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DESCRIPCION
Anticuerpos monoclonales anti-gpc-1 y usos de los mismos
Campo técnico

La presente invencion en general se refiere al campo de la inmunologia y la medicina. Mas especificamente, la presente
invencion se refiere a anticuerpos monoclonales y usos de los mismos.

Antecedentes

El cancer es una de las principales causas de muerte en todo el mundo, donde el cancer de pulmoén, mama, colorrectal,
estdbmago y prostata provocan la mayoria de las muertes. El cancer de préstata es el tumor mas frecuente en los
hombres y es el segundo en mortalidad solo después del cancer de pulmon. El tratamiento con cirugia y/o radioterapia
es exitoso en muchos pacientes si el cancer de prostata se diagnostica temprano. Sin embargo, muchos pacientes con
enfermedad avanzada y una proporcion considerable de todos los pacientes con cancer de prostata eventualmente
desarrollan enfermedad metastasica después de la terapia localizada.

Los anticuerpos (Ab) son un instrumento principal en el campo de la terapia dirigida y el diagnostico debido a su
especificidad/afinidad de unién y potencial para las propiedades efectoras tras la interaccion con sus antigenos afines.
Se ha aprobado un ndmero creciente de Ab para uso médico y muchos estan bajo evaluacion clinica. Los anticuerpos
pueden ser medios de diagndstico eficaces para identificar individuos con una predisposicion a enfermedades tal como
el cancer de prostata y/o para diagnosticar tales enfermedades. Ademas, se ha demostrado que el uso terapéutico de
algunos anticuerpos reduce el tamafio del tumor y extiende la supervivencia de los pacientes afectados.

La patente de Estados Unidos num. 5,622,836 de Walker y otros divulga un anticuerpo llamado BLCA-38 (BLCA -
"cancer de vejiga"). El documento ensefia que BLCA-38 es un anticuerpo monoclonal especifico para un antigeno
desconocido expresado por las células de carcinoma de vejiga. También se ha demostrado que BLCA-38 muestra
especificidad para las lineas celulares de cancer de ovario y colon de ser humano, asi como algunas lineas celulares de
melanoma, pero no para lineas linfoides (linfoides T o linfoides B) y leucémicas.

Posteriormente, Russell y otros. (2004) (Russell y otros, "Cytotoxic properties of immunoconjugates containing melittin-
like peptide 101 against prostate cancer: in vitro & in vivo studies". Cancer Immunol Immunother 2004: 53(5): 411-421)
publicaron un estudio en el que BLCA-38 se us6 para dirigir un péptido citotdxico a las células de cancer de prostata.
Los autores indican que BLCA-38 es un anticuerpo monoclonal murino producido contra la linea celular humana de
cancer de vejiga UCRU-BL-17CL.

Una publicacion adicional de Russell y ofros en 2004 (Russell y otros, "Immunohistochemical characterization of the
monoclonal antibody, BLCA38, for the detection of prostate cancer". Cancer Immunol Immunother 2004: 53: 995-1004)
también ensefian que BLCA-38 es un anticuerpo monoclonal murino producido contra una linea celular humana de
vejiga que es capaz de unirse a células de carcinoma de vejiga, células de cancer de prostata y células epidermoides
vulvares, pero no a células de cancer de mama. El articulo indica que BLCA-38 es especifico para un antigeno de
aproximadamente 30 kDa de tamafio que es dificil de caracterizar o identificar.

Carter y otros. (2004) (Carter y otros, "Biodistributions of intact monoclonal antibodies and fragments of BLCA38, a new
prostate cancer directed antibody". Cancer Immunol Immunother 2004: 53:533-542) analizaron el momento y la
dosificacion para dirigir agentes terapéuticos a células de cancer de prostata con el uso de BLCA-38, también indicando
que es un anticuerpo monoclonal murino que se dirige a un antigeno de alrededor de 30 kDa expresado en la superficie
celular y en el citoplasma. Los autores afirman que la naturaleza del antigeno es elusiva e indican que se expresa en las
células de cancer de vejiga y prostata.

Un articulo de Khatri y otros publicado en 2010 (Khatri y otros, "Promise of BLCA38 as a Targeting Antibody for Tissue-
Specific Gene Delivery to Prostate Cancer". Austral-Asian J. Cancer 2010: 9(3): 195-203) reiteré que BLCA-38 es un
anticuerpo monoclonal murino especifico para células de cancer de préstata. Los autores revelan que aunque BLCA-38
no se internaliza cuando se une a su antigeno, la conjugacion con un virus facilita la internalizacion del anticuerpo, lo
que da como resultado una mayor expresion del gen reportero.

El documento WO 2016/168885 se refiere al hallazgo de que el anticuerpo BLCA-38 es una combinacion de dos
anticuerpos monoclonales distintos en una poblacién mixta. Se ha determinado que solo una de estas especies de
anticuerpos es capaz de unirse fuertemente al antigeno diana relevante presente en las células de cancer de prostata,
mientras que la segunda especie no puede.

A pesar de que los anticuerpos son prometedores como agentes de diagndsticos y terapéuticos, sigue existiendo la
necesidad de agentes mas eficaces para diagnosticar y/o tratar diversas formas de cancer, incluido el cancer de
préstata.
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Sumario de la invenciéon

Los presentes inventores han identificado sorprendentemente que el anticuerpo BLCA-38 al que se hace referencia y
usado en la técnica anterior mencionada anteriormente no es un anticuerpo monoclonal discreto como se indica, sino
mas bien una combinacién de dos anticuerpos monoclonales distintos en una poblacién mixta. Los presentes inventores
han determinado que el hibridoma usado para generar el anticuerpo BLCA-38, una muestra representativa del cual fue
depositado en la Coleccion Americana de Cultivos Tipos de Tejidos con el nimero de acceso HB11785, es una
poblacién mixta de células de hibridoma, que produce al menos dos especies de anticuerpos discretos. Solo una de
estas especies de anticuerpos es capaz de unirse al antigeno diana relevante presente en algunas formas de células
cancerosas, mientras que la segunda especie no puede.

La determinacién inesperada de que BLCA-38, como se hace referencia en la técnica anterior, representa una poblacion
mixta de hibridomas/anticuerpos, ha facilitado la generacion de un hibridoma monoclonal capaz de producir una Unica
poblacion de anticuerpos monoclonales con especificidad de unién por el antigeno diana en diversas formas de células
cancerosas. Ademas de evitar la produccidon y aplicacion innecesarias de un anticuerpo ineficaz, los datos
proporcionados en los Ejemplos de la presente descripcion indican que el uso del hibridoma monoclonal/anticuerpo
monoclonal Unico de acuerdo con la presente invenciéon puede permitir la generacion de una sefial mas fuerte en
comparacion con la poblacién mixta de la técnica anterior cuando se aplican cantidades equivalentes de anticuerpo.

La invencion se dirige, por ejemplo, a una poblacion de anticuerpos monoclonales aislados que comprende:

primeros anticuerpos y/o fragmentos de union al antigeno de los mismos, en la que los primeros anticuerpos y/o
fragmentos de unioén al antigeno de los mismos comprenden:

(a) una region variable de la cadena pesada que comprende:

una region determinante de complementariedad 1 (CDR1) que comprende o que consiste en una secuencia
de aminoacidos definida por las posiciones 50-54 de la SEQ ID NO: 3;

una region determinante de complementariedad 2 (CDR2) que comprende o que consiste en una secuencia
de aminoacidos definida por las posiciones 69-85 de la SEQ ID NO: 3;

una region determinante de complementariedad 3 (CDR3) que comprende o que consiste en una secuencia
de aminoacidos definida por las posiciones 118-126 de la SEQ ID NO: 3; y

(b) una region variable de la cadena ligera que comprende:

una region determinante de complementariedad 1 (CDR1) que comprende o que consiste en una secuencia
de aminoacidos definida por las posiciones 44-54 de la SEQ ID NO: 4;

una region determinante de complementariedad 2 (CDR2) que comprende o que consiste en una secuencia
de aminoacidos definida por las posiciones 70-76 de la SEQ ID NO: 4;

una region determinante de complementariedad 3 (CDR3) que comprende o que consiste en una secuencia
de aminoacidos definida por las posiciones 109-117 de la SEQ ID NO: 4;

y en la que la poblacion de anticuerpos no contiene segundos anticuerpos que comprenden una region variable de la
cadena ligera que comprende:

una region determinante de complementariedad 1 (CDR1) que comprende o que consiste en una secuencia
de aminoacidos definida por las posiciones 48-58 de la SEQ ID NO: 6;

una region determinante de complementariedad 2 (CDR2) que comprende o que consiste en una secuencia
de aminoacidos definida por las posiciones 74-80 de la SEQ ID NO: 6;

una region determinante de complementariedad 3 (CDR3) que comprende o que consiste en una secuencia
de aminoacidos definida por las posiciones 113-121 de la SEQ ID NO: 6.

En una primera realizacion se divulga un anticuerpo monoclonal aislado o fragmento de unién al antigeno del mismo
que comprende una region variable de la cadena pesada y una region variable de la cadena ligera, en el que: (a) la
region variable de la cadena pesada comprende: una regidon determinante de complementariedad 1 (CDR1) que
comprende o que consiste en una secuencia de aminoacidos definida por las posiciones 50-54 de la SEQ ID NO: 3; una
region determinante de complementariedad 2 (CDR2) que comprende o que consiste en una secuencia de aminoacidos
definida por las posiciones 69-85 de la SEQ ID NO: 3; una regiéon determinante de complementariedad 3 (CDR3) que
comprende o que consiste en una secuencia de aminoacidos definida por las posiciones 118-126 de la SEQ ID NO: 3; y
(b) la region variable de la cadena ligera comprende: una region determinante de complementariedad 1 (CDR1) que
comprende o que consiste en una secuencia de aminoacidos definida por las posiciones 44-54 de la SEQ ID NO: 4; una
region determinante de complementariedad 2 (CDR2) que comprende o que consiste en una secuencia de aminoacidos
definida por las posiciones 70-76 de la SEQ ID NO: 4; una region determinante de complementariedad 3 (CDR3) que
comprende o que consiste en una secuencia de aminoacidos definida por las posiciones 109-117 de la SEQ ID NO: 4.
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El anticuerpo monoclonal aislado o fragmento de unién al antigeno del mismo puede comprender ademas: (a) una o
mas regiones variables de la cadena pesada FR (regiones marco) como se definen por una secuencia seleccionada de
cualquiera o mas de: residuos 20-49 de la SEQ ID NO: 3, los residuos 55-68 de la SEQ ID NO: 3, los residuos 86-117
de la SEQ ID NO: 3, y/o los residuos 127-137 de la SEQ ID NO: 3; y/o (b) una o mas regiones variables de la cadena
ligera FR (regiones marco) como se definen por una secuencia seleccionada de cualquiera o mas de: los residuos 21-43
de la SEQ ID NO: 4, los residuos 55-69 de la SEQ ID NO: 4, los residuos 77-108 de la SEQ ID NO: 4, y/o los residuos
118-127 de la SEQ ID NO: 4.

El anticuerpo monoclonal aislado o fragmento de union al antigeno del mismo puede comprender ademas cualquiera o
mas de: (a) una secuencia de dominio constante de la cadena pesada tal como se define por las posiciones 138-461 de
la SEQ ID NO: 3; (b) una secuencia de dominio constante de la cadena ligera tal como se define por las posiciones 128-
234 de la SEQ ID NO: 4; (c) una regién de bisagra.

El anticuerpo monoclonal aislado o el fragmento de unién al antigeno del mismo puede tener especificidad de union por
un epitopo presente en el proteoglicano sulfato de heparan glipicano-1 (GPC-1).

El anticuerpo monoclonal puede ser un anticuerpo de isotipo IgG. El anticuerpo monoclonal puede ser un anticuerpo de
isotipo IgG1. El anticuerpo monoclonal o el fragmento de union al antigeno puede comprender un marcador detectable.

El marcador detectable puede ser uno o mas de un marcador fluorescente, un radiomarcador, biotina o avidina.

El anticuerpo monoclonal puede ser cualquiera o mas de un anticuerpo humanizado, un anticuerpo quimérico, un
anticuerpo multimérico y/o un anticuerpo sintético.

El anticuerpo puede ser un anticuerpo biespecifico, un avicuerpo, un diacuerpo, una tricuerpo un tetracuerpo, un
nanocuerpo, un anticuerpo de dominio unico, un dominio VHH, un anticuerpo humano, un anticuerpo completamente
humanizado, un anticuerpo parcialmente humanizado, anticalina, adnectina o un afficuerpo.

El anticuerpo puede ser un anticuerpo quimérico que comprende una region variable de cadena pesada y una region
variable de la cadena ligera, en el que: (a) la region variable de la cadena pesada comprende: una region determinante
de complementariedad 1 (CDR1) que comprende o que consiste en una secuencia de aminoacidos definida por las
posiciones 50-54 de la SEQ ID NO: 9; una regién determinante de complementariedad 2 (CDR2) que comprende o que
consiste en una secuencia de aminoacidos definida por las posiciones 69-85 de la SEQ ID NO: 9; una region
determinante de complementariedad 3 (CDR3) que comprende o que consiste en una secuencia de aminoacidos
definida por las posiciones 118-126 de la SEQ ID NO: 9; y (b) la region variable de la cadena ligera comprende: una
region determinante de complementariedad 1 (CDR1) que comprende o que consiste en una secuencia de aminoacidos
definida por las posiciones 44-54 de la SEQ ID NO: 10; una region determinante de complementariedad 2 (CDR2) que
comprende o que consiste en una secuencia de aminoacidos definida por las posiciones 70-76 de la SEQ ID NO: 10;
una region determinante de complementariedad 3 (CDR3) que comprende o que consiste en una secuencia de
aminoacidos definida por las posiciones 109-117 de la SEQ ID NO: 10.

El anticuerpo puede ser un anticuerpo quimérico que comprende una region variable de cadena pesada y una region
variable de la cadena ligera, en el que: (a) la region variable de la cadena pesada comprende: una region determinante
de complementariedad 1 (CDR1) que comprende o que consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene al menos
80 %, al menos 85 %, al menos 90 % o al menos 95 % de homologia de secuencia con una secuencia de aminoacidos
definida por las posiciones 50-54 de la SEQ ID NO: 9; una regiéon determinante de complementariedad 2 (CDR2) que
comprende o que consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %
o al menos 95 % de homologia de secuencia con una secuencia de aminoacidos definida por las posiciones 69-85 de la
SEQ ID NO: 9; una region determinante de complementariedad 3 (CDR3) que comprende o que consiste en una
secuencia de aminoacidos que tiene al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 % o al menos 95 % de homologia de
secuencia con una secuencia de aminoacidos definida por las posiciones 118-126 de la SEQ ID NO: 9; y (b) la region
variable de la cadena ligera comprende: una region determinante de complementariedad 1 (CDR1) que comprende o
que consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 % o al menos 95
% de homologia de secuencia con una secuencia de aminoacidos definida por las posiciones 44-54 de la SEQ ID NO:
10; una region determinante de complementariedad 2 (CDR2) que comprende o que consiste en una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 % o al menos 95 % de homologia de secuencia con
una secuencia de aminoacidos definida por las posiciones 70-76 de la SEQ ID NO: 10; una region determinante de
complementariedad 3 (CDR3) que comprende o que consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 80
%, al menos 85 %, al menos 90 % o al menos 95 % de homologia de secuencia con una secuencia de aminoacidos
definida por las posiciones 109-117 de la SEQ ID NO: 10.

El anticuerpo puede ser un anticuerpo quimérico que comprende: (a) una cadena pesada que comprende o0 que consiste
en una secuencia de aminoacidos como se define en los residuos 20-467 de la SEQ ID NO: 9; y (b) una cadena ligera
que comprende 0 que consiste en una secuencia de aminoacidos como se define en los residuos 21-234 de la SEQ ID
NO: 10.
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El anticuerpo puede ser un anticuerpo quimérico que comprende: (a) una cadena pesada que comprende o que consiste
en una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 % o al menos 95 % de
homologia de secuencia con una secuencia de aminoacidos como se define en los residuos 20-467 de la SEQ ID NO:
9; y (b) una cadena ligera que comprende o que consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 80 %, al
menos 85 %, al menos 90 % o al menos 95 % de homologia de secuencia con una secuencia de aminoacidos como se
define en los residuos 21-234 de la SEQ ID NO: 10.

El anticuerpo quimérico puede comprender un marcador detectable. El marcador detectable puede ser uno o mas de un
marcador fluorescente, un radiomarcador, biotina o avidina.

El fragmento de unién al antigeno puede ser uno o mas de un fragmento variable de cadena sencilla (scFv), un
fragmento de dominio variable (Fv), un fragmento de unién al antigeno (Fab), un fragmento F(ab)2, un péptido o un
fragmento proteolitico que contiene una region de union al epitopo.

El anticuerpo puede comprender o consistir en una secuencia de cadena pesada tal como se define por las posiciones
20-461 de la SEQ ID NO: 3 y una secuencia de cadena ligera como se define por las posiciones 21-234 de la SEQ ID
NO: 4.

En una segunda realizacion se divulga una variante o derivado de union al antigeno aislado de un anticuerpo
monoclonal como se define en la primera realizacion, en la que la variante o derivado y el anticuerpo como se define en
la primera realizacion son capaces de unirse especificamente al mismo antigeno.

Cualquiera o mas secuencia de aminoacidos de CDR1, CDR2 y/o CDR3 de la cadena pesada de la variante o derivado,
y/o cualquiera o mas secuencias de aminoacidos CDR1, CDR2 y/o CDR3 de la cadena ligera de la variante o derivado,
pueden comprender una, dos, tres, cuatro o cinco deleciones, inserciones, y/o sustituciones de aminoacidos en
comparacion con una secuencia de aminoacidos del CDR correspondiente presente en un anticuerpo como se define en
la primera realizacion.

La variante o derivado aislado puede comprender una region variable de cadena pesada y una region variable de la
cadena ligera, en donde: (a) la regiéon variable de la cadena pesada comprende: una region determinante de
complementariedad 1 (CDR1) que comprende o que consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 80
%, al menos 85 %, al menos 90 % o al menos 95 % de homologia de secuencia con una secuencia de aminoacidos
definida por las posiciones 50-54 de la SEQ ID NO: 3; una regiéon determinante de complementariedad 2 (CDR2) que
comprende o que consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %
o al menos 95 % de homologia de secuencia con una secuencia de aminoacidos definida por las posiciones 69-85 de la
SEQ ID NO: 3; una region determinante de complementariedad 3 (CDR3) que comprende o que consiste en una
secuencia de aminoacidos que tiene al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 % o al menos 95 % de homologia de
secuencia con una secuencia de aminoacidos definida por las posiciones 118-126 de la SEQ ID NO: 3; y (b) la region
variable de la cadena ligera comprende: una region determinante de complementariedad 1 (CDR1) que comprende o
que consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 % o al menos 95
% de homologia de secuencia con una secuencia de aminoacidos definida por las posiciones 44-54 de la SEQ ID NO:
4; una region determinante de complementariedad 2 (CDR2) que comprende o que consiste en una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 % o al menos 95 % de homologia con una
secuencia de aminoacidos definida por las posiciones 70-76 de la SEQ ID NO: 4; una region determinante de
complementariedad 3 (CDR3) que comprende o que consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 80
%, al menos 85 %, al menos 90 % o al menos 95 % de homologia de secuencia con una secuencia de aminoacidos
definida por las posiciones 109-117 de la SEQ ID NO: 4.

La variante o derivado puede comprender: (a) al menos una region variable de cadena pesada FR (regién marco)
seleccionada de una regién variable de cadena pesada FR que comprende o que consiste en una secuencia de
aminoacidos: que tiene al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, o al menos 95 % de homologia de secuencia
con los residuos 20-49 de la SEQ ID NO: 3, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 % o al menos 95 % de
homologia de secuencia con los residuos 55-68 de la SEQ ID NO: 3, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 % o
al menos 95 % de homologia de secuencia con los residuos 86-117 de la SEQ ID NO: 3, al menos 80 %, al menos 85
%, al menos 90 % o al menos 95 % de homologia de secuencia con los residuos 127-137 de la SEQ ID NO: 3; y/o (b) al
menos una region variable de la cadena ligera FR (region marco) seleccionada de una region variable de la cadena
ligera FR que comprende o que consiste en una secuencia de aminoacidos: que tiene al menos 80 %, al menos 85 %, al
menos 90 %, o al menos 95 % de homologia de secuencia con los residuos 21-43 de la SEQ ID NO: 4, al menos 80 %,
al menos 85 %, al menos 90 % o al menos 95 % de homologia de secuencia con los residuos 55-69 de la SEQ ID NO:
4, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 % o al menos 95 % de homologia de secuencia con los residuos 77-108
de la SEQ ID NO: 4, y/o al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, o al menos 95 % de homologia de secuencia
con los residuos 118-127 de la SEQ ID NO: 4.

La variante o derivado puede comprender uno o mas de: (a) una secuencia de dominio constante de la cadena pesada

que comprende o que consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90
% o al menos 95 % de homologia con una secuencia de aminoacidos como se define por las posiciones 138-461 de la
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SEQ ID NO: 3; (b) una secuencia de dominio constante de la cadena ligera que comprende o que consiste en una
secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 % o al menos un 95 % de
homologia con una secuencia de aminoacidos definida por las posiciones 128-234 de la SEQ ID NO: 4; (c) una region
de bisagra.

La variante o derivado puede tener especificidad de unién por un epitopo presente en el proteoglicano heparan sulfato
glipicano-1 (GPC-1).

La variante o derivado puede ser un anticuerpo de isotipo IgG. La variante o derivado de anticuerpo aislado puede ser
un anticuerpo de isotipo 1gG1.

La variante o derivado puede comprender un marcador detectable.
El marcador detectable puede ser uno o mas de un marcador fluorescente, un radiomarcador, biotina o avidina.

La variante o derivado del anticuerpo monoclonal puede ser cualquiera o mas de un anticuerpo humanizado, un
anticuerpo quimérico, un anticuerpo multimérico y/o un anticuerpo sintético.

En una tercera realizacion se divulgan células de hibridoma capaces de producir un anticuerpo monoclonal o un
fragmento de unién al antigeno del mismo como se define en la primera realizacién, o una variante o derivado de union
al antigeno del anticuerpo monoclonal como se define en la segunda realizacion.

Las células de hibridoma pueden ser las depositadas en Cellbank Australia el 22 de Agosto de 2014 y numero de
acceso asignado CBA20140026.

En una cuarta realizacion se divulga un cultivo celular que comprende una sola especie de células de hibridoma
capaces de producir una unica especie monoclonal de anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo como se
define en la primera realizacion, o una especie Unica de una variante de unién al antigeno o derivado de la monoclonal
anticuerpo como se define en la segunda realizacion.

Las células de hibridoma pueden depositarse en Cellbank Australia con el nimero de acceso CBA20140026.

En una quinta realizacion se divulga un cultivo celular que comprende muiltiples especies de células de hibridoma, en el
que: (a) el cultivo celular comprende células de hibridoma como se define en la tercera realizacion; y (b) el cultivo celular
no comprende células de hibridoma que producen un anticuerpo que comprende:

una region variable de la cadena ligera que comprende uno o mas de:

una region determinante de complementariedad 1 (CDR1) que comprende o que consiste en una secuencia de
aminoacidos definida por las posiciones 48-58 de la SEQ ID NO: 6;

una region determinante de complementariedad 2 (CDR2) que comprende o que consiste en una secuencia de
aminoacidos definida por las posiciones 74-80 de |la SEQ ID NO: 6;

una region determinante de complementariedad 3 (CDR3) que comprende o que consiste en una secuencia de
aminoacidos definida por las posiciones 113-121 de la SEQ ID NO: 6.

El cultivo celular puede no comprender células de hibridoma que producen un anticuerpo que comprende una o mas
regiones variables de la cadena ligera FR (regiones marco) como se define por una secuencia seleccionada de uno o
mas de: los residuos 25-47 de la SEQ ID NO: 6, los residuos 59-73 de la SEQ ID NO: 6, los residuos 81-112 de la SEQ
ID NO: 6, los residuos 122-131 de la SEQ ID NO: 6.

Las multiples especies de células de hibridoma en el cultivo celular pueden ser capaces de producir una sola especie de
anticuerpo monoclonal o fragmento de unién al antigeno del mismo como se define en la primera realizacion, o una sola
especie de una variante o derivado de unién al antigeno como se define en la segunda realizacion.

En una sexta realizacion se divulga una composicion que comprende una sola especie de anticuerpo monoclonal o
fragmento de unidén al antigeno del mismo como se define en la primera realizacion, o una especie Unica de una variante
o derivado de union al antigeno como se define en la segunda realizacion.

En una séptima realizacion se divulga una composicion que comprende una mezcla de diferentes especies de
anticuerpos monoclonales o fragmentos de unién al antigeno de los mismos, en el que: (a) la composicion comprende
una especie Unica de anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo como se define en la primera realizacion, o
una especie Unica de una variante o derivado de union al antigeno como se define en la segunda realizacion; y (b) la
composicion no comprende un anticuerpo que comprende una region variable de la cadena ligera que comprende uno o
mas de:

una region determinante de complementariedad 1 (CDR1) que comprende o que consiste en una secuencia de
aminoacidos definida por las posiciones 48-58 de la SEQ ID NO: 6;
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una region determinante de complementariedad 2 (CDR2) que comprende o que consiste en una secuencia de
aminoacidos definida por las posiciones 74-80 de la SEQ ID NO: 6;

una region determinante de complementariedad 3 (CDR3) que comprende o que consiste en una secuencia de
aminoacidos definida por las posiciones 113-121 de la SEQ ID NO: 6.

La mezcla de diferentes especies de anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno de los mismos puede tener
especificidad de unién por un epitopo presente en el proteoglicano heparan sulfato glipicano-1 (GPC-1).

En una octava realizacion se divulga una molécula de acido nucleico que codifica un anticuerpo o fragmento de unién al
antigeno del mismo como se define en la primera realizacion, o una variante o derivado de unién al antigeno como se
define en la segunda realizacion.

La molécula de acido nucleico puede comprender o consistir en una secuencia como se define en la SEQ ID NO: 1.
La molécula de acido nucleico puede comprender o consistir en una secuencia como se define en la SEQ ID NO: 2.

El anticuerpo monoclonal o el fragmento de union al antigeno del mismo, o la variante o derivado de unién al antigeno,
pueden tener especificidad de unidén por un epitopo presente en el proteoglicano sulfato de heparan glipicano-1 (GPC-

1).

En una novena realizacion se divulga un vector que comprende una molécula de acido nucleico como se define en la
octava realizacion.

En una décima realizaciéon se divulga una célula huésped que comprende un vector como se define en la novena
realizacion.

En una undécima realizaciéon se divulga un procedimiento de produccion de un anticuerpo o fragmento de unién al
antigeno del mismo como se define en la primera realizacion, o una variante o derivado de unién al antigeno como se
define en la segunda realizacion, en el que el procedimiento comprende cultivar células de hibridoma como se define en
la tercera realizacién, o una célula huésped como se define en la décima realizacién, en un medio de cultivo en
condiciones adecuadas para producir de ese modo el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo, o la
variante o derivado de unién al antigeno.

El procedimiento puede comprender ademas aislar el anticuerpo monoclonal o el fragmento de unién al antigeno del
mismo, o la variante o derivado de union al antigeno, del cultivo.

El anticuerpo monoclonal o el fragmento de union al antigeno del mismo, o la variante o derivado de unién al antigeno,
pueden tener especificidad de unidén por un epitopo presente en el proteoglicano sulfato de heparan glipicano-1 (GPC-

1).

En una duodécima realizacion se divulga un procedimiento de produccién de un anticuerpo o fragmento de union al
antigeno del mismo como se define en la primera realizacion, o una variante o derivado de unién al antigeno como se
define en la segunda realizacion, en el que el procedimiento comprende cultivar un cultivo celular como se define en la
cuarta o quinta realizacion en condiciones adecuadas para producir de ese modo el anticuerpo o fragmento de unién al
antigeno del mismo, o la variante o derivado de unién al antigeno.

El procedimiento puede comprender ademas aislar el anticuerpo monoclonal o el fragmento de unién al antigeno del
mismo, o la variante o derivado de union al antigeno, del cultivo.

El anticuerpo o el fragmento de unién al antigeno del mismo, o la variante o derivado de unién al antigeno, pueden tener
especificidad de unién por un epitopo presente en el proteoglicano sulfato de heparan glipicano-1 (GPC-1).

En una decimotercera realizacion se divulga un anticuerpo monoclonal o un fragmento de union al antigeno del mismo,
0 una variante o derivado de unién al antigeno, obtenido u obtenible de un procedimiento como se define en la
undécima o duodécima realizacion.

El anticuerpo monoclonal o el fragmento de union al antigeno del mismo, o la variante o derivado de unién al antigeno,
puede comprender un marcador detectable.

El marcador detectable puede ser uno o mas de un marcador fluorescente, un radiomarcador, biotina o avidina.
En una decimocuarta realizacion se divulga un procedimiento para la obtencién de células de hibridoma como se define

en la tercera realizacion a partir de una poblacién mixta de hibridomas, el procedimiento que comprende aislar al menos
una porcién de las células de hibridoma de la poblaciéon mixta de hibridomas.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2778 100 T3

El aislamiento puede comprender la clonacién de células de hibridoma individuales de la poblaciéon mixta de hibridomas,
y determinar que la descendencia clonal es capaz de producir un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del
mismo como se define en la primera realizacion, o una variante o derivado de unién al antigeno como se define en la
segunda realizacion.

La poblacion mixta de hibridomas puede depositarse en la Coleccion Americana de Cultivos Tipo de Tejidos (ATCC) con
el numero de acceso HB11785.

En una decimoquinta realizacién se divulga un kit que comprende cualquiera o mas de un anticuerpo o fragmento de
union al antigeno del mismo, variante o derivado de unién al antigeno, anticuerpo quimérico o células de hibridoma de
acuerdo con la presente invencion.

Las células de hibridoma pueden depositarse en Cellbank Australia con el nimero de acceso CBA20140026.

El kit puede ser un kit fragmentado o un kit combinado. El kit puede comprender ademas uno o mas componentes
adicionales seleccionados de reactivos para cultivo celular, muestras de referencia, tampones, marcadores e
instrucciones escritas para realizar un ensayo con el uso de los componentes del kit.

En una decimosexta realizacion se divulga una composicion que comprende cualquiera o mas anticuerpos
monoclonales o fragmentos de unién al antigeno de los mismos, variante o derivado de unién al antigeno, anticuerpo
quimérico o células de hibridoma de acuerdo con la presente invencion.

La composiciéon puede ser una composicion farmacéutica. La composicién farmacéutica puede comprender ademas un
diluyente, un excipiente y/o un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En una decimoséptima realizacion se divulga un procedimiento para detectar y/o cuantificar la expresion de GPC-1 en
un sujeto, el procedimiento que comprende (a) obtener células, una muestra de tejido y/o una muestra de fluido corporal
del sujeto; (b) poner en contacto las células, la muestra de tejido y/o la muestra de fluido corporal con un anticuerpo,
variante de anticuerpo, fragmento de anticuerpo, variante de anticuerpo, derivado de anticuerpo o anticuerpo quimérico,
de acuerdo con la presente invencion, y (c) determinar y/o cuantificar la unién de dicho anticuerpo, variante de
anticuerpo, fragmento de anticuerpo, derivado de anticuerpo o anticuerpo quimérico a las células, muestra de tejido o
muestra de fluido corporal del sujeto.

El nivel de expresion de GPC-1 detectado en las muestras de células, tejidos y/o fluidos corporales obtenidos del sujeto
puede compararse con una muestra de control de células o una poblacion de muestras de referencia de los niveles de
expresion de GPC-1. En algunas realizaciones, una determinacion del aumento de la expresion de GPC-1 en el sujeto
en comparacion con el control o la referencia puede ser el diagndstico de una enfermedad, o, una mayor probabilidad de
desarrollar una enfermedad, en el sujeto. La enfermedad puede ser cancer de préstata.

El GPC-1 para deteccion puede estar presente en la superficie de las células y/o expresarse internamente. El fluido
corporal puede ser orina, sangre o componentes de la misma (por ejemplo, suero o plasma). Las células o la muestra de
tejido pueden ser células prostaticas o tejido prostatico.

El anticuerpo, la variante de anticuerpo, el fragmento de anticuerpo, el derivado de anticuerpo o el anticuerpo quimérico
pueden ser producidos por células de hibridoma de acuerdo con la presente invencion. Las células de hibridoma pueden
depositarse en Cellbank Australia con el nimero de acceso CBA20140026.

En una decimoctava realizacién se divulga una solucién que comprende una Unica especie de anticuerpo monoclonal,
variante de anticuerpo, fragmento de anticuerpo, derivado de anticuerpo o anticuerpo quimérico, capaz de unirse
especificamente a GPC-1 que puede aplicarse a las células, muestra de tejido o fluido corporal muestra que
potencialmente puede contener GPC-1. La especie individual puede ser producida por células de hibridoma depositadas
en Cellbank Australia con el numero de acceso CBA20140026.

En una decimonovena realizacion se divulga una solucion que comprende multiples especies de anticuerpo, variante de
anticuerpo, fragmento de anticuerpo, derivado de anticuerpo o anticuerpo quimérico que puede aplicarse a las células,
muestra de tejido o muestra de fluido corporal que potencialmente puede contener GPC-1, en el que al menos una
especie de la especie multiple en la solucion es capaz de unirse especificamente a GPC-1. La especie capaz de unirse
especificamente a GPC-1 puede ser producida por células de hibridoma depositadas en Cellbank Australia con el
numero de acceso CBA20140026. La solucién que comprende multiples especies puede no comprender un anticuerpo
que comprende una region variable de la cadena ligera que comprende uno o mas de:

una region determinante de complementariedad 1 (CDR1) que comprende o que consiste en una secuencia
de aminoacidos definida por las posiciones 48-58 de la SEQ ID NO: 6;
una region determinante de complementariedad 2 (CDR2) que comprende o que consiste en una secuencia
de aminoacidos definida por las posiciones 74-80 de la SEQ ID NO: 6;
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una region determinante de complementariedad 3 (CDR3) que comprende o que consiste en una secuencia
de aminoacidos definida por las posiciones 113-121 de la SEQ ID NO: 6.

Las siguientes realizaciones también se divulgan:

Realizacién 1: Una poblacién aislada de anticuerpos monoclonales que comprende:

primeros anticuerpos y/o fragmentos de unién al antigeno de los mismos, en la que los primeros anticuerpos y/o
fragmentos de unioén al antigeno de los mismos comprenden:

(a) un region variable de la cadena pesada que comprende:

una region determinante de complementariedad 1 (CDR1) que comprende o que consiste en una
secuencia de aminoacidos definida por las posiciones 50-54 de la SEQ ID NO: 3;

una region determinante de complementariedad 2 (CDR2) que comprende o que consiste en una
secuencia de aminoacidos definida por las posiciones 69-85 de la SEQ ID NO: 3;

una region determinante de complementariedad 3 (CDR3) que comprende o que consiste en una
secuencia de aminoacidos definida por las posiciones 118-126 de la SEQ ID NO: 3; y

(b) una region variable de la cadena ligera que comprende:

una region determinante de complementariedad 1 (CDR1) que comprende o que consiste en una
secuencia de aminoacidos definida por las posiciones 44-54 de la SEQ ID NO: 4;

una region determinante de complementariedad 2 (CDR2) que comprende o que consiste en una
secuencia de aminoacidos definida por las posiciones 70-76 de la SEQ ID NO: 4;

una region determinante de complementariedad 3 (CDR3) que comprende o que consiste en una
secuencia de aminoacidos definida por las posiciones 109-117 de la SEQ ID NO: 4;

y en la que la poblacion de anticuerpos no contiene segundos anticuerpos, que comprenden una region variable
de la cadena ligera que comprenden:

una region determinante de complementariedad 1 (CDR1) que comprende o que consiste en una secuencia
de aminoacidos definida por las posiciones 48-58 de la SEQ ID NO: 6;

una region determinante de complementariedad 2 (CDR2) que comprende o que consiste en una secuencia
de aminoacidos definida por las posiciones 74-80 de la SEQ ID NO: 6;

una region determinante de complementariedad 3 (CDR3) que comprende o que consiste en una secuencia
de aminoacidos definida por las posiciones 113-121 de la SEQ ID NO: 6.

Realizacién 2: La poblacién de anticuerpos de acuerdo con la realizacién 1, en la que la poblacién de anticuerpos no
contiene fragmentos de union al antigeno de dichos segundos anticuerpos.

Realizacién 3: La poblacién de anticuerpos de acuerdo con la realizacién 1 o la realizacion 2, en la que los primeros
anticuerpos y/o fragmentos de union al antigeno de los mismos tienen especificidad de unién por un epitopo
presente en el proteoglicano sulfato de heparan glipicano-1 (GPC-1).

Realizaciéon 4: La poblacién de anticuerpos de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 3, en la que los
primeros anticuerpos y/o fragmentos de union al antigeno de los mismos son de isotipo IgG1.

Realizacién 5: La poblacién de anticuerpos de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 4, en la que los
primeros anticuerpos y/o fragmentos de unién al antigeno de los mismos son uno o mas de anticuerpos
humanizados, anticuerpos quiméricos, anticuerpos multiméricos y/o anticuerpos sintéticos.

Realizacién 6: La poblacién de anticuerpos de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 5, en la que los
fragmentos de union al antigeno son uno o mas fragmentos variables de cadena sencilla (scFv), fragmentos de
dominio variable (Fv), fragmentos de unién al antigeno (Fab), fragmentos F(ab)2, péptidos o fragmentos proteoliticos
que contienen una region de unioén al epitopo.

Realizacién 7: La poblacién de anticuerpos de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 6, en la que los
primeros anticuerpos y/o fragmentos de unién al antigeno de los mismos comprenden ademas:

(a) una o mas regiones variables de la cadena pesada FR (regiones marco) como se define por una secuencia
seleccionada de uno cualquiera o mas de: los residuos 20-49 de la SEQ ID NO: 3, los residuos 55-68 de la SEQ
ID NO: 3, los residuos 86-117 de la SEQ ID NO: 3, los residuos 127-137 de la SEQ ID NO: 3; y/o

(b) una o mas regiones variables de la cadena ligera FR (regiones marco) como se define por una secuencia
seleccionada de uno o mas de: los residuos 21-43 de la SEQ ID NO: 4, los residuos 55-69 de la SEQ ID NO: 4,
los residuos 77-108 de la SEQ ID NO: 4, los residuos 118-127 de la SEQ ID NO: 4.

Realizacién 8: La poblacién de anticuerpos de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 7, en la que los
primeros anticuerpos y/o fragmentos de union al antigeno de los mismos comprenden ademas cualquiera o mas de:
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(a) una secuencia de dominio constante de la cadena pesada tal como se define por las posiciones 138-461 de la
SEQ ID NO: 3;

(b) una secuencia de dominio constante de la cadena ligera tal como se define por las posiciones 128-234 de la
SEQ ID NO: 4;

(c) una region de bisagra.

Realizacién 9: La poblacién de anticuerpos de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 1 a 8 en la que los
primeros anticuerpos comprenden o consisten de una secuencia de cadena pesada como se define por las
posiciones 20-461 de la SEQ ID NO: 3 y una secuencia de cadena ligera como se define por las posiciones 21-234
de la SEQ ID NO: 4.

Realizacién 10: Células de hibridoma capaces de producir la poblacién de anticuerpos de acuerdo con cualquiera de
las realizaciones 1 a 9.

Realizacién 11: Un cultivo celular que comprende una Unica especie de células de hibridoma capaces de producir
una poblacion de anticuerpos de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 1 a 9, en el que la poblacion de
anticuerpos contiene solo una especie de anticuerpo y/o fragmentos de unién al antigeno del mismo.

Realizacion 12: Las células de hibridoma de acuerdo con la realizacion 9, o el cultivo celular de acuerdo con la
realizacion 10, en el que las células de hibridoma se depositan en Cellbank Australia con el nimero de acceso
CBA20140026.

Realizacién 13: Un cultivo celular que comprende multiples especies de células de hibridoma, en el que:

(a) el cultivo celular comprende las células de hibridoma de acuerdo con la realizacién 10 o la realizaciéon 12; y
(b) el cultivo celular no comprende células de hibridoma que producen un anticuerpo que comprende:

una region variable de la cadena ligera que comprende uno o mas de:

una region determinante de complementariedad 1 (CDR1) que comprende o que consiste en una secuencia de
aminoacidos definida por las posiciones 48-58 de la SEQ ID NO: 6;

una region determinante de complementariedad 2 (CDR2) que comprende o que consiste en una secuencia de
aminoacidos definida por las posiciones 74-80 de la SEQ ID NO: 6;

una region determinante de complementariedad 3 (CDR3) que comprende o que consiste en una secuencia de
aminoacidos definida por las posiciones 113-121 de la SEQ ID NO: 6.

Realizacién 14: El cultivo celular de acuerdo con la realizacién 13, en el que el cultivo celular no comprende células
de hibridoma que producen un anticuerpo que comprende una o mas regiones variables de la cadena ligera FR
(regiones marco) como se define por una secuencia seleccionada de uno o mas de: los residuos 25-47 de la SEQ ID
NO: 6, los residuos 59-73 de la SEQ ID NO: 6, los residuos 81-112 de la SEQ ID NO: 6, los residuos 122-131 de la
SEQ ID NO: 6.

Realizacién 15: Una composicién que comprende una poblacién de anticuerpos de acuerdo con una cualquiera de
las realizaciones 1 a 9, en la que la poblacién de anticuerpos contiene solo una especie de anticuerpo y/o
fragmentos de union al antigeno del mismo.

Realizacién 16: Una composicién que comprende una poblacién de anticuerpos de acuerdo con cualquiera de las
realizaciones 1 a 9, en la que la poblacion de anticuerpos contiene multiples especies de anticuerpos y/o fragmentos
de unién al antigeno de los mismos.

Realizacion 17: La composicion de acuerdo con la realizacion 16, en la que las multiples especies de anticuerpos y/o
fragmentos de union al antigeno de los mismos tienen especificidad de unién por un epitopo presente en el
proteoglicano sulfato de heparan glipicano-1 (GPC-1).

Realizacion 18: Una molécula de acido nucleico que codifica al menos uno de los primeros anticuerpos o fragmentos
de unién al antigeno de los mismos de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 1 a 9.

Realizacién 19: La molécula de acido nucleico de acuerdo con la realizacién 18, en la que la molécula de acido
nucleico comprende o consiste en una secuencia como se define en la SEQ ID NO: 1.

Realizacién 20: La molécula de acido nucleico de acuerdo con la realizacién 18 o la realizacién 19, en la que la
molécula de acido nucleico comprende o consiste en una secuencia como se define en la SEQ ID NO: 2.

Realizacién 21: Un vector que comprende la molécula de acido nucleico de acuerdo con cualquiera de las
realizaciones 18 a 20.

Realizaciéon 22: Una célula huésped que comprende el vector de acuerdo con la realizacién 21.

Realizaciéon 23: Un procedimiento de produccién de anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno de los mismos,
en el que el procedimiento comprende cultivar las células de hibridoma de acuerdo con la realizacién 10 o la
realizaciéon 12, o la célula huésped de acuerdo con la realizaciéon 22, en un medio de cultivo en condiciones
adecuadas para producir de ese modo el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo.

Realizacion 24: Un procedimiento de produccion de anticuerpos monoclonales o fragmentos de unién al antigeno de
los mismos, en el que el procedimiento comprende cultivar el cultivo celular de cualquiera de las realizaciones 11 a
14 en condiciones adecuadas para producir de ese modo los anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno de los
mismos.

Realizacién 25: El procedimiento de acuerdo con la realizacién 23 o la realizacion 24, que comprende ademas aislar
los anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno de los mismos del cultivo.

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2778 100 T3

Realizacién 26: Los anticuerpos o fragmentos de union al antigeno de los mismos obtenidos o que pueden
obtenerse a partir del procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 23 a 25.

Realizacién 27: Un procedimiento para obtener células de hibridoma de acuerdo con la realizacion 10 o la
realizacién 12 de una poblacién mixta de hibridomas, el procedimiento que comprende aislar al menos una porcién
de las células de hibridoma de la poblaciéon mixta de hibridomas.

Realizacién 28: El procedimiento de acuerdo con la realizacién 27, en el que el aislamiento comprende clonar
células de hibridoma individuales de la poblacion mixta de hibridomas, y determinar que la descendencia clonal es
capaz de producir la poblacion de anticuerpos de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 9.

Realizacién 29: El procedimiento de acuerdo con la realizacién 27 o la realizacién 28, en el que la poblacién mixta de
hibridomas se deposita en la Coleccion Americana de Cultivo Tipo de Tejido (ATCC) con el nimero de acceso
HB11785.

Realizacion 30: La poblacion de anticuerpos de acuerdo con la realizacion 5, en la que los primeros anticuerpos y/o
fragmentos de union al antigeno de los mismos son quiméricos.

Realizacién 31: La poblaciéon de anticuerpos de acuerdo con la realizacion 5 o la realizacién 30, en la que los
primeros anticuerpos y/o fragmentos de unién al antigeno de los mismos son anticuerpos quiméricos que
comprenden:

(a) una region constante de la cadena pesada que comprende o que consiste en una secuencia de aminoacidos
como se define en los residuos 138-467 de la SEQ ID NO: 9; y

(b) una regién constante de la cadena ligera que comprende o que consiste en una secuencia de aminoacidos
como se define en los residuos de 128-234 de la SEQ ID NO: 10.

Realizacién 32: La poblacion de anticuerpos de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 1 a 9, en la que los
primeros anticuerpos y/o fragmentos de los mismos comprenden un marcador detectable.

Realizacién 33: La poblacion de anticuerpos de acuerdo con las realizaciones 32, en la que el marcador detectable
es uno o mas de un marcador fluorescente, un radiomarcador, biotina o avidina.

Breve descripcion de los dibujos

Las realizaciones preferentes de la presente invencion se describiran ahora, a modo de ejemplo solamente, con
referencia a las figuras adjuntas en las que:

La Figura 1 muestra los resultados de analisis de transferencia Western con el uso de anticuerpos MIL-38 de
diversas fuentes en extractos de lineas celulares DU-145, C3 y CA-HPV-10. Las puntas de flecha indican la
reactividad equivalente de las diferentes preparaciones de anticuerpos con el antigeno MIL-38. Las flechas indican
las bandas dobles para la cadena pesada y las cadenas ligeras en cada una de las tres preparaciones. Abreviaturas:
37A = preparacion de anticuerpos MIL-38 internos; "original" (1-O) = preparacion de anticuerpos MIL-38 a partir de
células de hibridoma de ATCC (HB11785); 40A = preparacion de anticuerpos MIL-38 a partir de células de hibridoma
internas; Sypro = tincion en gel de proteinas Sypro® Ruby. Carriles: 1 (marcador de MW); 2 (DU145 MPEK 16/7/12);
3 (C3 MPEK 20/4/12); 4 (CA-HPV-10 MPEK 28/3/12); 5 (-); 6 (marcador de MW); 7 (DU145 MPEK 16/7/12); 8 (C3
MPEK 20/4/12); 9 (CA-HPV-10 MPEK 28/3/12); 10 (marcador de MW); 11 (DU145 MPEK 16/7/12); 12 (C3 MPEK
20/4/12); 13 (CA-HPV-10 MPEK 28/3/12); 14 (-); 15 (preparacion 1 de MIL-38 "original"); 16 (preparacion 40A de
MIL-38); 17 (preparacion 37A de MIL-38); 18 (marcador de MW);

La Figura 2 muestra una comparacion de las preparaciones de anticuerpos MIL-38 procedentes de reservas de
hibridoma internas (clon 1 de células de hibridoma AusMADb) o células re-clonadas de la reserva de hibridoma
HB11785 original de ATCC (lineas de hibridoma AusMAb 3, 4 y 5) con la preparacion 33A de anticuerpos MIL-38
internos. La Figura 2A muestra la segregacion de los componentes de la cadena pesada y ligera en cada
preparacion de anticuerpos por electroforesis SDS-PAGE; Carriles: 1 (Magic Marker); 2 (AusMab 1); 3 (AusMab 3); 4
(AusMab 4); 5 (AusMab 5); 6 (preparacion 33A de MIL-38); 7 (véase Blue Plus2); la Figura 2B muestra los
resultados del andlisis de transferencia Western con el uso de anticuerpos MIL-38 de diversas preparaciones en
extractos de las lineas celulares DU-145y C3;

La Figura 3 muestra una comparacion de varias preparaciones de anticuerpos MIL-38 generadas y almacenadas
internamente (16A, 16B, 16C, 17B, 23A-1, 23A-2, 24A, 25A, 25B, 26B, 30A, 31A, 31B, 31C, 31D, 32B, 32C, 33A,
33B, 33C, 33D, 34A, 34B, 35A, 35C, 35D, 40A, 40B, AM-3, AM-4). La Figura 3A muestra la segregacion de
componentes de la cadena pesada y ligera en cada preparacion de anticuerpos MIL-38 por electroforesis SDS-
PAGE. La Figura 3B muestra los resultados del analisis de transferencia Western con el uso de anticuerpos MIL-38
de cada preparacioén en extractos de células DU-145;

La Figura 4 muestra los resultados de analisis de poblacion de anticuerpos MIL-38. La Figura 4A muestra los
resultados de los analisis de transferencia Western con el uso de preparaciones de anticuerpos MIL-38 IIA original,
Alfio I, Alfio 1l, 36A y AusMAb 4 (AM-4) en extractos de células DU-145 y C3. La Figura 4B muestra un Syprogel
reductor que demuestra la segregacion de los componentes de la cadena pesada y ligera de las preparaciones de
anticuerpos MIL-38 (lIA original, Alfio I, Alfio 1l, 36A y AusMADb 4 (AM-4)) por electroforesis SDS-PAGE. IlA original =
preparacion interna derivada de las reservas del nimero de acceso de ATCC HB11785 (hibridoma murino BLCA-
38); Alfio | = poblacién mixta de anticuerpos MIL-38 derivada del nimero de acceso de ATCC HB11785; Alfio Il =
poblacién de anticuerpos Unicos derivada de la poblacién mixta del nimero de acceso de ATCC HB11785.

La Figura 5 muestra las imagenes de ensayos de inmunofluorescencia con el uso de varias preparaciones de
anticuerpos MIL-38. Especificamente, la Figura 5A muestra imagenes de ensayos de inmunofluorescencia con el
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uso de varias preparaciones de anticuerpos MIL-38 en células DU-145. Las Partes A, D, G, J y M muestran
imagenes de campo brillante de las células tefiidas; las Partes B (AM-4) E (Alfio 1), H (Alfio 1l), y K (IIA original)
muestran la uniéon de preparaciones de anticuerpos MIL-38 a células DU145; la Parte N muestra el control de
anticuerpos secundarios para células DU-145; las Partes C, F, I, L y O muestran la tincién DAPI de las células. La
La Figura 5B muestra imagenes de ensayos de inmunofluorescencia con el uso de varias preparaciones de IA
anticuerpos MIL-38 en células C3. Las Partes A, D, G, J y M muestran imagenes de campo brillante de las células
tefidas; las Partes B (AM-4) E (Alfio 1), H (Alfio Il), y K (original Ila) muestran la unién de preparaciones de
anticuerpos MIL-38 a células C3; la Parte N muestra el control de anticuerpos secundarios para células C3; las
Partes C, F, |, L y O muestran la tincion DAPI de las células;

La Figura 6 muestra los resultados de los ELISA tipo sandwich comparativos realizados con el uso de diferentes
preparaciones de anticuerpos como anticuerpos de captura. La Figura 6A muestra los ELISA tipo sandwich
comparativos con el uso de AM-3 y AM-4 como anticuerpos de captura. La Figura 6B muestra los ELISA tipo
sandwich comparativos con el uso de una preparacion mixta (34A) o una poblacion clonal (AM-4 1F5) como
anticuerpos de captura.

La Figura 7 muestra la SDS-PAGE (Figura 7A) y el analisis de transferencia Western (Figura 7B) de un anticuerpo
MIL-38 quimérico. Carril M = marcador de proteinas; Carril 1 = condiciones reductoras; Carril 2 = condiciones no
reductoras; Carril P = IgG1 humana, Kappa (Sigma, num. de Catalogo 15154) como control positivo.

La Figura 8 muestra imagenes de ensayos de inmunofluorescencia con el uso de anticuerpos MIL-38 quiméricos y
controles en células DU-145. La Figura 8A-D muestra imagenes combinadas de campo brillante y DAPI de las
células tefidas. La Figura 8E-H muestra la tincion de células DU-145 con la preparacion 33A de MIL-38 (8E, control
positivo), MIL-38 quimérico (8F), Cetuximab (8G, control positivo para IgG1k humana) y control negativo (8H,
anticuerpo no 1°);

La Figura 9 muestra el analisis de transferencia western del anticuerpo MIL-38 quimérico. La Figura 9A muestra la
reactividad de MIL-38 murino con extracto de MPEK DU-145, extracto de MPEK C3 y antigeno GPC-1 recombinante
producido por NSO. La Figura 9B muestra la reactividad de MIL-38 quimérico con extracto de MPEK DU-145,
extracto de MPEK C3 y antigeno GPC-1 recombinante producido por NSO. La Figura 9C muestra la reactividad de
MIL-38 murino con extracto de MPEK DU-145, extracto de MPEK C3 y antigeno GPC-1 recombinante producido por
NSO en condiciones equivalentes a la Figura 9B.

Definiciones
Como se usa en la presente solicitud, la forma singular "un", "una" y "el/la" incluye las referencias al plural a menos que
el contexto indique claramente lo contrario. Por ejemplo, la frase "un anticuerpo” también incluye multiples anticuerpos.

Como se usa en la presente memoria, el término "que comprende" significa "que incluye". Las variaciones de la palabra
"que comprende”, como "comprenden" y "comprende”, tienen significados correspondientemente variables. Asi, por
ejemplo, una muestra que "comprende" el anticuerpo A puede consistir exclusivamente en el anticuerpo A o puede
incluir uno o mas componentes adicionales (por ejemplo, el anticuerpo B).

Como se usa en la presente memoria, el término "multiple” significa mas de uno. En ciertos aspectos o realizaciones
especificas, multiple puede significar 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,
27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51 0 mas, y cualquier nimero
entero derivable del mismo, y cualquier intervalo derivable del mismo.

Tal como se usa en la presente memoria, los términos "anticuerpo” y "anticuerpos" incluyen IgG (que incluye IgG1,
IgG2, IgG3 e IgG4), IgA (que incluye IgA1 e IgA2), IgD, IgE, IgM e IgY, anticuerpos completos, que incluyen anticuerpos
completos de cadena sencilla, y fragmentos de unién al antigeno de los mismos. Los fragmentos de anticuerpos de
union al antigeno incluyen, pero no se limitan a, Fv, Fab, Fab' y F(ab")2, Fd, Fvs de cadena sencilla (scFv), anticuerpos
de cadena sencilla, Fvs unidos por disulfuro (sdFv) y fragmentos que comprenden un dominio VL o VH. Los anticuerpos
pueden ser de cualquier origen animal o huésped de produccién apropiado. Los fragmentos de anticuerpos de union al
antigeno, incluidos los anticuerpos de cadena sencilla, pueden comprender la(s) regidon(ones) variable(s) sola(s) o en
combinacion con la totalidad o una porcion de los siguientes: region de bisagra, dominios CH1, CH2 y CH3. También se
incluye cualquier combinacion de region(ones) variable(s) y de region de bisagra, dominios CHI, CH2 y CH3. Los
anticuerpos pueden ser anticuerpos monoclonales, policlonales, quiméricos, multiespecificos, humanizados, y
monoclonales y policlonales humanos que se unen especificamente a la molécula bioldgica. El anticuerpo puede ser un
anticuerpo biespecifico, un avicuerpo, un diacuerpo, un tricuerpo, un tetracuerpo, un nanocuerpo, un anticuerpo de
dominio Unico, un dominio VHH, un anticuerpo humano, un anticuerpo completamente humanizado, un anticuerpo
parcialmente humanizado, anticalina, adnectina o un afficuerpo.

Como se usa en la presente memoria, el término "anticuerpo monoclonal" se refiere a un anticuerpo que reconoce un
Unico epitopo antigénico, y que se obtiene de una poblacién de anticuerpos sustancialmente homogéneos que se unen
especificamente al mismo epitopo antigénico, y son idénticos con la posible excepcion de la ocurrencia de
mutacion(ciones) natural(es) que puede(n) estar presente(s) en cantidades menores.

Como se usa en la presente memoria, el término "anticuerpo humanizado" se refiere a formas de anticuerpos que
contienen secuencias de anticuerpos humanos, asi como anticuerpos no humanos (por ejemplo, anticuerpos murinos).
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Por ejemplo, un anticuerpo humanizado puede comprender sustancialmente todo de al menos uno y tipicamente dos
dominios variables, en los que todos o sustancialmente todos los lazos hipervariables corresponden a los de una
inmunoglobulina no humana y todos o sustancialmente todos los residuos de la region FR son los de una secuencia de
inmunoglobulina humana. El anticuerpo humanizado opcionalmente también puede comprender al menos una porcion
de una region constante de inmunoglobulina (Fc), que puede ser tipicamente la de una inmunoglobulina humana.

Como se usa en la presente memoria, el término "anticuerpo quimérico" se refiere a un anticuerpo que exhibe una
actividad bioldgica deseada, y en el que una porcién de la cadena ligera y/o cadena pesada es idéntica u homdloga con
las secuencias correspondientes en anticuerpos derivados de una especie especifica, mientras que las cadenas
restantes son idénticas u homadlogas con las secuencias correspondientes en anticuerpos derivados de otras especies
diferentes. Por ejemplo, un anticuerpo quimérico puede comprender regiones variables que se derivan de una primera
especie y comprender regiones constantes que se derivan de una segunda especie. Los anticuerpos quiméricos pueden
construirse, por ejemplo, mediante ingenieria genética a partir de segmentos génicos de inmunoglobulina pertenecientes
a diferentes especies.

Como se usa en la presente memoria, el término "hibridoma" se refiere a una célula producida por la fusién de una
célula inmortal (por ejemplo, una célula de mieloma multiple) y una célula productora de anticuerpos (por ejemplo, un
linfocito B), que es capaz de producir anticuerpos monoclonales de una especificidad de union unica.

Como se usa en la presente memoria, las expresiones "unirse especificamente" y "se une especificamente”" en
referencia a un anticuerpo, variante de anticuerpo, derivado de anticuerpo, fragmento de unién al antigeno, y similares
se refiere a su capacidad para unirse a una molécula diana dada preferentemente sobre otras moléculas diana. Por
ejemplo, si el anticuerpo, variante de anticuerpo, derivado de anticuerpo o fragmento de unién al antigeno ("molécula A")
es capaz de "unirse especificamente" o "se une especificamente" a una molécula diana dada ("molécula B"), la
molécula A tiene la capacidad de discriminar entre la molécula B y cualquier otro nimero de posibles parejas de unién
alternativas. Por consiguiente, cuando se expone a una pluralidad de moléculas diferentes pero igualmente accesibles
como posibles parejas de union, la molécula A se unira selectivamente a la molécula B y otras posibles parejas de union
alternativas permaneceran sustancialmente no unidas por la molécula A. En general, la molécula A se unira
preferentemente a la molécula B al menos 10 veces, preferentemente 50 veces, mas preferentemente 100 veces, y con
la maxima preferencia mas de 100 veces con mayor frecuencia que otras posibles parejas de union. La molécula A
puede ser capaz de unirse a moléculas que no son la molécula B a un nivel débil pero detectable. Esto se conoce
comunmente como unidn de fondo y se puede distinguir facilmente de la unién especifica de la molécula B, por ejemplo,
mediante el uso de un control apropiado.

Como se usa en la presente memoria, el término "sujeto" incluye cualquier animal de importancia econdémica, social o de
investigacion, incluidas las especies bovina, equina, ovina, primate, aviar y roedor. Por lo tanto, un "sujeto" puede ser un
mamifero tal como, por ejemplo, un mamifero humano o no humano.

Como se usa en la presente memoria, el término "aislado" en referencia a una molécula biolégica (por ejemplo, un
anticuerpo) es una molécula bioldgica que esta libre de al menos algunos de los componentes con los que se produce
naturalmente.

Como se usa en la presente memoria, los términos "proteina" y "polipéptido" se refieren cada uno a un polimero
compuesto de aminoacidos unidos por enlaces peptidicos y se usan indistintamente. Para los fines de la presente
invencion, un "polipéptido" puede constituir una proteina de longitud completa o una porcién de una proteina de longitud
completa.

Como se usa en la presente memoria, el término "polinucleétido” se refiere a un polimero monocatenario o bicatenario
de bases de desoxirribonucledtidos, bases de ribonucleotidos, analogos conocidos o nucledtidos naturales, o mezclas
de los mismos.

Como se usa en la presente memoria, el término "kit" se refiere a cualquier sistema de suministro para suministrar
materiales. Tales sistemas de suministro incluyen sistemas que permiten el almacenamiento, transporte o suministro de
reactivos de reaccion (por ejemplo, marcadores, muestras de referencia, material de soporte, etc. en los contenedores
apropiados) y/o materiales de soporte (por ejemplo, tampones, instrucciones escritas para realizar un ensayo, etc.) de
un lugar a otro. Por ejemplo, los kits pueden incluir uno o mas recintos, como cajas, que contienen los reactivos de
reaccion y/o materiales de soporte relevantes. El término "kit" incluye kits fragmentados y combinados. Un "kit
fragmentado" se refiere a un sistema de suministro que comprende dos o mas recipientes separados que contienen
cada uno una sub porcién del total de componentes del kit. Los contenedores pueden ser suministrados al destinatario
previsto juntos o por separado. Cualquier sistema de suministro que comprenda dos o mas recipientes separados que
contengan cada uno una sub porcién del total de componentes del kit se incluye dentro del significado del término "kit
fragmentado". Un "kit combinado" se refiere a un sistema de suministro que contiene todos los componentes de un
ensayo de reaccién en un Unico recipiente (por ejemplo, en una sola caja que contiene cada uno de los componentes
deseados).
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Se entendera que el uso del término "entre" en la presente memoria, cuando se refiere a un intervalo de valores
numéricos, abarca los valores numéricos en cada punto final del intervalo. Por ejemplo, un polipéptido de entre 10
residuos y 20 residuos de longitud incluye un polipéptido de 10 residuos de longitud y un polipéptido de 20 residuos de
longitud.

Cualquier descripcion de documentos de la técnica anterior en la presente memoria, o declaraciones en la presente
memoria derivadas o basadas en dichos documentos, no es una admision de que los documentos o declaraciones
derivadas son parte del conocimiento general comun de la técnica relevante. A los fines de la descripcion, todos los
documentos a los que se hace referencia en la presente memoria se incorporan por referencia en su totalidad a menos
que se indique lo contrario.

Descripcion detallada

Sigue existiendo la necesidad de procedimientos y agentes mas eficaces para diagnosticar y/o tratar diversas formas de
cancer, tal como el cancer de préstata. Los anticuerpos son agentes de diagndstico y terapéuticos utiles para el cancer,
ya que se han convertido en un instrumento exitoso e importante para diagnosticar y tratar pacientes con neoplasias
hematoldgicas y tumores solidos. La identificacion de nuevos anticuerpos relevantes dirigidos a antigenos especificos
de tumor ofrece un posible medio para mejorar los resultados de diagnostico y/o terapéuticos para pacientes con
cancer. Otro medio por el cual estos resultados pueden mejorarse es a través de la mejora de los diagndsticos y/o
terapias basados en anticuerpos existentes.

El "anticuerpo BLCA-38" ha sido objeto de investigaciones previas en el diagnostico y/o tratamiento del cancer, incluido
el cancer de vejiga y de prostata. En la técnica anterior, el "anticuerpo BLCA-38" se denomina de manera persistente un
anticuerpo monoclonal murino dirigido a un antigeno desconocido de aproximadamente 30 kDa de tamafio’®. Los
presentes inventores han identificado sorprendentemente que el anticuerpo BLCA-38 divulgado y usado en la técnica
anterior no es una unica poblacién de anticuerpos monoclonales como se indicd anteriormente, sino una combinacién
de dos anticuerpos monoclonales distintos en una poblacién mixta. Esto se deriva de la determinacién del presente
inventor de que el hibridoma usado para generar el anticuerpo BLCA-38, una muestra representativa de la cual se
depositd en la Coleccion Americana de Cultivos Tipo de Tejidos con el numero de acceso HB11785, es una poblacion
biclonal (en lugar de monoclonal) de células de hibridoma, que produce una mezcla de dos especies de anticuerpos
discretos. Solo una de estas especies de anticuerpos es capaz de unirse al antigeno relevante en las células de cancer
de préstata, mientras que la segunda especie no puede. Ademas, el antigeno unido por este anticuerpo es
significativamente mayor que los 30 kDa indicados en la técnica anterior®*,

Estos hallazgos inesperados han facilitado la generacion de un hibridoma monoclonal capaz de producir una Unica
poblacion de anticuerpos con especificidad de union solo por el antigeno diana. Ademas de evitar la produccion y
aplicacion innecesarias de un anticuerpo ineficaz (es decir, la segunda poblacién de anticuerpos monoclonales presente
en la poblacion mixta de la técnica anterior), el uso del hibridoma monoclonal/anticuerpo Unico de acuerdo con la
presente invencioén proporciona una sefial mas fuerte en comparacién con la mezcla poblacién de la técnica anterior
cuando se utilizan cantidades equivalentes de anticuerpo.

Por consiguiente, ciertas realizaciones de la presente invencion se refieren a la provision de una poblacion de
anticuerpos monoclonales derivados de células de hibridoma clonal, cada miembro de la poblacién de anticuerpos es
capaz de unirse especificamente a un antigeno presente en ciertas células cancerosas (por ejemplo, células de cancer
de vejiga y prostata). La presente invencion también proporciona fragmentos de union al antigeno de estos anticuerpos,
asi como derivados y variantes de los anticuerpos que mantienen la misma especificidad de unién.

También se proporcionan hibridomas capaces de producir anticuerpos de la presente invencion. Un ejemplo de tal
hibridoma fue depositado bajo los términos del Tratado de Budapest en Cellbank Australia en 214 Hawkesbury Road,
Westmead, NSW 2145, Australia el 22 de agosto de 2014 con el numero de acceso CBA20140026.

Ademas se proporcionan procedimientos de produccion y/o aislamiento de anticuerpos de la presente invencion, y
métodos de deteccion/diagndstico que utilizan los anticuerpos.

Anticuerpos monoclonales

La presente invencion proporciona anticuerpos monoclonales, derivados de tales anticuerpos y fragmentos de unién al
antigeno de los mismos.

Los anticuerpos monoclonales, variantes, derivados y fragmentos de union al antigeno son capaces de unirse
especificamente a un epitopo antigénico presente en el proteoglicano sulfato de heparan glipicano-1 (GPC-1). La
proteina GPC-1 puede ser una proteina glipicano-1 humana (por ejemplo, como se define mediante una secuencia
establecida en cualquiera de: secuencia de referencia NCBI num. de acceso NP_002072.2, nim. de acceso de
GenBank AAH51279.1, num. de acceso de GenBank AAA98132.1, nimero de acceso de GenBank EAW71184.1, o
numero de acceso de UniProtKB/Swiss-Prot P35052.2). En algunas realizaciones, la proteina GPC-1 puede no incluir un
péptido sefial y/o un propéptido. Adicionalmente o en variante, los anticuerpos monoclonales, derivados y fragmentos de
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union al antigeno pueden ser capaces de unirse especificamente a un epitopo antigénico presente en una variante
GPC-1 (por ejemplo, una isoforma GPC-1, variante de empalme o alotipo).

A modo de ejemplo no limitante, los anticuerpos monoclonales, variantes, derivados y fragmentos de unién al antigeno
pueden comprender una cadena pesada y/o una cadena ligera, combinaciones de las mismas, o componentes de las
mismas.

La cadena pesada o componentes de la misma pueden comprender una region variable de la cadena pesada que
comprende una, dos o tres regiones determinantes de complementariedad (CDR1, CDR2 y/o CDR3), también conocidas
en la técnica como regiones hipervariables (HV) de la cadena pesada. La CDR1 de la cadena pesada puede
comprender o consistir en una secuencia de aminoacidos como se define por los residuos 50-54 de la SEQ ID NO: 3. La
CDR2 de la cadena pesada puede comprender o consistir en una secuencia de aminoacidos como se define por los
residuos 69-85 de la SEQ ID NO: 3. La CDR3 de la cadena pesada puede comprender o consistir en una secuencia de
aminoacidos como se define por los residuos 118-126 de la SEQ ID NO: 3.

Adicionalmente o en variante, la regidon variable de la cadena pesada puede comprender una, dos, tres o cuatro
regiones marco (FR1, FR2, FR3 y/o FR4). La FR1 de la cadena pesada puede comprender o consistir en una secuencia
de aminoacidos como se define por los residuos 20-49 de la SEQ ID NO: 3. La FR2 de la cadena pesada puede
comprender o consistir en una secuencia de aminoacidos como se define por los residuos 55-68 de la SEQ ID NO: 3. La
FR3 de la cadena pesada puede comprender o consistir en una secuencia de aminoacidos como se define por los
residuos 86-117 de la SEQ ID NO: 3. La FR4 de la cadena pesada puede comprender o consistir en una secuencia de
aminoacidos como se define por los residuos 127-137 de la SEQ ID NO: 3.

Adicionalmente o en variante, la region variable de la cadena pesada puede comprender una secuencia lider. La
secuencia lider de la cadena pesada puede comprender o consistir en una secuencia de aminoacidos como se define
por los residuos 1-19 de la SEQ ID NO: 3. El experto reconocera que la secuencia lider es una secuencia sefal que
facilita el transporte de una cadena pesada recién sintetizada al reticulo endoplasmico, y generalmente no esta presente
en la cadena pesada de la forma ensamblada final del anticuerpo monoclonal.

Adicionalmente o en variante, la cadena ligera o los componentes del mismo pueden comprender una region variable de
la cadena ligera que comprende una, dos o tres regiones determinantes de complementariedad (CDR1, CDR2, CDR3)
también conocidas en la técnica como regiones hipervariables (HV) de la cadena ligera. La CDR1 de la cadena ligera
puede comprender o consistir en una secuencia de aminoacidos como se define por los residuos 44-54 de la SEQ ID
NO: 4. La CDR2 de la cadena ligera puede comprender o consistir en una secuencia de aminoacidos como se define
por los residuos 70-76 de la SEQ ID NO: 4. La CDR3 de la cadena ligera puede comprender o consistir en una
secuencia de aminoacidos como se define por los residuos 109-117 de la SEQ ID NO: 4.

Adicionalmente o en variante, la regidn variable de la cadena ligera puede comprender una, dos, tres o cuatro regiones
marco (FR1, FR2, FR3, FR4). La FR1 de la cadena ligera puede comprender o consistir en una secuencia de
aminoacidos como se define por los residuos 21-43 de la SEQ ID NO: 4. La FR2 de la cadena ligera puede comprender
o consistir en una secuencia de aminoacidos como se define por los residuos 55-69 de la SEQ ID NO: 4. La FR3 de la
cadena ligera puede comprender o consistir en una secuencia de aminoacidos como se define por los residuos 77-108
de la SEQ ID NO: 4. La FR4 de la cadena ligera puede comprender o consistir en una secuencia de aminoacidos como
se define por los residuos 118-127 de la SEQ ID NO: 4.

Adicionalmente o en variante, la regién variable de la cadena ligera puede comprender una secuencia lider. La
secuencia lider de la cadena ligera puede comprender o consistir en una secuencia de aminoacidos como se define por
los residuos 1-20 de la SEQ ID NO: 4. El experto reconocera que la secuencia lider es una secuencia sefial que facilita
el transporte de una cadena ligera recién sintetizada al reticulo endoplasmico, y generalmente no esta presente en la
cadena ligera de la forma ensamblada final del anticuerpo monoclonal.

Adicionalmente o en variante, la cadena pesada puede comprender una, dos o tres regiones constantes de la cadena
pesada. La region constante de la cadena pesada puede comprender o consistir en una secuencia de aminoacidos
como se define por los residuos 138-461 de la SEQ ID NO: 3.

Adicionalmente o en variante, la cadena ligera puede comprender una regiéon constante de la cadena ligera. La region
constante de la cadena ligera puede comprender o consistir en una secuencia de aminoacidos como se define por los
residuos 128-234 de la SEQ ID NO: 4.

En algunas realizaciones, los anticuerpos monoclonales, variantes, derivados y fragmentos de unién al antigeno de
acuerdo con la presente invencion pueden comprender una region variable de cadena pesada que comprende o
consiste en una secuencia de aminoacidos como se define por los residuos 20-137 de la SEQ ID NO: 3. Los anticuerpos
monoclonales, variantes, derivados y fragmentos de union al antigeno pueden comprender una o dos de las regiones
variables de la cadena pesada.
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En algunas realizaciones, los anticuerpos monoclonales, variantes, derivados y fragmentos de unién al antigeno de
acuerdo con la presente invencion pueden comprender una region variable de la cadena ligera que comprende o
consiste en una secuencia de aminoacidos como se define por los residuos 21-127 de la SEQ ID NO: 4. Los anticuerpos
monoclonales, variantes, derivados y fragmentos de union al antigeno pueden comprender una o dos de las regiones
variables de la cadena ligera.

En algunas realizaciones, los anticuerpos monoclonales, variantes, derivados y fragmentos de unién al antigeno de
acuerdo con la presente invencidon pueden comprender una region variable de cadena pesada que comprende o
consiste en los residuos 20-137 de la SEQ ID NO: 3, y una regién variable de la cadena ligera que comprende o
consiste en los residuos 21-127 de la SEQ ID NO: 4. Los anticuerpos monoclonales, variantes, derivados y fragmentos
de unién al antigeno pueden comprender una combinacion de dos de las regiones variables de la cadena pesada y dos
de las regiones variables de la cadena ligera.

En algunas realizaciones, los anticuerpos monoclonales, variantes, derivados y fragmentos de unién al antigeno de
acuerdo con la presente invencién pueden comprender una cadena pesada que comprende o que consiste en una
secuencia de aminoacidos como se define por los residuos 20-461 de la SEQ ID NO: 3. Los anticuerpos monoclonales,
variantes, derivados y fragmentos de unioén al antigeno pueden comprender una o dos de las cadenas pesadas.

En algunas realizaciones, los anticuerpos monoclonales, variantes, derivados y fragmentos de unién al antigeno de
acuerdo con la presente invencion pueden comprender una cadena ligera que comprende o que consiste en una
secuencia de aminoacidos como se define por los residuos 21-234 de la SEQ ID NO: 4. Los anticuerpos monoclonales,
variantes, derivados y fragmentos de unioén al antigeno pueden comprender una o dos de las cadenas ligeras.

En algunas realizaciones, los anticuerpos monoclonales, variantes, derivados y fragmentos de unién al antigeno de
acuerdo con la presente invencién pueden comprender una cadena pesada que comprende o que consiste en una
secuencia de aminoacidos como se define por los residuos 20-461 de la SEQ ID NO: 3, y una cadena ligera que
comprende o que consiste en una secuencia de aminoacidos como se define por los residuos 21-234 de la SEQ ID NO:
4. Los anticuerpos monoclonales, variantes, derivados y fragmentos de unién al antigeno pueden comprender o consistir
en una combinacion de dos de las cadenas pesadas y dos de las cadenas ligeras.

Los anticuerpos monoclonales, variantes y derivados de dichos anticuerpos, y los fragmentos de union al antigeno de
los mismos de acuerdo con la presente invencion no estan restringidos a ningun isotipo particular, y por lo tanto pueden
ser IgA (IgA1 o IgA2), IgD, IgE, IgG (IgG1, 19G2, 1gG3, 1gG4) o isotipo IgM. En algunas realizaciones, son del isotipo
IgG1.

Se incluyen dentro del ambito de la presente invencion los anticuerpos monoclonales producidos por células de
hibridoma sometidas bajo los términos del Tratado de Budapest en Cellbank Australia en 214 Hawkesbury Road,
Westmead NSW 2145, Australia el 22 de agosto de 2014 con el numero de acceso CBA20140026. El hibridoma es una
poblacién clonal que produce una Unica especie de anticuerpo que tiene una unién especifica para un epitopo existente
en el proteoglicano sulfato de heparan glipicano-1 (GPC-1).

Fragmentos de anticuerpos, derivados y variantes.

Se incluyen dentro del ambito de la presente invencion los "fragmentos" de los anticuerpos descritos en la presente
memoria. En general, los fragmentos son "fragmentos de union al antigeno” en el sentido de que son capaces de unirse
especificamente al mismo antigeno/epitopo (por ejemplo, GPC-1) que el anticuerpo original del que se obtienen o en el
que se basan. Tipicamente, un fragmento de unién al antigeno retiene al menos el 10 % de la capacidad de union al
antigeno/epitopo del anticuerpo original o, al menos, 25 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 99 % o 100 % (o mas)
de la capacidad de unién al antigeno/epitopo del anticuerpo original. También se contempla que un fragmento de union
al antigeno de un anticuerpo descrito en la presente memoria puede incluir sustituciones conservadoras de aminoacidos
que no alteren sustancialmente su especificidad/capacidad de union al antigeno/epitopo (por ejemplo, al menos 70 %,
80 %, 90 %, 95 %, 99 % o 100 % (o mas) de su especificidad/capacidad de unién al antigeno/epitopo puede ser
retenida).

Los ejemplos no limitantes de fragmentos de unién al antigeno incluyen porciones de un anticuerpo de longitud
completa, péptidos y derivados de los mismos que incluyen, por ejemplo, Fab, Fab', F(ab),, F(ab )2, F(ab)s, Fv, Fv de
cadena sencilla (scFv), dsFv, fragmentos Fd, fragmentos dAB Fse, VH, VL, VhH y dominios V-NAR, paratopos, regiones
CDR, moléculas de anticuerpos de cadena sencilla (por ejemplo, Sc-Fv), minicuerpos, diacuerpos, triacuerpos,
tetracuerpos, cuerpos kappa, anticuerpos lineales, anticuerpos multiespecificos, anticuerpos de dominio formados a
partir de fragmentos de anticuerpos, fragmentos de anticuerpos multiespecificos formados a partir de fragmentos de
anticuerpos y cualquier porcion o secuencia peptidica del anticuerpo que sea capaz de unirse especificamente al
antigeno relevante/epitopo (por ejemplo, GPC-1).

También se incluyen dentro del ambito de la presente invencion los "derivados" de los anticuerpos descritos en la

presente memoria. Un "derivado" de un anticuerpo de la presente invencion se refiere a un anticuerpo descrito en la
presente memoria que se modifica para incorporar componentes adicionales o que tiene componentes alterados, pero
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que todavia es capaz de unirse especificamente al mismo antigeno/epitopo (por ejemplo, GPC-1) como el anticuerpo
original del que se obtiene. Tipicamente, un derivado de anticuerpo como se contempla en la presente memoria retiene
al menos el 10 % de la capacidad de unién al antigeno/epitopo del anticuerpo original, o, al menos 25 %, 50 %, 60 %,
70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 99 % o0 100 % (o mas) de la capacidad de unioén al antigeno/epitopo del anticuerpo original.

Los ejemplos no limitantes de modificaciones adecuadas para formar derivados de anticuerpos incluyen amidacion,
glicosilacion, fosforilacion, pegilacion, unidon a un ligando celular u otra proteina, derivacion por grupos
protectores/bloqueadores conocidos, acetilacion y similares. Adicionalmente o en variante, el derivado puede contener
uno 0 mas aminoacidos no clasicos.

Los derivados de anticuerpos pueden incluir anticuerpos marcados tales como, por ejemplo, anticuerpos monoclonales
marcados con yodo radioactivo, indio, azufre, carbono, tritio o similares; anticuerpos monoclonales conjugados con
avidina o biotina, anticuerpos monoclonales conjugados con enzimas (p. e€j., rabano picante, glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa glucosa oxidasa, beta-D-galactosidasa, fosfatasa alcalina, glucoamilasa, acetilcolina esterasa,
anhidrasa de acido carboxilico, malato deshidrogenasa pero lisozima peroxidasa, peroxidasa) y anticuerpos
monoclonales conjugados con agentes quimioluminiscentes (por ejemplo, ésteres de acridina), agentes bioluminiscentes
(por ejemplo, luciferasa) o agentes fluorescentes (por ejemplo, ficobiliproteinas). Otros ejemplos de derivados de
anticuerpos incluyen anticuerpos bifuncionales, tales como anticuerpos biespecificos generados mediante la
combinacion de partes de dos anticuerpos separados que reconocen dos grupos antigénicos diferentes (por ejemplo,
mediante técnicas recombinantes o reticulacion).

Los derivados de anticuerpos pueden formarse a partir de la modificaciéon covalente de los anticuerpos descritos en la
presente memoria, por ejemplo, haciendo reaccionar residuos de aminoacidos especificos del anticuerpo con un agente
capaz de reaccionar con cadenas laterales seleccionadas o residuos terminales. Por ejemplo, la derivatizacion con
agentes bifuncionales es un medio atil para reticular un anticuerpo o fragmento del mismo con vehiculos
macromoleculares tales como matrices de soporte insolubles en agua. Los derivados de anticuerpos como se
contemplan en la presente memoria pueden tener un agente unido a un anticuerpo base o un fragmento del mismo
capaz de aumentar su vida media in vivo (por ejemplo, extender el periodo de tiempo antes de la eliminacion del flujo
sanguineo). Un ejemplo no limitante de tal técnica incluye la adicion de restos de PEG.

En ciertas realizaciones, el derivado de anticuerpo puede ser un multimero, tal como, por ejemplo, un dimero, que
comprende uno o0 mas monomeros, donde cada monémero incluye (i) una region de unién al antigeno de un anticuerpo
anti-GPC-1 como se describe en la presente memoria, o una region polipeptidica derivada de la misma (como, por
ejemplo, por sustitucion conservadora de uno o mas aminoacidos), y (ii) una regién polipeptidica multimerizante (por
ejemplo, dimerizante), de modo que el derivado de anticuerpo forme multimeros (por ejemplo, homodimeros) que se
unen especificamente a GPC-1. Por ejemplo, una regiéon de unién al antigeno de un anticuerpo anti-GPC-1 como se
describe en la presente memoria, o una region de polipéptido derivada del mismo, puede fusionarse recombinante o
quimicamente con una proteina heterdloga, en el que la proteina heteréloga comprende un dominio de dimerizacién o
multimerizacion. El derivado puede estar sujeto a condiciones que permitan la formacion de un homodimero o
heterodimero. El heterodimero puede comprender dominios de dimerizacion idénticos pero diferentes regiones de union
al antigeno anti-GPC-1, regiones de unién al antigeno anti-GPC-1 idénticas pero diferentes dominios de dimerizacion, o
diferentes regiones de uniéon al antigeno anti-GPC-1 y diferentes dominios de dimerizacién. Los dominios de
dimerizacién adecuados incluyen aquellos que se originan a partir de factores de transcripcion (por ejemplo, una
cremallera de leucina de regién basica), una proteina hélice-lazo-hélice de region basica y una region constante de
inmunoglobulina (por ejemplo, una regién constante de la cadena pesada o un dominio de la misma como un dominio
CH1, un dominio CH2 o un dominio CH3).

En otras realizaciones, el derivado de anticuerpo puede ser un anticuerpo anti-GPC1 como se describe en la presente
memoria conjugado con un segundo anticuerpo (un "heteroconjugado de anticuerpo").

También se contemplan en la presente memoria los derivados humanizados de los anticuerpos descritos en la presente
memoria. Un anticuerpo "humanizado" como se contempla en la presente memoria es un anticuerpo quimérico de ser
humano/no humano que contiene una secuencia minima derivada de inmunoglobulina no humana. Por ejemplo, un
anticuerpo humanizado puede ser una inmunoglobulina humana (anticuerpo receptor) en la que los residuos de la
region(ones) CDR del receptor se reemplazan por residuos de una regiéon CDR de una especie no humana (anticuerpo
donante) (por ejemplo, un raton, rata, conejo o primate no humano que tiene la especificidad y afinidad deseadas por un
antigeno/epitopo GPC-1). Los residuos de la regiéon marco (FR) de la inmunoglobulina humana también pueden
(opcionalmente) ser reemplazados por los residuos no humanos correspondientes, y en algunos casos los anticuerpos
humanizados pueden comprender residuos no presentes en el anticuerpo receptor o en el anticuerpo donador para
mejorar el rendimiento del anticuerpo.

En la presente memoria se contempla ademas un anticuerpo "quimérico" en el que una porcién de la cadena pesada y/o
ligera es idéntica con u homadloga a una secuencia correspondiente en los anticuerpos derivados a partir de una especie
particular o pertenecientes a una clase o subclase particular de anticuerpo, mientras que el resto de la cadena(s)
es(son) idéntica(s) u homologa(s) a una secuencia correspondiente en los anticuerpos derivados a partir de otras
especies 0 pertenecientes a otra clase o subclase de anticuerpos. Por ejemplo, un anticuerpo quimérico como se
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contempla en la presente memoria puede comprender regiones variables derivadas de un anticuerpo monoclonal anti-
GPC-1 como se describe en la presente memoria, y regiones constantes derivadas de una segunda especie. Los
anticuerpos quiméricos pueden generarse, por ejemplo, mediante ingenieria genética, a partir de segmentos génicos de
inmunoglobulina pertenecientes a diferentes especies.

A modo de ejemplo no limitante, un anticuerpo quimérico de acuerdo con la presente invencion puede comprender una
secuencia quimérica de cadena CH1-CH3 humana de ratén y una secuencia de cadena CH1-CH3 humana de VH de
raton (cadena pesada) y/o una secuencia de cadena Kappa humana de ratén, una secuencia de CK humana-VK de
ratéon y una secuencia VK de raton de MIL-38 (cadena ligera). La cadena pesada del anticuerpo quimérico puede
comprender o consistir en una secuencia de aminoacidos como se establece en los residuos 20-467 de la SEQ ID NO:
9. La cadena ligera del anticuerpo quimérico puede comprender o consistir en una secuencia de aminoacidos como se
establece en los residuos 21-234 de la SEQ ID NO: 10. La region variable de la cadena pesada puede comprender: una
region determinante de complementariedad 1 (CDR1) que comprende o que consiste en una secuencia de aminoacidos
definida por las posiciones 50-54 de la SEQ ID NO: 9; y/o una region determinante de complementariedad 2 (CDR2)
que comprende o que consiste en una secuencia de aminoacidos definida por las posiciones 69-85 de la SEQ ID NO: 9;
y/o una regién determinante de complementariedad 3 (CDR3) que comprende o que consiste en una secuencia de
aminoacidos definida por las posiciones 118-126 de la SEQ ID NO: 9. Adicionalmente o en variante, la region variable
de la cadena ligera puede comprender: una region determinante de complementariedad 1 (CDR1) que comprende o que
consiste en una secuencia de aminoacidos definida por las posiciones 44-54 de la SEQ ID NO: 10; y/o una region
determinante de complementariedad 2 (CDR2) que comprende o que consiste en una secuencia de aminoacidos
definida por las posiciones 70-76 de la SEQ ID NO: 10; y/o una regiéon determinante de complementariedad 3 (CDR3)
que comprende o que consiste en una secuencia de aminoacidos definida por las posiciones 109-117 de la SEQ ID NO:
10. Un anticuerpo quimérico de acuerdo con la presente invencidon puede ser una "variante" de este anticuerpo
quimeérico.

Se incluyen dentro del ambito de la presente invencién las "variantes" de los anticuerpos descritos en la presente
memoria. Un anticuerpo "variante" se refiere a un anticuerpo que difiere en la secuencia de aminoacidos de una
secuencia de aminoacidos del anticuerpo anti-GPC-1 "original" en virtud de la adicién, eliminacién y/o sustitucion de uno
0 mas residuos de aminoacidos en la secuencia de anticuerpos original. Por ejemplo, el anticuerpo variante puede
comprender una o mas sustituciones de aminoacidos en una o mas CDR y/o region (ones) marco del anticuerpo original
(por ejemplo, entre 1y 10, entre 2y 5, 0 1, 2, 3, 4 o 5 sustituciones en una o mas CDR de cadena pesada y/o ligera y/o
regiones marco del anticuerpo original). La variante de anticuerpo puede comprender una secuencia de aminoacidos de
secuencia de dominio variable de cadena pesada y/o una secuencia de aminoacidos de secuencia de dominio variable
de cadena ligera que tiene al menos 50 %, al menos 60 %, al menos 70 %, al menos 80 %, al menos 85 %, a al menos
90 %, al menos 95 % o al menos 98 % de homologia de secuencia de aminoacidos (es decir, identidad de secuencia)
con el correspondiente dominio variable del anticuerpo original.

La identidad u homologia de secuencia entre dos secuencias se define en la presente memoria como el porcentaje de
residuos de aminoacidos en la secuencia del candidato que son idénticos a los residuos del anticuerpo original, después
de alinear las secuencias e introducir interrupciones, si es necesario, para lograr el por ciento maximo de identidad de
secuencia. Si las dos secuencias que se van a comparar entre si difieren en longitud, la identidad de la secuencia se
relaciona con el porcentaje de residuos de aminoacidos de la secuencia mas corta que son idénticos a los residuos de
aminoacidos de la secuencia mas larga. La identidad de secuencia puede determinarse convencionalmente con el uso
de programas de computadora tal como el programa Bestfit (Paquete de analisis de secuencia de Wisconsin, Version 8
para Unix, Genetics Computer Group, University Research Park, 575 Science Drive Madison, Wis. 53711) y/o el
programa "fasta20u66" (version 2.0u66, septiembre de 1998 por William R. Pearson y la Universidad de Virginia; véase
también W. R. Pearson (1990), Methods in Enzymology 183, 63-98).

En algunas realizaciones, un anticuerpo variante como se describe en la presente memoria puede diferir de un
anticuerpo original por medio de cambio(s) conservador(es) de aminoacidos en la secuencia del anticuerpo variable. Un
"cambio conservador" se refiere a una alteracion que es sustancialmente antigénica o conformacionalmente neutra, que
produce cambios minimos en la estructura terciaria del anticuerpo variante, o que produce cambios minimos en los
determinantes antigénicos del anticuerpo variante, en comparacion con el anticuerpo original, y una que hace que el
derivado no pueda unirse al mismo epitopo en GPC-1 que el anticuerpo original. Los ejemplos no limitantes de cambios
conservadores de aminoacidos incluyen la sustitucion de aminoacidos hidrofobos y la sustitucion de aminoacidos
fisioquimicamente similares. Las personas con experiencia en la técnica pueden evaluar de manera rutinaria y sin
dificultad si puede realizarse una sustitucion de aminoacidos dada mientras se mantiene la neutralidad conformacional y
antigénica (véase, por ejemplo, Berzofsky, (1985) Science 229:932-940; Bowie y otros. (1990) Science 247:1306-1310).
Pueden lograr alteraciones en la conformacion de proteinas con el uso de ensayos bien conocidos que incluyen, entre
otros, procedimientos de fijacion de microcomplemento (véase Wasserman y otros (1961) J. Immunol. 87:290-295;
Levine y otros (1967) Meth. Enzymol 11:928-936) y mediante estudios de unién con anticuerpos monoclonales
dependientes de la conformacion (véase Lewis y otros (1983) Biochem. 22:948-954). Los cambios conservadores de
aminoacidos pueden ocurrir en una o mas CDR y/o region(ones) marco del anticuerpo original (por ejemplo, entre 1y
10, entre 2y 5, 0 1, 2, 3, 4, o 5 sustituciones conservadoras en una o mas regiones CDR y/o marco del anticuerpo
original).
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En general, los anticuerpos humanizados, quiméricos, derivados, de fragmentos y variantes que se contemplan en la
presente memoria todavia pueden unirse especificamente al mismo antigeno/epitopo (por ejemplo, GPC-1) que el
anticuerpo original del que derivan o del que contienen componentes. Tipicamente, pueden retener al menos el 10 % de
la capacidad de unién al antigeno/epitopo del anticuerpo original o, al menos, el 25 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %,
95 %, 99 % o 100 % (o mas) de la capacidad de unién al antigeno/epitopo del anticuerpo original. Por ejemplo, pueden
tener una mayor afinidad de unién y/o especificidad de uniéon en comparacién con el anticuerpo original.

La capacidad de un fragmento de anticuerpo, derivado o variante para unirse especificamente a un antigeno/epitopo al
que se dirige el anticuerpo original (es decir, un antigeno/epitopo GPC-1) puede probarse con el uso de procedimientos
conocidos en la técnica que incluyen, por ejemplo, sistemas de ensayo competitivos y no competitivos con el uso de
técnicas tales como transferencias de Western, radioinmunoensayos, ensayo de inmunosorcion enzimatica (ELISA),
ensayos de inmunoprecipitacion, inmunoensayos "sandwich", ensayos de inmunodifusion, reacciones de precipitina,
inmunoensayos de proteina A, inmunoensayos fluorescentes, reacciones de precipitina de difusion de gel, ensayos de
fijacion del complemento, ensayos inmunoradiométricos, ensayos de aglutinacion y similares (véase, por ejemplo,
Ausubel y otros, Eds., Short Protocols in Molecular Biology (John Wiley & Sons, Inc., Nueva York, 42 ed. 1999); Harlow
& Lane, Using Antibodies: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1999))).

Se divulgan especificamente variantes de cualquier anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo descrito en
la presente memoria, que incluye, pero no se limita a, anticuerpos (incluidos anticuerpos quiméricos) y fragmentos de
union al antigeno definidos por secuencias especificas en la presente memoria, y anticuerpos producidos por
hibridomas descritos en la presente memoria, incluido el hibridoma presentado bajo el términos del Tratado de Budapest
en Cellbank Australia en 214 Hawkesbury Road, Westmead NSW 2145, Australia el 22 de agosto de 2014 con el
numero de acceso CBA20140026.

Hibridomas

La presente invencion proporciona células de hibridoma capaces de producir anticuerpos monoclonales, derivados y
variantes de dichos anticuerpos, y fragmentos de union al antigeno de los mismos.

En algunas realizaciones, los hibridomas producen anticuerpos monoclonales y/o fragmentos de union al antigeno de
los mismos como se establece en la seccién anterior titulada "Anticuerpos monoclonales ".

En algunas realizaciones, los hibridomas producen fragmentos, derivados y/o variantes de los anticuerpos monoclonales
descritos en la presente memoria como se establece en la seccion anterior titulada "Fragmentos de anticuerpos,
derivados y variantes”.

Las técnicas para la produccion de células de hibridoma capaces de producir anticuerpos monoclonales son bien
conocidas en la técnica. Los ejemplos no limitantes incluyen el procedimiento del hibridoma (véase Kohler y Milstein,
(1975) Nature, 256:495-497; Coligan y otros seccion 2.5.1-2.6.7 en Methods In Molecular Biology (Humana Press 1992);
y Harlow and Lane Antibodies: A Laboratory Manual, pagina 726 (Cold Spring Harbor Pub. 1988)), el procedimiento del
hibridoma EBV de produccién de anticuerpos monoclonales humanos (véase Cole y otros 1985, en Monoclonal
Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., pags. 77-96), la técnica del hibridoma de células B humanas (véase
Kozbor y otros 1983, Immunology Today 4:72), y la técnica del trioma.

En resumen, los anticuerpos monoclonales de la presente invencidon pueden prepararse administrando el inmunégeno
(antigeno) de interés (es decir, GPC-1), por ejemplo, mediante inyeccion intraperitoneal, a ratones de tipo endogamico o
salvaje (por ejemplo, ratones BALB/c o C57BL/6), conejos, ratas u otras especies animales, o ratones transgénicos
capaces de producir anticuerpos nativos o humanos. Para inducir una respuesta inmune, el inmundgeno puede, por
ejemplo, mezclarse con un adyuvante, administrarse solo, expresarse por un vector, administrarse como ADN o
administrarse como una proteina de fusion. El animal puede estimularse, por ejemplo, al menos dos veces, y las células
del bazo pueden cosecharse del animal inmunizado. Los hibridomas pueden generarse fusionando células del bazo
sensibilizadas con una linea celular de mieloma (por ejemplo, células de mieloma SP2/O murinas con el uso de, por
ejemplo, la metodologia establecida en Kohler y Milstein y Harlow y Lane).

Una construccion antigénica GPC-1 de acuerdo con la presente invencion (por ejemplo, una composicion de vacuna que
comprende la construcciéon antigénica GPC-1 en una forma farmacéuticamente aceptable) puede administrarse a un
animal apropiado en dosificaciones repetidas (por ejemplo, entre 1-15 dosis, entre 2-10 dosis, entre 3-7 dosis, entre 4-6
dosis), durante un intervalo de tiempo apropiado (por ejemplo, entre 1-10 semanas, entre 1-6 semanas, entre 1-4
semanas o entre 2-3 semanas). La respuesta inmune del animal puede controlarse tomando muestras de suero en un
momento adecuado después del refuerzo (por ejemplo, entre 3-10 dias después del refuerzo, entre 4-8 dias después
del refuerzo, entre 5-6 dias después del refuerzo), y después determinando el inmunogenicidad de la construccion
antigénica con el uso de técnicas conocidas (por ejemplo, mediante ELISA). La inmunizacién de esta manera puede
conducir a una respuesta inmune en los animales. Los animales con titulos terapéuticos son generalmente aquellos que
proporcionan un resultado positivo mediante ELISA en una dilucion apropiada (por ejemplo, entre 1:4.000 y 1:6.000,
entre 1:4.500 y 1:5.500, o 1:5.000). Aquellos con titulos terapéuticos pueden seleccionarse para la fusion de sus células
productoras de anticuerpos (linfocitos B) con una linea celular inmortal/de reproduccién continua (por ejemplo, una linea
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celular de mieloma). Puede inducirse la fusion de las células con el uso de un agente apropiado tal como polietilenglicol.
Las células hibridas resultantes pueden clonarse entonces de una manera convencional (por ejemplo, con el uso de
dilucion limitante) y los clones generados se prueban para determinar la capacidad de producir los anticuerpos
monoclonales anti-GPC-1 deseados en cultivo. Los hibridomas pueden seleccionarse quimicamente colocando las
células en un medio de seleccion que contiene hipoxantina, aminopterina y timidina (HAT). Los hibridomas pueden
seleccionarse para determinar la capacidad de producir anticuerpos monoclonales y los hibridomas positivos pueden
clonarse, expandirse y almacenarse.

En realizaciones preferentes de la presente invencién, el hibridoma es una poblacién de células monoclonales capaz de
producir una Unica especie de anticuerpo capaz de unirse especificamente a GPC-1. Ejemplos no limitantes de tales
anticuerpos monoclonales se exponen en las secciones anteriores tituladas "Anticuerpos monoclonales”y “"Fragmentos
de anticuerpos, derivados y variantes”.

En algunas realizaciones, un hibridoma de acuerdo con la presente invencion puede ser el hibridoma presentado bajo
los términos del Tratado de Budapest en Cellbank Australia en 214 Hawkesbury Road Westmead NSW 2145 Australia el
22 de agosto de 2014 con el numero de acceso CBA20140026. Los procedimientos para el cultivo y la propagacion de
estas células de hibridoma para producir anticuerpos monoclonales de acuerdo con la presente invenciéon son bien
conocidos por los expertos en la técnica.

También se contemplan en la presente memoria cultivos celulares que comprenden células de hibridoma de la presente
invencion.

En algunas realizaciones, los cultivos celulares comprenden una especie individual (monoclonal) de células de
hibridoma capaces de producir una sola especie de anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo que se une
especificamente a GPC-1. Ejemplos no limitantes de tales anticuerpos monoclonales se exponen en las secciones
anteriores tituladas "Anticuerpos monoclonales" y "Fragmentos de anticuerpos, derivados y variantes". Las especies
individuales (monoclonales) de células de hibridoma pueden depositarse bajo los términos del Tratado de Budapest en
Cellbank Australia con el numero de acceso CBA20140026.

En algunas realizaciones, los cultivos celulares comprenden multiples especies de células de hibridoma (es decir,
poblaciones de células de hibridoma mixtas). La poblacion mixta de células de hibridoma puede comprender una sola
especie (monoclonal) de células de hibridoma capaces de producir una sola especie de anticuerpo que se une
especificamente a GPC-1. Ejemplos no limitantes de tales anticuerpos monoclonales se exponen en las secciones
anteriores tituladas "Anticuerpos monoclonales" y "Fragmentos de anticuerpos, derivados y variantes". Las especies
individuales (monoclonales) de células de hibridoma pueden depositarse bajo los términos del Tratado de Budapest en
Cellbank Australia con el nimero de acceso CBA20140026. La poblacion mixta de células de hibridoma puede no
comprender células de hibridoma depositadas en ATCC con el nimero de acceso HB11785 y/o células de hibridoma
capaces de producir un anticuerpo que comprende;

una region variable de la cadena ligera que comprende uno o mas de:

una region determinante de complementariedad 1 (CDR1) que comprende o que consiste en una secuencia de
aminoacidos definida por las posiciones 48-58 de la SEQ ID NO: 6;
una region determinante de complementariedad 2 (CDR2) que comprende o que consiste en una secuencia de
aminoacidos definida por las posiciones 74-80 de |la SEQ ID NO: 6;

una region determinante de complementariedad 3 (CDR3) que comprende o que consiste en una secuencia de
aminoacidos definida por las posiciones 113-121 de la SEQ ID NO: 6;

ylo

una o mas regiones variables de la cadena ligera FR (regiones marco) como se define por una secuencia seleccionada
de uno cualquiera o mas de: residuos 25-47 de la SEQ ID NO: 6, los residuos 59-73 de la SEQ ID NO: 6, los residuos
81-112 de la SEQ ID NO: 6, los residuos 122-131 de la SEQ ID NO: 6.

Procedimientos de produccién de anticuerpos

Los procedimientos para la preparacion de los anticuerpos monoclonales, derivados y variantes de los mismos, y
fragmentos de unién al antigeno de los mismos estan faciimente disponibles y pueden ser realizados sin dificultad por
expertos en la técnica.

Aparte del procedimiento de hibridoma de Kohler y ofros (1975) y descrito anteriormente en la seccion titulada
"Hibridomas", otro procedimiento no limitante que puede utilizarse es la tecnologia de ADN recombinante (véase, por
ejemplo, patente de los Estados Unidos num. 4816567). Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales, derivados y
variantes de los mismos, y los fragmentos de union al antigeno de los mismos, pueden producirse de forma
recombinante en cualquier sistema de expresion bien establecido que incluye, pero no se limita a, baculovirus, levadura
(por ejemplo Pichia sp., Saccharomyces sp.) E. coli, células de mamiferos, plantas o animales transgénicos (véase
Breitling y Dubel, 1999, Recombinant Antibodies, John Wiley & Sons, Inc., NY, pags. 119-132).
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En algunas realizaciones, las secuencias de acido nucleico que codifican anticuerpos monoclonales, derivados y
variantes de los mismos, y fragmentos de union al antigeno de los mismos de acuerdo con la presente invencion
pueden usarse en procedimientos de produccion basados en tecnologias de ADN recombinante. Los ejemplos no
limitantes incluyen una secuencia de polinucleétidos de cadena pesada como se define en la SEQ ID NO: 1 o una
variante o fragmento de la misma, y/o una secuencia de polinucleétidos de cadena ligera como se define en la SEQ ID
NO: 2 0 una variante o fragmento de la misma.

Un polinucledtido "variante" se refiere en la presente memoria a un polinucleétido que difiere en secuencia de un
polinucleétido original o de referencia. La divergencia de la secuencia de polinucleétidos puede resultar de cambios
mutacionales tales como deleciones, sustituciones o adiciones de uno o mas nucleétidos. Cada uno de estos cambios
puede producirse solo o0 en combinacién, una o mas veces en una secuencia dada. Un polinucleétido "variante" se
refiere a un polinucleétido que tiene una secuencia sustancialmente similar a un polinucleétido original o de referencia.
En general, dos secuencias son "sustancialmente similares" si las dos secuencias tienen un porcentaje especificado de
nucledtidos que son iguales (porcentaje de "homologia" de secuencia o "identidad" de secuencia). La homologia o
identidad de secuencia entre dos secuencias de polinucledtidos se define en la presente memoria como el porcentaje de
nucledtidos en la secuencia candidata ("variante") que son idénticos a los de la secuencia de polinucledtidos original/de
referencia, después de alinear las secuencias e introducir espacios, si es necesario, para lograr el maximo porcentaje de
identidad de secuencia. Si las dos secuencias que se van a comparar entre si difieren en longitud, la identidad de la
secuencia se relaciona con el porcentaje de nucleétidos de la secuencia mas corta que son idénticos a los nucleétidos
de la secuencia mas larga. La identidad de secuencia puede determinarse convencionalmente con el uso de programas
de computadora como el programa Bestfit (Paquete de analisis de secuencia de Wisconsin, Version 8 para Unix,
Genetics Computer Group, University Research Park, 575 Science Drive Madison, Wis. 53711) y/o el programa
"fasta20u66" (version 2.0u66, septiembre de 1998 por William R. Pearson y la Universidad de Virginia; véase también
WR Pearson (1990), Methods in Enzymology 183, 63-98). El grado de homologia/identidad de secuencia entre el
polinucledtido variante y el polinucledtido de referencia/original puede ser, por ejemplo, al menos 75 %, 80 %, 83 % 85
%, 88 %, 90 %, 93 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 %.

Un "fragmento" polinucleotidico es una molécula polinucleotidica que codifica un constituyente o es un constituyente de
un polinucledtido original/de referencia grande. En general, el fragmento codificara un fragmento de un anticuerpo de la
presente invencion, siendo el fragmento capaz de unirse especificamente a GPC-1.

Los anticuerpos monoclonales, derivados y variantes de los mismos, y los fragmentos de unién al antigeno de los
mismos producidos de acuerdo con la presente invencién pueden aislarse de diversas fuentes con el uso de
procedimientos apropiados que incluyen, pero no se limitan a, moléculas de unién a inmunoglobulina (por ejemplo,
proteinas A, L, G o H), etiquetas unidas operativamente al anticuerpo o fragmento de anticuerpo (por ejemplo, etiqueta
His, etiqueta c-myc), cromatografia de afinidad y similares.

Los anticuerpos monoclonales, derivados y variantes de los mismos, y los fragmentos de unién al antigeno de los
mismos, como se describe en la presente memoria, pueden producirse mediante hibridomas y/o cultivos celulares que
comprenden poblaciones Unicas o mixtas de hibridomas que incluyen, por ejemplo, los descritos en la seccién anterior
titulada "Hibridomas", después aislados con el uso de técnicas conocidas. En algunas realizaciones, los anticuerpos
monoclonales pueden producirse cultivando una sola especie (monoclonal) de células de hibridoma depositadas bajo
los términos del Tratado de Budapest en Cellbank Australia con el nimero de acceso CBA20140026, y aisladas del
cultivo.

Los procedimientos para la preparacion y cultivo de las lineas celulares de hibridoma y el aislamiento del anticuerpo
producido son bien conocidos por los expertos en la técnica y son procedimientos estandar.

Composiciones y kits

Los anticuerpos monoclonales, derivados y variantes de los mismos, y fragmentos de unién al antigeno de los mismos
de acuerdo con la presente invencion, incluidos los descritos en las secciones anteriores tituladas "Anticuerpos
monoclonales" y "Fragmentos de anticuerpos, derivados y variantes”, pueden incluirse como componentes de kits y/o
composiciones (por ejemplo, composiciones farmacéuticas).

A modo de ejemplo no limitante, los kits de la presente invenciéon pueden comprender cualquiera o mas de un
anticuerpo, variante de anticuerpo, fragmento de anticuerpo, derivado de anticuerpo, anticuerpo quimérico o células de
hibridoma de acuerdo con la presente invenciéon, en cualquier combinacién. Las células de hibridoma pueden
depositarse en Cellbank Australia con el nimero de acceso CBA20140026.

Los kits pueden incluir adicionalmente cualquier nimero de componentes adicionales que incluyen, por ejemplo,
reactivos para cultivo celular, muestras de referencia, tampones, marcadores € instrucciones escritas para realizar un
ensayo de deteccion con el uso de los componentes del kit.

Los kits pueden ser kits fragmentados o combinados.
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La presente invencién también proporciona composiciones que comprenden uno cualquiera o mas de un anticuerpo,
variante de anticuerpo, fragmento de anticuerpo, derivado de anticuerpo, anticuerpo quimérico o células de hibridoma de
acuerdo con la presente invencion.

A modo de ejemplo no limitante, las composiciones de acuerdo con la presente invencion pueden comprender uno o
mas de un anticuerpo, variante de anticuerpo, fragmento de anticuerpo, derivado de anticuerpo, anticuerpo quimérico o
células de hibridoma de acuerdo con la presente invencion, en cualquier combinacién. Las células de hibridoma pueden
depositarse en Cellbank Australia con el nimero de acceso CBA20140026.

Las composiciones pueden ser composiciones farmacéuticas. Las composiciones farmacéuticas pueden comprender un
diluyente farmacéuticamente aceptable, excipiente y/o vehiculo, como conocen los expertos en la técnica. Para preparar
las composiciones farmacéuticas, los componentes que se incluiran pueden mezclarse con el diluyente, vehiculo y/o
excipiente farmacéuticamente aceptable (véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences y US
Pharmacopeia: National Formulary, Mack Publishing Company, Easton, Pa. (1984)). Las formulaciones de agentes
terapéuticos y de diagndstico pueden prepararse mezclando con vehiculos, excipientes o estabilizadores
fisioldgicamente aceptables en forma de, por ejemplo, soluciones o suspensiones acuosas, polvos liofilizados,
suspensiones (véase, Gennaro (2000) Remington: The Science and Practice of Pharmacy, Lippincott, Williams, and
Wilkins, Nueva York, N.Y.; Weiner y Kotkoskie (2000) Excipient Toxicity and Safety, Marcel Dekker, Inc., Nueva York,
N.Y.; Avis y otros (eds.) (1993)Pharmaceutical Dosage Forms: Parenteral Medications, Marcel Dekker, NY; Lieberman, y
otros (eds.) (1990) Pharmaceutical Dosage Forms: Tablets, Marcel Dekker, NY; Hardman, y otros (2001) Goodman and
Gilman's The Pharmacological Basis of Therapeutics, McGraw-Hill, Nueva York, N.Y.; Lieberman, y otros (eds.) (1990)
Pharmaceutical Dosage Forms: Disperse Systems, Marcel Dekker, NY).

Procedimientos de deteccion

La presente invencion proporciona procedimientos para detectar y/o cuantificar la expresion de la proteina GPC-1 en un
sujeto (por ejemplo, por células de un sujeto). Los procedimientos comprenden obtener células, una muestra de tejido
y/o una muestra de fluido corporal del sujeto, poner en contacto las células, la muestra de tejido y/o fluido corporal con
un anticuerpo, variante de anticuerpo, fragmento de anticuerpo, derivado de anticuerpo o anticuerpo quimérico, de
acuerdo con a la presente invencion (por ejemplo, las descritas en las secciones anteriores tituladas "Anticuerpos
monoclonales" y "Fragmentos de anticuerpos, derivados y variantes”) y determinar y/o cuantificar la union de dicho
anticuerpo, variante de anticuerpo, fragmento de anticuerpo, derivado de anticuerpo o anticuerpo quimérico a las
células, muestra de tejido o muestra de fluido corporal del sujeto.

El GPC-1 para deteccion puede estar presente en la superficie de las células y/o expresarse internamente. El fluido
corporal puede ser orina. Las células o la muestra de tejido pueden ser células prostaticas o tejido prostatico. La
deteccion y/o cuantificacion de la expresion de GPC-1 puede llevarse a cabo con el uso de cualquier medio conocido en
la técnica, incluyendo, por ejemplo, citometria de flujo y/o ELISA.

En algunas realizaciones, los anticuerpos, variantes de anticuerpos, fragmentos de anticuerpos, derivados de
anticuerpos o anticuerpos quiméricos, utilizados en los procedimientos, son producidos por un hibridoma de acuerdo
con la presente invencion (por ejemplo, un hibridoma descrito en la seccién anterior titulada "Hibridomas"). En algunas
realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal producido por células de hibridoma depositadas en Cellbank
Australia con el nimero de acceso CBA20140026.

En algunas realizaciones, se aplica una solucién que comprende una Unica especie de anticuerpos, variantes de
anticuerpos, fragmentos de anticuerpos, derivados de anticuerpos o anticuerpos quiméricos, capaces de detectar GPC-
1 a las células, tejidos y/o muestra de fluido corporal que potencialmente puede contener GPC-1. La especie Unica
puede ser producida por células de hibridoma depositadas en Cellbank Australia con el nimero de acceso
CBA20140026.

Alternativamente, una solucion que comprende multiples especies de anticuerpos, variantes de anticuerpos, fragmentos
de anticuerpos, derivados de anticuerpos y/o anticuerpos quiméricos, puede aplicarse a las células, tejidos y/o muestras
de fluidos corporales que pueden contener GPC-1, en el que al menos una especie en la solucién es capaz de detectar
GPC-1. La especie capaz de detectar GPC-1 puede ser producida por células de hibridoma depositadas en Cellbank
Australia con el niumero de acceso CBA20140026. En tales realizaciones, la soluciéon que comprende multiples especies
no comprende un anticuerpo producido por células de hibridoma depositadas en la Coleccién Americana de Cultivos
Tipo de Tejidos (ATCC) con el numero de acceso HB11785 y/o células de hibridoma capaces de producir un anticuerpo
que comprende;

una region variable de la cadena ligera que comprende uno o mas de:

una region determinante de complementariedad 1 (CDR1) que comprende o que consiste en una secuencia de
aminoacidos definida por las posiciones 48-58 de la SEQ ID NO: 6;

una region determinante de complementariedad 2 (CDR2) que comprende o que consiste en una secuencia de
aminoacidos definida por las posiciones 74-80 de la SEQ ID NO: 6;

una region determinante de complementariedad 3 (CDR3) que comprende o que consiste en una secuencia de
aminoacidos definida por las posiciones 113-121 de la SEQ ID NO: 6;
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ylo

una o mas region variable de la cadena ligera FR (regiones marco) como se define por una secuencia seleccionada de
uno cualquiera o mas de: residuos 25-47 de la SEQ ID NO: 6, los residuos de 59-73 de la SEQ ID NO: 6, los residuos
de 81-112 de la SEQ ID NO: 6, los residuos de 122-131 de la SEQ ID NO: 6.

En algunas realizaciones, el nivel de expresion de GPC-1 detectado en las células, la muestra de tejido y/o fluido
corporal obtenida del sujeto puede compararse con una muestra de células de control o una poblacion de muestras de
referencia de niveles de expresion de GPC-1. En algunas realizaciones, una determinacion del aumento de la expresion
de GPC-1 en el sujeto en comparacion con el control o la referencia puede ser diagnéstico de una enfermedad, o, una
mayor probabilidad de desarrollar una enfermedad, en el sujeto. La enfermedad puede ser cancer de prostata.

Los expertos en la técnica apreciaran que pueden realizarse numerosas variaciones y/o modificaciones a la presente
invencion como se divulgd en las realizaciones especificas sin apartarse del espiritu o ambito de la presente invencion
como se describe ampliamente. Por lo tanto, las presentes realizaciones deben considerarse en todos los aspectos
como ilustrativas y no restrictivas.

Ejemplos

La presente invencion se describira ahora con referencia a ejemplos especificos, que no deben interpretarse de ningun
modo como limitantes.

Ejemplo 1: analisis de anticuerpos de poblaciones de hibridoma MIL-38

1.1 Materiales y procedimientos

- preparaciones de anticuerpos MIL-38

Las preparaciones de los hibridomas de anticuerpos MIL-38 se obtuvieron de las siguientes fuentes:

(i) Se usaron reservas de células internas del hibridoma BLCA-38 para generar una serie de preparaciones de
anticuerpos MIL-38 designadas 16A, 16B, 16C, 17B, 23A-1, 23A-2, 24A, 25A, 25B, 26B, 30A, 31A, 31B, 31C, 31D,
32B, 32C, 33A, 33B, 33C, 33D, 34A, 34B, 35A, 35C, 35D, 40A, 40B.

(ii) Se uso6 un lote de células de las reservas internas para generar preparaciones de hibridoma MIL-38 AusMADb 1y
2 (AM-1y AM-2).

(iii) Se recuperé del ATCC un vial del depdsito original del hibridoma BLCA-38 (nimero de acceso HB11785:
hibridoma murino BLCA-38). Este se cultivd y se prepararon reservas de células internas. Las preparaciones de
anticuerpos de esta reserva original se denominaron "Original" (1-O) y "Original 1A";

(iv) Se usd un vial de las células "Original" para generar la preparacion de anticuerpos AusMAb 3 (AM-3) y
posteriormente las preparaciones de anticuerpos AusMAb 4 y 5 (AM-4, AM-5). Las células usadas para generar
AusMAD3 y las células usadas para generar AusMAb 4 y 5 se congelaron por separado en dos lotes.

(v) A partir de estas células congeladas, se generd una preparacion denominada "Alfio I" a partir de la reserva celular
usada para preparar AM-4 y AM-5, y se gener6 una preparacion denominada "Alfio II" a partir de la reserva celular
usada para generar AM -3.

(vi) Se usdé un congelamiento de paso temprano (<6) de células del depdsito original del hibridoma BLCA-38
(HB11785) para realizar la clonacién de células individuales y proporcionar una serie de clones para caracterizar. El
clon MIL-38 1F5 fue seleccionado y depositado en CellBank Australia con el nimero de depdsito CBA20140026.

La reserva de hibridoma usada como base para generar las preparaciones descritas en (i) - (vi) anteriormente se
preparé como se describe en la patente de los Estados Unidos nim. 5,622,8361 de Walker y otros, cuyo contenido
completo se incorpora en la presente memoria por referencia cruzada.

Para la purificacion del anticuerpo MIL-38, las reservas celulares congeladas se descongelaron rapidamente seguido de
resuspension en medio RPMI 1640 y se dejaron crecer a 37 °C con 5 % de CO; por 24 h. Las células se expandieron,
dividieron y escalaron en un procedimiento secuencial. En cada paso, las células se resuspendieron en medio nuevo y
se incubaron a 37 °C con 5 % de CO.. Después del escalado, las células se transfirieron a medio estéril libre de suero y
se cultivaron hasta el comienzo de la fase de muerte. El sobrenadante se coseché para recoger el anticuerpo MIL-38 y
se esterilizé por filtracion. El sobrenadante de anticuerpo se almacené a -80 °C hasta que se requirié. El anticuerpo se
purificé con el uso de la proteina G de Pierce de acuerdo con las recomendaciones del fabricante.

Las células usadas para generar los clones de AusMab AM-1-AM-5 se prepararon como sigue. Las células fueron
revividas en DMEM + FCS al 10 %. Una vez que crecieron bien, fueron clonados (véase abajo), expandidos y
congelados. A continuacion, a las células se les extrajo el FCS y se transfirieron al medio libre de suero Gibco HSFM (la
extraccion tipicamente tomé 5 dias).
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Antes de sembrar células en un biorreactor, se realizé una dilucién en serie modificada para obtener células individuales
por pocillo en placas de 96 pocillos. Se us6 medio acondicionado para promover el crecimiento de células individuales.
Se observaron pocillos individuales 3 dias después de plaquear y se conté un numero de 4-8 colonias de células por
pozo. Solo los pocillos que contenian una sola colonia se seleccionaron para la expansién. La expresion del anticuerpo
se confirmo antes de la expansion.

Después de la expansion, una parte de las células se transfirié a un biorreactor Integra de dos compartimientos mientras
que las células restantes se congelaron. Las células se cultivaron en el biorreactor de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Después de la cosecha, el anticuerpo se purificd con el uso de técnicas estandar.

- transferencia Western y andlisis en gel Sypro

Extraccién de proteinas: Las células DU-145 (antigeno MIL-38 positivo) o C3 (antigeno MIL-38 negativo) se cultivaron
de acuerdo con técnicas estandar de cultivo de tejido. Las proteinas de la membrana celular se enriquecieron con el uso
del kit de extraccion de proteinas de membrana nativa Merck Millipore ProteoExtract (MPEK) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante.

Transferencia: Los geles se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa durante 10 minutos a 2,5 Ay 25 V como
maximo con el uso del sistema Transblot Turbo (Biorad).

Transferencia Western: Brevemente, después de la transferencia, las membranas se bloquearon con leche descremada
al 5 % en PBS-Tween (0,1 %) durante 2 horas a temperatura ambiente. Los anticuerpos primarios (1 pug/ml en leche
descremada al 5 % - PBS-Tween (0,1 %) se aplicaron e incubaron durante la noche a 4 °C. Después del lavado (3x 10
min PBS-Tween (0,1 %)) las membranas se incubaron con anticuerpo secundario (1:2.000 de anti-raton de cabra
marcado con HRP en leche descremada al 5 % - PBS-Tween (0,1 %). Después del lavado (3x 10 min PBS-Tween (0,1
%)) se detectd el antigeno con el uso del kit de deteccion ECL (Biorad) y la formacién de imagenes con LAS4000 mini
(GE Life Science).

Geles Sypro: Los geles se fijaron en solucion de fijacion (etanol al 10 %, acido acético al 7 %) durante 2h antes de ser
transferidos a la tincion de proteina Sypro®Ruby y se incubaron durante la noche a temperatura ambiente en la
oscuridad. Antes de la formacion de imagenes, los geles se enjuagaron y lavaron con una solucién destefidora (etanol
al 10 %, acido acético al 7 %) durante un minimo de 2 h. Las imagenes se realizaron con un escaner Pharos X.

- Ensayo de Inmunofluorescencia (IFA)

IFA: Las células se cultivaron en cubreobjetos hasta un 75 % de confluencia y se colocaron en placas de 6 pocillos. Las
células se lavaron con PBS seguido de fijacion con acetona. Las células se lavaron nuevamente con PBS seguido de
incubacion con TBS y después se bloquearon con PBS que contenia leche descremada al 5 %. A continuacion, las
células se incubaron en la oscuridad con MIL-38, MIL-38 quimérico o Cetuximab, seguido de incubacion con un
anticuerpo anti-ratébn de cabra o anti-humano de cabra marcado con FITC o Alexa488. Ambos anticuerpos se
prepararon en PBS que contenia leche descremada al 1 %. El lavado con PBS se realiz6 entre las incubaciones de
anticuerpos primarios y secundarios. Después de la incubacién secundaria, las células se lavaron con PBS que contenia
DAPI y se visualizaron para fluorescencia verde (MIL-38 positivo).

- Electroforesis SDS-PAGE
SDS-PAGE: Las muestras se mezclaron con tampoén de muestra no reductor que contenia SDS y se cargaron en un gel
de poliacrilamida prefabricado al 4-15 % (Criterio TGX; Biorad). Los geles se corrieron durante 10 minutos a 80 V y 50
minutos adicionales a 200 V en tampon de corrida Tris-Glycine.
1.2 Resultados
- transferencia Western
Las preparaciones de anticuerpos MIL-38 derivados de las siguientes fuentes se compararon una al lado de la otra:
(i) células de hibridoma del ATCC (preparacion 1-O, "original");
(ii) dos preparaciones separadas de anticuerpos producidos a partir de células de hibridoma mantenidas por la

empresa solicitante (preparaciones 37A 'y 40A);

Se observo reactividad en la transferencia Western equivalente para las tres preparaciones (Figura 1). Las tres
preparaciones proporcionaron una doble banda para la cadena pesada y ligera, lo que sugiere una poblacién no clonal.

- Ensayo de Inmunofluorescencia (IFA)
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Las diferentes preparaciones de anticuerpos ("I-Original" (1-O), 40A y 37A) usadas en una variedad de lineas celulares
proporcionaron una reactividad de IFA equivalente (Tabla 1).

Tabla 1: Reactividad de IFA de diferentes preparaciones de anticuerpos MIL-38 en diversas lineas celulares

Muestra 1° Ab (MIL-38) 2° Ab Reaccion Comentarios
37A 3+
40A 3+
DU145
Original 4+
- - Fluorescencia amarilla.
37A 2+
40A 2+
PZHPV7
Original 2+
- - Fluorescencia amarilla
37A 3+
40A 2+

NB: - los anticuerpos de las preparaciones 1-O ("1 -Original”), 40A y 37A se usaron en IFA en un rango de lineas
celulares - se observo una reactividad de IFA comparable para las tres preparaciones

- Andlisis de diferentes preparaciones de anticuerpos MIL-38

El tamafio y la reactividad de las preparaciones de anticuerpos MIL-38 procedentes de las preparaciones AM-1-AM-5
(generadas por AusMAb Pty Ltd) y la preparacion de anticuerpos MIL-38 interna 33A se compararon mediante SDS-
PAGE (Figura 2A) y transferencia Western (Figura 2B).

La preparacion interna de anticuerpos MIL-38 exhibioé una doble banda tanto para la cadena pesada como ligera, lo que
sugiere una poblacion no clonal (véase la Figura 2A). Las preparaciones de anticuerpos AusMAb MIL-38 (AusMab 1,
AusMab 3, AusMab 4, AusMab 5) mostraron bandas individuales para cadenas pesadas y ligeras. La preparacion de
anticuerpos MIL-38 33A mostré una doble banda tanto para la cadena pesada como ligera, lo que sugiere una poblacion
no clonal. En particular, las bandas AusMAb 3 exhibieron un MW mas alto que AusMab 1, AusMab 4, AusMab 5y 33A,
lo que sugiere la existencia de dos poblaciones clonales distintas en las reservas de 1-O fuente.

Los anticuerpos AusMAb 3 (AM-3) tampoco reaccionaron con el antigeno MIL-38, mientras que los anticuerpos AusMab
1, AusMab 4, AusMab 5 y la preparacion 33A si lo hicieron (Figura 2B).

- Analisis de preparaciones internas de MIL-38 adicionales

La electroforesis SDS-PAGE se uso6 para analizar el MW de cadena ligera y pesada de varias otras preparaciones de
anticuerpos MIL-38 generadas a partir de reservas de hibridoma BLCA-38 y almacenadas internamente. Se observaron
bandas dobles para cadenas pesadas y ligeras en todas las preparaciones (Figura 3A). En contraste, la preparacion de
anticuerpos AusMab 4 (AM-4) mostré bandas individuales para cadenas pesadas vy ligeras.

La reactividad de la transferencia Western de varias preparaciones de anticuerpos MIL-38 internas para el extracto de
MPEK DU-145 fue consistente en todas las preparaciones. AusMab 4 (AM-4) reaccion6 al extracto de DU-145 MPEK,
mientras que AusMab 3 (AM-3) no reacciono al extracto de DU-145 MPEK (Figura 3B).

1.2 Discusion

A partir de estos resultados, es evidente que las reservas de hibridoma MIL-38 de las reservas internas y de ATCC
contenian una poblacion mixta de células. La clonacion de las dos poblaciones identificables (poblaciones de AusMab)
dio dos anticuerpos de diferentes pesos moleculares. Una de estas dos especies de anticuerpos no es reactiva al
antigeno MIL-38, mientras que la otra muestra una reactividad equivalente a MIL-38 producida a partir de la poblacion
mixta.

Ejemplo 2: analisis de poblaciones adicionales de anticuerpos MIL-38

2.1 Materiales y procedimientos

- Preparacion de anticuerpos MIL-38
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Se usaron preparaciones de poblaciones de células de hibridoma congeladas derivadas de AusMab 3 (AM-3) o AusMab
4 (AM-4) y AusMab 5 (AM-5). Las células usadas en la derivacion de AM-3 se denominaron "Alfio II". Después de la
deteccion que indica que AM-3 no era reactivo a los extractos de MPEK DU-145, se investigaron las reservas de pases
anteriores para identificar un clon positivo. Estas células de paso temprano se usaron para obtener AM-4 y se
denominaron "Alfio I". Ambas reservas de células se mantuvieron para su almacenamiento y para permitir la produccion
interna del anticuerpo MIL-38.

Para la produccion por lotes MIL-38 de Original lIA, Alfio | y Alfio I, las existencias se descongelaron rapidamente
seguido de resuspension en medio RPMI 1640 y se dej6 crecer a 37 ° C con 5 % de CO, por 24 h. Las células se
expandieron, dividieron y escalaron en un procedimiento secuencial. En cada paso, las células se resuspendieron en
medio nuevo y se incubaron a 37 °C con 5 % de CO,. Después de la ampliacion, las células se transfirieron a medio
estéril libre de suero y se cultivaron hasta el comienzo de la fase de muerte. El sobrenadante se recogié para recoger el
anticuerpo MIL-38 y se esterilizd por filtracion. El sobrenadante de anticuerpo se almacené a -80 °C hasta que se
requirid. El anticuerpo se purific6 con el uso de proteina G de Pierce de acuerdo con las recomendaciones del
fabricante.

- transferencia Western y geles Sypro

El ensayo de la transferencia Western y la preparacion de geles Sypro se realizaron esencialmente de acuerdo con los
métodos establecidos en Ejemplo 1 arriba (véase la seccion 1.1)

El ensayo de transferencia Western se realiz6 bajo las siguientes condiciones:

4-12 % de gel Bis-Tris

Bloqueo: durante la noche

Régimen de la transferencia Western: Anticuerpo primario 1hr, 10 ug por pieza de membrana,
Lavados 3x 10 minutos,

Anticuerpo secundario 1 hora, anticuerpo secundario 1/2.000 Cabra-ratén HRP

Células: probadas contra extractos de MPEK DU-145y C3

- Ensayos de Inmunofluorescencia

Los ensayos de inmunofluorescencia se realizaron esencialmente de acuerdo con los procedimientos establecidos en el
Ejemplo 1 anterior (véase la seccién 1.1)

2.2 Resultados
- transferencias Western

La reactividad de la transferencia Western de Alfio I, Alfio 1l, 36A, AusMAb y "original IIA" (una preparacion MIL-38
preparada a partir de células de hibridoma de ATCC HB11785) se probo en extractos de células DU-145 y C3 MPEK.

La reactividad de la transferencia Western de Alfio |l se parecia a la de la preparacion AM-3 (Figura 4A). Original IIA 'y
Alfio | se parecian a la preparacion 36A (Biclonal interna) (Figura 4A).

- Analisis de gel Sypro

Las bandas dobles en las fracciones de cadena pesada separadas no eran tan claras como se observé anteriormente,
mientras que las bandas duales en fracciones de cadena ligera separadas se podian distinguir claramente. Las
fracciones separadas de la cadena ligera de las preparaciones originales de anticuerpos IlA, Alfio | y 36A MIL-38
contenian dos bandas. Por el contrario, la fraccién de cadena ligera separada de Alfio Il contenia una sola especie de
cadena ligera, con un MW mas alto (es decir, como la preparacion del anticuerpo AM-3 MIL-38). Tenga en cuenta que
se cargé mas anticuerpo Alfio Il en el gel que para los otros anticuerpos, lo que dio como resultado una banda mas
amplia para la especie de cadena ligera. Las fracciones de cadena pesada y ligera separadas del anticuerpo AM-4 MIL-
38 fueron claramente distintas de las formas biclonales o similares a AM-3 (Figura 4B).

- Ensayo de Inmunofluorescencia

De acuerdo con los resultados de la transferencia Western, el analisis IFA de las células DU-145 mostré que AM-4, Alfio
I 'y llA original dieron buena reactividad IFA, mientras que Alfio Il (equivalente a AM-3 en la transferencia western) no
mostro reactividad en IFA (Figura 5A). No se observo reactividad de ninguna preparacion con la linea celular de control
negativo C3 (Figura 5B).

2.3 Discusioén
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Estos analisis indican que Alfio | es una poblacion biclonal de anticuerpos MIL-38, mientras que Alfio Il es una poblaciéon
de anticuerpos tipo AM-3 (monoclonal), y confirman ademas que la preparaciéon de anticuerpos MIL-38 AM-4 es una
poblacién de anticuerpos monoclonales.

Por lo tanto, es evidente que las poblaciones de anticuerpos biclonales MIL-38 como Alfio | contienen una mezcla de las
distintas poblaciones de anticuerpos monoclonales AM-3 y AM-4.

Ejemplo 3: comparacion de poblaciones de anticuerpos MIL-38 para el ensayo ELISA
3.1 Materiales y procedimientos

Placas de noventa y seis pocillos fueron revestidas con preparaciones AM-3 o AM-4 de MIL-38 (1 ug/pocillo) en tampon
de carbonato pH 9,5 durante la noche. Las placas se bloquearon con PBS-Tween (0,1 %) que contenia leche
descremada al 5 % a 37 ° C y se lavaron. Antigeno (GPC-1 recombinante humano producido a partir de células NSO)
diluido en Tampon 1l (HEPES 20mM pH 7,5, EDTA 0,5mM, Tritén X-100 al 0,5 %) con la adicién de NaCl 150mM e
incubado durante la noche a 37 °C. La deteccion se realizé con AM-4 biotinilado seguido de deteccién con avidina HRP
(1 pg/ml). Se afiadié TMB (Sigma num. de cat. T0440) y se detuvo con solucién de parada TMB (Sigma S5814). La
absorbancia se ley6 a 450 nm. Los resultados se muestran en la Figura 6A.

En un segundo experimento, se revistieron placas de noventa y seis pocillos con preparaciones MIL-38 34A o AM-4 (2,5
pg/pocillo) en PBS pH 7,2 durante 1 hora a temperatura ambiente. Las placas se bloquearon con Blocker Casein
(Thermo) en PBS-Tween (0,05 %) durante 1 hora a 37 °C. Después del lavado, el antigeno (GPC-1 NSO) se diluyé en
TBS pH 7,2 que contenia Tricina 50mM y NaCl 150mM y se incub6 a 37 °C durante 1 h. La deteccion se realizé con el
clon 1F5 de AM-4 biotinilado seguido de la deteccion con avidina HRP (1 pg/ml). Se afiadi6 TMB (Sigma num. de cat.
T0440) y se detuvo con solucion de parada TMB (Sigma S5814). La absorbancia se ley6 a 450 nm. Los resultados se
muestran en la Figura 6B.

3.2.1 Resultados

El primer ELISA descrito anteriormente se desarrollé con el uso de MIL-38 para capturar GPC-1 recombinante producido
por NSO (es decir, antigeno MIL-38). Este experimento comparo el monoclonal AM-3 MIL-38 y el monoclonal AM-4 MIL-
38 para la captura. AM-3 no funcion6é como agente de captura en un ensayo ELISA tipo sandwich (Figura 6A).

El segundo ELISA descrito anteriormente compard la sefial de ELISA obtenida cuando se comparé una poblacién mixta
de MIL-38 (34A) con la obtenida de un clon monoclonal AM-4-1F5. El uso de AM-4 1F5 como agente de captura
proporcioné una sefial ELISA mas alta que el uso de la poblacion mixta de anticuerpos 34A (Figura 6B).

3.2.2 Discusioén

Los resultados de ELISA en sandwich demuestran que solo las formas similares a AM-4 del anticuerpo monoclonal MIL-
38 tienen utilidad para detectar el antigeno como reactivo de captura y que un agente de captura que contiene una
poblacién monoclonal proporciona una sefal de ELISA superior a la que consiste en una mezcla poblacion.

Ejemplo 4: analisis de secuencia de poblaciones de anticuerpos MIL-38
4.1 Materiales y procedimientos
- Secuenciacion de cadenas pesadas y ligeras (ADN)

Se realizaron tres ejecuciones de secuenciacion separadas. La primera prueba (codificada 224945) utilizé células de
hibridoma bi-clonales de la preparacion 1-O. La segunda corrida (codificada 449295-1) utilizo células de Alfio I, una
muestra existente de hibridoma que se usé para generar AM-4. La tercera corrida (codificada 449295-5) utilizé células
de Alfio I, una muestra existente de hibridoma que se us6 para generar AM-3.

Para las secuencias 224945 (1-O) y 449295-1 (Alfio I), el ARN total se extrajo de las células de hibridoma congeladas y
el ADNc se sintetizd a partir del ARN. A continuacion se realizé la PCR para amplificar las regiones variables (cadenas
pesadas y ligeras) y las regiones constantes del anticuerpo, que después se clonaron en un vector de clonacion
estandar por separado y se secuenciaron.

El ARN total se aislé de las células de hibridoma siguiendo el manual técnico del Sistema de purificacion de ARN
TRIzol® Plus. El ARN total se analiz6 por electroforesis en gel de agarosa.

El ARN total se transcribié inversamente en ADNc usando cebadores antisentido especificos de isotipo o cebadores
universales siguiendo el manual técnico del Sistema de sintesis de primer filamento SuperScript™ Il. Los fragmentos de
anticuerpos de Vu, Vi, Cq y C. se amplificaron de acuerdo con el procedimiento de operacion estandar de RACE de
GenScript.
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Los fragmentos de anticuerpos amplificados se clonaron por separado en un vector de clonaciéon estandar usando
procedimientos de clonacién molecular estandar.

Se realizé un examen de PCR de colonias para identificar clones con insertos de tamarios correctos. Se secuenciaron
no menos de cinco colonias individuales con insertos de tamafios correctos para cada fragmento de anticuerpo.

Los plasmidos V4 y V. codificaron la longitud completa de las regiones variables del anticuerpo y una parte de Cx1y C.
El plasmido Ch codifico una parte de Cx1 y la secuencia completa de C42 y Cn3. El plasmido C. codificd una parte de
C.. Para obtener regiones constantes de longitud completa o cadena pesadalligera, la parte de las regiones constantes
codificadas por los plasmidos Vy y V. y la parte de regiones constantes codificadas por Ch y C. los plasmidos se
amplificaron por PCR por separado, y después se empled la PCR de extension solapada para obtener ADN de longitud
completa. Cinco colonias individuales con correctos tamafios de inserto de Vu, Vi, Cy y CL se enviaron para
secuenciacion.

La secuencia de ejecucion 449295-5 (Alfio II) encontré dificultades para obtener la secuencia correspondiente a la
secuencia esperada de la cadena pesada de IgG1. Se realizaron dos preparaciones de ARN. Para el 1er lote de células,

se usaron el cebador oligo-dT y los cebadores CDS Il para la transcripcion inversa (RT). Vu/Cy y Vi/Cr se amplificaron

por PCR con el uso de IgG1 y cebadores especificos de IgK’ el gen parcial de B-actina de ratén se amplificé como
control positivo. Se obtuvieron facilmente bandas de cadena ligera normales mientras que solo V y se pudo observar en

el gel débilmente. Cinco colonias individuales con tamafios de inserto de Vk y Ck correctos se enviaron para

secuenciacion. Se encontré que los genes de Vk y Cx de cinco clones diferentes eran casi idénticos. Las secuencias
de consenso de la cadena ligera del hibridoma Alfio Il se enumeran a continuacion. Se obtuvo una secuencia de cadena
pesada improductiva de ocho clones positivos de Vy secuenciados al azar, que se muestran a continuacién. Se
obtuvieron tres tipos de secuencias de la regién constante de la cadena pesada de diez clones positivos de Cy
secuenciados al azar (una IgG1Cy, una 1gG2,CH y ocho 1gG2,Ch). Para evitar la influencia del cambio de clase potencial,
para la amplificacion de la Cy se utilizé un cebador especifico de IgM, pero no se obtuvo un producto de PCR objetivo.
Tampoco hubo un producto de PCR objetivo cuando la cadena pesada de longitud completa (Vy-CH) se amplificd
utilizando cebadores degenerados FR1 de cadena pesada.

Como no se pudo obtener una cadena pesada productiva después de varios intentos, se intento aislar la secuencia de la
cadena pesada del 2do vial de células Alfio Il. Para el 2do vial de células, inicialmente se uso el cebador oligo-dT para la
transcripcion inversa. Vi se amplificd usando cebadores especificos de IgG1, IgG2b, IgM, IgA y cebador degenerado de

IgG, respectivamente, y V& se amplific con el uso de cebadores especificos de IgK s obtuvieron Ia cadena ligera
productiva y la cadena pesada no productiva, que eran idénticas a los resultados anteriores. La transcripcion inversa
con el uso de cebadores de 6 mers aleatorios también se intento sin éxito.

En sumario, se realizaron multiples intentos para aislar la secuencia de la cadena ligera y la cadena pesada. Una
secuencia de cadena ligera reordenada se obtuvo de manera consistente después de diferentes intentos en dos lotes de
células. Sin embargo, solo productos débiles objetivos de PCR de Vy se observaron y la secuenciacion no dio como
resultado ninguna secuencia de cadena pesada consistente.

Resultados

- Tabla sumario de secuencias

La Tabla 2 a continuacion ofrece una descripcion general de las secuencias de proteinas y acido nucleico de cadena
pesada y ligera de los anticuerpos estudiados, indicando las posiciones de varias regiones internas.
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- Secuenciacion (ADN)

El ARN total aislado de la muestra se proceso junto con un marcador de ADN (Marcador lll - TIANGEN, num. de
catalogo: MD103) en un gel de agarosa/GelRed™ al 1,5 %.

Se corrieron cuatro microlitros de productos de PCR de cada muestra junto con el marcador de ADN (Marker 11I) en un
gel de agarosa/GelRed™ al 1,5 %. Los productos de PCR se purificaron y almacenaron a -20 °C hasta su uso posterior.

Los genes de Vu, Vi, Cy y CL de cinco clones diferentes eran casi idénticos. Se determind que la secuencia de
consenso, que se enumera a continuacion, es la secuencia del anticuerpo producido por la poblacién de hibridoma
monoclonal (AM-4).

Secuencia consenso de ADN de la cadena pesada de IgG1 de ratén AM-4 MIL-38 (SEQ ID NO:1)

CAGATCCAGTTGGTIG

CAGTCTGGACCTGAGCTGAAGAAGCCTGGAGAGACAGTCAAGATCTCCTGCAAGGCTTCTGGTTATGCCTTC

ACHE TGGGTGRAAGCAGGCTCCAGGAAAGGGTTTAAGGTGGATGGG

GGTTTGCCTTCICTTTGGAAACCTCTGCCAGC
ACTGCCTTTTTGCAGATCAACARCCTCAGAAATGAARGACACGGCTACATATTTCTGTGCTAGAL

TGGGGCCAAGGGACTCTGGTCACTGTCTCTGCA

Las regiones individuales de la secuencia codificada de la cadena pesada de ratén se resaltan alternando texto
sombreadoltexto sin sombrear. Posiciones: 1-57 = secuencia lider; 58-147 = regién marco (HFR1); 148-162 = region
determinante de complementariedad (HCDR1); 163-204 = HFR2; 205-255 = HCDR2; 256-351 = HFR3; 352-378 =
HCDRS3; 379-411 = HFR4; 412-1383 = regiones constantes (CH1-CH3); 703-741 = regién de bisagra (subrayado); 1384-
1386 = codoén de parada.

Secuencia consenso de ADN de cadena ligera Kappa de raton AM-4 MIL-38 (SEQ ID NO:2)
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GACATCCAGATG

ACTCAGTCTCCAGCCTCCCTATCTGCATCTGTGGGAGAAACTGTCACCATCACATGi

.TGGTATCAGCAGAAACAGGGAAAATCTCCTCAACTCCTGGTCTA

[GGTGTGCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGAACACAATATTCTCTCAAGATCAAT

AGCCTGCAGCCTGAAGATTTTGGGACTTATTACTG TTCGGTGGA

GGCACCAAGCTGGAAATCAAA

Las regiones individuales de la secuencia codificada de la cadena ligera del raton se resaltan alternando texto
sombreadoltexto sin sombrear. Posiciones: 1-60 = secuencia lider; 61-129 = regién marco (LFR1); 130-162 = region
determinante de complementariedad (LCDR1); 163-207 = LFR2; 208-228 = LCDR2; 229-324 = LFR3; 325-351 =
LCDR3; 352-381 LFR4, 382-702 = regiones constantes (CK),; 703-705 = codén de parada.

Las secuencias consenso de ADN de la cadena pesada AM-4 MIL-38 y ligera anteriores se traducen a las siguientes
secuencias de aminoacidos de la cadena pesada y la cadena ligera:

Secuencia consenso de aminodcidos de cadena pesada IgG1 de raton AM-4 MIL-38 (SEQ ID NO:3)

QIQLVQSGPELKKPGETVKI SCKASGYAFT] WVKQAPGKGLRWMG!

RFAFSLETSASTAFLOINNLRNEDTATYFCA.

Las regiones individuales de la secuencia de cadena pesada de IgG1 de ratén se indican en la secuencia de
aminoacidos anterior. Posiciones 1-19 = secuencia lider; 20-49 = regién marco (HFR1); 50-54 = regién determinante de
complementariedad 1 (HCD1); 55-68 = HFR2; 69-85 = HCDR2; 86-117 = HFR3; 118-126 = HCDR3; 127-137 = HFR4
(también llamada regién de union o region J); 138-461 = regiones constantes de la cadena de IgG1 (CHI - CH3) y codén
de parada (* *). Region de bisagra: esta subrayada en la secuencia anterior.

Secuencia consenso de aminodcidos de cadena ligera AM-4 MIL-38 (SEQ ID NO:4)

"DIQMTQSPASLSASVGETVTITC WYQOKQGKSPQLLVYH

VPSREFSGSGSGTQYSLKINSLOPEDFGTYY:!

Las regiones individuales de la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera se indican como marcadas: Posiciones 1-
20 = secuencia lider; 21-43 = regién marco (LFR1); 44-54 = regién determinante de complementariedad 1 (LCDR1); 55-
69 = LFR2; 70-76 = LCDR2; 77-108 = LFR3; 109-117 = LCDR3; 118-127 = LFR4; 128-234 = regién constante kappa
(CK) y codon de parada (%)

La comparacion de la secuencia de consenso entre las secuencias de secuenciacion 224945 (1-O) y 449295-1 (Alfio I)
mostréo que las secuencias para la cadena ligera y la cadena pesada eran idénticas (véase las alineaciones de
secuencias a continuacion). Como estas secuencias son consistentes entre la poblacion biclonal (1-O) y la poblacién de
Alfio | tipo AM-4, se denominan "secuencias consenso de AM-4" como anteriormente.
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1. Alineamiento de cadena ligera: almeamiento de Biclonal vs AM-4 (Alfio I) vs AM-3 (Alfio IT)

Resultados de aineamiento de cadena ligera de 224045 v 440208

(131 i d i

[SE@ W0 NO: £ Z24395-1; Cadera Igera de 1-Oongnal (1] = == = AVETH700
[SE@ D NO: £ ££3255-1; Cadena ligera de AFi | (1) ====nERHT G
[SEG D HO: §) £25295-5: Cadena ligera de AP 1| (1) HoIZHEEQT IS "

L S E—
[SEQID ND: 4 Z24545-4: Cacena ligera ce -0 original 11 1) AETIATSY g rl
[BER D NO: 4) 4432951 Cacena ligara ce AN 1 {T) 2% i
[BE@ ID HO: § 443295-5: Cacens ligars o= 2010 (76} fava

{149 148

(85 1D HO: 4) 224545 1- Cadenaligers de +-0 oginal 145} T T EGER £UT S
(BE ID MO: 4] 4352351 Cadena ligers de Alfc |

(BEQ ID MO: 8] 439235-5 Cadena ligera de Alfio 1

EEER

FrpElIRy

4

el I |
[SE@ ID NO: £ 224345-1: Cadena ligerade 1-0 orlginal  {219) =73 RED
[SEG I MO: &) 445255-1: Cadera ligera de Al | {219} Eo INES
[SER WD NO: §) 455236-5 Cadera ligera de Ao 11 279) REe TE o

2. Alineamiente de cadena pesada: Biclonal vs AM-4 (Alfio [ No pudo determinarse la secuencia traducida de AM-3 (Alfiod.)

Resultados de aineamiento de cadena pesada de 224045 v 4400085 apr

Baookin 1
(L1 L | I - J—— [ . R .
(BEQ 1D HO: 3) Z24345-1: Cacena pesada de S-0odghal (1} A g v T II FI AR L 0BT ORI DTV LESE BRCL BRI ENORINTED

{BEQ ID NO:- 3) 44582595-1; Cacdena pasady de Ao | 1) R

P ARG T AT oI s T R LR A P e P IS RS YR F T DY NN T B ARG RS LR WG HINTET
Sanokin 2

RN I
{BEQ ID WO 3) Z24945-1: Gasena pesate se -0 oghal (76| 57 573 OOLERAR EAEALE 1
JEBEQ ID NOC ) 449295-1: Calena pessos o= AN | l:?s | SR YN ERCREL N SLED

. hm 10

e e
TR RNEDTR

{149) M2
[SE@ IO NO: 3] 224345-1: Cadera pesada de 1-0 orginal |'Iu‘|'§!| AFRERA
[SE@ IO NO: 3] 4457°55-1: Cadena pesada de Ao | .[Mflj APGEARALT
gy M

(BEQ ID KWD: 3} 224545-1: Cadena pesada de 1-0 odoinal 2%
(BEG D B0: 3) 445295-1: Cadena pesaca de Ao |

HERFE

(223 EEASETIEY

(BEG ID KO: 3) 2245845-1: Cadena pesaca de 1-0 odginal e
(BEG D B0: 3) 445295-1: Cadena pesaca de Ao | -

TYREEFEARE

(T Im -
[BEQ IO NO: 3) 224545-1: Cadena pesada o= 1-0 origingl t3-”;::_ . 2 E ot Fya
[BE@ ID NO: 3) £25295-1: Cadera pesada de AMa | (71 BHEE s R AL Ty el s . s Ay PTYARINTOES

AM-3 secuencias consenso

No pudo obtenerse una secuencia de cadena pesada consistente de las células Alfio Il de tipo AM-3. La secuencia de la
cadena ligera obtenida de la ejecucion de secuenciacion 449295-5 (Alfio 1) se obtuvo consistentemente y mostrd
diferencias claras tanto en las regiones marco como en las regiones determinantes de la complementariedad en
comparacion con la secuencia para las otras dos ejecuciones de secuenciaciéon como se muestra en la alineacion
anterior (véase "1. Alineacion de la cadena ligera" anterior).

Secuencia consenso de ADN de la cadena ligera AM-3 MIL-38 Kappa (SEQ ID NO:5)

32



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2778 100 T3

GACATTGTGATGACCCAGTCTCAAAAGTTCATGTCCACATCAATAGGAGACAGGGTCAGCGTCACCTG

TGGTTTCAGCAGAAACCAGGGCAATCTCCTAAAGCACTGATT

GGAGTCACTGATCGCTTCACAGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACT

CTCACCATCAACAATGTGCAGTCTGAAGACTTGGCAGAGTATTTCTGT

TCGGTTCGGGGACAAAGTTGGAAATAAAA

* Las regiones individuales de la secuencia codificada de la cadena ligera se resaltan alternando texto sombreadoltexto
sin sombrear. Posiciones: 1-72 = secuencia lider; 73-141 = region marco (LFR1); 142-174 = regién determinante de
complementariedad (LCDR1); 175-219 = LFR2; 220-240 = LCDR2; 241-336 = LFR3; 337-363 = LCDR3; 364-393 =
LFR4; 394-714 = regioén constante (CK); 715-717 = codén de parada

Secuencia consenso de aminodacidos de cadena ligera AM-3 MIL-38 (SEQ ID NO: 6)

DIVMTQSQKFMSTSIGDRVSVT

FOOKPGQSPKALI

GVTDRFTGSGSGTDFTLTINNVQSEDLAEYFC

Las regiones individuales de la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera se indican como marcadas: Posiciones 1-
24 = secuencia lider; 25-47 = regién marco (LFR1); 48-58 = regién determinante de complementariedad 1 (LCDR1); 59-
73 = LFR2; 74-80 = LCDR2; 81-112 = LFR3; 113-121 = LCDR3; 122-131 = LFR4; 132-238 = region constante kappa
(CK) y codon de parada (%)

Ejemplo 5: preparacion y prueba de anticuerpos MIL-38 quiméricos

5.1 Materiales y procedimientos

- Preparacion de anticuerpos quiméricos

Se desarrollaron dos secuencias de ADNc optimizadas para fines de clonacién. Estos se basaron en las secuencias
consenso de la cadena pesada y la cadena ligera AM-4 identificadas anteriormente en

Ejemplo 4.

La primera secuencia de ADNc optimizada se us6 en la generacion de una secuencia de cadena pesada quimérica
humano-ratén:

Secuencia de ADNc optimizada con codén CHO #1 - cadena pesada quimérica humana de ratén 1.404 pb (SEQ ID

NO:7)
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CAGATTCAGCTGGTC
CAGAGCGGTCCCGAGCTGAAGAAGCCAGGCGAGACCGTGAAGATCTCCTGCAAGGCCAGCGGCTACGCTTTC

AC :TGGGTGAAGCAGGCCCCAGGCAAGGGCCTGAGGTGGATGGGC

GGTTCGCTTTTTCCCTGGAGACCTCTGCCTCC
ACAGCTTTTCTGCAGATCAACAATCTGAGAAACGAGGACACCGCCACATACTTCTGCGCTAG

GGGGCCAGGGCACCCTGGTGACAGTGTCCAGC

Las regiones individuales de la secuencia codificada de la cadena pesada quimérica humana-ratén se resaltan
alternando texto sombreadoltexto sin sombrear. Posiciones: 1-57 = secuencia lider; 58-147 = regién marco (FR1); 148-
162 = regién determinante de complementariedad (CDR1); 163-204 = FR2; 205-255 = CDR2; 256-351 = FR3; 352-378 =
CDR3; 379-411 = FR4; 412-1401 = regiones constantes humanas (CH1-CH3); 706-750 = regién de bisagra (subrayada);
1402-1405 = coddbn de parada.

La segunda secuencia de ADNc optimizada generada se usé en la generacion de un cadena ligera quimérica humana-
ratén secuencia:

Secuencia de ADNc optimizada con codén CHO #2 - cadena ligera quimérica humana de ratén 705 pb (SEQ ID NO:8)

GACATCCAGATG

ACCCAGTCCCCTGCCTCTCTGTCCGCCAGCGTGGGCGAGACCGTGACAATCACCTGC

'TGGTATCAGCAGAAGCAGGGCAAGTCCCCACAGCTGCTGGTGTACY

_GGCGTGCCCAGCAGGTTCTCTGGCTCCGGCAGCGGCACACAGTATAGCCTGAAGATCAAC
TCTCTGCAGCCTGAGGATTTTGGCACCTACTATTG

GGCACCAAGCTGGAGATCAAG,

Las regiones individuales de la secuencia codificada de la cadena ligera quimérica humana-ratén se resaltan alternando
texto sombreadoltexto sin sombrear. Posiciones: 1-60 = secuencia lider; 61-129 = regién marco (LFR1); 130-162 =
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region determinante de complementariedad (LCDR1); 163-207 = LFR2; 208-228 = LCDR2; 229-324 = LFR3; 325-351=
LCDR3; 352-381 = LFR4; 382-702 = region constante humana (CK); 703-705 = codén de parada.

Las cadenas Cux1-Ch3 de MIL-38 quimérico ratdn humano se expresaron transitoriamente en células CHO-3E7 en
suspension usando medio sin suero, seguido de una purificacion en un solo paso.

Las células CHO-3E7 se cultivaron en medio de expresion FreeStyle™ CHO sin suero (Life Technologies, Carlsbad, CA,
Estados Unidos). Las células se mantuvieron en matraces Erlenmeyer (Corning Inc., Acton, MA) a 37 °C con 5 % de
CO. en un agitador orbital (VWR Scientific, Chester, PA). El dia de la transfeccion, el ADN y la PEI (Polysciences,
Eppelheim, Alemania) se mezclaron en una proporcion optima y después se afiadieron al matraz con células listas para
la transfeccion. El sobrenadante recogido el dia 6 se us6 para purificacion adicional.

El caldo de cultivo celular se centrifugd y después se filtrd. El sobrenadante filtrado se cargé en una columna CIP de
proteina A de 5 ml (GenScript, nim. de cat. L00433) a 3,0 ml/min. Después de lavar y eluir con tampén apropiado, las
fracciones se recogieron y neutralizaron con Tris-HCI 1M, pH 9,0. La proteina purificada se analizé por SDS-PAGE, la
transferencia Western usando protocolos estandar para mediciones de peso molecular, rendimiento y pureza.

- Ensayos de anticuerpos MIL-38 quiméricos (inmunofluorescencia de diapositivas)

El anticuerpo MIL-38 quimérico se us6 en ensayos de inmunofluorescencia con células DU-145. La preparacion 33A de
MIL-38 murino se usé como control positivo para la tincion de antigeno GPC-1, mientras que Cetuximab (un anticuerpo
quimérico dirigido al EGFR) se usé como control positivo para la tincién de regiones constantes de IgG humana. Se usé
una placa sin anticuerpo primario como control negativo. La tinciéon se realizd esencialmente como se describe en la
Seccion 1.1, con la excepcidn de que los anticuerpos secundarios se marcaron con Alexafluor 488 y que los anticuerpos
antihumanos se usaron para tefiir las muestras quiméricas y cetuximab.

- transferencias Western de MIL-38 quimérico

La reactividad del MIL-38 quimérico y el MIL-38 murino frente a los extractos de MPEK DU-145 y C3, asi como al
antigeno GPC-1 recombinante producido por NSO, se ensayé mediante transferencia Western. Los ensayos de la
transferencia Western se sondearon con MIL-38 murino o MIL-38 quimérico. El MIL-38 quimérico fue detectado por un
anticuerpo secundario antihumano de cabra seguido por un anticuerpo HRP de oveja anti-cabra. Como control, el MIL-
38 murino fue detectado por un anticuerpo secundario anti-ratén de cabra seguido de un anticuerpo HRP de oveja anti-
cabra. Se observaron reactividades equivalentes para MIL-38 quimérico y MIL-38 murino cuando se detectaron en
condiciones equivalentes. La Figura 9A muestra una transferencia Western sondeada con MIL-38 murino, seguido de
anticuerpo secundario anti-HRP de raton. La Figura 9B muestra una transferencia Western sondeada con MIL-38
quimérico, seguido de anticuerpo secundario antihumano de cabra. El complejo se detecté usando un anticuerpo HRP
de oveja anti-cabra. La Figura 9C muestra una transferencia Western sondeada con MIL-38 murino, seguido de
anticuerpo de ratén antihumano de cabra. El complejo se detecté usando un anticuerpo HRP de oveja anti-raton.

5.2 Resultados
- Expresion de secuencias de anticuerpos quiméricos

Los plasmidos recombinantes que codifican la cadena pesada y la cadena ligera de la cadena CH1-CH3 humana de
MIL-38 quimérico de ratdon se transfectaron transitoriamente en cultivos de células en suspension CHO-3E7. La proteina
diana se capturd del sobrenadante del cultivo celular mediante una columna de 5 ml de Proteina A CIP y se siguié con
el intercambio de tampdn. La proteina purificada se analizé por SDS-PAGE y la transferencia Western como se muestra
en las Figuras 7A y 7B. Se cargaron 3 pg de muestra en SDS-PAGE y se cargaron 0,3 ug de proteina total en la
transferencia Western. El anticuerpo primario para la transferencia Western fue IgG-HRP anti-humano de cabra
(GenScript, nim. de cat. AO0166).

- Secuencias de anticuerpos quiméricos

La secuencia optimizada de ADNc #1 (SEQ ID NO:7) se uso para generar una cadena pesada de anticuerpo MIL-38
quimérico con la siguiente secuencia de aminoacidos:

Secuencia quimérica de cadena CH1-CH3 humana de MIL-38 de ratén y una secuencia de cadena CH1-CH3 humana
de VH de ratén (cadena pesada) (SEQ ID NO:9)
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QIQLVOSGPELKKPGETVKISCKASGYAF'T WVKQAPGKGLRWMQ

RFAFSLETSASTAFLOINNLRNEDTATYFCA!

Las regiones individuales de la secuencia de cadena pesada quimérica humana-ratén se indican en la secuencia de
aminodacidos anterior: Posiciones 1-19 = secuencia lider; 20-49 = regién marco (HFR1); 50-54 = regién determinante de
complementariedad 1 (HCD1); 55-68 = HFR2; 69-85 = HCDR2; 86-117 = HFR3; 118-126 = HCDR3; 127-137 = HFR4
(también llamada region de unién o regién J); 138-467 = regiones constantes de cadena IgG1 (CH1-CH3), y codon de
parada (*). Secuencia de bisagras: la secuencia de bisagra de cadena pesada de IgG1 humana se subraya
anteriormente.

Secuencia optimizada de ADNc #2 (SEQ ID NO:8) se us6 para generar una cadena ligera de anticuerpos MIL-38
quiméricos con la siguiente secuencia de aminoacidos:

Secuencia quimérica de cadena ligera Kappa de ratén humano MIL-38: Secuencia VK-CK humana de ratén (SEQ ID

NO:10)

IOMTQSPASLSASVGETVTITC WYQOKQGKSPQLLV

JGVPSRFSGSGSGTQYSLKINSLOPEDFGTYYCE

Las regiones individuales de la secuencia de aminoécidos de la cadena ligera quimérica humana-raton se indican como
se marca: Posiciones 1-20 = secuencia lider; 21-43 = region marco (LFR1); 44-54 = regién determinante de
complementariedad 1 (LCDR1); 55-69 = LFR2; 70-76 = LCDR2; 77-108 = LFR3; 109-117 = LCDR3; 118-127 = LFR4;
128-234 = region constante kappa (CK) y codén de parada (*)

- Ensayos de anticuerpos MIL-38 quiméricos (inmunofluorescencia de diapositivas)

Las Figuras 8A-D muestran imagenes de campo brillante de células. La Figura 8E muestra la tincién del control
positivo 33A. La Figura 8F muestra la tincion del anticuerpo MIL-38 quimérico. La Figura 8G muestra la tincién de un
control positivo de anticuerpo monoclonal quimérico (ratén/humano) (Cetuximab) comercial, y la Figura 8H muestra la
tincion de control negativo de anticuerpo no primario. Se observé una fuerte tincion en las Figuras 8E, F y G y no se
observo tincion en Figura 8H. Estos resultados demuestran que el anticuerpo MIL-38 quimérico se une con éxito a las
células DU-145 en IFA, lo que indica que se ha mantenido la especificidad de unién del anticuerpo MIL-38 murino
parental.

- Ensayos de anticuerpos quiméricos MIL-38 (transferencia Western)

La Figura 9A muestra una transferencia Western sondeada con MIL-38 murino, seguido de anticuerpo secundario anti-
HRP de ratén. El tiempo de exposicion para la transferencia Western mostrada en la Figura 9A fue de 30 segundos. La
Figura 9B muestra una transferencia Western sondeada con MIL-38 quimérico, seguido de anticuerpo secundario
antihumano de cabra. El complejo se detectdé con el uso de un anticuerpo HRP de oveja y cabra. El tiempo de
exposicién para la transferencia Western mostrada en la Figura 9B fue de 30 minutos. La Figura 9C muestra una
transferencia Western sondeada con MIL-38 murino, seguido de anticuerpo anti-ratéon de cabra. El complejo se detectd
con el uso de un anticuerpo HRP de oveja y cabra. El tiempo de exposicion para la transferencia western mostrada en la
Figura 9C fue de 30 minutos.

El anti-raton MIL-38 murino reconoce el antigeno en los lisados DU-145 y GPC-1 NSO recombinante. No se observé
reactividad en los lisados C3 como se esperaba (Figura 9A).

Se requirié un procedimiento de deteccion de tres anticuerpos para evaluar la reactividad del MIL-38 quimérico con
extractos DU-145 y C3, asi como NSO GPC-1 recombinante (Figura 9B). También se realizé una transferencia western
de control usando un procedimiento de deteccion de tres anticuerpos con MIL-38 murino (Figura 9C). Cuando se us6 un
procedimiento de deteccion de tres anticuerpos, la deteccidon fue mucho menos sensible que usar el procedimiento
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estandar de dos anticuerpos (para las transferencias western que se muestran en Figuras 9A y C, el tiempo de
exposicién usado para la Figura 9A fue de 30 segundos, mientras que el usado para la Figura 9C fuer de 30 minutos).

Como se muestra en la Figura 9B el MIL-38 quimérico reconoce el antigeno NSO GPC-1 recombinante y muestra una
reactividad comparable al MIL-38 murino cuando se detecta con el uso de este procedimiento (comparar las Figuras 9B

y C).

5.3 Discusion

El anticuerpo MIL-38 quimérico se expreso con éxito y se purificd en células CHO-3E7 en suspension. Las cadenas H'y
L del anticuerpo objetivo se detectaron con pesos moleculares estimados de ~55 kDa (Cal.MW ~52 kDa) y 28 kDa

ES 2778 100 T3

(Cal.MW ~26 kDa) basado en SDS-PAGE vy analisis de transferencia Western.

Se observo reactividad equivalente entre el MIL-38 quimérico y el progenitor murino en IFA y la transferencia Western,

lo que indica que la especificidad de unién se ha mantenido en la construccién del anticuerpo quimérico.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Minomic International Ltd
<120> Anticuerpos monoclonales anti-GPC-1 y usos de los mismos
<130> P107105C
<160> 10

<170> Patente en la version 3.5

<210> 1

<211> 1386
<212> ADN
<213> Mus musculus

<400> 1

<210> 2

abggettgygyg
atccagttyg

tgcaaggett
ggaadgggtt
gatgacttea
cagatcaaca
tacgggggyt
acaccceeat
accctgggat
ggatccetygt
ctgagcagcet
gttgcecace
tgtaagcctt
cecaaggaty
agcaaggatyg
gotocagacge
cccatcatge
gettteocoty
caggtbgtacsa
tgcatgataa
cocagoeggaga
tacagcaagc
gtgttacatyg
aaatga

<211> 705
<212> ADN
<213> Mus musculus

<400> 2

tgtggacott
tgeagtotgyg
ctggttatge
taaggtggat
agggacggtt
accteagaaa
ttcocttactg
ctgtetateco
goectggtcaa
ccageggtgt
cagtgactgt
cggecagcayg
gcatatgtac
tygcteacecat
atceecgagygt
aacceceggga
accaggactyg
coocoocatoga
ccatltoecaco
cagacttetk
actacaagaa
tecaatgtgea
agggecctgca

goetatbeoty
acctbgagoty
ctteacagac
gggetggata
tgeottctet
tgaagacacy
gggccaaggy
actggececct
gggctattte
geacaccttce
cececetecage
caccaagdgty
agtecccagaa
tactetgact
ceagtteoage
ggagcagtte
gcteaatgge
gaaaaccatc
toeccaaggay
cectgaagac
cactcagcoce
gaagagcaac
caaccaccat

atggebgetyg
aagaageochyg
tattcaatga
aacactgaga
ttggaaacct
gcotacatatt
actctggtea
ggatoetgetyg
cotgagocag
ccagctgteo
acctggecca
gacaagaaaa
gtatcatctyg
cetaaggtea
tggtttgtag
aacagcactt
aaggagttca
tccaaaacca
cagatggecca
attactgtgg
atcatggaca
tgggaggeag
actgagaaga

37

cooaaagtat
gagagacagt
actgggtgaa
ctyggtgagec
ctgecagcac
toctgtgetag
ctgtctotyge
cccaaactaa
tgacagtgac
tgecagtetga
goegagaccgt
ttgtgececayg
tetteatett
cgtgtgttgt
atgatgtgga
tcogetecagt
aatgcagggt
aaggcagace
aggataaagt
agtggeagty
cagatggctc
gaaatacttt
geetetecca

ceaagcacay
caagatecteceo
gcaggcteoeca
aacatataca
tgectttttyg
acactatgat
agccaaaacy
ctecatggtyg
ctggaactct
cetctacact
cacctgeaac
ggattgtggt
ccocccaaay
ggtagacate
ggtgcacaca
cagtygaactt
caacagtgca
gaaggctcocca
cagtctgace
gaatgggcag
ttacttegte
cacctgctet
ctoetoctggt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1386
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atgagtgtge
gacatccaga
atcacatgte
ggaaaatcto
aggttecagtyg
gaagattttg
ggcaccaage
tccagtgage
coccaaagaca
aacagttgga
ttgaccaagg
teaacttcac

<210> 3

<211> 461

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 3

tcactcaggt
tgactecagtc
gagcaagtygyg
ctcaactect
gragtggatc
ggacttatta
tggaaatcaa
agttaacatec
tcaatgtcaa
ctgatcagga
acgagtatga
ccattgtcaa

ES 2778 100 T3

cctggegttyg
tecagcctee
gaatgttcac
ggtetatact
aggaacacas
ctgteoaacat
acgggctygat
tggaggtgece
gtggaagatt
cagcaaagac
acgacataac
gagettcaac

ctgctgectgt
ctatctgeat
dattatttag
gtaaaaadct
tattctetea
ttttggagta
gcetgracecaa
tecagtcogtgt
gatggcagty
agcacctaca
agctatacct
aggaatgagt

38

ggcttacagg
ctgtgggaga
catggtatca
tagecagatgy
agatcaatag
ateegtggac
ctgtatccat
gettecttgaa
aacgacaaaa
gecatgagcag
gtgaggccac
gttag

tgeccagatgt
aactgtcace
gdagaaacay
tgtgccatca
cotygcageet
gtteggtgga
ctteocacca
caacttctac
tggegtecty
caccctcacg
tcacaagaca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
705
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<210> 4
<211> 234
<212> PRT

Met
Tle
Pro
Thr
Arg
Asp
Thr
Tyzr
Gln
Val
145
Thr
Thr
val
Ser
Ala
2235
Cys
Phe
val
Phe
Preo
305
Pro
Val
The
Liys
Asp
385
Pro
Ser

Ala

His

Ala
Gln
Gly
Asp
50

Trp
Asp
Ala
Phe
Gly
130
Tyr
Leu
Trp
Lieu
Ser
210
Ser
Lys
Pro
Thr
Ser
290
Arg
Ile
Asn
Lys
Glu
370
Phe
Ala
Tyr
Gly

His
450

<213> Mus musculus

<400> 4

Trp
Ala
Glu
35

Tyr
Met
Fhe
Phe
Cys
115
Thr
Pro
Gly
Asn
Gln
195
Thr
Ser
Pro
FPro
Cys
275
Trp
Glu
Met
Ser
Gly
355
Gln
Phe
Glu
Phe
Asn

435
Thr

Val
Gln
20

Thr
Ser
Gly
Lys
Leu
100
Ala
Leu
Leu
Cys
Ser
180
Ser
Trp
Thr
Cys
Lys
260
val
Phe
Glu
His
Ala
340
Arg
Met
Pro
Asn
val
420
Thr

Glu

Trp
Ile
Val
Met
Trp
Gly
Gln
Arg
Val
Ala
Leu
165
Gly
Asp
Pro
Lys
ile
245
Pro

Val

Val

Gln
325
Ala
Pro
Ala
Glu
Tyr
405
Tyr
Phe

Lys

ES 2778 100 T3

Thr
Gln
Lys
Asn
Ile
70

Arg
Ile
His
Thr
Pro
150
Val
Ser
Lewu
Ser
Val
230
Cys
Lys
Val
Asp
Phe
310
Asp
Phe
Lys
Lys
Asp
390
Lys
Ser

Thr

Ser

Leu
Leu
Ile
Trp
55

Asn
Phe
Asn
Tyr
Val
135
Gly
Lys
Leu
Tyxr
Glu
215
Asp
Thr
Asp
AspD
Asp
295
Asn
Trp
Fro
Ala
Asp
375
Ile
Asn
Lys
Cys

Leu
455

Leu
Val
ser
40

Val
Thr
Ala
Asn
Asp
120
Ser
Ser
Gly
Ser
Thr
200
Thr
Lys
Val
Val
Ile
280
val
Ser
Leu
Ala
Pro
360
Lys
Thr
Thr
Leu
Ser

440
Ser

Phe
Gln
25

Cys
Lys
Glu
Phe
Lew
105
Tyr
Ala
Ala
Tyr
Ser
185
Leu
val
Lys
Pro
Leu
265
Ser
Glu
Thx
Asn
Pro
345
Gln
Val
Val
Gln
Asn
425
Val

His

39

Leu
10

Ser
Lys
Gln
Thr
Ser
90

Arg
Gly
Ala
Ala
Phe
170
Gly
Ber
Thr
Ile
Glu
250
Thr
Lys
Val
Phe
Gly
330
Ile
Val
Ser
Glu
Pro
410
Val

Leu

Ser

Met
Gly
Ala
Ala
Gly
Leu
Asni
Gly
Lys
Gln
155
Pro
Val
Ser
Cys
Val
233
Val
Tle
AsSp
His
Arg
315
Lys
Glu
Tyr
Teu
Trp
395
Tle
Gln
His

Pro

Ala
Pro
ser
Pro
60

Glu
Glu
Glu
Phie
Thr
140
Thr
Glu
His
Ser
Asn
220
Pro
Ser
Thr
Asp
Thr
300
Ser
Glu
Lys
Thr
Thr
380
Gln
Met
Lys
Glu

Gly
460

Ala
Glu
Gly
Gly
Pro
Thr
Asp
Pro
125
Thr
Asn
Pro
Thr
Val
205
Val
Arg
Ser
Leu
Pro
285
Ala
Val
Fhe
Thr
Ile
365
Cys
Try
Asp
Ser
Gly

445
Lys

Ala
Leu
30

Tyr
Lys
Thr
Ser
Thr
110
Tyr
Pro
Ser
Val
Phe
190

Thr

Ala

Ser
Lys
Ile
350
Pro
Met
Asn
Thr
Asn

430
Leu

Gln
15

Lys
Ala
Gly
Tyr
Ala
95

Ala
Trp
Pro
Met
Thr
175
Pro
val
His
Cys
Phe
255
Pro
val
Thr
Glu
Cys
335
Ser
Bro
Ile
Gly
Asp
415
Trp

His

Ser
Lys
Phe
Leu
Thr
80

Ser
Thr
Gly
Ser
Val
160
Val
Ala
Fro
Pro
Gly
240
Ile
Lys
Gln
Gln
Leu
320
Arg

Lys

Pro



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Met Ser Val Leu
1
Gly Ala Arg Cys
20
Ala Ser Val Gly
35
Val His Asn Tyr
50
Gln Leu Leu Val
65
Arg Phe Ser Gly
Ser Leu Gln Pro
100
Ser Asn Pro Trp
115
Ala Asp Ala Ala
130
Leu Thr Ser Gly
145
Pro Lys Asp Ile
Asn Gly Val Leu
180
Tyr Ser Met Ser
195
His Asn Ser Tyr
210
Ile Val Lys Ser
225
<210>5
<211> 717
<212> ADN
<213> Mus musculus
<400> 5
atggycateca agatggagte
ggtgttgatg gagacattgt
gacagggtea gcgtcacctg
cagcagaaac cagggcaatc
ggagtcacty atcgcttcac
aatgtgcagt ctgaagactt
acgttceggtt cggggacaaa
atcttocecac cateccagtga
aacaacttct accccaaaga
aatggcgtee tgsacagttg
agcaccctea cgttgaccaa
actcacaaga catcaacttc
<210> 6
<211> 238
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 6

ES 2778 100 T3

Thr Gln Val

Asp Ile Gln

Glu Thr Val

Leu Ala Trp
Thr
70

Gly

Tyr Ala

Ser Ser
85
Glu

Asp Phe

Thr Phe Gly

Thr Val
135

Ser

Pro
Gly Ala
150
Asn Val
165

Asn

Lys

Ser Trp

Ser Thr Leu

Thr Glu
215
Arg

Cys
Phe Asn
230

acagactcag
gatgacccag
caaggccagt
tcetaaagea
aggcagtgga
ggcagagtat
gttggaaata
geagttaaca
catcaatgte
gactgatcag
ggacgagtat
accecattgte

Leu Ala

Met Thr
25
Thr Ile
40
Tyr Gln

Lys Thr

Gly Thr
Thr
105
Gly

Gly

Gly
120
Ser Ile

Val Val

Trp Lys

Leu
10

Gln
Thr
Gln
Leu
Gln
90

Tyr
Thr
Phe

Cys

Ile

Leu Leu

Ser Pro

Cys Arg

Gln
&0
Asp

Lys

Ala
75
Tyr Ser

Tyr Cys

Lys Leu

Leu

Ala

Gln

Glu

Leu
15
Leu

Trp

Ser
30
Ser Gly

Lys Ser

Val Pro
Ile
95
Phe

Lys

His
110

Ile Lys

125

Fro
140
Leu

Pro

Phe
155

Asp Gly

170

Thr Asp
185
Thr Leu
200
Ala Thr

Asn Glu

gtctttgtat
tctcaaaagt
cagaatgtgg
ctgatttact
totgggacay
ttctgteage
aaacgggcty
tetyggaggty
aagtggaaga
gacagcaaag
gaacgacata
aagagcttea

40

Gln

Thr

His

Asp Ser

Lys Asp

Ser
Asn
Ser
Lys

Glu

Glu

Asn Phe

Glu Arg
175
Asp Ser
180

Tyr Glu

205

Thr
220

Lys

Cys

acatgttget
tcatgtccac
gttctcatgt
cggecatccta
atttcactet
aatataacag
atgctgeacco
coeteagtogt
ttgatggcag
acagecaccta
acagctatac
acaggaatga

Ber

Thr Ser

gtggttgtet
atcaatagga
agectggttt
ceggtacage
cacecatcaac
ttttccatte
aactgtatec
gtgettetty
tgaacgacaa
cagcatgage
ctgtgaggee
gtgttag

Thr
Ser
Asn
Pro
Ser
80

Asn
Trp
Arg
Gln
Tyr
160
Gln
Thr

Arg

Pro

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
717



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<210>7

Met
Leu
Lys

Ala

Gly
Trp
Phe

Ser

Ile Lys

Ser
20
Ser

Leu

Met
35

Gln Asn

50

Glu

Gln

Val

. Thr

Gln

Ile

Ser Pro

Thr Asp

Ile Asn
100
Tyr Asn
115

Lys Axg

130

Ser
145
Asn
Ser

Lys

Glu

Ser
Asn
Glu
Asp

Tyr

Glu Gln

Phe Tvr
Gln
180
Thr

Arg

Ser
195

Glu Arg

210

Ser
225

<211> 1404
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

Thr

Ser Pro

ES 2778 100 T3

Met Glu Ser

Gly Val Asp

Thr Ser Ile

Val sSer
55

Leu

Gly

Ala
70
Phe

Lys
Arg Thr
85

Asn

Val Gln

Ser Phe Pro

Ala Ala
135
Ser

Asp

Thr
150
Lys

Leu

Pro
165
Asn

Asp

Gly Val

Tyr Ser Met
Ser
215

Lys

His Asn

Ile val

230

<223> Secuencia de Anticuerpo Quimérico

<400> 7

<210> 8

atggettggg
atteagetgy
tgcaaggcea
gycaaggges
gacgattteca
cagatcaaca
tatggcgget
aagggcccat
getotggygetr
ggogecctga
agecctgteca
agcgtgaate
gataagacce
ttectgttte
tgcegtggtgy
ggcgtggagyg
cgggtggtgt
tgcaaggtya
ggecageacte
aaccaggtgt
tgggagteca
gatggetett

aacgtgttet
ctgteocctgt

<211> 705
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

tgtggacact
toccagagogyg
goggotacgo
tgaggtggat
agggecggtt
atctgagaaa
ttocttattg
ccgtgtttec
gtcetggteaa
cctcecggagt
gegtggtgac
actaagecato
atacatgceoc
cacceaageo
tggacgtgtce
tgcataatgce
ctgtgctgac
gecaataaggc
gggagecaca
ctctgacatyg
atggocages
tetttetgta

cotgtagegt
cacctggcaa

gotgttecty
teccgagecty
tttecacagac
gggctggatc
cgetttttee
cgaggacace
gggecaggge
actggctcee
ggattacttc
gcatacattt
cgtgecttet
caatacaaay
ceccttgtect
taaggacacc
ccacgaggat
taagaccaag
agtgctgcac
cectgecoget
ggtgtacaca
tctggtygaay
agagaacaat
titccaagety

gatgcacgag
atga

Gln Thr

Gly Asp
25
Gly Asp
40
His val

Ile Tyr

Gly Ser
Glu

105
Thr

Ser

Phe
120
Ala Pro

Gly Gly

Ile Asn

Gln
10

Ile
Arg
Ala
Ser
Gly
90

Asp
Phe
Thr
Ala

Val

Val Phe

Val Met

Val Ser

Val

Thr

Val

Met
15
Ser

Tyr

Gln
30

Thr Cys

45

Phe
80
Ser

Trp

Ala
75
Ser Gly

Leu Ala

Gly

Gln
Tyr
Thr
Glu

Gly

Gln Lys

Arg Tvr
Phe
95

Phe

Asp

Tyr
110

Thr Lys

125

Val Ser
140
Ser Val
155

Lys Trp

170

Asn
185
Ser

Leu

Ser
200
Tyr Thr

Ser Phe

atggcetgety
aagaagccag
tattctatga
aataccgaga
ctggagacet
gocacatact
accctggtga
tectteccaaga
ccagagcoey
coagetgtge
tecageetygyg
gtggacaaga
gotecagago
ctgatgatet
cctgaggtga
cctagggagyg
caggactgygc
cctatcgaga
ctgcctocaa
ggcttctatce
tataagacea
accgtggata

gcactgcaca

41

Ser
Thr
Cys

Asn

Trp Thr

Leu Thr

Ile
Val
Lys
Asp

Leu

Plie Pro

Cys Phe

Ile Asp
175
Gln Asp
1940

Thr Lys

205

Glu Ala
220
Arg Asn

235

cocagagtat
gcgagaccegt
actgggtgaa
caggcgagece
ctgceteocac
tctgegetag
cagtgtcoccag
gecacctotygyg
Ltgacagtygte
tgcagagetc
gcacecagac
aggtggageo
tgctaggagy
ctaggaccec
agttcaacty
agcagtacaa
tgaacggcaa
agaccatete
gecagagacyga
cttctgatat
cacceootgt
agagcaggty

accactacac

Thr

Glu

His Lys

Cys

tcaggotoay
gaagatcteo
gecaggcceca
cacctacaca
agcttttetyg
geactacgat
cgcctoctace
cggcacagee
ttggaactco
tggectgtac
atatatctge
caagagcetgt
acctagegty
cgaggtgaca
gtacgtggat
cagcacctat
ggagtataag
taaggccaayg
getgaccaag
cgectgtggag
gotggacage
gecagcaggge

tcagaaatec

Leu
Gln

Lys

Ser
80

Thr
Cys
Leu
Pro
Lieu
160
Gly
Ser

Asp

Thr

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
T20
780
840
S00
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320

1380
1404
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<220>
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<223> Secuencia de Anticuerpo Quimérico

<400> 8

<210> 9

atgagcgtyge
gacatccaga
atcacctgea
ggcaagtooe
aggttectety
gaggattttyg
ggcaccaage
agegacygage
cectegggagy
gagagogtga
ctgtocaagy
ctgtocaagtc

<211> 467
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

tgaccecaggt
tgacccagtc
gagectotgg
cacagotget
getecggocag
gecacctacta
tggagatcaa
agotgaagte
cocaaggtgca
cagagecagga
cocgactacyga
cagtcacaaa

getggeocoty
cooctgococtot
caacgtgcac
ggtgtacaca
cyggeacacay
ttgeccagecat
gaggacagty
tyggeaceget
gtggaaggty
ctoctaaggat
gaagcacaay
gtocttcaat

<223> Secuencia de Anticuerpo Quimérico

<400> 9

Met

Pro

Thr

Ala
Gln
Gly

Asp

Trp Val

Ala Gln
20
Glu Thr
35

Tyr Ser

50

Aryg
65

Asp
Thr
Tyr

Gln

Trp
Asp
Ala
Phe

Gly

Met Gly

Phe Lys

Phe Leu
100
Cys Ala
115

Thr Leu

130

Val
145
Ala
Ser

Val

FPro

Phie
Leu
Trp
Leu

Ser

Pro Leu

Gly Cys
Ser
180
Ser

Asn

Gln
195

Ser Ser

210

Liys
225

Pro

Asn

Trp Thr Leu

5
1le

Gln Leu

Val Lys Ile

Met Asn Trp
55
Ile Asn
70

Arg

Trp
Gly FPhe
85
Gln

Ile Asn

Arg His Tyr

Val Thr Vval

135

Bla Pro Ser
150

Leu Val

165

Gly

Lys

Ala Leu

Ser Gly Leu
Thr
215

Val

Leu Gly

Thr Lys

230

ctgotgetgt
ctgtcecgeca
aattacctgg
gccaagaceco
tatageotyga
ttetggtecta
geogctecet
tocgtgogtgt
gataacgote
tecacctata
gtgtatgett
aggggggaat

Leu Phe

Val Gln
25
Ser Cys
40
val Lys

Thr Glu

Ala Phe

Leu
105

Tyr

Asn

Asp
120
Ser Ser

Ser Lys

Asp Tyr

Leu
10

Jer
Lys
Gln
Thr
Ser
90

Arg
Gly
Ala

Ser

Phe

ggotgacegy
gogtgggega
cttggtatca
tggectgacgy
agatcaactc
atcecatggac
coegtgtteat
gcoctgotgaa
tgcagtetgyg
gecectgtecag
gtgaggtcac
getyga

Met Ala

Gly Pro

Ela Ser

Ala
Glu

Gly

agecccgttyge
gaccgtgaca
geagaagcay
cgtgcccage
totgeagect
atttggcgge
ctttececect
caatttectac
caattoccag
cacactgacc
tecaccaggygy

Ala Gln
15
Leu Lys
30

Tyr Ala

45

Ala Pro
60
Gly Glu

Leu Glu

Asn Glu

Gly Phe

GLly
Pro
Thr
Asp

Pro

Lys Gly

Thr Tyr
Ala
95

Ala

Sexr

Thr
110

Tyr Trp

125

Thr
140

Ser

Ser

Thy
155

Pro Glu

170

Thr Ser
185
Tyr Ser
200
Gln Thr

Asp Lys

42

Gly

Leu

Lys

Val His

Ser Ser

Lys
Gly
Pro
Thr

Val

Gly Pro

Gly Thr

Val Thr
175
Phe Pro
190

Val Thr

205

Ile Cys
220
Val Glu

235

Asn

Pro

Val Asn

Lys Ser

Ber
Lys
Fhe
Lay
Thr
80

Ser
Thr
Gly
Ser
Ala
160
Val
Ala
Val
His

Cys
240

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
705
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Asp
Gly
Ile
Glu
His
305
Arg
Lys
Glu
Tyz
Lieu
385
Trp
Val
Asp
His

Pro
465

<210> 10
<211> 234
<212> PRT

ES 2778 100 T3

Lys Thr His Thr Cys
245
Pro Ser Val FPhe Leu
260
Ser Arg Thr Pro Glu
275
Asp Pro Glu Val Lys
290
Asn Ala Lys Thr Lys
310
Val Val Ser Val Leu
325
Glu Tyr Lys Cys Lys
340
Lys Thr Ile Ser Lys
3556
Thr Leu Pro Pro Ser
370
Thr Cys Leu Val Lys
390
Glu Ser Asn Gly Gln
405
Leu Asp Ser Asp Gly
420
Lys Ser Arg Trp Gln
435
Glu Ala Leu His Asn
450
Gly Lys

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Secuencia de Anticuerpo Quimérico

<400> 10

Met
1
Gly
Ala
Val
Gln
65
Aryg
Ser
Ser
Thr
Leu

145
Pro

Ser Val Leu Thr Gln
5

Ala Arg Cys Asp lle

20
Ser Val Gly Glu Thr
35

His Asn Tyr Leu Ala

50

Leu Leu Val Tyr Thr

70

Phe Ser Gly Ser Gly
85

Leu Gln Pro Glu Asp

100
&Asn Pro Trp Thr FPhe
115

Val Ala Ala Pro Ser

130

Lys Ser Gly Thr Ala

150

Arg Glu Ala Lys Val

165

Pro
Phe
Val
Phe
285
Pro
Thr
Val
Ala
Arg
375
Gly
Pro
Ser
Gln

His
455

val
Gln
Val
Trp
55

Ala
Ser
Phe
Gly
Val
135
Ser

Gln

Pro
Pro
Thr
280
Asn
Aryg
Val
Ser
Lys
360
Asp
Phe
Glu
Phe
Gly

440
Tyr

Leu
Met
Thr
40

Tyxr
Lys
Gly
Gly
Gly
120
Phe
Val

Trp

Cys
Pro
265
Cys
Trp
Glu
Leu
Asn
345
Gly
Glu
Tyr
Asn
Phe
425

Asn

Thr

Ala
Thr
25

Ile
Gln
Thr
Thr
Thr
105
Gly
Ile

Val

Lys

43

Pro
250
Lys
Val
Tyt
Glu
His
330
Lys
Gln
Leu
Pro
Asn
410
Leu
Val

Gln

Leu
10

Gln
Thr
Gln
Leu
Gln
90

Tyr
Thr
Phe

Cys

Val
170

Ala
Pro
Val
Val
Gln
315
Gln
Ala
Pro
Thr
Ser
395
Tyr
Tyr
Phe

Lys

Leu
Ser
Cys
Lys
Ala
15

Tyr
Tyr
Lys
Pro
Leu

155
Asp

Pro
Lys
Val
Asp
300
Tyr
Asp
Leu
Arg
Lys
380
Asp
Lys
Ser

Ser

Ser
460

Leu
Pro
Arg
Gln
60

Asp

Ser

Leu

ASn

Glu
Asp
Asp
285
Gly
Asn
Trp
Pro
Glu
365
Asn
Ile
Thr
Lys
Cys

445
Leu

Leu
Ala
Ala
45

Gly
Gly
Leu
Gln
Glu
125
Ser

Asn

Ala

Leu
Thr
2740
Val
Val
Ser
Ieeu
Ala
350
Pro
Gln
Ala
Thr
Leu
430

Ser

Ser

Trp
Ser
30

Ser
Lys
Val
Lys
His
110
Ile
Asp

Asn

Ley

Leu
255
Leu
Ser
Glu
Thr
Asn
335
Pro
Gln
Val
Val
Pro
415
Thr
Val

Leu

Leu
15

Leu
Gly
Ser
Pro
Ile
a5

Phe
Lys
Glu
Phe

Gln
175

Gly
Met
His
Val
Tyx
320
Gly
Ile
Val
Ser
Glu
400
Pro
Val

Met

Ser

Thxr
Ser
Asn
Pro
Ser
80

Asn
Trp
Arg
Gln
Tyxr

160
Ser



Gly
Tyr
His

Val
225

Asn Ser Gln Glu
180
Ser Leu Ser Ser
196
Lys Val Tyr Ala
210
Thr Lys Ser Phe

ES 2778 100 T3

Ser
Thr
Cys

Asn
230

Val Thr Glu
185
Leu Thr Leu
200
Glu Val Thr
215
Arg Gly Glu

44

Gln
Ser
His

Cys

Asp Ser Lys Asp Ser Thr
150
Lys Ala Asp Tyr Glu Lys
205
Gln Gly Leu Ser Ser Pro
220
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REIVINDICACIONES
Una poblacién de anticuerpos monoclonales aislada que comprende:

primeros anticuerpos y/o fragmentos de unién al antigeno de los mismos, en la que los primeros anticuerpos y/o
fragmentos de union al antigeno de los mismos comprenden:

(a) una region variable de la cadena pesada que comprende:

una region determinante de complementariedad 1 (CDR1) que comprende o que consiste en una
secuencia de aminoacidos definida por las posiciones 50-54 de la SEQ ID NO: 3;

una region determinante de complementariedad 2 (CDR2) que comprende o que consiste en una
secuencia de aminoacidos definida por las posiciones 69-85 de la SEQ ID NO: 3;

una region determinante de complementariedad 3 (CDR3) que comprende o que consiste en una
secuencia de aminoacidos definida por las posiciones 118-126 de la SEQ ID NO: 3; y

(b) una region variable de la cadena ligera que comprende:

una region determinante de complementariedad 1 (CDR1) que comprende o que consiste en una
secuencia de aminoacidos definida por las posiciones 44-54 de la SEQ ID NO: 4;

una region determinante de complementariedad 2 (CDR2) que comprende o que consiste en una
secuencia de aminoacidos definida por las posiciones 70-76 de la SEQ ID NO: 4;

una region determinante de complementariedad 3 (CDR3) que comprende o que consiste en una
secuencia de aminoacidos definida por las posiciones 109-117 de la SEQ ID NO: 4;

y en la que la poblacién de anticuerpos no contiene segundos anticuerpos que comprenden una region variable
de la cadena ligera que comprende:

una region determinante de complementariedad 1 (CDR1) que comprende o que consiste en una
secuencia de aminoacidos definida por las posiciones 48-58 de la SEQ ID NO: 6;

una region determinante de complementariedad 2 (CDR2) que comprende o que consiste en una
secuencia de aminoacidos definida por las posiciones 74-80 de la SEQ ID NO: 6;

una region determinante de complementariedad 3 (CDR3) que comprende o que consiste en una
secuencia de aminoacidos definida por las posiciones 113-121 de la SEQ ID NO: 6.

La poblaciéon de anticuerpos de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que los primeros anticuerpos y/o fragmentos
de unién al antigeno de los mismos son de isotipo IgG1.

La poblaciéon de anticuerpos segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en la que los primeros anticuerpos y/o
fragmentos de union al antigeno de los mismos son uno o mas de anticuerpos humanizados, anticuerpos
quiméricos, anticuerpos multiméricos y/o anticuerpos sintéticos.

La poblacién de anticuerpos de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que los fragmentos
de unién al antigeno son uno o mas de fragmentos variables de cadena sencilla (scFv), fragmentos de dominio
variable (Fv), fragmentos de unién al antigeno de fragmento (Fab), F (ab) 2 fragmentos, péptidos o fragmentos
proteoliticos que contienen una regién de unién al epitopo.

La poblacion de anticuerpos de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que los primeros
anticuerpos y/o fragmentos de union al antigeno de los mismos comprenden ademas:

(a) una o mas regiones variables de la cadena pesada FR (regiones marco) como se define por una secuencia
seleccionada de uno o mas de: los residuos 20-49 de SEQ ID NO: 3, los residuos 55-68 de la SEQ ID NO: 3, los
residuos 86-117 de la SEQ ID NO: 3, los residuos 127-137 de la SEQ ID NO: 3; y/o
(b) una o mas regiones variables de la cadena ligera FR (regiones marco) como se define por una secuencia
seleccionada de uno o mas de: los residuos 21-43 de la SEQ ID NO: 4, los residuos 55-69 de la SEQ ID NO: 4,
los residuos 77-108 de la SEQ ID NO: 4, los residuos 118-127 de la SEQ ID NO: 4.

La poblacion de anticuerpos de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que los primeros
anticuerpos y/o fragmentos de union al antigeno de los mismos comprenden ademas uno cualquiera o mas de:

(a) una secuencia de dominio constante de la cadena pesada tal como se define por las posiciones 138-461 de la
SEQ ID NO: 3;

(b) una secuencia de dominio constante de la cadena ligera tal como se define por las posiciones 128-234 de la
SEQ ID NO: 4;

(c) una region de bisagra.
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La poblacion de anticuerpos de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en la que los primeros
anticuerpos comprenden o consisten en una secuencia de cadena pesada como se define por las posiciones 20-461
de la SEQ ID NO: 3 y una secuencia de cadena ligera como se define por las posiciones 21-234 de la SEQ ID NO:
4,

Células de hibridoma capaces de producir la poblacién de anticuerpos de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1a 7.

Las células de hibridoma de acuerdo con la reivindicacion 8, en las que las células de hibridoma se depositan en
Cellbank Australia con el numero de acceso CBA20140026.

Una molécula de acido nucleico que codifica al menos uno de los primeros anticuerpos o fragmentos de unién al
antigeno de los mismos de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.

La molécula de acido nucleico aislada de conformidad con la reivindicacién 10, en la que la molécula de acido
nucleico comprende la secuencia como se expone en la SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2.

Un procedimiento de produccion de anticuerpos monoclonales o fragmentos de unién al antigeno de los mismos, en
el que el procedimiento comprende cultivar las células de hibridoma de acuerdo con la reivindicacion 8 o la
reivindicacion 9 en un medio de cultivo en condiciones adecuadas para producir de ese modo el anticuerpo o
fragmento de unioén al antigeno del mismo.

Un procedimiento para obtener células de hibridoma de acuerdo con la reivindicacion 8 o la reivindicacion 9 de una
poblacién mixta de hibridomas, el procedimiento comprende aislar al menos una porcién de las células de hibridoma
de una poblacién mixta de hibridomas, en el que la poblacion mixta de hibridomas se deposita en la Coleccion
Americana de Cultivos Tipos de Tejidos (ATCC) con el numero de acceso HB11785.

La poblacién de anticuerpos de acuerdo con la reivindicacion 3, en la que los primeros anticuerpos y/o fragmentos
de unién al antigeno de los mismos son anticuerpos quiméricos que comprenden:

(a) una region constante de la cadena pesada que comprende o que consiste en una secuencia de aminoacidos
como se define en los residuos 138-467 de la SEQ ID NO: 9; y

(b) una regién constante de la cadena ligera que comprende o que consiste en una secuencia de aminoacidos
como se define en los residuos de 128-234 de la SEQ ID NO: 10.
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