly

Glu

110

val

Ala

Arg

Leu

Ser
190

Ala

Leu

15

Lys

Trp

Gln

Ala

Leu

95

Lys

Ile

val

Glu

Leu
175

Gln

Ile

Leu

val

Glu

Cys

Ala

80

Leu

Asp

Ser

Ile

Leu

160

Leu

Gly

Ser
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Met

Gly

Thr

Gly

Lys

65

Arg

val

Ala

Gly

Gln

145

Gly

Gly

Pro

Ser

Ala

Trp

Ala

Leu

50

vVal

Ala

Ala

Lys

Ile

130

Asp

Ala

Gly

Arg

Gly
210

<210>10

<211> 209
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 10

Ser

Leu

Phe
35

Trp

Tyr

Leu

Ile

Ala

115

Leu

Phe

Ser

Gly

Gly

195

Leu

Thr

Gly

20

Ile

Met

Asp

Cys

Thr

100

Arg

val

Tyr

Leu

Leu

180

Pro

Asp

Gly

Thr

Gly

Ser

Ser

val

85

Gly

Ile

Leu

Asn

Tyr

165

Leu

Arg

Lys

Leu Glu

Leu Val

Asn Ser

Cys Vval

55

Leu Leu
70

Ile Ala

Ala Gln

val Leu

Ile Pro

135

Pro Leu

150

Leu Gly

Cys Cys

Leu Gly

Arg Asp
215

Leu

Ser

Ile

40

Vval

Ala

Leu

Cys

Thr

120

val

val

Trp

Thr

Tyr
200

Tyr

Leu

Cys

25

val

Gln

Leu

Leu

Thr

105

Ala

Cys

Ala

Ala

Cys

185

Ser

Val

ES 2 649 389 T3

Gly

10

Ala

Val

Ser

Pro

Leu

90

Thr

Gly

Trp

Glu

Ala

170

Pro

Ile

Met

Leu

Ala

Thr

Gln

75

Ala

Cys

val

Thr

Ala

155

Ala

Pro

Pro

Thr

Pro

Gln

Gly

Asp

Leu

Val

Ile

Ala

140

Leu

Ala

Pro

Ser

62

Leu

Leu

Val

45

Gln

Leu

Leu

Glu

Leu

125

His

Lys

Leu

Gln

Arg
205

Ala

Trp

30

Val

Met

Gln

Gly

Asp

110

Leu

Ala

Arg

Leu

val

190

Ser

val Leu
15

Lys Val

Trp Glu

Gln Cys

Ala Ala
80

Leu Leu
95

Glu Gly

Leu Ala

Ile Ile

Glu Leu

160

Met Leu
175

Glu Arg

Gly Ala
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Met

Gly

Thr

Gly

Lys

65

aArg

Leu

Ala

Gly

Gln

145

Gly

Gly

Tyr

Val

Ala

Trp

Ala

Leu

50

Val

Ala

Ser

Lys

Leu

130

Asp

Ala

Gly

Ser

<210> 11

<211> 220
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 11

Ser

Leu

Phe
35

Trp

Tyr

Leu

val

Ala

115

Met

Phe

Ser

Gly

Ala
185

Met

Ala

20

Ile

Met

Asp

val

val

100

Lys

val

Tyr

Leu

Leu
180

Lys

Gly

vVal

Gly

Asn

Ser

Ile

85

Gly

Thr

Ile

Asn

Tyr
165

Leu

Tyr

Leu

Met

Ser

Cys

Leu

70

Ile

Gly

Met

val

Pro

150

vVal

Cys

Ser

Gln

Leu

Asn

val

55

Leu

Ser

Lys

Ile

Pro

135

Leu

Gly

Cys

Ala

val

Cys

Ile

40

val

Ala

Iie

Cys

Val

120

vVal

val

Trp

BAsn

Ala
200

Met

Cys

25

Vval

Gln

Leu

Ile

Thr

105

Ala

Ser

Ala

Ala

Cys
185

Arg

ES 2 649 389 T3

Gly

10

Ala

Thr

Ser

Pro

val

90

Asn

Gly

Trp

Ser

Ala

170

Pro

Ser

Ile

Leu

Ser

Thr

Gln

75

Ala

Cys

val

Thr

Gly

155

Ser

Pro

Ala

hla

Pro

Gln

Gly

60

Asp

Ala

Leu

val

Ala

140

Gln

Gly

Arg

Ala

63

Leu

Met

Thr

45

Gln

Leu

Leu

Glu

Phe

125

His

Lys

Leu

Thr

Ala
205

Ala

Trp

30

Ile

Met

Gln

Gly

Asp

110

Leu

Asn

Arg

Leu

Asp
150

Ser

val

15

aArg

Trp

Gln

Ala

Val

Glu

Leu

Ile

Glu

Leu

175

Lys

Asn

Leu

vVal

Glu

Cys

Ala

80

Leu

Ser

Ala

Ile

Met

160

Leu

Pro

TYY
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Met

Trp

Ala

Leu

Val

Ala

Ala

Lys

Leu

Asp

145

Ala

Gly

Ala

Ser

Ser

Leu

Phe

Trp

50

Tyr

Leu

Leu

Ala

Leu

130

Phe

Gly

Ala

Thr

Leu
210

<210> 12
<211> 159
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico optimizada por codones que codifica el bucle 1 extracelular (EC1) previsto de

Met

Gly

Ile

35

Met

Asp

Ile

val

Lys

115

Thr

TyT

Leu

Leu

Lys
195

Gly

Gly

Thr

20

Gly

Asn

Ser

val

Gly

100

Ile

Leu

Asn

Tyr

Leu
180

Val

Thxr

claudina 6 humana
<400> 12

cccatgtgga aagbgaccgce cttcatcgge aacagcateg tggtggccca ggtggtctgg

gagggecotgt ggatgagetg cgtggtgcag agecaccggec agatgecagtg caaggtgtac

Leu

Ile

Ser

cys

Leu

val

85

Ala

Thr

val

Pro

Val

165

Cys

val

Gly

Glu

val

Asn

val

Leu

70

Ala

Gln

Ile

Pro

Val

150

Gly

Cys

Tyr

TyTr

Ile

Cys

Ile

val

55

Ala

Ile

Cys

Val

Val

135

Val

Trp

Ser

ser

Asp
21s

Thr

Cys

Tle

40

Gln

Leu

Leu

Thr

Ala

120

Ser

Pro

Ala

Cys

Ala
200

Arg

Gly

Ala

25

Thr

Ser

Pro

Leu

Asn

105

Gly

Trp

Glu

Ala

Pro
185

Pro

Lys

ES 2 649 389 T3

Thr

10

Leu

Ser

Thr

Gln

Ala

20

Cys

Val

Ser

Ala

Ala

170

BPro

Arg

Asp

Ala

Pro

Gln

Gly

Asp

75

Ala

val

Leu

Ala

Gln

155

Ala

Arg

Ser

Tyr

gacagcctge tggecctgee teaggateotyg caggetgcet

Leu

Met

Asn

Gln

60

Leu

Phe

Gln

Phe

AsTl

140

Lys

Leu

Glu

Thr

val
229

64

Ala

Trp

Ile

45

Met

Gln

Gly

Asp

Leu

125

Thr

Arg

Gln

Lys

Gly
205

Val

Arg

30

Trp

Gln

Ala

Leu

Asp

110

Leu

Ile

Glu

Leu

Lys
130

Pro

Leu

15

val

Glu

Cys

Ala

Leu

Thr

Ala

Ile

Met

Leu
175

Tyr

Gly

Gly

Ser

Gly

Lys

Arg

80

Val

Ala

Rla

Arg

Gly

160

Gly

Thr

Ala

60

120

158
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ES 2 649 389 T3

<210> 13
<211> 106
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> 1er bucle extracelular previsto de claudina 6 humana que contiene una secuencia lider de Ig kappa

<220>

<221> Senal

<222> (1)..(21)

<223> secuencia lider de Ig kappa

<220>

<221> Dominio

<222> (26)..(78)

<223> 1er bucle extracelular (EC1) previsto de claudina 6 humana

<400> 13

Met Glu Thr Asp Thr Leu Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu Trp Val Pro

1 5 10 15

Gly Ser Thr Gly Asp Ala Ala Gln Pro Pro Met Trp Lys Val Thr Ala

20 25 30

Phe Ile Gly Asn Ser Ile val val Ala Gln val val Trp Glu Gly Leu

35 40 45

Trp Met Ser Cys Val Val Gln Ser Thr Gly Gln Met Gln Cys Lys Val

50 55 60

Tyr Asp Ser Leu Leu ala Léu Pro Gln Asp Leu Gln Ala Ala Leu Glu

65 70 75

BO

Ser Arg Gly Pro Phe Glu Gln Lys Leu Ile Ser Glu Glu Asp Leu Asn

85 90 95

Met His Thr Gly His His His His His His
100 105

<210> 14

<211>13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14

Pro Met Trp Lys Val Thr Ala Phe Ile Gly Asn Ser Ile
1 5 10

<210> 15

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 15

Met Trp Lys Val Thr Ala Phe Ile Gly Asn Ser Ile Val Val Ala
1 5 10 15
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ES 2 649 389 T3

<210> 16
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 16
tccatgacgt tcctgacgtt

<210> 17

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 17
gagaaagctt gccgecacca tgggatggag ctggatcttt ctc

<210> 18

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 18
gagagggccc ttggtggagg ctgaagagac tgtgagagtg gtg

<210> 19

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 19
gagagggccc ttggtggagg ctgaggagac tgtgagagtg gtg

<210> 20

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 20
gagagggccc ttggtggagg ctgaggagac tgtgagagtg

<210> 21

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 21
gagaaagctt gccgccacca tgcattttca agtgcagatt ttcage

20

43

43

43

43

46

66
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<210> 22
<211>33

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido

<400> 22

cacacgtacg tttgatttcc agcttggtgce ctc

<210> 23
<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido

<400> 23

cacacgtacg tttgatttcc agcttggtge

<210> 24
<211>993

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 24

gcectecacca
ggcacagccg
tggaacagcg
ggcctgtaca
tacatctgca
aagagctgcg
ccragegtgt
gaggtgacct
tacgtggacg
agcacctaca
gaatacaagt
aaggccaagg
atgaccaaga
gccgtggagt
ctggacageg
cagcagggca

cagaagtcce

<210> 25
<211> 330
<212> PRT

agggcccaag
ccctgggcectg
gagccctgac
gcctgagcag
acgtgaacca
acaagaccca
tocctgttocce
gcgtggtggt
gcgtggaggt
gggtggtgtc
gcaaggtctc
gccagccacg
accaggtgtc
gggagagcaa
acggcagctt
acgtgttcag

tgagcctgag

<213> Homo sapiens

<400> 25

cgbgttecece
cctggtgaag
cteccggegtg
cgtggtgacc
caagcccagce
cacctgccec
ccccaagece
ggacgtgagce
gcacaacgcce
cgtgctgacc
caacaaggcc
ggagccccag
cctgacctgt
cggccageed
cttcoctgtac
ctgcagegtyg

cccegygcaag

ES 2 649 389 T3

33

33

ctggceccca
gactacttcc
cacaccttec
gtgcccagea
aacaccaagg
ccectgeecag
aaggacaccc
cacgaggacce
aagaccaagc
gtgctgcace
ctgccagece
gtgtacacce
ctggtgaagyg
gagaacaact
agcaagctga
atgcacgagg

tag

gcagcaagag
ccgagcccgt
ccgccecgtget
gcagcctggg
tggacaagag
cceccagagcet
téatgatcag
cagaggtgaa
ccagagagga
aggactggct
ccatcgaaaa
tgccccoccag
gcttctacce
acaagaccac
cegtggacaa

ccctgcacaa

67

caccagoggco
gaccgtgage
gcagagcagco
cacccagacc
agtggagece
getgggegga
caggacaced
gttcaactgg
gcagtacaac
gaacggcaag
gaccatcagce
<cgggaggag
cagcgacatc
ccccccagtg

gtccaggtgg

ccactacacc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

993
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Ala

Ser

Phe

Gly

Leun
65

Tyr

Brg

Pro

Lys

Val

145

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

225

Met

Pro

Asn

Leu

val
305

Ser

Thr

Pro

val
50

Ser

Ile

val

Ala

Pro

130

val

Val

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

290

Phe

Thr

Ser

Glu
35

His

Ser

Cys

Glu

Pro

115

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

195

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

275

Ser

Ser

Lys

Gly

20

Pro

Thr

val

Asn

Pro

100

Glu

ASp

Asp

Gly

Asn

180

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

260

Thr

Lys

Cys

Gly

Gly

Vval

Phe

val

Val

85

Lys

Leu

Thr

val

Val

165

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Leu

Ser

ES 2 649 389 T3

Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys
10 15

Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr
25 30

Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser
49 45

Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser
55 60

Thr Val Pre Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr
70 75 80

Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys val Asp Lys

Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys
105 110

Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro
120 125

Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu val Thr Cys
135 140

Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp
150 155 160

Glu Val His Asn Ale Lys Thr Lys Pro Arg Glu
170 175

Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu
185 190

Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn
200 205

Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly
215 220

Gln Val Tyr Thr Leu Prc Pro Ser Arg Glu Glu
230 235 240

Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Fhe Tyr
250 255

Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn
265 270

Pro Pro vVal Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe
280 285

Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln CGln Gly Asn
295 300

Val Met His Glu Rla Leu His Asn His Tyr Thr
310 315 320
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ES 2 649 389 T3

Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

325

<210> 26

<211> 324

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 26
cgtacggtgg ccgctcccayg cgtgtteatce
ggcaccgcca gecgtggbtgtg ccetgetgaac
tggaaggtgg acaacgccct gcagagcggce
agcaaggact ccacctacag cctgagcage
aagcacaagg tgtacgcctg cgaggtgacce
agcttcaaca ggggcgagtg ctag

<210> 27

<211>107

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 27
Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val
1 5
Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser

20
Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln
35 40
Ser Gly Asn Ser Glmn Glu Ser Val
50 55
Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu
€5 70
Lys His Lys val Tyr Ala Cys Glu
85
Pro vVal Thr Lys Ser Phe Asn Arg
100

<210> 28

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido

<220>

<221> misc_feature
<222> (31).. (32)

330

tteoceccocea
aacttctacc
aacagccagg
accctgacee

caccagggec

Phe Ile Phe
10

val val Cys
25

Trp Lys Val

Thr Glu Gln

Thr Leu Ser
75

val Thr His
g0

Gly Glu Cys
105

gcgacgagca

ccegggaggcoe

agagcgtcac

tgagcaaggc

tgtececagcec

Pro

Leu

Asp

Asp

&0

Lys

Gln

69

Pro

Leu

Asn

45

Ser

Ala

Gly

Ser

Asn

30

Ala

Lys

Asp

Leu

gctgaagtcc
caaggtgcag
cgagcaggac
cgactacgag

cgtgaccaag

Asp

15

Asn

Leu

Asp

Tyr

Ser

Glu

Phe

Gln

Ser

Glu

80

Ser

60

120

180

240

300

324
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ES 2 649 389 T3

<223> cualquier nucleétido

<400> 28
tttttttttt tttttttttt tittttttt nn 32

<210> 29

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 29
aagcagtggt atcaacgcag agtacgcggg 30

<210> 30

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 30
ctgctcactg gatggtggga agatgg 26

<210> 31

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 31
acaggggcca gtggatagac cgatg 25

<210> 32

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 32
gtaatacgac tcactatagg gcaagcagtg gtatcaacgc agagt

<210> 33

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 33
gtaatacgac tcactatagg gc 22

<210> 34

<211> 117

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

45
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<220>

<223> Secuencia VH de anticuerpo

<400> 34

Glu

1

Ser

Thr

Gly

Lys

65

Met

Ala

Leu

val

Met

Met

Leu

50

Gly

Glu

Arg

Thr

<210> 35

<211>107
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>

Gln

Lys

Asn

Tle

Lys

Leu

Asp

val
1158

Leu

Ile
20

Trp

Asn

Ala

Leu

TYyY
100

Ser

Gln

Ser

val

Pro

Thr

Ser

Gly

ser

Gln

Cys

Lys

Tyr

Leu

Leu

Tyr

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Val

<223> Secuencia VL de anticuerpo

<400> 35

Gln
1

Glu

His

Ser

Gly

Asp

Thr

Ile

Lys

Trp

Thr

50

Ser

Ala

Phe

val

Val

Phe

35

Ser

Gly

Ala

Gly

Leu

Thr

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly
100

Thr Gln Ser

5

Ile

Gln

Leu

Ser

Tyzr
85

Gly

Thr

Lys

Pro

Tyr
70

Tyr

Thr

Cys

Pro

Ser

Ser

Cys

Lys

Gly

Ala

Ser

40

Gly

Ile

Ser

Leu

Pro

Ser

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Leu

ES 2 649 389 T3

Pro Glu
10

Ser Gly
25

His Gly

Gly Thr

Asp Lys

Glu Asp
20

Asp Tyr
105

Ala Ile
10

Ala Ser
25

Thr Ser

Val Pro

Thr Ile

Gln Arg

20

Glu Tle
105

Leu Val

Tyr Ser

Lys Asn

Ser Tyr

Ser Ser

75

Ser Ala

Trp Gly

Met Ser

Ser Ser

Pro Lys

Ala Arg

Ser Arg

75

Ser Ile

Lys

60

60

71

Lys

Phe

Leu

Asn

Ser

val

Gln

Ala

Vval

Leu

45

Phe

Met

Tyr

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Ser

Ser
30

Trp

Gly

Glu

Pro

Gly
15

Gly

Trp

Lys

Ala

Tyxr
95

Thr

Pro
15

Tyr

Val

Gly

Ala

Pro
95

Ala

Tyr

Tle

Phe

Tvr

80

Cys

Thr

Gly

Leu

Tyr

Ser

Glu

Trp
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<210> 36

<211> 117
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia VH de anticuerpo

<400> 36

Glu val Gln

1

Ser

Thr

Gly

Lys

65

Met

Ala

Leu

<210> 37

Met Lys

Met Asn

35

Leu Ile
=1¢]

Gly Lys

Glu Leu

Arg Asp

Thr Val

115

<211>107
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia VL de anticuerpo

<400> 37

Leu

Ile

Trp

Asn

Ala

Leu

Tyr
100

Ser

Gln Ile Val Leu Thr

1

Glu

Hisg

Ser

Gly

Asp

Thr

Lys

Trp

Thr

50

Ser

Ala

Phe

5

Val Thr Ile

20

Phe Gln Gln

35

Ser Asn Leu

Gly Thr Ser

Ala Thr Tyr

85

Gly Gly Gly
100

Gln

Ser

vVal

Pro

Thr

Ser

Gly

Ser

Gln

Thr

Lys

Ala

Tyr
70

Tyr

Thr

Gln

Cys

Lys

Tyr

Leu
70

Leu

Phe

Ser

Cys

Pro

Ser

55

Ser

Cys

Lys

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Val

Pro

Ser

Gly Pro

Ala Ser
25

Ser His
40

Gly Gly

Val Asp

Ser Glu

Leu Asp
105

Ser Ile
10

Ala Ser

- 25

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Leu

Thy Ser

val Pro

Thr Ile

Glnn Arg

90

Glu Ile
105

ES 2 649 389 T3

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

Tyr

Met

Ser

Pro

Ala

Ser

75

Ser

Lys

75

Ser

Ser

Lys

Arg

60

Arg

Asn

Leu Val

Tyr Ser

Lys Asn

Ile Tyr

80

Ser Ser

Ser Ala

Trp Gly

val Se

Val Se

Leu Cys

45

Phe Se

Val Al

Tyr Pro

72

Lys

Phe

Leu

45

AsSn

Ser

Vval

Gln

Pro Gly
15

Thr Gly
30

Glu Trp

Gln Lys

Thr Ala

Tvr Tyr
85

Gly Thr
110

r Pro Gly

15

r Tyr Met

Ile Tyr

r Gly Arg

a Ala Glu

85

80

Pro Trp

Ala

Tyt

Ile

Phe

Tyr
8o

Cys

Thr
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<210> 38
<211> 117
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Secuencia VH de anticuerpo
<400> 38
Glu val Gln Leu Gln Gln Ser Gly
1 E
Ser Met Lys Ile Ser Cys Lys Ala
20
Thr Met Asn Trp Val Lys Gln Ser
35 40
Gly Leu Ile Asn Pro Tyr Asn Gly
50 S5
Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr val
65 70
Met Glu Leu Leu Ser Leu Thr Ser
85
Ala Arg Asp Phe Gly Tyr Val Leu
100
Leu Thr Val Ser Ser
- 115 -
<210> 39
<211>107
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia VL de anticuerpo

<400> 39

Pro

Ser

His

Gly

Asp

Glu

Asp
105

ES 2 649 389 T3

Glu Leu Val Lys
10

Gly Tyr Ser Phe

Gly Lys Asn Leu
45

Ile Ile Tyr Asn
60

Lys Ser Ser Ser
75

Asp Ser Ala Val
20

Tyr Trp Gly Gln

73

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Phe

Gly
110

Gly
15

Gly

Trp

Lys

Ala

YT
85

Thr

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr
80

Cys

Thr
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Gln Ile

Glu Lys

His Trp

Ser Thr
50

Gly Ser
€5

Asp Ala

Thr Phe

<210> 40
<211> 117
<212> PRT

val

Val

Phe

35

Ser

Gly

Ala

Gly

Leu

Thr

20

Gin

Asn

Thr

Thr

Gly
100

Thr

Ile

Gln

Leu

Ser

Tyr
85

Gly

<213> Secuencia Artificial

<220>

Gln

Thr

Lys

Ala

Tyr
70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Pro

Ser

55

Ser

Cys

Lys

<223> Secuencia VH de anticuerpo

<400> 40

Glu val
1

Ser Met

Thr Leu

Gly Leu

50

Lys Asp

65

Met Glu

Ala Arg

Leu Thr

<210> 41
<211> 107

Gln

Lys

Asn

35

Ile

Lys

Leu

Asp

Val
115

Leu

Ile

Trp

Asn

Ala

Leu

Tyxr
100

Ser

Gln

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Gly

Ser

Gln

Cys

Lys

Tyr

Leu

70

Leu

Tyr

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Thr

val

Pro

Ser

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Leu

Arg

Ala

Ser

40

Gly

val

Ser

Phe

ES 2 649 389 T3

Ala

Ala

25

Thr

val

Thr

Gln

Glu
105

Pro

Ser

25

His

Gly

Asp

Glu

Asp
105

Ile

10

Ser

Ser

Pro

Ile

Arg

S0

Ile

Glu

Gly

Gly

Ser

Lys

Asp

20

Tyr

Met Ser

Ser Ser

Pro Lys

Ala Arg

60

Ser Arg

75

Ser Thr

Lys

Leu

Tyr

Lys

Ser

S5er

75

Ser

Trp

val

Ser

Asn

YT

60

Ser

Ala

Gly

74

Ala

Val

Leu

Phe

val

Tyr

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Gln

Ser Pro
15

Ser Tyr

30

Trp Ile

Ser Gly

Ala Ala

Pro Pro
95

Pro Gly

Thr Gly
30

Glu Trp

Gln Lys

Thr Ala

Tyr Tyr
95

Gly Thr
110

Gly

Met

Tyr

Ser

Glu

a0

Trp

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr
80

Cys

Thr
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<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Secuencia VL de anticuerpo

<400> 41

Gln Ile val
1

Glu Lys Val

His Trp Phe
35

Ser Thr Ser
50

Gly Ser Gly
65

Asp Ala Ala

Thr Phe Gly

<210>42
<211>5
<212> PRT

Leu Thr Gln Ser

5

Thr Ile
20

Gln Leu

Thr

Lys

cys

Pro

Asn Leu Ala Ser

55

Thr Ser Tyr Ser

Thr Tyr
85

Gly Gly
100

<213> Secuencia Artificial

<220>

70

Tyr

Thr

Cys

Lys

ES 2 649 389 T3

Pro Ala Ile Met Ser Ala Ser
10

Ser Ala Ser Ser Ser vVal Asn
25 30

Gly Thr Ser Pro Lys Leu Leu
40 45

Gly Val Pro Ala Arg Phe Ser
60

Leu Thr Ile Ser Arg Met Glu
75

Pro Gly

Tyr Met

Ile Tyr

Gly Arg

Ala Glu

80

Gln Gln Arg Asn Asn Tyr Pro Pro Trp

90

Leu Glu Ile Lys
105

<223> Secuencia CDR3 de VH de anticuerpo

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(1)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido aromatico, con mayor preferencia Phe o Tyr, con

preferencia superlativa Tyr

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (3)..(3)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido aromatico, con mayor preferencia Phe o Tyr, con

preferencia superlativa Tyr

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (5)..(5)

95

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente Leu o Phe, con mayor preferencia Leu

<400> 42

Xaa Gly Xaa Vval Xaa

1

5

75
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ES 2 649 389 T3

<210> 43

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia CDR3 de VH de anticuerpo

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (2)..(2)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido aromatico, con mayor preferencia Phe o Tyr, con
preferencia superlativa Tyr

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (4)..(4)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido aromatico, con mayor preferencia Phe o Tyr, con
preferencia superlativa Tyr

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (6)..(6)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente Leu o Phe, con mayor preferencia Leu

<400> 43

Asp Xaa Gly Xaa Val Xaa
1 5

<210> 44

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia CDR3 de VH de anticuerpo

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(1)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido aromatico, con mayor preferencia Phe o Tyr, con
preferencia superlativa Tyr

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (3)..(3)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido aromatico, con mayor preferencia Phe o Tyr, con
preferencia superlativa Tyr

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (5).. (5)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente Leu o Phe, con mayor preferencia Leu

<400> 44
Xaa Gly Xaa val Xaa Asp
1 5

<210>45
<211>7

<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

76
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ES 2 649 389 T3

<223> Secuencia CDR3 de VH de anticuerpo

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (2)..(2)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido aromatico, con mayor preferencia Phe o Tyr, con
preferencia superlativa Tyr

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (4)..(4)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido aromatico, con mayor preferencia Phe o Tyr, con
preferencia superlativa Tyr

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (6)..(6)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente Leu o Phe, con mayor preferencia Leu

<400> 45

Asp Xaa Gly Xaa Val Xaa Asp
1 S

<210> 46

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia CDR3 de VH de anticuerpo

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (4)..(4)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido aromatico, con mayor preferencia Phe o Tyr, con
preferencia superlativa Tyr

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (6)..(6)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido aromatico, con mayor preferencia Phe o Tyr, con
preferencia superlativa Tyr

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (8)..(8)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente Leu o Phe, con mayor preferencia Leu

<400> 46
ZLla Arg Asp Xaa Gly Xaa Val Xaa Asp Tyr
1 5 10
<210> 47
<211>8
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Secuencia CDR1 de VH de anticuerpo
<400> 47
Gly Tyr Ser Phe Thr Gly Tyr Thr
1 5
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<210> 48

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia CDR2 de VH de anticuerpo

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (8)..(8)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente Thr, Ser o lle, con preferencia superlativa Thr

<400> 48

Ile Asn Pro Tyr Asn Gly Gly Xaa
1 5

<210> 49

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia CDR3 de VL de anticuerpo

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente Ser o Asn, con preferencia superlativa Ser

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (3)..(3)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente Tyr, Ser, lle, Asn o Thr, con mayor preferencia Tyr, Ser, o Asn, con

preferencia superlativa Asn

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (4)..(4)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente Ser o Tyr, con mayor preferencia Tyr

<400> 49

Arg Xaa Xaa Xaa Pro
1 5

<210> 50

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia CDR3 de VL de anticuerpo

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (3)..(3)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente Ser o Asn, con preferencia superlativa Ser

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (4)..(4)

ES 2 649 389 T3
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<223> Cualquier aminoacido, preferentemente Tyr, Ser, lle, Asn o Thr, con mayor preferencia Tyr, Ser, o Asn, con
preferencia superlativa Asn

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (5)..(5)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente Ser o Tyr, con mayor preferencia Tyr

<400> 50

Gln Arg Xaa Xaa Xaa Pro Pro
1 5

<210> 51

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia CDR3 de VL de anticuerpo

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (4)..(4)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente Ser o Asn, con preferencia superlativa Ser

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (5)..(5)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente Tyr, Ser, lle, Asn o Thr, con mayor preferencia Tyr, Ser, o Asn, con
preferencia superlativa Asn

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (6)..(6)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente Ser o Tyr, con mayor preferencia Tyr

<400> 51

Gln Gln Arg Xaa Xaa Xaa Pro Pro Trp Thr
1 5 10

<210> 52

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia CDR1 de VL de anticuerpo

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (4)..(4)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente Ser o Asn, con preferencia superlativa Ser

<400> 52

Ser Ser Val Xaa Tyr
1 5

60

65
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10

<210> 53

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia CDR2 de VL de anticuerpo

<400> 53

Ser Thr Ser
1

ES 2 649 389 T3
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ES 2 649 389 T3

Reivindicaciones

1.

Un anticuerpo que es capaz de unirse a CLDNG, preferentemente, a CLDN6 asociada con la superficie de una
célula que expresa la CLDNG, y es capaz de discriminar entre la CLDN6 en la superficie de una célula que
expresa CLDNG6 y un mutante de CLDNG6 en la superficie de una célula que expresa dicho mutante de CLDNG, en
donde dicho mutante de CLDN6 comprende una mutacién de alanina en la posicion 35, 37 o 39 de la sec. con
num. de ident.: 2 o de la sec. con nim. de ident.: 8, y en donde el anticuerpo comprende una cadena pesada del
anticuerpo que comprende una secuencia de CDR3 de la cadena pesada del anticuerpo seleccionada del grupo
que consiste en ARDYGYVLDY identificado dentro de la sec. con nim. de ident.: 34, ARDYGFVLDY identificado
dentro de la sec. con nim. de ident.: 36, ARDFGYVLDY identificado dentro de la sec. con nim. de ident.: 38 y
ARDYGYVFDY identificado dentro de la sec. con num. de ident.: 40.

El anticuerpo de la reivindicacion 1, que no es esencialmente capaz de unirse a CLDN9 asociada con la
superficie de una célula que expresa CLDNO.

El anticuerpo de la reivindicaciéon 1 o 2, que no es esencialmente capaz de unirse a CLDN4 asociada con la
superficie de una célula que expresa CLDN4 y/o no es esencialmente capaz de unirse a CLDN3 asociada con la
superficie de una célula que expresa CLDN3.

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, que es especifico para CLDNG.

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, que es capaz de unirse a un epitopo localizado dentro de
una porcién extracelular de CLDNG, en donde dicha porcién extracelular de CLDN6 comprende preferentemente
la secuencia de aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 6 o la sec. con nim. de ident.: 7.

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde CLDNG tiene la secuencia de aminoacidos de
la sec. con num. de ident.: 2 o la secuencia de aminoacidos de la sec. con nim. de ident.: 8.

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, que tiene una o mas de las siguientes actividades:

(i) destruir una célula que expresa CLDNSG,

(i) inhibir la proliferacion de una célula que expresa CLDNG,

(iii) inhibir la formacion de colonias de una célula que expresa CLDNG,

(iv) mediar la remision de tumores establecidos,

(v) prevenir la formacion o la reformacion de tumores, y

(vi) inhibir la metastasis de una célula que expresa CLDNSG,

y/o que exhibe una o mas funciones efectoras inmunes contra una célula que porta CLDN6 en su conformacion
nativa, en donde la una o mas funciones efectoras inmunes se seleccionan preferentemente del grupo que
consiste en citotoxicidad dependiente del complemento (CDC), citotoxicidad mediada por células dependiente de
anticuerpos (ADCC), induccion de apoptosis e inhibicion de la proliferacion, preferentemente las funciones
efectoras son ADCC y/o CDC.

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1-7, que es un anticuerpo monoclonal, quimérico, humano o
humanizado, o un fragmento de un anticuerpo.

Un anticuerpo seleccionado del grupo que consiste en (i) un anticuerpo producido o que puede obtenerse a partir
de un clon depositado bajo el nim. de acceso DSM ACC3067 (GT512muMAB 59A), DSM ACC3068
(GT512muMAB 60A), DSM ACC3069 (GT512muMAB 61D), DSM ACC3070 (GT512muMAB 64A), DSM
ACC3071 (GT512muMAB 65A), DSM ACC3072 (GT512muMAB 66B), DSM ACC3073 (GT512muMAB 67A),
DSM ACC3089 (GT512muMAB 55A), o DSM ACC3090 (GT512muMAB 89A), (ii) un anticuerpo que es una forma
quimerizada o humanizada del anticuerpo en (i) e (iii) un anticuerpo que comprende la porcién de unién al
antigeno o el sitio de unién al antigeno del anticuerpo en (i) caracterizado por comprender un conjunto de HCDR
y LCDR seleccionados del grupo que consistente en

(a) un HCDR1 de secuencia de aminoacidos GYSFTGYT identificado dentro de la sec. con num. de ident.: 34,

un HCDR2 de secuencia de aminoacidos INPYNGGT identificado dentro de la sec. con nim. de ident.: 34,

un HCDR3 de secuencia de aminoacidos ARDYGYVLDY identificado dentro de la sec. con nim. de ident.: 34,

un LCDR1 de secuencia de aminoacidos SSVSY identificado dentro de la sec. con nim. de ident.: 35,

un LCDR2 de secuencia de aminoacidos STS identificado dentro de la sec. con num. de ident.: 35, y

un LCDR3 de secuencia de aminoacidos QQRSIYPPWT identificado dentro de la sec. con nim. de ident.: 35;

(b) un HCDR1 de secuencia de aminoacidos GYSFTGYT identificado dentro de la sec. con num. de ident.: 36,

un HCDR2 de secuencia de aminoacidos INPYNGGT identificado dentro de la sec. con num. de ident.: 36,

un HCDR3 de secuencia de aminoacidos ARDYGFVLDY identificado dentro de la sec. con nim. de ident.: 36,

un LCDR1 de secuencia de aminoacidos SSVSY identificado dentro de la sec. con nim. de ident.: 37,

un LCDR2 de secuencia de aminoacidos STS identificado dentro de la sec. con num. de ident.: 37, y

un LCDR3 de secuencia de aminoacidos QQRSNYPPWT identificado dentro de la sec. con nim. de ident.: 37;
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(c) un HCDR1 de secuencia de aminoacidos GYSFTGYT identificado dentro de la sec. con nim. de ident.: 38,
un HCDR2 de secuencia de aminoacidos INPYNGGI identificado dentro de la sec. con nim. de ident.: 38,

un HCDR3 de secuencia de aminoacidos ARDFGYVLDY identificado dentro de la sec. con nim. de ident.: 38,
un LCDR1 de secuencia de aminoacidos SSVSY identificado dentro de la sec. con nim. de ident.: 39,

un LCDR2 de secuencia de aminoacidos STS identificado dentro de la sec. con num. de ident.: 39, y

un LCDR3 de secuencia de aminoacidos QQRSTYPPWT identificado dentro de la sec. con num. de ident.: 39; y
(d) un HCDR1 de secuencia de aminoacidos GYSFTGYT identificado dentro de la sec. con num. de ident.: 40,
un HCDR?2 de secuencia de aminoacidos INPYNGGS identificado dentro de la sec. con nim. de ident.: 40,

un HCDR3 de secuencia de aminoacidos ARDYGYVFDY identificado dentro de la sec. con nim. de ident.: 40,
un LCDR1 de secuencia de aminoacidos SSVNY identificado dentro de la sec. con nim. de ident.: 41,

un LCDR2 de secuencia de aminoacidos STS identificado dentro de la sec. con num. de ident.: 41, y

un LCDR3 de secuencia de aminoacidos QQRNNYPPWT identificado dentro de la sec. con nim. de ident.: 41.

Un hibridoma capaz de producir el anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1-9.

Un hibridoma depositado bajo el nim. de acceso DSM ACC3067 (GT512muMAB 59A), DSM ACC3068
(GT512muMAB 60A), DSM ACC3069 (GT512muMAB 61D), DSM ACC3070 (GT512muMAB 64A), DSM
ACC3071 (GT512muMAB 65A), DSM ACC3072 (GT512muMAB 66B), DSM ACC3073 (GT512muMAB 67A),
DSM ACC3089 (GT512muMAB 55A), o DSM ACC3090 (GT512muMAB 89A).

Un conjugado que comprende un anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1-9 acoplado a un agente
terapéutico, en donde el agente terapéutico preferentemente es una toxina, un radioisétopo, un farmaco o un
agente citotoxico.

Una composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1-9 y/o el
conjugado de la reivindicacion 12, y un portador farmacéuticamente aceptable.

Un anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1-9 y/o un conjugado de la reivindicacion 12 para su uso en
un método para inhibir el crecimiento, destruir o inhibir la expansién metastasica de una célula que expresa
CLDN®6 y que se caracteriza por la asociacion de CLDN6 en su superficie celular, que comprende poner en
contacto la célula con el anticuerpo y/o el conjugado.

Un anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1-9, un conjugado de la reivindicacién 12 o una composicion
farmacéutica de la reivindicaciéon 13 para su uso en un método para tratar o prevenir una enfermedad o trastorno
que involucra una célula que expresa CLDNG6 y que se caracteriza por la asociacion de CLDNG6 con su superficie
celular en un sujeto.

El anticuerpo, conjugado o composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 15, en donde
la enfermedad o trastorno es una enfermedad relacionada con tumores tal como cancer, en donde el cancer se
selecciona, preferentemente, del grupo que consiste en cancer de ovario, en particular, adenocarcinoma de
ovario y teratocarcinoma ovarico, cancer de pulmon, incluyendo cancer de pulmén de células pequefias (SCLC) y
cancer de pulmon de células no pequefias (NSCLC), en particular carcinoma de pulmon de células escamosas y
adenocarcinoma, cancer gastrico, cancer de mama, cancer hepatico, cancer de pancreas, cancer de piel, en
particular carcinoma de células basales y carcinoma de células escamosas, melanoma maligno, cancer de
cabeza y cuello, en particular adenoma pleomorfico maligno, sarcoma, en particular sarcoma sinovial y
carcinosarcoma, cancer de vias biliares, cancer de vejiga urinaria, en particular carcinoma de células
transicionales y carcinoma papilar, cancer de rifién, en particular carcinoma de células renales, incluyendo el
carcinoma de células renales de células claras y el carcinoma de células renales papilares, cancer de colon,
cancer de intestino delgado, incluyendo cancer de ileon, en particular adenocarcinoma de intestino delgado y
adenocarcinoma de ileon, carcinoma embrionario testicular, coriocarcinoma placentario, cancer de cuello uterino,
cancer testicular, en particular, seminoma testicular, teratoma testicular y cancer testicular embrionario, cancer
de utero, un tumor de células germinales tal como un teratocarcinoma o un carcinoma embrionario, en particular
un tumor de células germinales del testiculo, y sus formas metastasicas.
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Tratamiento temprano — NEC8

Tratamiento temprano — NEC8
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Figura 11

Control negativo
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Figura 19
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Figura 21

Tratamiento avanzado — NECB

Tratamiento avanzado — NEC8

Dia 24

Dia 17 - Comienzo de inmunoterapia
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Figura 23

Tratamiento avanzado Tratamiento avanzado

Tratamiento avanzado

Dia24 Dia 35

Dia 17 - Comienzo de inmuncterapi

ES 2 649 389 T3

VeggyIAuw
Yroaviyuw

|onuoa odiandjuy

58d

NECS con CLDNG

reducida estable

' Yiradvinuw

VeRAYINUW

NECE

|oauod odianajjuy

58d

Yoeav UL

Yroaviuw

jenuod odianouy

MECH con CLDNG
reducida estable

Sfd

———————— . ———— —— —— ——— ——— -

%04_,- %
« 2 Hlas <
©co oe co|p%
% o 4p°
>
<
e =} = .
° % fe g
g &8 & § °
LW Jowny [3p uswInjo
o g oe }
«Ga § o 9
o u‘?i::ﬂ’é -
o o o o 1DGDEF
> s ||=-$
< a4}

o 5 ‘;:::ur.‘.

oeoc‘-o‘ﬁ
g 8 § & °

JUW Jowny [3p uswnjop

1000+

L o do
L | W gl.i;
"'{EU ol
“%‘:‘*E;’
R
< -!‘H f:

1
c :.él.—L_‘.

o c‘i‘_"{,

VesgvIuw

Yrodyuw

MNECE

jenuos odianauy

549d

YeEaviNuw

Yiragynuw

josuod odiananuy

MNECE con CLDNG
reducida estable

S8d

i ————

YeRgYIWUW

Yiraayinuw

NECE

|oujuod odianajuy

S8d

B O

[uiw Jowny [3p uawnjop

109



ES 2 649 389 T3

odianoiue ap uolun | eled |epuasa - avy
odianaiue ap uglun e| uoa afnguauod D V68 BYWIIZISLO
V19 BvuiydZis1o
nonhu_.-u_u._._m U—u uoiun ﬂ_ U= ﬂmu_.__U_.-_.—._.__ uis D

" V9 gywiyIzZis1o
MCNHREUE m_ B O-Uﬂhﬂu.—ﬂ ajoasuely E Q—O Nwmh.mu

owi |onu |51 w51 |25t | 055 o5 |vsi {51 [ese s foss |owt fuw ovs |oms [ ses | o Joon fows | ams foms o e | s RiqWoN

9T HHO|V|I[VA|T|dNAdQE[I|IIVIHIV LM
(191-2€1 ®R) 203

X X XXX X X asy

X X XXX X| IX]| |v68 vwiyozisl
X X XXX X |X| |Vi98vYwWiyZISL)
X X XXX X| [X]| |vro 8vwiyozislo)
X X X[x|X X| [X| |09 8vwiozisLo)

BLILLIOLIGL|PL|EL|ZL(LLI0L|6S B(L9]99|59(FD(E9(Z9]10]00(BS(BS|L5|05| 55 |¥G CS|26] 150G 6r(BY Ly |Ok b FP|CV|ZY 1|0V LE|OE(SEIPEICE|ZE]LEI0E B2 8] L2 2iquion

_ua.__ma._._<._._mn>..:_oazaw;?;um:_z._m_wb”:o:» 1/s|n|o]) n_::;ﬂ._._ ;
(1822 ee) 103 .

¢ eansi4

110




ES 2 649 389 T3

SSALTIL909¢0TARIRQIWAAAYSC (06) osuasuod

Z U013

35115 TT3HAYLSSSUTALTLYNONINONASISONAAN 191K TNNOHSOXAMNKTO 125 AT Y ¥0S 1NHSVOANATZ05 001043 (1) osussuod

FSITSTTIRAYISSSHOALTLYNON DK SEIINE AN IO NATHYOHSONANNIIL A LIS TS ¥EOS THHS ¥OA¥AT3aNS00T0AT (1) Yoo OF

3SITSTIIHAYLSSSNAALTLYNONINONAIIOONAANI[TOIMATHYOHSOYAMNL A9 LS SISV 0S TXHSYIdXATEd0S0DT0AT H.: Y/GH 8t

ASLMSTIENAVISSSNAALTIYNONINONR ILOSHAGN IO THATNNOHSONAMNKLAO 1S RS Y N 0S INASYI4NATad050010A3 A_: YH9H 9€

mm.w..__m_ﬂ_._mzaﬂhmmmxn__ﬁ__q—hmxwum:oza DONXANI[TOTMITNYOHSONAMNNLI9LSAERYNIS TNNSYOdNATId50070A3 R.: QI%H ¥E

68 o U —] or —® 0 or b (1) 3uapr ap ‘winu uo2'09s
1 U01223S ZHAOH LHAOH

Gz eansi4

111



ES 2 649 389 T3

2 u01223s

H13141999iNddrnsH](0g) OSUSUCd
NI3T41999tMdaanny](06) ves)
NI3TNL999:[udannsy](06) veo
NI13THI299:MddR1sy|(06) W9

——

AAIVYQIYIWYSTLITSASIOS9SDSAUVAAISYTINGL

IMTHAS19d400UHILSASS
AAIVYQAVANESTITSASIOSOUOS AW AADSYINS IS ITTHdS 19N TOIMHIKNASS
ﬁymmmnmmmﬁmmHHJmmeumwmummmmm;mm¢g 515 1019dS194%00MAHESASY
h»mmmammu}mmHHJmemwmwmummmmm>wm¢g
A L¥¥AIYINYSTITSKS 1989899 9YdAI5d1

SLSINTNAS 194400 MR SASS]
BLSRANTYASIOdR00IMHTSASS

£yao

E¥SILTIANEdSYSHIYASOLTAIOD (1) Osulsuod
B¥SOLIIANEOASYSHIYASOLTALD (1) W6s1 b
E¥S0111ANS2dSASHISASOLTATD (1) who1 48
B¥SOITIANEIdSYSNIVASOLTAID (1) w91 6f
BYSOLTIANZOASYSHIYASOLTAID () Q191 ¢

g{ = E =R

T Uo12295

0L

[

-.aL

Zya

0r

fall

LA

} (1) =uspr ap "winu uoa29s

07 0F

gz ean3id

112



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos



