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DESCRIPCION
Folato receptor alfa como marcador diagnéstico y de prondstico para canceres que expresan folato receptor alfa
Solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica el beneficio de la fecha de presentacion de la solicitud provisional de EE.UU. N° 61/410.497,
presentada el 5 de noviembre de 2010 y la solicitud provisional de EE.UU. n® 61/508.444, presentada el 15 de julio,
2011.

Antecedentes de la invencion

En los seres humanos, el receptor de alta afinidad para el folato aparece en tres isoformas: alfa, beta y gamma. Las
formas alfa y beta tipicamente se encuentran unidas a las membranas de las células mediante un anclaje de
fosfatidilinositol de glicosilo (GPI). Se reciclan entre compartimentos extracelulares y endociticos y son capaces de
transportar el folato al interior de la célula. Las formas solubles de FRa se pueden derivar por la accién de proteasas
o fosfolipasa en los receptores de folato anclados a membranas.

El receptor de folato alfa (también referido como FRa , FR-alfa, FOLR-1 o FOLR1) se expresa en una variedad de
tejidos epiteliales, que incluyen los del plexo coroideo, pulmén, tiroides, rifidn, Gtero, mama, trompa de Falopio,
epididimo, y las glandulas salivales. Weitman, SD et al. Cancer Res 52: 3396-3401 (1992); Weitman S.D. et al.,
Cancer Res 52: 6708-6711. La sobreexpresion de FRa se ha observado en varios tipos de cancer, incluyendo el
cancer de pulmoén (p.ej. carcinomas bronquioalveolares, tumores carcinoides, y canceres de pulmén de célula no
pequeria, tales como adenocarcinomas); mesotelioma; cancer de ovario; cancer renal; cancer de cerebro (p.gj.,
ependimoma anaplasico, astrocitoma pilocitico juvenil cerebeloso, y metastasis cerebrales); cancer de cuello uterino;
cancer nasofaringeo; tumor derivado mesodérmicamente; carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello;
cancer endometrial; adenocarcinomas endometrioides del ovario, cistoadenocarcinomas serosos, cancer de mama,;
cancer de vejiga; cancer de pancreas; cancer de hueso (p.ej., osteosarcoma de alto grado); cancer de pituitaria
(p.ej., adenomas de la pituitaria); cancer colorrectal y cancer de tiroides medular. Véase, p.ej., la Patente de EE.UU.
N 7.754.698; la Solicitud de Patente de EE.UU. N® 2005/0232919; WO 2009/132081; Bueno R et al. J of Thoracic
and Cardiovascular Surgery, 121 (2): 225-233 (2001); Elkanat H & Ratnam M. Frontiers in Bioscience, 11, 506-519
(2006); Fisher R.E. J Nucl Med, 49: 899-906 (2008); Franklin, WA et al. Int J Cancer, Suppl 8: 89-95-(1994); Hartman
L.C. et al. Int J Cancer 121: 938-942 (2007); Iwakiri S et al. Annals of Surgical Oncology, 15 (3): 889-899; Parker N.
et al. Analytical Biochemistry, 338: 284-293 (2005); Weitman, SD et al. Cancer Res 52: 3396-3401 (1992); Saba NF
et al. Head Neck, 31 (4): 475-481 (2009); Yang R et al. Clin Cancer Res 13: 2557-2567 (2007). En algunos tipos de
canceres (p.€j., carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello), se asocia un mayor nivel de expresién FRa
con un peor prondstico, mientras que en otros tipos de canceres (p.ej., cancer de pulmén de célula no pequefia), un
mayor nivel de expresion FRa se asocia con un mejor prondstico. Véase, p.ej., lwakiri S et al. Annals of Surgical
Oncology, 15 (3): 889-899; Saba NF et al. Head Neck, 31 (4): 475-481 (2009).

Montovani et al. 1994 evalla la distribucion del receptor de folato alfa en fluidos biolégicos, concluyendo en dltima
instancia que no hay diferencia estadisticamente significativa en el nivel de receptor de folato alfa en la orina de
sujetos con cancer de ovario en comparacién con el de sujetos sanos.

La deteccion temprana del cancer mejora las tasas de supervivencia y la calidad de vida. Para mejorar la
probabilidad de deteccién y tratamiento tempranos, existe una necesidad apremiante de métodos no invasivos para
el diagnostico de cancer, para la determinacion del nivel de riesgo de desarrollar cancer, y para predecir la
progresion del cancer. La presente invencion satisface estas necesidades de canceres que expresan FRa.

Compendio de la invencion

La presente invencion queda definida por las reivindicaciones adjuntas. Cualquier materia objeto identificada en la
solicitud como "invencién", "realizacién", "aspecto", etc., que excede el alcance de la invencién tal como se
representa a través de las reivindicaciones, no forma parte de la invencion reivindicada, sino que sirve meramente
como informacion adicional para comprender mejor la invencién.

La presente invencion proporciona métodos para evaluar si un sujeto esta afectado por canceres que expresan FRa
como el cancer de pulmén o de ovario, métodos para evaluar la progresion de canceres que expresan FRa como el
de cancer de pulmdn o de ovario en un sujeto afectado por canceres que expresan FRa, métodos para clasificar a
un sujeto con cancer que expresa FRa en uno de al menos cuatro grupos de terapia del cancer, métodos para
evaluar la eficacia del tratamiento con MORAb-003 de cancer de ovario o cancer de pulmén, y kits para evaluar si un
sujeto esta afectado por canceres que expresan FRa tales como cancer de pulmén o de ovario, o para evaluar la
progresion de canceres que expresan FRa como el cancer de pulmén o de ovario en un sujeto.

Métodos para evaluar si un sujeto esta afectado por un cancer que expresa FRa

En un primer aspecto, la presente invencion proporciona un método para evaluar si un sujeto esta afectado por un
cancer que expresa FRa, mediante la determinacién del nivel de receptor de folato alfa (FRa) que no esta unido a



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2780192 T3

una célula, en una muestra derivada del sujeto; y comparar el nivel de receptor de folato alfa (FRa) que no esta
unido a una célula con el nivel de FRa en una muestra de control, donde una diferencia entre el nivel de FRa en la
muestra derivada del sujeto y el nivel de FRa en la muestra de control es un indicio de que el sujeto padece un
cancer que expresa FRa; en el que el nivel de FRa en la muestra derivada del sujeto se evallta poniendo en
contacto la muestra con un anticuerpo que se une a FRa. En una realizacién particular, la muestra es orina, suero,
plasma o ascitis.

En otro aspecto, la presente invencién esta dirigida a un método para evaluar si un sujeto esta afectado con un
cancer que expresa FRa, mediante la determinacién del nivel de receptor de folato alfa (FRa) que no esta unido a
una célula de una muestra de orina derivada del sujeto; y comparando el nivel de receptor de folato alfa (FRa) que
no esta unido a una célula en la muestra de orina derivada del sujeto con el nivel de FRa en una muestra de control,
donde una diferencia entre el nivel de FRa en la muestra de orina derivada del sujeto y el nivel de FRa en la muestra
de control es un indicio de que el sujeto padece un cancer que expresa FRa. En un aspecto adicional, la presente
invencion proporciona un método para evaluar si un sujeto padece un cancer que expresa FRa, determinando el
nivel de receptor de folato alfa (FRa) que no esta unido a una célula en una muestra de suero derivada del sujeto; y
comparar el nivel de receptor de folato alfa (FRa) que no esta unido a una célula en la muestra de suero derivada
del sujeto con el nivel de FRa en una muestra de control, donde una diferencia entre el nivel de FRa en la muestra
de suero derivada del sujeto y el nivel de FRa en la muestra de control es un indicio de que el sujeto padece un
cancer que expresa FRa.

En diversas realizaciones de los aspectos anteriores de la invencion, el cancer que expresa FRa se selecciona del
grupo que consiste en cancer de pulmon, mesotelioma, cancer de ovario, cancer renal, cancer de cerebro, cancer de
cuello de Utero, cancer nasofaringeo, carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello, cancer de endometrio,
cancer de mama, cancer de vejiga, cancer de pancreas, cancer de hueso, cancer de pituitaria, cancer colorrectal y
cancer de tiroides medular. En una realizacion particular, el cancer que expresa FRa es cancer de ovario. En otra
realizacién, el cancer que expresa FRa es cancer de pulmén no microcitico, tal como un adenocarcinoma.

En otro aspecto, la presente invencion esta dirigida a métodos para evaluar si un sujeto padece céncer de ovario,
determinando el nivel de receptor de folato alfa (FRa) que no esta unido a una célula en una muestra de orina
derivada del sujeto, donde la presencia de FRa que no estd unido a una célula en la muestra de orina a una
concentracién de mas de aproximadamente 9100 pg/ml es un indicio de que el sujeto padece cancer de ovario.

En varios aspectos de los anteriores aspectos de la invencién, la presencia de FRa en la muestra de orina a una
concentracién de mas de aproximadamente 9500 pg/ml, de aproximadamente 10.000 pg/ml, de aproximadamente
11.000 pg/ml, aproximadamente 12.000 pg/ml, aproximadamente 13.000 pg/ml, aproximadamente 14.000 pg/ml,
aproximadamente 15.000 pg/ml, aproximadamente 16.000 pg/ml, aproximadamente 17.000 pg/ml, aproximadamente
18.000 pg/ml, aproximadamente 19.000 pg/ml, o aproximadamente 20.000 pg/ml es un indicio de que el sujeto
padece cancer de ovario.

En varios aspectos, el nivel de FRa se determina poniendo en contacto la muestra con un anticuerpo que se une
FRa. Por ejemplo, el anticuerpo se selecciona del grupo que consiste en:

(a) un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo MORAb-003;

(b) un anticuerpo que comprende la SEQ ID NO: 1 (GFTFSGYGLS) como CDRH1, SEQ ID NO: 2
(MISSGGSYTYYADSVKG) como CDRH2, SEQ ID NO: 3 (HGDDPAWFAY) como CDRH3, SEQ ID NO: 4
(SVSSSISSNNLH) como CDRL1, SEQ ID NO: 5 (GTSNLAS) como CDRL2 y SEQ ID NO: 6 (QQWSSYPYMYT)
como CDRL3;

(c) el anticuerpo MOV18;

(d) un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo MOV18;
(e) el anticuerpo 548908;

(f) un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo 548908;

(9) el anticuerpo 6D398;

(h) un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo 6D398;

(i) un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo 26B3;

() un anticuerpo que comprende SEQ ID NO: 55 (GYFMN) como CDRH1, SEQ ID NO: 56
(RIFPYNGDTFYNQKFKG) como CDRH2, SEQ ID NO: 57 (GTHYFDY) como CDRH3, SEQ ID NO: 51
(RTSENIFSYLA) como CDRL1, SEQ ID NO: 52 (NAKTLAE) como CDRL2 y SEQ ID NO: 53 (QHHYAFPWT)
como CDRL3;

(k) el anticuerpo 26B3;
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[) un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo 19D4;

(

(m) un anticuerpo que comprende SEQ ID NO: 39 (HPYMH) como CDRH1, SEQ ID NO: 40
(RIDPANGNTKYDPKFQG) como CDRH2, SEQ ID NO: 41 (EEVADYTMDY) como CDRH3, SEQ ID NO: 35
(RASESVDTYGNNFIH) como CDRL1, SEQ ID NO: 36 (LASNLES) como CDRL2 y SEQ ID NO: 37
(QQNNGDPWT) como CDRLS3;

(n) el anticuerpo 19D4;
0) un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo 9F3;
YIKSDGSNNYNPSLKN) como CDRH2, SEQ ID NO: 33 (EWKAMDY) como CDRH3, SEQ ID NO: 27

RASSTVSYSYLH) como CDRL1, SEQ ID NO: 28 (GTSNLAS) como CDRL2 y SEQ ID NO: 29 (QQYSGYPLT)
como CDRLS;

(
(p) un anticuerpo que comprende SEQ ID NO: 31 (SGYYWN) como CDRH1, SEQ ID NO: 32
(
(

(q) el anticuerpo 9F3;
(r) un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo 24F12;

(s) un anticuerpo que comprende SEQ ID NO: 47 (SYAMS) como CDRH1, SEQ ID NO: 48
(EIGSGGSYTYYPDTVTG) como CDRH2, SEQ ID NO: 49 (ETTAGYFDY) como CDRH3, SEQ ID NO: 43
(SASQGINNFLN) como CDRL1, SEQ ID NO: 44 (YTSSLHS) como CDRL2 y SEQ ID NO: 45 (QHFSKLPWT)
como CDRL3;

(t) el anticuerpo 24F12;

(u) un anticuerpo que comprende una cadena ligera de regidn variable seleccionada del grupo que consiste en
LK26HUVK (SEQ ID NO: 13); LK26HUVKY (SEQ ID NO: 14); LK26HUVKPW (SEQ ID NO: 15); y
LK26HUVKPW,Y (SEQ ID NO: 16);

(v) un anticuerpo que comprende una cadena pesada de region variable seleccionada del grupo que consiste en
LK26HUVH (SEQ ID NO: 17); LK26HuUVH FAIS, N (SEQ ID NO: 18); LK26HuVH SLF (SEQ ID NO: 19);
LK26HuUVH I,1 (SEQ ID NO: 20); y LK26KOLHuVH (SEQ ID NO: 21);

(w) un anticuerpo que comprende la region variable de cadena pesada LK26KOLHuVH (SEQ ID NO: 21) y la
regién variable de cadena ligera LK26HUVKPW,Y (SEQ ID NO: 16);

(x) un anticuerpo que comprende la regién variable de cadena pesada LK26HuVH SLF (SEQ ID NO: 19) y la
region variable de cadena ligera LK26HUVKPW.,Y (SEQ ID NO: 16); y

(y) un anticuerpo que comprende la region variable de cadena pesada LK26HuVH FAIS, N (SEQ ID NO: 18) y la
regién variable de cadena ligera LK26HUVKPW,Y (SEQ ID NO: 16).

En una realizacion particular, el anticuerpo se une al mismo epitopo que el anticuerpo MORADb-003. En otra
realizacién, el anticuerpo incluye SEQ ID NO: 1 (GFTFSGYGLS) como CDRH1, SEQ ID NO: 2
(MISSGGSYTYYADSVKG) como CDRH2, SEQ ID NO: 3 (HGDDPAWFAY) como CDRH3, SEQ ID NO: 4
(SVSSSISSNNLH) como CDRL1, SEQ ID NO: 5 (GTSNLAS) como CDRL2 y SEQ ID NO: 6 (QQWSSYPYMYT)
como CDRLS3. En otra realizacion, el anticuerpo es el anticuerpo MOV18. En adn otra realizacién, el anticuerpo se
une al mismo epitopo que el anticuerpo MOV18. En otra realizacion adicional, el anticuerpo comprende una cadena
ligera de region variable seleccionada del grupo que consiste en LK26HuVK (SEQ ID NO: 13); LK26HuVKY (SEQ ID
NO: 14); LK26HUVKPW (SEQ ID NO: 15); y LK26HUVKPW,Y (SEQ ID NO: 16). Alternativamente o en combinacion,
el anticuerpo incluye una cadena pesada de region variable seleccionada del grupo que consiste en LK26HuVH
(SEQ ID NO: 17); LK26HuVH FAIS,N (SEQ ID NO: 18); LK26HuVH SLF (SEQ ID NO: 19); LK26HuVH I,I (SEQ ID
NO: 20); y LK26KOLHuVH (SEQ ID NO: 21). En ciertas realizaciones, el anticuerpo incluye (i) la regién variable de
cadena pesada LK26KOLHuVH (SEQ ID NO: 21) y la regién variable de cadena ligera LK26HUVKPW, Y (SEQ ID
NO: 16); la cadena pesada de la region variable LK26HuVH SLF (SEQ ID NO: 19) y la cadena ligera de la region
variable de LK26HUVKPW, Y (SEQ ID NO: 16); o la region variable de cadena pesada LK26HuVH FAIS, N (SEQ ID
NO: 18) y la region variable de cadena ligera LK26HUVKPW, Y (SEQ ID NO: 16).

En una realizacién particular, el nivel de FRa en la muestra derivada de dicho sujeto se evalla poniendo en contacto
la muestra con un par de anticuerpos seleccionados del grupo que consiste en (a) anticuerpo MOV18 inmovilizado
en un soporte solido y marcado como anticuerpo MORADb-003; (b) anticuerpo 9F3 inmovilizado en un soporte solido
y marcado como anticuerpo 24F12; (c) anticuerpo 26B3 inmovilizado sobre un soporte sélido y marcado como
anticuerpo 19D4; y (d) anticuerpo 9F3 inmovilizado en un soporte sélido y marcado como anticuerpo 26B3.

En ciertas realizaciones, el anticuerpo se selecciona del grupo que consiste en un anticuerpo de ratén, un anticuerpo
humano, un anticuerpo humanizado, un anticuerpo biespecifico, un anticuerpo quimérico, un Fab, Fab'2, ScFv,
SMIP, aficuerpo, avimero, versacuerpo, nanocuerpo y un dominio de anticuerpo. Alternativamente, o en
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combinacion, el anticuerpo estd marcado, por ejemplo, con una etiqueta seleccionada del grupo que consiste en un
radiomarcador, un marcador de biotina, un marcador croméforo, un marcador fluoréforo o un marcador enzimatico.

En ciertas realizaciones, el nivel de FRa se determina mediante el uso de una técnica seleccionada del grupo que
consiste en andlisis de transferencia western, radioinmunoensayo, inmunofluorimetria, inmunoprecipitacion, dialisis
de equilibrio, inmunodifusion, ensayo en fase de disolucién, inmunoensayo de electroquimioluminiscencia (ECLIA) y
ensayo ELISA.

En diversas realizaciones de los aspectos anteriores de la invencion, la muestra de control es un nivel de control
estandarizado de FRa en un sujeto sano.

En ciertas realizaciones, la muestra se trata con guanidina antes de determinar el nivel de FRa en la muestra.
Alternativamente o en combinacion, la muestra se diluye antes de determinar el nivel de FRa en la muestra.
Alternativamente, o en combinacién, la muestra se centrifuga, se agita con vortex, o ambos, antes de determinar el
nivel de FRa en la muestra.

En otro aspecto adicional, la presente invencién esta dirigida a un método para evaluar si un sujeto esta afectado por
cancer de ovario, determinando el nivel de receptor de folato alfa (FRa) que no esta unido a una célula en una
muestra derivada del sujeto; y comparando el nivel de receptor de folato alfa (FRa) que no esta unido a una célula
en la muestra con el nivel de FRa en una muestra de control, donde una diferencia entre los niveles de FRa en la
muestra derivada del sujeto y en la muestra de control es un indicio de que el sujeto padece cancer de ovario; en el
que el nivel de FRa en la muestra derivada del sujeto se evalia poniendo en contacto la muestra con (a) anticuerpo
MOV18 inmovilizado en un soporte soélido y etiquetado como anticuerpo MORADb-003, (b) anticuerpo 9F3
inmovilizado a un soporte solido y etiquetado como anticuerpo 24F12, (c) anticuerpo 26B3 inmovilizado en un
soporte solido y etiquetado como anticuerpo 19D4, y (d) anticuerpo 9F3 inmovilizado en un soporte sélido y
etiquetado como anticuerpo 26B3. Por ejemplo, la muestra puede ser orina, suero, plasma o ascitis.

Métodos de evaluacion de la progresion de un cancer que expresa FRa en un sujeto

En un aspecto adicional, la presente invencién esta dirigida a un método para evaluar la progresién de un cancer
que expresa FRa en un sujeto que padece un cancer que expresa FRa, mediante la determinacién del nivel de
receptor de folato alfa (FRa) que no esta unido a una célula, en una muestra derivada del sujeto; y comparar el nivel
de receptor de folato alfa (FRa) que no esté unido a una célula con el nivel de FRa en una muestra de control, en el
que un aumento en el nivel de FRa en la muestra derivada del sujeto en comparacion con el nivel de FRa en la
muestra de control es un indicio de que el cancer progresara rapidamente; y en el que una disminucién en el nivel de
FRa en la muestra derivada del sujeto en comparacion con el nivel de FRa en la muestra de control es un indicio de
que el cancer progresara lentamente o retrocedera, evaluando de ese modo la progresion del cancer que expresa
FRa en el sujeto; en el que el nivel de FRa que no esta unido a una célula en la muestra derivada del sujeto se
evalla poniendo en contacto la muestra con un anticuerpo que se une a FRa. En una realizacion particular, la
muestra es orina, suero, plasma o ascitis.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un método para evaluar el progreso de un cancer que expresa
FRa en un sujeto que padece un cancer que expresa FRa, mediante la determinacién del nivel de receptor de folato
alfa (FRa) que no esta unido a una célula en una muestra de orina derivada del sujeto; y comparando el nivel de
folato receptor alfa (FRa) que no esta unido a una célula en la muestra de orina derivada del sujeto con el nivel de
FRa en una muestra de control, en el que un aumento en el nivel de FRa en la muestra de orina derivada del sujeto
en comparacion con el nivel de FRa en la muestra de control es un indicio de que el cancer progresara rapidamente;
y en el que una disminucién en el nivel de FRa en la muestra de orina derivada del sujeto en comparacién con el
nivel de FRa en la muestra de control es un indicio de que el cancer progresara lentamente o retrocederd, evaluando
de ese modo la progresion del cancer que expresa FRa en el sujeto.

En un aspecto adicional, la presente invencion proporciona métodos para evaluar la progresion de un cancer que
expresa FRa en un sujeto que padece un cancer que expresa FRa, mediante la determinacion del nivel de receptor
de folato alfa (FRa) que no esta unido a una célula en una muestra de suero derivada del sujeto; y comparando el
nivel de receptor de folato alfa (FRa) que no esta unido a una célula en la muestra de suero derivada del sujeto con
el nivel de FRa en la muestra de control, en el que un aumento en el nivel de FRa en la muestra de suero derivada
del sujeto en comparacion con el nivel de FRa en la muestra de control es un indicio de que el cancer avanzara
rapidamente; y en el que una disminucién en el nivel de FRa en la muestra de suero derivada del sujeto en
comparacioén con el nivel de FRa en la muestra de control es un indicio de que el cancer progresara lentamente o
retrocederd, evaluando de esta manera el progreso del cancer que expresa FRa en el sujeto.

En diversas realizaciones de los aspectos anteriores de la invencion, el cancer que expresa FRa se selecciona del
grupo que consiste en cancer de pulmén, mesotelioma, cancer de ovario, cancer renal, cancer cerebral, cancer de
cuello de Utero, cancer nasofaringeo, carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello, cancer de endometrio,
cancer de mama, cancer de vejiga, cancer de pancreas, cancer de hueso, cancer de pituitaria, cancer colorrectal y
cancer de tiroides medular. En una realizacion particular, el cancer que expresa FRa es cancer de ovario. En otra
realizacién, el cancer que expresa FRa es cancer de pulmoén no microcitico, tal como un adenocarcinoma.
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En otro aspecto, la presente invencion esta dirigida a métodos para evaluar si un sujeto padece de cancer de ovario,
determinando el nivel de receptor de folato alfa (FRa) que no esta unido a una célula en una muestra de orina
derivada del sujeto, en el que la presencia de FRa que no esta unido a una célula en la muestra de orina a una
concentracién de mas de aproximadamente 9100 pg/ml es un indicio de que el sujeto padece cancer de ovario.

En varios aspectos de los aspectos anteriores de la invencion, la presencia de FRa en la muestra de orina a una
concentracién de mas de aproximadamente 9500 pg/ml, aproximadamente 10.000 pg/ml, aproximadamente 11.000
pg/ml, aproximadamente 12.000 pg/ml, aproximadamente 13.000 pg/ml, aproximadamente 14.000 pg/ml,
aproximadamente 15.000 pg/ml, aproximadamente 16.000 pg/ml, aproximadamente 17.000 pg/ml, aproximadamente
18.000 pg/ml, aproximadamente 19.000 pg/ml, o aproximadamente 20.000 pg/ml es un indicio de que el sujeto
padece cancer de ovario.

En varios aspectos, el nivel de FRa se determina poniendo en contacto la muestra con un anticuerpo que se une
FRa. Por ejemplo, el anticuerpo se selecciona del grupo que consiste en:

(a) un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo MORAb-003;

(b) un anticuerpo que comprende la SEQ ID NO: 1 (GFTFSGYGLS) como CDRH1, SEQ ID NO: 2
(MISSGGSYTYYADSVKG) como CDRH2, SEQ ID NO: 3 (HGDDPAWFAY) como CDRH3, SEQ ID NO: 4
(SVSSSISSNNLH) como CDRL1, SEQ ID NO: 5 (GTSNLAS) como CDRL2 y SEQ ID NO: 6 (QQWSSYPYMYT)
como CDRL3;

(c) el anticuerpo MOV18;

(d) un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo MOV18;
(e) el anticuerpo 548908;

(f) un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo 548908;

(9) el anticuerpo 6D398;

(h) un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo 6D398;

i) un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo 26B3;

RIFPYNGDTFYNQKFKG) como CDRH2, SEQ ID NO: 57 (GTHYFDY) como CDRH3, SEQ ID NO: 51
RTSENIFSYLA) como CDRL1, SEQ ID NO: 52 (NAKTLAE) como CDRL2 y SEQ ID NO: 53 (QHHYAFPWT)
como CDRLS;

(
() un anticuerpo que comprende SEQ ID NO: 55 (GYFMN) como CDRHi1, SEQ ID NO: 56
(
(

(k) el anticuerpo 26B3;
() un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo 19D4;

(m) un anticuerpo que comprende SEQ ID NO: 39 (HPYMH) como CDRH1, SEQ ID NO: 40
(RIDPANGNTKYDPKFQG) como CDRH2, SEQ ID NO: 41 (EEVADYTMDY) como CDRH3, SEQ ID NO: 35
(RASESVDTYGNNFIH) como CDRL1, SEQ ID NO: 36 (LASNLES) como CDRL2 y SEQ ID NO: 37
(QQNNGDPWT) como CDRLS;

(

n) el anticuerpo 19D4;
(o) un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo 9F3;

(p) un anticuerpo que comprende SEQ ID NO: 31 (SGYYWN) como CDRH1, SEQ ID NO: 32
(YIKSDGSNNYNPSLKN) como CDRH2, SEQ ID NO: 33 (EWKAMDY) como CDRH3, SEQ ID NO: 27
(RASSTVSYSYLH) como CDRL1, SEQ ID NO: 28 (GTSNLAS) como CDRL2 y SEQ ID NO: 29 (QQYSGYPLT)
como CDRL3;

q) el anticuerpo 9F3;
r) un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo 24F12;
EIGSGGSYTYYPDTVTG) como CDRH2, SEQ ID NO: 49 (ETTAGYFDY) como CDRH3, SEQ ID NO: 43

SASQGINNFLN) como CDRL1, SEQ ID NO: 44 (YTSSLHS) como CDRL2 y SEQ ID NO: 45 (QHFSKLPWT)
como CDRLS;

(
(
(s) un anticuerpo que comprende SEQ ID NO: 47 (SYAMS) como CDRH1, SEQ ID NO: 48
(
(

(t) el anticuerpo 24F12;
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(u) un anticuerpo que comprende una cadena ligera de regidn variable seleccionada del grupo que consiste en
LK26HUVK (SEQ ID NO: 13); LK26HuVKY (SEQ ID NO: 14); LK26HuVKPW (SEQ ID NO: 15); y
LK26HUVKPW,Y (SEQ ID NO: 16);

(v) un anticuerpo que comprende una cadena pesada de region variable seleccionada del grupo que consiste en
LK26HUVH (SEQ ID NO: 17); LK26HuUVH FAIS, N (SEQ ID NO: 18); LK26HuVH SLF (SEQ ID NO: 19);
LK26HuUVH 1,1 (SEQ ID NO: 20); y LK26KOLHuVH (SEQ ID NO: 21);

(w) un anticuerpo que comprende la region variable de cadena pesada LK26KOLHuVH (SEQ ID NO: 21) y la
regién variable de cadena ligera LK26HUVKPW,Y (SEQ ID NO: 16);

(x) un anticuerpo que comprende la regién variable de cadena pesada LK26HuVH SLF (SEQ ID NO: 19) y la
regién variable de cadena ligera LK26HUVKPW,Y (SEQ ID NO: 16); y

(y) un anticuerpo que comprende la region variable de cadena pesada LK26HuVH FAIS, N (SEQ ID NO: 18) y la
regién variable de cadena ligera LK26HUVKPW,Y (SEQ ID NO: 16).

En una realizacion particular, el anticuerpo se une al mismo epitopo que el anticuerpo MORADb-003. En otra
realizacién, el anticuerpo incluye SEQ ID NO: 1 (GFTFSGYGLS) como CDRH1, SEQ ID NO: 2
(MISSGGSYTYYADSVKG) como CDRH2, SEQ ID NO: 3 (HGDDPAWFAY) como CDRH3, SEQ ID NO: 4
(SVSSSISSNNLH) como CDRL1, SEQ ID NO: 5 (GTSNLAS) como CDRL2 y SEQ ID NO: 6 (QQWSSYPYMYT)
como CDRLS3. En otra realizacion, el anticuerpo es el anticuerpo MOV18. En otra realizacién adicional, el anticuerpo
se une al mismo epitopo que el anticuerpo MOV18. En una realizacién adicional, el anticuerpo comprende una
cadena ligera de region variable seleccionada del grupo que consiste en LK26HuVK (SEQ ID NO: 13); LK26HUVKY
(SEQ ID NO: 14); LK26HUVKPW (SEQ ID NO: 15); y LK26HUVKPW.,Y (SEQ ID NO: 16). Alternativamente o en
combinacion, el anticuerpo incluye una cadena pesada de region variable seleccionada del grupo que consiste en
LK26HuUVH (SEQ ID NO: 17); LK26HuVH FAIS,N (SEQ ID NO: 18); LK26HuVH SLF (SEQ ID NO: 19); LK26HuVH 1,1
(SEQ ID NO: 20); y LK26KOLHuUVH (SEQ ID NO: 21). En ciertas realizaciones, el anticuerpo incluye (i) la regién
variable de cadena pesada LK26KOLHuVH (SEQ ID NO: 21) y la region variable de cadena ligera LK26HUVKPW,Y
(SEQ ID NO: 16); la region de cadena pesada variable LK26HuVH SLF (SEQ ID NO: 19) y la region variable de
cadena ligera LK26HUVKPW,Y (SEQ ID NO: 16); o la region variable de cadena pesada LK26HuVH FAIS,N (SEQ ID
NO: 18) y la region variable de cadena ligera LK26HUVKPW,Y (SEQ ID NO: 16).

En una realizacién particular, el nivel de FRa en la muestra derivada de dicho sujeto se evalla poniendo en contacto
la muestra con un par de anticuerpos seleccionados del grupo que consiste en (a) anticuerpo MOV 18 inmovilizado a
un soporte solido y etiquetado como anticuerpo MORAb-003; (b) anticuerpo 9F3 inmovilizado en un soporte sélido y
etiqguetado como anticuerpo 24F12; (c) anticuerpo 26B3 inmovilizado sobre un soporte sélido y etiquetado como
anticuerpo 19D4; y (d) anticuerpo 9F3 inmovilizado en un soporte sélido y etiquetado como anticuerpo 26B3.

En ciertas realizaciones, el anticuerpo se selecciona del grupo que consiste en un anticuerpo de ratén, un anticuerpo
humano, un anticuerpo humanizado, un anticuerpo biespecifico, un anticuerpo quimérico, un Fab, Fab'2, ScFv,
SMIP, aficuerpo, avimero, versacuerpo, nanocuerpo, y un dominio de anticuerpo. Alternativamente, o en
combinacion, el anticuerpo estd marcado, por ejemplo, con una etiqueta seleccionada del grupo que consiste en un
radiomarcador, un marcador de biotina, un marcador croméforo, un marcador fluoréforo o un marcador enzimatico.

En ciertas realizaciones, el nivel de FRa se determina mediante el uso de una técnica seleccionada del grupo que
consiste en el andlisis de transferencia western, radioinmunoensayo, inmunofluorimetria, inmunoprecipitacion,
didlisis de equilibrio, inmunodifusién, ensayo en fase de disolucién, inmunoensayo de electroquimioluminiscencia
(ECLIA) y ensayo ELISA.

En diversas realizaciones de los aspectos anteriores de la invencion, la muestra de control es un nivel de control
estandarizado de FRa en un sujeto sano. En otra realizacién, la muestra de control es una muestra previamente
obtenida del sujeto.

En ciertas realizaciones, la muestra se trata con guanidina antes de determinar el nivel de FRa en la muestra.
Alternativamente o en combinacion, la muestra se diluye antes de determinar el nivel de FRa en la muestra.
Alternativamente, o en combinacién, la muestra se centrifuga, se agita con vortex, o ambos, antes de determinar el
nivel de FRa en la muestra.

En un aspecto adicional, la presente invencion proporciona métodos para evaluar la progresion del cancer de ovario
en un sujeto que padece cancer de ovario, determinando el nivel de receptor de folato alfa (FRa) que no esta unido
a una célula en una muestra derivada del sujeto; y comparando el nivel de receptor de folato alfa (FRa) que no esta
unido a una célula en la muestra con el nivel de FRa en una muestra de control, en el que un aumento en el nivel de
FRa en la muestra derivada del sujeto en comparacion con el nivel de FRa en la muestra de control es un indicio de
que el cancer de ovario progresara rapidamente; y en el que una disminucion en el nivel de FRa en la muestra
derivada del sujeto en comparacion con el nivel de FRa en la muestra de control es un indicio de que el cancer de
ovario progresara lentamente o retrocedera, evaluando con ello la progresién del cancer de ovario en el sujeto; en el
que el nivel de FRa en la muestra derivada del sujeto se evalia poniendo en contacto la muestra con (a) anticuerpo
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MOV18 inmovilizado a un soporte sélido y etiquetado como anticuerpo MORAb-003, (b) anticuerpo 9F3 inmovilizado
a un soporte sélido y etiquetado como anticuerpo 24F12, (c) anticuerpo 26B3 inmovilizado en un soporte soélido y
etiguetado como anticuerpo 19D4, y (d) anticuerpo 9F3 inmovilizado en un soporte sélido y etiquetado como
anticuerpo 26B3. Por ejemplo, la muestra puede ser orina, suero, plasma o ascitis.

Métodos para clasificar un cancer que expresa FRa en grupos de terapia de cancer

En un aspecto adicional, la presente invencion proporciona un método para clasificar a un sujeto aquejado de un
cancer que expresa FRa en uno de al menos cuatro grupos de terapia de cancer mediante la determinacién del nivel
de receptor de folato alfa (FRa) que no se une a una célula, en una muestra derivada del sujeto; y clasificar al sujeto
en uno de al menos cuatro grupos de terapia de cancer en base al nivel de receptor de folato alfa (FRa) que no esta
unido a una célula; en donde el nivel de FRa que no esta unido a una célula en la muestra derivada del sujeto se
evalla poniendo en contacto la muestra con un anticuerpo que se une FRa. Por ejemplo, la muestra se selecciona
del grupo que consiste en orina, suero, plasma o ascitis.

En otro aspecto adicional, la presente invencién proporciona un método para clasificar a un sujeto aquejado de un
cancer que expresa FRa en uno de al menos cuatro grupos de terapia de cancer mediante la determinacién del nivel
de receptor de folato alfa (FRa) que no esta unido a una célula en una muestra de orina derivada del sujeto; y
clasificando al sujeto en uno de al menos cuatro grupos de terapia de cancer en base al nivel de receptor de folato
alfa (FRa) que no esta unido a una célula de la muestra. En un aspecto adicional, la presente invencién esta dirigida
a métodos para clasificar a un sujeto aquejado de cancer que expresa FRa en uno de al menos cuatro grupos de
terapia de cancer mediante la determinacion del nivel de receptor de folato alfa (FRa ) que no estd unido a una
célula en una muestra de suero derivada del sujeto; y clasificando al sujeto en uno de al menos cuatro grupos de
terapia del cancer en base al nivel de receptor de folato alfa (FRa) que no esta unido a una célula en la muestra de
suero.

En diversas realizaciones de los anteriores aspectos de la invencion, el cancer que expresa FRa se selecciona del
grupo que consiste en cancer de pulmén, mesotelioma, cancer de ovario, cancer renal, cancer cerebral, cancer de
cuello de utero, cancer nasofaringeo, carcinoma celular escamoso de la cabeza y cuello, cancer endometrial, cancer
de mama, cancer de vejiga, cancer pancreatico, cancer de hueso, cancer pituitario, cancer colorrectal y cancer
medular tiroideo. En una realizacion particular, el cancer que expresa FRa es cancer de ovario. En otra realizacion,
el cancer que expresa FRa es cancer de pulmdn no microcitico, tal como un adenocarcinoma.

En otro aspecto, la presente invencién esta dirigida a métodos para evaluar si un sujeto esta afectado por cancer de
ovario, determinando el nivel de receptor de folato alfa (FRa) que no esta unido a una célula en una muestra de
orina derivada del sujeto, en donde la presencia de FRa que no esta unido a una célula en la muestra de orina a una
concentracién de mas de aproximadamente 9100 pg/ml es un indicio de que el sujeto padece de cancer de ovario.

En varios aspectos de los aspectos anteriores de la invencién, la presencia de FRa en la muestra de orina a una
concentracién de mas de aproximadamente 9500 pg/ml, aproximadamente 10.000 pg/ml, aproximadamente 11.000
pg/ml, aproximadamente 12.000 pg/ml, aproximadamente 13.000 pg/ml, aproximadamente 14.000 pg/ml,
aproximadamente 15.000 pg/ml, aproximadamente 16.000 pg/ml, aproximadamente 17.000 pg/ml, aproximadamente
18.000 pg/ml, aproximadamente 19.000 pg/ml, o aproximadamente 20.000 pg/ml es un indicio de que el sujeto
padece cancer de ovario.

En varios aspectos, el nivel de FRa se determina poniendo en contacto la muestra con un anticuerpo que se une
FRa. Por ejemplo, el anticuerpo se selecciona del grupo que consiste en:

a) un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo MORADb-003;
MISSGGSYTYYADSVKG) como CDRH2, SEQ ID NO: 3 (HGDDPAWFAY) como CDRH3, SEQ ID NO: 4

SVSSSISSNNLH) como CDRL1, SEQ ID NO: 5 (GTSNLAS) como CDRL2 y SEQ ID NO: 6 (QQWSSYPYMYT)
como CDRLS;

(
(b) un anticuerpo que comprende la SEQ ID NO: 1 (GFTFSGYGLS) como CDRH1, SEQ ID NO: 2
(
(

(c) el anticuerpo MOV18;
(d) un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo MOV18;
(e) el anticuerpo 548908;
(f) un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo 548908;
(g) el anticuerpo 6D398;
(h) un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo 6D398;
(

i) un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo 26B3;
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() un anticuerpo que comprende SEQ ID NO: 55 (GYFMN) como CDRH1, SEQ ID NO: 56
(RIFPYNGDTFYNQKFKG) como CDRH2, SEQ ID NO: 57 (GTHYFDY) como CDRH3, SEQ ID NO: 51
(RTSENIFSYLA) como CDRL1, SEQ ID NO: 52 (NAKTLAE) como CDRL2 y SEQ ID NO: 53 (QHHYAFPWT)
como CDRLS;

(k) el anticuerpo 26B3;
() un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo 19D4;

m) un anticuerpo que comprende SEQ ID NO: 39 (HPYMH) como CDRH1, SEQ ID NO: 40
RIDPANGNTKYDPKFQG) como CDRH2, SEQ ID NO: 41 (EEVADYTMDY) como CDRH3, SEQ ID NO: 35
RASESVDTYGNNFIH) como CDRL1, SEQ ID NO: 36 (LASNLES) como CDRL2 y SEQ ID NO: 37
QQNNGDPWT) como CDRLS;

PRy

(n) el anticuerpo 19D4;
(o) un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo 9F3;

(p) un anticuerpo que comprende SEQ ID NO: 31 (SGYYWN) como CDRH1, SEQ ID NO: 32
(YIKSDGSNNYNPSLKN) como CDRH2, SEQ ID NO: 33 (EWKAMDY) como CDRH3, SEQ ID NO: 27
(RASSTVSYSYLH) como CDRL1, SEQ ID NO: 28 (GTSNLAS) como CDRL2 y SEQ ID NO: 29 (QQYSGYPLT)
como CDRL3;

q) el anticuerpo 9F3;
r) un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo 24F12;
EIGSGGSYTYYPDTVTG) como CDRH2, SEQ ID NO: 49 (ETTAGYFDY) como CDRH3, SEQ ID NO: 43

SASQGINNFLN) como CDRL1, SEQ ID NO: 44 (YTSSLHS) como CDRL2 y SEQ ID NO: 45 (QHFSKLPWT)
como CDRLS;

(
(
(s) un anticuerpo que comprende SEQ ID NO: 47 (SYAMS) como CDRH1, SEQ ID NO: 48
(
(

(t) el anticuerpo 24F12;

(u) un anticuerpo que comprende una cadena ligera de region variable seleccionada del grupo que consiste en
LK26HUVK (SEQ ID NO: 13); LK26HuVKY (SEQ ID NO: 14); LK26HuVKPW (SEQ ID NO: 15); y
LK26HUVKPW,Y (SEQ ID NO: 16);

(v) un anticuerpo que comprende una cadena pesada de region variable seleccionada del grupo que consiste en
LK26HuUVH (SEQ ID NO: 17); LK26HUVH FAIS, N (SEQ ID NO: 18); LK26HuVH SLF (SEQ ID NO: 19);
LK26HuUVH I,I (SEQ ID NO: 20); y LK26KOLHuVH (SEQ ID NO: 21);

(w) un anticuerpo que comprende la region variable de cadena pesada LK26KOLHuVH (SEQ ID NO: 21) y la
region variable de cadena ligera LK26HUVKPW.,Y (SEQ ID NO: 16);

(x) un anticuerpo que comprende la regién variable de cadena pesada LK26HuVH SLF (SEQ ID NO: 19) y la
regién variable de cadena ligera LK26HUVKPW,Y (SEQ ID NO: 16); y

(y) un anticuerpo que comprende la region variable de cadena pesada LK26HuVH FAIS, N (SEQ ID NO: 18) y la
regién variable de cadena ligera LK26HUVKPW,Y (SEQ ID NO: 16).

En una realizacion particular, el anticuerpo se une al mismo epitopo que el anticuerpo MORADb-003. En otra
realizacién, el anticuerpo incluye SEQ ID NO: 1 (GFTFSGYGLS) como CDRH1, SEQ ID NO: 2
(MISSGGSYTYYADSVKG) como CDRH2, SEQ ID NO: 3 (HGDDPAWFAY) como CDRH3, SEQ ID NO: 4
(SVSSSISSNNLH) como CDRL1, SEQ ID NO: 5 (GTSNLAS) como CDRL2 y SEQ ID NO: 6 (QQWSSYPYMYT)
como CDRLS3. En otra realizacion, el anticuerpo es el anticuerpo MOV18. En otra realizacién adicional, el anticuerpo
se une al mismo epitopo que el anticuerpo MOV18. En una realizacién adicional, el anticuerpo comprende una
cadena ligera de region variable seleccionada del grupo que consiste en LK26HuVK (SEQ ID NO: 13); LK26HUVKY
(SEQ ID NO: 14); LK26HUVKPW (SEQ ID NO: 15); y LK26HUVKPW,Y (SEQ ID NO: 16). Alternativamente o en
combinacion, el anticuerpo incluye una cadena pesada de region variable seleccionada del grupo que consiste en
LK26HuVH (SEQ ID NO: 17); LK26HuVH FAIS,N (SEQ ID NO: 18); LK26HuVH SLF (SEQ ID NO: 19); LK26HuVH 1,1
(SEQ ID NO: 20); y LK26KOLHuUVH (SEQ ID NO: 21). En ciertas realizaciones, el anticuerpo incluye (i) la regién
variable de cadena pesada LK26KOLHuVH (SEQ ID NO: 21) y la region variable de cadena ligera LK26HUVKPW,Y
(SEQ ID NO: 16); la region de cadena pesada variable LK26HuVH SLF (SEQ ID NO: 19) y la region variable de
cadena ligera LK26HUVKPW,Y (SEQ ID NO: 16); o la region variable de cadena pesada LK26HuVH FAIS,N (SEQ ID
NO: 18) y la region variable de cadena ligera LK26HUVKPW,Y (SEQ ID NO: 16).

En una realizacion particular, el nivel de FRa en la muestra derivada de dicho sujeto se evalta poniendo en contacto
la muestra con un par de anticuerpos seleccionados del grupo que consiste en (a) anticuerpo MOV 18 inmovilizado a
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un soporte sélido y etiguetado como anticuerpo MORAb-003; (b) anticuerpo 9F3 inmovilizado a un soporte soélido y
etiguetado como anticuerpo 24F12; (c) anticuerpo 26B3 inmovilizado a un soporte sélido y etiquetado como
anticuerpo 19D4; y (d) el anticuerpo 9F3 inmovilizado a un soporte sélido y etiquetado como anticuerpo 26B3.

En ciertas realizaciones, el anticuerpo se selecciona del grupo que consiste de un anticuerpo de ratén, un anticuerpo
humano, un anticuerpo humanizado, un anticuerpo biespecifico, un anticuerpo quimérico, un Fab, Fab'2, ScFv,
SMIP, aficuerpo, avimero, versacuerpo, nanocuerpo, y un dominio de anticuerpo. Alternativamente, o en
combinacion, el anticuerpo estd marcado, por ejemplo, con un marcador seleccionado del grupo que consiste de un
radiomarcador, un marcador de biotina, un marcador croméforo, un marcador fluoréforo, o un marcador enzimatico.

En ciertas realizaciones, el nivel de FRa se determina mediante el uso de una técnica seleccionada del grupo que
consiste en andlisis de transferencia western, radioinmunoensayo, inmunofluorimetria, inmunoprecipitacién, diélisis
de equilibrio, inmunodifusion, ensayo en fase de disolucién, inmunoensayo de electroquimioluminiscencia (ECLIA) y
ensayo ELISA.

En diversas realizaciones de los aspectos anteriores de la invencion, la muestra de control es un nivel de control
estandarizado de FRa en un sujeto sano.

En ciertas realizaciones, la muestra se trata con guanidina antes de determinar el nivel de FRa en la muestra.
Alternativamente o en combinacion, la muestra se diluye antes de determinar el nivel de FRa en la muestra.
Alternativamente, o en combinacién, la muestra se centrifuga, se agita con vortex, o0 ambos, antes de determinar el
nivel de FRa en la muestra.

En una realizacién particular, el sujeto se clasifica en cancer de ovario de estadio |, estadio Il, estadio Ill o estadio IV.

En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona un método para clasificar un sujeto de cancer ovario en
uno de al menos cuatro grupos de terapia de cancer determinando el nivel de receptor de folato alfa (FRa) que no
esta unido a una célula en una muestra derivada del sujeto; y clasificando el sujeto en uno de al menos cuatro
grupos de terapia de cancer en base al nivel de receptor de folato alfa (FRa) que no esta unido a una célula en la
muestra; en el que el nivel de FRa en la muestra derivada del sujeto se evalia mediante contacto de la muestra con
(a) anticuerpo MOV18 inmovilizado a un soporte sélido y etiquetado como anticuerpo MORADb-003, (b) anticuerpo
9F3 inmovilizado a un soporte soélido y etiquetado como anticuerpo 24F12, (c) anticuerpo 26B3 inmovilizado a un
soporte sélido y etiquetado como anticuerpo 19D4, y (d) anticuerpo 9F3 inmovilizado a un soporte sélido y
etiquetado como anticuerpo 26B3. Por ejemplo, la muestra puede ser orina, suero, plasma o ascitis.

Métodos para monitorizar la eficacia de tratamiento con MORAb-003 de cancer de ovario o cdncer de pulmdn

En un aspecto, la presente invencién proporciona un método de monitorizacion de la eficacia de tratamiento con
MORADb-003 de cancer de ovario o cancer de pulmén en un sujeto que padece de cancer de ovario o cancer de
pulmén, mediante la determinacion del nivel de receptor de folato alfa (FRa) que no esta unido a una célula, en una
muestra derivada del sujeto, donde al sujeto se le ha administrado previamente MORADb-003; y comparando el nivel
de receptor de folato alfa (FRa) que no esté unido a una célula con el nivel de FRa en una muestra de control, en el
que un aumento en el nivel de FRa en la muestra derivada del sujeto en comparacion con el nivel de FRa en la
muestra de control es un indicio de que el tratamiento con MORAb-003 no es eficaz; y en el que una disminucion en
el nivel de FRa en la muestra derivada del sujeto en comparacién con el nivel de FRa en la muestra de control es un
indicio de que el tratamiento con MORADb-003 es eficaz. En realizaciones particulares, el nivel de FRa que no esta
unido a una célula en la muestra derivada del sujeto se evalla poniendo en contacto la muestra con un anticuerpo
que se une FRa. Por ejemplo, la muestra puede ser orina, suero, plasma o ascitis.

En un aspecto adicional, la presente invencidon proporciona un método de monitorizacion de la eficacia del
tratamiento con MORADb-003 de cancer de ovario o cancer de pulmoén en un sujeto que padece de cancer de ovario
o cancer de pulmén, mediante la determinacién del nivel de receptor de folato alfa (FRa) que no esta unido a una
célula en una muestra de orina derivada del sujeto, en el que se ha administrado previamente al sujeto MORAb-003;
y comparando el nivel de receptor de folato alfa (FRa) que no estd unido a una célula en la muestra de orina
derivada del sujeto con el nivel de FRa en una muestra de control, en el que un aumento en el nivel de FRa en la
muestra de orina derivada del sujeto en comparacién con el nivel de FRa en la muestra de control es un indicio de
que el tratamiento con MORAb-003 no es eficaz; y en el que una disminucion en el nivel de FRa en la muestra de
orina derivada del sujeto en comparacién con el nivel de FRa en la muestra de control es un indicio de que el
tratamiento con MORADb-003 es eficaz.

En otro aspecto adicional, la presente invencién esta dirigida a un método de monitorizacion de la eficacia del
tratamiento con MORADb-003 de cancer de ovario o cancer de pulmoén en un sujeto que padece de cancer de ovario
o cancer de pulmén, mediante la determinacion del nivel de receptor de folato alfa (FRa) que no esta unido a una
célula en una muestra de suero derivada del sujeto, en el que se ha administrado previamente al sujeto MORAb-
003; y comparando el nivel de receptor de folato alfa (FRa) que no esta unido a una célula en la muestra de suero
derivada del sujeto con el nivel de FRa en una muestra de control, en el que un aumento en el nivel de FRa en el
muestra de suero derivada del sujeto en comparacion con el nivel de FRa en la muestra de control es un indicio de
que el tratamiento con MORADb-003 no es eficaz; y en el que una disminucion en el nivel de FRa en la muestra de
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suero derivada del sujeto en comparacion con el nivel de FRa en la muestra de control es un indicio de que el
tratamiento con MORADb-003 es eficaz.

En varios aspectos, el nivel de FRa se determina poniendo en contacto la muestra con un anticuerpo que se une
FRa. Por ejemplo, el anticuerpo se selecciona del grupo que consiste en:

(a) un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo MORAb-003;

(b) un anticuerpo que comprende la SEQ ID NO: 1 (GFTFSGYGLS) como CDRH1, SEQ ID NO: 2
(MISSGGSYTYYADSVKG) como CDRH2, SEQ ID NO: 3 (HGDDPAWFAY) como CDRH3, SEQ ID NO: 4
(SVSSSISSNNLH) como CDRL1, SEQ ID NO: 5 (GTSNLAS) como CDRL2 y SEQ ID NO: 6 (QQWSSYPYMYT)
como CDRL3;

(c) el anticuerpo MOV18;

(d) un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo MOV18;
(e) el anticuerpo 548908;

(f) un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo 548908;

(9) el anticuerpo 6D398;

(h) un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo 6D398;

i) un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo 26B3;

RIFPYNGDTFYNQKFKG) como CDRH2, SEQ ID NO: 57 (GTHYFDY) como CDRH3, SEQ ID NO: 51
RTSENIFSYLA) como CDRL1, SEQ ID NO: 52 (NAKTLAE) como CDRL2 y SEQ ID NO: 53 (QHHYAFPWT)
como CDRLS;

(
() un anticuerpo que comprende SEQ ID NO: 55 (GYFMN) como CDRH1, SEQ ID NO: 56
(
(

(k) el anticuerpo 26B3;
() un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo 19D4;

(m) un anticuerpo que comprende SEQ ID NO: 39 (HPYMH) como CDRH1, SEQ ID NO: 40
(RIDPANGNTKYDPKFQG) como CDRH2, SEQ ID NO: 41 (EEVADYTMDY) como CDRH3, SEQ ID NO: 35
(RASESVDTYGNNFIH) como CDRL1, SEQ ID NO: 36 (LASNLES) como CDRL2 y SEQ ID NO: 37
(QQNNGDPWT) como CDRLS;

(

n) el anticuerpo 19D4;
(o) un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo 9F3;

(p) un anticuerpo que comprende SEQ ID NO: 31 (SGYYWN) como CDRH1, SEQ ID NO: 32
(YIKSDGSNNYNPSLKN) como CDRH2, SEQ ID NO: 33 (EWKAMDY) como CDRH3, SEQ ID NO: 27
(RASSTVSYSYLH) como CDRL1, SEQ ID NO: 28 (GTSNLAS) como CDRL2 y SEQ ID NO: 29 (QQYSGYPLT)
como CDRL3;

q) el anticuerpo 9F3;
r) un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo 24F12;
EIGSGGSYTYYPDTVTG) como CDRH2, SEQ ID NO: 49 (ETTAGYFDY) como CDRH3, SEQ ID NO: 43

SASQGINNFLN) como CDRL1, SEQ ID NO: 44 (YTSSLHS) como CDRL2 y SEQ ID NO: 45 (QHFSKLPWT)
como CDRLS;

(
(
(s) un anticuerpo que comprende SEQ ID NO: 47 (SYAMS) como CDRH1, SEQ ID NO: 48
(
(

(t) el anticuerpo 24F12;

(u) un anticuerpo que comprende una cadena ligera de region variable seleccionada del grupo que consiste en
LK26HUVK (SEQ ID NO: 13); LK26HuVKY (SEQ ID NO: 14); LK26HuVKPW (SEQ ID NO: 15); y
LK26HUVKPW,Y (SEQ ID NO: 16);

(v) un anticuerpo que comprende una cadena pesada de region variable seleccionada del grupo que consiste en

LK26HuUVH (SEQ ID NO: 17); LK26HuVH FAIS, N (SEQ ID NO: 18); LK26HuVH SLF (SEQ ID NO: 19);
LK26HuVH 1,1 (SEQ ID NO: 20); y LK26KOLHuVH (SEQ ID NO: 21);
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(w) un anticuerpo que comprende la region variable de cadena pesada LK26KOLHuVH (SEQ ID NO: 21) y la
regién variable de cadena ligera LK26HUVKPW,Y (SEQ ID NO: 16);

(x) un anticuerpo que comprende la region variable de cadena pesada LK26HuVH SLF (SEQ ID NO: 19) y la
region variable de cadena ligera LK26HUVKPW,Y (SEQ ID NO: 16); y

(y) un anticuerpo que comprende la region variable de cadena pesada LK26HuVH FAIS, N (SEQ ID NO: 18) y la
regién variable de cadena ligera LK26HUVKPW,Y (SEQ ID NO: 16).

En una realizacion particular, el anticuerpo se une al mismo epitopo que el anticuerpo MORADb-003. En otra
realizacién, el anticuerpo incluye SEQ ID NO: 1 (GFTFSGYGLS) como CDRH1, SEQ ID NO: 2
(MISSGGSYTYYADSVKG) como CDRH2, SEQ ID NO: 3 (HGDDPAWFAY) como CDRH3, SEQ ID NO: 4
(SVSSSISSNNLH) como CDRL1, SEQ ID NO: 5 (GTSNLAS) como CDRL2 y SEQ ID NO: 6 (QQWSSYPYMYT)
como CDRL3. En otra realizacion, el anticuerpo es el anticuerpo MOV18. En otra realizacién adicional, el anticuerpo
se une al mismo epitopo que el anticuerpo MOV18. En una realizacién adicional, el anticuerpo comprende una
cadena ligera de region variable seleccionada del grupo que consiste en LK26HuVK (SEQ ID NO: 13); LK26HuVKY
(SEQ ID NO: 14); LK26HUVKPW (SEQ ID NO: 15); y LK26HUVKPW.,Y (SEQ ID NO: 16). Alternativamente o en
combinacion, el anticuerpo incluye una cadena pesada de region variable seleccionada del grupo que consiste en
LK26HuVH (SEQ ID NO: 17); LK26HuVH FAIS,N (SEQ ID NO: 18); LK26HuVH SLF (SEQ ID NO: 19); LK26HuVH Il
(SEQ ID NO: 20); y LK26KOLHUVH (SEQ ID NO: 21). En ciertas realizaciones, el anticuerpo incluye (i) la region
variable de cadena pesada LK26KOLHuVH (SEQ ID NO: 21) y la region variable de cadena ligera LK26HUVKPW,Y
(SEQ ID NO: 16); la region de cadena pesada variable LK26HuVH SLF (SEQ ID NO: 19) y la region variable de
cadena ligera LK26HUVKPW,Y (SEQ ID NO: 16); o la region variable de cadena pesada LK26HuVH FAIS,N (SEQ ID
NO: 18) y la region variable de cadena ligera LK26HUVKPW,Y (SEQ ID NO: 16).

En una realizacién particular, el nivel de FRa en la muestra derivada de dicho sujeto se evalla poniendo en contacto
la muestra con un par de anticuerpos seleccionados del grupo que consiste en (a) anticuerpo MOV 18 inmovilizado a
un soporte sdlido y etiguetado como anticuerpo MORAb-003; (b) anticuerpo 9F3 inmovilizado a un soporte soélido y
etiguetado como anticuerpo 24F12; (c) anticuerpo 26B3 inmovilizado a un soporte sélido y etiquetado como
anticuerpo 19D4; y (d) el anticuerpo 9F3 inmovilizado a un soporte sélido y etiquetado como anticuerpo 26B3.

En ciertas realizaciones, el anticuerpo se selecciona del grupo que consiste en un anticuerpo de ratén, un humano
anticuerpo, un anticuerpo humanizado, un anticuerpo biespecifico, un anticuerpo quimérico, un Fab, Fab'2, ScFv,
SMIP, aficuerpo, avimero, versacuerpo, nanocuerpo, y un dominio de anticuerpo. Alternativamente, o en
combinacion, el anticuerpo estd marcado, por ejemplo, con un marcador seleccionado del grupo que consiste de un
marcador radiactivo, marcador de biotina, marcador croméforo, marcador fluoréforo, o un marcador enzimatico.

En ciertas realizaciones, el nivel de FRa se determina mediante el uso de una técnica seleccionada del grupo que
consiste en andlisis de transferencia western, radioinmunoensayo, inmunofluorimetria, inmunoprecipitacién, diélisis
de equilibrio, inmunodifusién, ensayo en fase de disolucién, inmunoensayo de electroquimioluminiscencia (ECLIA) y
ensayo ELISA.

En diversas realizaciones de los aspectos anteriores de la invencion, la muestra de control es un nivel de control
estandarizado de FRa en un sujeto sano. En otra realizaciéon, la muestra de control es una muestra obtenida
previamente del sujeto.

En ciertas realizaciones, la muestra se trata con guanidina antes de determinar el nivel de FRa en la muestra.
Alternativamente o en combinacion, la muestra se diluye antes de determinar el nivel de FRa en la muestra.
Alternativamente, o en combinacién, la muestra se centrifuga, se agita con vortex, o ambos, antes de determinar el
nivel de FRa en la muestra.

Métodos para predecir si un sujeto respondera al tratamiento con MORAb-003

En un aspecto, la presente invencion proporciona un método para predecir si un sujeto que padece un cancer que
expresa FRa, como el cancer de ovario o el cancer de pulmoén, respondera al tratamiento con MORADb-003,
mediante la determinacién del nivel de receptor de folato alfa (FRa) que no esta unido a una célula en una muestra
derivada del sujeto; y comparando el nivel de receptor de folato alfa (FRa) que no esta unido a una célula en la
muestra derivada del sujeto con el nivel de FRa en una muestra de control, donde una diferencia entre el nivel de
FRa en la muestra derivada del sujeto y el nivel de FRa en la muestra de control es un indicio de que el sujeto
respondera al tratamiento con MORADb-003.

En un aspecto, la presente invencion proporciona un método para predecir si un sujeto que padece cancer que
expresa FRa, como el cancer de ovario o el cancer de pulmoén, responderd al tratamiento con MORADb-003,
mediante la determinacién del nivel de receptor de folato alfa (FRa) que no esta unido a una célula en una muestra
de orina derivada del sujeto; y comparando el nivel de receptor de folato alfa (FRa) que no esta unido a una célula
en la muestra de orina derivada del sujeto con el nivel de FRa en una muestra de control, donde una diferencia entre
el nivel de FRa en la muestra de orina derivada del sujeto y el nivel de FRa en la muestra de control es un indicio de
que el sujeto respondera al tratamiento con MORAb-003.
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En un aspecto adicional, la presente invencion proporciona un método para predecir si un sujeto que padece un
cancer que expresa FRa, como cancer de ovario o cancer de pulmén, respondera al tratamiento con MORADb-003,
mediante la determinacién del nivel de receptor de folato alfa (FRa) que no esta unido a una célula en una muestra
de suero derivada del sujeto; y comparando el nivel de receptor de folato alfa (FRa) que no esta unido a una célula
en la muestra de suero derivada del sujeto con el nivel de FRa en una muestra de control, donde una diferencia
entre el nivel de FRa en la muestra de suero derivada del sujeto y el nivel de FRa en la muestra de control es un
indicio de que el sujeto respondera al tratamiento con MORADb-003.

En realizaciones adicionales, el cancer que expresa FRa se selecciona del grupo que consiste en cancer de pulmon,
mesotelioma, cancer de ovario, cancer renal, cancer cerebral, cancer de cuello uterino, cancer nasofaringeo,
carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello, cancer endometrial, cancer de mama, cancer de vejiga, cancer
de pancreas, cancer de hueso, cancer pituitario, cancer colorrectal y cancer de tiroides medular. En una realizacion
particular, el cancer que expresa FRa es cancer de ovario. En otra realizacion, el cancer de pulmén que expresa
FRa es cancer de pulmén de célula no pequena, tal como adenocarcinoma.

En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona métodos para predecir si un sujeto que padece cancer
de ovario respondera al tratamiento con MORAb-003, mediante la determinacion del nivel de receptor de folato alfa
(FRa) que no esté unido a células en una muestra de orina derivada del sujeto, en el que la presencia de FRa que
no esta unido a una célula en la muestra de orina a una concentracion de mas de aproximadamente 9100 pg/ml es
un indicio de que el sujeto respondera al tratamiento con MORADb-003.

En diversas realizaciones de los aspectos anteriores de la invencion, la presencia de FRa en la muestra de orina a
una concentracion de mas de aproximadamente 9500 pg/ml, aproximadamente 10.000 pg/ml, aproximadamente
11.000 pg/ml, aproximadamente 12.000 pg/ml, aproximadamente 13.000 pg/ml, aproximadamente 14.000 pg/ml,
aproximadamente 15.000 pg/ml, aproximadamente 16.000 pg/ml, aproximadamente 17.000 pg/ml, aproximadamente
18.000 pg/ml, aproximadamente 19.000 pg/ml, o aproximadamente 20.000 pg/ml es un indicio de que el sujeto
padece cancer de ovario.

En diversas realizaciones de los aspectos anteriores de la invencion, el nivel de FRa se determina poniendo en
contacto la muestra con un anticuerpo que se une FRa. Por ejemplo, el anticuerpo se selecciona del grupo que
consiste en:

(a) un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo MORAb-003;

(b) un anticuerpo que comprende la SEQ ID NO: 1 (GFTFSGYGLS) como CDRH1, SEQ ID NO: 2
(MISSGGSYTYYADSVKG) como CDRH2, SEQ ID NO: 3 (HGDDPAWFAY) como CDRH3, SEQ ID NO: 4
(SVSSSISSNNLH) como CDRL1, SEQ ID NO: 5 (GTSNLAS) como CDRL2 y SEQ ID NO: 6 (QQWSSYPYMYT)
como CDRL3;

(c) el anticuerpo MOV18;

(d) un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo MOV18;
(e) el anticuerpo 548908;

(f) un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo 548908;

(9) el anticuerpo 6D398;

(h) un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo 6D398;

(i) un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo 26B3;

() un anticuerpo que comprende SEQ ID NO: 55 (GYFMN) como CDRH1, SEQ ID NO: 56
(RIFPYNGDTFYNQKFKG) como CDRH2, SEQ ID NO: 57 (GTHYFDY) como CDRH3, SEQ ID NO: 51
(RTSENIFSYLA) como CDRL1, SEQ ID NO: 52 (NAKTLAE) como CDRL2 y SEQ ID NO: 53 (QHHYAFPWT)
como CDRL3;

(k) el anticuerpo 26B3;
() un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo 19D4;

(m) un anticuerpo que comprende SEQ ID NO: 39 (HPYMH) como CDRH1, SEQ ID NO: 40
(RIDPANGNTKYDPKFQG) como CDRH2, SEQ ID NO: 41 (EEVADYTMDY) como CDRH3, SEQ ID NO: 35
(RASESVDTYGNNFIH) como CDRL1, SEQ ID NO: 36 (LASNLES) como CDRL2 y SEQ ID NO: 37
(QQNNGDPWT) como CDRLS;

(

n) el anticuerpo 19D4;
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0) un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo 9F3;

YIKSDGSNNYNPSLKN) como CDRH2, SEQ ID NO: 33 (EWKAMDY) como CDRH3, SEQ ID NO: 27
RASSTVSYSYLH) como CDRL1, SEQ ID NO: 28 (GTSNLAS) como CDRL2 y SEQ ID NO: 29 (QQYSGYPLT)
como CDRLS;

(
(p) un anticuerpo que comprende SEQ ID NO: 31 (SGYYWN) como CDRH1, SEQ ID NO: 32
(
(

(q) el anticuerpo 9F3;
r) un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo 24F12;

(

(s) un anticuerpo que comprende SEQ ID NO: 47 (SYAMS) como CDRH1, SEQ ID NO: 48
(EIGSGGSYTYYPDTVTG) como CDRH2, SEQ ID NO: 49 (ETTAGYFDY) como CDRH3, SEQ ID NO: 43
(SASQGINNFLN) como CDRL1, SEQ ID NO: 44 (YTSSLHS) como CDRL2 y SEQ ID NO: 45 (QHFSKLPWT)
como CDRLS;

(t) el anticuerpo 24F12;

(u) un anticuerpo que comprende una cadena ligera de regién variable seleccionada del grupo que consiste en
LK26HUVK (SEQ ID NO: 13); LK26HuVKY (SEQ ID NO: 14); LK26HuVKPW (SEQ ID NO: 15); y
LK26HUVKPW,Y (SEQ ID NO: 16);

(v) un anticuerpo que comprende una cadena pesada de region variable seleccionada del grupo que consiste en
LK26HUVH (SEQ ID NO: 17); LK26HUVH FAIS, N (SEQ ID NO: 18); LK26HuVH SLF (SEQ ID NO: 19);
LK26HuUVH I,I (SEQ ID NO: 20); y LK26KOLHuVH (SEQ ID NO: 21);

(w) un anticuerpo que comprende la region variable de cadena pesada LK26KOLHuVH (SEQ ID NO: 21) y la
region variable de cadena ligera LK26HUVKPW.,Y (SEQ ID NO: 16);

(x) un anticuerpo que comprende la region variable de cadena pesada LK26HuVH SLF (SEQ ID NO: 19) y la
region variable de cadena ligera LK26HUVKPW,Y (SEQ ID NO: 16); y

(y) un anticuerpo que comprende la region variable de cadena pesada LK26HuVH FAIS, N (SEQ ID NO: 18) y la
regién variable de cadena ligera LK26HUVKPW,Y (SEQ ID NO: 16).

En una realizacion particular, el anticuerpo se une al mismo epitopo que el anticuerpo MORADb-003. En otra
realizacién, el anticuerpo incluye SEQ ID NO: 1 (GFTFSGYGLS) como CDRH1, SEQ ID NO: 2
(MISSGGSYTYYADSVKG) como CDRH2, SEQ ID NO: 3 (HGDDPAWFAY) como CDRH3, SEQ ID NO: 4
(SVSSSISSNNLH) como CDRL1, SEQ ID NO: 5 (GTSNLAS) como CDRL2 y SEQ ID NO: 6 (QQWSSYPYMYT)
como CDRL3. En otra realizacion, el anticuerpo es el anticuerpo MOV18. En otra realizacién adicional, el anticuerpo
se une al mismo epitopo que el anticuerpo MOV18. En una realizacién adicional, el anticuerpo comprende una
cadena ligera de region variable seleccionada del grupo que consiste en LK26HuVK (SEQ ID NO: 13); LK26HuVKY
(SEQ ID NO: 14); LK26HUVKPW (SEQ ID NO: 15); y LK26HUVKPW,Y (SEQ ID NO: 16). Alternativamente o en
combinacion, el anticuerpo incluye una cadena pesada de region variable seleccionada del grupo que consiste en
LK26HuVH (SEQ ID NO: 17); LK26HuVH FAIS,N (SEQ ID NO: 18); LK26HuVH SLF (SEQ ID NO: 19); LK26HuVH 1,1
(SEQ ID NO: 20); y LK26KOLHUVH (SEQ ID NO: 21). En ciertas realizaciones, el anticuerpo incluye (i) la region
variable de cadena pesada LK26KOLHuVH (SEQ ID NO: 21) y la region variable de cadena ligera LK26HUVKPW,Y
(SEQ ID NO: 16); la region de cadena pesada variable LK26HuVH SLF (SEQ ID NO: 19) y la region variable de
cadena ligera LK26HUVKPW,Y (SEQ ID NO: 16); o la region variable de cadena pesada LK26HuVH FAIS,N (SEQ ID
NO: 18) y la region variable de cadena ligera LK26HUVKPW,Y (SEQ ID NO: 16).

En una realizacion particular, el nivel de FRa en la muestra derivada de dicho sujeto se evalta poniendo en contacto
la muestra con un par de anticuerpos seleccionados del grupo que consiste en (a) anticuerpo MOV 18 inmovilizado a
un soporte sélido y etiguetado como anticuerpo MORAb-003; (b) anticuerpo 9F3 inmovilizado a un soporte soélido y
etiguetado como anticuerpo 24F12; (c) anticuerpo 26B3 inmovilizado a un soporte sélido y etiquetado como
anticuerpo 19D4; y (d) el anticuerpo 9F3 inmovilizado a un soporte sélido y etiquetado como anticuerpo 26B3.

En ciertas realizaciones, el anticuerpo se selecciona del grupo que consiste en un anticuerpo de ratén, un anticuerpo
humano, un anticuerpo humanizado, un anticuerpo biespecifico, un anticuerpo quimérico, un Fab, Fab'2, ScFv,
SMIP, aficuerpo, avimero, versacuerpo, nanocuerpo, y un dominio de anticuerpo. Alternativamente, o en
combinacion, el anticuerpo estd marcado, por ejemplo, con un marcador seleccionado del grupo que consiste de un
marcador radiactivo, marcador de biotina, marcador croméforo, marcador fluoréforo, o un marcador enzimatico.

En ciertas realizaciones, el nivel de FRa se determina mediante el uso de una técnica seleccionada del grupo que
consiste en andlisis de transferencia western, radioinmunoensayo, inmunofluorimetria, inmunoprecipitacién, didlisis
de equilibrio, inmunodifusién, ensayo en fase de disolucién, inmunoensayo de electroquimioluminiscencia (ECLIA) y
ensayo ELISA.
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En diversas realizaciones de los aspectos anteriores de la invencion, la muestra de control es un nivel de control
estandarizado de FRa en un sujeto sano.

En ciertas realizaciones, la muestra se trata con guanidina antes de determinar el nivel de FRa en la muestra.
Alternativamente o en combinacioén, la muestra se diluye antes de determinar el nivel de FRa en la muestra.
Alternativamente, o en combinacién, la muestra se centrifuga, se agita con vortex, o ambos, antes de determinar el
nivel de FRa en la muestra.

En un aspecto adicional, la presente invencion proporciona un método para predecir si un sujeto que padece un
cancer que expresa FRa, como el cancer de ovario o el cancer de pulmdn, respondera al tratamiento con MORADb-
003, mediante la determinacién del nivel de receptor de folato alfa (FRa) que no esta unido a una célula en una
muestra derivada del sujeto; y comparando el nivel de receptor de folato alfa (FRa) que no esta unido a una célula
en la muestra con el nivel de FRa en una muestra de control, donde una diferencia entre los niveles de FRa en la
muestra derivada del sujeto y en la muestra de control es un indicio de que el sujeto respondera al tratamiento con
MORADb-003; en el que el nivel de FRa en la muestra derivada del sujeto se evalla poniendo en contacto la muestra
con (a) anticuerpo MOV18 inmovilizado a un soporte sélido y etiquetado como anticuerpo MORAb-003, (b)
anticuerpo 9F3 inmovilizado a un soporte solido y etiquetado como anticuerpo 24F12, (c) anticuerpo 26B3
inmovilizado a un soporte sélido y etiquetado como anticuerpo 19D4, y (d) anticuerpo 9F3 inmovilizado a un soporte
sélido y etiquetado como anticuerpo 26B3. Por ejemplo, la muestra puede ser orina, suero, plasma o ascitis.

En diversas realizaciones de los aspectos anteriores de la invencion, el MORADb-003 para el tratamiento es (a) un
anticuerpo que comprende la secuencia de cadena pesada de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 7 y la
secuencia de aminoacidos de cadena ligera mostrada en la SEQ ID NO: 8; (b) un anticuerpo que se une al mismo
epitopo que el anticuerpo MORAb-003; o (c) un anticuerpo que comprende la SEQ ID NO: 1 (GFTFSGYGLS) como
CDRH1, la SEQ ID NO: 2 (MISSGGSYTYYADSVKG) como CDRH2, la SEQ ID NO: 3 (HGDDPAWFAY) como
CDRHS3, la SEQ ID NO: 4 (SVSSSISSNNLH) como CDRL1, la SEQ ID NO: 5 (GTSNLAS) como CDRL2 y la SEQ ID
NO: 6 (QQWSSYPYMYT) como CDRL3.

Métodos de tratamiento de un sujeto que tiene cancer de ovario o cancer de pulmoén

En otro aspecto, la presente invencion proporciona métodos de tratamiento de un sujeto que padece cancer de
ovario o cancer de pulmén mediante la determinacién del nivel de receptor de folato alfa (FRa), que no esta unido a
una célula, en una muestra derivada de dicho sujeto (por ejemplo, orina, suero, plasma o ascitis); y comparando el
nivel de receptor de folato alfa (FRa) que no esta unido a una célula con el nivel de FRa en una muestra de control,
donde una diferencia entre el nivel de FRa en la muestra derivada de dicho sujeto y el nivel de FRa en la muestra de
control es un indicio de que el sujeto padece cancer de ovario o cancer de pulmén; y administrando una cantidad
terapéuticamente eficaz de MORAb-003 a dicho sujeto.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona métodos de tratamiento de un sujeto que padece cancer de
ovario o cancer de pulmén mediante la determinacién del nivel de receptor de folato alfa (FRa) que no esté unido a
una célula, en una muestra de orina derivada de dicho sujeto; y comparando el nivel de receptor de folato alfa (FRa)
que no esta unido a una célula con el nivel de FRa en una muestra de control, donde una diferencia entre el nivel de
FRa en la muestra de orina derivada de dicho sujeto y el nivel de FRa en la muestra de control es un indicio de que
el sujeto padece cancer de ovario o cancer de pulmén; y administrando una cantidad terapéuticamente eficaz de
MORADb-003 a dicho sujeto.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona métodos de tratamiento de un sujeto que padece cancer de
ovario o cancer de pulmén mediante la determinacién del nivel de receptor de folato alfa (FRa) que no esta unido a
una célula, en una muestra de suero derivada de dicho sujeto; y comparando el nivel de receptor de folato alfa (FRa)
que no esta unido a una célula con el nivel de FRa en una muestra de control, donde una diferencia entre el nivel de
FRa en la muestra de suero derivada de dicho sujeto y el nivel de FRa en la muestra de control es un indicio de que
el sujeto padece cancer de ovario o cancer de pulmén; y administrando una cantidad terapéuticamente eficaz de
MORADb-003 a dicho sujeto.

En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona métodos para tratar un sujeto que padece cancer de
ovario mediante la determinacién del nivel de receptor de folato alfa (FRa) que no esta unido a una célula en una
muestra de orina derivada del sujeto, en donde la presencia de FRa que no esta unido a una célula en la muestra de
orina a una concentracién de mas de aproximadamente 9100 pg/ml es un indicio de que el sujeto respondera al
tratamiento con MORADb-003; y administrando una cantidad terapéuticamente eficaz de MORAb-003 a dicho sujeto.

En realizaciones particulares, el nivel de FRa que no esté unido a una célula en la muestra derivada de dicho sujeto
se evalla poniendo en contacto la muestra con un anticuerpo que se une FRa.

En diversas realizaciones de los aspectos anteriores de la invencion, la presencia de FRa en la muestra de orina a
una concentracion de mas de aproximadamente 9500 pg/ml, aproximadamente 10.000 pg/ml, aproximadamente
11.000 pg/ml, aproximadamente 12.000 pg/ml, aproximadamente 13.000 pg/ml, aproximadamente 14.000 pg/ml,
aproximadamente 15.000 pg/ml, aproximadamente 16.000 pg/ml, aproximadamente 17.000 pg/ml, aproximadamente
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18.000 pg/ml, aproximadamente 19.000 pg/ml, o aproximadamente 20.000 pg/ml es un indicio de que el sujeto
padece cancer de ovario.

En diversas realizaciones de los aspectos anteriores de la invencion, el nivel de FRa se determina poniendo en
contacto la muestra con un anticuerpo que se une FRa. Por ejemplo, el anticuerpo se selecciona del grupo que
consiste en:

(a) un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo MORAb-003;

(b) un anticuerpo que comprende la SEQ ID NO: 1 (GFTFSGYGLS) como CDRH1, SEQ ID NO: 2
(MISSGGSYTYYADSVKG) como CDRH2, SEQ ID NO: 3 (HGDDPAWFAY) como CDRH3, SEQ ID NO: 4
(SVSSSISSNNLH) como CDRL1, SEQ ID NO: 5 (GTSNLAS) como CDRL2 y SEQ ID NO: 6 (QQWSSYPYMYT)
como CDRL3;

(c) el anticuerpo MOV18;

(d) un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo MOV18;

(e) el anticuerpo 548908;

(f) un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo 548908;

(9) el anticuerpo 6D398;

h) un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo 6D398;

i) un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo 26B3;

RIFPYNGDTFYNQKFKG) como CDRH2, SEQ ID NO: 57 (GTHYFDY) como CDRH3, SEQ ID NO: 51

RTSENIFSYLA) como CDRL1, SEQ ID NO: 52 (NAKTLAE) como CDRL2 y SEQ ID NO: 53 (QHHYAFPWT)
como CDRLS;

(
(
() un anticuerpo que comprende SEQ ID NO: 55 (GYFMN) como CDRH1, SEQ ID NO: 56
(
(

(k) el anticuerpo 26B3;
() un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo 19D4;

m) un anticuerpo que comprende SEQ ID NO: 39 (HPYMH) como CDRH1, SEQ ID NO: 40
RIDPANGNTKYDPKFQG) como CDRH2, SEQ ID NO: 41 (EEVADYTMDY) como CDRH3, SEQ ID NO: 35
RASESVDTYGNNFIH) como CDRL1, SEQ ID NO: 36 (LASNLES) como CDRL2 y SEQ ID NO: 37
QQNNGDPWT) como CDRLS;

PRy

(n) el anticuerpo 19D4;
(o) un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo 9F3;

(p) un anticuerpo que comprende SEQ ID NO: 31 (SGYYWN) como CDRH1, SEQ ID NO: 32
(YIKSDGSNNYNPSLKN) como CDRH2, SEQ ID NO: 33 (EWKAMDY) como CDRH3, SEQ ID NO: 27
(RASSTVSYSYLH) como CDRL1, SEQ ID NO: 28 (GTSNLAS) como CDRL2 y SEQ ID NO: 29 (QQYSGYPLT)
como CDRL3;

(q) el anticuerpo 9F3;
(r) un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo 24F12;

(s) un anticuerpo que comprende SEQ ID NO: 47 (SYAMS) como CDRH1, SEQ ID NO: 48
(EIGSGGSYTYYPDTVTG) como CDRH2, SEQ ID NO: 49 (ETTAGYFDY) como CDRH3, SEQ ID NO: 43
(SASQGINNFLN) como CDRL1, SEQ ID NO: 44 (YTSSLHS) como CDRL2 y SEQ ID NO: 45 (QHFSKLPWT)
como CDRLS;

(t) el anticuerpo 24F12;

(u) un anticuerpo que comprende una cadena ligera de region variable seleccionada del grupo que consiste en
LK26HUVK (SEQ ID NO: 13); LK26HuVKY (SEQ ID NO: 14); LK26HuVKPW (SEQ ID NO: 15); y
LK26HUVKPW,Y (SEQ ID NO: 16);

(v) un anticuerpo que comprende una cadena pesada de region variable seleccionada del grupo que consiste en

LK26HUVH (SEQ ID NO: 17); LK26HuVH FAIS, N (SEQ ID NO: 18); LK26HuVH SLF (SEQ ID NO: 19);
LK26HuVH 1,1 (SEQ ID NO: 20); y LK26KOLHuUVH (SEQ ID NO: 21);
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(w) un anticuerpo que comprende la region variable de cadena pesada LK26KOLHuVH (SEQ ID NO: 21) y la
regién variable de cadena ligera LK26HUVKPW,Y (SEQ ID NO: 16);

(x) un anticuerpo que comprende la region variable de cadena pesada LK26HuVH SLF (SEQ ID NO: 19) y la
region variable de cadena ligera LK26HUVKPW,Y (SEQ ID NO: 16); y

(y) un anticuerpo que comprende la region variable de cadena pesada LK26HuVH FAIS, N (SEQ ID NO: 18) y la
regién variable de cadena ligera LK26HUVKPW,Y (SEQ ID NO: 16).

En una realizacion particular, el anticuerpo se une al mismo epitopo que el anticuerpo MORADb-003. En otra
realizacién, el anticuerpo incluye SEQ ID NO: 1 (GFTFSGYGLS) como CDRH1, SEQ ID NO: 2
(MISSGGSYTYYADSVKG) como CDRH2, SEQ ID NO: 3 (HGDDPAWFAY) como CDRH3, SEQ ID NO: 4
(SVSSSISSNNLH) como CDRL1, SEQ ID NO: 5 (GTSNLAS) como CDRL2 y SEQ ID NO: 6 (QQWSSYPYMYT)
como CDRL3. En otra realizacion, el anticuerpo es el anticuerpo MOV18. En otra realizacién adicional, el anticuerpo
se une al mismo epitopo que el anticuerpo MOV18. En una realizacién adicional, el anticuerpo comprende una
cadena ligera de region variable seleccionada del grupo que consiste en LK26HuVK (SEQ ID NO: 13); LK26HuVKY
(SEQ ID NO: 14); LK26HUVKPW (SEQ ID NO: 15); y LK26HUVKPW.,Y (SEQ ID NO: 16). Alternativamente o en
combinacion, el anticuerpo incluye una cadena pesada de region variable seleccionada del grupo que consiste en
LK26HuVH (SEQ ID NO: 17); LK26HuVH FAIS,N (SEQ ID NO: 18); LK26HuVH SLF (SEQ ID NO: 19); LK26HuVH Il
(SEQ ID NO: 20); y LK26KOLHUVH (SEQ ID NO: 21). En ciertas realizaciones, el anticuerpo incluye (i) la region
variable de cadena pesada LK26KOLHuVH (SEQ ID NO: 21) y la region variable de cadena ligera LK26HUVKPW,Y
(SEQ ID NO: 16); la region de cadena pesada variable LK26HuVH SLF (SEQ ID NO: 19) y la region variable de
cadena ligera LK26HUVKPW,Y (SEQ ID NO: 16); o la region variable de cadena pesada LK26HuVH FAIS,N (SEQ ID
NO: 18) y la region variable de cadena ligera LK26HUVKPW,Y (SEQ ID NO: 16).

En una realizacién particular, el nivel de FRa en la muestra derivada de dicho sujeto se evalla poniendo en contacto
la muestra con un par de anticuerpos seleccionados del grupo que consiste en (a) anticuerpo MOV 18 inmovilizado a
un soporte sdlido y etiguetado como anticuerpo MORAb-003; (b) anticuerpo 9F3 inmovilizado a un soporte soélido y
etiguetado como anticuerpo 24F12; (c) anticuerpo 26B3 inmovilizado a un soporte sélido y etiquetado como
anticuerpo 19D4; y (d) anticuerpo 9F3 inmovilizado a un soporte sélido y etiquetado como anticuerpo 26B3.

En ciertas realizaciones, el anticuerpo se selecciona del grupo que consiste en un anticuerpo de ratén, un anticuerpo
humano, un anticuerpo humanizado, un anticuerpo biespecifico, un anticuerpo quimérico, un Fab, Fab'2, ScFv,
SMIP, aficuerpo, avimero, versacuerpo, nanocuerpo, y un dominio de anticuerpo. Alternativamente, o en
combinacion, el anticuerpo estd marcado, por ejemplo, con un marcador seleccionado del grupo que consiste de un
marcador radiactivo, marcador de biotina, marcador croméforo, marcador fluoréforo, o un marcador enzimatico.

En ciertas realizaciones, el nivel de FRa se determina mediante el uso de una técnica seleccionada del grupo que
consiste en andlisis de transferencia western, radioinmunoensayo, inmunofluorimetria, inmunoprecipitacion, didlisis
de equilibrio, inmunodifusién, ensayo en fase de disolucién, inmunoensayo de electroquimioluminiscencia (ECLIA) y
ensayo ELISA.

En diversas realizaciones de los aspectos anteriores de la invencion, la muestra de control es un nivel de control
estandarizado de FRa en un sujeto sano.

En ciertas realizaciones, la muestra se trata con guanidina antes de determinar el nivel de FRa en la muestra.
Alternativamente o en combinacion, la muestra se diluye antes de determinar el nivel de FRa en la muestra.
Alternativamente, o en combinacién, la muestra se centrifuga, se agita con vortex, o0 ambos, antes de determinar el
nivel de FRa en la muestra.

En un aspecto adicional, la presente invencion proporciona un método para tratar a un sujeto que padece cancer de
ovario o cancer de pulmén, mediante la determinacion del nivel de receptor de folato alfa (FRa) que no esta unido a
una célula en una muestra derivada del sujeto; y comparando el nivel de receptor de folato alfa (FRa) que no esta
unido a una célula en la muestra con el nivel de FRa en una muestra de control, donde una diferencia entre los
niveles de FRa en la muestra derivada del sujeto y la muestra de control es un indicio de que el sujeto respondera al
tratamiento con MORADb-003; en el que el nivel de FRa en la muestra derivada del sujeto se evalia poniendo en
contacto la muestra con (a) anticuerpo MOV18 inmovilizado a un soporte sélido y etiquetado como anticuerpo
MORADb-003, (b) anticuerpo 9F3 inmovilizado a un soporte sélido y etiquetado como anticuerpo 24F12, (c)
anticuerpo 26B3 inmovilizado a un soporte sélido y etiquetado como anticuerpo 19D4, y (d) anticuerpo 9F3
inmovilizado a un soporte solido y etiquetado como anticuerpo 26B3. Por ejemplo, la muestra puede ser orina, suero,
plasma o ascitis.

En diversas realizaciones de los aspectos anteriores de la invencion, el MORADb-003 para el tratamiento es (a) un
anticuerpo que comprende la secuencia de cadena pesada de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 7 y la
secuencia de aminoacidos de cadena ligera mostrada en la SEQ ID NO: 8; (b) un anticuerpo que se une al mismo
epitopo que el anticuerpo MORADb-003; o (c) un anticuerpo que comprende la SEQ ID NO: 1 (GFTFSGYGLS) como
CDRH1, la SEQ ID NO: 2 (MISSGGSYTYYADSVKG) como CDRH2, la SEQ ID NO: 3 (HGDDPAWFAY) como
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CDRH3, la SEQ ID NO: 4 (SVSSSISSNNLH) como CDRL1, la SEQ ID NO: 5 (GTSNLAS) como CDRL2 y la SEQ ID
NO: 6 (QQWSSYPYMYT) como CDRL3.

Kits

En un aspecto, la presente invencion proporciona el uso de un kit para evaluar si un sujeto padece un cancer que
expresa FRa o para evaluar la progresion de un cancer que expresa FRa en un sujeto, el kit incluye medios para
determinar el nivel de receptor de folato alfa (FRa) que no esta unido a una célula en una muestra derivada del
sujeto; e instrucciones para uso del kit para evaluar si el sujeto padece un cancer que expresa FRa o para evaluar la
progresion de un cancer que expresa FRa. Por ejemplo, el cancer que expresa FRa se selecciona del grupo que
consiste en cancer de pulmoén, mesotelioma, cancer de ovario, cancer renal, cancer cerebral, cancer de cuello
uterino, cancer nasofaringeo, carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello, cancer de endometrio, cancer de
mama, cancer de vejiga, cancer de pancreas, cancer de hueso, cancer pituitario, cancer colorrectal y cancer de
tiroides medular. En una realizacién particular, el cancer que expresa FRa es cancer de ovario. En otra realizacién
adicional, el cancer que expresa FRa es cancer de pulmén de célula no pequefia, por ejemplo, adenocarcinoma. En
una realizacién adicional, la muestra es orina, suero, plasma o ascitis.

En una realizacion adicional, los medios incluyen un agente de unién de receptor de folato alfa (FRa), por ejemplo,
un anticuerpo. En una realizacion adicional, el anticuerpo se selecciona del grupo que consiste en

a) un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo MORAb-003;
MISSGGSYTYYADSVKG) como CDRH2, SEQ ID NO: 3 (HGDDPAWFAY) como CDRH3, SEQ ID NO: 4

SVSSSISSNNLH) como CDRL1, SEQ ID NO: 5 (GTSNLAS) como CDRL2 y SEQ ID NO: 6 (QQWSSYPYMYT)
como CDRLS;

(
(b) un anticuerpo que comprende la SEQ ID NO: 1 (GFTFSGYGLS) como CDRH1, SEQ ID NO: 2
(
(

(c) el anticuerpo MOV18;
(d) un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo MOV18;
e) el anticuerpo 548908;
f) un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo 548908;

g) el anticuerpo 6D398;

— o~ o~~~

h) un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo 6D398;
(i) un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo 26B3;

() un anticuerpo que comprende SEQ ID NO: 55 (GYFMN) como CDRH1, SEQ ID NO: 56
(RIFPYNGDTFYNQKFKG) como CDRH2, SEQ ID NO: 57 (GTHYFDY) como CDRH3, SEQ ID NO: 51
(RTSENIFSYLA) como CDRL1, SEQ ID NO: 52 (NAKTLAE) como CDRL2 y SEQ ID NO: 53 (QHHYAFPWT)
como CDRL3;

k) el anticuerpo 26B3;

[) un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo 19D4;

(
(
(m) un anticuerpo que comprende SEQ ID NO: 39 (HPYMH) como CDRH1, SEQ ID NO: 40
(RIDPANGNTKYDPKFQG) como CDRH2, SEQ ID NO: 41 (EEVADYTMDY) como CDRH3, SEQ ID NO: 35
(RASESVDTYGNNFIH) como CDRL1, SEQ ID NO: 36 (LASNLES) como CDRL2 y SEQ ID NO: 37
(QQNNGDPWT) como CDRLS;

(n) el anticuerpo 19D4;

0) un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo 9F3;
YIKSDGSNNYNPSLKN) como CDRH2, SEQ ID NO: 33 (EWKAMDY) como CDRH3, SEQ ID NO: 27

RASSTVSYSYLH) como CDRL1, SEQ ID NO: 28 (GTSNLAS) como CDRL2 y SEQ ID NO: 29 (QQYSGYPLT)
como CDRLS3;

(
(p) un anticuerpo que comprende SEQ ID NO: 31 (SGYYWN) como CDRH1, SEQ ID NO: 32
(
(

(q) el anticuerpo 9F3;
(r) un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo 24F12;

(s) un anticuerpo que comprende SEQ ID NO: 47 (SYAMS) como CDRH1, SEQ ID NO: 48
(EIGSGGSYTYYPDTVTG) como CDRH2, SEQ ID NO: 49 (ETTAGYFDY) como CDRH3, SEQ ID NO: 43
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(SASQGINNFLN) como CDRL1, SEQ ID NO: 44 (YTSSLHS) como CDRL2 y SEQ ID NO: 45 (QHFSKLPWT)
como CDRL3;

(t) el anticuerpo 24F12;

(u) un anticuerpo que comprende una cadena ligera de regién variable seleccionada del grupo que consiste en
LK26HUVK (SEQ ID NO: 13); LK26HuVKY (SEQ ID NO: 14); LK26HuVKPW (SEQ ID NO: 15); y
LK26HUVKPW,Y (SEQ ID NO: 16);

(v) un anticuerpo que comprende una cadena pesada de region variable seleccionada del grupo que consiste en
LK26HuUVH (SEQ ID NO: 17); LK26HUVH FAIS, N (SEQ ID NO: 18); LK26HuVH SLF (SEQ ID NO: 19);
LK26HuUVH I,I (SEQ ID NO: 20); y LK26KOLHuVH (SEQ ID NO: 21);

(w) un anticuerpo que comprende la region variable de cadena pesada LK26KOLHuVH (SEQ ID NO: 21) y la
region variable de cadena ligera LK26HUVKPW.,Y (SEQ ID NO: 16);

(x) un anticuerpo que comprende la region variable de cadena pesada LK26HuVH SLF (SEQ ID NO: 19) y la
region variable de cadena ligera LK26HUVKPW,Y (SEQ ID NO: 16); y

(y) un anticuerpo que comprende la region variable de cadena pesada LK26HuVH FAIS,N (SEQ ID NO: 18) y la
regién variable de cadena ligera LK26HUVKPW,Y (SEQ ID NO: 16).

En ciertas realizaciones, el anticuerpo esta marcado, incluyendo, pero no limitado a, un marcador radiactivo, un
marcador de biotina, un marcador croméforo, un marcador fluoréforo, o un marcador enzimatico.

En otra realizacion adicional, el kit incluye un medio para obtener una muestra del sujeto.
La presente invencion se ilustra adicionalmente mediante la siguiente descripcion detallada y las siguientes figuras.
Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 es una representacién esquematica de un método de inmunoensayo de electroquimioluminiscencia
(ECLIA) para evaluar FRa en orina, tal como se describe en los Ejemplos. El anticuerpo MOV18 unido a soportes
solidos se unié al FRa de la orina. El FRa fue detectado posteriormente por unién a anticuerpo MORAb-003
marcado con Ru.

La Figura 2 muestra la distribucion de niveles de FRa en la orina de sujetos con cancer de ovario y de sujetos de
control normales, medidos mediante ECLIA (véase el Ejemplo 1).

La Figura 3 representa la deteccion de FRa en la orina de pacientes con cancer de ovario (banda pélida en el
carril 1, banda clara en el carril 2) usando inmunotransferencia (véase el Ejemplo 5).

La Figura 4 muestra la distribucion de niveles de FRa en la orina de los sujetos con cancer de ovario y los
sujetos de control normales, medidos mediante ECLIA después de tratarse la orina con guanidina, tal como se
describe en el Ejemplo 7.

La Figura 5 representa una curva ROC que muestra la sensibilidad y especificidad de la medicion ECLIA de
niveles de FRa en orina después de que la orina fuera tratada con guanidina, tal como se describe en el Ejemplo
7. El area bajo la curva (AUC) mide la precisién del ensayo para separar los sujetos con cancer de ovario de los
sujetos de control. Se us6 un valor de corte de 9100 pg/mL (por encima del cual se considerd los resultados de la
prueba como anormales).

La Figura 6 muestra la distribucién de niveles de FRa en sujetos con cancer de ovario (OC) y en sujetos de
control normales después de la correccion para los niveles de creatinina. Hay una diferencia estadisticamente
significativa entre los pacientes de cancer de ovario y los controles en los niveles corregidos para creatinina de
FRa (p=0,007)-(véase el Ejemplo 8).

La Figura 7 representa un analisis ROC de los niveles de FRa corregidos para creatinina determinados usando
ensayo de electroquimioluminiscencia (ECLIA) de muestras de orina tratadas con guanidina (véase el Ejemplo
8).

La Figura 8 es una representacién esquematica del método de inmunoensayo enzimatico (EIA) utilizado para
evaluar el nivel de FRa (es decir, FRa) en muestras, como se describe en el Ejemplo 9. MOV-18 actu6é como el
anticuerpo de captura, que se uni6 al FRa de fluidos biolégicos. El FRa fue detectado mediante la unién a
MORADb-003 biotinilado, que se detectdé usando peroxidasa de rabano conjugada con avidina (avidina-HRP).

La Figura 9 representa los resultados obtenidos para la medicién de FRa en suero utilizando procedimientos de
incubacién de uno y de dos pasos, como se describe en el Ejemplo 9.
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La Figura 10 es una representacion esquematica de las tres combinaciones diferentes de anticuerpos de captura
y detector que se utilizaron con el método de inmunoensayo enzimatico (EIA) para evaluar el nivel de FRa en
plasma humano, como se describe en el Ejemplo 11.

La Figura 11 muestra las concentraciones plasmaticas de FRa (pg/ml) correspondientes a sujetos individuales
determinadas utilizando EIA con tres combinaciones de anticuerpos de captura y detector, como se describe en
el Ejemplo 11.

La Figura 12 representa la relacion entre los valores de DO y las concentraciones de FRa (véase el Ejemplo 11).

La Figura 13 muestra la distribucién de concentraciones de FRa en plasma en sujetos con cancer de ovario y en
sujetos de control normales, determinada mediante EIA (véase el Ejemplo 12).

La Figura 14 representa la correlacion entre concentraciones plasmaticas de FRa determinadas utilizando EIA y
ECLIA (véase el Ejemplo 12).

La Figura 15 muestra las correlaciones entre las medidas ECLIA de niveles de FRa en suero y orina. La
correlacion para pacientes con cancer fue de r=0,24 (panel superior) y la correlacion para los pacientes con
cancer de ovario fue de r=-0,76 (panel inferior) (véase el Ejemplo 13).

La Figura 16 muestra la correlacién de los niveles de FRa en suero frente a plasma para los ensayos llevados a
cabo usando el par 1 (véase el Ejemplo 16).

La Figura 17 muestra la correlacién de los niveles de FRa en suero frente a plasma para los ensayos llevados a
cabo usando el par 2 (véase el Ejemplo 16).

La Figura 18 muestra la correlacion de los niveles en suero de FRa para los ensayos llevados a cabo usando el
par 1 frente al par 2 (véase el Ejemplo 16).

La Figura 19 muestra la correlacion de los niveles en plasma de FRa para los ensayos llevados a cabo usando el
par 1 frente al par 2 (véase el Ejemplo 16).

La Figura 20 muestra la correlacion intradia de niveles en suero de FRa para los ensayos llevados a cabo
usando el par 2 (Ejemplo 16).

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se basa, al menos en parte, en el descubrimiento inesperado de que el receptor de folato alfa
(FRa), no unido a una célula, se encuentra en niveles elevados en los fluidos corporales, por ejemplo, orina o suero,
de un sujeto que tiene un cancer que expresa FRa tal como cancer de pulmén o de ovario en comparacién con una
muestra de control. Ademas, la presente invencidén se basa, al menos en parte, en la identificacion de un ensayo
inmunoloégico que exhibe la sensibilidad necesaria para la evaluacién de niveles de FRa en muestras, donde intentos
previos han fallado repetidamente. Como resultado, la presente invencién proporciona métodos para diagnosticar un
cancer que expresa FRa mediante la evaluacion de los niveles de un FRa no unido a una célula en muestras
derivadas del sujeto. De hecho, la presente invencién supera los retos observados durante los intentos previos para
desarrollar un ensayo de diagndstico basado en FRa para canceres que expresan FRa, tales como el cancer de
ovario, proporcionando un ensayo inmunolégico capaz de evaluar con precision los niveles de FRa no unido a una
célula en las muestras.

Por consiguiente, se proporcionan los métodos y kits para evaluar si un sujeto tiene o esta en riesgo de desarrollar
un cancer que expresa FRa y, ademas, para evaluar la progresion del cancer que expresa FRa. En diversas
realizaciones, los métodos implican la comparacién de niveles de FRa no unido a una célula en muestras, por
ejemplo, orina y suero, en comparacion con los niveles de control, en la evaluacién de la presencia, el grado o el
riesgo de desarrollo de cancer de ovario en el sujeto. En realizaciones particulares, los métodos implican el uso del
anticuerpo MORADb-003, anticuerpos que se unen al mismo epitopo que el anticuerpo MORAb-003 o anticuerpos que
tienen la SEQ ID NO: 1 (GFTFSGYGLS) como CDRH1, la SEQ ID NO: 2 (MISSGGSYTYYADSVKG) como CDRH2,
la SEQ ID NO: 3 (HGDDPAWFAY) como CDRH3, la SEQ ID NO: 4 (SVSSSISSNNLH) como CDRL1, la SEQ ID NO:
5 (GTSNLAS) como CDRL2 y la SEQ ID NO: 6 (QQWSSYPYMYT) como CDRLS, en la evaluacion de los niveles de
FRa no unido a una célula en una muestra, por ejemplo, orina o suero. Alternativamente o adicionalmente, el
anticuerpo MOV18 o un anticuerpo que se une al mismo epitopo del anticuerpo MOV18, el anticuerpo 548908, un
anticuerpo que se une al mismo epitopo del anticuerpo 548908, el anticuerpo 6D398 o un anticuerpo que se une al
mismo epitopo del anticuerpo 548908, pueden utilizarse de acuerdo con los métodos de la presente invencion.

En las siguientes subsecciones se describen varios aspectos de la invencion con mas detalle:
I. Definiciones

Tal como se usa en el presente documento, cada uno de los siguientes términos tiene el significado asociado en
esta seccion.
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Los articulos "un" y "una" se usan aqui para referirse a uno 0 a mas de uno (es decir, al menos uno) del objeto
gramatical del articulo. A modo de ejemplo, "un elemento” significa un elemento o mas de un elemento.

Tal como se usa en el presente documento, el término "sujeto" se refiere a humanos y a animales no humanos,
incluyendo sujetos veterinarios. El término "animal no humano" incluye todos los vertebrados, por ejemplo,
mamiferos y no mamiferos, tales como primates no humanos, ratones, conejos, ovejas, perro, gato, caballo, vaca,
pollos, anfibios y reptiles. En una realizacion preferida, el sujeto es un humano.

Los términos "cancer" o "tumor" son bien conocidos en la técnica y se refieren a la presencia, por ejemplo, en un
sujeto, de células que poseen caracteristicas tipicas de células causantes de cancer, tales como la proliferacion
incontrolada, inmortalidad, potencial metastasico, rapido crecimiento y velocidad de proliferacion, y ciertas
propiedades morfologicas caracteristicas. Las células cancerosas a menudo se encuentran en la forma de un tumor,
pero dichas células pueden existir solas dentro de un sujeto, o pueden ser células cancerosas no tumorigénicas,
tales como células de leucemia. Tal como se utiliza en la presente memoria, el término "cancer" incluye los canceres
pre-malignos, asi como los canceres malignos.

Tal como se usa en este documento, un "cancer que expresa FRa" incluye cualquier tipo de cancer caracterizado
porque las células cancerosas expresan FRa. En realizaciones concretas, el cancer que expresa FRa incluye
condiciones cancerosas que se caracterizan porque las células cancerosas son capaces de secretar, derramar,
exportar o liberar FRa de tal manera que se pueden detectar niveles elevados de FRa en una muestra bioldgica del
sujeto. Los canceres que expresan FRa incluyen, pero no se limitan a, cancer de pulmén (por ejemplo, carcinomas
bronquioalveolares, tumores carcinoides, y cancer de pulmdn de célula no pequena, tales como adenocarcinomas);
mesotelioma; cancer de ovarios; cancer renal; cancer de cerebro (por ejemplo, ependimoma anaplasico y
astrocitoma pilocitico juvenil cerebeloso); cancer de cuello uterino; cancer de la nasofaringe; tumor derivado de
mesodermo; carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello; cancer endometrial; adenocarcinomas de
endometrio del ovario, cistadenocarcinomas serosos, cancer de mama; cancer de vejiga; cancer de pancreas;
cancer de hueso (por ejemplo, osteosarcoma de alto grado); cancer de pituitaria (por ejemplo, adenoma de la
pituitaria). Véase por ejemplo, la Patente de EE.UU. N°® 7.754.698; la Solicitud de Patente de EE.UU. N°
2005/0232919; WO 2009/132081; Bueno R et al. J of Thoracic and Cardiovascular Surgery, 121 (2): 225-233 (2001);
Elkanat H & Ratnam M. Frontiers in Bioscience, 11, 506-519 (2006); Franklin, W.A. et al. Int J Cancer, Suppl 8: 89-95
(1994); Hartman L.C. et al. Int J Cancer 121: 938-942 (2007); lwakiri S et al. Annals of Surgical Oncology, 15 (3):
889-899; Weitman, S.D. et al. Cancer Res 52: 3396-3401 (1992); Saba NF et al. Head Neck, 31 (4): 475-481 (2009);
Yang R et al. Clin Cancer Res 13: 2557-2567 (2007). En una realizacion particular, el cancer que expresa FRa es
cancer de ovario. En otra realizacion, el cancer que expresa FRa es cancer de pulmén tal como cancer de pulmén
de célula no pequena. En otras realizaciones, el cancer que expresa FRa es cancer colorrectal y cancer de tiroides
medular.

Tal como se usa en la presente memoria, un sujeto que "padece un cancer que expresa FRa" es uno que ha sido
diagnosticado clinicamente con dicho cancer por un médico cualificado (por ejemplo, mediante los métodos de la
presente invencion), o uno que exhibe uno o mas signos o sintomas de un cancer (por ejemplo, niveles elevados de
FRa en fluidos biolégicos), y que es diagnosticado clinicamente posteriormente con dicho cancer por un médico
cualificado (por ejemplo, mediante los métodos de la presente invencién). Un sujeto no humano, que sirve como un
modelo animal de cancer que expresa FRa, también puede caer dentro del alcance de la expresién de un sujeto
"que padece un cancer que expresa FRa".

El término "cancer de ovario" se refiere a la enfermedad reconocida en la técnica e incluye cada uno de cancer de
ovario epitelial (EOC; >90% de cancer de ovario en los paises occidentales), tumores de células germinales
(aproximadamente 2-3% de cancer de ovario), y el cancer de ovario del estroma. El cancer de ovario se clasifica en
diferentes grupos basados en la diferenciacion del tejido tumoral. En el grado |, el tejido tumoral esta bien
diferenciado. En el grado I, el tejido tumoral estd moderadamente bien diferenciado. En el grado lll, el tejido tumoral
esté pobremente diferenciado. Este grado se correlaciona con un prondstico menos favorable que los grados | y 1.

El cancer de ovario se clasifica en diferentes estadios en base a la propagacién del cancer. El estadio | se limita
generalmente dentro de la céapsula que rodea un ovario (estadio 1A) o ambos ovarios (estadio 1B), aunque en
algunos canceres de estadio | (a saber, estadio IC), las células malignas pueden ser detectadas en la ascitis, en el
liquido de enjuague peritoneal, o en la superficie de los ovarios. El estadio Il implica la extension o metéstasis del
tumor a partir de uno 0 ambos ovarios a otras estructuras pélvicas. En el estadio llA, el tumor se extiende o se ha
metastatizado al Utero, las trompas de Falopio, o ambos. El estadio IIB implica la extension del tumor a la pelvis. El
estadio IIC es el estadio IIA o IIB en el que las células malignas pueden ser detectadas en la ascitis, en el liquido de
enjuague peritoneal, o en la superficie de los ovarios. En el estadio lll, el tumor comprende al menos una extension
maligna al intestino delgado o el epipléon, se han formado implantes peritoneales extrapélvicos de tamaro
microscopico (estadio 11IA) o macroscopico (<2 centimetros de diametro, estadio IlIB; > 2 centimetros de diametro,
estadio 1lIC), o se ha metastatizado a un ganglio linfatico inguinal o retroperitoneal (un indicador alternativo del
estadio llIC). En el estadio 1V, se puede detectar metastasis distante del tumor (es decir, no-peritoneal).

Las duraciones de los diversos estadios del cancer de ovario no se conocen actualmente, pero se cree que son al
menos de aproximadamente un afo cada uno (Richart et al., 1969, Am J. Obstet Gynecol. 105: 386). El prondstico
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disminuye al aumentar la designacion de estadio. Por ejemplo, las tasas de supervivencia a 5 afos para sujetos
humanos diagnosticados con cancer de ovario de estadio I, Il, lll y IV son de 80%, 57%, 25% y 8%, respectivamente.

Todos y cada uno de los tipos, grupos y estadios del cancer de ovario anteriores quedan abarcados por el término
"cancer de ovario" tal como se usa en el presente documento.

Tal como se utiliza aqui, el término "cancer de pulmén" se refiere a una enfermedad en los tejidos del pulmén que
implica un crecimiento celular incontrolado, que, en algunos casos, conduce a la metastasis. El cancer de pulmon es
la causa mas comun de muerte por cancer en hombres y mujeres. La mayoria de los canceres primarios de pulmén
son carcinomas de pulmén, derivados a partir de células epiteliales. Los principales tipos de cancer de pulmén son el
carcinoma de pulmoén de célula pequena (SCLC) y carcinoma de pulmén de célula no pequefia (NSCLC). En una
realizacién particular, el cancer que expresa FRa es un cancer de pulmon de célula no pequefa.

El cancer de pulmon de célula pequefa o carcinoma de pulmén de célula pequefia (SCLC) es un cancer maligno del
pulmén, en el que las células cancerosas tienen una forma plana y citoplasma escaso; por lo tanto, el SCLC a veces
es llamado "carcinoma de célula de avena". El SCLC generalmente es mas metastasico que el NSCLC, y a veces
aparece en combinacién con carcinomas de células escamosas.

Tal como se utiliza aqui, el término "cancer de pulmén de célula no pequefia", también conocido como carcinoma de
pulmén de célula no pequena (NSCLC), se refiere a un cancer de pulmén epitelial distinto del carcinoma de pulmén
de célula pequena (SCLC). Hay tres subtipos principales: adenocarcinoma, carcinoma de pulmén de células
escamosas y carcinoma de pulmoén de célula grande. Otros tipos menos comunes de cancer de pulmén de célula no
pequenia incluyen pleomorfico, tumor carcinoide, carcinoma de glandula salival, y carcinoma no clasificado. Los
adenocarcinomas representan aproximadamente el 40% de los canceres de pulmén, y son el tipo mas comudn de
cancer de pulmén en personas que nunca han fumado. Los carcinomas de células escamosas representan
aproximadamente el 25% de los canceres de pulmén. El carcinoma de células escamosas del pulmén es mas
comun en hombres que en mujeres, y esté correlacionado de forma ain mas clara con antecedentes de consumo de
tabaco que otros tipos de carcinoma de pulmén. Hay al menos cuatro variantes de carcinoma de células escamosas
de pulmén (papilar, de célula pequefia, de célula clara, y basaloide). Los carcinomas de pulmén de célula grande
son un grupo heterogéneo de neoplasmas malignos que se originan a partir de células epiteliales transformadas del
pulmén. Los carcinomas de pulmén de célula grande son carcinomas que carecen de las caracteristicas
microscopicas ligeras del carcinoma de célula pequefia, el carcinoma de célula escamosa, o el adenocarcinoma.

Se utilizan diferentes sistemas de clasificacién para SCLC y NSCLC. El SCLC se clasifica como enfermedad limitada
confinada al hemitérax ipsilateral o como enfermedad extensiva con metéstasis mas alld del hemitérax ipsilateral.

El NSCLC puede clasificarse utilizando el sistema de estadificacion de tumor-nodos-metastasis (TNM). Véase Spira
J & Ettinger, D.S. Multidisciplinary management of lung cancer, N Engl J Med, 350: 382 (2004) (en adelante, Spira);
Greene FL, Page DL, Fleming ID, Fritz AG, Balch CM, Haller DG, et al (eds). AJCC Cancer Staging Manual. 62
edicion. Nueva York: Springer-Verlag, 2002: 167-77 (en lo sucesivo, Greene); Sobin LH, Wittekind CH (eds).
Internacional Union Against Cancer. TNM classificacion of malignant tumors. 62 edicion. Nueva York: Wiley-Liss
(2002) (en adelante, Sobin). Ademas, el NSCLC se trata tipicamente segun el estadio del cancer determinado por el
siguiente esquema de clasificacion (véase http://www.cancer.gov/cancertopics/pdg/treatment/non-small-cell-
lung/Patient/page2#Keypoint10).

En el estadio oculto (escondido), se observan células cancerosas en el esputo (moco expulsado de los pulmones),
pero no se observa ningun tumor en el pulmén mediante imagenes o broncoscopia, o el tumor es demasiado
pequerio para ser revisado.

En el estadio 0 (carcinoma in situ), se observan células anormales en el revestimiento de las vias respiratorias.
Estas células anormales se pueden volver cancerosas y diseminarse hasta el tejido cercano normal. El estadio 0
también se llama carcinoma in situ.

Estadio I, en el que se ha formado el cancer, se divide en los estadios IA y IB.
En el estadio IA, el tumor esta solo en el pulmén y es de 3 centimetros 0 menos.

En el estadio IB, el cancer no se ha extendido a los ganglios linfaticos y se cumple una o mas de las siguientes
afirmaciones: (i) El tumor es mayor de 3 centimetros, pero no mayor de 5 centimetros; (ii) el cancer se ha
diseminado al bronquio principal y esta al menos 2 centimetros por debajo de donde la traquea se une con el
bronquio; (iii) el cancer se ha extendido a la capa mas interna de la membrana que cubre el pulmén; (iv) una parte
del pulmén se ha colapsado o ha desarrollado neumonitis (inflamacién del pulmén) en el area donde la traquea se
une con el bronquio.

En estadio llIA, el cancer se ha extendido a ciertos ganglios linfaticos del mismo lado del pecho que el tumor
primario; el cancer es (a) de 5 cm o mas pequefo, (b) se ha extendido hasta el bronquio principal, y/o (c) se ha
extendido a la capa mas interna del revestimiento del pulmon. O, el cancer no se ha diseminado a los ganglios
linfaticos; el cancer es (d) mayor de 5 cm, pero no de 7 cm, (e) se ha extendido hasta el bronquio principal, y/o (f) se
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ha extendido a la capa mas interna del revestimiento del pulmén. Parte del pulmén puede haberse colapsado o
haberse inflamado. El estadio IIA se divide en dos secciones, dependiendo del tamafo del tumor, de donde se
encuentra el tumor, y de si existe cancer en los ganglios linfaticos. En la primera seccién, el cancer se ha
diseminado a los ganglios linfaticos en el mismo lado del pecho del tumor. Los ganglios linfaticos con cancer estan
dentro del pulmdn o cerca del bronquio. Ademas, una o mas de las siguientes afirmaciones es cierta: (i) el tumor no
tiene mas de 5 centimetros, (ii) el cancer se ha diseminado al bronquio principal y esta al menos 2 centimetros por
debajo de donde la traquea se une con el bronquio, (iii) el cancer se ha extendido a la capa mas interna de la
membrana que cubre el pulmén, (iv) una parte del pulmén se colapsa o desarrolla neumonitis (inflamacion del
pulmén) en el area donde la traquea se une con el bronquio. En la segunda seccién, el cancer no se ha diseminado
a los ganglios linfaticos y una o mas de las siguientes situaciones es cierta: (i) el tumor es mayor de 5 centimetros,
pero no de 7 centimetros, (ii) el cancer se ha diseminado al bronquio principal y esta al menos 2 centimetros por
debajo de donde la traquea se une con el bronquio, (iii) el cancer se ha extendido a la capa mas interna de la
membrana que cubre el pulmén, (iv) una parte del pulmén se colapsa o desarrolla neumonitis (inflamacién del
pulmoén) en la zona donde la traquea se une con el bronquio.

En el estadio 1IB, el cancer se ha extendido a ciertos ganglios linfaticos en el mismo lado del pecho que el tumor
primario; el cancer es (a) mayor de 5 cm, pero no de 7 cm, (b) se ha extendido hasta el bronquio principal, y/o (c) se
ha extendido a la capa mas interna del revestimiento del pulmén. Parte del pulmén puede haberse colapsado o
inflamado. Alternativamente, (d) el cancer es mayor de 7 cm; (e) se ha extendido hasta el bronquio principal, (f) el
diafragma, (g) la pared toracica o el revestimiento de la pared toracica; y/o (h) se ha extendido a la membrana que
rodea el corazén. Puede haber uno o mas tumores separados en el mismo lébulo del pulmén; el cancer puede
haberse diseminado al nervio que controla el diafragma; todo el pulmén puede haberse colapsado o inflamado. El
estadio |IB se divide en dos secciones, dependiendo del tamarfo del tumor, de dénde se encuentra el tumor, y de si
existe cancer en los ganglios linfaticos. En la primera seccion, el cancer se ha diseminado a los ganglios linfaticos
cercanos del mismo lado del pecho del tumor. Los ganglios linfaticos con cancer estan dentro del pulmén o cerca del
bronquio. Ademas, uno o0 mas de las siguientes afirmaciones es cierta: (i) el tumor es mayor de 5 centimetros, pero
no de 7 centimetros, (ii) el cancer se ha diseminado al bronquio principal y esté al menos 2 centimetros por debajo
de donde la trdquea se une a los bronquios, (iii) el cancer se ha extendido a la capa mas interna de la membrana
que cubre el pulmoén, (iv) una parte del pulmén se ha colapsado o ha desarrollado neumonitis (inflamacion del
pulmoén) en el &rea donde la trdquea se une con el bronquio. En la segunda seccion, el cancer no se ha diseminado
a los ganglios linfaticos y una o mas de las siguientes situaciones es cierta: (i) el tumor es mayor que 7 centimetros,
(i) el cancer se ha diseminado al bronquio principal (y estd menos de 2 centimetros por debajo de donde la traquea
se une con el bronquio), la pared toracica, el diafragma, o el nervio que controla el diafragma, (iii) el cancer se ha
extendido a la membrana que rodea el corazén o al revestimiento de la pared del pecho, (iv) todo el pulmén se ha
colapsado o ha desarrollado neumonitis (inflamacion del pulmén), (v) hay uno o mas tumores separados en el mismo
I6bulo del pulmén.

El estadio IlIA se divide en tres secciones, dependiendo del tamafio del tumor, de donde se encuentra el tumor, y de
qué ganglios linfaticos tienen cancer (si es que hay alguno). En la primera seccion del estadio IlIA, el cancer se ha
diseminado a los ganglios linfaticos del mismo lado del pecho que el tumor. Los ganglios linfaticos con cancer estan
cerca del esterndn (hueso toracico) o donde el bronquio entra en el pulmén. También, el tumor puede ser de
cualquier tamano; parte del pulmén (donde la traquea se une con el bronquio) o todo el pulmén puede haberse
colapsado o haber desarrollado neumonitis (inflamacién del pulmén); puede haber uno o méas tumores separados en
el mismo l6bulo del pulmén; y el cancer puede haberse diseminado a cualquiera de los siguientes: (i) bronquio
principal, pero no el area donde la traquea se une con el bronquio, (ii) pared toracica, (iii) el diafragma y el nervio que
lo controla, (iv) la membrana alrededor del pulmén o el revestimiento de la pared del pecho, (iv) la membrana
alrededor del corazén. En la segunda seccion del estadio IlIA, el cancer se ha diseminado a los ganglios linfaticos
del mismo lado del pecho que el tumor. Los ganglios linfaticos con cancer estan dentro del pulmén o cerca del
bronquio. También, el tumor puede ser de cualquier tamano; todo el pulmén puede haberse colapsado o haber
desarrollado neumonitis (inflamacion del pulmén); puede haber uno o mas tumores separados en cualquiera de los
I6bulos del pulmdn con cancer; y el cancer puede haberse diseminado a cualquiera de los siguientes: (i) bronquio
principal, pero no el area donde la traquea se une con el bronquio, (ii) pared toracica, (iii) el diafragma y el nervio que
lo controla, (iv) la membrana alrededor del pulmén o el revestimiento de la pared del pecho, (v) el corazén o la
membrana alrededor de él, (vi) los vasos sanguineos principales que conducen al corazén o que salen desde el
corazon, (vi) la traquea, (vii) el eséfago, (viii) el nervio que controla la laringe (caja de voz), (ix) el esternén (hueso
toracico) o la columna vertebral, (x) la carina traqueal (donde la traquea se une con los bronquios). En la tercera
seccion del estadio IlIA, el cancer no se ha diseminado a los ganglios linfaticos y el tumor puede ser de cualquier
tamafo, y el cancer se ha diseminado a cualquiera de los siguientes: (i) el corazén, (ii) los principales vasos
sanguineos que conducen hacia el corazén o que salen desde el corazon, (iii) la traquea, (iv) el eséfago, (v) el nervio
que controla el laringe (caja de voz), (vi) el esternén (hueso toracico) o la columna vertebral, (vi) la carina traqueal
(donde la traquea se une con los bronquios).

El estadio 11IB se divide en dos secciones, dependiendo del tamario del tumor, de donde se encuentra el tumor, y de
qué ganglios linfaticos tienen cancer. En la primera seccion, el cancer se ha diseminado a los ganglios linfaticos
situados encima de la clavicula o a los ganglios linfaticos del lado opuesto del pecho que el tumor; el tumor puede
ser de cualquier tamafo; parte del pulmon (donde la traquea se une con el bronquio) o todo el pulmén puede haber
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colapsado o haber desarrollado neumonitis (inflamacién del pulmén); puede haber uno o méas tumores separados en
cualquiera de los I6bulos del pulmén con céncer; y el cancer puede haberse diseminado a cualquiera de los
siguientes: (i) bronquio principal, (ii) pared toracica, (iii) el diafragma y el nervio que lo controla, (iv) la membrana
alrededor del pulmén o el revestimiento de la pared del pecho, (iv) el corazén o la membrana alrededor de él, (v) los
vasos sanguineos principales que conducen al corazén o que salen desde el corazon, (vi) la traquea, (vii) el esofago,
(viii) el nervio que controla la laringe (caja de voz), (ix) el esterndn (hueso toracico) o la columna vertebral, (x) la
carina traqueal (donde la traquea se une con los bronquios). En la segunda seccién del estadio 11IB, el cancer se ha
diseminado a los ganglios linfaticos del mismo lado del pecho que el tumor; los ganglios linfaticos con cancer estan
cerca del estern6n (hueso toracico) o donde el bronquio entra en el pulmén; el tumor puede ser de cualquier tamafo;
puede haber tumores separados en diferentes Iébulos del mismo pulmén; y el cancer se ha diseminado a cualquiera
de los siguientes: (i) el corazdn, (ii) los principales vasos sanguineos que van hacia el corazén o que salen desde el
corazon, (iii) la traquea, (iv) el esoéfago, (v) el nervio que controla la laringe (caja de la voz), (vi) el esternén (hueso
toracico) o la columna vertebral, (vii) la carina traqueal (donde la traquea se une con los bronquios).

En el estadio IV, el tumor puede ser de cualquier tamafo y el cancer puede haberse diseminado a los ganglios
linfaticos. Una o mas de las siguientes afirmaciones es cierta: hay uno o mas tumores en ambos pulmones; el cancer
se encuentra en el liquido alrededor de los pulmones o el corazén; el cancer se ha extendido a otras partes del
cuerpo, como el cerebro, el higado, las glandulas suprarrenales, los rifiones, o el hueso.

Por consiguiente, en diversas realizaciones de la invencién anterior, el cancer de pulmén puede clasificarse en
cualquiera de los estadios anteriores (por ejemplo, oculto, estadio 0, estadio A, estadio IB, estadio IIA, estadio 1B,
estadio IlIA, estadio 11IB o estadio IV) en base a la evaluacién de los niveles de FRa no unido a una célula, tal como
una célula normal o cancerosa, en una muestra (por ejemplo, orina o suero) de un sujeto.

Tal como se utiliza aqui, el término "receptor de folato alfa” (también referido como FRa, FR-alfa, FOLR-1 o FOLRT1)
se refiere a la isoforma alfa del receptor de folato de alta afinidad. El FRa ligado a membrana se une a la superficie
celular mediante un anclaje de glicosil fosfatidilinositol (GPI)), se recicla entre los compartimentos extracelulares y
endociticos y es capaz de transportar folato al interior de la célula. El FRa se expresa en una variedad de tejidos
epiteliales, incluyendo los del tracto reproductivo femenino, la placenta, la mama, los tubulos proximales del rifién, el
plexo coroideo, el pulmén y las glandulas salivales. Las formas solubles de FRa se pueden derivar a través de la
accioén de proteasas o fosfolipasa en los receptores de folato ligado a membrana.

Las secuencias de nucledtidos y aminoacidos de consenso correspondientes al FRa humano se presentan en el
presente documento como SEQ ID NO: 24 y 25, respectivamente. Las variantes, por ejemplo, variantes alélicas
naturales o secuencias que contienen al menos una sustitucién de aminoacidos, quedan abarcadas por los términos
usados en la presente memoria.

Tal como se utiliza aqui, el término "no unido a una célula" se refiere a FRa que no esta unido a la membrana celular
de una célula, tal como una célula cancerosa. En una realizacién particular, el FRa no unido a una célula no esta
unido a ninguna célula y se encuentra flotando libremente o solubilizado en fluidos biolégicos, por ejemplo, orina o
suero. Por ejemplo, el FRa puede ser derramado, secretado o exportado desde células normales o cancerosas, por
ejemplo, desde la superficie de células cancerosas, a los fluidos biolégicos.

El "nivel" del receptor de folato alfa no unido a una célula, tal como se usa en el presente documento, se refiere al
nivel de la proteina de receptor de folato alfa determinada usando cualquier método conocido en la técnica para la
medicién de niveles de proteina. Tales métodos incluyen, por ejemplo, electroforesis, electroforesis capilar,
cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC), cromatografia en capa fina (TLC), cromatografia de hiperdifusion,
reacciones de precipitina de fluido o gel, la espectroscopia de absorcién, ensayos colorimétricos, ensayos
espectrofotométricos, citometria de flujo, inmunodifusién (simple o doble), ensayo en fase de disolucion,
inmunoelectroforesis, transferencia western, radioinmunoensayo (RIA), ensayos de inmunoabsorcién ligada a
enzima (ELISA), ensayos de inmunofluorescencia, e inmunoensayo de electroquimioluminiscencia (ejemplificado
mas adelante), y similares. En una realizacion preferida, el nivel se determina usando técnicas basadas en
anticuerpos, como se describe en mas detalle en el presente documento.

En general, es preferible inmovilizar o bien un anticuerpo o una proteina de unién especifica para FRa no unido a
una célula en un soporte sélido para las transferencias western y para las técnicas de inmunofluorescencia. Los
soportes 0 vehiculos de fase sélida adecuados incluyen cualquier soporte capaz de unirse a un antigeno o un
anticuerpo. Los soportes o vehiculos bien conocidos incluyen vidrio, poliestireno, polipropileno, polietileno, dextrano,
nylon, amilasas, celulosas naturales y modificadas, poliacrilamidas, gabros y magnetita.

El especialista en la técnica conocera muchos otros vehiculos adecuados para la unién de anticuerpo o antigeno, y
serd capaz de adaptar dicho soporte para su uso en la presente invencion. Por ejemplo, se puede someter la
proteina aislada de una muestra de un sujeto (por ejemplo, orina o suero) a un analisis de electroforesis en gel de
poliacrilamida e inmovilizarse sobre un soporte en fase soélida tal como nitrocelulosa. El soporte se puede lavar con
tampones adecuados, seguido de un tratamiento con el anticuerpo marcado. El soporte de fase sélida se puede
lavar con el tampén una segunda vez para eliminar el anticuerpo no unido. La cantidad de marcador unido sobre el
soporte solido puede detectarse entonces por medios convencionales. Los medios para detectar proteinas usando
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técnicas electroforéticas son bien conocidos por los especialistas en la técnica (véase, de forma general, R. Scopes
(1982) Protein Purification, Springer-Verlag, N.Y.; Deutscher, (1990) Methods in Enzymology Vol 182: Guide to
Protein Purification, Academic Press, Inc., N.Y.).

Otros métodos estandar incluyen técnicas de inmunoensayo que son bien conocidas para el especialista en la
técnica y se pueden encontrar en Principles And Practice Of Immunoassay, 22 edicion, Price y Newman, eds.,
MacMillan (1997) y Antibodies, A Laboratory Manual, Harlow y Lane, eds., Cold Spring Harbor Laboratory, cap. 9
(1988).

Los anticuerpos utilizados en inmunoensayos para determinar el nivel de expresion de receptor de folato alfa se
pueden marcar con un marcador detectable. El término "marcado”, con respecto al agente o anticuerpo de unién, se
pretende que abarque el marcaje directo del agente o anticuerpo de unién por acoplamiento (es decir, vincular
fisicamente) de una sustancia detectable al agente o anticuerpo de union, asi como el marcaje indirecto del agente
de union o anticuerpo por reactividad con otro reactivo que estd marcado directamente. Un ejemplo de marcado
indirecto incluye la deteccion de un anticuerpo primario usando un anticuerpo secundario marcado con
fluorescencia. En una realizacion, el anticuerpo esta marcado, por ejemplo, radiomarcado, marcado con croméforo,
marcado con fluoréforo, o marcado con enzima. En otra realizacion, el anticuerpo es un derivado de anticuerpo (por
ejemplo, un anticuerpo conjugado a un sustrato o a la proteina o ligando de un par proteina-ligando (por ejemplo,
biotina-estreptavidina), o un fragmento de anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo de cadena Unica, un dominio
hipervariable de anticuerpo aislado) que se une especificamente a FRa no unido a una célula.

En una realizacion de la invencidon, se usan métodos protedmicos, por ejemplo espectrometria de masas. La
espectrometria de masas es una técnica analitica que consiste en compuestos quimicos ionizantes para generar
moléculas cargadas (o fragmentos de las mismas) y la medicién de sus relaciones de masa a carga. En un
procedimiento tipico de espectrometria de masas, se obtiene una muestra de un sujeto, se carga en la
espectrometria de masas, y sus componentes (por ejemplo, FRa) se ionizan por diferentes métodos (por ejemplo,
mediante el impacto con un haz de electrones), resultando en la formaciéon de particulas cargadas (iones). La
relacién de carga a masa de las particulas se calcula entonces a partir del movimiento de los iones cuando se
mueven a través de campos electromagnéticos.

Por ejemplo, para determinar el nivel de FRa se puede utilizar la espectrometria de masas de tiempo de vuelo de
desorcién/ionizacion por laser asociada a matriz (MALDI-TOF MS) o la espectrometria de masas de tiempo de vuelo
de desorcidn/ionizacion por laser mejorada en superficie (SELDI-TOF MS), que implica la aplicacion de una muestra,
tal como orina o suero, a un chip de unioén a proteinas (Wright, GL, Jr., et al (2002) Expert Rev Mol Diagn 2: 549; Li,
J., et al (2002) Clin Chem 48: 1296; Laronga, C., et al (2003) Dis Markers. 19: 229; Petricoin, EF, et al. (2002) 359:
572; Adam, BL, et al (2002) Cancer Res 62: 3609; Tolson, J., et al (2004) Lab Invest. 84: 845; Xiao, Z., et al (2001)
Cancer Res 61: 6029).

Adicionalmente, las técnicas in vivo para la determinacion del nivel de FRa no unido a una célula incluyen introducir
en un sujeto un anticuerpo marcado dirigido contra FRa, que se une y transforma al FRa en una molécula
detectable. La presencia, nivel, o ubicacion de los FRa detectables no unidos a una célula en un sujeto pueden
determinarse usando técnicas estandar de imagen.

El término "muestra” tal como se utiliza aqui se refiere a una coleccion de fluidos similares, células, o tejidos aislados
de un sujeto, asi como fluidos, células, o tejidos presentes dentro de un sujeto. En realizaciones preferidas, la
muestra es un fluido biolégico que contiene FRa no unido a una célula cancerosa. Los fluidos bioldégicos son
tipicamente liquidos a temperaturas fisiolégicas y pueden incluir fluidos de origen natural presentes, retirados,
expresados o extraidos de otro modo de un sujeto o de una fuente bioldgica. Ciertos fluidos biol6gicos se derivan de
determinados tejidos, 6rganos o regiones localizadas y otros ciertos fluidos biol6gicos pueden ser mas globales o
situarse sistémicamente en un sujeto o fuente biologica. Los ejemplos de fluidos biolégicos incluyen sangre, suero y
fluidos serosos, plasma, linfa, orina, liquido cefalorraquideo, saliva, fluidos oculares, liquido quistico, gotas de
lagrimas, heces, esputo, secreciones mucosas de los tejidos secretores y 6rganos, secreciones vaginales, fluidos
ginecoldgicos, fluidos asciticos, tales como los asociados con tumores no sélidos, fluidos de la cavidad pleural,
pericardica, peritoneal, abdominal y de otras cavidades corporales, fluidos recogidos por lavado bronquial y
similares. En una realizacién particular, la muestra es orina o suero. En otra realizacion, la muestra no incluye ascitis
0 no es una muestra de ascitis. En otra realizacion, la muestra no incluye fluido peritoneal o no es fluido peritoneal.

En una realizacion, la muestra se extrae del sujeto. En otra realizacion, la muestra esta presente dentro del sujeto.
Los fluidos biolégicos también pueden incluir disoluciones liquidas en contacto con un sujeto o fuente bioldgica, por
ejemplo, medio de cultivo celular y de 6rgano, que incluye medio de cultivo celular y de 6rgano acondicionado,
fluidos de lavado y similares.

En algunas realizaciones, s6lo una porcion de la muestra se somete a un ensayo para determinar el nivel de FRa no
unido a una célula, o diversas porciones de la muestra son sometidas a diversos ensayos para determinar el nivel de
FRa no unido a una célula. Ademas, en muchas realizaciones, la muestra puede ser pre-tratada por medios fisicos o
quimicos antes del ensayo. Por ejemplo, en realizaciones descritas con méas detalle en la seccién de Ejemplos, las
muestras, por ejemplo, muestras de orina, se sometieron a centrifugacion, dilucién y/o tratamiento con una sustancia
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solubilizante (por ejemplo, tratamiento con guanidina) antes de ensayar las muestras para determinar el FRa no
unido a célula. Tales técnicas sirven para mejorar la precision, la fiabilidad y reproducibilidad de los ensayos de la
presente invencion.

El término "muestra de control", tal como se usa aqui, se refiere a cualquier muestra de control clinicamente
relevante, incluyendo, por ejemplo, una muestra de un sujeto sano no afectado por cancer de ovario, una muestra de
un sujeto que tiene un cancer de ovario menos grave o de progresion mas lenta que el sujeto a evaluar, una muestra
de un sujeto que tiene algun otro tipo de cancer o enfermedad, y similares. Una muestra de control puede incluir una
muestra derivada de uno o mas sujetos. Una muestra de control también puede ser una muestra del sujeto a
evaluar tomada a un tiempo previo. Por ejemplo, la muestra de control podria ser una muestra tomada del sujeto a
evaluar antes de la aparicion del cancer que expresa FRa como el cancer de pulmén o el cancer de ovario, en una
fase anterior de la enfermedad, o antes de la administracién del tratamiento o de una parte de tratamiento. La
muestra de control también puede ser una muestra de un modelo animal, o de un tejido o lineas celulares derivadas
del modelo animal, del cancer que expresa FRa, tal como cancer de pulmén o de ovario. El nivel de FRa no unido a
una célula en una muestra de control que consiste en un grupo de mediciones puede determinarse en base a
cualquier medida estadistica adecuada, tal como, por ejemplo, medidas de tendencia central que incluyen valores de
media, mediana, o modales.

El término "nivel de control" se refiere a un nivel aceptado o pre-determinado de FRa que se utiliza para comparar
con el nivel de FRa en una muestra derivada de un sujeto. En una realizacién, el nivel de control de FRa se basa en
el nivel de FRa no unido a una célula en la muestra(s) de un sujeto(s) que presenta una progresion lenta de la
enfermedad. En otra realizacion, el nivel de control de FRa no unido a una célula se basa en el nivel en una muestra
de un sujeto(s) que presenta una progresion rapida de la enfermedad. En otra realizacion, el nivel de control de FRa
se basa en el nivel de FRa no unido a una célula en una muestra(s) a partir de un sujeto(s) no afectado, es decir, no
enfermo, es decir, un sujeto que no tiene un cancer que expresa FRa tal como cancer de pulmén o de ovario. En
aun otra realizacion, el nivel de control de FRa se basa en el nivel de FRa no unido a una célula en una muestra de
un sujeto(s) antes de la administracién de una terapia para el cancer de ovario. En otra realizacion, el nivel de
control de FRa se basa en el nivel de FRa no unido a una célula en una muestra(s) de un sujeto(s) que tiene un
cancer que expresa FRa como cancer de pulmén o de ovario que no ha sido puesta en contacto con un compuesto
de ensayo. En otra realizacion, el nivel de control de FRa se basa en el nivel de FRa no unido a una célula en una
muestra(s) de un sujeto(s) que no tiene un cancer que expresa FRa como el cancer de pulmén o de ovario que ha
sido puesta en contacto con un compuesto de ensayo. En una realizacion, el nivel de control de FRa se basa en el
nivel de FRa no unido a una célula en una muestra(s) de un modelo animal de un cancer que expresa FRa como el
cancer de pulmon o el cancer de ovario, una célula, o una linea celular derivada del modelo animal de un cancer que
expresa FRa, tal como cancer de pulmén o de ovario.

En una realizacién, el control es un control normalizado, tal como, por ejemplo, un control que esta predeterminado
utilizando un promedio de los niveles de FRa no unido a una célula de una poblacién de sujetos que no tienen
cancer que expresa FRa, tal como cancer de pulmén o cancer de ovario. En otras realizaciones adicionales de la
invencién, un nivel de control de FRa se basa en el nivel de FRa no unido a una célula en una muestra no cancerosa
derivada del sujeto que tiene un cancer que expresa FRa, como el cancer de pulmén o de ovario. Por ejemplo,
cuando una laparotomia u otro procedimiento médico revela la presencia de cancer de ovario en una porcion de los
ovarios, el nivel de control de FRa puede determinarse utilizando la parte no afectada del ovario, y este nivel de
control puede ser comparado con el nivel de FRa en una parte afectada de los ovarios. De forma similar, cuando
una biopsia u otro procedimiento médico revela la presencia de un cancer de pulmén en una porcién de los
pulmones, el nivel de control de FRa puede determinarse utilizando la parte no afectada de los pulmones, y este
nivel de control puede ser comparado con el nivel de FRa en una parte afectada de los pulmones.

Tal como se usa en este documento, "una diferencia" entre el nivel de receptor de folato alfa no unido a una célula
en una muestra de un sujeto (es decir, una muestra de ensayo) y el nivel de receptor de folato alfa no unido a una
célula en una muestra de control, se refiere de forma general a cualquier diferencia clinicamente relevante y/o
estadisticamente significativa en el nivel de receptor de folato alfa entre las dos muestras. En una realizacion
ejemplar, la diferencia se selecciona en base a un valor de corte determinado usando un andlisis de caracteristica de
operacion de receptor (ROC), un ejemplo del cual se presenta en el Ejemplo 6.

En otras realizaciones, la diferencia debe ser mayor que los limites de deteccion del método para determinar el nivel
de FRa no unido a una célula. Se prefiere que la diferencia sea al menos mayor que el error estandar del método de
evaluacion, y preferiblemente una diferencia de al menos aproximadamente 2, aproximadamente 3,
aproximadamente 4, aproximadamente 5, aproximadamente 6, aproximadamente 7, aproximadamente 8,
aproximadamente 9, aproximadamente 10, aproximadamente 15, aproximadamente 20, aproximadamente 25,
aproximadamente 100, aproximadamente 500, aproximadamente 1000 veces o mayor que el error estandar del
método de evaluacion. La diferencia puede ser evaluada mediante cualquier comparacion apropiada, incluyendo
cualquier estadistica o comparacion descriptiva paramétrica o no paramétrica apropiada. Por ejemplo, "un aumento”
en el nivel de FRa no unido a una célula puede referirse a un nivel en una muestra de prueba que es
aproximadamente dos, y mas preferiblemente aproximadamente tres, aproximadamente cuatro, aproximadamente
cinco, aproximadamente seis, aproximadamente siete, aproximadamente ocho, aproximadamente nueve,
aproximadamente diez 0 mas veces mayor que el nivel de FRa en la muestra de control. Un aumento también puede
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referirse a un nivel en una muestra de ensayo que es preferiblemente al menos aproximadamente 1,5, y mas
preferiblemente aproximadamente dos, aproximadamente tres, aproximadamente cuatro, aproximadamente cinco o
mas desviaciones estandar por encima del nivel medio de FRa en la muestra de control. Del mismo modo, "una
disminucion" en el nivel de FRa no unido a una célula puede referirse a un nivel en una muestra de ensayo que es
preferiblemente al menos aproximadamente dos, y mas preferiblemente aproximadamente tres, aproximadamente
cuatro, aproximadamente cinco, aproximadamente seis, aproximadamente siete, aproximadamente ocho,
aproximadamente nueve, aproximadamente diez 0 mas veces inferior al nivel de FRa en la muestra de control. Una
disminucion también puede referirse a un nivel en una muestra de ensayo que es preferiblemente al menos
aproximadamente 1,5, y mas preferiblemente aproximadamente dos, aproximadamente tres, aproximadamente
cuatro, aproximadamente cinco o mas desviaciones estandar inferior al nivel medio de FRa en la muestra de control.

Tal como se utiliza aqui, el término "poner en contacto la muestra" con un agente de unién a FRa, por ejemplo, un
anticuerpo anti-FRa, incluye exponer la muestra, o cualquier porcion de la misma al agente o anticuerpo, de tal
modo que al menos una porcion de la muestra entra en contacto con el agente o anticuerpo. La muestra o porcién
de la misma puede ser alterada de alguna manera, tal como sometiéndola a tratamientos fisicos o quimicos (por
ejemplo, dilucién o tratamiento con guanidina), antes del acto de ponerla en contacto con el agente o anticuerpo.

El término "anticuerpo"”, tal como se usa en el presente documento, comprende cuatro cadenas polipeptidicas, dos
cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L) interconectadas por enlaces de disulfuro, asi como cualquier
fragmento funcional (es decir, de unién a antigeno), mutante, variante, o derivaciéon de las mismas, que conserva las
caracteristicas de union al epitopo esenciales de una molécula de Ig. Dicho mutante, variante, o formatos de
anticuerpo derivados son conocidos en la técnica, e incluyen moléculas tales como fragmentos Fab, fragmentos
Fab’, fragmentos F(ab')2, fragmentos Fd, fragmentos Fabc, anticuerpos Sc (anticuerpos de cadena sencilla),
diacuerpos, cadenas ligeras de anticuerpos individuales, cadenas pesadas de anticuerpos individuales, fusiones
quiméricas entre cadenas de anticuerpos, y similares. Las moléculas de inmunoglobulinas pueden ser de cualquier
tipo (por ejemplo, 1gG, IgE, IgM, IgD, IgA e IgY), clase (por ejemplo, IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgA1 e IgA2) o
subclase.

Cada cadena pesada estd compuesta de una region variable de cadena pesada (abreviada en este documento
como HCVR o VH) y una regién constante de cadena pesada. La region constante de cadena pesada esta
compuesta de tres dominios, CH1, CH2 y CH3. Cada cadena ligera estd compuesta de una regién variable de
cadena ligera (abreviada en este documento como LCVR o VL) y una regién constante de cadena ligera. La region
constante de cadena ligera estd compuesta de un dominio, CL. Las regiones VH y VL pueden subdividirse
adicionalmente en regiones de hipervariabilidad, denominadas regiones determinantes de complementariedad
(CDR), intercaladas con regiones mas conservadas denominadas regiones marco (FR). Cada VH y VL esta
compuesta de tres CDR y cuatro FR, dispuestas desde el extremo amino-terminal al extremo carboxi-terminal en el
siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. Las cadenas ligeras se clasifican como kappa o
lambda. Las cadenas pesadas se clasifican como gamma, mu, alfa, delta, o epsilon, y definen el isotipo del
anticuerpo como IgG, IgM, IgA, IgD e IgE, respectivamente.

Las regiones variables de las cadenas pesadas y ligeras contienen un dominio de unién que interacciona con un
antigeno. Las regiones constantes de los anticuerpos pueden mediar en la unién de la inmunoglobulina a tejidos del
huésped o a factores, incluyendo varias células del sistema inmunitario (por ejemplo, células efectoras) y el primer
componente (C1q) del sistema de complemento clasico.

El término "porcion de unién a antigeno” de un anticuerpo, tal como se usa en el presente documento, se refiere a
uno o mas fragmentos de un anticuerpo que retienen la capacidad para unirse especificamente a un antigeno (por
ejemplo, FRa no unido a una célula). Se ha demostrado que la funcién de unién a antigeno de un anticuerpo puede
ser llevada a cabo por fragmentos de un anticuerpo de longitud completa. Los ejemplos de fragmentos de union
incluidos dentro del término "porcién de union a antigeno” de un anticuerpo incluyen (i) un fragmento Fab, un
fragmento monovalente que consiste en los dominios Vi, Vi, CL y CH1; (ii) un fragmento F(ab’)2, un fragmento
bivalente que comprende dos fragmentos Fab unidos por un puente disulfuro en la regién bisagra; (iii) un fragmento
Fd que consiste en los dominios de Vi y CH1 y; (iv) un fragmento Fv que consiste en los dominios VL y Vu de un
solo brazo de un anticuerpo, (v) un dAb que incluye dominios Vu 'y Vi; (vi) un fragmento de dAb (Ward et al (1989)
Nature 341, 544-546), que consiste en un dominio Vu; (vii) un dAb que consiste en un dominio VH o VL; y (viii) una
region determinante de complementariedad (CDR) aislada o (ix) una combinacion de dos o mas CDR aisladas que
pueden estar opcionalmente unidas por un ligando sintético. Ademas, aunque los dos dominios del fragmento Fv, VL
y VH, estan codificados por genes separados, pueden unirse, usando métodos recombinantes, mediante un ligando
sintético que les permite constituirse en una Unica cadena proteica en la que las regiones VL y V1 se emparejan para
formar moléculas monovalentes (conocidas como Fv de cadena Unica (scFv); véase por ejemplo, Bird et al (1988)
Science 242, 423-426; y Huston et al (1988) Proc Natl Acad Sci USA 85, 5879-5883). Se pretende que dichos
anticuerpos de cadena Unica también queden abarcados dentro del término "porcion de unién a antigeno" de un
anticuerpo. Estos fragmentos de anticuerpo se obtienen usando técnicas convencionales conocidas por los
especialistas en la técnica, y los fragmentos se criban en funcién de su utilidad, de la misma manera que los
anticuerpos intactos. Se pueden producir porciones de unién a antigeno mediante técnicas de ADN recombinante, o
por escisién enzimatica o quimica de inmunoglobulinas intactas.
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El término "anticuerpo”, tal como se usa en el presente documento, incluye anticuerpos policlonales, anticuerpos
monoclonales, anticuerpos de ratén, anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados, y anticuerpos humanos, y
aquellos producidos de forma natural o que son producidos recombinantemente de acuerdo a métodos bien
conocidos en la técnica.

En una realizacién, un anticuerpo para su uso en los métodos de la invenciéon es un anticuerpo biespecifico. Un
"anticuerpo biespecifico" es un anticuerpo hibrido artificial que tiene dos pares de cadena pesadal/ligera diferentes y
dos sitios de union diferentes. Los anticuerpos biespecificos pueden producirse mediante una variedad de métodos,
que incluyen la fusién de hibridomas o la unién de fragmentos Fab'. Véase, por ejemplo, Songsivilai y Lachmann,
(1990) Clin. Exp. Immunol. 79, 315-321; Kostelny et al. (1992) J. Immunol. 148, 1547-1553.

En otra realizacién, un anticuerpo para uso en los métodos de la invencion es un anticuerpo camélido como el
descrito en, por ejemplo, la publicacion PCT WO 94/04678.

Una region del anticuerpo camélido que es el dominio de variable pequefio y Unico identificado como VuH se puede
obtener mediante ingenieria genética para producir una proteina pequefa que tiene una alta afinidad por una diana,
lo que resulta en una proteina derivada de anticuerpo de bajo peso molecular conocida como "nanoanticuerpo
cameélido". Véase la patente de los Estados Unidos. N? 5.759.808; véase también Stijlemans et al., 2004 J. Biol.
Chem. 279: 1256-1261; Dumoulin et al., 2003 Nature 424: 783-788; Pleschberger et al., 2003, Bioconjugate Chem.
14: 440-448; Cortez-Retamozo et al., 2002 Int. J. Cancer 89: 456-62; y Lauwereys et al., 1998 EMBO J. 17: 3512-
3520. Se dispone comercialmente de bibliotecas modificadas de anticuerpos camélidos y de fragmentos de
anticuerpos, por ejemplo, de Ablynx, Gante, Bélgica. Por consiguiente, una caracteristica de la presente invencién es
un nanocuerpo camélido que tiene una alta afinidad por FRa.

En otras realizaciones de la invencién, un anticuerpo para uso en los métodos de la invencion es un diacuerpo, un
diacuerpo de cadena sencilla, o un di-diacuerpo.

Los diacuerpos son moléculas bivalentes biespecificas en las que los dominios Vh y VL se expresan en una Unica
cadena polipeptidica, conectada por un ligando que es demasiado corto para permitir el emparejamiento entre los
dos dominios de la misma cadena. Los dominios Vi y VL se emparejan con dominios complementarios de otra
cadena, creando de este modo dos sitios de unidén de antigeno (véase por ejemplo, Holliger et al., 1993 Proc Natl
Acad Sci USA 90: 6444-6448; Poljak et al. 1994 Structure 2: 1121-1123). Los diacuerpos pueden ser producidos
mediante la expresion de dos cadenas de polipéptidos, ya sea con la estructura Vua-Vis y Vhe-Via (configuraciéon Vi-
VL), 0 Via-VHB ¥ ViB-VHa (configuracién Vi-V) dentro de la misma célula. La mayoria de ellos se puede expresar en
forma soluble en bacterias.

Los diacuerpos de cadena Unica (scDb) se producen mediante la conexion de las dos cadenas polipeptidicas de
formacion de diacuerpo con un ligando de aproximadamente 15 residuos de amino&cido (véase Holliger y Winter,
1997 Cancer Immunol Immunother, 45 (3-4): 128-30; Wu et al., 1996 Immunotechnology, 2 (1): 21-36). Los scDb
pueden expresarse en bacterias en forma monomeérica soluble activa (véase Holliger y Winter, 1997 Cancer Immunol
Immunother, 45 (34): 128-30; Wu et al., 1996 Immunotechnology, 2 (1): 21-36; Pluckthun y Pack, 1997
Immunotechnology, 3 (2): 83-105; Ridgway et al., 1996 Protein Eng, 9 (7): 617-21).

Un diacuerpo puede fusionarse a Fc para generar un "di-diacuerpo” (véase Lu et al., 2004 J. Biol. Chem., 279 (4):
2856-65).

También se pueden utilizar en los métodos de la presente invencién moléculas de union a FRa que exhiben
propiedades funcionales de anticuerpos pero derivan sus porciones marco y de uniéon a antigeno de otros
polipéptidos (por ejemplo, polipéptidos distintos de los codificados por genes de anticuerpo o generados por la
recombinacion de genes de anticuerpos in vivo). Los dominios de unién a antigeno (por ejemplo, dominios de union
a FRa) de estas moléculas de union se generan a través de un proceso de evolucion dirigida. Véase la patente de
los Estados Unidos. N® 7.115.396. Las moléculas que tienen un pliegue global similar al de un dominio variable de
un anticuerpo (un pliegue de ‘“tipo inmunoglobulina") son proteinas estructurales adecuadas. Las proteinas
estructurales adecuadas para derivar moléculas de unidon a antigeno incluyen fibronectina o un dimero de
fibronectina, tenascina, N-cadherina, E-cadherina, ICAM, titina, receptor de GCSF, receptor de citocina, inhibidor de
glicosidasa, cromoproteina antibiética, molécula de adhesion a membrana de mielina PO, CD8, CD4, CD2, MHC de
clase |, receptor de antigeno de células T, dominios de conjunto CD1, C2 e | de VCAM-1, dominio de
inmunoglobulina de conjunto | de la proteina de unién a miosina C, dominio de inmunoglobulina de conjunto C de la
proteina vinculante a miosina H, dominio de inmunoglobulina de conjunto | de teloquina, NCAM, twitchina, neuroglia,
receptor de la hormona del crecimiento, receptor de la eritropoyetina, receptor de la prolactina, receptor de
interferbn-gamma, B-galactosidasa/glucuronidasa, B-glucuronidasa, transglutaminasa, receptor de antigeno de
células T, superdéxido dismutasa, dominio de factor tisular, citocromo F, proteina verde fluorescente, GroEL, y
taumatina.

"Unién especifica", cuando se usa en el contexto de anticuerpos, o de fragmentos de anticuerpos, representa la
unién a través de los dominios codificados por genes de inmunoglobulina o fragmentos de genes de inmunoglobulina
a uno o mas epitopos de una proteina de interés, pero que no reconocen sustancialmente ni se unen a otras
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moléculas en una muestra que contiene una poblacion mixta de moléculas antigénicas. Tipicamente, un anticuerpo
se une a un antigeno relacionado con una Kd de menos de aproximadamente 1x10-® M, medida mediante un ensayo
de resonancia de plasmon de superficie o un ensayo de unién celular.

Tal como se usa en este documento, un "agente de unién" de receptor de folato alfa incluye un anticuerpo que se
une a FRa no unido a una célula, asi como agentes de unién que no son anticuerpos. Para generar agentes de
unién que no son anticuerpos o moléculas de union, se puede crear una biblioteca de clones en cuyas secuencias
las regiones de la proteina estructural que forman las superficies de unién a antigeno (por ejemplo, las regiones
andlogas en posicion y estructura a las CDR de un dominio variable de anticuerpo plegado de la inmunoglobulina) se
asignan al azar. Se evaluan clones de biblioteca para determinar la unién especifica al antigeno de interés (por
ejemplo, FRa) y para determinar otras funciones (por ejemplo, la inhibicién de la actividad biolégica de FRa). Los
clones seleccionados se pueden utilizar como base para una aleatorizacion adicional y en la seleccion para producir
derivados de mayor afinidad por el antigeno.

Las moléculas de unién de alta afinidad se generan, por ejemplo, usando el décimo médulo de fibronectina I
("°Fn3) como estructura, descrito en las patentes de los Estados Unidos. N® 6.818.418 y 7.115.396.; Roberts y
Szostak, 1997 Proc. Natl. Acad. Sci USA 94: 12297; Patente de EE.UU. N° 6.261.804; Patente de EE.UU. N®
6.258.558; y Szostak et al. (WO98/31700).

Las moléculas de unién que no son anticuerpos pueden ser producidas como dimeros o multimeros para aumentar
la avidez por el antigeno diana. Por ejemplo, el dominio de unién a antigeno se expresa como una fusiéon con una
region constante (Fc) de un anticuerpo que forma dimeros Fc-Fc. Véase, por ejemplo, la Patente de los Estados
Unidos. N¢ 7.115.396.

Un "antigeno" es una molécula reconocida por el sistema inmune; el término viene originalmente de "generador de
anticuerpo" e incluye una molécula que se une especificamente a un anticuerpo. A nivel molecular, un antigeno se
caracteriza por su capacidad de unirse en el sitio de unién al antigeno de un anticuerpo. En la presente invencion, el
antigeno es FRa, tal como FRa que no esta unido a una molécula, FRa o una porcion del mismo.

Tal como se utiliza aqui, el término "epitopo" se refiere a las caracteristicas de la superficie molecular de un
antigeno, por ejemplo FRa, capaces de unirse a un anticuerpo. Las moléculas antigénicas, que normalmente son
“grandes” polimeros bioldgicos, por lo general presentan varias caracteristicas de superficie que pueden actuar
como puntos de interaccién con anticuerpos especificos. Cualquier caracteristica molecular de este tipo constituye
un epitopo. Por lo tanto, la mayoria de los antigenos tienen el potencial de unirse a varios anticuerpos distintos, cada
uno de los cuales es tipicamente especifico para un epitopo particular. En una realizaciéon de la presente invencion,
un agente de unién, por ejemplo, un anticuerpo, se une a un epitopo en FRa que esta disponible en la forma del
receptor que no esta unido a una célula, pero no en la forma unida a membrana del receptor. Por ejemplo, el
anticuerpo puede unirse al mismo epitopo en FRa al que se une MORAb-003.

Tal como se usa en este documento, la frase "progresion de un cancer que expresa FRa en un sujeto que padece
un cancer que expresa FRa" incluye la progresion de un cancer de este tipo de un estado menos severo a un estado
mas grave. Esto podria incluir un aumento en el nimero o la gravedad de los tumores, el grado de metéstasis, la
velocidad con la que el cancer esta creciendo y difundiéndose, y similares. Por ejemplo, "la progresién de cancer de
ovario" incluye la progresion de un cancer de este tipo desde un estado menos severo a uno mas grave, tal como la
progresion desde el estadio | al estadio Il, del estadio Il al estadio lll, etc. Alternativamente, la frase "progresion de
un cancer que expresa FRa en un sujeto que padece un cancer que expresa FRa" puede referirse a la regresion de
un cancer que expresa FRa desde un estado més grave a un estado menos grave. Por ejemplo, en una realizacion,
"la progresion de cancer de ovario" se refiere a la regresion del estadio |V al estadio Ill, del estadio Ill al estadio Il,
etc. En otras realizaciones, la "progresion de un cancer que expresa FRa en un sujeto que padece un cancer que
expresa FRa" puede referirse a la tasa de supervivencia determinada desde el comienzo de los sintomas del cancer
que expresa FRa, o a la tasa de supervivencia desde el momento del diagnéstico del cancer que expresa FRa.

Tal como se utiliza aqui, el término "clasificar" se refiere a la caracterizacion de un cancer que expresa FRa, por
ejemplo, cancer de ovario o de pulmén, en un estadio apropiado, en base, por ejemplo, al grado de la propagacion
del cancer, como clasificaciones bien aceptadas en la técnica. Por ejemplo, la clasificacién incluye la caracterizacion
del cancer que expresa FRa en estadio |, estadio Il, estadio Il o estadio IV. En ciertas realizaciones, el estadio | se
refiere a los canceres que se localizan en una parte del cuerpo. En ciertas realizaciones, los estadios Il y Ill se
refieren a canceres que estan avanzados localmente, en los que una distincion entre estadios a menudo es
especifica del cancer particular. Por ultimo, el estadio IV se refiere a los canceres que se han metastatizado o que se
han propagado a otros érganos o partes del cuerpo.

Tal como se utiliza aqui, el término "supervivencia" se refiere a la continuacion de la vida de un sujeto que ha sido
tratado por cancer. En una realizacion, la supervivencia se refiere a la no repeticion de un tumor. Tal como se utiliza
aqui, el término "reaparecer" se refiere a la regeneracion de las células tumorales o cancerosas en un sujeto en el
que se ha administrado el tratamiento primario para el tumor. El tumor puede reaparecer en el sitio original o en otra
parte del cuerpo. En una realizacién, un tumor que se repite es del mismo tipo que el tumor original para el que se
trat6 el sujeto. Por ejemplo, si un sujeto tenia un tumor de cancer de ovario, se traté y posteriormente se desarrolld
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otro tumor de cancer de ovario, el tumor ha reaparecido. Ademas, un cancer puede reaparecer en un érgano o tejido
diferente a aquel en el que apareci6 originalmente.

Il. Métodos y kits de la invencion

La presente invencion se basa, al menos en parte, en el descubrimiento inesperado de que el receptor de folato alfa
(FRa), no unido a una célula, se encuentra en niveles elevados en los fluidos corporales, por ejemplo, orina o suero,
de un sujeto que tiene un cancer que expresa FRa en comparacién con una muestra de control. Ademas, la
presente invencion se basa, al menos en parte, en la identificaciéon de un ensayo inmunoldgico que exhibe la
sensibilidad necesaria para evaluar los niveles de FRa no unido a célula en muestras, donde intentos anteriores
habian fracasado repetidamente. De hecho, la presente invencion supera los retos observados durante los intentos
anteriores para desarrollar un ensayo de diagnéstico basado en FRa para cancer que expresa FRa, tal como cancer
de pulmén o de ovario, proporcionando un ensayo inmunolégico capaz de evaluar con precision los niveles de FRa
no unido a una célula en una muestra, por ejemplo, orina o suero.

Por consiguiente, se proporcionan métodos y kits para evaluar si un sujeto tiene o esta en riesgo de desarrollar un
cancer que expresa FRa y, ademas, para evaluar la progresiéon de un cancer que expresa FRa. En diversas
realizaciones, los métodos implican la comparacién de los niveles de FRa no unido a una célula en muestras, por
ejemplo, de orina y suero, en comparaciéon con los niveles de control, para determinar la presencia, el grado o el
riesgo de desarrollar cancer de ovario en el sujeto.

A. Métodos de diagnostico, métodos de prondstico, métodos de evaluacién de riesgo, y métodos de clasificacién

Especificamente, la presente invencidén proporciona métodos de diagnéstico para evaluar si un sujeto padece un
cancer que expresa FRa, tal como cancer de pulmén o cancer de ovario, los métodos de prondstico para predecir la
progresion de un cancer que expresa FRa, tal como cancer de pulmoén o cancer de ovario, y los métodos de
evaluacion de riesgos para evaluar el nivel de riesgo de que un sujeto desarrolle un cancer que expresa FRa.
Ademas, la invencion proporciona métodos de clasificacion para clasificar un sujeto que padece cancer que expresa
FRa, tal como cancer de pulmén o cancer de ovario, en grupos de terapia de cancer. Los diversos aspectos y
realizaciones de la invencion aqui descritos no pretenden ser limitativos ni abarcar todas las posibles combinaciones
de las realizaciones especificas mencionadas, que pueden aplicarse a cualquiera de los métodos y kits discutidos en
este documento o que se reivindican a continuacion.

Los métodos de la presente invencion se pueden llevar a la practica en combinaciéon con cualquier otro método
utilizado por el especialista en la materia para diagnosticar un cancer que expresa FRa, para predecir la progresion
de un cancer que expresa FRa, o para evaluar el nivel de riesgo de que un sujeto desarrolle un cancer que expresa
FRa.

En un aspecto, la invencidon proporciona un método para evaluar si un sujeto padece un cancer que expresa FRa,
mediante la determinacion del nivel de receptor de folato alfa (FRa) que no esté unido a una célula, en una muestra
(tal como orina o suero) derivada del sujeto; y comparar el nivel de receptor de folato alfa (FRa) que no esté unido a
una célula con el nivel de FRa en una muestra de control, donde una diferencia entre el nivel de FRa en la muestra
derivada del sujeto y el nivel de FRa en la muestra de control es un indicio de que el sujeto padece un cancer que
expresa FRa. En una realizacion particular, el nivel de FRa en la muestra derivada del sujeto se evalla poniendo en
contacto la muestra con un anticuerpo que se une a FRa no unido a una célula y se selecciona del grupo que
consiste en (a) un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo MORAb-003; y (b) un anticuerpo que
comprende la SEQ ID NO: 1 (GFTFSGYGLS) como CDRH1, la SEQ ID NO: 2 (MISSGGSYTYYADSVKG) como
CDRH2, la SEQ ID NO: 3 (HGDDPAWFAY) como CDRH3, la SEQ ID NO: 4 (SVSSSISSNNLH) como CDRL1, la
SEQ ID NO: 5 (GTSNLAS) como CDRL2 y la SEQ ID NO: 6 (QQWSSYPYMYT) como CDRLS3. En una realizacion, la
muestra se selecciona del grupo que consiste en orina y suero.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un método para evaluar si un sujeto padece un cancer que
expresa FRa, como cancer de pulmén o cancer de ovario, comprendiendo el método la determinacion del nivel de
receptor de folato alfa (FRa) no unido a una célula en una muestra de orina derivada del sujeto; y comparar el nivel
de receptor de folato alfa (FRa) en la muestra de orina derivada del sujeto con el nivel de FRa en una muestra de
control, donde una diferencia entre el nivel de FRa en la muestra de orina derivada del sujeto y el nivel de FRa en la
muestra de control es un indicio de que el sujeto padece un cancer que expresa FRa.

En otro aspecto, la invencidn proporciona un método para evaluar si un sujeto padece un cancer que expresa FRa,
mediante la determinacién del nivel de receptor de folato alfa (FRa) no unido a una célula en una muestra de suero
derivada del sujeto; y comparar el nivel de receptor de folato alfa (FRa) en la muestra de suero derivada del sujeto
con el nivel de FRa en una muestra de control, donde una diferencia entre el nivel de FRa en la muestra de suero
derivada del sujeto y la nivel de FRa en la muestra de control es un indicio de que el sujeto padece un cancer que
expresa FRa. En realizaciones particulares, el sujeto no ha sido tratado con un agente, tal como un esteroide, que
mejora los niveles de FRa en el suero. En una realizacion especifica, el cancer que expresa FRa es cancer de
ovario y el sujeto no ha sido tratado con un agente, tal como un esteroide, que mejora los niveles de FRa en el
suero.
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En los métodos y kits de la presente invencion, los canceres que expresan FRa incluyen cénceres que se
caracterizan porque las células cancerosas expresan FRa. En realizaciones particulares, el FRa se libera de las
células de cancer, por ejemplo, desde la superficie de la célula cancerosa, y se incorpora a los fluidos biol6gicos del
sujeto. Los canceres que expresan FRa incluyen cancer de pulmén (por ejemplo, carcinomas bronquioalveolares,
tumores carcinoides, y cancer de pulmoén de célula no pequefa, tal como adenocarcinomas); mesotelioma; cancer
de ovario; cancer renal; cancer de cerebro (por ejemplo, ependimoma anaplasico y astrocitoma pilocitico juvenil
cerebelar); cancer de cuello uterino; cancer de la nasofaringe; tumor derivado del mesodermo; carcinoma de células
escamosas de cabeza y cuello; céancer endometrial; adenocarcinomas de endometrio del ovario,
cistoadenocarcinomas serosos, cancer de mama; cancer de vejiga; cancer de pancreas; cancer de hueso (por
ejemplo, osteosarcoma de alto grado); y cancer de pituitaria (por ejemplo, adenoma de la pituitaria). En una
realizacién particular, el cancer que expresa FRa es cancer de ovario.

En ciertas realizaciones de los métodos y kits de la presente invencién, el cancer que expresa FRa es cancer de
pulmén. En realizaciones mas especificas, el cancer de pulmén es carcinoma de pulmén de célula no pequefia
(NSCLC). En dicha realizacién, el NSCLC se selecciona del grupo que consiste en adenocarcinoma, carcinoma de
pulmén de células escamosas, carcinoma de pulmén de célula grande, NSCLC pleomorfico, tumor carcinoide,
carcinoma de glandula salival, y carcinoma no clasificado. En una realizacion preferida, el NSCLC es
adenocarcinoma. En realizaciones alternativas, el cancer de pulmén es carcinoma de pulmén de célula pequefia
(SCLC). En otra realizacion, el cancer de pulmén es carcinoma bronquioalveolar. En aun otra realizacién, el cancer
de pulmon es un tumor carcinoide de pulmon.

La presente invencién también proporciona métodos para evaluar si un sujeto padece cancer de ovario mediante la
determinacion del nivel de receptor de folato alfa (FRa) no unido a una célula en una muestra de orina derivada del
sujeto, donde la presencia de FRa en la muestra de orina a una concentracion de mas de aproximadamente 3000
ua/ml es un indicio de que el sujeto padece cancer de ovario. En realizaciones particulares, la presencia de FRa en
la muestra de orina a una concentracién de mas de aproximadamente 4000 ua/ml, aproximadamente 5000 ua/ml,
aproximadamente 6000 ua/ml, aproximadamente 7000 ua/ml, aproximadamente 8000 ua/ml, aproximadamente 9000
ua/ml, aproximadamente 10000 ua/ml, aproximadamente 11000 ua/ml, aproximadamente 12000 ua/ml,
aproximadamente 13000 ua/ml, aproximadamente 14000 ua/ml, aproximadamente 15000 ua/ml, aproximadamente
16000 ua/ml, aproximadamente 17000 ua/ml, aproximadamente 18000 ua/ml, aproximadamente 19000 ua/ml,
aproximadamente 20000 ua/ml, aproximadamente 21000 ua/ml, aproximadamente 22000 ua/ml, aproximadamente
23000 ua/ml, aproximadamente 24000 ua/ml, aproximadamente 25000 ua/ml, aproximadamente 26000 ua/ml,
aproximadamente 27000 ua/ml, aproximadamente 28000 ua/ml, aproximadamente 29000 ua/ml o aproximadamente
30000 ua/ml es un indicio de que el sujeto padece cancer de ovario.

En otro aspecto adicional, la presente invencién proporciona un método para evaluar si un sujeto padece cancer de
ovario, determinando el nivel de receptor de folato alfa (FRa) en una muestra de orina derivada del sujeto, en el que
la presencia de FRa en la muestra de orina a una concentracion de mas de aproximadamente 9100 pg/ml es un
indicio de que el sujeto padece cancer de ovario o en el que una concentracion de menos de aproximadamente 9100
pg/ml es un indicio de que el sujeto no padece cancer de ovario. Por ejemplo, la presencia de FRa en la muestra de
orina a una concentracién de mas de aproximadamente 9500 pg/ml, aproximadamente 10000 pg/ml,
aproximadamente 11000 pg/ml, aproximadamente 12000 pg/ml, aproximadamente 13000 pg/ml, aproximadamente
14.000 pg/ml, aproximadamente 15000 pg/ml, aproximadamente 16000 pg/ml, aproximadamente 17000 pg/ml,
aproximadamente 18000 pg/ml, aproximadamente 19000 pg/ml, aproximadamente 20000 pg/ml, aproximadamente
21000 pg/ml, aproximadamente 22000 pg/ml, aproximadamente 23000 pg/ml, aproximadamente 24000 pg/ml,
aproximadamente 25000 pg/ml, aproximadamente 26000 pg/ml, aproximadamente 27000 pg/ml, aproximadamente
28000 pg/ml, aproximadamente 29000 pg/ml, aproximadamente 30000 pg/ml, aproximadamente 40000 pg/ml,
aproximadamente 50000 pg/ml, aproximadamente 60000 pg/ml, aproximadamente 70000 pg/ml, aproximadamente
80000 pg/ml, aproximadamente 90000 pg/ml, aproximadamente 100000 pg/ml o aproximadamente 150000 pg/ml es
un indicio de que el sujeto padece cancer de ovario.

En ciertas realizaciones de los aspectos anteriores de la invencién, los niveles de FRa no unido a una célula en una
muestra (por ejemplo, una muestra tal como una muestra de orina 0 una muestra de suero) derivada de un sujeto se
comparan con los niveles de FRa en una muestra de control, donde una diferencia entre los niveles es un indicio de
que el sujeto padece un cancer que expresa FRa tal como cancer de cancer de pulmén o de ovario. En una
realizacién particular, la diferencia supone un aumento del nivel de FRa no unido a una célula en la muestra
derivada del sujeto en comparacién con el nivel de FRa en la muestra de control, donde dicho aumento es indicativo
de la presencia o el crecimiento de un cancer que expresa FRa. Alternativamente, la diferencia supone una
disminucion del nivel de FRa, en el que la disminucién es indicativa de la ausencia o regresion del cancer que
expresa FRa. Tal como se usa en este documento, "una diferencia" entre el nivel de receptor de folato alfa no unido
a una célula en una muestra de un sujeto (es decir, una muestra de ensayo) y el nivel de receptor de folato alfa en
una muestra de control se refiere de forma general a cualquier cambio clinicamente relevante (incluyendo un
aumento o una disminucién) y/o diferencia estadisticamente significativa en el nivel de receptor de folato alfa en las
dos muestras. En una realizacién ejemplar, la diferencia se selecciona en base a un valor de corte determinado
usando un andlisis de caracteristica de operacion de receptor (ROC), un ejemplo del cual se presenta en el Ejemplo
6. El valor de corte 6ptimo puede variar dependiendo de los métodos y condiciones de ensayo empleados. En otras
realizaciones, la diferencia debe ser mayor que los limites de deteccién del método para determinar el nivel de FRa
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no unido a una célula. Se prefiere que la diferencia sea al menos mayor que el error estandar del método de
evaluacion, y preferiblemente una diferencia de al menos aproximadamente 2, aproximadamente 3,
aproximadamente 4, aproximadamente 5, aproximadamente 6, aproximadamente 7, aproximadamente 8,
aproximadamente 9, aproximadamente 10, aproximadamente 15, aproximadamente 20, aproximadamente 25,
aproximadamente 100, aproximadamente 500, aproximadamente 1000 veces o mas superior al error estandar del
método de evaluacion. La diferencia puede ser evaluada mediante cualquier comparaciéon apropiada, incluyendo
cualquier estadistica o comparacion descriptiva paramétrica o no paramétrica apropiada. Por ejemplo, "un aumento”
en el nivel de FRa puede referirse a un nivel que excede de un valor de corte determinado usando un analisis ROC.
También puede referirse a un nivel en una muestra de ensayo que es dos, y mas preferiblemente de
aproximadamente el 5%, aproximadamente el 10%, aproximadamente el 15%, aproximadamente el 20%,
aproximadamente el 25%, aproximadamente el 30%, aproximadamente el 40%, aproximadamente el 50%,
aproximadamente el 60%, aproximadamente el 70%, aproximadamente el 80%, aproximadamente el 90%,
aproximadamente el 100%, aproximadamente el 150%, aproximadamente el 200%, aproximadamente el 300%,
aproximadamente el 400%, aproximadamente el 500%, aproximadamente el 600%, aproximadamente el 700%,
aproximadamente 800%, aproximadamente el 900% o aproximadamente el 1000% mas que el nivel de FRa en la
muestra de control. Un aumento también puede referirse a un nivel en una muestra de ensayo que es
preferiblemente de al menos aproximadamente 1,5, y mas preferiblemente de aproximadamente dos,
aproximadamente tres, aproximadamente cuatro, aproximadamente cinco 0 mas desviaciones estandar superior al
nivel medio de FRa en la muestra de control. Del mismo modo, "una disminucién" en el nivel de FRa no unido a una
célula puede referirse a un nivel en una muestra de ensayo que no exceda de un valor de corte determinado usando
un analisis ROC. También puede referirse a un nivel en una muestra de ensayo que es de aproximadamente el 5%,
aproximadamente el 10%, aproximadamente el 15%, aproximadamente el 20%, aproximadamente el 25%,
aproximadamente el 30%, aproximadamente el 40%, aproximadamente el 50%, aproximadamente el 60%,
aproximadamente el 70%, aproximadamente el 80%, o aproximadamente el 90% inferior al nivel de FRa en la
muestra de control. Una disminucién también puede referirse a un nivel en una muestra de ensayo que es
preferiblemente al menos aproximadamente 1,5, y mas preferiblemente aproximadamente dos, aproximadamente
tres, aproximadamente cuatro, aproximadamente cinco o mas desviaciones estandar por debajo del nivel medio de
FRa en la muestra de control.

Las muestras utiles en los métodos y kits de la invencion incluyen cualquier tejido, célula, biopsia o fluido corporal
que puede contener niveles detectables de FRa no unido a una célula. En una realizacién, una muestra puede ser
un tejido, una célula, sangre entera, plasma, rascado bucal, saliva, liquido cefalorraquideo, heces o lavado
broncoalveolar. En algunas realizaciones, la muestra es una muestra de tumor que expresa FRa o una muestra de
tejidos o células donde se puede encontrar un cancer que expresa FRa. En realizaciones preferidas, la muestra es
una muestra de orina o suero.

Se pueden obtener muestras corporales de un sujeto mediante una variedad de técnicas conocidas en la técnica,
que incluyen, por ejemplo, el uso de una biopsia, o raspando o frotando un area, o mediante el uso de una aguja
para aspirar fluidos corporales. Los métodos para la recogida de diversas muestras corporales son bien conocidos
en la técnica.

Las muestras adecuadas para la deteccion y la cuantificacién del nivel de proteina FRa pueden ser frescas,
congeladas o fijadas de acuerdo a métodos conocidos por un especialista en la técnica. Las muestras de tejido
adecuadas preferentemente se seccionan y se colocan en un portaobjetos de microscopio para andlisis adicional.
Las muestras sdlidas, es decir, muestras de tejido, pueden solubilizarse y/o homogeneizarse, y posteriormente se
analizan como extractos solubles. Las muestras liquidas también pueden ser sometidas a tratamientos fisicos o
quimicos. En algunas realizaciones, las muestras de orina son tratadas por centrifugacién, agitacion en vortex,
dilucion y/o tratamiento con una sustancia solubilizante (tal como, por ejemplo, tratamiento con guanidina).

En una realizacién, una muestra de biopsia recién obtenida se congela usando, por ejemplo, nitrdgeno liquido o
difluorodiclorometano. La muestra congelada se monta para seccionarse utilizando, por ejemplo, OCT, y se secciona
en serie en un criostato. Las secciones seriadas se recogen sobre un portaobjetos de microscopio de vidrio. Para la
tincion inmunohistoquimica los portacbjetos se pueden recubrir, por ejemplo, con cromo-alumbre, gelatina o poli-L-
lisina para asegurar que las secciones se adhieran a los portaobjetos. En otra realizacion, las muestras se fijan y se
embeben antes de seccionarse. Por ejemplo, una muestra de tejido puede fijarse, por ejemplo, en formalina,
deshidratarse en serie e incluirse, por ejemplo, en parafina.

Una vez obtenida la muestra, se puede utilizar cualquier método conocido en la técnica por ser adecuado para
detectar y cuantificar FRa no unido a una célula (ya sea a nivel de acido nucleico o, preferiblemente, a nivel de
proteina), como se describe en la seccion (B) a continuacién. En la técnica son bien conocidos ejemplos de métodos
e incluyen, aunque sin limitacién, transferencias Western, transferencias Northern, transferencias Southern,
inmunohistoquimica, ensayo en fase de disolucion, ELISA, por ejemplo, ELISA amplificado, inmunoprecipitacion,
inmunofluorescencia, citometria de flujo, inmunocitoquimica, analisis espectrometrométrico de masa, por ejemplo,
MALDI-TOF y SELDI-TOF, técnicas de hibridacién de acidos nucleicos, métodos de transcripcion inversa de acidos
nucleicos, y métodos de amplificacién de acido nucleico.

32



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2780192 T3

En muchas realizaciones, el nivel de FRa no unido a una célula en la muestra (tal como, por ejemplo, orina o suero)
se evalla poniendo en contacto la muestra con un anticuerpo que se une a FRa. Los anticuerpos que se unen a
FRa son conocidos en la técnica e incluyen (i) el anticuerpo monoclonal de ratén LK26 (las cadenas pesadas y
ligeras del mismo se presentan en el presente documento como SEQ ID NO: 22 y 23), como se describe en la
Solicitud de Patente Europea N° 86104170.5 (Rettig); (ii) el anticuerpo MORAb-003, como se describe en la
Publicacién Internacional N® WO02004/113388 y en la Patente de EE.UU. N2 5.646.253. Los anticuerpos
monoclonales MOV18 y MOv19 también se unen a diferentes epitopos de la molécula FRa (anteriormente conocida
como gp38/FBP). Miotti, S. et al. Int J Cancer, 38: 297-303 (1987). Por ejemplo, el anticuerpo MOV18 se une al
epitopo mostrado en el presente documento como SEQ ID NO: 26 (TELLNVXMNAK*XKEKPXPX*KLXXQX) (notese
que en la posicion 12, un residuo de triptéfano o histidina es posible, y en la posicién 21, es posible tener un residuo
de acido aspartico o un residuo de &cido glutamico), como se muestra en Coney et al. Cancer Res, 51: 6125-6132
(1991).

Tal como se utiliza aqui, el término "MORADb-003" se refiere a un anticuerpo que se une especificamente a FRa y
que comprende la secuencia de aminodcidos de la cadena pesada madura mostrada en la SEQ ID NO: 7 y la
secuencia de cadena ligera madura de la SEQ ID NO: 8. Las correspondientes secuencias de aminodacidos pre-
proteina para MORAb-003 se muestran en la SEQ ID NO: 9 (cadena pesada) y 10 (cadena ligera). El anticuerpo
MORADb-003 comprende las siguientes CDRs: SEQ ID NO: 1 como CDRH1, SEQ ID NO: 2 como CDRH2, SEQ ID
NO: 3 como CDRHS3, SEQ ID NO: 4 como CDRL1, SEQ ID NO: 5 como CDRL2, y SEQ ID NO: 6 como CDRLS3. Las
células productoras de anticuerpos MORADb-003 han sido depositadas en la American Type Culture Collection
(10801 University Blvd., Manassas, Virginia 20110-2209) el 24 de abril de 2006, y se les ha asignado el N° de
Acceso PTA-7552.

Otros anticuerpos que se unen FRa y para uso en los métodos de la presente invencion incluyen
9F3.H9.H3.H3.B5.G2 (también denominado 9F3), 19D4.B7 (también denominado 19D4), 24F12.B1 (también
denominado 24F12), y 26B3.F2 (también denominado 26B3). Las secuencias de aminoacidos de estos anticuerpos,
sus CDR, y sus dominios variables de cadena pesada y ligera, asi como las secuencias de polinucleétidos que
pueden codificarlos, se proporcionan en la Tabla 33. En algunas realizaciones, estos anticuerpos son de IgG de
raton, o derivados de la misma. En otras realizaciones, los anticuerpos son humanos, humanizados, o quiméricos.

9F3

En algunas realizaciones, el anticuerpo que se une a FRa es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno que
incluye una secuencia de aminoacidos de cadena ligera CDR1 sustancialmente igual, o idéntica a la SEQ ID NO: 27.
En algunas realizaciones, el anticuerpo que se une a FRa incluye una secuencia de aminoacidos de cadena ligera
CDR2 sustancialmente igual, o idéntica a la SEQ ID NO: 28. En algunas realizaciones, el anticuerpo que se une a
FRa incluye una secuencia de aminodcidos de cadena ligera CDR3 sustancialmente igual, o idéntica a la SEQ ID
NO: 29. En algunas realizaciones, el anticuerpo que se une a FRa incluye una secuencia de amino&cidos de cadena
pesada CDR1 sustancialmente igual, o idéntica a la SEQ ID NO: 31. En algunas realizaciones, el anticuerpo que se
une a FRa incluye una secuencia de aminoacidos de cadena pesada CDR2 sustancialmente igual, o idéntica a la
SEQ ID NO: 32. En algunas realizaciones, el anticuerpo que se une a FRa incluye una secuencia de aminoacidos de
cadena pesada CDRS3 sustancialmente igual, o idéntica a la SEQ ID NO: 33. El anticuerpo que se une a FRa puede
incluir una cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos CDR1 sustancialmente igual, o idéntica a la SEQ
ID NO: 27; una secuencia de aminoacidos de CDR2 sustancialmente igual, o idéntica a la SEQ | D NO: 28; y una
secuencia de aminoécidos de CDR3 sustancialmente igual, o idéntica a la SEQ ID NO: 29. El anticuerpo que se une
a FRa puede incluir una cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos CDR1 sustancialmente igual, o
idéntica a la SEQ ID NO: 31; una secuencia de aminoacidos CDR2 sustancialmente igual, o idéntica a la SEQ ID
NO: 32; y una secuencia de aminoacidos de CDR3 sustancialmente igual, o idéntica a la SEQ ID NO: 33. El
anticuerpo que se une a FRa puede incluir una cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos CDR1
sustancialmente igual, o idéntica a la SEQ ID NO: 27; una secuencia de CDR2 de aminodacidos sustancialmente
igual, o idéntica a la SEQ ID NO: 28; y una secuencia de aminoacidos de CDRS3 sustancialmente igual, o idéntica a
la SEQ ID NO: 29, y también tienen una cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos CDR1
sustancialmente igual, o idéntica a la SEQ ID NO: 31; una secuencia de CDR2 de aminoécidos sustancialmente
igual, o idéntica a la SEQ ID NO: 32; y una secuencia de aminoacidos de CDRS3 sustancialmente igual, o idéntica a
la SEQ ID NO: 33.

El anticuerpo que se une a FRa puede incluir un dominio variable de cadena ligera que incluye una secuencia de
aminodcidos sustancialmente igual, o idéntica a la SEQ ID NO: 30. El anticuerpo que se une a FRa puede incluir un
dominio variable de cadena pesada que incluye una secuencia de aminoacidos sustancialmente igual, o idéntica a la
SEQ ID NO: 34. El anticuerpo que se une a FRa puede incluir dominios variables de cadena ligera y pesada, donde
el dominio variable de cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos sustancialmente igual, o idéntica a la
SEQ ID NO: 30, y el dominio variable de cadena pesada incluye una secuencia de aminoacidos sustancialmente
igual, o idéntica a la SEQ ID NO: 34. En algunas realizaciones, el anticuerpo que se une a FRa es el anticuerpo
9F3.H9.H3.H3.B5.G2 (9F3) o un fragmento de unién a antigeno del mismo, capaz de unirse ya sea a una forma
nativa o a una forma no reducida de FRa. En algunas realizaciones, el anticuerpo tiene una regién constante de
IgG2a de ratén.
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En algunas realizaciones, el anticuerpo que se une a FRa es un anticuerpo producido por las células productoras de
anticuerpos depositadas en la American Type Culture Collection (10801 University Blvd., Manassas, Virginia 20110-
2209) el 19 de mayo de 2011 y se le ha asignado el N® de Acceso PTA-11887. En algunas realizaciones, el
anticuerpo que se une a FRa comprende una o mas de las CDRs de cadena ligera y pesada de los anticuerpos
producidos por las células productoras de anticuerpos depositadas. En algunas realizaciones, el anticuerpo que se
une a FRa comprende las regiones variables de cadena ligera y pesada de los anticuerpos producidos por las
células productoras de anticuerpos depositadas.

19D4

En algunas realizaciones, el anticuerpo que se une a FRa es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno que
incluye una secuencia de aminodcidos de cadena ligera CDR1 sustancialmente igual, o idéntica a la SEQ ID NO: 35.
En algunas realizaciones, el anticuerpo que se une a FRa incluye una secuencia de aminoacidos de cadena ligera
CDR2 sustancialmente igual, o idéntica a la SEQ ID NO: 36. En algunas realizaciones, el anticuerpo que se une a
FRa incluye una secuencia de aminoacidos de cadena ligera CDR3 sustancialmente igual, o idéntica a la SEQ ID
NO: 37. En algunas realizaciones, el anticuerpo que se une a FRa incluye una secuencia de aminoacidos de cadena
pesada CDR1 sustancialmente igual, o idéntica a la SEQ ID NO: 39. En algunas formas de realizacién, el anticuerpo
que se une a FRa incluye una secuencia de aminoacidos de cadena pesada CDR2 sustancialmente igual, o idéntica
a la SEQ ID NO: 40. En algunas realizaciones, el anticuerpo que se une a FRa incluye una secuencia de
aminodcidos de cadena pesada CDRS3 sustancialmente igual, o idéntica a la SEQ ID NO: 41. El anticuerpo que se
une a FRa puede incluir una cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos CDR1 sustancialmente igual, o
idéntica a la SEQ ID NO: 35; una secuencia de aminodcidos CDR2 sustancialmente igual, o idéntica a la SEQ ID
NO: 36; y una secuencia de aminoacidos CDR3 sustancialmente igual, o idéntica a la SEQ ID NO: 37. El anticuerpo
que se une a FRa puede incluir una cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos CDR1 sustancialmente
igual, o idéntica a la SEQ ID NO: 39; una secuencia de aminodcidos CDR2 sustancialmente igual, o idéntica a la
SEQ ID NO: 40; y una secuencia de aminoacidos CDR3 sustancialmente igual, o idéntica a la SEQ ID NO: 41. El
anticuerpo que se une a FRa puede incluir una cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos CDR1
sustancialmente igual, o idéntica a la SEQ ID NO: 35; una secuencia de aminoacidos CDR2 sustancialmente igual, o
idéntica a la SEQ ID NO: 36; y una secuencia de aminoacidos CDR3 sustancialmente igual, o idéntica a la SEQ ID
NO: 37, y también tienen una cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos CDR1 sustancialmente igual,
0 idéntica a la SEQ ID NO: 39; una secuencia de aminoacidos CDR2 sustancialmente igual, o idéntica a la SEQ ID
NO: 40; y una secuencia de aminoacidos CDR3 sustancialmente igual, o idéntica a la SEQ ID NO: 41.

El anticuerpo que se une a FRa puede incluir un dominio variable de cadena ligera que incluye una secuencia de
aminodcidos sustancialmente igual, o idéntica a la SEQ ID NO: 38. El anticuerpo que se une a FRa puede incluir un
dominio variable de cadena pesada que incluye una secuencia de aminoacidos sustancialmente igual, o idéntica a la
SEQ ID NO: 42. El anticuerpo que se une a FRa puede incluir una cadena ligera o pesada de los dominios variables,
en el que el dominio variable de cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos sustancialmente igual, o
idéntica a la SEQ ID NO: 38, y el dominio variable de cadena pesada incluye una secuencia de aminoacidos
sustancialmente igual, o idéntica a la SEQ ID NO: 42. En algunas realizaciones, el anticuerpo que se une a FRa es
el anticuerpo 19D4.B7 (19D4) o un fragmento de unién a antigeno del mismo, capaz de unirse ya sea a una forma
nativa o a una forma no reducida de FRa. En algunas realizaciones, el anticuerpo tiene una regién constante de
IgG2a de ratén.

En algunas realizaciones, el anticuerpo que se une a FRa es un anticuerpo producido por las células productoras de
anticuerpos depositadas en la American Type Culture Collection (10801 University Blvd., Manassas, Virginia 20110-
2209) el 19 de mayo de 2011, y se le ha asignado el N°® de Acceso PTA-11884. En algunas realizaciones, el
anticuerpo que se une a FRa comprende una o mas de las CDRs de cadena ligera y pesada de los anticuerpos
producidos por las células productoras de anticuerpos depositadas. En algunas realizaciones, el anticuerpo que se
une a FRa comprende las regiones variables de cadena ligera y pesada de los anticuerpos producidos por las
células productoras de anticuerpos depositadas.

24F12

En algunas realizaciones, el anticuerpo que se une a FRa es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno que
incluye una secuencia de aminodcidos de cadena ligera CDR1 sustancialmente igual, o idéntica a la SEQ ID NO: 43.
En algunas realizaciones, el anticuerpo que se une a FRa incluye una secuencia de amino&cidos de cadena ligera
CDR2 sustancialmente igual, o idéntica a la SEQ ID NO: 44. En algunas realizaciones, el anticuerpo que se une a
FRa incluye una secuencia de aminoacidos de cadena ligera CDR3 sustancialmente igual, o idéntica a la SEQ ID
NO: 45. En algunas realizaciones, el anticuerpo que se une a FRa incluye una secuencia de aminoacidos de cadena
pesada CDR1 sustancialmente igual, o idéntica a la SEQ ID NO: 47. En algunas formas de realizacién, el anticuerpo
que se une a FRa incluye una secuencia de aminoacidos de cadena pesada CDR2 sustancialmente igual, o idéntica
a la SEQ ID NO: 48. En algunas realizaciones, el anticuerpo que se une a FRa incluye una secuencia de
aminodcidos de cadena pesada CDRS3 sustancialmente igual, o idéntica a la SEQ ID NO: 49. El anticuerpo que se
une a FRa puede incluir una cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos CDR1 sustancialmente igual, o
idéntica a la SEQ ID NO: 43; una secuencia de aminoacidos CDR2 sustancialmente igual, o idéntica a la SEQ ID
NO: 44; y una secuencia de aminoacidos CDR3 sustancialmente igual, o idéntica a la SEQ ID NO: 45. El anticuerpo

34



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2780192 T3

que se une a FRa puede incluir una cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos CDR1 sustancialmente
igual, o idéntica a la SEQ ID NO: 47; una secuencia de aminoacidos CDR2 sustancialmente igual, o idéntica a la
SEQ ID NO: 48; y una secuencia de aminoacidos CDR3 sustancialmente igual, o idéntica a la SEQ ID NO: 49. El
anticuerpo que se une a FRa puede incluir una cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos CDR1
sustancialmente igual, o idéntica a la SEQ ID NO: 43; una secuencia de aminoacidos CDR2 sustancialmente igual, o
idéntica a la SEQ ID NO: 44; y una secuencia de aminoacidos CDR3 sustancialmente igual, o idéntica a la SEQ ID
NO: 45, y también tienen una cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos CDR1 sustancialmente igual,
o idéntica a la SEQ ID NO: 47; una secuencia de aminoacidos CDR2 sustancialmente igual, o idéntica a la SEQ ID
NO: 48; y una secuencia de aminoacidos CDR3 sustancialmente igual, o idéntica a la SEQ ID NO: 49.

El anticuerpo que se une a FRa puede incluir un dominio variable de cadena ligera que incluye una secuencia de
aminodcidos sustancialmente igual, o idéntica a la SEQ ID NO: 46. El anticuerpo que se une a FRa puede incluir un
dominio variable de cadena pesada que incluye una secuencia de aminoacidos sustancialmente igual, o idéntica a la
SEQ ID NO: 50. El anticuerpo que se une a FRa puede incluir dominios variables de cadena ligera y pesada, en la
que el dominio variable de cadena ligera incluye una secuencia de aminoacidos sustancialmente igual, o idéntica a
la SEQ ID NO: 46, y el dominio variable de cadena pesada incluye una secuencia de aminoacidos sustancialmente
igual, o idéntica a la SEQ ID NO: 50. En algunas realizaciones, el anticuerpo que se une a FRa es el anticuerpo
24F12.B1 (24F12) o un fragmento de union a antigeno del mismo, capaz de unirse ya sea a una forma nativa o0 a
una forma no reducida de FRa. En algunas realizaciones, el anticuerpo tiene una regién constante de IgG1 de raton.

En algunas realizaciones, el anticuerpo que se une a FRa es un anticuerpo que es producido por las células
productoras de anticuerpos depositadas en la American Type Culture Collection (10801 University Blvd., Manassas,
Virginia 20110-2209) el 19 de mayo de 2011 y se le ha asignado el N° de Acceso PTA-11886. En algunas
realizaciones, el anticuerpo que se une a FRa comprende una o mas de las CDRs de cadena ligera y pesada de los
anticuerpos producidos por las células productoras de anticuerpos depositadas. En algunas realizaciones, el
anticuerpo que se une a FRa comprende las regiones variables de cadena ligera y pesada de los anticuerpos
producidos por las células productoras de anticuerpos depositadas.

26B3

En algunas realizaciones, el anticuerpo que se une a FRa es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno que
incluye una secuencia de aminoacidos de cadena ligera CDR1 sustancialmente igual, o idéntica a la SEQ ID NO: 51.
En algunas realizaciones, el anticuerpo que se une a FRa incluye una secuencia de aminoacidos de cadena ligera
CDR2 sustancialmente igual, o idéntica a la SEQ ID NO: 52. En algunas realizaciones, el anticuerpo que se une a
FRa incluye una secuencia de aminoacidos de cadena ligera CDR3 sustancialmente igual, o idéntica a la SEQ ID
NO: 53. En algunas realizaciones, el anticuerpo que se une a FRa incluye una secuencia de amino&cidos de cadena
pesada CDR1 sustancialmente igual, o idéntica a la SEQ ID NO: 55. En algunas formas de realizacion, el anticuerpo
que se une a FRa incluye una secuencia de aminoacidos de cadena pesada CDR2 sustancialmente igual, o idéntica
a la SEQ ID NO: 56. En algunas realizaciones, el anticuerpo que se une a FRa incluye una secuencia de
aminoacidos de cadena pesada CDRS3 sustancialmente igual, o idéntica a la SEQ ID NO: 57. El anticuerpo que se
une a FRa puede incluir una cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos CDR1 sustancialmente igual, o
idéntica a la SEQ ID NO: 51; una secuencia de CDR2 de aminoédcidos sustancialmente igual, o idéntica a la SEQ ID
NO: 52; y una secuencia de aminoacidos CDR3 sustancialmente igual, o idéntica a la SEQ ID NO: 53. El anticuerpo
que se une a FRa puede incluir una cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos CDR1 sustancialmente
igual, o idéntica a la SEQ ID NO: 55; una secuencia de aminoacidos CDR2 sustancialmente igual, o idéntica a la
SEQ ID NO: 56; y una secuencia de aminoacidos CDR3 sustancialmente igual, o idéntica a la SEQ ID NO: 57. El
anticuerpo que se une a FRa puede incluir una cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos CDR1
sustancialmente igual, o idéntica a la SEQ ID NO: 51; una secuencia de aminoacidos CDR2 sustancialmente igual, o
idéntica a la SEQ ID NO: 52; y una secuencia de aminoacidos CDR3 sustancialmente igual, o idéntica a la SEQ ID
NO: 53, y también tienen una cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos CDR1 sustancialmente igual,
o0 idéntica a la SEQ ID NO: 55; una secuencia de aminoacidos CDR2 sustancialmente igual, o idéntica a la SEQ ID
NO: 56; y una secuencia de aminoacidos CDR3 sustancialmente igual, o idéntica a la SEQ ID NO: 57.

El anticuerpo que se une a FRa puede incluir un dominio variable de cadena ligera que incluye una secuencia de
aminodcidos sustancialmente igual, o idéntica a la SEQ ID NO: 54. El anticuerpo que se une a FRa puede incluir un
dominio variable de cadena pesada que incluye una secuencia de aminoacidos sustancialmente igual, o idéntica a la
SEQ ID NO: 58. El anticuerpo que se une a FRa puede incluir dominios variables de cadena ligera y pesada, donde
el dominio variable de cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos sustancialmente igual, o idéntica a la
SEQ ID NO: 54, y el dominio variable de cadena pesada incluye una secuencia de aminoacidos sustancialmente
igual, o idéntica a la SEQ ID NO: 58. En algunas realizaciones, el anticuerpo que se une a FRa es el anticuerpo
26B3.F2 (26B3) o un fragmento de unién a antigeno del mismo, capaz de unirse ya sea a una forma nativa o a una
forma no reducida de FRa. En algunas realizaciones, el anticuerpo tiene una region constante de IgG1 de ratén.

En algunas realizaciones, el anticuerpo que se une a FRa es un anticuerpo producido por las células productoras de
anticuerpos depositadas en la American Type Culture Collection (10801 University Blvd., Manassas, Virginia 20110-
2209) el 19 de mayo de 2011 y se le ha asignado el N® de Acceso PTA-11885. En algunas realizaciones, el
anticuerpo que se une a FRa comprende una o mas de las CDRs de cadena ligera y pesada de los anticuerpos
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producidos por las células productoras de anticuerpos depositadas. En algunas realizaciones, el anticuerpo que se
une a FRa comprende las regiones variables de cadena ligera y pesada de los anticuerpos producidos por las
células productoras de anticuerpos depositadas.

Las disposiciones de uniéon a antigeno de las CDRs se pueden disefiar usando proteinas de tipo anticuerpo como
plantillas de CDR. Las proteinas de unién a antigeno disefiadas se incluyen dentro del alcance de los anticuerpos
que se unen a FRa.

En la técnica se conocen otros anticuerpos reactivos que se unen a FRa, y en la actualidad, muchos de dichos
anticuerpos reactivos estan disponibles comercialmente (en base a una busqueda de anticuerpos anti-FRa en
http://www.biocompare.com), que se enumeran en la siguiente tabla.

Producto Empresa Cantidad Aplicaciones Reactividad
Anti-FRa humano de Abnova 50 ug La deteccién de Humano
raton purificado - MaxPab | Corporation anticuerpos,
anticuerpo policlonal, no Transferencia Western
conjugado (lisado transfectado)
Anti-FRa humano de Abnova 50 ug La deteccién de Humano
raton purificado - MaxPab | Corporation anticuerpos,
anticuerpo policlonal, no Transferencia Western
conjugado (lisado transfectado)
Anti-FRa humano de Abnova 100 g La deteccién de Humano
conejo purificado - Corporation anticuerpos,
MaxPab anticuerpo Transferencia Western
policlonal, no conjugado (lisado transfectado)
Anticuerpo policlonal anti- | Aviva 50 ug Transferencia Western | Humano,
FRa de conejo, no Systems ratén, rata
conjugado Biology
Anticuerpo policlonal anti- | GeneTex 100 pl Transferencia Western. | Humano
FRa humano de conejo, No se ha determinado
no conjugado la utilidad de este
producto en otras
aplicaciones.
Receptor de folato alfa LifeSpan 10 mg ELISA (1:4000 - Bovino
(FRa) policlonal anti- BioSciences 1:20.000),
bovino de cabra, Inmunofluorescencia,
conjugado con biotina Immunohistoquimica,
transferencia Western
Receptor de folato alfa LifeSpan No ELISA (1:5000 - Bovino
(FRa) policlonal anti- BioSciences | proporcion | 1:25.000),
bovino de cabra, ado Transferencia Western
conjugado con biotina
Receptor de folato alfa LifeSpan 20 mg ELISA (1:2000 - Bovino
(FRa) policlonal anti- BioSciences 1:10000),
bovino de cabra, Inmunohistoquimica,
conjugado con Hrp Transferencia Western
Receptor de folato alfa LifeSpan 1000 pug ELISA (1:2000 - Bovino
(FRa) policlonal anti- BioSciences 1:12000), Cambio de
bovino de cabra, Gel,
conjugado con Hrp inmunohistoquimica
(1:100 - 1:200),
inmunohistoquimica
Receptor de folato alfa LifeSpan 2000 pg ELISA, Transferencia Bovino
(FRa) policlonal anti- BioSciences | (200 pl) Western
bovino de cabra,
conjugado con Hrp
Receptor de folato alfa LifeSpan No ELISA, Bovino
(FRa) policlonal anti- BioSciences | proporcion | inmunohistoquimica
bovino de cabra, ado (secciones
conjugado con Hrp congeladas),
inmunohistoquimica
(Parafina),
Transferencia Western
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Receptor de folato alfa LifeSpan 50 mg ELISA (1:10000 - Bovino
(FRa) policlonal anti- BioSciences 1:40.000),
bovino de cabra, no inmunoprecipitacion,
conjugado Transferencia Western
Receptor de folato alfa LifeSpan 10000 pg ELISA (1:10000 - Bovino
(FRa) policlonal anti- BioSciences 1:40.000),
bovino de cabra, no inmunoprecipitacion,
conjugado Transferencia Western
Receptor de folato alfa LifeSpan 1mL ELISA (1:3000 - Bovino
(FRa) policlonal anti- BioSciences 1:9000),
bovino de cabra, no inmunoprecipitacion,
conjugado Transferencia Western
Receptor de folato alfa LifeSpan No ELISA (1:3000 - Bovino
(FRa) policlonal anti- BioSciences | proporcion | 1:9000),
bovino de cabra, ado inmunoprecipitacion,
policlonal, no conjugado Transferencia Western
Receptor de folato alfa
(FRa)
Receptor de folato alfa LifeSpan 200 ug ELISA Bovino
(FRa) monoclonal anti- BioSciences
bovino de ratén, no
conjugado
Receptor de folato alfa LifeSpan 200 ug ELISA Humano
(FRa) monoclonal anti- BioSciences
bovino de ratén, no Receptor de
conjugado folato alfa
(FRa)
Receptor de folato alfa LifeSpan 200 ug ELISA Humano
(FRa) monoclonal anti- BioSciences
bovino de ratén, no
conjugado
Receptor de folato alfa LifeSpan 200 ug ELISA No
(FRa) monoclonal anti- BioSciences proporcionad
bovino de ratén, no o)
conjugado
Receptor de folato alfa LifeSpan 100 pl ELISA (1-10 pg/ml), Mono
(FRa) monoclonal anti- BioSciences citometria de flujo,
bovino de ratén, no inmunocitoquimica,
conjugado, clon 6d398 inmunohistoquimica
(secciones congeladas)
Receptor de folato alfa LifeSpan 1mL ELISA Bovino
(FRa) policlonal anti- BioSciences
bovino de ratén, no
conjugado
Receptor de folato alfa LifeSpan No No proporcionado Bovino
(FRa) policlonal anti- BioSciences | proporcion
bovino de ratén, no ado
conjugado
Anticuerpo policlonal FRa | Novus 0,05 mL Transferencia Western,
anti-humano de ratén, no Biologicals ELISA
conjugado, receptor de
folato de clon 1 (adulto)
FRa policlonal anti- Novus 0,05 mg ELISA, Transferencia Humano
humano de ratén, no Biologicals Western

conjugado
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Anticuerpo policlonal R&D 50 ug Transferencia Western | Humano
purificado de afinidad FRa | Systems
anti-humano de cabra,
conjugado con biotina

Anticuerpo policlonal R&D 100 g Citometria de Flujo, Humano
purificado de afinidad FRa | Systems Transferencia Western
anti-humano de cabra, no

conjugado

Anticuerpo monoclonal R&D 100 Citometria de flujo Humano
FRa anti-humano de Systems Ensayos

raton, conjugado de
aloficocianina, clon

548908
Anticuerpo monoclonal R&D 100 Citometria de flujo Humano
FRa anti-humano de Systems Ensayos

raton, conjugado de
ficoeritrina conjugado,

clon 548908

Anticuerpo monoclonal R&D 100 g Citometria de flujo, Humano
FRa anti-humano de Systems inmunocitoquimica,

raton, no conjugado, clon Transferencia Western

548908

Anticuerpo monoclonal United States | 100 pg ELISA, citometria de Humano
FRa anti-humano de Biological flujo,

raton, no conjugado inmunocitoquimica,

Transferencia Western

En una realizacion preferida, el anticuerpo que se une a FRa comprende al menos una de las siguientes CDRs,
derivadas de las cadenas pesada y ligera de LK26 de ratén: SEQ ID NO: 1 (GFTFSGYGLS) como CDRH1, SEQ ID
NO: 2 (MISSGGSYTYYADSVKG) como CDRH2, SEQ ID NO: 3 (HGDDPAWFAY) como CDRH3, SEQ ID NO: 4
(SVSSSISSNNLH) como CDRL1, SEQ ID NO: 5 (GTSNLAS) como CDRL2 y SEQ ID NO: 6 (QQWSSYPYMYT)
como CDRLS3. Véase la Patente de EE.UU. N° 5.646.253. Se pueden realizar otras mutaciones en las regiones de
marco, tal como se muestra en la Patente de EE.UU. N® 5.646.253.

En otra realizacion preferida, el anticuerpo incluye una cadena ligera de la regién variable seleccionada del grupo
que consiste en LK26HuVK (SEQ ID NO: 13), LK26HuUVKY (SEQ ID NO: 14), LK26HUVKPW (SEQ ID NO: 15), y
LK26HUVKPW,Y (SEQ ID NO:16); y una region variable de cadena pesada seleccionada del grupo que consiste en
LK26HuVH (SEQ ID NO: 17); LK26HuVH FAIS,N (SEQ ID NO: 18); LK26HuVH SLF (SEQ ID NO: 19); LK26HuVH Il
(SEQ ID NO: 20); y LK26KOLHuUVH (SEQ ID NO: 21). Véase la Patente de EE.UU. N°® 5.646.253 y la Patente de
EE.UU. N? 6.124.106. En otra realizacion, el anticuerpo comprende la regi6on variable de cadena pesada
LK26KOLHuVH (SEQ ID NO: 21) y la region variable de cadena ligera LK26HUVKPW,Y (SEQ ID NO: 16). En otra
realizacién, el anticuerpo comprende la regién variable de cadena pesada LK26HuVH SLF (SEQ ID NO: 19) y la
region variable de cadena ligera LK26HUVKPW,Y (SEQ ID NO: 16). En una realizaciéon adicional, el anticuerpo
comprende la regién variable de cadena pesada LK26HuVH FAIS,N (SEQ ID NO: 18) y la region variable de cadena
ligera LK26HUVKPW,Y (SEQ ID NO: 16).

En algunas realizaciones, las muestras pueden necesitar ser modificadas con el fin de hacer accesible el FRa a la
unién del anticuerpo. En un aspecto particular de los métodos de inmunocitoquimica o inmunohistoquimica, los
portaobjetos se pueden transferir a un tampon de pretratamiento y calentarse opcionalmente para aumentar la
accesibilidad del antigeno. El calentamiento de la muestra en el tampdn de pretratamiento interrumpe rapidamente la
bi-capa lipidica de las células, y hace que los antigenos (puede ser el caso en muestras frescas, pero no lo que
ocurre tipicamente en muestras fijadas) (es decir, la proteina FRa) sean mas accesibles para la union del
anticuerpo. El término "tampén de pretratamiento” se usa indistintamente en este documento para referirse a un
tampon que se utiliza para preparar las muestras de citologia o histologia para la inmunotincién, en particular
mediante el aumento de la accesibilidad de la proteina FRa para la uniéon de anticuerpos. El tampon de
pretratamiento puede comprender una disolucién salina de pH especifico, un polimero, un detergente, o un
tensioactivo no ionico o anidnico, tal como, por ejemplo, un agente tensioactivo etilooxilado aniénico o no i6nico, un
alcanoato o un alcoxilato o incluso mezclas de estos tensioactivos, o incluso el uso de una sal biliar. El tamp6n de
pretratamiento puede ser, por ejemplo, una disolucion de 0,1% a 1% de acido desoxicodlico, sal de sodio, 0o una
disolucién de sodio de laurilo-13-carboxilato de metilo (por ejemplo, Sandopan LS) y/o un complejo aniénico
etoxilado. En algunas realizaciones, el tampon de pretratamiento también puede utilizarse como tampén de
almacenamiento de portaobjetos. En una realizaciéon particular, la muestra, por ejemplo, muestra de orina, se
centrifuga, se agita con vortex, se diluye y/o se somete a tratamiento con guanidina.

En la practica de la invencidn se puede utilizar cualquier método para la fabricacion de proteina FRa mas accesible
para la unién de anticuerpo, incluyendo los métodos de recuperacion de antigeno conocidos en la técnica. Véase,
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por ejemplo, Bibbo, et al. (2002) Acta. Cytol. 46: 25-29; Saqi, et al. (2003) Diagn. Cytopathol. 27: 365-370; Bibbo, et
al. (2003) Anal. Quant. Citol. Histol. 25: 8-11.

Tras el pretratamiento para aumentar la accesibilidad de la proteina de FRa, las muestras pueden ser bloqueadas
usando un agente de bloqueo adecuado, por ejemplo, un reactivo de bloqueo de peroxidasa, tal como peréxido de
hidrégeno. En algunas realizaciones, las muestras pueden ser bloqueadas usando un reactivo de bloqueo de
proteina para prevenir la unién no especifica del anticuerpo. El reactivo de bloqueo de proteina puede comprender,
por ejemplo, caseina purificada. A continuacion, se incuba con la muestra un anticuerpo, particularmente un
anticuerpo monoclonal o policlonal, que se une especificamente a FRa.

Las técnicas para la deteccion son bien conocidas en la técnica de unién de anticuerpos. La uniéon a FRa del
anticuerpo puede ser detectada mediante el uso de reactivos quimicos que generan una sefal detectable que se
corresponde con el nivel de union de anticuerpos y, en consecuencia, con el nivel de expresion de proteina FRa. En
uno de los métodos de inmunohistoquimica o inmunocitoquimica de la invencién, se detecta la uniéon de anticuerpos
a través del uso de un anticuerpo secundario que estd conjugado a un polimero marcado. Los ejemplos de
polimeros marcados incluyen, aunque sin limitacion, conjugados de polimero-enzima. Las enzimas de estos
complejos se utilizan tipicamente para catalizar la deposicion de un cromégeno en el sitio de unién antigeno-
anticuerpo, lo que resulta en una tincion de las células que se corresponde con el nivel de expresion del biomarcador
de interés. Las enzimas incluyen, aunque sin limitacion, peroxidasa de rabano (HRP) y fosfatasa alcalina (AP).

En un método inmunohistoquimico o inmunocitoquimico de la invencion, la unién del anticuerpo a la proteina FRa se
detecta a través del uso de un polimero marcado con HRP que se conjuga a un anticuerpo secundario. La unién del
anticuerpo también se puede detectar a través del uso de un reactivo de sonda especifica de la especie, que se une
a anticuerpos monoclonales o policlonales, y un polimero conjugado con HRP, que se une al reactivo de sonda
especifica de la especie. Los portaobjetos se tifien para la union usando cualquier cromoégeno, anticuerpo, por
ejemplo, el cromégeno 3,3-diaminobencidina (DAB), y después se contratifien con hematoxilina y, opcionalmente, un
agente de azulado tal como hidréxido de amonio o TBS/Tween-20. Otros cromégenos adecuados incluyen, por
ejemplo, 3-amino-9-etilocarbazol (AEC). En algunos aspectos de la invencion, los portaocbjetos son revisados
microscopicamente por un citotécnico y/o un patélogo para evaluar la tincion de células, por ejemplo, la tincion
fluorescente (es decir, la expresion de FRa). Alternativamente, las muestras pueden ser revisadas mediante
microscopia automatizada o por personal con la ayuda de software de ordenador que facilite la identificacion de
células de tincién positiva.

En una realizacion preferida de la invencion, el anticuerpo estd marcado. Por ejemplo, la deteccion de la union del
anticuerpo se puede facilitar mediante el acoplamiento del anticuerpo anti-FRa a una sustancia detectable. Los
ejemplos de sustancias detectables incluyen diversas enzimas, grupos prostéticos, materiales fluorescentes,
materiales luminiscentes, materiales bioluminiscentes, y materiales radiactivos. Los ejemplos de enzimas adecuadas
incluyen peroxidasa de rabano, fosfatasa alcalina, B-galactosidasa, o acetilcolinesterasa; los ejemplos de complejos
de grupos prostéticos adecuados incluyen estreptavidina/biotina y avidina/biotina; los ejemplos de materiales
fluorescentes adecuados incluyen umbeliferona, fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina,
diclorotriazinilamina fluoresceina, cloruro de dansilo o ficoeritrina; un ejemplo de un material luminiscente incluye
luminol; los ejemplos de materiales bioluminiscentes incluyen luciferasa, luciferina, y aequorina; y los ejemplos de
materiales radiactivos adecuados incluyen 23|, 131, 35S 14C o 3H. En una realizacion particular, el anticuerpo esta
marcado con un radiomarcador, un marcador croméforo, un marcador fluoréforo, o un marcador enzimatico.

En una realizacion de la invencién se preparan muestras congeladas como se ha descrito anteriormente y se tifien a
continuacion con anticuerpos contra FRa diluidos a una concentracion apropiada usando, por ejemplo, disolucion
salina tamponada con Tris (TBS). Los anticuerpos primarios pueden detectarse mediante incubacion de los
portaobjetos en anti-inmunoglobulina biotinilada. Esta sefial opcionalmente puede ser amplificada y visualizarse
usando precipitacion con diaminobencidina del antigeno. Ademas, los portaobjetos se pueden contratefir
opcionalmente con, por ejemplo, hematoxilina, para visualizar las células.

En otra realizacién, las muestras fijadas y embebidas se tifien con anticuerpos contra FRa y se contratifien como se
ha descrito anteriormente para las secciones congeladas. Ademas, las muestras se pueden tratar opcionalmente
con agentes para amplificar la sefal con el fin de visualizar la tincion de anticuerpos. Por ejemplo, puede utilizarse
una deposicién catalizada por peroxidasa de biotinil-tiramida, que a su vez se hace reaccionar con estreptavidina
conjugada con peroxidasa (Catalyzed Signal Amplification (CSA) System, DAKO, Carpinteria, CA).

El especialista en la técnica reconocera que la concentracién de un anticuerpo particular utilizado para llevar a la
practica los métodos de la invencion variara dependiendo de factores tales como el tiempo para la unién, el nivel de
especificidad del anticuerpo para FRa, y el método de preparacion de la muestra. Ademas, cuando se usan multiples
anticuerpos, la concentracion requerida puede verse afectada por el orden en que los anticuerpos se aplican a la
muestra, por ejemplo, al mismo tiempo como un coctel o secuencialmente como reactivos de anticuerpo
individuales. Ademas, la quimica de deteccién utilizada para visualizar la uniéon de anticuerpo a FRa debe ser
optimizada para producir la relaciéon sefnal-ruido deseada. En una realizacion de la invencion, se utilizan métodos
protedmicos, por ejemplo, espectrometria de masas, para detectar y cuantificar la proteina FRa. Por ejemplo, se
puede utilizar espectrometria de masas de tiempo-de-vuelo de desorcidn/ionizacion por laser asociada a la matriz
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(MALDI-TOF MS) o espectrometria de masas de tiempo-de-vuelo de desorcidn/ionizacion por laser potenciada por
superficie (SELDI-TOF MS), que implica la aplicacién de una muestra, tal como suero, a un chip de unién a
proteinas (Wright, GL, Jr., et al (2002) Expert Rev Mol Diagn. 2: 549; Li, J., et al (2002) Clin Chem. 48: 1296;
Laronga, C., et al (2003) Dis Markers 19: 229; Petricoin, EF, et al. (2002) 359: 572; Adam, BL, et al (2002) Cancer
Res 62: 3609; Tolson, J., et al (2004) Lab Invest 84: 845; Xiao, Z., et al (2001) Cancer Res 61: 6029) para detectar y
cuantificar la proteina FRa. Los métodos de espectrometria de masas se describen, por ejemplo, en las Patentes de
EE.UU. N©5.622.824, 5.605.798 y 5.547.835.

La presente invencion ademas implica, al menos en parte, la identificaciéon de FRa como biomarcador de pronéstico,
es decir, como biomarcador de la progresion y/o la gravedad de un cancer que expresa FRa, tal como céancer de
ovario o cancer de pulmén de célula pequefna. Por consiguiente, la presente invencién proporciona métodos de
evaluacion de la progresion de un cancer que expresa FRa en un sujeto que padece cancer de ovario, comparando
el nivel de FRa en una muestra derivada de un sujeto con el nivel de FRa en una muestra de control, en el que una
diferencia en el nivel de FRa en la muestra (tal como una muestra de orina o suero) derivada del sujeto en
comparacién con la muestra de control es un indicio de que el cancer progresa rapidamente. Del mismo modo, los
métodos de evaluacién del nivel de riesgo de que un sujeto desarrolle un cancer que expresa FRa implican
comparar el nivel de FRa en una muestra derivada de un sujeto con el nivel de FRa en una muestra de control,
donde una diferencia en el nivel de FRa en la muestra (tal como una muestra de orina o suero) derivada del sujeto
en comparaciéon con la muestra de control es un indicio de que el sujeto tiene un mayor nivel de riesgo de desarrollar
un cancer que expresa FRa con respecto al riesgo normal en un individuo sano.

En una realizacion, la diferencia es un aumento. En otra realizacion, la diferencia es una disminucién. En algunos
tipos de cancer (por ejemplo, carcinoma de células escamosas de la cabeza y cuello, cancer de ovario), un mayor
nivel de expresion de FRa se asocia con un peor pronostico, mientras que en otros tipos de canceres (por ejemplo,
cancer de pulmén de célula no pequefa), un mayor nivel de expresion de FRa se asocia con un mejor prondstico.
Por lo tanto, en una realizaciéon especifica, el cancer que expresa FRa es cancer de ovario o carcinoma de células
escamosas de la cabeza y el cuello, y la diferencia es un aumento. En otra realizacion especifica, el cancer que
expresa FRa es un cancer de pulmén de célula no pequefia, y la diferencia es una disminucién.

En ciertos aspectos, la invencion proporciona métodos de evaluaciéon de la progresion de un cancer que expresa
FRa en un sujeto que padece un cancer que expresa FRa mediante la comparacion del nivel de FRa en una
muestra derivada de un sujeto con el nivel de FRa en una muestra de control, donde un aumento en el nivel de FRa
en la muestra (tal como una muestra de orina o suero) derivada del sujeto en comparacién con la muestra de control
es un indicio de que el cancer progresara rapidamente, o una disminucion en el nivel de FRa en la muestra derivada
del sujeto en comparacion con el nivel de FRa en la muestra de control es un indicio de que el cancer progresara
lentamente o retrocedera. Del mismo modo, los métodos de evaluacion del nivel de riesgo de que un sujeto
desarrolle un cancer que expresa FRa implican comparar el nivel de FRa en una muestra derivada de un sujeto con
el nivel de FRa en una muestra de control, donde un aumento del nivel de FRa en la muestra (tal como una muestra
de orina o suero) derivada del sujeto en comparacién con la muestra de control es un indicio de que el sujeto tiene
un mayor nivel de riesgo de desarrollar un cancer que expresa FRa en comparaciéon con el riesgo normal en un
individuo sano, o una disminucién en el nivel de FRa en la muestra derivada del sujeto en comparacion con el nivel
de FRa en la muestra de control es un indicio de que el sujeto tiene un nivel inferior de riesgo de desarrollar un
cancer que expresa FRa, en comparacién con un riesgo normal en un individuo sano.

Cualquier aumento o disminucion clinicamente relevante o estadisticamente significativa, usando cualquier método
de anadlisis conocido en la técnica, puede utilizarse en la evaluacion del prondstico, el riesgo y otros métodos de la
invencion. En una realizacion, un aumento en el nivel de FRa se refiere a un nivel que excede de un valor de corte
determinado usando un analisis ROC, como se ejemplifica en el Ejemplo 6. En otra realizacién, una disminucién en
el nivel de FRa se refiere a un nivel en una muestra de ensayo que no excede de un valor de corte determinado
utilizando un analisis de ROC.

En otras realizaciones, el aumento o disminucion debe ser mayor que los limites de deteccién del método para
determinar el nivel de FRa. En realizaciones adicionales, el aumento o disminucién debe ser al menos mayor que el
error estandar de un método de evaluacion, y preferiblemente una diferencia de al menos aproximadamente 2,
aproximadamente 3, aproximadamente 4, aproximadamente 5, aproximadamente 6, aproximadamente 7,
aproximadamente 8, aproximadamente 9, aproximadamente 10, aproximadamente 15, aproximadamente 20,
aproximadamente 25, aproximadamente 100, aproximadamente 500, aproximadamente 1000 veces o mayor que el
error estandar del método de evaluacion. En algunas realizaciones, el aumento o disminucién se evalla utilizando
estadisticas descriptivas paramétricas o no paramétricas, comparaciones, analisis de regresion, y similares.

En otras realizaciones, el aumento o la disminucién es un nivel en la muestra derivada del sujeto que es
aproximadamente 5%, aproximadamente 10%, aproximadamente 15%, aproximadamente 20%, aproximadamente
25%, aproximadamente 30%, aproximadamente 40%, aproximadamente 50%, aproximadamente 60%,
aproximadamente 70%, aproximadamente 80%, aproximadamente 90%, aproximadamente 100%, aproximadamente
150%, aproximadamente 200%, aproximadamente 300%, aproximadamente 400%, aproximadamente 500%,
aproximadamente 600%, aproximadamente 700%, aproximadamente 800%, aproximadamente 900% o
aproximadamente 1.000% mayor o menor que el nivel de FRa en la muestra de control. En realizaciones
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alternativas, el aumento o la disminucion es un nivel en la muestra derivada del sujeto que es al menos
aproximadamente 1,5, y mas preferiblemente aproximadamente dos, aproximadamente tres, aproximadamente
cuatro, aproximadamente cinco o mas desviaciones estandar por encima o por debajo del nivel medio de FRa en la
muestra de control. Tal como se usa en la presente memoria, la frase "progresion de un cancer que expresa FRa en
un sujeto que padece un cancer que expresa FRa" puede referirse a la progresién de un cancer que expresa FRa
desde un estado de cancer menos severo a un estado mas grave. Esto podria incluir un aumento en el nimero o la
gravedad de los tumores, el grado de metastasis, la velocidad con la que el cancer esta creciendo y extendiéndose,
y similares. En ciertas realizaciones, la progresion es una progresion desde un estadio menos severo a un estadio
mas severo, donde el estadio se evalia de acuerdo con un esquema de clasificacién conocido en la técnica. En una
realizacién, en la que el cancer que expresa FRa es cancer de ovario, la progresion se refiere a una progresion
desde el estadio | al estadio Il, desde el estadio Il al estadio lll, etc. En otra realizacién, en la que el cancer que
expresa FRa es cancer de pulmon de célula no pequeiia (NSCLC), la progresion se refiere a una progresion del
estadio 0 al estadio IA, del estadio |A al estadio IB, del estadio IB al estadio IlA, del estadio IIA al estadio 1B, del
estadio Etapa 1IB al estadio IIC, etc. En otra forma de realizacién, en la que el cancer que expresa FRa es cancer de
pulmén de célula no pequefia (NSCLC), la progresién se refiere a una progresion desde un estado menos severo a
uno mas severo, determinado con arreglo al sistema de clasificacion TNM. Véase Spira; Greene; Sobin.

Alternativamente, la frase "progresion de un cancer que expresa FRa en un sujeto que padece un cancer que
expresa FRa" puede referirse a una regresion de un cancer que expresa FRa desde un estado mas grave a uno
menos grave, tal como una disminuciéon en el nimero o la gravedad de los tumores, el grado de metastasis, la
velocidad con la que el cancer esta creciendo extendiéndose, y similares. En ciertas realizaciones, la progresion es
una progresion desde un estadio mas severa a una estadio menos grave, en la que la estadio se evalla de acuerdo
con un esquema de clasificacion conocido en la técnica. En una realizacién, en el que el cancer que expresa FRa es
cancer de ovario, la progresion se refiere a una regresion desde el estadio IV al estadio Ill, desde el estadio Il al
estadio Il, etc. En otra realizacion, en el que el cancer que expresa FRa es cancer de pulmon de célula no pequefa
(NSCLC), la progresion se refiere a una progresion desde el estadio 1V al estadio 11IB, desde el estadio I1I1B al estadio
IIIA, desde el estadio IlIA al estadio IIB, etc. En otra realizacion, en el que el cancer que expresa FRa es cancer de
pulmén de célula no pequefa (NSCLC), la progresion se refiere a una progresion desde un estadio mas severo a
uno menos severo, tal como se determina bajo el sistema de clasificacion TNM. Véase Spira; Greene; Sobin.

En realizaciones adicionales, puede usarse el nivel de FRa para calcular la probabilidad de que un sujeto esté
afectado por un cancer que expresa FRa, determinar la progresion de un cancer que expresa FRa en un sujeto,
determinar el nivel de riesgo de desarrollar un cancer que expresa FRa, determinar el riesgo de recurrencia del
cancer en un sujeto que esta siendo tratado por un cancer que expresa FRa, determinar la supervivencia de un
sujeto que esta siendo tratado por un cancer que expresa FRa, determinar la eficacia del régimen de tratamiento
para tratar un cancer que expresa FRa, y similares, utilizando los métodos de la invencion, que pueden incluir los
métodos de andlisis de regresion conocidos por el especialista en la técnica. Por ejemplo, los modelos de regresion
adecuados incluyen, aunque sin limitacién, CART (por ejemplo, Hill, T y Lewicki, P. (2006) "STATISTICS Methods
and Aplications" StatSoft, Tulsa, OK), Cox (por ejemplo, www.evidence-based-medicine.co.uk), exponencial, normal
y log normal (por ejemplo, www.obgyn.cam.ac.uk/mrg/statsbook/stsurvan.html), logistica (por ejemplo,
www.en.wikipedia.org/wiki/Logistic_regression), paramétrico, no paramétrico, semi-paramétrico (por ejemplo,
www.soc-serv.mcmaster.ca/jfox/Books/Companion), lineal (por ejemplo,
www.en.wikipedia.org/wiki/Linear_regression), 0 aditivo (por ejemplo,
www.en.wikipedia.org/wiki/Generalized_additive_model).

En una realizacion, un andlisis de regresion incluye el nivel de FRa. En realizaciones adicionales, un andlisis de
regresion puede incluir covariables clinicas y/o moleculares adicionales. Tales covariables clinicas incluyen, aunque
sin limitacién, la edad del sujeto, el estadio del tumor, el grado del tumor, el tamafio del tumor, el régimen de
tratamiento, por ejemplo, quimioterapia y/o terapia de radiacién, el resultado clinico (por ejemplo, recaida,
supervivencia especifica de la enfermedad, fracaso de la terapia), y/o el resultado clinico en funcién del tiempo
después del diagnéstico, tiempo después del inicio de la terapia, y/o el tiempo después de la finalizacién del
tratamiento. Las covariables moleculares pueden incluir, aunque sin limitacion, valores de otros marcadores
moleculares adicionales. Por ejemplo, en realizaciones en las que el cancer que expresa FRa es cancer de ovario,
tales marcadores pueden incluir, por ejemplo, los niveles de CA125 en suero, niveles de DF3 de suero, y/o los
niveles de LPA en plasma.

En otros aspectos, la invencion proporciona métodos para monitorizar la eficacia de un régimen de terapia o
tratamiento. Por ejemplo, la presente invencién proporciona métodos para monitorizar la eficacia del tratamiento con
MORADb-003 de cancer de ovario o cancer de pulmén en un sujeto que padece de cancer de ovario o cancer de
pulmén. Especificamente, los métodos implican determinar el nivel de receptor de folato alfa (FRa) que no esta
unido a una célula, en una muestra derivada de dicho sujeto, en el que a dicho sujeto se le ha administrado
previamente MORAb-003; y comparar el nivel de receptor de folato alfa (FRa) que no esta unido a una célula con el
nivel de FRa en una muestra de control, en donde un incremento o ningun cambio en el nivel de FRa en la muestra
derivada de dicho sujeto en comparacion con el nivel de FRa en la muestra de control, es un indicio de que el
tratamiento con MORADb-003 no es eficaz; y en el que una disminucién en el nivel de FRa en la muestra derivada de
dicho sujeto en comparacion con el nivel de FRa en la muestra de control es un indicio de que el tratamiento
MORADb-003 es eficaz.
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Por ejemplo, la muestra de control puede derivarse de un sujeto no sometido al régimen de tratamiento, y una
muestra de ensayo puede derivarse de un sujeto sometido a al menos una parte del régimen de tratamiento.
Alternativamente, la muestra de ensayo y la muestra de control pueden derivarse del mismo sujeto. Por ejemplo, la
muestra de ensayo puede ser una muestra derivada de un sujeto después de la administracién de un agente
terapéutico, tal como MORAb-003. La muestra de control puede ser una muestra derivada de un sujeto antes de la
administracion de un compuesto terapéutico o en una etapa anterior del régimen terapéutico. Por consiguiente, una
disminucion en el nivel de expresion de FRa en la muestra de ensayo, respecto a la muestra de control, es un indicio
de que la terapia ha frenado la progresién del cancer que expresa FRa, por ejemplo, cancer de ovario. Para
canceres que expresan FRa en los que un nivel mas alto de FRa esta asociado con un peor prondstico, tales como
por ejemplo cancer de ovario o carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello, una disminucién en el nivel de
expresion de FRa en la muestra de ensayo, respecto de la muestra de control, es un indicio de que la terapia es
eficaz para retrasar la progresion del cancer que expresa FRa, o para producir una regresién del cancer, en el sujeto
que padece el cancer que expresa FRa. En una realizacion preferida, el cancer que expresa FRa es cancer de
ovario.

En diversas realizaciones de este aspecto de la invencién, la muestra puede ser orina, suero, plasma o ascitis. En
realizaciones particulares, la muestra es orina o suero. Ademas, el FRa puede determinarse por contacto de la
muestra con un anticuerpo que se une a FRa, opcionalmente, usando anticuerpos como los descritos en el presente
documento y métodos de ensayo como los descritos en el presente documento.

En diversas realizaciones, el anticuerpo de tratamiento MORAb-003 es (a) un anticuerpo que comprende la
secuencia de aminoacidos de cadena pesada establecida en la SEQ ID NO: 7 y la secuencia de aminoacidos de
cadena ligera establecida en la SEQ ID NO: 8; (b) un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo
MORADb-003; o (c) un anticuerpo que comprende la SEQ ID NO: 1 (GFTFSGYGLS) como CDRH1, la SEQ ID NO: 2
(MISSGGSYTYYADSVKG) como CDRH2, la SEQ ID NO: 3 (HGDDPAWFAY) como CDRHS3, la SEQ ID NO: 4
(SVSSSISSNNLH) como CDRL1, la SEQ ID NO: 5 (GTSNLAS) como CDRL2 y la SEQ ID NO: 6 (QQWSSYPYMYT)
como CDRLS3.

En una realizacién particular, el cancer que expresa FRa es cancer de ovario. En otras realizaciones, el cancer que
expresa FRa es cancer de pulmén. En realizaciones mas especificas, el cancer de pulmén es cancer de pulmoén de
célula no pequeia (NSCLC). En una de tales realizaciones, el NSCLC se selecciona del grupo que consiste de
adenocarcinoma, carcinoma de pulmoén de células escamosas, carcinoma de pulmén de célula grande, NSCLC
pleomérfico, tumor carcinoide, carcinoma de glandula salival, y carcinoma no clasificado. En una realizacion
preferida, el NSCLC es adenocarcinoma. En realizaciones alternativas, el cancer de pulmén es carcinoma de
pulmén de célula pequena (SCLC). En otra realizacién, el cancer de pulmén es carcinoma bronquioalveolar. En otra
realizacién adicional, el cancer de pulmén es un tumor carcinoide de pulmén.

En otro aspecto, la invencion proporciona métodos para clasificar un sujeto con un cancer que expresa FRa en
grupos de terapia de cancer en base al nivel determinado de FRa en una muestra. En una realizacion preferida, el
método implica la clasificacion de un sujeto con un cancer que expresa FRa en uno de al menos cuatro grupos de
terapia de cancer. En otras realizaciones, el método implica la clasificacién de un sujeto con un cancer que expresa
FRa en uno de al menos aproximadamente dos, aproximadamente tres, aproximadamente cuatro, aproximadamente
cinco, aproximadamente seis, aproximadamente siete, aproximadamente ocho, aproximadamente nueve, 0
aproximadamente diez grupos de terapia de cancer.

Segun la presente invencién, los niveles de FRa pueden estar asociados con la gravedad, es decir, el estadio, del
cancer que expresa FRa. Por ejemplo, el cancer de ovario se clasifica en diferentes estadios en funciéon de la
gravedad del cancer, como se expone en el presente documento. Por consiguiente, la presente invencion
proporciona métodos para clasificar el cancer de ovario en Estadio |, por ejemplo, Estadio |A, Estadio IB o Estadio
IC; Estadio Il, por ejemplo, Estadio IIA, Estadio 1IB o Estadio IIC; Estadio Ill, por ejemplo, Estadio IllA, Estadio IlIB o
Estadio 11IC; o cancer de ovario de Estadio IV.

El SCLS o el NSCLC pueden clasificarse en diferentes estadios en funciéon de la gravedad del cancer, como se
expone en el presente documento. Por consiguiente, la presente invencidén proporciona métodos de clasificacion del
cancer de pulmén, por ejemplo, SCLS o NSCLC, en estadio oculto (escondido); estadio 0; Estadio I, por ejemplo,
estadios |A y IB; Estadio Il, por ejemplo, estadios IIA y 1IB; Estadio Ill, por ejemplo, etapas IlIA y IlIB; o cancer de
pulmén de Estadio IV.

En otro aspecto adicional, la presente invencion se basa, al menos en parte, en el descubrimiento de que el FRa
puede servir como biomarcador predictivo para el tratamiento de canceres que expresan FRa. Especificamente, los
métodos de la presente invencidn permiten evaluar si un sujeto respondera al tratamiento, por ejemplo, con MORAb-
0083, y si iniciar el tratamiento y cuando hacerlo, por ejemplo, con MORADb-003, mediante la evaluacion de los niveles
de FRa en un sujeto.

En un aspecto, la presente invencién proporciona un método para predecir si un sujeto que padece de un cancer
que expresa FRa, por ejemplo, cancer de ovario o de pulmoén, respondera al tratamiento con MORAb-003, mediante
la determinacion del nivel de receptor de folato alfa (FRa) que no esta unido a una célula en una muestra derivada
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de dicho sujeto; y comparando el nivel de receptor de folato alfa (FRa) que no esta unido a una célula en la muestra
derivada de dicho sujeto con el nivel de FRa en una muestra de control, donde una diferencia entre el nivel de FRa
en la muestra deriva de dicho sujeto y el nivel de FRa en la muestra de control es un indicio de que el sujeto
responde al tratamiento con MORAb-003.

En ciertas realizaciones, el grado de diferencia entre los niveles de FRa no unido a una célula de céncer en la
muestra de ensayo en comparacion con la muestra de control es indicativo de que el sujeto respondera al
tratamiento con MORADb-003. Por ejemplo, una diferencia de al menos aproximadamente 2, aproximadamente 3,
aproximadamente 4, aproximadamente 5, aproximadamente 6, aproximadamente 7, aproximadamente 8,
aproximadamente 9, aproximadamente 10, aproximadamente 15, aproximadamente 20, aproximadamente 25,
aproximadamente 100, aproximadamente 500, aproximadamente 1000 veces o mayor que el error estandar del
método de evaluacién es indicativo de que el sujeto respondera al tratamiento con MORAb-003. Alternativamente o
en combinacién, una diferencia de al menos aproximadamente 5%, aproximadamente 10%, aproximadamente 15%,
aproximadamente 20%, aproximadamente 25%, aproximadamente 30%, aproximadamente 40%, aproximadamente
50%, aproximadamente 60%, aproximadamente 70%, aproximadamente 80%, aproximadamente 90%,
aproximadamente 100%, aproximadamente 150%, aproximadamente 200%, aproximadamente 300%,
aproximadamente 400%, aproximadamente 500%, aproximadamente 600%, aproximadamente 700%,
aproximadamente 800%, aproximadamente 900% o aproximadamente 1000% es indicativo de que el sujeto
respondera al tratamiento con MORADb-003. Alternativamente o en combinacién, una diferencia de al menos
aproximadamente 1,5, y mas preferiblemente de aproximadamente dos, aproximadamente tres, aproximadamente
cuatro, aproximadamente cinco o mas desviaciones estandar es indicativo de que el sujeto respondera al
tratamiento con MORAb-003.

En diversas realizaciones, el anticuerpo de tratamiento MORADb-003 es (a) un anticuerpo que se une al mismo
epitopo que el anticuerpo MORADb-003; o (b) un anticuerpo que comprende la SEQ ID NO: 1 (GFTFSGYGLS) como
CDRH1, la SEQ ID NO: 2 (MISSGGSYTYYADSVKG) como CDRH2, la SEQ ID NO: 3 (HGDDPAWFAY) como
CDRHS3, la SEQ ID NO: 4 (SVSSSISSNNLH) como CDRL1, la SEQ ID NO: 5 (GTSNLAS) como CDRL2 y la SEQ ID
NO: 6 (QQWSSYPYMYT) como CDRLS3.

En diversas realizaciones, la muestra es orina, plasma, suero o ascitis. En realizaciones particulares, la muestra es
orina o suero. En realizaciones adicionales, el cancer que expresa FRa se selecciona del grupo que consiste en
cancer de pulmoén, mesotelioma, cancer de ovario, cancer renal, cancer cerebral, cancer del cuello uterino, cancer
de la nasofaringe, carcinoma de células escamosas de la cabeza y cuello, cancer endometrial, cancer de mama,
cancer de vejiga, cancer de pancreas, cancer de hueso, cancer de hipofisis, cancer colorrectal y cancer de tiroides
medular. En una realizacién particular, el cancer que expresa FRa es cancer de ovario. En otra realizacién, el cancer
que expresa FRa es cancer de pulmén de célula no pequena, tal como adenocarcinoma.

B. Ensayos basados en anticuerpos anti-FRa para detectar canceres que expresan FRa

Hay una variedad de formatos de ensayo conocidos por los especialistas en la una técnica para el uso de un
anticuerpo para detectar un polipéptido en una muestra, que incluyen, aunque sin limitacion, analisis de
inmunoabsorcién enzimatica (ELISA), radioinmunoensayo (RIA), inmunofluorimetria, inmunoprecipitacién, ensayo en
fase de disolucién, didlisis de equilibrio, inmunodifusion y otras técnicas. Véase, por ejemplo, Harlow y Lane,
“Antibodies: A Laboratory Manual’, Cold Spring Harbor Laboratory, 1988; Weir, DM, “Handbook of Experimental
Immunology”, 1986, Blackwell Scientific, Boston. Por ejemplo, el ensayo puede realizarse en un formato de
transferencia de Western, en el que una preparacion de proteina de la muestra biolégica se somete a electroforesis,
se transfiere a una membrana adecuada y se deja reaccionar con el anticuerpo. La presencia del anticuerpo en la
membrana puede entonces detectarse utilizando un reactivo de deteccién adecuado, como es bien conocido en la
técnica y se describe a continuacién.

En otra realizacion, el ensayo implica el uso de un anticuerpo inmovilizado sobre un soporte solido para unirse al
polipéptido FRa diana y separarlo del resto de la muestra. El polipéptido FRa unido puede entonces detectarse
usando un segundo anticuerpo reactivo con un determinante antigénico de polipéptido FRa distinto, por ejemplo, un
reactivo que contiene un resto informador detectable. Como ejemplo no limitativo, de acuerdo con esta realizacion, el
anticuerpo inmovilizado y el segundo anticuerpo que reconoce determinantes antigénicos distintos pueden ser
cualquiera de dos de los anticuerpos monoclonales descritos en el presente documento, seleccionados de MORADb-
003, MOV18, 548908, 6D398, o variantes de los mismos tal como se describe en el presente documento.
Alternativamente, se puede utilizar un ensayo competitivo en el que el FRa es marcado con un resto indicador
detectable y se deja unir al anticuerpo anti-FRa inmovilizado después de la incubacién del anticuerpo inmovilizado
con la muestra. La medida en que los componentes de la muestra inhiben la unién del polipéptido marcado al
anticuerpo es indicativa de la reactividad de la muestra con el anticuerpo inmovilizado y, como resultado, es
indicativa del nivel de FRa en la muestra.

El soporte s6lido puede ser cualquier material conocido por los especialistas en la técnica al que el anticuerpo puede
unirse, tal como un pocillo de ensayo en una placa de microtitulacion, un filtro de nitrocelulosa u otra membrana
adecuada. Alternativamente, el soporte puede ser una perla o disco, tal como vidrio, fibra de vidrio, latex o un
plastico tal como poliestireno o cloruro de polivinilo. El anticuerpo puede inmovilizarse sobre el soporte sélido usando
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una variedad de técnicas conocidas por los especialistas en la técnica, ampliamente descritas en la bibliografia
cientifica y de patentes.

En ciertas realizaciones preferidas, el ensayo para la deteccion de FRa en una muestra es un ensayo tipo sandwich
de dos anticuerpos. Este ensayo puede realizarse poniendo en contacto primero un anticuerpo especifico de FRa
(p.ej.,, MORAb-003, MOV18, 548908, 6D398 o variantes de los mismos tal como se describe en el presente
documento) que ha sido inmovilizado sobre un soporte soélido, cominmente el pocillo de una de placa de
microtitulacion, con la muestra bioldgica, de manera que se permite la uniéon al anticuerpo inmovilizado de una
molécula soluble de origen natural en la muestra y que tiene un determinante antigénico que es reactivo (por
ejemplo, generalmente es suficiente un tiempo de incubacién de 30 minutos a temperatura ambiente) para formar un
complejo antigeno-anticuerpo o un complejo inmune. Los constituyentes no unidos de la muestra se separan de los
complejos inmunes inmovilizados. A continuacion, se afiade un segundo anticuerpo especifico para FRa, en el que
el sitio de combinacién de antigeno del segundo anticuerpo no inhibe competitivamente la union del sitio de
combinacion de antigeno del primer anticuerpo de FRa inmovilizado (por ejemplo, MORAb-003, MOV18, 548908,
6D398 o variantes de los mismos tal como se describen aqui, que no es igual que el anticuerpo monoclonal
inmovilizado sobre el soporte sélido). El segundo anticuerpo puede estar marcado de forma detectable, tal como se
indica en la presente memoria, de manera que se puede detectar directamente. Alternativamente, el segundo
anticuerpo puede ser detectado indirectamente a través del uso de un anti-anticuerpo secundario (o "segunda
etapa") marcado de manera detectable, 0 usando un reactivo de deteccion especifica como se proporciona aqui. El
método objeto de la invencidn no se limita a cualquier procedimiento particular de deteccién, como apreciaran los
que tienen familiaridad con inmunoensayos, ya que hay numerosos reactivos y configuraciones para detectar
inmunoloégicamente un antigeno particular (por ejemplo, FRa) en un inmunoensayo tipo s&ndwich de dos
anticuerpos.

En ciertas realizaciones preferidas de la invencién que usan el ensayo de tipo sandwich de dos anticuerpos descrito
anteriormente, el primer anticuerpo inmovilizado especifico para FRa es un anticuerpo policlonal y el segundo
anticuerpo especifico para FRa es un anticuerpo policlonal. En otras formas particulares de realizacion de la
invencion, el primer anticuerpo inmovilizado especifico para FRa es un anticuerpo monoclonal y el segundo
anticuerpo especifico para FRa es un anticuerpo policlonal. En otras formas especificas de realizacién de la
invencion, el primer anticuerpo inmovilizado especifico para FRa es un anticuerpo policlonal y el segundo anticuerpo
especifico para FRa es un anticuerpo monoclonal. En otras formas especificas de realizacién de la invencion, el
primer anticuerpo inmovilizado especifico para FRa es un anticuerpo monoclonal y el segundo anticuerpo especifico
para FRa es un anticuerpo monoclonal. Por ejemplo, en las realizaciones cabe sefalar que los anticuerpos
monoclonales MORAb-003, MOV18, 548908, 6D398 o variantes de los mismos tal como se describen en el presente
documento, como se proporciona aqui, reconocen determinantes antigénicos distintos y no competitivos (por
ejemplo, epitopos) en polipéptidos de FRa, de manera que se puede emplear cualquier combinacién de pares de
estos anticuerpos monoclonales. En otras realizaciones preferidas de la invencién, el primer anticuerpo inmovilizado
especifico para FRa y/o el segundo anticuerpo especifico para FRa pueden ser cualquiera del tipo de anticuerpos
conocidos en la técnica y referenciados en el presente documento, por ejemplo, a modo de ilustracion y no de
limitacién, fragmentos Fab, fragmentos F(ab’)z, proteinas de fusion de la regiéon V de inmunoglobulina o anticuerpos
de cadena sencilla. Aquellos familiarizados con la técnica apreciaran que la presente invencién abarca el uso de
otras formas de anticuerpos, fragmentos, derivados y similares, en los métodos descritos y reivindicados en el
presente documento.

En ciertas realizaciones particularmente preferidas, el segundo anticuerpo puede contener un resto indicador o
marcador detectable tal como una enzima, colorante, radionuclido, grupo luminiscente, grupo fluorescente o biotina,
o similares. La cantidad del segundo anticuerpo que permanece unido al soporte sélido se determina entonces
utilizando un método apropiado para el resto indicador detectable o etiqueta especificos. Para grupos radioactivos,
generalmente son apropiados el recuento de centelleo o métodos autorradiograficos. Los conjugados anticuerpo-
enzima se pueden preparar usando una variedad de técnicas de acoplamiento (para una revision véase, por
ejemplo, Scouten, WH, Methods in Enzymology 135: 30-65, 1987). Para detectar colorantes, grupos luminiscentes y
grupos fluorescentes se pueden utilizar métodos espectroscopicos (incluyendo, por ejemplo, productos
colorimétricos de reacciones enzimaticas). La biotina puede detectarse utilizando avidina o estreptavidina, acoplada
a un grupo indicador diferente (comunmente un grupo radiactivo o fluorescente o una enzima). Los grupos
indicadores enzimaticos pueden detectarse generalmente mediante la adicion de sustrato (generalmente durante un
periodo especifico de tiempo), seguido por medios espectroscopicos, analisis espectrofotométrico u otro de los
productos de reaccion. Se pueden utilizar patrones y adiciones de patrones para determinar el nivel de polipéptido
de mesotelina en una muestra, utilizando técnicas bien conocidas.

Un método de cribado para determinar la presencia de un cancer que expresa FRa de acuerdo con la presente
invencion puede mejorarse adicionalmente mediante la deteccién de mas de un marcador asociado a tumor en una
muestra biolégica de un sujeto. Por consiguiente, en ciertas realizaciones, la presente invencién proporciona un
método de cribado que, ademas de la deteccion de la reactividad de FRa no unido a una célula, también incluye la
deteccion de al menos un marcador soluble adicional de un cuadro clinico maligno utilizando métodos establecidos,
como se conoce en la técnica y se proporciona en el presente documento. Como se sefal6é anteriormente, hay
actualmente un nimero de antigenos asociados a tumores solubles que son detectables en muestras de fluidos
biol6gicos obtenidos facilmente.
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C. Kits

La invencion también proporciona usos de kits para evaluar si un sujeto padece un cancer que expresa FRa, para la
evaluacion de la progresién de un cancer que expresa FRa, para evaluar el nivel de riesgo de que un sujeto
desarrolle un cancer que expresa FRa, o para monitorizar la eficacia de un régimen de terapia o tratamiento para un
cancer que expresa FRa. Estos kits incluyen medios para determinar el nivel de expresion de FRa e instrucciones
para el uso del kit para evaluar la progresion de un cancer que expresa FRa, para evaluar el nivel de riesgo de que
un sujeto desarrolle un cancer que expresa FRa, o para supervisar la eficacia de un régimen de terapia o tratamiento
de un cancer que expresa FRa.

Los kits pueden comprender opcionalmente componentes adicionales Utiles para llevar a cabo los métodos de la
invencion. A modo de ejemplo, los kits pueden comprender medios para obtener una muestra de un sujeto, una
muestra de control, por ejemplo, una muestra de un sujeto que padece un cancer de progresién lenta y/o un sujeto
que no tiene cancer, uno o0 mas compartimentos de muestra, e instrucciones que describen el rendimiento de un
método de la invencion y controles/estandares especificos de tejidos.

Los medios para determinar el nivel de FRa incluyen métodos conocidos en la técnica para la evaluacion de los
niveles de proteina, como se ha discutido anteriormente, y formas de realizacién preferidas especificas, por ejemplo,
utilizando el anticuerpo MORAb-003, como se discute en el presente documento. Asi, por ejemplo, en una
realizacién, el nivel de FRa se evalta poniendo en contacto una muestra derivada de un sujeto (tal como orina o
suero) con un agente de unién de receptor de folato alfa (FRa). En una realizacion preferida, el agente de union es
un anticuerpo. Muchos de los tipos de anticuerpos que se unen a FRa se discuten mas arriba en los métodos de la
invencion y también se pueden utilizar en los kits.

Los medios para determinar el nivel de FRa pueden incluir ademas, por ejemplo, tampones u otros reactivos para su
uso en un ensayo para determinar el nivel de FRa. Las instrucciones pueden ser, por ejemplo, instrucciones
impresas para realizar el ensayo y/o instrucciones para evaluar el nivel de expresion de FRa.

Los kits pueden incluir también medios para aislar una muestra de un sujeto. Estos medios pueden comprender uno
o0 mas elementos del equipo o de los reactivos que se pueden utilizar para obtener un fluido o tejido de un sujeto.
Los medios para la obtencién de una muestra de un sujeto también pueden comprender medios para aislar
componentes de la sangre, tales como suero, a partir de una muestra de sangre. Preferiblemente, el kit esta
disefiado para su uso con un sujeto humano.

IIl. Ensayos de cribado

En realizaciones adicionales, la invencion también proporciona métodos (también denominados aqui "ensayos de
seleccion") para identificar moduladores, es decir, compuestos 0 agentes candidatos o de ensayo (por ejemplo,
proteinas, péptidos, peptidomiméticos, peptoides, moléculas pequefas u otros farmacos), que modulan el
crecimiento, la progresion y/o la agresividad del cancer, por ejemplo, un cancer que expresa FRa, o una célula de
cancer, por ejemplo, una célula de cancer de ovario, monitorizando y comparando los niveles de FRa en una
muestra. Tales ensayos comprenden tipicamente un compuesto de ensayo, o una combinacién de compuestos de
ensayo, cuya actividad contra el cancer o una célula de cancer se evalla. Los compuestos identificados mediante
ensayos tales como los descritos en el presente documento pueden ser Utiles, por ejemplo, para modular, por
ejemplo, inhibir, paliar, tratar, o prevenir la agresividad de un cancer que expresa FRa o de una célula de cancer que
expresa FRa, por ejemplo, una célula de cancer de ovario. Monitorizando el nivel de FRa en una muestra se puede
determinar si el cancer que expresa FRa esta progresando o retrocediendo, y si el compuesto de ensayo tiene el
efecto deseado. Por ejemplo, en realizaciones en las que el cancer que expresa FRa es un céncer para el cual
mayores niveles de FRa se asocian con un peor pronéstico, una disminucion en el nivel de FRa después de la
administracion del/de los compuesto(s) de ensayo seria indicativa de la eficacia del compuesto de ensayo. Por el
contrario, un aumento en el nivel de FRa después de la administracion del/de los compuesto(s) de ensayo indicaria
que el compuesto de ensayo no es eficaz en el tratamiento de cancer de ovario. Por el contrario, en formas de
realizacién en las que el cancer que expresa FRa es un cancer para el que mayores niveles de FRa estan asociados
con un mejor prondstico, un aumento en el nivel de FRa después de la administracion del/de los compuesto(s) de
ensayo seria indicativo de la eficacia del compuesto de ensayo. Por el contrario, una disminucion en el nivel de FRa
después de la administracién del/de los compuesto(s) de ensayo indicaria que el compuesto de ensayo no es eficaz
en el tratamiento de cancer de ovario.

Los compuestos de ensayo utilizados en los ensayos de cribado de la presente invencion pueden obtenerse de
cualquier fuente disponible, incluyendo bibliotecas sistematicas de los compuestos naturales y/o sintéticos. Los
compuestos de ensayo también se pueden obtener mediante cualquiera de las numerosas estrategias de los
métodos de bibliotecas combinatorias conocidos en la técnica, que incluyen bibliotecas bioldgicas; bibliotecas de
peptoides (bibliotecas de moléculas que tienen las funcionalidades de péptidos, pero con un nuevo esqueleto no
peptidico que son resistentes a la degradacion enzimatica, pero que sin embargo siguen siendo bioactivas; véase,
por ejemplo, Zuckermann et al., 1994, J. Med Chem. 37: 2678-85); bibliotecas en fase de disolucién o en fase soélida
paralelas espacialmente direccionables; métodos de bibliotecas sintéticas que requieren deconvolucion; el método
de biblioteca 'una perla-un compuesto’; y métodos de bibliotecas sintéticas que emplean la seleccion por

45



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2780192 T3

cromatografia de afinidad. Las estrategias de biblioteca bioldgica y biblioteca de peptoides se limitan a bibliotecas de
péptidos, mientras que las otras cuatro estrategias son aplicables a bibliotecas de compuestos de péptidos,
oligbmeros no peptidicos o moléculas pequeiias (Lam, 1997, Anticancer Drug Des. 12: 145).

En la técnica se pueden encontrar ejemplos de métodos para la sintesis de bibliotecas moleculares, por ejemplo en:
DeWitt et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6909; Erb et al. (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 11422;
Zuckermann et al. (1994). J. Med. Chem. 37: 2678; Cho et al. (1993) Science 261: 1303; Carrell et al. (1994) Angew.
Chem. Int. Ed. Engl. 33: 2059; Carell et al. (1994) Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 33: 2061; y en Gallop et al. (1994) J.
Med. Chem. 37: 1233.

Las bibliotecas de compuestos pueden presentarse en disolucion (por ejemplo, Houghten, 1992, Biotechniques 13:
412-421), o en perlas (Lam, 1991, Nature 354: 82-84), chips (Fodor, 1993, Nature 364: 555-556), bacterias y/o
esporas, (Ladner, Patente de EE.UU. 5.223.409), plasmidos (Cull et al., 1992, Proc Natl Acad Sci USA 89: 1865-
1869) o en fago (Scott y Smith, 1990, Science 249: 386-390; Devlin, 1990, Science 249: 404-406; Cwirla et al., 1990,
Proc Natl Acad Sci. 87: 6378-6382; Felici, 1991, J. Mol Biol 222: 301-310; Ladner, ver anterior).

La presente invencién se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos.
Ejemplos

EJEMPLO 1. Determinacién de niveles de FRa en muestras de orina de sujetos humanos con y sin cancer de ovario
medidos por inmunoensayo de electroquimioluminiscencia (ECLIA).

Materiales y métodos

Se obtuvieron muestras de orina de sujetos humanos, incluidos los sujetos que padecen cancer de ovario y de
sujetos de control normales que no padecen cancer de ovario. Se determinaron los niveles de FRa en muestras de
orina utilizando un inmunoensayo de electroquemiluminescencia (ECLIA), de acuerdo con el siguiente procedimiento
(véase Namba et al (1999) Analytical Science 15: 1087-1093):

i. Recubrimiento de anticuerpos en microperlas

El anticuerpo anti-receptor de folato alfa monoclonal se revistié sobre la superficie de microesferas (Dynabeads M-
450 Epoxy, Dynal). Se mezclaron treinta y seis miligramos de microperlas con 1,2 mL de anticuerpo MOV18 (0,36
mg/ml, Enzo Life Science) en 0,15 mol/L de solucion salina de tampén fosfato (PBS) de pH 7,8, seguido de un
mezclado suave durante 16 horas a temperatura ambiente. A continuacion, las microperlas se lavaron 5 veces con
tampon HEPES 50 mM que contenia suero normal de conejo (NRS) al 0,1%, 150 mmol/L de NaCl, 0,01% de Tween
20 pH 7,5 (tampén de lavado). A continuacién, las microesferas revestidas se suspendieron en 1,2 mL de tampon
HEPES 50 mM que contenia 20% de NRS, 150 mmol/L de NaCl y 0,01% de Tween 20 pH 7,5 (tampdn de reaccion)
para bloquear la superficie no unida, seguido de un mezclado suave durante 3,5 horas a temperatura ambiente. Por
ultimo, las microperlas se lavaron 5 veces con tamp6n de lavado y se resuspendieron con 1,2 mL de tamp6n HEPES
50 mM que contiene 10% de NRS, 150 mmol/L de NaCl, 10 mmol/L de EDTA-2Na y 0,01% de Tween 20 pH 7,5
(tampo6n de reaccion), de modo que la concentracion de microesferas fue de 30 mg/mL. Las microesferas se
almacenaron a 4°C hasta su uso.

ii. Etiqguetado de anticuerpo con rutenio-quelato-NHS (Ru)

Un mililitro de MORAb-003 (1 mg/mL) en PBS se mezcld con 14 uL de Ru (10 mg/mL), la relacion molar inicial de
anticuerpo a Ru fue de 1:20, seguido de agitacion durante 30 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad. La
reaccion se termin6é mediante la adicion de 25 pL de disolucién de glicina 2 mol/L, seguido de incubacién durante 20
minutos. El anticuerpo marcado se purifico por filtracion en gel utilizando Sephadex G-25 (GE Healthcare) eluido con
PBS. Se recogi6 la fraccion amarilla que se eluy6 primero y se determind la concentracion de anticuerpo y Ru por
medio del kit de ensayo de proteinas Pierce BCA (Thermo Scientific) y la absorcién a 455 nm, respectivamente. La
relacion  molar final se calculdé mediante la formula: Relacion molar final=[(absorcion a
455)/13700])/[Ab(mg/mL/150.000)]. El anticuerpo marcado se almacen6 a 4°C hasta su uso.

iii. Inmunoensayo de una etapa

Las microperlas revestidas de anticuerpo se establecieron en la tabla de reactivos de Picolumi 8220 (Sanko, Tokio,
Japon) después de ajustar la concentracion de las perlas a 1,5 mg/mL (disoluciéon de trabajo) en tampén de
reaccion. El anticuerpo marcado con Ru se establecié en la tabla de reactivos de Picolumi 8220 después de ajustar
la concentracion de anticuerpo a 2 pg/mL (disolucion de trabajo) en tamp6n de reaccion.

Se dispensaron diez microlitros de orina (diluidos 1:51 en tamp6n de reaccion) o de patrén de FRa (preparado en
tampon de reaccion) y 100 puL de tampdn de reacciéon en un tubo de reaccién (Sanko, Tokio, Japén) y se establecio
en Picolumi 8220.

Los pasos siguientes se llevaron a cabo automaticamente mediante Picolumi 8220. Se dispensaron veinticinco
microlitros de perlas (disolucién de trabajo) y 180 uL de anticuerpo marcado con Ru (disolucién de trabajo). Después
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de 26 minutos de incubacion a 30 +/- 2°C, las perlas se lavaron y se suspendieron en 300 pL de la disolucion de
electrolito (Sanko, Tokio, Japén). Las perlas lavadas se transfirieron posteriormente al electrodo y se midié la
emisién de electroquimioluminiscencia (ECL).

Todas las mediciones de ECL se llevaron a cabo por duplicado.
Resultados

La Tabla 1 representa los niveles en orina de FRa en sujetos individuales con cancer de ovario y en sujetos de
control femeninos no afectados.

Tabla 1: Niveles de FRa en la orina de sujetos con cancer de ovario y de sujetos de control femeninos normales.

Grupo Muestra n® FRa (pg/mL)

cancer de ovario 1 27800
2 40242

3 85580

4 4994

5 2017

6 3781

7 29469

8 47456

9 4479

10 11920

11 18352
12 162017

13 30630

14 14431

15 11801

16 13470

17 11563

18 22185

19 52106

control normal 20 8491
21 4885

22 3595

23 21301

24 22757

25 16578

26 6081

27 4195

28 12169

29 20639

La Figura 2 representa la distribuciéon de niveles de FRa en la orina de sujetos con cancer de ovario y de sujetos de
control femeninos normales, tal como se expone en la Tabla 1.

La Tabla 2 resume el nimero de sujetos (n), la media, la desviacion estandar (SD), los valores maximos (Max.) y
minimos (Min.) correspondientes a los niveles de FRa en el grupo de cancer de ovario y en el grupo de control
normal femenino.

Tabla 2: Resumen de la medicién de FRa en orina.

FRa (pg/mL)
cancer de ovario femenino normal
N 19 10
Media 31279 12069
SD 37895 7654
Max. 162017 22757
Min. 2017 3595
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Discusion

Se detect6 un nivel alto de FRa en la orina de los sujetos con cancer de ovario. Por otra parte, los niveles de FRa
diferian significativamente entre los grupos de cancer de ovario y los grupos de control femeninos normales (p=0,03,
unilateral).

EJEMPLO 2. Linealidad de dilucién - Determinacién de niveles de FRa en muestras de orina diluidas en serie,
medidos mediante inmunoensayo de electroquimioluminiscencia (ECLIA)

La linealidad de dilucién es una medida de la precision de un ensayo. Dos muestras de orina se diluyeron en serie
en un factor de 10 y 100. Los niveles FRa de cada muestra se midieron tal como se expone en el Ejemplo 1 y se
compararon para evaluar el porcentaje de error. El error porcentual se calcula del siguiente modo:

[[(FRa en la muestra diluida)*(factor de difusién)] - (FRa en la muestra no diluida)]*100

(FRa en la muestra no diluida)
Los resultados se presentan en la Tabla 3:

Tabla 3: Linealidad de dilucién para la orina

Muestra Factor de dilucién FRa (pg/mL) Error (%)
1 1 25037 -
10 2601 4
100 279 11
2 1 16649 -
10 1696 2
100 173 4

Los resultados anteriores demuestran la linealidad de dilucién en la evaluacién de los niveles de FRa en muestras
de orina humana y que, dentro de los errores aceptables, la orina puede diluirse hasta un factor de al menos 100
conservando niveles precisos de FRa. En consecuencia, se puede considerar la dilucién de las muestras de orina
antes de determinar los niveles de FRa.

EJEMPLO 3: Centrifugacién de muestras de orina — determinacion de la reproducibilidad

También se examind la reproducibilidad del ensayo ECLIA para una muestra de orina en particular. Por ejemplo, tal
como se refleja en la Tabla 4, los ensayos de ECLIA de la misma muestra dieron lugar a resultados variables.

Tabla 4. Reproducibilidad sin centrifugacién de la muestra

Recuento de ECL
Muestra Prueba 1 Prueba 2
1 29380 15046
2 20912 17227

Se plante6 la hipétesis de que la presencia de material insoluble (precipitados) en muestras de orina era
responsable de la variabilidad observada en la medicion de los niveles de FRa. Como resultado, la centrifugacion de
muestras con el fin de eliminar el sedimento de orina, antes de la mediciéon de los niveles de FRa, se considerd
como una opcidn para mejorar la exactitud y la reproducibilidad del ensayo.

La Tabla 5 muestra los resultados obtenidos al centrifugar tres muestras antes de la realizacion del ensayo ECLIA.

Tabla 5. Reproducibilidad con centrifugacion de la muestra

Concentracion de FRa (ng/mL)

Prueba Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
1 10,4 9,2 13,3
2 10,5 8,9 14,0
3 10,3 9,2 13,4
Media 10,4 9,1 13,6
SD 0,1 0,1 0,3
CV (%) 1,0 1,1 2,2
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Como se ha expuesto anteriormente, los resultados indican que la centrifugacién proporciona mediciones mas
consistentes de concentracién de FRa.

Adicionalmente, se sometieron dos muestras a (i) centrifugacion (a 2000 x g durante 2 min) y el sobrenadante se
retiré para la medicién de FRa (representado como muestra "A" a continuacién en la Tabla 6), y (ii) centrifugacion
seguida de agitacién en vortex (representado como muestra "B" a continuacién en la Tabla 6), antes de la medicion
de los niveles de FRa mediante el ensayo ECLIA expuesto en el Ejemplo 1. Los resultados se reflejan en la Tabla 6
a continuacion.

Tabla 6: Efecto de la centrifugacion en los niveles de FRa en orina

Muestra Sedimento después de la centrifugacion A/B FRa (pg/mL) Diferencia (%)
1 Si (++) A 13678 -
B 16559 21
2 Si (+) A 12271 -
B 13206 8

La diferencia (%) se determiné como se indica a continuacién:

[[(Nivel de FRa en "B") - (nivel de FRa en "A")] * 100

(nivel de FRa en "A")

Tal como se muestra en la Tabla 6, los niveles de FRa determinados mediante el ensayo ECLIA varian dependiendo
de si la orina se clarificé por centrifugacion para eliminar precipitados o de si la orina se agité en vértex para
suspender o dispersar los sedimentos. Por consiguiente, en ciertas realizaciones se puede llevar a cabo una
centrifugacién o una agitacion de las muestras de orina antes de determinar los niveles de FRa.

EJEMPLO 4. Determinacién de los niveles de FRa en muestras de orina centrifugadas de sujetos humanos con y sin
cancer de ovario, medido mediante inmunoensayo de electroquimioluminiscencia (ECLIA).

En base a los resultados del Ejemplo 3, se modificd el ensayo para la evaluacion de los niveles de FRa en los
sujetos para introducir un paso de centrifugacion. Los niveles de FRa fueron determinados en las mismas muestras
utilizadas en el Ejemplo 1, incluyendo el grupo de sujetos con cancer de ovario y el grupo de sujetos de control
femeninos normales.

Materiales y métodos

La metodologia utilizada fue como se describe en el Ejemplo 1, excepto que las muestras de orina se centrifugaron a
10.000 x g durante 1 minuto y el sobrenadante resultante se diluyé posteriormente 1:51 en tampdn de reaccion.

Resultados

La Tabla 7 representa los niveles de FRa en muestras de orina centrifugadas y no centrifugadas de sujetos que
padecen cancer de ovario y los sujetos de control sanos.

Tabla 7: Nivel de FRa1 en orina en el grupo de cancer de ovario y el grupo de control normal

FRa (pg/mL)
Grupo Muestra n? | Sin centrifugacion | Con centrifugacion jzclhanc':zr:t(:ifue;apctilgz
cancer de ovario 1 27800 23960 +
2 40242 37852 +
3 85580 78976 +
4 4994 3766 +
5 2017 1512 -
6 3781 3443 -
7 29469 25728 +
8 47456 16556 +
9 4479 3357 -
10 11920 5020 +
11 18352 16695 -
12 162017 82705 +
13 30630 4496 +
14 14431 8786 +
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15 11801 10582 -
16 13470 5611 +
17 11563 5463 +
18 22185 14443 +
19 52106 38327 -
control normal 20 8491 6867 +
21 4885 3754 -
22 3595 3529 -
23 21301 15047 +
24 22757 4850 +
25 16578 14366 +
26 6081 5201 -
27 4195 3135 -
28 12169 499
29 20639 2439

De acuerdo con los resultados expuestos en la Tabla 7, la centrifugacién dio como resultado una disminucién de la
medida de niveles de FRa en algunas muestras, como se ha demostrado anteriormente en la Tabla 6.

EJEMPLO 5: Deteccién de FRa en sedimento urinario mediante inmunotransferencia

En base a los resultados mostrados en los Ejemplos 3 y 4, se evalud la presencia o ausencia de FRa en el
sedimento/precipitado de orina mediante transferencia Western.

Materiales y métodos

Se sometieron muestras de orina de 2 pacientes con cancer de ovario, para las que las concentraciones medidas de
FRa fueron 18.747 pg/mL y 145564 pg/mL, respectivamente (véase la Tabla 10 anterior), a los siguientes
procedimientos. Las muestras de control consistieron en 10 pg de lisado de células HelLa, 20 ug de lisado de tejido
hepatico, y 20 ug de lisado de tejido de cancer de ovario.

* se centrifugaron 900 pL de orina durante 2 minutos a 10.000 g

e se elimin6 el sobrenadante

» se disolvié el sedimento restante en 15 pL de tampdén de muestra PAGE (que contiene LDS 292 mM) y
posteriormente se hirvié a 70°C durante 10 min

e la muestra completa (aprox. 20 uL) se carg6 en el gel de bis-tris NUPAGE (Invitrogen)
» después de la electroforesis, las proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF
« se afadi6 1% de leche desnatada/0,05% de Tween 20/PBS para bloquear

* la membrana se lavé con 0,05% de Tween 20/PBS

e se anadieron 0,5 mL de anticuerpo monoclonal 548908 (R&D Systems) a 2 pg/mL y se incubé durante 60
minutos a temperatura ambiente

* la membrana se lavé con 0,05% de Tween 20/PBS

* se afadieron 10 mL de IgG anti-ratén-HRP (DAKO p0447, 1:2000) y se dejo incubar durante 60 minutos
* lamembrana se lavé con 0,05% de Tween 20/PBS

« se afadi6 sustrato Pierce ECL a la membrana

* la membrana se retir6 de los sustratos y después se obtuvieron imagenes usando el sistema LAS-3000
(FUJIFILM)

Resultados

La inmunotransferencia resultante se muestra en la Figura 3. En esta figura, los carriles 1-5 corresponden a FRa
detectado en las siguientes fuentes:

(1) orina de pacientes con cancer de ovario con un nivel de FRa medido de 18.747 pg/mL

50



10

15

20

25

30

ES 2780192 T3

(2) orina de pacientes con cancer de ovario con un nivel de FRa medido a 145.564 pg/mL
(3) lisado de células HelLa: 10 ug

(4) lisado de tejido de higado: 20 ug

(5) lisado de tejido de cancer de ovario: 20 ug

El carril 6 en la transferencia Western representa marcadores de peso molecular y demuestra que la banda
observada en los carriles 1, 2, 3 y 5 corresponde al peso molecular esperado para FRa.

Los carriles 3 y 5 son muestras de control positivo y el carril 4 es una muestra de control negativo. La banda débil del
carril 1 y la banda clara del carril 2 demuestra que se puede detectar FRa en el sedimento de orina de pacientes con
cancer de ovario mediante transferencia Western.

EJEMPLO 6. Determinacion de los niveles de FRa en muestras de orina humana normal tratadas con guanidina
mediante inmunoensayo de electroquimioluminiscencia (ECLIA).

En base a los resultados del Ejemplo 4, en el que la centrifugacion dio como resultado niveles disminuidos de FRa, y
los resultados del Ejemplo 5, donde se demostré que el sedimento de orina obtenido mediante centrifugacion para
contener FRa inmunorreactivo, se buscaron métodos para solubilizar los sedimentos de orina para obtener
mediciones mas cuantitativas y precisas de FRa.

En este sentido, se intent6 el tratamiento de muestras de orina femeninas normales con guanidina antes de evaluar
los niveles de FRa.

La metodologia utilizada fue la descrita en el Ejemplo 1, excepto que se mezclaron muestras de orina en una
relacién 1:1 con guanidina 6 M en tampoén (PBS) o con tamp6n solo. Posteriormente, se diluyeron las muestras de
orina a 1:51 en tampon de reaccion.

Los resultados de este ensayo se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8: Nivel de FRa normal en orina con o sin tratamiento de guanidina.

Muestra Tratamiento de guanidina FRa (pg/mL)

std Ag Si 83964

No 82512

Orina normal 1 Si 9431
No 7796

2 Si 5713

No 4066

3 Si 9687

No 9428

Los resultados de este experimento indican que la guanidina no interfiere con las mediciones de FRa. Como se
puede observar, para el control de antigeno puro (Std Ag), esta metodologia de tratamiento con guanidina y
posterior dilucién no tiene ningiin efecto en la medicion de FRa. Ademas, cabe destacar que en las tres (3) muestras
de orina evaluadas, los niveles de FRa fueron mayores en las muestras tratadas (solubilizadas) con guanidina en
relacién con las muestras no tratadas con guanidina.

La fiabilidad del pre-tratamiento de guanidina de las muestras de orina se evalué adicionalmente mediante la
exposicion de tres muestras a guanidina y la medicion de la concentracion de FRa de cada muestra de guanidina
tratada 3 veces usando el ensayo ECLIA. Los resultados se reflejan en la Tabla 9 a continuacién:

Tabla 9: Reproducibilidad intra-ensayo de orina tratada con guanidina

FRa (pg/mL)
Ensayo Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
1 9210 5477 9889
2 9638 5405 10047
3 10192 5812 10944
Media 9680 5565 10293
SD 492 217 569
CV (%) 5,1 3,9 55
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Como se ha expuesto anteriormente, los resultados indican que el tratamiento con guanidina de la orina antes del
ensayo de FRa proporciona mediciones consistentes de concentracién de FRa con CV’s muy bajos.

EJEMPLO 7. Determinacién de los niveles de FRa en muestras de orina tratadas con guanidina de sujetos humanos
con y sin cancer de ovario, medidos mediante inmunoensayo de electroquimioluminiscencia (ECLIA).

En base a los resultados del Ejemplo 6 en el que se muestra que el tratamiento de guanidina no interfiere con los
ensayos de FRa, se emple6 un protocolo de ensayo modificado para medir FRa en las muestras de orina de los
sujetos con y sin cancer de ovario del Ejemplo 1.

Se empled el siguiente protocolo de ensayo:
Materiales y métodos

La metodologia utilizada fue la descrita en el Ejemplo 1, excepto que las muestras de orina se mezclaron en una
relacién 1:1 con un tampon de guanidina 6 M y posteriormente se diluyeron 1:26 en tampo6n de reaccion.

Resultados

La Tabla 10 muestra los niveles de FRa en muestras de orina tratadas de guanidina de sujetos que padecen cancer
de ovario y de sujetos de control femeninos sanos.

Tabla 10: Nivel de FRa en orina en el grupo de cancer de ovario y el grupo de control normal

Grupo Muestra n® FRa (pg/mL)

1 27015

2 37315

3 79579

4 285

5 1864

6 2902

7 27914

8 51864

9 2699

cancer de ovario 10 9455
11 18396
12 145564

13 19046

14 10440

15 10977

16 9199

17 18223

18 18747

19 51098

20 8012

21 3797

22 3323

23 20976

control normal 24 6941
25 14512

26 7286

27 2789

28 2617

29 7233

La Figura 4 muestra la distribucion de niveles de FRa en la orina de sujetos con cancer de ovario y en sujetos de
control normales femeninos utilizando el protocolo modificado con el tratamiento de guanidina. Se observd una
diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. La Tabla 11 resume estos resultados.

Tabla 11: Resumen de las medidas de FRa en orina

FRa (pg/mL)
cancer de ovario control normal
N 19 10
Media 28557 7749
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SD 34990 5850
Max. 145564 20976
Min. 285 2617

Mediante el uso de los datos de este experimento, se realizé un andlisis de caracteristica operativa del receptor
(ROC). La Figura 5 muestra una curva ROC de la sensibilidad y especificidad de la medida ECLIA de niveles de FRa
en orina después de tratar la orina con guanidina. AUC es el area bajo la curva, que mide la precision de la prueba
para discriminar el cancer de ovario de los sujetos de control.

Mediante el uso de un valor de corte arbitrario de 9100 pg de FRa/mL, el AUC era de 0,70 con un valor predictivo
positivo de 70% y un valor predictivo negativo del 80%, como se muestra en la Tabla 12. Usando este valor de corte,
15/19 pacientes con cancer de ovario presentaron una concentracion de FRa por encima de 9100 pg/mL, y 8/10
sujetos normales presentaron una concentracion de FRa inferior a 9100 pg/mL.

Tabla 12: Tratamiento de guanidina para la medicién de la orina

cancer de ovario control
NUmero de muestras 19 10
Positivo 15 2
Valor predictivo (%) 78,9 80,0

EJEMPLO 8: Correccion de creatinina de concentraciones de FRa determinadas en muestras de orina tratadas con
guanidina mediante inmunoensayo de electroquimioluminiscencia (ECLIA)

Las concentraciones de FRa se determinaron previamente utilizando ECLIA en muestras de orina tratadas con
guanidina de pacientes con cancer de ovario y de controles femeninos normales (véase el Ejemplo 7, Tabla 10).
Aqui, estas concentraciones de FRa fueron corregidas respecto a los niveles de creatinina en orina con el fin de
normalizar en relacion a la velocidad de filtracion glomerular. Los valores resultantes se sometieron a un andlisis
ROC.

Métodos

El nivel de creatinina urinaria se determiné mediante el kit de ensayo aprobado por el Ministerio de Salud, Trabajo y
Bienestar, determinante L CRE (Kyowa Medex, Japén). El valor corregido para concentracion de FRa en orina se
calculd del siguiente modo:

Correccion de creatina de FRa de orina (ng/g)
=(FRa en orina (ng/L) x 1000) / (Creatina en orina (mg/dL) x10)
=(FRa en orina (ng/L) x 1000) / Creatina en orina (mg/L)
= FRa en orina (ng/L) / Creatina en orina (g/L)
= FRa en orina (ng) / Creatina en orina (g)
0
=1/1000 x FRa en orina (ug) / Creatina en orina (g)
Resultados
La Tabla 13 presenta los niveles de FRa corregidos para creatinina resultantes.

Tabla 13: Niveles de FRa corregidos para creatinina determinados usando ECLIA de muestras de orina tratadas con
guanidina

G Muestra FRa FRa corregido (ug de FRa/g de
rupo o -
n- (pg/mL) creatinina)
1 27015 11,6
2 37315 37,8
3 79579 33,9
cancer de 4 285 0,6
ovario 5 1864 6,7
6 2902 71
7 27914 54,9
8 51864 17,1
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9 2699 13,5
9 9455 14,5
10 18396 23,1
11 145564 66,0
12 19046 9,1
13 10440 8,5
14 10977 7.4
15 9199 5,9
16 18223 13,0
17 18747 9,6
18 3797 7,7
19 3323 7,9
20 20976 10,7
21 6941 4,3
control normal 22 14512 8.6
23 7286 13,8
24 2789 4.3
25 2617 1,9
26 7233 3,1

La Figura 6 muestra la distribucién de niveles de FRa en sujetos de cancer de ovario (OC) y en sujetos de control
femeninos normales después de la correccién para los niveles de creatinina en orina. Hay una diferencia
estadisticamente significativa en los niveles de FRa corregidos para creatinina de pacientes de cancer de ovario y
de los controles (p=0,007).

El resumen de datos correspondientes a sujetos de cancer de ovario y de control normales se proporciona en la
Tabla 14.

Tabla 14: Resumen de las estadisticas para niveles de FRa corregidos para creatinina.

FRa (ug/g-creatinina)
cancer de ovario control normal
N 18 9
Media 18,9 6,9
SD 17,9 3,9
Max. 66,0 13,8
Min. 0,6 1,9

Los niveles de FRa corregidos para creatinina se sometieron ademas a un andlisis ROC. La curva ROC se muestra
en la Figura 7. La Tabla 15 presenta la sensibilidad, especificidad, y el area bajo la curva (AUC) para varios valores
de corte del ensayo corregido para creatinina.

Tabla 15: Sensibilidad, especificidad y AUC para varios valores de corte del ensayo de FRa corregido para
creatinina.

Limite | Sensibilidad | Especificidad | AUC
3,0 94,4% 11,1% 0,67
4,0 94,4% 22,2% 0,70
5,0 94,4% 44,4% 0,78
6,0 88,9% 44,4% 0,74
9,0 66,7% 77,8% 0,70

Como se sefialé anteriormente, existe una clara discriminacién entre orinas de pacientes con cancer de ovario y las
de los sujetos de control sanos femeninos.

EJEMPLO 9: Inmunoensayo enzimatico (EIA) y optimizacion del mismo
1. Inmunoensayo enzimatico (EIA)
Recubrimiento de anticuerpo a placas de microtitulacién

El anticuerpo monoclonal anti-receptor de folato alfa se revistié sobre la superficie de placas de microtitulacion
(Nunc-immunoplate, Thermo Scientific) del siguiente modo. Se dispensé en los pocillos cien microlitros de anticuerpo
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(absorbancia de 0,02 a 280 nm) en 50 mmol/L de tampédn de carbonato de pH 9,4, seguido de revestimiento durante
16 horas a 4°C. A continuacién, las microplacas se lavaron 2 veces con PBS que contenia 0,05% de Tween 20
(PBS-T). Después de esto se dispensaron en los pocillos 0,15 mL de PBS que contenia 20% suero normal de conejo
pH 7,8 para bloguear la superficie no unida, seguido de bloqueo durante 1 hora a temperatura ambiente. Por ultimo,
las microplacas se lavaron 2 veces con PBS-T. Las placas recubiertas de anticuerpo se secaron y se mantuvieron a
4°C en bolsas de aluminio hasta su uso.

Etiquetado con biotina

El etiquetado con biotina se realizé de acuerdo a las recomendaciones de los fabricantes para EZ-Link Sulfo-NHS
LC-LC-Biotin (N® de Producto 21338, Thermo Scientific). Brevemente, se mezclé 1 mg de anticuerpo en 0,4 mL de
PBS con 0,013 mL de 10 mM de Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin, con una relacion inicial molar de anticuerpo a biotina de
1:20, seguido de incubacion durante 30 minutos a temperatura ambiente. El anticuerpo acoplado a biotina se purificd
por filtracién en gel utilizando una columna PD-10 (GE Healthcare) eluida con PBS para eliminar la biotina no
reaccionada. Con el fin de determinar el nivel de incorporacién de biotina, se utilizd el kit de cuantificacién EZ Biotin
(Producto N 28005, Thermo Scientific). El anticuerpo marcado con biotina se almacen6 a -80°C hasta su uso.

Inmunoensayo de dos etapas

Para la primera reaccion, se dispens6 en los pocillos recubiertos de anticuerpo 40 pL de plasma o de antigeno
estandar y 60 pL de tampdén HEPES 50 mM que contiene 10% de NRS, 150 mmol/L de NaCl, 10 mmol/l de EDTA-
2Na, 0,01% de Tween 20, pH 7,5 (tamp6n de reaccién). La placa se incub6 durante 18 horas a 4°C, y
posteriormente se lavd 5 veces con PBS-T. Para la segunda reaccion, se dispensaron 100 pL de anticuerpo
marcado con biotina 10 ug/mL en tampon de reaccion. La placa se incubé durante 1 hora a temperatura ambiente, y
posteriormente se lavé 5 veces con PBS-T. Se dispensaron 100 uL de estreptavidina (Pierce) marcada con
peroxidasa de rabano. Después de 30 minutos de incubacion a temperatura ambiente, las placas se lavaron 5 veces
con PBS-T. Finalmente, para el desarrollo del color, se dispensaron 100 pL de disolucién de TMB (KPL) y se dejé
durante 15 minutos en la oscuridad. Después de parar el desarrollo del color mediante la adicién de 100 L de HCI
1N, se ley6 la absorcion a 450 nm usando un lector de placas. Todas las etapas de lavado se realizaron
automaticamente mediante un dispositivo automatico de lavado de placas (AMW-8, Biotec, Japdn), y todas las
mediciones de EIA se llevaron a cabo por duplicado.

La Figura 8 representa el ensayo EIA usando MOV18 como anticuerpo de captura y MORAb-003 biotinilado como
anticuerpo detector.

2. Optimizacion de los procedimientos de EIA

Los procedimientos de EIA anteriores se formularon, en parte, en base a los siguientes experimentos disefiados
para optimizar el procedimiento.

En primer lugar, se compardé el anticuerpo marcado con biotina y avidina-HRP y el anticuerpo marcado con HRP. En
comparacioén con el anticuerpo marcado con HRP, el anticuerpo marcado con biotina y avidina-HRP proporcion6 una
sefal mas alta; por lo tanto, se emple6 el anticuerpo marcado con biotina y avidina-HRP.

En segundo lugar, se compararon los procedimientos de incubacién de una y dos etapas. Como se representa en la
Figura 9, un procedimiento de incubacion de dos etapas dio una sefial mas alta y por lo tanto éste fue el empleado.

En tercer lugar, para optimizar el segundo tiempo de incubacién, se compararon los tiempos de incubacién de una a
cuatro horas. Los resultados indicaron que los tiempos de incubacion de una hora proporcionan la ratio sefal a ruido
mas alta y por lo tanto se empled a continuacion un tiempo de incubacién de una hora.

En cuarto lugar, con el fin de optimizar la concentracion de trabajo de anticuerpo marcado con biotina, de anticuerpo
marcado con HRP y el volumen de muestra, se emplearon diferentes concentraciones como se expone en la
descripcion anterior del ensayo EIA. Las concentraciones 6ptimas de valores se han descrito anteriormente.

EJEMPLO 10: Comparacién de FRa en plasma humano usando inmunoensayo de electroquimioluminiscencia
(ECLIA) e inmunoensayo enzimatico (EIA)

Se midieron los niveles de FRa en muestras de plasma humano tomadas de pacientes de cancer de ovario y de
controles femeninos sanos, utilizando el ensayo de electroquimioluminiscencia (ECLIA) descrito en el Ejemplo 1y la
Figura 1 (utilizando MORAb-003 como anticuerpo de captura y MOV-18 marcado con rutenio (Ru) como anticuerpo
detector marcado) y el inmunoensayo enzimatico (EIA) descrito en el Ejemplo 9 y la Figura 8. En ambos ensayos, se
evaluaron 40 pL de plasma.

La Tabla 16 muestra los niveles plasmaticos de FRa en sujetos de cancer de ovario y en sujetos de control
normales, determinados usando EIA y ECLIA.
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Tabla 16: Concentraciones plasmaticas de FRa determinadas usando los métodos de EIA y ECLIA.

o Concentracion de FRa (pg/mL)

Grupo Muestra n® EIA ECLIA
1 10 73
2 <10 200
Cancer de ovario 3 56 286
4 44 286

5 353 1606
6 83 494
7 110 127
8 162 112
control sano 9 88 252
10 180 254
11 262 471
12 206 396

Con una sola excepcidn, los resultados para todos los sujetos indicaron que las concentraciones de FRa detectadas
en suero utilizando EIA son mas bajas que los niveles detectados usando ECLIA, lo que demuestra que el ensayo
EIA, con este formato, no es tan sensible como el ensayo ECLIA cuando se emplea esta combinacion particular de
anticuerpo de captura (MOV-18) y anticuerpo detector (MORAb- 003). Por lo tanto, se llevaron a cabo experimentos
adicionales con otros tipos de anticuerpos para desarrollar un procedimiento de EIA mas sensible.

EJEMPLO 11: Viabilidad de los diferentes tipos de anticuerpos para la medicién con EIA de FRa en el plasma
humano

1. Experimentacién preliminar de combinaciones de anticuerpos

Se consideraron varias combinaciones de anticuerpos de captura/deteccién. La experimentacién preliminar rindi6 los
resultados expuestos en la Tabla 17.

Tabla 17
Anticuerpo de captura
MORADb-003 MOV18 548908 (R&D) 6D398
003 Blanco Bajo Blanco Bajo Blanco Bajo Blanco Bajo
S o Patron . Patrén . Patron -+ Patrén i
Q
§ % 1-S - 1-S + 1-S —+ 1-S +
3 'g MOV18 Blanco Bajo Blanco Alto Blanco Alto Blanco Alto
33 Patron + Patron . Patrén _ Patron .
§-§ 1-S ++ 1-S +++ 1-S ++ 1-S +++
()
35 | 548908 Blanco | Bajo
5 S Patron .
1-§ ++

2.Comparacion de ensayos EIA usando varias combinaciones de anticuerpos y comparaciéon con el ensayo ECLIA

Se midieron los niveles de FRa en el plasma de pacientes con cancer de ovario y controles normales femeninos
sanos usando un ensayo inmunosorbente ligado a enzimas (EIA) con diferentes combinaciones de anticuerpos de
captura y anticuerpos marcados con biotina, y se compararon con los niveles de FRa medidos usando el ensayo
ECLIA.

Materiales y métodos

El método ECLIA fue como se describe en el Ejemplo 1 y se representa en la Figura 1 (usando el anticuerpo
MORADb-003 como anticuerpo de captura y el anticuerpo Mov-18 como anticuerpo detector marcado). El método EIA
fue como se describe en el Ejemplo 9, excepto que se emplearon tres combinaciones diferentes de anticuerpo de
captura/detector, tal como se representa en la Figura 10: MOV18/MORAb-003, 548908/MORADb-003 vy
6D398/MORAb-003. Los anticuerpos 548908 y 6D398 estan disponibles comercialmente. El anticuerpo 548908 se
obtuvo de R&D Systems (North Las Vegas, NV) y el anticuerpo 6D398 se obtuvo de US Biological (Swampscott, MA
01907).
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Resultados

Las concentraciones de FRa (pg/mL) determinadas usando los métodos EIA y ECLIA se muestran en la Tabla 18.
Ademas, las concentraciones de FRa (pg/mL) determinadas por EIA usando varias combinaciones de anticuerpo de
captura/detector se representan graficamente en la Figura 11.

Tabla 18: Concentraciones plasmaticas de FRa (pg/mL) determinadas usando los métodos EIA y ECLIA con
diversas combinaciones de anticuerpos de captura y anticuerpos detectores.

Grupo Muestra # | ElA 548808-MORAB-003 ElA 6D398-MORAB-DO3 ElA MOV18-MORAb-003 ECLIA MOV{8-MORAD-D03

Cancer de ovario 1 i76 2 10 217
2 BS =0 . - [ 165
3 257 35 : 296
4 117 42 44 3z
5 2048 370 353 1335
& 447 63 B3 390

Contrel normal 7 é4r u{: 110 ;-,—
] 213 110 [ 162 [ 185
g 367 78 B8 219
10 364 152 180 228
i 804 224 262 388
12 473 194 206 318

Los datos de la Tabla 18 indican que las medidas de niveles de FRa con EIA utilizando la combinacién 54908-
MORADb-003 dan resultados que son mas similares a los resultados obtenidos utilizando el ensayo de ECLIA. Se
realizaron andlisis cuantitativos, que confirmaron esta observacién. Ademas, estos datos demuestran que la
deteccion de FRa es dependiente de los anticuerpos y de la combinacién de anticuerpos empleados. Por
consiguiente, se pueden emplear diferentes combinaciones de anticuerpos para la determinacién de FRa en fluidos
biolégicos. Ademas, ya que los datos obtenidos de los formatos de ensayo EIA y ECLIA son similares, se pueden
utilizar diferentes formatos de ensayo para la determinacién de FRa.

Para cada una de las tres combinaciones de anticuerpos de captura y detector utilizadas para el método de EIA, se
realizé un analisis de regresion, y las concentraciones de FRa (pg/mL) determinadas con EIA se correlacionaron con
las concentraciones determinadas con el ensayo ECLIA. Los resultados de este andlisis se muestran en la Tabla 19
y en la Figura 12.

Tabla 19: Correlaciones de las concentraciones plasmaticas de FRa medidas por ECLIA con las concentraciones
medidas por EIA utilizando tres combinaciones de anticuerpos de captura y detector.

Anticuerpo de captura - anticuerpo 548098 - 6D398 - MOV18 -
detector MORAb-003 MORAb-003 MORAb-003
r 0,960 0,781 0,715
Pendiente 1,595 0,285 0,223
Interceptacion -87,06 -0,64 58,62

Los resultados para EIA utilizando la combinacion de captura-detector 548098-MORAb-003 se correlacionaron bien
(r=0,96) con los resultados para ECLIA.

EJEMPLO 12: Niveles en plasma de FRa determinados mediante EIA y ECLIA en muestras de pacientes con cancer
de ovario

Las mediciones de niveles de FRa en suero se determinaron en un grupo de pacientes con cancer de ovario (n=17)
y en controles normales (n=35) utilizando ECLIA y EIA. Para las mediciones de la EIA, se emple6 la combinacion de
anticuerpos 548908 captura/MORADb-003 detector. Para el resto de casos, el procedimiento EIA fue como se
describe en el Ejemplo 9. El procedimiento ECLIA fue como se describe en el Ejemplo 1. Los resultados se muestran
en la Tabla 20.
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Tabla 20: Concentraciones en plasma de FRa en pacientes con cancer de ovario y en controles normales,
determinadas usando EIA y ECLIA.

Grupo Muestra n® ng/IQL Eg/lr_r:ﬁ
1 245 217
2 247 223
3 194 229
4 2613 1335
5 154 153
6 319 215
7 516 390
8 370 271

Cancer de ovario 9 933 449
10 4768 4502
11 385 266
12 251 322
13 404 349
14 338 371
15 4147 2344
16 179 165
17 380 296
18 232 181
19 372 173
20 332 189
21 380 203
22 376 290
23 406 217
24 281 182
25 348 191
26 490 247
27 253 137
28 368 185
29 338 195
30 289 219
31 338 206
32 406 226
33 365 228
34 501 280

Control 35 806 388
36 613 286
37 380 250
38 420 281
39 393 280
40 552 284
41 664 318
42 429 261
43 499 286
44 310 218
45 281 217
46 215 202
47 293 217
48 380 256
49 270 195
50 393 234
51 425 308
52 226 199

La Figura 13 muestra la distribucién de concentraciones de FRa de plasma en sujetos con cancer de ovario y en
sujetos de control femeninos normales, determinadas usando EIA.
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sujetos con cancer de ovario y de sujetos de control normales femeninos, determinadas EIA.

Tabla 21: Resumen de concentraciones plasmaticas de FRa en sujetos con cancer de ovario y en sujetos de control

femeninos normales determinadas usando EIA.

FRa (pg/mL)
Cancer de ovario Control normal
n 17 35
Media 967 389
SD 1438 126
Max. 4768 806
Min. 154 215

La Figura 14 representa ademas la correlacion entre las concentraciones plasmaticas de FRa determinadas
utilizando EIA y ECLIA. La correlaciéon es alta (r=0,95).

EJEMPLO 13. Determinacion de los niveles de FRa en muestras contrastadas de orina y suero de pacientes con
cancer de pulmon y pacientes con cancer de ovario, medidas mediante inmunoensayo de
electroquimioluminiscencia (ECLIA)

Se determinaron los niveles de FRa en muestras de orina y suero de pacientes de cancer de pulmén y de cancer de
ovario usando ECLIA, donde se tomaron las muestras del mismo paciente. También se determiné la correlacion
entre los niveles de FRa en suero y orina.

Materiales y métodos

La metodologia ECLIA utilizada es como se describe en el Ejemplo 1. La guanidina fue utilizada para solubilizar los
sedimentos de orina tal como se describe en el Ejemplo 6.

Resultados

Los resultados de los ensayos de ECLIA de suero y orina de pacientes con cancer de pulmén y cancer de ovario se
presentan en la Tabla 22.

Tabla 22: Concentraciones de FRa en las muestras de orina y suero de pacientes con cancer pulmonar y pacientes
de cancer de ovario, determinadas por ECLIA.

Suero Orina
Grupo ID de conjunto pg/mL pg/mL
1 146 2009
2 153 4496
3 206 -
4 70 3562
5 195 12381
6 352 21873
c;\:ﬁsgge 7 198 11296
8 120 18570
9 275 4455
10 163 8662
11 145 5294
12 178 -
13 165 1106
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14 187 7446
15 168 11167
16 217 24448
17 142 6724
18 177 14514
19 236 822
20 101 4826
21 145 7723
22 213 9887
23 143 7422
24 253 3376
25 421 8045
26 282 9414
Cancer de 27 1605 7651
ovario 28 240 13059
29 695 10549

Los datos resumidos correspondientes a los niveles de FRa en suero y orina de pacientes con cancer de pulmén se

presentan en la Tabla 23.

Tabla 23: Resumen de las estadisticas correspondientes a las concentraciones de FRa en las muestras de suero y

orina de pacientes de cancer de pulmoén, determinadas por ECLIA

. . FRa (pg/mL)
Cancer de pulmon Suero Orina
n 25 23
Media 191 8700
SD 75 6291
Max. 421 24448
Min. 70 822

Los datos resumidos correspondientes a los niveles de FRa en suero y orina de pacientes con cancer de ovario se

presentan en la Tabla 24.

Tabla 24: Resumen de las estadisticas correspondientes a las concentraciones de FRa en las muestras de suero y

orina de pacientes de cancer de ovario, determinadas por ECLIA

Cancer de ovario FRa (pg/mL)
Suero Orina
n 4 4
Media 705 10168
SD 634 2266
Max. 1605 13059
Min. 240 7651

La Figura 15 muestra las correlaciones entre las medidas de ECLIA de los niveles de FRa en muestras de suero y
orina tomadas del mismo paciente. La correlacién para pacientes con cancer de pulmén fue de r=0,24 (panel
superior) y la correlacion para los pacientes con cancer de ovario fue de r=-0,76 (panel inferior).

Estos datos demuestran la relativa falta de correlacion entre las concentraciones de FRa medidas en la orina en
comparacioén con el suero, especialmente tal como se muestra para pacientes de cancer de pulmén. Ademas, estos
datos demuestran que el FRa es basicamente no detectable por encima de los niveles de fondo en el suero de
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pacientes con cancer de pulmén, respecto a los controles normales, mientras que el FRa si es detectable en la orina
de dichos pacientes.

EJEMPLO 14. Evaluacion de los niveles de FRa en muestras de suero de pacientes con cancer de ovario, pacientes
con cancer de pulmén, y controles normales

Se evaluaron los niveles de FRa en el suero de pacientes con cancer de ovario, de pacientes con cancer de pulmon,
y de controles normales. Los niveles de FRa en suero se evaluaron usando ECLIA con dos pares diferentes de
anticuerpos de captura-detector: Par 1, en el que 9F3 era el anticuerpo de captura y 24F12 era el anticuerpo
detector, y el Par 2, en el que 26B3 era el anticuerpo de captura y 19D4 era el anticuerpo detector.

Los pares de FRa se ensayaron con las curvas de calibrador completo y 196 sueros individuales diluidos 1:4. En un
experimento, se utilizd 26B3 como anticuerpo de captura después del procesamiento CR en un lote de placa (75
pg/mL, +B, +T) y se usé 19D4 como anticuerpo detector a 1,0 ug/mL. En otro experimento, se us6 9F3 como
anticuerpo de captura y se utilizé6 24F12 como anticuerpo detector a 1,0 ug/mL. Cada uno se procesé por CR (lote
10070) con una proporcion de etiqueta a proteina (L/P) de 13,3. Se utilizé diluyente 100 (Meso Scale Discovery,
Gaithersburg, Maryland) + anticuerpo anti-raton humano (HAMA) + migG para las muestras y el calibrador. Se utilizd
diluyente 3 (Meso Scale Discovery, Gaithersburg, Maryland) para las detecciones.

Se empled el siguiente protocolo para ECLIA. Se anadieron las muestras a 50 plL/pocillo. Las muestras se agitaron
durante 2 horas y posteriormente se lavaron con disolucion salina de tampdn de fosfato (PBS) con el detergente
Tween 20 (PBST). El anticuerpo detector se anadié a 25 pL/pocillo. Las muestras se agitaron durante 2 horas y
después se lavaron con PBST. Por ultimo, la emisién de electroquimioluminiscencia (ECL) de las muestras se leyo
con 2X MSD® Buffer T.

Los resultados se muestran en la Tabla 25 a continuacién.

Tabla 25: Niveles de FRa en suero de pacientes con cancer de ovario, pacientes con cancer de pulmén y controles
normales.
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En base a los datos anteriores, es evidente que los anticuerpos 9F3, 2412, 26B3 y 19D4 son Utiles en la deteccion
de niveles de FRa en muestras biolégicas, por ejemplo suero, derivadas de un sujeto. Ademas, las combinaciones
particulares de (i) 9F3 como anticuerpo de captura y 24F12 como anticuerpo detector y (ii) 26B3 como anticuerpo de
captura y 19D4 como anticuerpo detector son capaces y particularmente eficaces para evaluar los niveles de FRa en
muestras bioldgicas.

EJEMPLO 15. Evaluacion de los niveles de FRa en orina usando tres pares de anticuerpos detectores y de captura
diferentes

Se evalud la capacidad de los tres pares de anticuerpos anti-FRa en la deteccién de los niveles de FRa en muestras
de orina. Los pares de anticuerpos utilizados fueron los siguientes: (1) 26B3 como anticuerpo detector y 9F3 como
anticuerpo de captura, y (2) 24F12 como anticuerpo detector y 9F3 como anticuerpo de captura.

Método

Dos pares de anticuerpos fueron examinados con las curvas de calibrador completas y orina tratada previamente
con una dilucién 1:1 durante 2 minutos en guanidina 6 M, guanidina 3 M o control de PBS. Las siguientes muestras
de orina fueron examinadas: tres depésitos de orina humana diluidos 1:80, y cinco orinas individuales humanas
diluidas 1:80 (una masculina, cuatro femeninas).

Las placas se marcaron a 150 pg/mL, +B, +T, en 4spot STD ((Meso Scale Discovery, Gaithersburg, Maryland)), una
captura por pocillo. Las detecciones se realizaron a 1 pg/mL. Se utilizé diluyente 100 + HAMA + mlgG para las
muestras y el calibrador. Se utiliz6 diluyente 3 para las detecciones. Los diluyentes eran diluyentes disponibles
comercialmente obtenidos de Meso Scale Discovery.

Se empleo el siguiente protocolo para ECLIA. Se afadieron las muestras a 50 uL/pocillo. Las muestras se agitaron
durante 2 horas. Las muestras se lavaron con disolucion salina de tampdén de fosfato (PBS) con el detergente Tween
20 (PBST). El anticuerpo detector se afnadié a 25 plL/pocillo. Las muestras se agitaron durante 2 horas vy
posteriormente se lavaron con PBST. Se leyd la emision de electroquimioluminiscencia (ECL) de las muestras con
2X MSD Buffer T.

Los resultados de estos experimentos se muestran en las Tablas 26-27.

Tabla 26: Deteccién de niveles de FRa en orina usando 26B3 como anticuerpo detector y 9F3 como anticuerpo de
captura.

Deteccién 26B3
Captura 9F3
Guanidina 6M Guanidina 3M Control PBS
ID Conc.de | %CV | % de Conc. de | %CV % de Conc. de %CV
Muestra reequipo control | reequipo control | reequipo
ajustada ajustada ajustada
pg/mL pg/mL pg/mL
Depésito | 13,252 2% 114% | 14,505 10% 124% 11,655 17%
de orina 1
Depésito | 14,827 5% 133% | 17,039 4% 152% 11,187 5%
de orina 2
Depésito | 11,280 5% 119% | 9,065 10% 96% 9,479 9%
de orina 3
Orinaind. | 1,747 3% 99% 1,754 6% 100% 1,760 12%
1
Orinaind. | 40,505 7% 145% | 46,622 5% 167% 27,920 13%
2
Orinaind. | 1,623 1% 117% | 1,496 5% 108% 1,381 4%
3
Orinaind. | 12,091 2% 86% 14,941 5% 107% 13,996 13%
4
Orinaind. | 22,829 2% 128% | 24,607 8% 137% 17,899 5%
5
Media 3% 118% | Media 7% 124% Media 10%
Diferencia 6%
con la
condicién
6M
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Tabla 27: Deteccion de niveles de FRa en orina usando 24F12 como anticuerpo detector y 9F3 como anticuerpo de
captura.

Detecciéon 24F12
Captura 9F3
Guanidina 6M Guanidina 3M Control PBS
ID Conc. de %CV | % de Conc. de %CV % de Conc. de %CV
Muestra reequipo control | reequipo control | reequipo
ajustada ajustada ajustada
pg/mL pg/mL pg/mL
Depésito 10,883 2% 53% 14,689 9% 72% 20,504 10%
de orina 1
Deposito 11,763 8% 60% 16,487 7% 85% 19,468 1%
de orina 2
Depésito 7,456 9% 40% 9,362 17% 50% 18,677 7%
de orina 3
Orinaind. | 1,376 1% 39% 1,894 7% 54% 3,501 3%
1
Orinaind. | 29,567 0% 61% 37,843 13% 78% 48,607 5%
2
Orinaind. | 1,621 4% 61% 2,153 2% 81% 2,667 1%
3
Orinaind. | 10,470 6% 58% 14,116 5% 78% 18,175 6%
4
Orinaind. | 19,390 6% 68% 22,076 23% 78% 28,421 4%
5
Media 5% 55% Media 10% 72% Media 5%
Diferencia 17%
conla
condicién
6M

En base a los datos anteriores, es evidente que los anticuerpos de 9F3, 24F12, 26B3 y 19D4 son Utiles en la
deteccion de niveles de FRa en muestras biolégicas derivadas de un sujeto. Ademas, las combinaciones de (1)
26B3 como anticuerpo detector y 9F3 como anticuerpo de captura y (2) 24F12 como anticuerpo detector y 9F3 como
anticuerpo de captura, son capaces y particularmente eficaces para evaluar niveles de FRa en muestras biolégicas.

Se llevé a cabo un segundo conjunto de experimentos, siguiendo el protocolo descrito anteriormente y utilizando los
mismos dos pares de anticuerpos, usando cuatro orinas individuales humanas femeninas diluidas 1:80. La orina se
traté previamente con una diluciéon 1:1 durante 2 minutos en guanidina 3M o control de PBS. Los resultados se
muestran en las Tablas 28-29.

Tabla 28: Deteccion de niveles de FRa en la orina usando 26B3 como anticuerpo detector y 9F3 como anticuerpo de
captura.

Deteccion 26B3
Captura 9F3
Guanidina 3M Control PBS

ID de muestra|Conc. de reequipo ajustada pg/mL|{%CV|% de control|Conc. de reequipo ajustada pg/mL|%CV|
Orinaind. 2 |33,824 4% |98% 34,569 2%
Orinaind. 3 [2,086 4% [99% 2,107 3%
Orinaind. 4 15,283 5% |97% 15,696 2%
Orinaind. 5 |24,955 4% |92% 26,991 3%

Media 4% 97% Media 3%
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Tabla 29: Deteccion de niveles de FRa en orina usando 24F12 como anticuerpo detector y 9F3 como anticuerpo de
captura.

Deteccion 24F12
Captura 9F3
Guanidina 3M Control PBS

ID de muestra|Conc. de reequipo ajustada pg/mL|{%CV|% de control|Conc. de reequipo ajustada pg/mL|%CV|
Orina ind. 2 38,455 4% |106% 36,414 6%
Orinaind. 3 [2,447 2% [109% 2,250 2%
Orinaind. 4 [15,303 3% [81% 18,964 8%
Orinaind. 5 |27,216 0% [95% 28,651 5%

Media 2% [98% Media 5%

Los resultados de este segundo conjunto de experimentos confirman adicionalmente los resultados de la primera
serie de experimentos, y demuestran que el nivel de FRa que no esta unido a una célula se puede evaluar de
manera fiable, por ejemplo, en la orina, usando ensayos tales como el ensayo ECLIA y utilizando los anticuerpos
26B3, 9F3, 24F12. Ademas, los resultados demuestran que tales ensayos pueden detectar eficazmente FRa usando
pares de anticuerpos detector y de captura que se unen a FRa (tales como, por ejemplo, 26B3 como anticuerpo
detector y 9F3 como anticuerpo de captura, y 24F12 como anticuerpo detector y 9F3 como anticuerpo de captura).

EJEMPLO 16. Evaluacion de los niveles de FRa en suero y plasma

Los niveles de FRa se evaluaron en muestras de suero y plasma en dos dias separados. Los sujetos de los que se
derivaron las muestras eran o bien sujetos normales o bien pacientes con cancer de ovario o pulmén.

El protocolo para evaluar los niveles de FRa fue igual al explicado en el Ejemplo 14 anterior. Los pares de
anticuerpos usados para la evaluacion de niveles FRa fueron también los mismos que en el Ejemplo 14, es decir,
Par 1, en el que 9F3 era el anticuerpo de captura y 24F12 era el anticuerpo detector, y el Par 2, en el que 26B3 era
el anticuerpo de captura y 19D4 era el anticuerpo detector.

Los resultados se proporcionan en la Tabla 30.

Tabla 30: Niveles de FRa evaluados en muestras de suero y plasma en diferentes dias.
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En base a los datos anteriores, es evidente que los anticuerpos 9F3, 2412, 26B3 y 19D4 son Utiles en la deteccion
de niveles de FRa en muestras biol6gicas, por ejemplo, de suero o plasma, derivadas de un sujeto. Ademas, las
combinaciones particulares de (i) 9F3 como anticuerpo de captura y 24F12 como anticuerpo detector y (ii) 26B3
como anticuerpo de captura y 19D4 como anticuerpo detector son capaces y particularmente eficaces en la
evaluacion de los niveles de FRa en muestras biolégicas.

Para los ensayos llevados a cabo utilizando tanto el par 1 como el par 2, se observé una alta correlacion entre los
niveles de FRa en suero y plasma. La Figura 16 muestra la correlacién de los niveles de FRa en suero y plasma
para los ensayos llevados a cabo usando el par 1 (véase el ejemplo 16). El valor R? fue de 0,8604. La Figura 17
muestra la correlacion de los niveles FRa en suero y plasma para los ensayos llevados a cabo usando el par 2
(véase el Ejemplo 16). El valor R? fue de 0,9766.

Tanto para muestras de suero como de plasma, se observo una alta correlacién entre los niveles de FRa medidos
usando el par 1y el par 2. La Figura 18 muestra la correlacién en los niveles de FRa en suero para los ensayos
llevados a cabo usando el par 1 frente al par 2 (véase el Ejemplo 16). El valor R? fue 0,9028. La Figura 19 muestra la
correlacion de los niveles de FRa en plasma para los ensayos llevados a cabo usando el par 1 frente al par 2 (véase
el Ejemplo 16). El valor R? fue 0,8773.

Los resultados también mostraron que hay una alta correlacion entre los niveles de FRa medidos en dias diferentes.
La Figura 20 muestra la correlacion entre dias de los niveles de FRa en suero para ensayos realizados usando el
par 2. El valor R? fue 0,9839.

EQUIVALENTES

Los expertos en la técnica reconoceran, o seran capaces de determinar usando meramente experimentacion
rutinaria, muchos equivalentes de las realizaciones especificas de la invencidén aqui descritas. Se pretende que las
siguientes reivindicaciones abarquen tales equivalentes. Se contempla que cualquier combinacion de las
realizaciones descritas en las reivindicaciones anexas entre dentro del alcance de la invencién.

Tabla 33: Secuencias

SEQ |DESCRIPCION |SECUENCIA

ID

NO:

1 CDRH1 de GFTFSGYGLS
MORADb-003

2 CDRH2 de MISSGGSYTYYADSVKG
MORADb-003

3 CDRH3 de HGDDPAWFAY
MORADb-003

4 CDRL1 de SVSSSISSNNLH
MORADb-003

5 CDRL2 de GTSNLAS
MORADb-003

6 CDRL3 de QQWSSYPYMYT
MORADb-003

7 Secuencia de

aminodacidos de 1 EVQLVESGGG VVQPGRSLRL SCSASGITES GYGLSWVRQA PGKGLEWVAM
polipéptido 1 ISSGGSYTYY ADSVKGREAL SRDNAKNTLE LOMDSLRPED TGVYEFCARHG
maduro de 101 DDPAWFAYWG QGTPVIVSSA STKGPSVEPL APSSKSTSGG TAALGCLVKD

151 YFPEPVTVSW NSGALTSGVH TFPAVLOSSG LYSLSSVVTV PSSSLGTQTY

cadena pesada

de MORADb-003 ICNVNHKPSN TKVDKKVEPK SCDKTHTCPP CPAPELLGGP SVILEFPPKPK

DTLMISRTPE VTCVVVDVSH EDPEVKENWY VDGVEVHNAK TKPREEQYNS
TYRVVSVLTV LHODWLNGKE YKCKVSNKAL PAPIEKTISK AKGQPREPQV
YTLPPSRDEL TRNQVSLTCL VKGFYPSDIA VEWESNGQPE NNYKTTPPVL
DEDGSEFLYS KLTVDKSRWQ QGNVESCSVM HEALHNHYTQ KSLSLSPGK

NN
[ IES2 BN RS B ]
bt et et et e

=R TS ILVS)
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Secuencia de
aminoacidos de
polipéptido de
cadena ligera de
MORADb-003

Secuencia de
aminodcidos de
pre-proteina de
longitud
completa de
cadena pesada
de MORAb-003

Secuencia de
aminodcidos de
pre-proteina de
longitud
completa de
cadena ligera de
MORADb-003

Nucleotidos de
cadena pesada
de MORAb-003

51
101
151
201

51
101
151
201
251
301
351
401
451

51
101
151
201

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601

651
701
751
801
851
901
951
1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
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DIQLTQSPSS
GTSNLASGVP
FGOGTKVEIK
WKVDNALQSG

LSASVGDRVT
SRESGSGSGT
RTVAAPSVFEI
NSQESVTEQD

HOGLSSPVTK SFNRGEC

MGWSCIILFEL

VATATGVHSE

YGLSWVRQAP
QMDSLRPEDT
PSSKSTSGGT
YSLSSVVIVP
PAPELLGGPS
DGVEVHNAKT
APIEKTISKA
EWESNGQPEN
EALHNHYTQK

MGWSCIILFTL

GKGLEWVAMI
GVYFCARHGD
ARLGCLVKDY
SSSLGTQTYI
VEFLFPPKPKD
KPREEQYNST
KGQPREPQVY
NYKTTPPVLD
SLSLSPGK

VATATGVHSD

NNLHWYQQKP
EDIATYYCQQ
TASVVCLLNN
LTLSKADYEK

ATGGGATGGA
CCACTCCGAG
GCCGGETCCCT
TATGGGTTGT
TGCAATGATT
AGGGTAGATT
CAAATGGACA
ACATGGGGAC
TCACCGTCTC
CCCTCCTCCA
CAAGGACTAC
TGACCAGCGG
TACTCCCTCA

GKAPKPWIYG
WSSYPYMYTE
FYPREAKVQW

ITCSVSSSIS

DYTETISSLQ
FPPSDEQLKS
SKDSTYSLSS

VOLVESGGGV
SSGGSYTYYA
DPAWFAYWGO
FPEPVTVSWN
CNVNHKPSNT
TLMISRTPEV
YRVVSVLTVL
TLPPSRDELT
SDGSEFFLYSK

IQLTQSPSSL
TSNLASGVPS
GQGTKVEIKR
KVDNALQSGN

HEKVYACEVTH QGLSSPVTKS

GCTGTATCAT
GTCCAACTGG
GCGCCTGTCC
CTTGGGETGAG
AGTAGTGGTC
TGCAATATCG
GCCTGAGACC
GATCCCGCCT
CTCAGCCTCC
AGAGCACCTC
TTCCCCGAAC
CGTGCACACC
GCAGCGTGET

CCTCTTCTTG
TGCGAGAGCGG
TGCTCCGCAT
ACAGGCACCT
GTAGTTATAC
CGAGACAACG
CGAAGACACC
GGTTCGCTTA
ACCAAGGGCC
TGGGGGCACA
CGGTGACGGT
TTCCCGGCTG
GACCGTGCCC

SNNLHWYQOK
QWSSYPYMYT

PEDIATYYCQ
GTASVVCLLN
TLTLSKADYE

VQPGRSLRLS
DSVKGREFAILS
GTPVTVESAS
SGALTSGVHT
KVDKKVEPKS
TCVVVDVSHE
HODWLNGKEY
KNQVSLTCLY
LTVDKSRWQOQ

SASVGDRVTI
RESGSGSGTD
TVAAPSVELE
SQESVTEQDS
FNRGEC

GTAGCAACAG
TGGAGGTGTT
CTGGCTTCAC
GGAAAAGGTC
CTACTATGCA
CCAAGRACAC
GGGGTCTATT
TTGGGGCCAA
CATCGGTCTT
GCGGCCCTGE
GTCGTGGAAC
TCCTACAGTC
TCCAGCAGCT

PGKAPKPWIY

NFYPREAKVQ
KHKVYACEVT

CSASGETESG
RDNAKNTLEFL
TKGPSVEPLA
FPAVLOSSGL
CDKTHTCPPC
DPEVKENWYV
KCKVSNKALP
KGEFYPSDIAV
GNVESCSVMHE

TCSVSSSISS
YTFTISSLOP
PPSDEQLKSG
KDSTYSLSST

CTACAGGTGT
GTGCAACCTG
CTTCAGCGGC
TTGAGTGGGT
GACAGTGTGA
ATTCTTCCTG
TTTGTGCRAG
GGGACCCCGG
CCCCCTGGCA
GCTGCCTGGT
TCAGGCGCCC
CTCAGGACTC
TGGGCACCCA

GACCTACATC
AGAAAGTTGA
CCAGCACCTG
ACCCAAGGAC
TGGTGGACGT
GACGGCGTGG
CAACAGCACG
GGCTGARAATGG
GCCCCCATCG
ACAGGTGTAC
TCAGCCTGAC
GAGTGGGAGA
CGTGCTGGAC
ACAAGAGCAG
GAGGCTCTGC
GAAATGA

TGCARCGTGA
GCCCAAATCT
RACTCCTGGG
ACCCTCATGA
GAGCCACGAA
AGGTGCATAA
TACCGTGTGG
CAAGGAGTAC
AGAARACCAT
ACCCTGCCCC
CTGCCTGGETC
GCAATGGGCA
TCCGACGGCT
GTGGCAGCAG
ACARACCACTA

88

ATCACAAGCC
TGTGACAAAA
GGGACCGTCA
TCTCCCGGAC
GACCCTGAGG
TCCCAAGACA
TCAGCGTCCT
ARGTGCAAGG
CTCCAAAGCC
CATCCCGGGA
AAAGGCTTCT
GCCGGAGAAC
CCTTCTTICTT
GGGAACGTCT
CACGCAGAAG

CAGCAACACC
CTCACACATG
GTCTTCCTCT
CCCTGAGGTC
TCAAGTTCAA
AAGCCGCGGG
CACCGTCCTG
TCTCCAACAA
RARAAGGGCAGC
TGAGCTGACC
ATCCCAGCGA
ARCTACAAGA
ATATTCAAAG
TCTCATGCTC
AGCCTCTCCC

ARGGTGGACA
CCCACCGTGC
TCCCCCCAAR
ACATGCGTGG
CTGGTACGTG
AGGAGCAGTA
CACCAGGACT
AGCCCTCCCA
CCCGAGRACC
BAGRACCAGG
CATCGCCGTG
CCACGCCTCC
CTCACCGTGG
CGTGATGCAT
TGTCTCCCGG
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12

Nucleotidos de
cadena ligera de
MORAb-003

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701

ATGGGATGGA
CCACTCCGAC
TGGGTGACAG
BRACAARCTTGC
GATCTACGGC
GTAGCGGTAG
GAGGACATCG
GTACACGTTC
CACCATCTGT
ACTGCCTCTG
AGTACAGTGG
GTGTCACAGA
CTGACGCTGA
AGTCACCCAT
GAGAGTGTTA

GCTGTATCAT
ATCCAGCTGA
AGTGACCATC
ACTGGTACCA
ACATCCARACC
CGGTACCGAC
CCACCTACTA
GGCCAAGGGA
CTTCATCTTC
TTGTGTGCCT
AAGGTGGATA
GCAGGACAGC
GCARAGCAGA
CAGGGCCTGA
A

CCTCTTCTTG
CCCAGAGCCC
ACCTGTAGTG
GCAGAAGCCA
TGGCTTCTGG
TACACCTTCA
CTGCCAACAG
CCRAAGGTGGA
CCGCCATCTG
GCTGAATAAC
ACGCCCTCCA
ARGGACAGCA
CTACGAGAAA
GCTCGCCCET

GTAGCAACAG
AAGCAGCCTG
TCAGCTCAAG
GGTAAGGCTC
TGTGCCAAGC
CCATCAGCAG
TGGAGTAGTT
AATCAAACGA
ATGAGCAGTT
TTCTATCCCA
ATCGGGTARAC
CCTACAGCCT
CACAAAGTCT
CACARAGAGC

CTACAGGTGT
AGCGCCAGCG
TATAAGTTCC
CAAAGCCATG
AGATTCAGCG
CCTCCAGCCA
ACCCGTACAT
ACTGTGGCTG
GARATCTGGA
GAGAGGCCAA
TCCCAGGAGA
CAGCAGCACC
ACGCCTGCGA
TTCAACAGGE

13

LK26HuVK

DIQLIQSPSSLSASVGDRVT
ITCSVSSSISSNNLHWYQQK
PGKAPKLLIYGTSNLASGVP
SRESGSGSGTDETFTISSLO
PEDIATYYCQOWSSYPYMYT
FGOGTKVEIK*

14

LK26HuVKY

DIQLTOSPSSLSASVGDRVT
ITCSVSSSISSNNLHWYQOK
PCGKAPKLLIYGTSNLASGVP
SRESGSGSGTDYTEFTISSLO
PEDIATYYCQQWSSYPYMYT
FGOGTKVEIK*

15

LK26HUVKPW

DIQLTQOSPSSLSASVGDRVT
ITCSVSSSISSNNLHWYQOK
PGKAPKPWIYGTSNLASGVP
SRESGSGSGTDETETISSLY
PEDIATYYCOQOWSSYPYMYT
FGQGTKVEIK

16

LK26HUVKPW,
Y

DIQLTQSPSSLSASVGDRVT
ITCSVSSSISSNNLHWYQOK
PCGKAPKPWIYGTSNLASGVP
SRFSGSGSGTDYTEFTISSLO
PEDIATYYCQOWSSYPYMYT
FGQGTKVEIK

17

LK26HuVH

QVOQLOESGPGLVRPSQTLSL
TCTASGEFTESGYGLSWVRQP
PGRGLEWVAMISSGGSYTYY
ADSVKGRVTMLRDTSKNQFES

LRLESVTAADTAVYYCARHG
DDPAWFAYWGOGSLVTVSS

89
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18

LK26HuUVHFAIS,
N

QVOLOESGPGLVRPSQTLSL
TCTASGETESGYGLSWVRQP
PGRGLEWVAMISSGGSYTYY
ADSVKGRFAISRDNSKNQFES
LRLSSVTAADTAVYYCARHG
DDPAWFAYWGOGSLVTVSS*

19

LK26HUVHSLF

QVQLOESGPGLVRPSQTLSL
TCTASGETFSGYGLSWVROP
PGRGLEWVAMISSGGSYTYY
ADSVKGRVTMLRDTSKNSLE
LRLSSVTAADTAVYYCARHG
DDPAWFAYWGOGTTVIVSS*

20

LK26HuVHI, |

OVQLOESGPGLVRPSQTLSL
TCTASGFTESGYGLSWVRQP
PGRGLEWVAMISSGGSYTYY
ADSVKGRVTMLRDTSKNQFES
LRLSSVTAADTAIYICARHG
DDPAWFAYWGOGSLVTVSS*

21

LK26KOLHuVH

EVQLVESGGGVVQPGRSLRL
SCSASGETESGYGLSWVRQA
PGKGLEWVAMISSGGSYTYY
ADSVKGRFAISRDNAKNTLE
LOMDSLRPEDTGVYFCARHG
DDPAWFAYWGOGTPVTVSS*

22

Secuencia de
cadena pesada
de Ab LK26 de
ratén

OQVXLOXSGGDLVKPGGSLKL
SCAASGETFSCGYGLSWVRQT
PDKRLEWVAMISSGGSYTYY
ADSVKGRFAISRDNAKNSLE
LOMSSLKSDDTAIYICARHG
DDPAWEAYWGQGTLVTVSA*

23

Secuencia de
cadena ligera de
Ab LK26 de
ratén

DIELTQSPALMAASPGEKVT
ITCSVSSSISSNNLHWYQOK
SETSPKPWIYGTSNLASGVP
LRFRGPGSGTSYSLTISEME
AEDAATYYCQOWSSYPYMYT
FGGGTKLEIK*

24

Secuencia de
nucleoétidos de
FRa humano de
consenso

90




25

26

27

28

29

30

31

32
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tcaaggttaa acgacaagga
tectagtgtgg gtggetgtag
gottctecaat gtctgcatga
gttgcatgayg cagtgtcgac
ggaagoeccat aaggatgttt
ggcacctgee tgcaaacggce
cttggggccec tggatccage
gecectgtyge aaagaggact
caagagcaac tggcacaagqg
agctgectge caacctttece
ctggactcac tectacaagg
gtggttcgac ccageccagg
catgagtggg gctgggecct
gctgtggetg ctcagctgac
cagececaca geteccaact
ttgaataaac cagacaccgc
aa

Secuencia de

aminodcidos de |magrmttgll lllvwvavvg

FRa humano de | rknaccstnt sgeahkdvsy

consenso dgswrkervl nvplckedce
yiptptvlen eiwthsvkvs
awpflilslal mllwlls

Secuencia de

epitopo de Mov- | TELLNVAMNAK*XKEKPXPX

18
*RLXXOX

CDR1 de RASSTVSYSYLH

cadena ligera de

9F3

CDR2 de GTSNLAS

cadena ligera de

9F3

CDR3 de QQYSGYPLT

cadena ligera de

9F3

Dominio variable
de cadena ligera
de 9F3

RADAAP

CDR1 de
cadena pesada
de 9F3

SGYYWN

CDR2 de
cadena pesada
de 9F3

YIKSDGSNNYNPSLKN

cagacatgge
taggggaggc
acgeccaagcea
cctggaggaa
cctacctata
atttcatcca
aggtggatca
gtgagcaatg
gctggaacty
atttctactt
tcagcaacta
gcaaccccaa
gggcagectyg
ctecttttac
atttggttce
acatgtgtct

eaqtriawar
lyrfnwnhcg
gwwedcrtsy
nysrgsgrcei

91

tcagecggatyg
tcagacaagqg
ccacaaggaa
gaatgcctge
tagattcaac
ggacacctge
gagctggege
gtgggaagat
gacttcaggg
ccccacacce
cagccgaggy
tgaggaggtyg
geccttteoctyg
cttectgatac
tgctcecatygg
tgagaattat

tellnvcmna
emapackrhf
tcksnwhkgw
quwidpaggn

acaacacagce
attgcatggyg
aagccaggee
tgttctacca
tggaaccact
ctectacgagt
aaagagcggyg
tgtocgcaccot
tttaacaagt
actgttctgt
agtggecget
gegaggttcet
cttagectygy
ctggaaatce
tcgggectet
ttggaaaaaa

khhkekpgpe
igdtclyecs
nwtsgfnkca
pneevarfya

tgctgctect
ccaggactga
ccgaggacaa
acaccageea
gtggagagat
gectececccaa
tactgaacgt
cctacacctyg
gegeagtggg
gcaatgaaat
geatccagat
atgctgeage
ccctaatget
ctgecetgtt
gacagccact
aaaaaaaaaa

dklhegcrpw
pnlgpwiqgv
vgaacgpfhf
aamsgagpwa

PAIMSASPGEKVTMTCRASSTVSYSYLHWYQQKSGASPQLWIYGTSNLAS
GVPARFSGSGSGTSYSLTISSVEAEDAATYYCQQYSGYPLTFGAGTKLELK



33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

CDR3 de
cadena pesada
de 9F3

Dominio variable
de cadena
pesada de 9F3

CDR1 de
cadena ligera de
19D4

CDR2 de
cadena ligera de
19D4

CDR3 de
cadena ligera de
19D4

Dominio variable
de cadena ligera
de 19D4

CDR1 de
cadena pesada
de 19D4

CDR2 de
cadena pesada
de 19D4

CDR3 de
cadena pesada
de 19D4

Dominio variable
de cadena
pesada de 19D4

CDR1 de
cadena ligera de
24F12

CDR2 de
cadena ligera de
24F12

CDR3 de
cadena ligera de
24F12

ES 2780192 T3

EWKAMDY

ESGPGLVRPSQSLSLTCSVTGYSITSGYYWNWIRQFPGSRLEWMGYIKSDG
SNNYNPSLKNRISITRDTSKNQFFLKLNSVTTEDTATYFCTREWKAMDYW
GQGTSVTVSSAKTTPPSVYPLAPGCGDT

RASESVDTYGNNFIH

LASNLES

QQNNGDPWT

PASLAVSLGQRATISCRASESVDTYGNNFIHWYQQKPGQPPKLLIYLASNL
ESGVPARFSGSGSRTDFTLTIDPVEADDAATYYCQQNNGDPWTFGGGTKL
EIKRADAAP

HPYMH

RIDPANGNTKYDPKFQG

EEVADYTMDY

GAELVKPGASVKLSCTASGFNIKHPYMHWVKQRPDQGLEWIGRIDPANG
NTKYDPKFQGKATITADTSSNTAYLQLSSLTSEDTAVYYCGREEVADYTM
DYWGQGTSVTVSSAKTTAPSVYPLAPV

SASQGINNFLN

YTSSLHS

QHFSKLPWT

92



46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

Dominio variable
de cadena ligera
de 24F12

CDR1 de
cadena pesada
de 24F12

CDR2 de
cadena pesada
de 24F12

CDR3 de
cadena pesada
de 24F12

Dominio variable
de cadena
pesada de
24F12

CDR1 de
cadena ligera de
26B3

CDR2 de
cadena ligera de
26B3

CDR3 de
cadena ligera de
26B3

Dominio variable
de cadena ligera
de 26B3

CDR1 de
cadena pesada
de 26B3

CDR2 de
cadena pesada
de 26B3

CDR3 de
cadena pesada
de 26B3

TSSLSASLGDRVTISCSASQGINNFLNWYQQKPDGTVKLLIYYTSSLHSGVP
SRFSGSGSGTDYSLTISNLEPEDIAIYYCQHFSKLPWTFGGGTKLEIKRADA

AP

SYAMS

ES 2780192 T3

EIGSGGSYTYYPDTVTG

ETTAGYFDY

SGGGLVRPGGSLKLSCAASGFTFSSYAMSWVRQSPEKRLEWVAEIGSGGS
YTYYPDTVTGRFTISRDNAKSTLYLEMSSLRSEDTAIYYCARETTAGYFDY

WGQGTTLTVSS

RTSENIFSYLA

NAKTLAE

QHHYAFPWT

PASLSASVGETVTITCRTSENIFSYLAWY QQKQGISPQLLVYNAKTLAEGV
PSRFSGSGSGTQFSLKINSLQPEDFGSYYCQHHYAFPWTFGGGSKLEIKRA

DAAP

GYFMN

RIFPYNGDTFYNQKFKG

GTHYFDY

93



58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

Dominio variable
de cadena
pesada de 26B3

CDR1 de
cadena ligera de
9F3

CDR2 de
cadena ligera de
9F3

CDR3 de
cadena ligera de
9F3

Dominio variable
de cadena ligera
de 9F3

CDR1 de
cadena pesada
de 9F3

CDR1 de
cadena pesada
de 9F3

CDR1 de
cadena pesada
de 9F3

Dominio variable
de cadena
pesada de 9F3

CDR1 de
cadena ligera de
19D4

CDR2 de
cadena ligera de

ES 2780192 T3

GPELVKPGASVKISCKASDYSFTGYFMNWVMQSHGKSLEWIGRIFPYNGD
TFYNQKFKGRATLTVDKSSSTAHMELRSLASEDSAVYFCARGTHYFDYW
GQGTTLTVSSAKTTPPSVYPLAPGSAAQT

AGGGCCAGCTCAACTGTAAGTTACAGTTACTTGCAC

GGCACATCCAACTTGGCTTCT

CAGCAGTACAGTGGTTACCCACTCACG

CCAGCAATCATGTCTGCATCTCCAGGGGAAAAGGTCACCATGACCTGC
AGGGCCAGCTCAACTGTAAGTTACAGTTACTTGCACTGGTACCAGCAG
AAGTCAGGTGCCTCCCCCCAACTCTGGATTTATGGCACATCCAACTTGG
CTTCTGGAGTCCCTGCTCGCTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACCTCTTA
CTCTCTCACAATCAGCAGTGTGGAGGCTGAAGATGCTGCCACTTATTAC
TGCCAGCAGTACAGTGGTTACCCACTCACGTTCGGTGCTGGGACCAAG
CTGGAGCTGAAACGGGCTGATGCTGCACCAAC

AGTGGTTATTACTGGAAC

TACATAAAGTCCGACGGTAGCAATAATTACAACCCATCTCTCAAAAAT

GAGTGGAAGGCTATGGACTAC

GAGTCAGGACCTGGCCTCGTGAGACCTTCTCAGTCTCTGTCTCTCACCT
GCTCTGTCACTGGCTACTCCATCACCAGTGGTTATTACTGGAACTGGAT
CCGGCAGTTTCCAGGAAGCAGACTGGAATGGATGGGCTACATAAAGTC
CGACGGTAGCAATAATTACAACCCATCTCTCAAAAATCGAATCTCCAT
CACTCGTGACACATCTAAGAACCAGTTTTTCCTGAAGTTGAATTCTGTG
ACTACTGAGGACACAGCTACATATTTCTGTACAAGGGAGTGGAAGGCT
ATGGACTACTGGGGTCAGGGAACCTCAGTCACCGTCTCCTCAGCCAAA
ACAACACCCCCATCAGTCTATCCACTGGCCCCTGGGTGTGGAGATACA
AC

AGAGCCAGTGAAAGTGTTGATACTTATGGCAATAATTTTATACAC

CTTGCATCCAACCTAGAATCT

94



69

70

71

72

73

74

75

76

77

78

19D4

CDR3 de
cadena ligera de
19D4

Dominio variable
de cadena ligera
de 19D4

CDR1 de
cadena pesada
de 19D4

CDR2 de
cadena pesada
de 19D4

CDR3 de
cadena pesada
de 19D4

Dominio variable
de cadena
pesada de 19D4

CDR1 de
cadena ligera de
24F12

CDR2 de
cadena ligera de
24F12

CDR3 de
cadena ligera de
24F12

Dominio variable
de cadena ligera
de 24F12
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CAGCAAAATAATGGGGATCCGTGGACG

CCAGCTTCTTTGGCTGTGTCTCTAGGGCAGAGGGCCACCATATCCTGCA

GAGCCAGTGAAAGTGTTGATACTTATGGCAATAATTTITATACACTGGT
ACCAGCAGAAACCAGGACAGCCACCCAAACTCCTCATTTATCTTGCAT
CCAACCTAGAATCTGGGGTCCCTGCCAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTA
GGACAGACTTCACCCTCACCATTGATCCTGTGGAGGCTGATGATGCTG
CAACCTATTACTGTCAGCAAAATAATGGGGATCCGTGGACGTTCGGTG
GAGGCACCAAGCTGGAGATCAAACGGGCTGATGCTGCACCAA

CACCCCTATATGCAC

AGGATTGATCCTGCGAATGGTAATACTAAATATGACCCGAAGTTCCAG

GGC

GAGGAGGTGGCGGACTATACTATGGACTAC
GGGGCAGAGCTTGTGAAGCCAGGGGCCTCAGTCAAGTTGTCCTGCACA
GCTTCTGGCTTCAACATTAAACACCCCTATATGCACTGGGTGAAGCAG
AGGCCTGACCAGGGCCTGGAGTGGATTGGAAGGATTGATCCTGCGAAT
GGTAATACTAAATATGACCCGAAGTTCCAGGGCAAGGCCACTATAACA
GCAGACACATCCTCCAACACAGCCTACCTACAGCTCAGCAGCCTGACA
TCTGAGGACACTGCCGTCTATTACTGTGGTAGAGAGGAGGTGGCGGAC

TATACTATGGACTACTGGGGTCAAGGAACCTCAGTCACCGTCTCCTCA
GCCAAAACAACAGCCCCATCGGTCTATCCACTGGCCCCTGTGTG

AGTGCAAGTCAGGGCATTAACAATTTTTTAAAC

TACACATCAAGTTTACACTCA

CAGCACTTTAGTAAGCTTCCGTGGACG

95



79

80

81

82

83

84

85

86

CDR1 de
cadena pesada
de 24F12

CDR2 de
cadena pesada
de 24F12

CDR3 de
cadena pesada
de 24F12

Dominio variable
de cadena
pesada de
24F12

CDR1 de
cadena ligera de
26B3

CDR2 de
cadena ligera de
26B3

CDR3 de
cadena ligera de
26B3

Dominio variable
de cadena ligera
de 26B3
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ACATCCTCCCTGTCTGCCTCTCTGGGAGACAGAGTCACCATCAGTTGCA
GTGCAAGTCAGGGCATTAACAATTTTTTAAACTGGTATCAGCAGAAAC
CAGATGGCACTGTTAAACTCCTGATCTATTACACATCAAGTTTACACTC
AGGAGTCCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGATTATTC
TCTCACCATCAGCAACCTGGAACCTGAAGATATTGCCATATACTATTGT
CAGCACTTTAGTAAGCTTCCGTGGACGTTCGGTGGAGGCACCAAGCTG
GAAATCAAACGGGCTGATGCTGCACCAAC

AGCTATGCCATGTCT

GAAATTGGTAGTGGTGGTAGTTACACCTACTATCCAGACACTGTGACG
GGC

GAAACTACGGCGGGCTACTTTGACTAC

TCTGGGGGAGGCTTAGTGAGGCCTGGAGGGTCCCTGAAACTCTCCTGT
GCAGCCTCTGGATTCACTTTCAGTAGCTATGCCATGTCTTGGGTTCGCC
AGTCTCCAGAGAAGAGGCTGGAGTGGGTCGCAGAAATTGGTAGTGGTG
GTAGTTACACCTACTATCCAGACACTGTGACGGGCCGATTCACCATCTC
CAGAGACAATGCCAAGAGCACCCTGTACCTGGAAATGAGCAGTCTGAG
GTCTGAGGACACGGCCATCTATTACTGTGCAAGGGAAACTACGGCGGG
CTACTTTGACTACTGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA

CGAACAAGTGAGAATATTTTCAGTTATTTAGCA

AATGCAAAAACCTTAGCAGAG

CAACATCATTATGCTTTTCCGTGGACG

CCAGCCTCCCTATCTGCATCTGTGGGAGAAACTGTCACCATCACATGTC

GAACAAGTGAGAATATTTTCAGTTATTITAGCATGGTATCAGCAGAAAC
AGGGAATATCTCCTCAGCTCCTGGTCTATAATGCAAAAACCTTAGCAG
AGGGTGTGCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGCACACAGTTIT
CTCTGAAGATCAACAGCCTGCAGCCTGAAGATTTTGGGAGTTATTACT
GTCAACATCATTATGCTTTTCCGTGGACGTTCGGTGGAGGCTCCAAGCT
GGAAATCAAACGGGCTGATGCTGCACCAAC
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87

88

89

90

CDR1 de
cadena pesada
de 26B3

CDR2 de
cadena pesada
de 26B3

CDR3 de
cadena pesada
de 26B3

Dominio variable
de cadena
pesada de 26B3

ES 2780192 T3

GGCTACTTTATGAAC

CGTATTTTTCCTTACAATGGTGATACTTTCTACAACCAGAAGTTCAAGG
GC

GGGACTCATTACTTTGACTAC

GGACCTGAGCTGGTGAAGCCTGGGGCTTCAGTGAAGATATCCTGCAAG
GCTTCTGATTACTCTTTTACTGGCTACTTTATGAACTGGGTGATGCAGA
GCCATGGAAAGAGCCTTGAGTGGATTGGACGTATTTTTCCTTACAATG
GTGATACTTTCTACAACCAGAAGTTCAAGGGCAGGGCCACATTGACTG
TAGACAAATCCTCTAGCACAGCCCACATGGAGCTCCGGAGCCTGGCAT
CTGAGGACTCTGCAGTCTATTTTTGTGCAAGAGGGACTCATTACTTTGA
CTACTGGGGCCAAGGCACCACTCTCACTGTCTCCTCAGCCAAAACGAC
ACCCCCATCTGTCTATCCACTGGCCCCTGGATCTGCTGCCCAAACTAA
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LISTADO DE SECUENCIAS
<110> MORPHOTEK INC.

<120> > FOLATO RECEPTOR ALFA COMO MARCADOR DIAGNOSTICO Y DE PRONOSTICO PARA CANCERES
QUE EXPRESAN FOLATO RECEPTOR ALFA

<130> 118557-01420

<140> PCT/US2011/059411
<141> 04-11-2011

<150> 61/508.444
<151> 15-07-2011

<150> 61/410.497
<151> 05-11-2010

<160> 90
<170> PatentIn versién 3.5

<210>1

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 1
Gly Phe Thr Phe Ser Gly Tyr Gly Leu Ser

1 5 10

<210> 2

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de Secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 2
Met Ile Ser Ser Gly Gly Ser Tyr Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 3

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de Secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 3
His Gly Asp Asp Pro Ala Trp Phe Ala Tyr
1 5 10

<210> 4

<211>12
<212> PRT
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<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético”
<400> 4

Ser Val Ser Ser Ser Ile Ser Ser Asn Asn Leu His

1 5 10

<210>5

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de Secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 5
Gly Thr Ser Asn Leu Ala Ser

1 5

<210>6

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de Secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 6
Gln Gln Trp Ser Ser Tyr Pro Tyr Met Tyr Thr

1 5 10

<210>7

<211> 449

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de Secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400>7

99



Glu

Ser

Gly

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

225

Ser

val

Leu

Leu

Met

50

Gly

Gln

Arg

Pro

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

His

Val

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

His

Val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Thr

Phe

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asp

Gly

100

Thr

Pro

val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Leu

Val

Ser

val

Ser

Ala

Ser

85

Asp

Val

Ser

Lys

Leu

165

Leu

Thr

Val

Pro

Phe
245

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Asp

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

230

Pro

Ser

Ser

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Pro

Ser

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Cys

Pro

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Pro

Ala

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Lys

Pro

Lys

Gly

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Trp

105

Ser

Thr

Pro

Val

Ser

185

Ile

val

Ala

Pro

ES 2780192 T3

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Phe

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys
250

Val

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Ala

Lys

Gly

Pro

155

Thr

Val

Asn

Pro

Glu

235

Asp

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Gly

Tyr

Gly

Gly

140

Val

Phe

Vval

Val

Lys

220

Leu

Thr

100

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

Leu

Leu

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

vVal

Ala

Val

190

His

Cys

Gly

Met

Gly

15

Gly

Trp

Ser

Leu

Phe

95

Gln

val

Ala

Ser

Val

175

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile
255

Arg

Tyr

Val

val

Phe

80

Cys

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

240

Ser
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Arg

Pro

Ala

vVal

305

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

385

Asp

Ser

Ala

Lys

Thr

Glu

Lys

290

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

370

Asn

Ser

Arg

Leu

<210> 8

<211> 217

Pro

val

275

Thr

vVal

Cys

Ser

Pro

355

val

Gly

Asp

Trp

His
435

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de Secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 8

Glu

260

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

340

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

420

Asn

Val

Phe

Pro

Thr

val

325

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

405

Gln

His

Thr

Asn

Arg

val

310

Ser

Lys

Asp

Phe

Glu

390

Phe

Gly

Tyr

Cys

Trp

Glu

295

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

375

Asn

Phe

Asn

Thr

Val

Tyr

280

Glu

His

Lys

Gln

Leu

360

Pro

Asn

Leu

Val

Gln
440

ES 2780192 T3

Val

265

Val

Gln

Gln

Ala

Pro

345

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

425

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

Leu

330

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

410

Ser

Ser

Asp

Gly

Asn

Trp

315

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

395

Lys

Cys

Leu

Val

Vval

Ser

300

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

380

Thr

Leu

Ser

Ser

101

Ser

Glu

285

Thr

Asn

Pro

Gln

Val

365

val

Pro

Thr

vVal

Leu
445

His

270

Val

Tyr

Gly

Ile

Vval

350

Ser

Glu

Pro

Vval

Met

430

Ser

Glu

His

Arg

Lys

Glu

335

Tyr

Leu

Trp

Val

Asp

415

His

Pro

Asp

Asn

Vval

Glu

320

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

400

Lys

Glu

Gly
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Asp

Asp

Asn

Ile

Gly

Pro

Tyr

Val

Lys

Arg

145

Asn

Ser

Lys

Thr

Ile

Arg

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Met

Ala

Ser

130

Glu

Ser

Leu

Val

Lys
210

<210>9

<211> 468

Gln

Val

His

35

Gly

Gly

Asp

Tyr

Ala

115

Gly

Ala

Gln

Ser

Tyr

195

Ser

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de Secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400>9

Leu

Thr

20

Trp

Thr

Ser

Ile

Thr

100

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

180

Ala

Phe

Thr

Ile

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Phe

Ser

Ala

Val

Ser

165

Thr

Cys

Asn

Gln

Thr

Gln

Asn

Thr

70

Thr

Gly

Val

Ser

Gln

150

val

Leu

Glu

Arg

Ser

Cys

Gln

Leu

55

Asp

Tyr

Gln

Phe

vVal

135

Trp

Thr

Thr

val

Gly
215

Pro

Ser

Lys

40

Ala

Tyr

Tyr

Gly

Ile

120

vVal

Lys

Glu

Leu

Thr

200

Glu

ES 2780192 T3

Ser

val

25

Pro

Ser

Thr

Cys

Thr

105

Phe

Cys

Val

Gln

Ser

185

His

Cys

Ser

10

Ser

Gly

Gly

Phe

Gln

90

Lys

Pro

Leu

Asp

Asp

170

Lys

Gln

Leu

Ser

Lys

val

Thr

75

Gln

val

Pro

Leu

Asn

155

Ser

Ala

Gly

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Trp

Glu

Ser

Asn

140

Ala

Lys

Asp

Leu

102

Ala

Ile

Pro

45

Ser

Ser

Ser

Ile

Asp

125

Asn

Leu

Asp

Tyr

Ser
205

Ser

Ser

Lys

Arg

Ser

Ser

Lys

110

Glu

Phe

Gln

Ser

Glu

190

Ser

Val

15

Ser

Pro

Phe

Leu

Tyr

95

Arg

Gln

Tyr

Ser

Thr

175

Lys

Pro

Gly

Asn

Trp

Ser

Gln

80

Pro

Thr

Leu

Pro

Gly

160

Tyr

His

Val



Met

val

Pro

Ser

Glu

65

Asp

Thr

Tyr

Gly

Ser

145

Ala

val

Ala

Val

His

Gly

His

Gly

Gly

50

Trp

Ser

Leu

Phe

Gln

130

Val

Ala

Ser

Val

Pro

210

Lys

Trp

Ser

Arg

35

Tyr

Val

Val

Phe

Cys

115

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

195

Ser

Pro

Ser

Glu

20

Ser

Gly

Ala

Lys

Leu

100

Ala

Thr

Pro

Gly

Asn

180

Gln

Ser

Ser

Cys

vVal

Leu

Leu

Met

Gly

85

Gln

Arg

Pro

Leu

Cys

165

Ser

Ser

Ser

Asn

Ile

Gln

Arg

Ser

Ile

70

Arg

Met

His

val

Ala

150

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

Ile

Leu

Leu

Trp

55

Ser

Phe

Asp

Gly

Thr

135

Pro

vVal

Ala

Gly

Gly

215

Lys

Leu

val

Ser

40

Val

Ser

Ala

Ser

Asp

120

Val

Ser

Lys

Leu

Leu

200

Thr

vVal

ES 2780192 T3

Phe

Glu

25

Cys

Arg

Gly

Ile

Leu

105

Asp

Ser

Ser

Asp

Thr

185

Tyr

Gln

Asp

Leu

10

Ser

Ser

Gln

Gly

Ser

90

Arg

Pro

Ser

Lys

Tyr

170

Ser

Ser

Thr

Lys

Val

Gly

Ala

Ala

Ser

75

Arg

Pro

Ala

Ala

Ser

155

Phe

Gly

Leu

Tyr

Lys

Ala

Gly

Ser

Pro

60

Tyr

Asp

Glu

Trp

Ser

140

Thr

Pro

val

Ser

Ile

220

vVal

103

Thr

Gly

Gly

45

Gly

Thr

Asn

Asp

Phe

125

Thr

Ser

Glu

His

Ser

205

Cys

Glu

Ala

Val

30

Phe

Lys

Tyr

Ala

Thr

110

Ala

Lys

Gly

Pro

Thr

190

Val

Asn

Pro

Thr

15

Val

Thr

Gly

Tyr

Lys

95

Gly

Tyr

Gly

Gly

Val

175

Phe

Val

val

Lys

Gly

Gln

Phe

Leu

Ala

80

Asn

Val

Trp

Pro

Thr

160

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser
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225

Cys Asp Lys Thr His
245

Gly Gly Pro Ser Val
260

Met Ile Ser Arg Thr
275

His Glu Asp Pro Glu
290

Val His Asn Ala Lys
305

Tyr Arg Val Val Ser
325

Gly Lys Glu Tyr Lys
340

Ile Glu Lys Thr Ile
355

Val Tyr Thr Leu Pro
370

Ser Leu Thr Cys Leu
385

Glu Trp Glu Ser Asn
405

Pro Val Leu Asp Ser
420

Val Asp Lys Ser Arg
435

Met His Glu Ala Leu
450

Ser Pro Gly Lys
465

<210> 10

<211> 236

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

230

Thr

Phe

Pro

Val

Thr

310

Val

Cys

Ser

Pro

Val

390

Gly

Asp

Trp

His

Cys

Leu

Glu

Lys

295

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

375

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
455

Pro

Phe

val

280

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

360

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

440

His

ES 2780192 T3

Pro

Pro

265

Thr

Asn

Arg

Vval

Ser

345

Lys

Asp

Phe

Glu

Phe

425

Gly

Tyr

Cys

250

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

330

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

410

Phe

Asn

Thr

235

Pro

Lys

val

Tyr

Glu

315

His

Lys

Gln

Leu

Pro

395

Asn

Leu

Val

Gln

Ala

Pro

val

Val

300

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

380

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
460

Pro

Lys

Val

285

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

365

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

445

Ser

Glu

Asp

270

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

350

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys

430

Cys

Leu

<223> /nota="Descripcién de Secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 10

104

Leu

255

Thr

Vval

Vval

Ser

Leu

335

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

415

Leu

Ser

Ser

240

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

320

Asn

Pro

Gln

vVal

Val

400

Pro

Thr

Val

Leu
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Met

Val

Ser

Ser

Lys

65

Arg

Ser

Ser

Lys

Glu

145

Phe

Gln

Ser

Glu

Ser
225

Gly

His

Val

Ser

50

Pro

Phe

Leu

Tyr

Arg

130

Gln

Tyr

Ser

Thr

Lys
210

Pro

<210> 11
<211> 1407
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de Secuencia artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 11

Ser

Gly

Asn

Trp

Ser

Gln

Pro

115

Thr

Leu

Pro

Gly

Tyr
195

His

Val

Ser

Asp

20

Asp

Asn

Ile

Gly

Pro

100

Tyr

val

Lys

Arg

Asn

180

Ser

Lys

Thr

Cys

Ile

Arg

Leu

Tyr

Ser

85

Glu

Met

Ala

Ser

Glu

165

Ser

Leu

val

Lys

Ile

Gln

Val

His

Gly

70

Gly

Asp

Tyr

Ala

Gly

150

Ala

Gln

Ser

Tyr

Ser
230

Ile

Leu

Thr

Trp

55

Thr

Ser

Ile

Thr

Pro

135

Thr

Lys

Glu

Ser

Ala
215

Phe

Leu

Thr

Ile

40

Tyr

Ser

Gly

Ala

Phe

120

Ser

Ala

val

Ser

Thr
200

Cys

Asn

ES 2780192 T3

Phe

Gln

25

Thr

Gln

Asn

Thr

Thr

105

Gly

val

Ser

Gln

Val

185

Leu

Glu

Arg

Leu

10

Ser

Cys

Gln

Leu

Asp

90

Tyr

Gln

Phe

Val

Trp

170

Thr

Thr

Val

Gly

Val

Pro

Ser

Lys

Ala

75

Tyr

Tyr

Gly

Ile

Val

155

Lys

Glu

Leu

Thr

Glu
235

Ala

Ser

Val

Pro

60

Ser

Thr

Cys

Thr

Phe

140

Cys

val

Gln

Ser

His
220

Cys

105

Thr

Ser

Ser

45

Gly

Gly

Phe

Gln

Lys

125

Pro

Leu

Asp

Asp

Lys
205

Gln

Ala

Leu

30

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

110

Val

Pro

Leu

Asn

Ser

190

Ala

Gly

Thr

15

Ser

Ser

Ala

Pro

Ile

95

Trp

Glu

Ser

Asn

Ala

175

Lys

Asp

Leu

Gly

Ala

Ile

Pro

Ser

80

Ser

Ser

Ile

Asp

Asn

160

Leu

Asp

Tyr

Ser
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atgggatgga
gtccaactgg
tgctcecgeat
ggaaaaggtc
gacagtgtga
caaatggaca
gatcccgect
accaagggcce
gcggccctgg
tcaggcgece
tactcccteca
tgcaacgtga
tgtgacaaaa
gtcttcectet
acatgcgtgg
gacggcgtgg
taccgtgtgg
aagtgcaagg
aaagggcagc
aagaaccagg
gagtgggaga
tccgacgget
gggaacgtct

agcctctcece

<210> 12
<211> 711
<212> ADN

gctgtatcat
tggagagegy
ctggcttcac
ttgagtgggt
agggtagatt
gcctgagace
ggttcgcetta
catcggtcett
gctgectggt
tgaccagcgg
gcagcgtggt
atcacaagcce
ctcacacatg
tccececcaaa
tggtggacgt
aggtgcataa
tcagcgtcect
tctccaacaa
cccgagaacce
tcagcctgac
gcaatgggca
ccttettett
tctcatgete

tgtctceecgg

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

cctcttettg
tggaggtgtt
cttcagcgge
tgcaatgatt
tgcaatatcg
cgaagacacc
ttggggccaa
ccecectggea
caaggactac
cgtgcacacc
gaccgtgecce
cagcaacacc
cccaccgtge
acccaaggac
gagccacgaa
tgccaagaca
caccgtcctg
agccctccca
acaggtgtac
ctgcectggte
gccggagaac
atattcaaag
cgtgatgcat

gaaatga

ES 2780192 T3

gtagcaacag
gtgcaacctg
tatgggttgt
agtagtggtg
cgagacaacg
ggggtctatt
gggaccccgg
ccctecteca
ttccececgaac
ttececeggetg
tccagcagcet
aaggtggaca
ccagcacctg
accctcatga
gaccctgagg
aagcecgcggg
caccaggact
gceccecccateg
accctgcecccee
aaaggcttct
aactacaaga
ctcaccgtgg

gaggctctgce

ctacaggtgt
gceggtcecect
cttgggtgag
gtagttatac
ccaagaacac
tttgtgcaag
tcaccgtctce
agagcacctce
cggtgacggt
tcctacagtce
tgggcaccca
agaaagttga
aactcctggg
tctececeggac
tcaagttcaa
aggagcagta
ggctgaatgg
agaaaaccat
catcccggga
atcccagcga
ccacgcecctee
acaagagcag

acaaccacta

ccactccgag
gcgectgtcee
acaggcacct
ctactatgca
attgttcctg
acatggggac
ctcagcctcece
tgggggcaca
gtcgtggaac
ctcaggactc
gacctacatc
gcccaaatct
gggaccgtca
ccctgaggte
ctggtacgtg
caacagcacg
caaggagtac
ctccaaagcce
tgagctgacc
catcgcegtg
cgtgctggac
gtggcagcag

cacgcagaag

<223> /nota="Descripcion de Secuencia artificial: Polinucleétido sintético"

<400> 12

106

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1407



10

15

20

25

atgggatgga
atccagctga
acctgtagtg
ggtaaggctc
agattcageg
gaggacatcg
ggccaaggga
ccgccatectg
ttctatceca
tcccaggaga
ctgacgctga
cagggcctga

<210> 13
<211> 110
<212> PRT

gctgtatcat
cccagagccc
tcagctcaag
caaagccatg
gtagcggtag
ccacctacta
ccaaggtgga
atgagcagtt
gagaggccaa
gtgtcacaga
gcaaagcaga

gctegecegt

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

cctecttettg
aagcagcctg
tataagttcc
gatctacggce
cggtaccgac
ctgccaacag
aatcaaacga
gaaatctgga
agtacagtgg
gcaggacagc
ctacgagaaa

cacaaagagc

ES 2780192 T3

gtagcaacag
agcgccagceg
aacaacttgce
acatccaacc
tacacctteca
tggagtagtt
actgtggctg
actgcectcetg
aaggtggata
aaggacagca
cacaaagtct

ttcaacaggg

ctacaggtgt
tgggtgacag
actggtacca
tggcttcetgg
ccatcagcag
acccgtacat
caccatctgt
ttgtgtgect
acgccctcca
cctacagect
acgcctgcga

gagagtgtta

<223> /nota="Descripcién de Secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 13
Asp Ile
1

Asp

Asn Leu

35
Ile Tyr
50

Gly
65

Ser

Pro Glu

Tyr Met

<210> 14
<211> 110
<212> PRT

Gln

Arg Val

His

Gly

Gly

Asp

Tyr

Leu
5

Thr
20

Ile

Trp Tyr

Thr Ser

Ser Gly

70

Ile Ala

85

Thr
100

Phe

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

Thr Cys

Gln Gln

Asn Leu

Thr Asp

Thr Tyr

Gly Gln

Thr Gln Ser Pro Ser

Ser

Lys
40

Ala

Phe

Tyr

Gly

Ser Leu
10

vVal
25

Ser Ser

Pro Gly Lys

Ser Gly Val

Thr Thr

75

Phe

Gln
90

Cys Gln

Thr
105

Lys Val

Ser Ala

Ser Ile

30

Ala Pro

45
Pro Ser
60

Ile Ser

Ser

Trp

Glu Ile

Ser

Ser

Lys

Arg

Ser

Ser

ccactccgac
agtgaccatc
gcagaagcca
tgtgccaagce
ccteccageca
gtacacgttce
cttcatcttc
gctgaataac
atcgggtaac
cagcagcacc
agtcacccat

a

val Gly
15

Ser Asn

Leu Leu

Phe Ser

Leu Gln
80

Tyr Pro
95

Lys

110

<223> /nota="Descripcién de Secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 14

107

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

711
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15

20

ES 2780192 T3

Asp Ile Gln Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Ser Val Ser Ser Ser
20 25

Asn Leu His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala
35 40

Ile Tyr Gly Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro
50 55 60

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Phe Thr Ile
65 70 75

Pro Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp
85 90

Tyr Met Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu
100 105

<210> 15

<211> 110

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

Ala

Ile

Pro

45

Ser

Ser

Ser

Ile

Ser

Ser

30

Lys

Arg

Ser

Ser

Lys
110

<223> /nota="Descripcién de Secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 15

Asp Ile Gln Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser

1 5 10

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Ser Val Ser Ser Ser
20 25

Asn Leu His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala
35 40

Ile Tyr Gly Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro
50 55 60

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr Ile

Pro Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp
85 90

Tyr Met Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu
100 105

<210> 16

<211> 110

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

108

Ile

Pro

45

Ser

Ser

Ser

Ile

Ser

30

Lys

Arg

Ser

Ser

Lys
110

Val

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Tyr
95

val

15

Ser

Pro

Phe

Leu

Tyr
95

Gly

Asn

Leu

Ser

Gln

80

Pro

Gly

Asn

Trp

Ser

Gln

80

Pro
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15

20

<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de Secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 16
Asp Ile Gln Leu

1

Asp

Asn

Ile

Gly

Pro

Tyr

Arg Val

Leu His

35

Tyr Gly

50

Ser Gly

Glu Asp

Met Tyr

<210> 17

<211>119

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de Secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 17
Gln Val Gln Leu

1

Thr

Gly

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Ser

Leu

Leu

Met

Gly

Arg

Arg

Leu

Ser

Ser

35

Ile

Arg

Leu

His

Val
115

Thr

20

Trp

Thr

Ser

Ile

Thr
100

Leu

20

Trp

Ser

Val

Ser

Gly

100

Thr

ES 2780192 T3

Thr Gln Ser Pro Ser

5

Ile

Tyr

Ser

Gly

Ala
85

Phe

Thr Cys

Gln Gln

Asn

Leu
55

Thr Asp

70

Thr Tyr

Gly Gln

Ser

Lys

40

Ala

Tyr

Tyr

Gly

Val
25

Pro

Ser

Thr

Cys

Thr
105

Gln Glu Ser Gly Pro

5

Thr

Val

Ser

Thr

Ser

85

Asp

Val

Cys

Arg

Gly

Met

70

Val

Asp

Ser

Thr

Gln

Gly

Leu

Thr

Pro

Ser

Ala

Pro

40

Ser

Arg

Ala

Ala

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Ala

Trp
105

Ser Leu Ser Ala Ser

10

Ser Ser Ser

Gly Lys Ala

Gly Val Pro

60

Phe Thr Ile

75

Gln Gln Trp

90

Lys Val Glu

Ile

Pro
45

Ser

Ser

Ser

Ser
30

Lys

Arg

Ser

Ser

Ile Lys

110

Gly Leu Val Arg Pro

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Phe

Phe

Arg

Tyr

Ser

75

Thr

Ala

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

109

Phe

Leu

45

Ala

Asn

vVal

Trp

Ser

30

Glu

Asp

Gln

Tyr

Gly
110

Val Gly
15

Ser Asn

Pro Trp

Phe Ser

Leu Gln
80

Tyr Pro
95

Ser Gln

Gly Tyr

Trp Val

Ser Val

Phe Ser

80

Tyr Cys
95

Gln Gly
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15

20

<210> 18

<211>119

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de Secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 18
Gln Val

1

Thr

Gly

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Ser

Leu

Leu

Met

50

Gly

Arg

Arg

Leu

<210> 19

<211>119

Gln

Ser

Ser

35

Ile

Arg

Leu

His

Val
115

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de Secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 19

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Ser

Gly

100

Thr

Gln

5

Thr

val

Ser

Ala

Ser

85

Asp

Val

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

val

Asp

Ser

ES 2780192 T3

Ser Gly Pro

Thr

Gln

Gly

55

Ser

Thr

Pro

Ser

Ala

Pro

40

Ser

Arg

Ala

Ala

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Ala

Trp
105

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Phe

Leu

Phe

Arg

Tyr

Ser

75

Thr

Ala

Val Arg Pro

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

110

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Trp

Ser

30

Glu

Asp

Gln

Tyr

Gly
110

Ser Gln

15

Gly Tyr

Trp Val

Ser Val

Phe Ser
80

Tyr Cys
95

Gln Gly



10

Gln Val Gln Leu Gln

Thr Leu Ser Leu Thr
20

Gly Leu Ser Trp Val
35

Ala Met Ile Ser Ser
50

Lys Gly Arg Val Thr
65

Leu Arg Leu Ser Ser

85

Ala Arg His Gly Asp
100

Thr Thr Val Thr Val
115

<210> 20

<211> 119

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

Glu

Cys

Arg

Gly

Met

70

val

Asp

Ser

Ser

Thr

Gln

Gly

55

Leu

Thr

Pro

Ser

Gly

Ala

Pro

40

Ser

Arg

Ala

Ala

ES 2780192 T3

Pro

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Ala

Trp
105

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Phe

Leu

Phe

Arg

Tyr

Ser

75

Thr

Ala

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Arg

Phe

Leu

45

Ala

Asn

vVal

Trp

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Gly
110

<223> /nota="Descripcién de Secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 20

111

Ser

15

Gly

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gln

Gln

Tyr

val

val

Phe

80

Cys

Gly



10

ES 2780192 T3

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Arg Pro

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser
20 25 30

Gly Leu Ser Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Arg Gly Leu Glu
35 40 45

Ala Met Ile Ser Ser Gly Gly Ser Tyr Thr Tyr Tyr Ala Asp
50 55 60

Lys Gly Arg Val Thr Met Leu Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln
65 70 75

Leu Arg Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Ile Tyr
85 90

Ala Arg His Gly Asp Asp Pro Ala Trp Phe Ala Tyr Trp Gly
100 105 110

Ser Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 21

<211> 119

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de Secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 21
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro
1 5 10

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ser Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser
20 25 30

Gly Leu Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu
35 40 45

Ala Met Ile Ser Ser Gly Gly Ser Tyr Thr Tyr Tyr Ala Asp
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Ala Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr
65 70 75

Leu Gln Met Asp Ser Leu Arg Pro Glu Asp Thr Gly Val Tyr
85 90

Ala Arg His Gly Asp Asp Pro Ala Trp Phe Ala Tyr Trp Gly
100 105 110

Thr Pro Val Thr Val Ser Ser
115

112

Ser
15

Gly

Trp

Ser

Phe

Ile

95

Gln

Gly
15

Gly

Trp

Ser

Leu

Phe

95

Gln

Gln

Tyr

vVal

Val

Ser

80

Cys

Gly

Arg

Tyr

val

vVal

Phe

80

Cys

Gly
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15

20

25

<210> 22
<211>119
<212> PRT
<213> Mus sp.

<220>

<221> MOD_RES

<2225 (3)..(3)

<223> Cualquier aminoéacido

<220>

<221> MOD_RES

<2225 (6)..(6)

<223> Cualquier aminoacido

<400> 22
Gln Val Xaa
1

Ser Leu Lys

Gly Leu Ser
35

Ala Met Ile
50

Lys Gly Arg
65

Leu Gln Met

Ala Arg His

Thr Leu Val
115

<210> 23
<211>110
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 23

Leu

Leu
20

Trp

Ser

Phe

Ser

Gly

100

Thr

Gln
5

Ser

Val

Ser

Ala

Ser

85

Asp

Val

Xaa

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Asp

Ser

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Lys

Pro

Ala

Gly

Ala

Thr
40

Ser

Arg

Ser

Ala

ES 2780192 T3

Gly

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Asp

Trp
105

Asp
10

Gly

Asp

Thr

Asn

Asp

90

Phe

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Ala

Val

Thr

Arg

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

113

Lys

Phe

Leu
45

Ala

Asn

Ile

Trp

Pro

Ser
30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Gly
110

Gly
15

Gly

Trp

Ser

Leu

Ile

95

Gln

Gly

Tyr

Val

val

Phe

80

Cys

Gly



10

15

Asp

Glu

Asn
35

Ile
50

Gly
65

Ala

Tyr

<210> 24
<211> 962
<212> ADN

Ile Glu

Lys Val

Leu His

Tyr Gly

Phe Gly

Glu Asp

Met Tyr

Leu Thr

Thr
20

Ile

Trp Tyr

Thr Ser

Ser Gly

Ala Ala

85

Thr
100

Phe

<213> Homo sapiens

<400> 24
tcaaggttaa

tctagtgtgg
gcttctcaat
gttgcatgag
ggaagcccat
ggcacctgce
cttggggccc
gccectgtge
caagagcaac
agctgceccetge
ctggactcac
gtggttcgac
catgagtggg
gctgtggetg
cagccccaca
ttgaataaac
aa

<210> 25

<211> 257
<212> PRT

acgacaagga
gtggctgtag
gtctgcatga
cagtgtcgac
aaggatgttt
tgcaaacggce
tggatccagce
aaagaggact
tggcacaagg
caacctttce
tcctacaagg
ccagcccagg
gctgggecct
ctcagctgac
gctcccaact

cagacaccgce

<213> Homo sapiens

Gln

Thr

Gln

Asn

Thr

70

Thr

Gly

Ser Pro

Cys Ser

Gln Lys

40

Leu Ala

55

Ser Tyr

Tyr Tyr

Gly Gly

cagacatggc
taggggaggc
acgccaagca
cctggaggaa
cctacctata
atttcatcca
aggtggatca
gtgagcaatg
getggaactg
atttctactt
tcagcaacta
gcaaccccaa
gggcagcctg
ctccttttac
atttggttcc

acatgtgtct

Ala

Val

ES 2780192 T3

Leu Met

10

Ser Ser

25

Ser Glu Thr

Ser Gly Val

Thr
75

Ser Leu

Gln
90

Cys Gln

Thr
105

Lys Leu

tcagcggatg
tcagacaagg
ccacaaggaa
gaatgcctge
tagattcaac
ggacacctgce
gagctggcge
gtgggaagat
gacttcaggg
ccccacacce
cagccgaggg
tgaggaggtg
gcctttectg
cttctgatac
tgctccatgg

tgagaattat

Ala Ala Ser

Ile Ser

30

Ser

Pro
45

Ser Lys

Pro Leu

60

Arg

Ile Ser Ser

Trp Ser Ser

Glu Ile Lys

110

acaacacagc
attgcatggg
aagccaggcc
tgttctacca
tggaaccact
ctctacgagt
aaagagcggyg
tgtcgcacct
tttaacaagt
actgttectgt
agtggcecget
gcgaggttcet
cttagcctgg
ctggaaatcc
tcgggectcet

ttggaaaaaa

114

Pro
15

Gly
Ser Asn
Pro Trp
Phe

Arg

Glu
80

Met

Tyr Pro

95

tgctgctect
ccaggactga
ccgaggacaa
acaccagcca
gtggagagat
gctcccccaa
tactgaacgt
cctacacctg
gcgecagtggg
gcaatgaaat
gcatccagat
atgctgcage
ccctaatget
ctgccctgtt
gacagccact

daaaaaaaaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

962



<400> 25

Met

Ala

Leu

Pro

Cys

65

Leu

Lys

Leu

Val

Asp

145

Asn

Pro

Trp

Cys

Vval

225

Ala

Ser

Ala

val

Leu

Glu

50

Cys

Tyr

Arg

Gly

Leu

130

Cys

Trp

Phe

Thr

Ile

210

Ala

Trp

<210> 26
<211> 27

Gln

Val

Asn

35

Asp

Ser

Arg

His

Pro

115

Asn

Arg

Thr

His

His

195

Gln

Arg

Pro

Arg

Gly

20

val

Lys

Thr

Phe

Phe

100

Trp

val

Thr

Ser

Phe

180

Ser

Met

Phe

Phe

Met

Glu

Cys

Leu

Asn

Asn

85

Ile

Ile

Pro

Ser

Gly

165

Tyr

Tyr

Trp

Tyr

Leu
245

Thr

Ala

Met

His

Thr

70

Trp

Gln

Gln

Leu

Tyr

150

Phe

Phe

Lys

Phe

Ala

230

Leu

Thr

Gln

Asn

Glu

55

Ser

Asn

Asp

Gln

Cys

135

Thr

Asn

Pro

Val

Asp

215

Ala

Ser

Gln

Thr

Ala

40

Gln

Gln

His

Thr

val

120

Lys

Cys

Lys

Thr

Ser

200

Pro

Ala

Leu

ES 2780192 T3

Leu

Arg

25

Lys

Cys

Glu

Cys

Cys

105

Asp

Glu

Lys

Cys

Pro

185

Asn

Ala

Met

Ala

Leu
10

Ile

His

Ala

Gly

90

Leu

Gln

Asp

Ser

Ala

170

Thr

Tyr

Gln

Ser

Leu
250

Leu

Ala

His

Pro

His

75

Glu

Tyr

Ser

Cys

Asn

155

Vval

Val

Ser

Gly

Gly

235

Met

Leu

Trp

Lys

Trp

60

Lys

Met

Glu

Trp

Glu

140

Trp

Gly

Leu

Arg

Asn

220

Ala

Leu

115

Leu

Ala

Glu

45

Arg

Asp

Ala

Cys

Arg

125

Gln

His

Ala

Cys

Gly

205

Pro

Gly

Leu

Val

Arg

30

Lys

Lys

Vval

Pro

Ser

110

Lys

Trp

Lys

Ala

Asn

190

Ser

Asn

Pro

Trp

Trp

15

Thr

Pro

Asn

Ser

Ala

95

Pro

Glu

Trp

Gly

Cys

175

Glu

Gly

Glu

Trp

Leu
255

Val

Glu

Gly

Ala

Tyr

80

Cys

Asn

Arg

Glu

Trp

160

Gln

Ile

Arg

Glu

Ala

240

Leu
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ES 2780192 T3

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético”

<220>

<221> MOD_RES

<222> (7)..(7)

<223> Cualquier aminoacido

<220>

<221> VARIANT
<222> (12)..(12)
<223> /replace="His"

<220>
<221> caracteristica miscelanea
<222> (12)..(12)

<223> /nota="El residuo proporcionado en la secuencia no tiene preferencia con respecto a la anotacion para dichas

posiciones"

<220>

<221> MOD_RES

<222> (13)..(13)

<223> Cualquier aminoéacido

<220>

<221> MOD_RES

<222> (18)..(18)

<223> Cualquier aminoéacido

<220>

<221> MOD_RES

<222> (20)..(20)

<223> Cualquier aminoacido

<220>

<221> VARIANT

<222> (21)..(21)

<223> /reemplazar="Glu"

<220>
<221> caracteristica miscelanea
<222> (21)..(21)

<223> /nota="El residuo proporcionado en la secuencia no tiene preferencia con respecto a la anotacion para dichas

posiciones"

<220>

<221> MOD_RES

<222> (24)..(25)

<223> Cualquier aminoacido

<220>

<221> MOD_RES

<222> (27)..(27)

<223> Cualquier aminoéacido

<400> 26

Thr Glu Leu Leu Asn Val Xaa Met Asn Ala Lys Trp Xaa Lys Glu Lys

1 5 10

Pro Xaa Pro Xaa Asp Lys Leu Xaa Xaa Gln Xaa
20 25

116
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45

ES 2780192 T3

<210> 27

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de Secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 27
Arg Ala Ser Ser Thr Val Ser Tyr Ser Tyr Leu His

1 5 10

<210> 28

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 28
Gly Thr Ser Asn Leu Ala Ser

1 5

<210> 29

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 29
Gln Gln Tyr Ser Gly Tyr Pro Leu Thr

1 5

<210> 30

<211> 107

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 30
Pro Ala Ile Met Ser Ala Ser Pro Gly Glu Lys Val Thr Met Thr Cys
1 5 10 15

Arg Ala Ser Ser Thr Val Ser Tyr Ser Tyr Leu His Trp Tyr Gln Gln
20 25 30

Lys Ser Gly Ala Ser Pro Gln Leu Trp Ile Tyr Gly Thr Ser Asn Leu
35 40 45

Ala Ser Gly Val Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Ser
50 55 60

Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Ser Val Glu Ala Glu Asp Ala Ala Thr Tyr
65 70 75 80

117



ES 2780192 T3

Tyr Cys Gln Gln Tyr Ser Gly Tyr Pro Leu Thr Phe Gly Ala Gly Thr
85 90 95

10

15

20

25

30

35

40

45

Lys Leu Glu Leu Lys Arg Ala Asp Ala Ala Pro
100 105

<210> 31

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de Secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 31
Ser Gly Tyr Tyr Trp Asn
1 5

<210> 32

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 32

Tyr Ile Lys Ser Asp Gly Ser Asn Asn Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Asn

1 5 10

<210> 33

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 33
Glu Trp Lys Ala Met Asp Tyr
1 5

<210> 34

<211>129

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 34

118
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30

35

Glu

Cys

Ile

Ser

Ile

65

Val

Ala

Lys

Thr

Ser

Ser

Arg

Asp

50

Thr

Thr

Met

Thr

<210> 35
<211> 15
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 35
Arg Ala Ser Glu Ser Val Asp Thr Tyr Gly Asn Asn Phe Ile His

1

<210> 36
<211>7

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 36
Leu Ala Ser Asn Leu Glu Ser

1

<210> 37
<211>9

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia artificial: Péptido sintético”

Gly

val

Gln

Gly

Arg

Thr

Asp

Thr
115

Pro

Thr

20

Phe

Ser

Asp

Glu

Tyr

100

Pro

Gly

Gly

Pro

Asn

Thr

Asp

Trp

Pro

5

5

Leu

Tyr

Gly

Asn

Ser

70

Thr

Gly

Ser

vVal

Ser

Ser

Tyr

55

Lys

Ala

Gln

Val

Arg

Ile

Arg

40

Asn

Asn

Thr

Gly

Tyr
120

ES 2780192 T3

Pro

Thr

25

Leu

Pro

Gln

Tyr

Thr

105

Pro

Ser

10

Ser

Glu

Ser

Phe

Phe

Ser

Leu

10

Gln

Gly

Trp

Leu

Phe

75

Cys

Val

Ala

Ser

Tyr

Met

Lys

60

Leu

Thr

Thr

Pro

119

Leu

Tyr

Gly

45

Asn

Lys

Arg

Val

Gly
125

Ser

Trp

30

Tyr

Arg

Leu

Glu

Ser

110

Cys

Leu

15

Asn

Ile

Ile

Asn

Trp

Ser

Gly

15

Thr

Trp

Lys

Ser

Ser

Lys

Ala

Asp
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<400> 37

ES 2780192 T3

Gln Gln Asn Asn Gly Asp Pro Trp Thr

1

<210> 38
<211>110

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de Secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 38 _
Pro Ala
1

Arg Ala

Tyr Gln

Ser Asn

50

Arg Thr

Ala Thr

Gly Gly

<210> 39
<211>5

Ser

Ser

Gln

35

Leu

Asp

Tyr

Thr

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 39

His Pro Tyr Met His

1

<210> 40
<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 40

5

Leu Ala

Glu

20

Lys

Glu

Phe

Tyr

Lys
100

Ser

Pro

Ser

Thr

Cys

85

Leu

5

Val

val

Gly

Gly

Leu

70

Gln

Glu

Ser

Asp

Gln

vVal

55

Thr

Gln

Ile

Leu

Thr

Pro

40

Pro

Ile

Asn

Lys

Gly

Tyr

25

Pro

Ala

Asp

Asn

Arg
105

Gln

10

Gly

Lys

Arg

Pro

Gly

Ala

Arg Ala Thr

Asn

Leu

Phe

val

75

Asp

Asp

Asn

Leu

Ser

Glu

Pro

Ala

120

Phe

Ile

45

Gly

Ala

Trp

Ala

Ile

Ile

30

Tyr

Ser

Asp

Thr

Pro
110

Ser

15

His

Leu

Gly

Asp

Phe
95

Cys

Trp

Ala

Ser

Ala

Gly
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ES 2780192 T3

Arg Ile Asp Pro Ala Asn Gly Asn Thr Lys Tyr Asp Pro Lys Phe Gln

1

Gly

<210> 41
<211>10
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 41

Glu Glu Val Ala Asp Tyr Thr Met Asp Tyr

1

<210> 42

<211> 126

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de Secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 42
Gly Ala Glu

1

Ala

Arg

Gly

Ala

65

Ser

Tyr

Ala

Ser

Pro

Asn

50

Asp

Glu

Thr

Lys

<210> 43
<211> 11
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 43

Gly

Asp

Thr

Thr

Asp

Met

Thr
115

Leu

Phe
20

Gln

Lys

Ser

Thr

Asp

100

Thr

5

5

Val
5

Asn

Gly

Tyr

Ser

Ala

85

Tyr

Ala

Lys

Ile

Leu

Asp

Asn

70

val

Trp

Pro

Pro Gly Ala

Lys

Glu

Pro

55

Thr

Tyr

Gly

Ser

His

Trp

Lys

Ala

Tyr

Gln

vVal
120

Pro
25

Ile

Phe

Tyr

Cys

Gly

105

Tyr

10

10

Ser Val Lys Leu Ser

10

Tyr

Gly

Gln

Leu

Gly

90

Thr

Pro

Met

Arg

Gly

Gln

75

Arg

Ser

Leu

His

Ile

Lys

60

Leu

Glu

Val

Ala

121

Trp

Asp

Ala

Ser

Glu

Thr

Pro
125

val
30

Pro

Thr

Ser

Vval

Val

110

Vval

15

Cys
15

Lys

Ala

Ile

Leu

Ala

95

Ser

Thr

Gln

Asn

Thr

Thr

Asp

Ser
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Ser Ala Ser Gln Gly Ile Asn Asn Phe Leu Asn

1

<210> 44
<211>7
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 44
Tyr Thr Ser Ser Leu His Ser

1

<210> 45
<211>9
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 45
Gln His Phe Ser Lys Leu Pro Trp Thr

1

<210> 46

<211>106

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de Secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 46

Thr

1

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys

Leu

Ser

Ala

Asp

Gly

Leu

Gln

Glu

<210> 47
<211>5

Ser

Ser

Gly

35

Val

Thr

His

Ile

Leu

Gln

20

Thr

Pro

Ile

Phe

Lys
100

5

5

5

Ser

5

Gly

val

Ser

Ser

Ser

85

Arg

Ala

Ile

Lys

Arg

Asn

70

Lys

Ala

Ser

Asn

Leu

Phe

55

Leu

Leu

Asp

Leu

Asn

Leu

40

Ser

Glu

Pro

Ala

Gly

Phe

25

Ile

Gly

Pro

Trp

Ala
105

10

Asp Arg Val

10

Leu

Tyr

Ser

Glu

Thr

90

Pro

Asn

Tyr

Gly

Asp

75

Phe

Trp

Thr

Ser

60

Ile

Gly

122

Thr

Tyr

Ser

45

Gly

Ala

Gly

Ile

Gln

Ser

Thr

Ile

Gly

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

Thr
95

Cys

Lys

His

Tyr

Tyr

80

Lys
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

ES 2780192 T3

<223> /nota="Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 47
Ser Tyr Ala Met Ser

1 5

<210> 48

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 48

1

Gly

<210> 49

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

10

<223> /nota="Descripcién de Secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 49

Glu Thr Thr Ala Gly Tyr Phe Asp Tyr

1 5

<210> 50

<211> 112

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 50

Ser Gly Gly Gly Leu Val Arg Pro Gly Gly Ser Leu

1 5

Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe
20

Gln Ser Pro Glu Lys Arg Leu
35

Gly Ser Tyr Thr Tyr Tyr Pro
50 55

Ser Arg Asp Asn Ala Lys Ser
65 70

Ser

Glu

40

Asp

Thr

10

Ser Tyr Ala Met
25

Trp Val Ala Glu

Thr Val Thr Gly
60

Leu Tyr Leu Glu
75

123

Lys Leu

Ser Trp
30

Ile Gly
45

Arg Phe

Met Ser

15

Ser

15

val

Ser

Thr

Ser

Glu Ile Gly Ser Gly Gly Ser Tyr Thr Tyr Tyr Pro Asp Thr Val Thr
5

Cys

Arg

Gly

Ile

Leu
80



ES 2780192 T3

Arg Ser Glu Asp Thr Ala Ile Tyr Tyr Cys Ala Arg Glu Thr Thr Ala
85 90 95

Gly Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser

10

15

20

25

30

35

40

45

100 105 110

<210> 51

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de Secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 51
Arg Thr Ser Glu Asn Ile Phe Ser Tyr Leu Ala

1 5 10

<210> 52

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 52
Asn Ala Lys Thr Leu Ala Glu

1 5

<210> 53

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 53
Gln His His Tyr Ala Phe Pro Trp Thr

1 5

<210> 54

<211> 106

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de Secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 54

124



10

15

20

25

30

35

Pro Ala Ser

Arg Thr Ser

Gln Gly Ile
35

Glu Gly Vval
50

Ser Leu Lys
65

Cys Gln His

Leu Glu Ile

<210> 55
<211>5
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 55

Leu

Glu

20

Ser

Pro

Ile

His

Lys
100

Ser

Asn

Pro

Ser

Asn

Tyr

85

Arg

Gly Tyr Phe Met Asn

1

<210> 56
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 56

5

Ala

Ile

Gln

Arg

Ser

70

Ala

Ala

Ser

Phe

Leu

Phe

55

Leu

Phe

Asp

Val

Ser

Leu

40

Ser

Gln

Pro

Ala

ES 2780192 T3

Gly

Tyr

25

val

Gly

Pro

Trp

Ala
105

Glu

10

Leu

Tyr

Ser

Glu

Thr

90

Pro

Thr

Ala

Asn

Gly

Asp

75

Phe

Val

Trp

Ala

Ser

60

Phe

Gly

Thr

Tyr

Lys

45

Gly

Gly

Gly

Ile

Gln

30

Thr

Thr

Ser

Gly

Thr

15

Gln

Leu

Gln

Tyr

Ser
95

Cys

Lys

Ala

Phe

Tyr

80

Lys

Arg Ile Phe Pro Tyr Asn Gly Asp Thr Phe Tyr Asn Gln Lys Phe Lys

1

Gly

<210> 57
<11>7
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de Secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 57

5

Gly Thr His Tyr Phe Asp Tyr

1

5

10

125

15
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<210> 58

<211>128

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de Secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 58

Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala Ser Val Lys Ile Ser Cys

1 5 10 15

Ala Ser Asp Tyr Ser Phe Thr Gly Tyr Phe Met Asn Trp Val Met

20 25 30

Ser His Gly Lys Ser Leu Glu Trp Ile Gly Arg Ile Phe Pro Tyr

35 40 45

Gly Asp Thr Phe Tyr Asn Gln Lys Phe Lys Gly Arg Ala Thr Leu

Val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala His Met Glu Leu Arg Ser Leu

65 70 75

Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Phe Cys Ala Arg Gly Thr His Tyr

85 90 95

Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser Ala Lys

100 105 110

Thr Pro Pro Ser Val Tyr Pro Leu Ala Pro Gly Ser Ala Ala Gln

115 120 125

<210> 59

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de Secuencia artificial: Oligonucleotido sintético”
<400> 59

agggccagct caactgtaag ttacagttac ttgcac 36

<210> 60

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de Secuencia artificial: Oligonucle6tido sintético

<400> 60
ggcacatcca acttggctic t 21

<210> 61

<211> 27
<212> ADN

126

Lys

Gln

Asn

Thr

Ala

80

Phe

Thr

Thr
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<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

ES 2780192 T3

<223> /nota="Descripcion de Secuencia artificial: Oligonucleotido sintético”

<400> 61

cagcagtaca gtggttaccc actcacg 27

<210> 62
<211> 323
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia artificial: Polinucleétido sintético"

<400> 62

ccagcaatca
actgtaagtt
tggatttatg
tctgggacct
tactgccage

aaacgggctg

tgtctgecatce
acagttactt
gcacatccaa
cttactctct
agtacagtgg

atgctgcacc

tccaggggaa
gcactggtac
cttggettcet
cacaatcagc
ttacccactc

aac

aaggtcacca
cagcagaagt
ggagtcceccetg
agtgtggagg

acgttcggtg

tgacctgcag ggccagctca
caggtgcctce cccccaacte
ctcgettcag tggecagtggg
ctgaagatgc tgccacttat

ctgggaccaa gctggagctg

<210> 63

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de Secuencia artificial: Oligonucleotido sintético”

<400> 63
agtggttatt actggaac 18

<210> 64

<211> 48

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de Secuencia artificial: Oligonucleétido sintético”

<400> 64
tacataaagt ccgacggtag caataattac aacccatctc tcaaaaat 48

<210> 65

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de Secuencia artificial: Oligonucleotido sintético”

<400> 65
gagtggaagg ctatggacta c 21

127

60

120

180

240

300

323
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<210> 66
<211> 389
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

ES 2780192 T3

<223> /nota="Descripcién de Secuencia artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 66
gagtcaggac

ggctactcca
ctggaatgga
aatcgaatct
gtgactactg
tggggtcagg

ccactggecece

<210> 67
<211>45
<212> ADN

ctggecctegt
tcaccagtgg
tgggctacat
ccatcactceg
aggacacagc

gaacctcagt

ctgggtgtgg

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

gagaccttct
ttattactgg
aaagtccgac
tgacacatct
tacatatttc

caccgtctece

agatacaac

cagtctctgt
aactggatcc
ggtagcaata
aagaaccagt
tgtacaaggg

tcagccaaaa

ctctcacctg
ggcagtttcce
attacaaccc
ttttcctgaa
agtggaaggc

caacaccccce

ctctgtcact
aggaagcaga
atctctcaaa
gttgaattct
tatggactac

atcagtctat

<223> /nota="Descripcion de Secuencia artificial: Oligonucleotido sintético”

<400> 67

agagccagtg aaagtgttga tacttatggc aataatttta tacac

<210> 68
<211> 21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

45

<223> /nota="Descripcién de Secuencia artificial: Oligonucleétido sintético”

<400> 68

cttgcatcca acctagaatc t

<210> 69
<211> 27
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

21

<223> /nota="Descripcion de Secuencia artificial: Oligonucleotido sintético”

<400> 69

cagcaaaata atggggatcc gtggacg 27

<210>70
<211> 331
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

128

60

120

180

240

300

360

389
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<223> /nota="Descripcién de Secuencia artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 70
ccagcttcett

agtgttgata
cccaaactce
ggcagtgggt
gcaacctatt
ctggagatca
<210> 71

<211> 15
<212> ADN

tggctgtgtc
cttatggcaa
tcatttatct
ctaggacaga
actgtcagca

aacgggctga

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

tctagggcag
taattttata
tgcatccaac
cttcacccte
aaataatggg

tgctgecacca

agggccacca tatcctgcag agccagtgaa
cactggtacc agcagaaacc aggacagcca
ctagaatctg gggtccectge caggttcagt
accattgatc ctgtggaggc tgatgatgct

gatccgtgga cgttcggtgg aggcaccaag

a

<223> /nota="Descripcién de Secuencia artificial: Oligonucleétido sintético”

<400> 71

cacccctata tgcac 15

<210> 72
<211> 51
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de Secuencia artificial: Oligonucleotido sintético”

<400> 72

aggattgatc ctgcgaatgg taatactaaa tatgacccga agttccaggg ¢ 51

<210> 73
<211> 30
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia artificial: Oligonucleétido sintético”

<400> 73

gaggaggtgg cggactatac tatggactac

<210> 74
<211> 380
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

30

<223> /nota="Descripcion de Secuencia artificial: Polinucleétido sintético"

<400> 74

ggggcagagce ttgtgaagcc aggggcctca gtcaagttgt cctgcacage ttcectggettce

aacattaaac acccctatat gcactgggtg aagcagaggc ctgaccaggg cctggagtgg

129

60

120

180

240

300

331

60

120
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attggaagga
gccactataa
tctgaggaca
tactggggtc

tatccactgg

<210> 75
<211> 33
<212> ADN

ttgatcctge gaatggtaat
cagcagacac atcctccaac
ctgecegtceta ttactgtggt
aaggaacctc agtcaccgtc

cccctgtgtg

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia artificial: Oligonucle6tido sintético

<400> 75

agtgcaagtc agggcattaa caatttttta aac

<210> 76
<211> 21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de Secuencia artificial: Oligonuclettido sintético

<400> 76

tacacatcaa gtttacactc a 21

<210> 77
<211> 27
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia artificial: Oligonucle6tido sintético

<400> 77

cagcacttta gtaagcttcc gtggacg 27

<210> 78
<211> 320
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

ES 2780192 T3

actaaatatg acccgaagtt ccagggcaag
acagcctacce tacagctcag cagcctgaca
agagaggagg tggcggacta tactatggac

tcctcagecca aaacaacagce cccatcggtce

33

<223> /nota="Descripcion de Secuencia artificial: Polinucleétido sintético"

<400> 78

acatcctcece
ggcattaaca
atctattaca
gggacagatt
tgtcagcact

cgggctgatg

tgtctgecte tctgggagac
attttttaaa ctggtatcag
catcaagttt acactcagga
attctctcac catcagcaac
ttagtaagct tccgtggacg

ctgcaccaac

agagtcacca tcagttgcag tgcaagtcag
cagaaaccag atggcactgt taaactcctg
gtcccatcaa ggttcagtgg cagtgggtcet
ctggaacctg aagatattgc catatactat

ttcggtggag gcaccaagct ggaaatcaaa

130

180

240

300

360

380

60

120

180

240

300

320
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<210> 79

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia artificial: Oligonucleétido sintético”
<400> 79

agctatgcca tgtct 15

<210> 80

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de Secuencia artificial: Oligonucleotido sintético”
<400> 80

gaaattggta gtggtggtag ttacacctac tatccagaca ctgtgacggg ¢ 51

<210> 81

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de Secuencia artificial: Oligonucle6tido sintético

<400> 81
gaaactacgg cgggctactt tgactac 27

<210> 82

<211> 336

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de Secuencia artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 82

tctgggggag gcttagtgag gecctggaggg tccctgaaac tctectgtge agectcetgga
ttcactttca gtagctatgce catgtcttgg gttcgeccagt ctccagagaa gaggectggag
tgggtcgcag aaattggtag tggtggtagt tacacctact atccagacac tgtgacgggce
cgattcacca tctccagaga caatgccaag agcaccctgt acctggaaat gagcagtcectg

aggtctgagg acacggccat ctattactgt gcaagggaaa ctacggcggg ctactttgac

tactggggcce aaggcaccac tctcacagtc tecctcea

<210> 83

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de Secuencia artificial: Oligonucleétido sintético”

131

60

120

180

240
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<400> 83
cgaacaagtg agaatatttt cagttattta gca 33

<210> 84

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de Secuencia artificial: Oligonucleotido sintético”
<400> 84

aatgcaaaaa ccttagcaga g 21

<210> 85

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de Secuencia artificial: Oligonucle6tido sintético

<400> 85
caacatcatt atgcttttcc gtggacg 27

<210> 86

<211> 320

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de Secuencia artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 86

ccagcctcecee tatctgecate tgtgggagaa actgtcacca tcacatgtcg aacaagtgag
aatattttca gttatttagc atggtatcag cagaaacagg gaatatctcc tcagctcctg
gtctataatg caaaaacctt agcagagggt gtgccatcaa ggttcagtgg cagtggatca
ggcacacagt tttctctgaa gatcaacagc ctgcagcctg aagattttgg gagttattac

tgtcaacatc attatgcecttt tccgtggacg ttcggtggag gctccaaget ggaaatcaaa

cgggctgatg ctgcaccaac

<210> 87

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de Secuencia artificial: Oligonucleétido sintético”

<400> 87
ggctacttta tgaac 15

<210> 88

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

132

60

120

180

240

300
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<220>
<221> fuente
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<223> /nota="Descripcion de Secuencia artificial: Oligonucleotido sintético”

<400> 88

cgtattittc cttacaatgg tgatactttc tacaaccaga agttcaaggg ¢

<210> 89
<211> 21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

51

<223> /nota="Descripcion de Secuencia artificial: Oligonucleotido sintético”

<400> 89

gggactcatt actttgacta ¢

<210> 90
<211> 386
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

21

<223> /nota="Descripcién de Secuencia artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 90
ggacctgage

tcttttactg
attggacgta
gccacattga
tctgaggact
caaggcacca

gcccectggat

tggtgaagcce
gctactttat
tttttectta
ctgtagacaa
ctgcagtcta
ctctecactgt

ctgctgecca

tggggcttca
gaactgggtg
caatggtgat
atcctctage
tttttgtgceca
ctecctecagee

aactaa

gtgaagatat
atgcagagcce
actttctaca
acagcccaca
agagggactc

aaaacgacac

cctgcaagge
atggaaagag
accagaagtt
tggagctcceg
attactttga

cceccatctgt
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REIVINDICACIONES

1. Un método para evaluar si un sujeto padece cancer de ovario, comprendiendo el método

determinar el nivel de receptor de folato alfa (FRa) que no esta unido a una célula, en una muestra de suero o
plasma derivada de dicho sujeto realizando un inmunoensayo de electroquimioluminiscencia (ECLIA) o un
inmunoensayo enzimatico (EIA); y

comparar el nivel de receptor de folato alfa (FRa) que no esta unido a una célula con el nivel de FRa en una muestra
de control,

identificar un aumento en el nivel de FRa en la muestra de suero o plasma derivada de dicho sujeto en comparacion
con el nivel de FRa en la muestra de control; y determinar que el sujeto padece cancer de ovario en base a dicho
aumento.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que el nivel de FRa se determina poniendo en contacto la muestra con un
anticuerpo seleccionado del grupo que consiste en

(@)
(b)

un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo MORAb-003;

un anticuerpo que comprende la SEQ ID NO: 1 (GFTFSGYGLS) como CDRH1, la SEQ ID NO: 2
(MISSGGSYTYYADSVKG) como CDRH2, la SEQ ID NO: 3 (HGDDPAWFAY) como CDRH3, la SEQ ID
NO: 4 (SVSSSISSNNLH) como CDRL1, la SEQ ID NO:5 (GTSNLAS) como CDRL2 y la SEQ ID NO: 6
(QQWSSYPYMYT) como CDRLS3;

el anticuerpo MOV18;

un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo MOV18;
el anticuerpo 548908;

un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo 548908;
el anticuerpo 6D398;

un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo 6D398;
un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo 26B3;

un anticuerpo que comprende la SEQ ID NO: 55 (GYFMN) como CDRH1, la SEQ ID NO: 56
(RIFPYNGDTFYNQKFKG) como CDRH2, la SEQ ID NO: 57 (GTHYFDY) como CDRHS, la SEQ ID NO: 51
(RTSENIFSYLA) como CDRL1, la SEQ ID NO: 52 (NAKTLAE) como CDRL2 y la SEQ ID NO: 53
(QHHYAFPWT) como CDRLS;

el anticuerpo 26B3;
un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo 19D4;

un anticuerpo que comprende la SEQ ID NO: 39 (HPYMH) como CDRH1, la SEQ ID NO: 40
(RIDPANGNTKYDPKFQG) como CDRH2, la SEQ ID NO: 41 (EEVADYTMDY) como CDRH3, la SEQ ID
NO: 35 (RASESVDTYGNNFIH) como CDRLT1, la SEQ ID NO: 36 (LASNLES) como CDRL2 y la SEQ ID
NO: 37 (QQNNGDPWT) como CDRL3;

el anticuerpo 19D4;
un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo 9F3;

un anticuerpo que comprende la SEQ ID NO: 31 (SGYYWN) como CDRH1, la SEQ ID NO: 32
(YIKSDGSNNYNPSLKN) como CDRH2, la SEQ ID NO: 33 (EWKAMDY) como CDRH3, la SEQ ID NO: 27
(RASSTVSYSYLH) como CDRLI1, la SEQ ID NO: 28 (GTSNLAS) como CDRL2 y la SEQ ID NO: 29
(QQYSGYPLT) como CDRLS;

el anticuerpo 9F3;
un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo 24F12;

un anticuerpo que comprende la SEQ ID NO: 47 (SYAMS) como CDRH1, la SEQ ID NO: 48
(EIGSGGSYTYYPDTVTG) como CDRHZ2, la SEQ ID NO: 49 (ETTAGYFDY) como CDRH3, la SEQ ID NO:
43 (SASQGINNFLN) como CDRL1, la SEQ ID NO: 44 (YTSSLHS) como CDRL2 y la SEQ ID NO: 45
(QHFSKLPWT) como CDRLS3;
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(t) el anticuerpo 24F12;

(u) un anticuerpo que comprende una cadena ligera de la regién variable seleccionada del grupo que consiste
en LK26HUVK (SEQ ID NO: 13); LK26HuVKY (SEQ ID NO: 14); LK26HUVKPW (SEQ ID NO: 15); y
LK26HUVKPW,Y (SEQ ID NO: 16);

(v) un anticuerpo que comprende una cadena pesada de la region variable seleccionada del grupo que
consiste en LK26HuVH (SEQ ID NO: 17); LK26HuVH FAIS,N (SEQ ID NO: 18); LK26HuVH SLF (SEQ ID
NO: 19); LK26HuVH 1,1 (SEQ ID NO: 20); y LK26KOLHuVH (SEQ ID NO: 21);

(w) un anticuerpo que comprende la region de cadena pesada variable LK26KOLHuUVH (SEQ ID NO: 21) y la
regién variable de cadena ligera LK26HUVKPW,Y (SEQ ID NO: 16);

(x) un anticuerpo que comprende la regién de cadena pesada variable LK26HuVH SLF (SEQ ID NO: 19) y la
region variable de cadena ligera LK26HUVKPW.,Y (SEQ ID NO: 16); y

(y) un anticuerpo que comprende la region de cadena pesada variable LK26HuVH FAIS,N (SEQ ID NO: 18) y
la region variable de cadena ligera LK26HUVKPW,Y (SEQ ID NO: 16).

3. El método de la reivindicacién 1, en el que el anticuerpo se selecciona del grupo que consiste en un anticuerpo de
ratén, un anticuerpo humano, un anticuerpo humanizado, un anticuerpo biespecifico, un anticuerpo quimérico, un
Fab, Fab'2, ScFv, SMIP, aficuerpo, avimero, versacuerpo, nanocuerpo, y un dominio de anticuerpo, opcionalmente,
en el que el anticuerpo esta marcado con un marcador seleccionado del grupo que consiste en un marcador
radiactivo, un marcador de biotina, un marcador croméforo, un marcador fluoréforo, un marcador ECL y un marcador
enzimatico.

4. El método de la reivindicacion 1, en el que el nivel de FRa se determina mediante inmunoensayo de
electroquimioluminiscencia (ECLIA).

5. El método de la reivindicacion 1, en el que la muestra de control comprende un nivel de control estandarizado de
FRa en un sujeto sano.

6. El método de la reivindicacion 1, en el que (i) la muestra se trata con guanidina antes de determinar el nivel de
FRa en la muestra; o (ii) la muestra se diluye antes de determinar el nivel de FRa en la muestra; y/o la muestra se
centrifuga, se agita con vortex, o ambos, antes de determinar el nivel de FRa en la muestra.

7. El método de la reivindicacion 1, en el que el nivel de FRa en la muestra derivada de dicho sujeto se evalia
poniendo en contacto la muestra con un par de anticuerpos seleccionados del grupo que consiste en

(a) anticuerpo MOV18 inmovilizado a un soporte sélido y anticuerpo MORAb-003 marcado,
(b) anticuerpo 9F3 inmovilizado a un soporte sélido y anticuerpo 24F12 marcado,

(c) anticuerpo 26B3 inmovilizado a un soporte sélido y el anticuerpo 19D4 marcado, y

(d) anticuerpo 9F3 inmovilizado a un soporte sélido y anticuerpo 26B3 marcado.

8. Un método para evaluar la progresion del cancer de ovario en un sujeto que padece cancer de ovario, método que
comprende

determinar el nivel de receptor de folato alfa (FRa) que no esta unido a una célula, en una muestra de suero o de
plasma derivada de dicho sujeto llevando a cabo un inmunoensayo de electroquimioluminiscencia (ECLIA) o un
inmunoensayo de enzima (EIA);

comparar el nivel de receptor de folato alfa (FRa) que no esta unido a una célula con el nivel de FRa en una muestra
de control; y

(i) identificar un aumento en la muestra de suero o plasma derivada de dicho sujeto en comparacion con el nivel de
FRa en la muestra de control, y determinar que el cancer de ovario progresara rapidamente en base a dicho
aumento; o

(i) identificar una disminucion en el nivel de FRa en la muestra de suero o plasma derivada de dicho sujeto en
comparacién con el nivel de FRa en la muestra de control, y determinar que el cancer de ovario progresara
lentamente en base a dicha disminucion.

9. Un método para clasificar a un sujeto que padece cancer de ovario en uno de al menos cuatro grupos de terapia
de cancer que comprende:
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determinar el nivel de receptor de folato alfa (FRa) que no esta unido a una célula, en una muestra de suero o de
plasma derivada de dicho sujeto llevando a cabo un inmunoensayo de electroquimioluminiscencia (ECLIA) o un
inmunoensayo de enzima (EIA); y

clasificar al sujeto en uno de al menos cuatro grupos de terapia de cancer en base al nivel de receptor de folato alfa
(FRa) que no esta unido a una célula.

10. El método de la reivindicacién 9, donde el sujeto se clasifica en cancer de ovario de Estadio |, Estadio Il, Estadio
Il o Estadio IV.

11. El uso de un kit segun cualquiera de los métodos de las reivindicaciones 1-10 para determinar si un sujeto
padece cancer de ovario o para evaluar la progresion del cancer de ovario en un sujeto, donde el kit comprende

los medios para llevar a cabo el inmunoensayo de electroquimioluminiscencia (ECLIA) o un inmunoensayo de
enzima (EIA) para determinar el nivel de receptor de folato alfa (FRa) que no esta unido a una célula en una muestra
derivada de dicho sujeto; y

las instrucciones para uso del kit para evaluar si el sujeto padece cancer de ovario o para evaluar la progresion del
cancer de ovario.
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Figura 1
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Figura2
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Figura 3
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Figura 4
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Figurag
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Figura 7
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Figura 8
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Figura9
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Figura 10
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Figura 11
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Figura 12
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Figura 13
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Figura 14
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Figura 15
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Figura 16
FRa Par 1 - Suero contra plasma
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Figura 17

FRa Par 2 - Suero contra plasma
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Figura 18
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Figura 19
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Figura 20
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