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DESCRIPCION
Kits y ensayos de diagnéstico para la deteccion del receptor 1 de folato
Campo de la invencion

El campo de esta invencion se refiere a anticuerpos especificos que se unen al receptor 1 de folato (FOLR1) humano
o a fragmentos de unién a antigeno de los mismos, a métodos de deteccion del FOLR1, a métodos para preparar los
anticuerpos, a un kit de inmunoensayo para detectar FOLR1, a un agente activo que comprende un anticuerpo o
fragmento de union a antigeno del mismo que se une especificamente a FOLR1 para uso en un método para tratar
cancer que comprende la deteccién de FOLR1.

Antecedentes de la invencion

El cancer es una de las causas principales de muerte en el mundo desarrollado, con mas de un millon de personas
diagnosticadas con cancer y 500.000 muertes por afio solamente en los Estados Unidos de América. En general, se
estima que mas de 1 de 3 personas desarrollara alguna forma de cancer durante su vida. Existen mas de 200 tipos
diferentes de cancer, cuatro de los cuales —de mama, de pulmon, colorrectal y de préstata— explican mas de la mitad
de todos los casos nuevos (Jemal et al., 2003, Cancer J. Clin. 53:5-26).

El receptor 1 de folato (FOLR1), también conocido como receptor de folato alfa o proteina de unién a folato, es una
proteina N-glicosilada expresada en la membrana plasmatica de las células. El FOLR1 tiene una alta afinidad por el
acido félico y por varios derivados reducidos del acido félico. El FOLR1 media la administracion del folato fisiolégico,
5-metiltetrahidrofolato, al interior de las células.

El FOLR1 se sobreexpresa en la amplia mayoria de canceres de ovario, asi como también en muchos canceres
uterinos, de endometrio, pancreaticos, renales, de pulmén y de mama, mientras la expresion del FOLR1 en tejidos
normales se restringe a la membrana apical de las células epiteliales en los tubulos proximales del rifion, los
neumocitos alveolares del pulmén, la vejiga, los testiculos, los plexos coroideos y la tiroides (Weitman SD, et al, Cancer
Res 52: 3396-3401 (1992); Antony AC, Annu Rev Nutr 16: 501-521 (1996); Kalli KR, et al. Gynecol Oncol 108: 619-
626 (2008)). Este patron de expresion del FOLR1 lo convierte en una diana deseable para la terapia contra el cancer
dirigida a FOLR1.

Debido a que el cancer de ovario es tipicamente asintomatico hasta el estadio avanzado, a menudo se diagnostica en
un estadio tardio y tiene un mal prondstico cuando se trata con los procedimientos disponibles actualmente,
tipicamente farmacos quimioterapéuticos después de cirugia citorreductora (von Gruenigen V et al., Cancer 112: 2221-
2227 (2008); Ayhan A et al., Am J Obstet Gynecol 196: 81 e81-86 (2007); Harry VN et al., Obstet Gynecol Surv 64:
548-560 (2009)). Por lo tanto, existe una clara necesidad médica no cubierta de terapéuticos mas eficaces para los
canceres de ovario.

WO 2011/106528 describe anticuerpos e inmunoconjugados frente al receptor 1 de folato y su uso como agentes de
diagnostico y en el tratamiento de tumores. Algunos ensayos previos usados para detectar FOLR1 diseminado no son
suficientemente especificos para FOLR1. Por ejemplo, algunos ensayos no distinguen entre FOLR1 y otros miembros
de la familia de los receptores de folato (FOLR2, 3 y 4) o reportan valores para la FBP (proteina de unién a folato)
total. Adicionalmente, algunos ensayos requieren que las muestras humanas (por ejemplo, plasma) sean tratadas
previamente con una etapa de lavado con acido suave para disociar el acido félico del receptor. Algunos resultados
de los ensayos pueden también tener inconsistencias debido a los efectos competitivos entre la terapia de anticuerpo
y el anticuerpo de diagndstico. Adicionalmente, muchos kits disponibles comercialmente no son tradicionalmente
fiables tanto en sus reactivos como en su estabilidad entre lotes. Las evaluaciones de estos kits han dado resultados
muy mezclados y se prevén unicamente para uso en investigacion. Muchos requieren que la muestra humana esté
prediluida antes del andlisis para reducir la probabilidad de falsos positivos debido al "efecto de la matriz". Por lo tanto,
hay una clara necesidad de ensayos de diagndstico precisos y altamente sensibles como una compafiia para terapias
basadas en FOLR-1.

Compendio de la invencion

La presente invencion proporciona un anticuerpo o fragmento de uniéon a antigeno del mismo que se une
especificamente a FOLR1, en donde dicho anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo comprende las
secuencias de aminoacidos VH-CDR1, VH-CDR2, VH-CDR3, VL-CDR1, VL-CDR2 y VL-CDR3 de: SEQ ID NO: 1,2y
3y SEQ ID NO: 13, 14 y 15, preferiblemente dicho anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo comprende
las secuencias de aminoacidos de: SEQ ID NO: 25 y SEQ ID NO: 29. El anticuerpo o fragmento de union a antigeno
del mismo puede ser murino, no humano, humanizado, quimérico o estar modificado en superficie. La presente
invencién proporciona un polipéptido que se une especificamente a FOLR1, en donde dicho polipéptido comprende
las secuencias de: SEQ ID NO: 1,2y 3y SEQ ID NO: 13, 14 y 15. La presente invencion proporciona una molécula
de &cido nucleico que codifica el anticuerpo, fragmento de unién a antigeno del mismo, o el polipéptido referido
anteriormente. La presente invencién proporciona un método para detectar la proteina FOLR1 en una muestra que
comprende poner en contacto dicha muestra con el anticuerpo, fragmento de uniéon a antigeno del mismo, o el
polipéptido referido anteriormente. La presente invencion proporciona una célula aislada que produce el anticuerpo,
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fragmento de unién a antigeno del mismo, o el polipéptido referido anteriormente, que comprende (a) cultivar la célula
referida anteriormente; y (b) aislar el anticuerpo, fragmento de unién a antigeno del mismo, o el polipéptido de dicha
célula cultivada. La presente invencion proporciona un kit de inmunoensayo para detectar la proteina FOLR1 en una
muestra, comprendiendo el kit: (a) un primer reactivo, en donde el primer reactivo es un anticuerpo o fragmento de
union a antigeno del mismo referido anteriormente o el polipéptido referido anteriormente, y (b) un segundo reactivo,
en donde el segundo reactivo es un reactivo de deteccidon. La presente invencién proporciona el anticuerpo o
fragmento de union a antigeno del mismo referido anteriormente o el polipéptido referido anteriormente para uso en
un método para diagnosticar cancer.

La presente invencidon proporciona métodos para la deteccion de FOLR1 en una muestra y pueden usarse, por
ejemplo, para estratificar pacientes. Se describe un método para tratar a un paciente que padece una enfermedad
mediada por el receptor 1 de folato que comprende: (a) medir el nivel de expresion del receptor 1 de folato (FOLR1)
diseminado o FOLR1 en una célula tumoral circulante (CTC) en una muestra tomada de un paciente, relativo a un
nivel de FOLR1 diseminado o en CTC en una muestra de referencia usando un anticuerpo o fragmento de union al
antigeno del mismo que no inhibe de manera competitiva la unién del anticuerpo huMov19 a FOLR1; y (b) administrar
al paciente una dosis fija de un anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo que module la actividad de
FOLR1 si el nivel de FOLR1 diseminado o en CTC del paciente es elevado; en donde la dosis fija del anticuerpo o
fragmento del mismo trata de manera eficaz la enfermedad o el trastorno.

Se describe un método para tratar a un paciente que padece una enfermedad o trastorno mediado por FOLR1 que
comprende: (a) administrar a un paciente que padece una enfermedad o un trastorno mediado por FOLR1 una dosis
fija de un anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo que module la actividad de FOLR1; (b) medir el nivel
de expresion de FOLR1 diseminado o en CTC del paciente relativo al nivel de FOLR1 en una muestra de referencia
usando un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo que no inhibe de manera competitiva la unién del
anticuerpo huMov19 a FOLR1; y (c) aumentar la cantidad o frecuencia de las dosis fijas posteriores si el nivel de
FOLR1 diseminado o en CTC del paciente es elevado; en donde un aumento (por ejemplo, debido a que el aumento
de la muerte celular causa un aumento en la liberaciéon de FOLR1 diseminado) o la disminucién en los niveles de
FOLR1 en el paciente indica la eficacia del tratamiento. La cantidad o frecuencia de las dosis fijas posteriores puede
aumentar si el nivel de FOLR1 diseminado o en CTC en el paciente disminuye.

Se describe un método para disminuir la expresion de FOLR1 en un paciente que comprende: (a) medir el nivel de
FOLR1 diseminado o en CTC en una muestra tomada de un paciente que padece una enfermedad o un trastorno
mediado por FOLR1, en comparacién con el nivel de FOLR1 en una muestra de referencia usando un anticuerpo o
fragmento de unién al antigeno del mismo que no inhibe de manera competitiva la unién del anticuerpo huMov19 a
FOLR1; y (b) administrar al paciente una dosis fija de un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo que
module la actividad de FOLR1 si el nivel de FOLR1 diseminado o en CTC en el paciente es elevado; en donde la
administracion del anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo aumenta (por ejemplo, debido a que el
aumento de la muerte celular causa un aumento en la liberacion de FOLR1 diseminado) o disminuye el FOLR1 en el
paciente.

Se describe un método para disminuir la expresion de FOLR1 en un paciente que comprende: (a) administrar a un
paciente que padece una enfermedad o un trastorno mediado por FOLR1 una dosis fija de un anticuerpo o fragmento
de unidn al antigeno del mismo que module la actividad de FOLR1; (b) medir el nivel de FOLR1 diseminado o en CTC
del paciente con relacién al nivel de FOLR1 en una muestra de referencia; y (c) aumentar la cantidad o frecuencia de
las dosis fijas posteriores si el nivel de FOLR1 diseminado o en CTC en el paciente es elevado; en donde la
administracion del anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo aumenta (por ejemplo, debido a que el
aumento de la muerte celular causa un aumento en la liberacién de FOLR1 diseminado) o disminuye los niveles de
FOLR1 en el paciente.

La enfermedad puede ser cancer. El cancer puede ser un cancer con FOLR1 elevado que se selecciona del grupo
que consiste en: cancer de ovario, de pulmén no microcitico, uterino, de endometrio, de pancreas, de rifién, de pulmon,
y de mama. El cancer puede ser cancer de ovario que es resistente al platino o refractario al platino.

Se describe un método para monitorear la eficacia terapéutica de una dosis fija de un anticuerpo o fragmento de union
al antigeno del mismo que modula la actividad de FOLR1 en un paciente que comprende: (a) medir un primer nivel de
FOLR1 diseminado o en CTC en una muestra tomada de un paciente que padece una enfermedad o trastorno mediado
por FOLR1 usando un anticuerpo o un fragmento de unién al antigeno del mismo que no inhibe de manera competitiva
la unién del anticuerpo huMov19 a FOLR1; (b) administrar al paciente una dosis fija de un anticuerpo o fragmento de
unién al antigeno del mismo que modula la actividad de FOLR1; (c) medir un segundo nivel de FOLR1 diseminado o
en CTC en una muestra tomada del paciente después de la administracién del anticuerpo, usando un anticuerpo o un
fragmento de unidn al antigeno del mismo que no inhibe de manera competitiva la unién del anticuerpo huMov19 a
FOLR1; y (d) comparar el segundo nivel de FOLR1 con el primer nivel de FOLR1; en donde un aumento (por ejemplo,
debido a que el aumento de la muerte celular causa un aumento en la liberacion de FOLR1 diseminado) o la
disminucion entre el primer y el segundo valor de FOLR1 indica la eficacia del tratamiento terapéutico.
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El nivel de expresion de FOLR1 puede medirse en un fluido corporal. El fluido corporal puede ser fluido de ascitis. El
fluido corporal puede ser suero, sangre o plasma. El nivel de expresion de FOLR1 puede medirse en una muestra de
sangre periférica.

El paciente puede tener cancer. El cancer puede ser un cancer con FOLR1 elevado que se selecciona del grupo que
consiste en: cancer de ovario, cancer de pulmén no microcitico, uterino, de endometrio, de pancreas, de rifién, de
pulmén y de mama. El cancer puede ser cancer de ovario que es resistente al platino o refractario al platino.

La expresion de FOLR1 puede medirse usando al menos un anticuerpo adicional anti-FOLR1 o un fragmento de unién
al antigeno del mismo. La expresion de FOLR1 puede medirse usando dos anticuerpos anti-FOLR1 o fragmentos de
union al antigeno de los mismos. El anticuerpo puede ser un anticuerpo murino, quimérico, humanizado o humano. El
anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo puede unirse a un receptor 1 de folato humano con una Kd de
alrededor de 1,0 a alrededor de 10 nM. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo puede unirse a un
receptor 1 de folato humano con una Kd de alrededor de 0,5 nM a alrededor de 5 nM. En otra realizacion, la afinidad
de union se mide por citometria, Biacore, ELISA o radioinmunoensayo. La citometria puede ser citometria de flujo.

El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo puede no unirse al receptor 2 de folato o al receptor 3 de
folato.

El al menos un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo puede estar unido a un soporte sélido. El al
menos un anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno del mismo puede estar unido a una placa de microtitulacion.
El al menos un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo puede comprender un agente de deteccion. El
agente de deteccion puede ser un agente de deteccidon cromogénico, un agente de deteccion fluorogénico, un agente
de deteccion enzimatico o un agente de deteccion electroquimioluminiscente. El agente de deteccién puede ser
peroxidasa de rabano picante (HRP, por sus siglas en inglés).

Los niveles de FOLR1 pueden determinarse usando un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) o
citometria (por ejemplo, citometria de flujo). EI ELISA puede ser un ELISA en sandwich.

El al menos un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo puede unirse especificamente al mismo epitopo
de FOLR1 que un anticuerpo que se selecciona del grupo que consiste en: (a) un anticuerpo que comprende el
polipéptido de la SEQ ID NO: 25 y el polipéptido de la SEQ ID NO: 29; (b) un anticuerpo que comprende el polipéptido
de la SEQ ID NO: 26 y el polipéptido de la SEQ ID NO: 30; (c) un anticuerpo que comprende el polipéptido de la SEQ
ID NO: 27 y el polipéptido de la SEQ ID NO: 31; y (d) un anticuerpo que comprende el polipéptido de la SEQ ID NO:
28 y el polipéptido de la SEQ ID NO: 32.

El al menos un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo puede unirse especificamente a FOLR1, en
donde el anticuerpo o fragmento del mismo inhibe de manera competitiva la unién a FOLR1 de un anticuerpo que se
selecciona del grupo que consiste en: (a) un anticuerpo que comprende el polipéptido de la SEQ ID NO: 25 y el
polipéptido de la SEQ ID NO: 29; (b) un anticuerpo que comprende el polipéptido de la SEQ ID NO: 26 y el polipéptido
de la SEQ ID NO: 30; (c) un anticuerpo que comprende el polipéptido de la SEQ ID NO: 27 y el polipéptido de la SEQ
ID NO: 31; y (d) un anticuerpo que comprende el polipéptido de la SEQ ID NO: 28 y el polipéptido de la SEQ ID NO:
32.

El al menos un anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo se une especificamente a FOLR1, en donde
el anticuerpo puede comprender secuencias de polipéptidos seleccionadas del grupo que consiste en: (a) SEQ ID NO:
1,2y3ySEQID NO: 13,14y 15; (b) SEQID NO: 4,5y 6y SEQID NO: 16, 17y 18; (c) SEQID NO: 7,8 y 9y SEQ
IDNO: 19,20y 21; (d) SEQ ID NO: 10,11y 12y SEQ ID NO: 22, 23 y 24, y (e) variantes de (a) a (d) que comprenden
1, 2, 3, 0 4 sustituciones conservativas de aminoacidos.

El al menos un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo puede estar etiquetado de manera detectable.
El anticuerpo administrado puede comprender el anticuerpo huMov19 de FOLR1.

El huMov19 puede administrarse como un conjugado de anticuerpo y maitansinoide. El conjugado de anticuerpo y
maitansinoide puede comprender el maitansinoide DM4 y el enlazador sulfo-SPDB escindible (IMGN853).

Se describe un método para tratar a un paciente que padece una enfermedad o trastorno mediado por FOLR-1 que
comprende: (a) administrar a un paciente que padece una enfermedad o un trastorno mediado por FOLR1 una dosis
fija de un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo que module la actividad de FOLR1; (b) entregar una
muestra tomada del paciente para medir un nivel de expresion de FOLR1; (c) determinar a partir de los resultados de
la medicidn si el nivel de FOLR1 diseminado o en CTC del paciente es elevado en relacion con el nivel de FOLR1 en
una muestra de referencia; y, (d) aumentar la cantidad o frecuencia de las dosis fijas posteriores si el nivel de FOLR1
diseminado o en CTC del paciente es elevado.

Se describe un método para tratar a un paciente que padece una enfermedad o trastorno mediado por FOLR-1 que
comprende: (a) administrar a un paciente que padece una enfermedad o un trastorno mediado por FOLR1 una dosis
fija de un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo que module la actividad de FOLR1; (b) entregar una
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muestra tomada del paciente para medir un nivel de FOLR1 diseminado o en CTC y compararlo con un nivel de FOLR1
en una muestra de referencia; y (c) aumentar la cantidad o frecuencia de las dosis fijas posteriores si el nivel de FOLR1
diseminado o en CTC en el paciente es elevado; en donde un aumento (por ejemplo, debido a que el aumento de la
muerte celular causa un aumento en la liberacion de FOLR1 diseminado) o la disminucién de los niveles de FOLR1
en el paciente indica la eficacia del tratamiento.

El anticuerpo administrado puede comprender el anticuerpo huMov19 de FOLR1. El huMov19 puede administrarse
como un conjugado de anticuerpo y maitansinoide. El conjugado de anticuerpo y maitansinoide puede comprender el
maitansinoide DM4 y el enlazador sulfo SPDB escindible (IMGN853).

Se describe un método para tratar a un paciente que padece una enfermedad o trastorno mediado por FOLR-1 que
comprende: (a) obtener una muestra de un paciente que padece una enfermedad o trastorno mediado por FOLR1,
donde el paciente ha recibido una dosis fija de un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo que modula
la actividad de FOLRT1; (b) medir un nivel de FOLR1 diseminado o en CTC a partir de la muestra usando un anticuerpo
o fragmento de unién al antigeno del mismo que no inhibe de manera competitiva la unién del anticuerpo huMov19 a
FOLRT1; (c) determinar si el nivel de FOLR1 diseminado o en CTC del paciente es elevado en relacién con el nivel de
FOLR1 en una muestra de referencia; (d) instruir a un profesional sanitario para que aumente la cantidad o frecuencia
de las dosis fijas posteriores si el nivel de FOLR1 diseminado o en CTC del paciente es elevado; en donde un aumento
(por ejemplo, debido a que el aumento de la muerte celular causa un aumento en la liberacion de FOLR1 diseminado)
o disminucién de FOLR1 en el paciente indica la eficacia del tratamiento.

Se describe un kit de inmunoensayo para detectar FOLR1 diseminado o en CTC en una muestra, el kit comprende:
(a) un anticuerpo de captura contra el FOLR1 humano, en donde el anticuerpo de captura o el fragmento de unién al
antigeno del mismo no inhibe de manera competitiva la unién de huMov19 a FOLR1, y (b) un reactivo de deteccion.
El kit puede comprender ademas un soporte sélido para el reactivo de captura. El reactivo de captura puede
inmovilizarse sobre el soporte solido. El reactivo de captura puede utilizarse para recubrir una placa de microtitulacion.
El reactivo de deteccion puede ser un segundo anticuerpo de FOLR1. El primer y/o segundo anticuerpo de FOLR1
puede comprender las secuencias de polipéptidos seleccionadas del grupo que consiste en: (a) SEQ ID NO: 1,2y 3
y SEQ ID NO: 13, 14 y 15; (b) SEQID NO: 4,5y 6y SEQ ID NO: 16, 17 y 18; (c) SEQID NO: 7,8y 9 y SEQ ID NO:
19,20y 21; (d) SEQ ID NO: 10, 11y 12 y SEQ ID NO: 22, 23 y 24; y (e) variantes de (a) a (d) que comprenden 1, 2,
3, 0 4 sustituciones conservativas de aminoacidos.

El reactivo de deteccion puede detectarse usando un anticuerpo especifico de la especie. El kit puede comprender
ademas un medio de deteccion para los anticuerpos detectables. El medio de deteccion puede ser colorimétrico. El
kit puede comprender ademas un polipéptido FOLR1 como un estandar de antigeno. El polipéptido FOLR1 puede ser
FOLR1-Fc.

Se describe un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo que se une especificamente al mismo epitopo
de FOLR1 que un anticuerpo que se selecciona del grupo que consiste en: (a) un anticuerpo que comprende el
polipéptido de la SEQ ID NO: 25 y el polipéptido de la SEQ ID NO: 29; (b) un anticuerpo que comprende el polipéptido
de la SEQ ID NO: 26 y el polipéptido de la SEQ ID NO: 30; (c) un anticuerpo que comprende el polipéptido de la SEQ
ID NO: 27 y el polipéptido de la SEQ ID NO: 31; y (d) un anticuerpo que comprende el polipéptido de la SEQ ID NO:
28 y el polipéptido de la SEQ ID NO: 32.

Se describe un anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo que se une especificamente a FOLR1, en
donde el anticuerpo o fragmento del mismo inhibe de manera competitiva la unién a FOLR1 de un anticuerpo que se
selecciona del grupo que consiste en: (a) un anticuerpo que comprende el polipéptido de la SEQ ID NO: 25 y el
polipéptido de la SEQ ID NO: 29; (b) un anticuerpo que comprende el polipéptido de la SEQ ID NO: 26 y el polipéptido
de la SEQ ID NO: 30; (c) un anticuerpo que comprende el polipéptido de la SEQ ID NO: 27 y el polipéptido de la SEQ
ID NO: 31; y (d) un anticuerpo que comprende el polipéptido de la SEQ ID NO: 28 y el polipéptido de la SEQ ID NO:
32.

La invencion proporciona un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo que se une especificamente a
FOLR1, en donde el anticuerpo comprende las secuencias de polipéptidos: SEQ ID NO: 1,2y 3y SEQ ID NO: 13, 14
y 15. Se describe un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo que se une especificamente a FOLR1,
en donde el anticuerpo comprende las secuencias de polipéptidos (a) SEQ ID NO: 4,5y 6 y SEQ ID NO: 16, 17 y 18;
(b) SEQ ID NO: 7,8y 9y SEQ ID NO: 19, 20 y 21; (c) SEQ ID NO: 10, 11y 12 y SEQ ID NO: 22, 23 y 24; y (d)
variantes de (a) a (c) que comprenden 1, 2, 3 o 4 sustituciones conservativas de aminoacidos.

Se describe un anticuerpo que comprende secuencias de polipéptidos que son al menos un 90 % idénticas a las
secuencias de polipéptidos que se seleccionan del grupo que consiste en: (a) SEQ ID NO: 25 y SEQ ID NO: 29; (b)
SEQ ID NO: 26 y SEQ ID NO: 30; (c) SEQ ID NO: 27 y SEQ ID NO: 31; y (d) SEQ ID NO: 28 y SEQ ID NO: 32. Las
secuencias de polipéptidos pueden ser al menos un 95 % idénticas a las secuencias de polipéptidos que se
seleccionan del grupo que consiste en: (a) SEQ ID NO: 25y SEQ ID NO: 29; (b) SEQ ID NO: 26 y SEQ ID NO: 30; (c)
SEQ ID NO: 27 y SEQ ID NO: 31; y (d) SEQ ID NO: 28 y SEQ ID NO: 32. Las secuencias de polipéptidos pueden ser
al menos un 99 % idénticas a las secuencias de polipéptidos que se seleccionan del grupo que consiste en: (a) SEQ
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ID NO: 25 y SEQ ID NO: 29; (b) SEQ ID NO: 26 y SEQ ID NO: 30; (c) SEQ ID NO: 27 y SEQ ID NO: 31; y (d) SEQ ID
NO: 28 y SEQ ID NO: 32.

En una realizacion, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo es murino, no humano, humanizado,
quimérico, o modificado en superficie. En otra realizacion, el anticuerpo se une al FOLR1 humano, pero no al FOLR2
0 FOLRS3. En otra realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo de longitud completa o un fragmento de unién al antigeno.
En ofra realizacion, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo comprende un Fab, Fab', F(ab')2, Fd,
Fv de cadena simple o scFv, Fv unido por disulfuro, dominio V-NAR, IgNar, intracuerpo, IgGACH2, minicuerpo, F(ab')3,
tetracuerpo, triacuerpo, diacuerpo, anticuerpo de dominio simple, DVD-lg, Fcab, mAb2, (scFv)2 o scFv-Fc.

La invencién también proporciona un polipéptido que se une especificamente a FOLR1, en donde el polipéptido
comprende las secuencias: SEQ ID NO: 1, 2y 3y SEQ ID NO: 13, 14 y 15. Se describe un polipéptido que se une
especificamente a FOLR1, en donde el polipéptido comprende las secuencias (a) SEQ ID NO: 4,5y 6 y SEQ ID NO:
16,17 y 18; (b) SEQID NO: 7,8y 9y SEQ ID NO: 19, 20 y 21; (c) SEQ ID NO: 10, 11y 12y SEQ ID NO: 22, 23 y 24;
y (d) variantes de (a) a (c) que comprenden 1, 2, 3 o 4 sustituciones conservativas de aminoacidos. Se describe un
polipéptido que comprende secuencias que son al menos un 90 % idénticas a las secuencias que se seleccionan del
grupo que consiste en: (a) SEQ ID NO: 25y SEQ ID NO: 29; (b) SEQ ID NO: 26 y SEQ ID NO: 30; (c) SEQ ID NO: 27
y SEQ ID NO: 31; y (d) SEQ ID NO: 28 y SEQ ID NO: 32. Las secuencias pueden ser al menos un 95 % idénticas a
las secuencias que se seleccionan del grupo que consiste en: (a) SEQ ID NO: 25 y SEQ ID NO: 29; (b) SEQ ID NO:
26 y SEQ ID NO: 30; (c) SEQ ID NO: 27 y SEQ ID NO: 31; y (d) SEQ ID NO: 28 y SEQ ID NO: 32. Las secuencias
pueden ser al menos un 99 % idénticas a las secuencias que se seleccionan del grupo que consiste en: (a) SEQ ID
NO: 25 y SEQ ID NO: 29; (b) SEQ ID NO: 26 y SEQ ID NO: 30; (c) SEQ ID NO: 27 y SEQ ID NO: 31; y (d) SEQ ID
NO: 28 y SEQ ID NO: 32.

El anticuerpo o polipéptido puede unirse a un receptor 1 de folato humano con una Kd de alrededor de 1,0 a alrededor
de 10 nM. El anticuerpo o polipéptido puede unirse a un receptor 1 de folato humano con una Kd de alrededor de 1,0
nM o mejor. La afinidad de unién puede medirse por citometria, Biacore, ELISA o radioinmunoensayo. La citometria
puede ser citometria de flujo.

La invencién también proporciona un método para detectar la expresion de FOLR1 en una muestra que comprende
poner en contacto la muestra con un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo o polipéptido de la
invencion. En otra realizacion, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo esta etiquetado de manera
detectable. En otra realizacion, la etiqueta se selecciona del grupo que consiste en etiqueta inmunofluorescente,
etiqueta quimioluminiscente, etiqueta fosforescente, etiqueta enzimatica, radioetiqueta, avidina/biotina, particulas de
oro coloidal, particulas de color y particulas magnéticas. En otra realizacion, la expresién de FOLR1 se determina por
radioinmunoensayo, ensayo de transferencia Western, ensayo de inmunofluorescencia, inmunoensayo de enzimas,
ensayo de inmunoprecipitacion, ensayo de quimioluminiscencia o ensayo de inmunohistoquimica. En otra realizacion,
la expresion de FOLR1 se determina usando un ensayo de células tumorales circulantes (CTC), donde las CTC se
enriguecen a partir de una muestra de sangre, plasma o suero y se tifien para detectar la expresion de FOLR1 usando
un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo de la invencion. Los ejemplos no limitantes de anticuerpos
utiles para el ensayo de CTC incluyen FR1-9 y FR1-13. Los ensayos de CTC que usan anticuerpos de la presente
invencion pueden ser Utiles para identificar a un sujeto como probable de responder a una terapia basada en FOLR1.

La invencion también proporciona una célula aislada que produce un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del
mismo o polipéptido de la invencion.

La invencién también proporciona un método para preparar un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo,
o polipéptido de la invencion que comprende (a) cultivar una célula que exprese el anticuerpo o fragmento de unién al
antigeno del mismo, o polipéptido de la invencién, y (b) aislar el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del
mismo, o polipéptido de la invencion de dicha célula cultivada.

Se describe un agente activo que comprende un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo que modula
la actividad de FOLR1 para su uso en un método para el tratamiento del cancer, en donde la expresion aumentada de
la proteina FOLR1 ha sido medida en una muestra de cancer del sujeto usando un anticuerpo, fragmento de unién al
antigeno del mismo o polipéptido proporcionado en la presente memoria antes de la administracion del agente activo.

Se describe un agente activo que comprende un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo que modula
la actividad de FOLR1 para su uso en un método para el tratamiento de una enfermedad o trastorno mediado por
FOLR1, que comprende: (a) medir el nivel de la proteina FOLR1 en una muestra del paciente usando un anticuerpo,
fragmento de unidn al antigeno del mismo, o un polipéptido proporcionado en la presente memoria; y (b) administrar
al paciente una dosis fija del agente activo si el nivel de la proteina FOLR1 en el paciente es elevado en relacion con
un nivel de la proteina FOLR1 de referencia.

Se describe un agente activo que comprende un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo que modula
la actividad de FOLR1 para su uso en un método para el tratamiento de una enfermedad o trastorno mediado por
FOLR1, que comprende: (a) administrar a un paciente que padece una enfermedad o trastorno mediado por FOLR1
una dosis fija del agente activo; (b) medir el nivel de la proteina FOLR1 en el paciente usando el anticuerpo, fragmento
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de unién al antigeno del mismo, o polipéptido proporcionado en la presente memoria; y (c) aumentar la cantidad o
frecuencia de las dosis fijas posteriores si el nivel de la proteina FOLR1 en el paciente es elevado en relacion con un
nivel de la proteina FOLR1 de referencia.

Se describe un agente activo que comprende un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo que modula
la actividad de FOLR1 para su uso en un método para el tratamiento de una enfermedad o trastorno mediado por
FOLR1, en donde (a) el nivel de la proteina FOLR1 medido en una muestra tomada de un paciente se compara con
un nivel de la proteina FOLR1 de referencia usando un anticuerpo, un fragmento de unién al antigeno del mismo, o
un polipéptido proporcionado en la presente memoria; y (b) una dosis fija del agente activo se administra si el nivel de
la proteina FOLR1 en el paciente es elevado en relacién con el nivel de la proteina FOLR1 de referencia, en donde la
administracion del agente activo disminuye el nivel de la proteina FOLR1.

Se describe un agente activo que comprende un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo que modula
la actividad de FOLR1 para su uso en un método para el tratamiento de una enfermedad o trastorno mediado por
FOLR1, en donde las células que expresan FOLR1 en un paciente disminuyen, en donde (a) se administra al paciente
una dosis fija del agente activo; (b) el nivel de la proteina FOLR1 medido en una muestra obtenida del paciente se
compara con un nivel de la proteina FOLR1 de referencia usando un anticuerpo, un fragmento de union al antigeno
del mismo, o un polipéptido proporcionado en la presente memoria; y (c) la cantidad o frecuencia de las dosis fijas
posteriores aumenta si el nivel de la proteina FOLR1 en el paciente es elevado en relacién con el nivel de la proteina
FOLR1 de referencia; en donde la administracion del agente activo disminuye el nivel de la proteina FOLR1.

Se describe un agente activo que comprende un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo que modula
la actividad de FOLR1 para su uso en un método para monitorear la eficacia terapéutica de una dosis fija del agente
activo en un paciente, que comprende: (a) medir un primer nivel de la proteina FOLR1 en una muestra de un paciente
que padece una enfermedad o trastorno mediado por FOLR1 usando un anticuerpo, un fragmento de unién al antigeno
del mismo, o un polipéptido proporcionado en la presente memoria; (b) administrar al paciente una dosis fija del agente
activo; (¢) medir un segundo nivel de la proteina FOLR1 en una muestra tomada del paciente después de la
administracion del agente activo, usando un anticuerpo, un fragmento de unién al antigeno del mismo o un polipéptido
proporcionado en la presente memoria; y (d) comparar el segundo nivel de la proteina FOLR1 con el primer nivel de
la proteina FOLR1; en donde una disminucién entre el primer y segundo nivel de la proteina FOLR1 indica eficacia
terapéutica.

Se describe un agente activo que comprende un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo que modula
la actividad de FOLR1 para su uso en un método para el tratamiento de una enfermedad o trastorno mediado por
FOLR1 en un paciente, que comprende: (a) administrar una dosis fija del agente activo a un paciente que padece una
enfermedad o un trastorno mediado por FOLR1; (b) entregar una muestra tomada del paciente para medir un nivel de
la proteina FOLR1 usando un anticuerpo, fragmento de unién al antigeno del mismo o un polipéptido proporcionado
en la presente memoria; (c) determinar a partir de los resultados de la medicion si el nivel de la proteina FOLR1 en el
paciente es elevado en relacion con un nivel de la proteina FOLR1 de referencia; y, (d) aumentar la cantidad y/o
frecuencia de las dosis fijas posteriores si el nivel de la proteina FOLR1 en el paciente es elevado en relacion con el
nivel de la proteina FOLR1 de referencia.

Se describe un agente activo que comprende un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo que modula
la actividad de FOLR1 para su uso en un método para el tratamiento de una enfermedad o trastorno mediado por
FOLR1, que comprende: (a) administrar una dosis fija del agente activo a un paciente que padece una enfermedad o
un trastorno mediado por FOLR1; (b) entregar una muestra tomada del paciente para medir un nivel de la proteina
FOLR1 usando un anticuerpo, fragmento de unién al antigeno del mismo o un polipéptido proporcionado en la presente
memoria y comparar el nivel de la proteina FOLR1 medido con un nivel de la proteina FOLR1 de referencia; y (c)
aumentar la cantidad o frecuencia de las dosis fijas posteriores si el nivel de la proteina FOLR1 en el paciente es
elevado en relacién con el nivel de la proteina FOLR1 de referencia; en donde una disminucién en los niveles de
FOLR1 en el paciente indica la eficacia del tratamiento.

Se describe un agente activo que comprende un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo que modula
la actividad de FOLR1 para su uso en un método para el tratamiento de una enfermedad o trastorno mediado por
FOLR1, que comprende: (a) obtener una muestra de un paciente que padece una enfermedad o trastorno mediado
por FOLR1, donde el paciente ha recibido una dosis fija del agente activo; (b) medir un nivel de la proteina FOLR1 a
partir de la muestra usando un anticuerpo, fragmento de unién al antigeno del mismo, o un polipéptido proporcionado
en la presente memoria; (c) determinar si el nivel de la proteina FOLR1 en el paciente es elevado en relacién con un
nivel de la proteina FOLR1 de referencia; (d) aumentar o instruir a un profesional sanitario para que aumente la
cantidad y/o frecuencia de las dosis fijas posteriores si el nivel de la proteina FOLR1 en el paciente es elevado en
relacion con el nivel de la proteina FOLR1 de referencia; en donde una disminucion de FOLR1 en el paciente indica
la eficacia del tratamiento.

Se describe un agente activo que comprende un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo que modula
la actividad de FOLR1 para su uso en un método para el tratamiento de una enfermedad o trastorno mediado por
FOLR1, en donde la expresion aumentada de FOLR1 ha sido medida en una muestra del sujeto usando un anticuerpo,
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fragmento de unién al antigeno del mismo o polipéptido proporcionado en la presente memoria antes de la
administracion del agente activo.

La proteina FOLR1 medida puede ser FOLR1 diseminado. La proteina FOLR1 medida puede estar en una célula
tumoral circulante.

El nivel de la proteina FOLR1 puede medirse en un fluido corporal. El fluido corporal puede ser fluido de ascitis. El
fluido corporal puede ser suero, sangre o plasma. En algunas realizaciones, el nivel de la proteina FOLR1 se mide en
una muestra de sangre periférica.

La enfermedad o trastorno mediado por FOLR1 en los aspectos del agente activo que comprende un anticuerpo o
fragmento de unién a antigeno del mismo que modula la actividad de FOLR1 para su uso en un método de tratamiento
referido anteriormente es cancer. Asi, el paciente tiene cancer. El cancer puede ser un cancer con FOLR1 elevado
que se selecciona del grupo que consiste en: cancer de ovario, cancer pulmén no microcitico, uterino, de endometrio,
de pancreas, de rifion, de pulmén, y de mama. El cancer de ovario puede ser resistente al platino o refractario al
platino. El cdncer de pulmoén puede ser cancer de pulmén no microcitico (NSCLC, por sus siglas en inglés). El cancer
puede ser cancer de endometrio.

El nivel de la proteina FOLR1 puede medirse usando dos anticuerpos diferentes o fragmentos de unién al antigeno
de estos o polipéptidos que se unen especificamente a FOLR1. El anticuerpo, fragmento de unién al antigeno del
mismo o polipéptido usado para detectar la proteina FOLR1 puede estar unido a un soporte sélido. El soporte solido
puede ser una placa de microtitulacion.

El anticuerpo, fragmento de unién al antigeno del mismo o polipéptido usado para detectar la proteina FOLR1 puede
comprender un agente de deteccidn. El agente de deteccidon puede ser un agente de deteccidon cromogénico, un
agente de deteccién fluorogénico, un agente de deteccion enzimatico o un agente de deteccion
electroquimioluminiscente. El agente de deteccidn puede ser peroxidasa de rabano picante (HRP).

Los niveles de la proteina FOLR1 pueden determinarse usando un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
(ELISA). El ELISA puede ser un ELISA en sandwich.

Se describe que el agente activo comprende el anticuerpo huMov19 de FOLR1. El huMov19 puede estar conjugado
con un agente citotdxico. EI huMov19 puede administrarse como un conjugado de anticuerpo y maitansinoide que
comprende adicionalmente el maitansinoide DM4 y el enlazador sulfo-SPDB escindible (IMGN853).

Se describe un anticuerpo, un fragmento de unién al antigeno del mismo o un polipéptido para su uso como un
diagnostico.

Se describe un anticuerpo, un fragmento de unién al antigeno del mismo o un polipéptido proporcionado en, por
ejemplo, un anticuerpo o un fragmento de unién al antigeno del mismo que no inhibe de manera competitiva la union
a FOLR1 de un agente activo que comprende un anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo que modula
la actividad de FOLR1, para su uso en el tratamiento de una enfermedad o trastorno mediado por FOLR1 con un
agente activo que comprende un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo que modula la actividad de
FOLR1 y/o para monitorear la eficacia terapéutica de una dosis fija de un agente activo que comprende un anticuerpo
o fragmento de unién al antigeno del mismo que modula la actividad de FOLR1.

Se describe un anticuerpo, un fragmento de unién al antigeno del mismo o un polipéptido para su uso en un método
para diagnosticar (i) una enfermedad o trastorno mediado por FOLR1 y/o (ii) la respuesta al tratamiento de una
enfermedad o trastorno mediado por FOLR1 con una dosis fija de un agente activo que comprende un anticuerpo o
fragmento de union al antigeno del mismo que modula la actividad de FOLR1 y/o (iii) la eficacia terapéutica de un
tratamiento con una dosis fija de un agente activo que comprende un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del
mismo que modula la actividad de FOLR1. El anticuerpo, fragmento de unién al antigeno del mismo o polipéptido
puede ser para uso en un método para diagnosticar cdncer en un paciente que padece este. El cancer puede estar
asociado con niveles de FOLR1 elevados. El anticuerpo, fragmento de unién al antigeno del mismo o polipéptido
puede comprender un agente de deteccion. El agente de deteccién puede ser un agente de deteccién cromogénico,
un agente de deteccion fluorogénico, un agente de deteccion enzimatico o un agente de detecciéon
electroquimioluminiscente.

Se describen métodos en donde la enfermedad mediada por FOLR-1 es cancer, en donde el agente activo comprende
IMGN853, y en donde el nivel de la proteina FOLR1 diseminada se mide utilizando un ensayo ELISA utilizando al
menos dos anticuerpos anti-FOLR1 que no inhiben de forma competitiva la unién del agente activo a FOLR1, en donde
cada uno de al menos dos anti-FOLR1 comprende secuencias de aminoacidos seleccionados del grupo que consiste
en: (a) SEQIDNO: 1,2y 3y SEQID NO: 13, 14y 15; (b) SEQID NO: 4,5y 6 y SEQ ID NO: 16, 17 y 18; (c) SEQ ID
NO:7,8y 9y SEQID NO: 19,20y 21;y (d) SEQID NO: 10, 11y 12y SEQ ID NO: 22, 23 y 24.

Se describen métodos en donde la enfermedad mediada por FOLR1 es cancer, en donde el agente activo comprende
IMGN853, en donde el anticuerpo anti FOLR1 que no inhibe de manera competitiva la union del agente activo a FOLR1
comprende la secuencias de aminoacidos (a) SEQ ID NO: 1,2y 3y SEQ ID NO: 13, 14 y 15; (b) SEQ ID NO: 4,5y
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6y SEQID NO: 16,17 y 18; (c) SEQID NO: 7,8y 9y SEQ ID NO: 19, 20, y 21; o (d) SEQ ID NO: 10, 11y 12y SEQ
ID NO: 22, 23 y 24; y en donde la proteina FOLR1 se detecta por citometria.

En los métodos, el cancer puede ser cancer de ovario. El cancer de ovario puede ser resistente al platino o refractario
al platino. El cancer puede ser NSCLC. El cancer puede ser cancer de endometrio.

Se describen agentes activos en donde la enfermedad mediada por FOLR-1 es cancer, en donde el agente activo
comprende IMGN853, y en donde el nivel de la proteina FOLR1 diseminada se mide utilizando un ensayo ELISA
utilizando al menos dos anticuerpos anti-FOLR1 que no inhiben de forma competitiva la unién del agente activo a
FOLR1, en donde cada uno de al menos dos anti-FOLR1 comprenden secuencias de aminoacidos seleccionadas del
grupo que consiste en: (a) SEQ ID NO: 1,2y 3y SEQ ID NO: 13, 14y 15; (b) SEQ ID NO: 4,5y 6 y SEQ ID NO: 16,
17y 18; (c) SEQID NO: 7,8y 9y SEQ ID NO: 19,20y 21;y (d) SEQ ID NO: 10, 11y 12y SEQ ID NO: 22, 23 y 24.

Se describen agentes activos en donde la enfermedad mediada por FOLR-1 es cancer, en donde el agente activo
comprende IMGN853, y en donde el nivel de la proteina FOLR1 diseminada se mide utilizando un ensayo ELISA
utilizando al menos dos anticuerpos anti-FOLR1 que no inhiben de forma competitiva la unién del agente activo a
FOLR1, en donde cada uno de al menos dos anti-FOLR1 comprende secuencias de aminoacidos seleccionadas del
grupo que consiste en: (a) SEQ IDNO: 1,2y 3y SEQID NO: 13, 14y 15; (b) SEQID NO: 4,5y 6 y SEQ ID NO: 16,
17y 18; (c) SEQID NO: 7,8y 9y SEQ ID NO: 19,20y 21;y (d) SEQ ID NO: 10, 11y 12y SEQ ID NO: 22, 23 y 24.

Respecto a los agentes activos, el cancer puede ser cancer de ovario. El cancer de ovario puede ser resistente al
platino o refractario al platino. El cancer puede ser NSCLC. El cancer puede ser cancer de endometrio.

Se describe un método para tratar cancer que comprende administrar un agente activo que comprende un anticuerpo
o fragmento de unién al antigeno del mismo este que modula la actividad FOLR1 a un paciente con niveles elevados
de proteina FOLR1 diseminada con relacién a un nivel de la proteina FOLR1 de referencia, en donde los niveles de
proteina FOLR1 del paciente se midieron utilizando un anticuerpo, fragmento de unién al antigeno, o polipéptido.

Se describe un método para tratar cancer que comprende administrar un agente activo que comprende un anticuerpo
o fragmento de union al antigeno del mismo que modula la actividad FOLR1 a un paciente con niveles elevados de
proteina FOLR1 en células tumorales circulantes con relacién a un nivel de la proteina FOLR1 de referencia, en donde
los niveles de proteina FOLR1 del paciente se midieron utilizando un anticuerpo, fragmento de unién al antigeno, o
polipéptido proporcionado en la presente memoria. El agente activo puede comprender IMGN853. El cancer puede
ser cancer de ovario. El cancer de ovario puede ser resistente al platino o refractario al platino. El cancer puede ser
NSCLC. El cancer puede ser cancer de endometrio.

Se describe el uso de un anticuerpo, fragmento de union al antigeno del mismo, o polipéptido proporcionado en la
presente memoria 0 como se describe para medir el nivel de la proteina FOLR1 en una muestra in vitro.

Breve descripcion de los dibujos
Figura 1. Representacion esquematica del ensayo de antigeno FOLR1 diseminado.

Figura 2. (A) Representacion esquematica del ensayo ELISA de competicion con Mov19. (B) Determinacion de la
afinidad de unién de muFR1-13 mediante andlisis ELISA en sandwich utilizando Mov19.

Figura 3. (A) Representacion esquematica de ELISA de competicion de unién directa para determinar los epitopos de
unioén no competitiva de FOLR1. (B) Grafica de transformacion logaritmica de los resultados de ELISA de competicién
para cribar la interferencia de unién de los anticuerpos anti-FOLR1 con Mov19.

Figura 4. Grafica de transformacion logaritmica de los resultados de ELISA de competicion para cribar la interferencia
de unioén de los anticuerpos anti-FOLR1 con muFR1-13.

Figura 5. Afinidad de unién de los anticuerpos anti-FOLR1 mediante ELISA en sandwich.
Figura 6. Afinidad de unién de FR1-13 mediante (A) citometria de flujo y (B) ELISA en sandwich.

Figura 7. Grafica de transformacion logaritmica de resultados para (A) unién de anticuerpo a FOLR2 y (B) FOLR3
mediante ELISA en sandwich.

Figura 8. Efecto del acido félico unido previamente a FOLR1 en la deteccion del antigeno de FOLR1 diseminado
utilizando FR1-9 y FR1-13.

Figura 9. Andlisis de muestras de ascitis humana para determinar la presencia de FOLR1 y la presencia de proteinas
de interferencia en el ensayo.

Figura 10. Analisis de muestras combinadas de plasma humano normal para determinar la presencia de FOLR1 y la
presencia de proteinas de interferencia en el ensayo.
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Figura 11. Determinacion de la concentracion de FOLR1 en muestras de plasma de ovarios de pacientes humanos
utilizando ELISA en sandwich de FOLR1.

Figura 12. Representacion esquematica para interpolar la cantidad de FOLR1 en una muestra de paciente basandose
en un ajuste de la curva de respuesta a la dosis sigmoidea 4PL del estandar de proteina de fusion FOLR1-Fc purificada
diluido de forma seriada.

Figura 13. Titulacion de loa anticuerpos anti-FOLR1 utilizando lineas celulares con un rango de niveles de expresion
de FOLR1. Para cada linea celular y dilucién, se realizé una tincion en triplicado. Se midié y promedio la intensidad
de fluorescencia media (MFI, por sus siglas en inglés) para la expresion de FRA y se muestran en la tabla (el error
representa el SEM).

Figura 14. Histogramas que muestran la expresion de FOLR1 en las lineas celulares utilizando diluciones éptimas de
los anticuerpos anti-FOLR1.

Figura 15. Grafica que muestra la competicion entre anticuerpos anti-FOLR1 e IMGN853.
Descripcion detallada de la invencidon

La presente invencion proporciona un método novedoso para detectar el receptor 1 de folato humano (FOLR1)
diseminado o FOLR1 en células tumorales circulantes en una muestra de un paciente. EIl FOLR1 se puede detectar
utilizando anticuerpos que no inhiben de forma competitiva la unién de un agente activo anti-FOLR1 (por ejemplo, un
agente activo que comprende el anticuerpo huMov19) al FOLR1. Los anticuerpos que no inhiben de forma competitiva
la unién de un agente activo anti-FOLR1 son especialmente utiles para detectar FOLR1 (por ejemplo, FOLR1
diseminado o FOLR1 en células tumorales circulantes) en muestras de pacientes que han sido tratados con el agente
activo anti-FOLR1. Se puede utilizar FOLR1 diseminado o FOLR1 en células tumorales circulantes para monitorear o
determinar la eficacia terapéutica, o la probabilidad de respuesta al tratamiento de canceres caracterizados por la
sobreexpresion de FOLR1. También se describen nuevos polipéptidos de uniéon a FOLR1, tales como anticuerpos,
que son utiles en los métodos de deteccion de FOLR1 diseminado, asi como los métodos adicionales de deteccion de
FOLR1 (por ejemplo, IHC para ensayos de CTC y FOLR1 asociados a células y unidos a membranas). También se
proporcionan polipéptidos y polinucleétidos relacionados, composiciones que comprenden los agentes de unién a
FOLR1 y métodos para preparar los agentes de uniéon a FOLR1. Ademas, los métodos proporcionados en la presente
memoria se pueden utilizar para la estratificacion de los pacientes.

I. Definiciones
Para facilitar el entendimiento de la presente invencion, se definen a continuacién varios términos y expresiones.

Los términos "receptor 1 de folato humano", "FOLR1" o "receptor de folato alfa (FR-a)," tal y como se usan en la
presente memoria, se refieren a cualquier FOLR1 humano nativo, a menos que se indique lo contrario. Por lo tanto,
todos estos términos se pueden referir ya sea a una secuencia de acido nucleico o proteina tal como se indica en la
presente memoria. El término "FOLR1" engloba FOLR1 “de longitud completa” no procesado, asi como también
cualquier forma de FOLR1 que resulte del procesamiento dentro de la célula. El término también engloba las variantes
de FOLR1 que ocurren naturalmente, por ejemplo, variantes de corte y empalme (excepto aquellas variantes que
engloban FOLR2, FOLR3, o FOLR4), variantes alélicas e isoformas. Los polipéptidos FOLR1 descritos en la presente
memoria pueden aislarse de una variedad de fuentes, tal como de tipos de tejido humano o de otra fuente, o prepararse
mediante métodos recombinantes o sintéticos. Los ejemplos de secuencias de FOLR1 incluyen, pero no se limitan a,
los numeros de referencia NCBI, P15328, NP_001092242.1, AAX29268.1, AAX37119.1, NP_057937.1 y
NP_057936.1 La secuencia de FOLR1 humano es la siguiente:

MAQRMTTQLLLLLVWVAVVGEAQTRIAWARTELLNVCMNAKHHKEKPGPEDKLHEQCRPWRKNACCSTNTSQEAH
KDVSYLYRFNWNHCGEMAPACKRHFIQDTCLYECSPNLGPWIQQVDQSWRKERVLNVPLCKEDCEQWWEDCRTS
YTCKSNWHKGWNWTSGFNKCAVGAACQPFHFYFPTPTVLCNEIWTHSYKVSNYSRGSGRCIQMWFDPAQGNPNE
EVARFYAAAMSGAGPWAAWPFLLSLALMLLWLLS (SEQ ID NO:49).

Los términos "antigeno diseminado" y "FOLR1 diseminado" se usan de manera intercambiable en la presente
memoria. Estos términos se refieren a una proteina FOLR1 que es soluble y que no esta asociada a la célula. Puede
incluir el dominio extracelular (ECD, por sus siglas en inglés) y el enlazador de glicosilfosfatidilinositol (GPI, por sus
siglas en inglés). El FOLR1 diseminado puede incluir solo el ECD. EI FOLR1 incluye un péptido sefial (aminoacidos
1-24), la cadena de proteinas FOLR1 (aminoacidos 25-233 0 234) y un propéptido que se puede escindir (aminoacidos
235 a 257). El FOLR diseminado puede incluir los aminoacidos 1 a 257, 1 a 233, 1 a 234, 25 a 233, 25 a 234 o
cualesquiera otros fragmentos de estos. En algunas realizaciones, la secuencia sefial esta escindida. La parte de GPI
y de ECD puede estar incluida en una membrana (por ejemplo, una balsa lipidica soluble). El FOLR1 diseminado
puede incluir los aminoacidos 1-233 o un fragmento de estos.

El término "anticuerpo" significa una molécula de inmunoglobulina que reconoce y se une especificamente a una
diana, tal como una proteina, polipéptido, péptido, carbohidrato, polinucleétido, lipido o combinaciones de los
anteriores, a través de al menos un sitio de reconocimiento de antigeno dentro de la region variable de la molécula de
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inmunoglobulina. Tal y como se usa en la presente memoria, el término "anticuerpo” engloba anticuerpos policlonales
intactos, anticuerpos monoclonales intactos, fragmentos de anticuerpo (tales como fragmentos Fab, Fab', F(ab")2 y
Fv), mutantes de Fv monocatenarios (scFv), anticuerpos multiespecificos tales como anticuerpos biespecificos,
anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados, anticuerpos humanos, proteinas de fusién que comprenden una
parte de determinacion del antigeno de un anticuerpo, y cualquier otra molécula de inmunoglobulina modificada que
comprende un sitio de reconocimiento del antigeno siempre que los anticuerpos presenten la actividad bioldgica
deseada. Un anticuerpo puede pertenecer a cualquiera de las cinco clases principales de inmunoglobulinas: IgA, IgD,
IgE, 1gG e IgM, o subclases (isotipos) de estas (por ejemplo, IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4, IgA1 e IgA2) de acuerdo a la
identidad de sus dominios constantes de cadena pesada a los que se hace referencia como alfa, delta, épsilon, gamma
y mu, respectivamente. Las diferentes clases de inmunoglobulinas tienen estructuras de subunidades y
configuraciones tridimensionales diferentes y conocidas. Los anticuerpos pueden estar desnudos o conjugados con
otras moléculas, tales como toxinas, radioisétopos, etc.

Un anticuerpo puede ser un anticuerpo de origen no natural. El anticuerpo puede purificarse a partir de componentes
naturales. Un anticuerpo puede producirse de forma recombinante. Un anticuerpo puede producirse mediante un
hibridoma.

Un anticuerpo "bloqueante" o un anticuerpo "antagonista" es uno que inhibe o reduce la actividad bioldgica del
antigeno al que se une, tal como FOLR1. Los anticuerpos bloqueantes o anticuerpos antagonistas pueden inhibir
sustancial o completamente la actividad bioldgica del antigeno. De manera deseable, la actividad bioldgica se reduce
en un 10 %, 20 %, 30 %, 50 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 % o incluso un 100 %.

El término “anticuerpo anti-FOLR1” y “un anticuerpo que se une a FOLR1” se refiere a un anticuerpo que es capaz de
unirse a FOLR1 con suficiente afinidad, de modo que el anticuerpo sea util como un agente de diagnédstico y/o
terapéutico al dirigirse a FOLR1. El grado de la union de un anticuerpo anti-FOLR1 a una proteina distinta de FOLR1
no relacionada es menor de alrededor del 10 % de la unién del anticuerpo a FOLR1 tal como se midid, por ejemplo,
mediante un radioinmunoensayo (RIA). Un anticuerpo que se une a FOLR1 puede tener una constante de disociacion
(Kd) de =1 uM, <100 nM, <10 nM, <1 nM o <0,1 nM. EIl anticuerpo anti-FOLR1 puede no unirse a FOLR2, FOLR3,
FOLR4, o al acido félico. De este modo, el anticuerpo o fragmento de uniéon a antigeno del mismo que se une
especificamente a FOLR1 de la presente invencién comprende las secuencias de aminoacidos VH-CDR1, VH-CDR2,
VH-CDR3, VL-CDR1, VL-CDR2 y VL-CDR3 de: SEQ ID NO: 1, 2y 3y SEQ ID NO: 13, 14 y 15. Preferiblemente, el
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo comprende las secuencias de aminoacidos de: SEQ ID NO:
25y SEQ ID NO: 29.

El término "fragmento de anticuerpo” se refiere a una parte de un anticuerpo intacto y se refiere a las regiones variables
determinantes antigénicas de un anticuerpo intacto. Los ejemplos de fragmentos de anticuerpo incluyen, pero no estan
limitados a, fragmentos Fab, Fab’, F(ab’)2 y Fv, anticuerpos lineales, anticuerpos de cadena simple y anticuerpos
multiespecificos formados a partir de fragmentos de anticuerpo. El término "anticuerpo monoclonal” tal y como se usa
en la presente memoria se refiere a un anticuerpo obtenido a partir de una poblacién de anticuerpos sustancialmente
homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que comprenden la poblacién son idénticos excepto por posibles
mutaciones, por ejemplo, mutaciones de origen natural, que pueden estar presentes en cantidades menores. Por lo
tanto, el modificador “monoclonal” indica la naturaleza del anticuerpo como que no es una mezcla de anticuerpos
discretos. Dichos anticuerpo monoclonal puede incluir tipicamente un anticuerpo que comprende una secuencia de
polipéptidos que une una diana, en donde la secuencia de polipéptidos de unién a la diana se obtuvo mediante un
proceso que incluye la seleccion de una sola secuencia de polipéptidos de unién a la diana de una pluralidad de
secuencias de polipéptidos. Por ejemplo, el proceso de seleccion puede ser la seleccidon de un clon Unico de una
pluralidad de clones, tales como un grupo de clones de hibridoma, clones de fagos o clones de ADN recombinante.
Debe entenderse que una secuencia de unién a la diana seleccionada se puede alterar adicionalmente, por ejemplo,
para mejorar la afinidad para la diana, para humanizar la secuencia de union a la diana, para mejorar su produccién
en el cultivo celular, para reducir su inmunogenicidad in vivo, para crear un anticuerpo multiespecifico, etc. y el
anticuerpo que comprende la secuencia de unién a la diana alterada también es un anticuerpo monoclonal de esta
invencion o como se describe. A diferencia de las preparaciones de anticuerpos policlonales, que tipicamente incluyen
diferentes anticuerpos dirigidos contra diferentes determinantes (epitopos), cada anticuerpo monoclonal de una
preparacion de anticuerpos monoclonales se dirige contra un Unico determinante en un antigeno. Ademas de su
especificidad, las preparaciones de anticuerpos monoclonales son ventajosas ya que tipicamente no estan
contaminadas por otras inmunoglobulinas.

El modificador “monoclonal” indica el caracter del anticuerpo al ser obtenido a partir de una poblacién de anticuerpos
sustancialmente homogéneos y no se debe interpretar que requiere la produccion del anticuerpo a través de ninguin
método particular. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales que van a ser utilizados de acuerdo con la presente
invencion o como se describe pueden prepararse mediante una variedad de técnicas, que incluyen, por ejemplo, el
método del hibridoma (por ejemplo, Kohler y Milstein, Nature, 256:495-97 (1975); Hongo et al., Hybridoma, 14 (3):
253-260 (1995), Harlow et al., Antibodies: A Laboratory Manual, (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2.2 ed. 1988);
Hammerling et al., en: Monoclonal Antibodies and T-Cell Hybridomas 563-681 (Elsevier, N.Y., 1981)), métodos de
ADN recombinante (ver, por ejemplo, la Pat. de EE. UU. No. 4.816.567), tecnologia de exposicion en fagos (ver, por
ejemplo, Clackson et al., Nature, 352: 624-628 (1991); Marks et al., J. Mol. Biol. 222: 581-597 (1992); Sidhu et al., J.
Mol. Biol. 338(2): 299-310 (2004); Lee et al., J. Mol. Biol. 340(5): 1073-1093 (2004); Fellouse, Proc. Natl. Acad. Sci.
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USA 101(34): 12467-12472 (2004); y Lee et al., J. Immunol. Methods 284(1-2): 119-132(2004), y tecnologias para
producir anticuerpos humanos o similares a los humanos en animales que tienen partes o la totalidad de los loci de
inmunoglobulina humana o genes que codifican las secuencias de inmunoglobulina humana (ver, por ejemplo, WO
1998/24893; WO 1996/34096; WO 1996/33735; WO 1991/10741; Jakobovits et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:
2551 (1993); Jakobovits et al., Nature 362: 255-258 (1993); Bruggemann et al., Year in Immunol. 7:33 (1993); Pat. de
EE. UU. Nos. 5.545.807; 5.545.806; 5.569.825; 5.625.126; 5.633.425; y 5.661.016; Marks et al., Bio/Technology 10:
779-783 (1992); Lonberg et al., Nature 368: 856-859 (1994); Morrison, Nature 368: 812-813 (1994); Fishwild et al.,
Nature Biotechnol. 14: 845-851 (1996); Neuberger, Nature Biotechnol. 14: 826 (1996); y Lonberg y Huszar, Intern.
Rev. Immunol. 13: 65-93 (1995).

El término "anticuerpo humanizado" se refiere a formas de anticuerpos no humanos (por ejemplo, murinos) que son
cadenas especificas de inmunoglobulina, inmunoglobulinas quiméricas o fragmentos de las mismas, que contienen
secuencias no humanas minimas (por ejemplo, murinas). Tipicamente, los anticuerpos humanizados son
inmunoglobulinas humanas donde los residuos de la region determinante de complementariedad (CDR) se
reemplazan por residuos de la CDR de una especie no humana (por ejemplo, raton, rata, conejo, hamster) que tiene
la especificidad, afinidad y capacidad deseadas (Jones et al., 1986, Nature, 321:522-525; Riechmann et al., 1988,
Nature, 332:323-327; Verhoeyen et al., 1988, Science, 239:1534-1536). En algunos casos, los residuos de la region
marco (FR) de Fv de una inmunoglobulina humana se reemplazan con los residuos correspondientes en un anticuerpo
de una especie no humana que tiene la especificidad, afinidad y/o capacidad deseadas. El anticuerpo humanizado
puede modificarse adicionalmente por la sustitucion de residuos adicionales ya sea en la regién marco Fv y/o dentro
de los residuos no humanos reemplazados para refinar y optimizar la especificidad, afinidad y/o capacidad del
anticuerpo. En general, el anticuerpo humanizado comprendera sustancialmente todos de al menos uno, y tipicamente
dos o tres, dominios variables que contienen todas, o sustancialmente todas, las regiones CDR que corresponden a
la inmunoglobulina no humana mientras que todas, o sustancialmente todas, las regiones FR son aquellas de una
secuencia de inmunoglobulina humana de consenso. El anticuerpo humanizado también puede comprender al menos
una parte de un dominio o region constante de inmunoglobulina (Fc), tipicamente la de una inmunoglobulina humana.
Los ejemplos de métodos usados para generar anticuerpos humanizados se describen en la Pat. de EE. UU. 5.225.539
0 5.639.641. Los anticuerpos "modificados en superficie" implican generalmente la identificacion de los residuos de la
superficie del marco de la region variable en las cadenas ligeras y en las pesadas, y su reemplazo con equivalentes
humanos. Los métodos para modificar anticuerpos en superficie se han proporcionado, por ejemplo, en Roguska et
al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 91(3):969-973 (1994) y Roguska et al., Protein Eng. 9(10):895-904 (1996).

Una "region variable" de un anticuerpo se refiere a la region variable de la cadena ligera del anticuerpo o a la region
variable de la cadena pesada del anticuerpo, ya sea sola o en combinacion. Las regiones variables de las cadenas
pesada y ligera consisten cada una en cuatro regiones marco (FR) conectadas mediante tres regiones determinantes
de la complementariedad (CDR), también conocidas como regiones hipervariables. Las CDR de cada cadena se
mantienen juntas en gran proximidad mediante las FR y, junto a las CDR de la otra cadena, contribuyen a la formacion
del sitio de unién al antigeno de los anticuerpos. Existen al menos dos técnicas para determinar las CDR: (1) un
enfoque basado en variabilidad de secuencia a través de especies (es decir, Kabat et al. Sequences of Proteins of
Immunological Interest, (52 ed., 1991, National Institutes of Health, Bethesda Md.)); y (2) un enfoque basado en
estudios cristalograficos de complejos antigeno-anticuerpo (Al-lazikani et al (1997) J. Molec. Biol. 273:927-948)).
Ademas, algunas veces se usan combinaciones de estos dos enfoques en la técnica para determinar las CDR.

El sistema de numeracién de Kabat se usa generalmente cuando se hace referencia a un residuo en el dominio
variable (aproximadamente los residuos 1-107 de la cadena ligera y residuos 1-113 de la cadena pesada) (por ejemplo,
Kabat et al., Sequences of Immunological Interest. 5.2 Ed. Public Health Service, National Institutes of Health,
Bethesda, Md. (1991)).

La numeracion de las posiciones de aminoacidos como en Kabat se refiere al sistema de numeracién utilizado para
los dominios variables de cadena pesada o dominios variables de cadena ligera de la compilacion de anticuerpos en
Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5.2 Ed. Public Health Service, National Institutes of
Health, Bethesda, Md. (1991). Al usar este sistema de numeracion, la secuencia de aminoacido lineal real puede
contener menos aminoacidos o aminoacidos adicionales que corresponden a un acortamiento, o insercion en, una FR
o una CDR del dominio variable. Por ejemplo, un dominio variable de cadena pesada puede incluir la insercién de un
solo aminoacido (residuo 52a de acuerdo con Kabat) después del residuo 52 de H2 y los residuos insertados (por
ejemplo, residuos 82a, 82b y 82c, etc. de acuerdo con Kabat) después del residuo 82 de FR de cadena pesada. La
numeracion de residuos de Kabat se puede determinar para un anticuerpo dado mediante la alineacién en regiones
de homologia de la secuencia del anticuerpo con una secuencia de numeracion de Kabat "estandar". Chothia, en
cambio, se refiere a la ubicacion de los bucles estructurales (Chothia y Lesk J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987)). El final
del bucle CDR-H1 de Chothia, cuando se enumera usando la convencion de numeracion de Kabat varia entre H32 y
H34 dependiendo de la longitud del bucle (esto se debe a que el esquema de numeraciéon de Kabat ubica las
inserciones en H35A y H35B; si 35A y 35B no estan presentes, el bucle finaliza en 32; si solo 35A esta presente, el
bucle termina en 33; si tanto 35A como 35B estan presentes, el bucle termina en 34). Las regiones hipervariables de
AbM representan un compromiso entre las CDR de Kabat y los bucles estructurales de Chothia y se usan por el
software de modelado de anticuerpos AbM de Oxford Molecular.
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Bucle Kabat AbM Chothia
L.24-1.34 L.24-134 1.24-1.34
L50O-L56 LL50-1.56 [.S0-1.56

LE9-1.97 LE9-1.97 LES-1.97
H31-H358B H26-H35B H26-H32..34
(Mumeracian de Kabat)

__..__..
b b

=t
=

HI H31-H35 H26-H35 H26-H32
(Mumeracian de Chothia)

H2 H50-H65 H50-H58 H52-H56
H3 H95-H102 H95-H102 H95-H102

El término "anticuerpo humano" significa un anticuerpo producido por un ser humano o un anticuerpo que tiene una
secuencia de aminoacidos correspondiente a un anticuerpo producido por un ser humano preparado empleando
cualquier técnica conocida en la técnica. Esta definicion de anticuerpo humano incluye anticuerpos intactos o de
longitud completa, fragmentos de los mismos, y/o anticuerpos que comprenden al menos un polipéptido de cadena
pesada y/o cadena ligera humano tal como, por ejemplo, un anticuerpo que comprende polipéptidos de cadena ligera
murinos y polipéptidos de cadena pesada humanos.

El término "anticuerpos quiméricos" se refiere a anticuerpos en los que la secuencia de aminoacidos de la molécula
de inmunoglobulina deriva de dos 0 mas especies. Tipicamente, la regidn variable de ambas cadenas ligera y pesada
corresponde a la region variable de anticuerpos que derivan de una especie de mamiferos (por ejemplo, ratén, rata,
conejo, etc.) con la especificidad, afinidad y capacidad deseadas, a la vez que las regiones constantes son homoélogas
a las secuencias en anticuerpos que derivan de otras (generalmente humanas) para evitar incitar una respuesta
inmunitaria en esa especie.

El término "epitopo" o "determinante antigénico" se usa de manera intercambiable en la presente memoria y se refieren
a esa parte de un antigeno capaz de ser reconocida y de unirse especificamente por un anticuerpo particular. Cuando
el antigeno es un polipéptido, los epitopos pueden formarse tanto a partir de aminoacidos contiguos como de
aminoacidos no contiguos yuxtapuestos mediante el plegamiento terciario de una proteina. Generalmente, los
epitopos formados a partir de aminoacidos contiguos se retienen durante el proceso de desnaturalizaciéon de la
proteina, mientras que los epitopos formados a partir del plegamiento terciario generalmente se pierden durante la
desnaturalizacion de la proteina. Un epitopo tipicamente incluye al menos 3, y mas normalmente, al menos 5 u 8-10
aminodacidos en una conformacion espacial Unica.

“Afinidad de unidon” generalmente se refiere a la fuerza de la suma total de las interacciones no covalentes entre un
unico sitio de union de una molécula (por ejemplo, un anticuerpo) y su compafiero de unién (por ejemplo, un antigeno).
A menos que se indique lo contrario, tal como se usa en la presente memoria, “afinidad de unién” se refiere a la
afinidad de unién intrinseca que refleja una interaccidon 1:1 entre los miembros de un par de unién (por ejemplo,
anticuerpo y antigeno). La afinidad de una molécula X para su compafera Y puede estar representada generalmente
por la constante de disociacion (Kd). La afinidad puede medirse usando métodos comunes conocidos en la técnica,
que incluyen los descritos en la presente memoria. Los anticuerpos de baja afinidad por lo general se unen al antigeno
lentamente y tienden a disociarse facilmente, mientras que los anticuerpos de alta afinidad por lo general se unen al
antigeno mas rapidamente y tienden a permanecer unidos durante mas tiempo. Se conoce en la técnica una variedad
de métodos para medir la afinidad de union y cualquiera de ellos puede utilizarse para los propdsitos de la presente
invencion o como se describe. En la presente memoria se describen realizaciones ilustrativas especificas.

"O mejor", cuando se usa en la presente memoria para hacer referencia a la afinidad de union, se refiere a una union
mas fuerte entre una molécula y su compafero de union. "O mejor", cuando se usa en la presente memoria, se refiere
a una union mas fuerte representada por un valor Kd numérico menor. Por ejemplo, un anticuerpo que tiene una
afinidad para un antigeno de "0,6 nM o mejor”, la afinidad del anticuerpo para el antigeno es <0,6 nM, es decir, 0,59
nM, 0,58 nM, 0,57 nM etc. o cualquier otro valor menor de 0,6 nM. La afinidad del anticuerpo tal como lo determina
por una Kd puede ser entre alrededor de 10 a alrededor de 10"'2 M, entre alrededor de 10 a alrededor de 10" M,
entre alrededor de 10 a alrededor de 10°1° M, entre alrededor de 10 a alrededor de 10° M, entre alrededor de 10®
a alrededor de 108 M, o entre alrededor de 10 a alrededor de 107 M.

La expresion "sustancialmente similar" o "sustancialmente igual”, tal y como se usa en la presente memoria, denota
un grado suficientemente alto de similitud entre dos valores numéricos (generalmente uno asociado con un anticuerpo
y el otro asociado con un anticuerpo de referencia/comparacion) de modo que un experto en la técnica consideraria
que la diferencia entre los dos valores es de poca significancia biolégica y/o estadistica o ninguna dentro del contexto
de las caracteristicas biolégicas medidas por dichos valores (por ejemplo, los valores de Kd). La diferencia entre dichos
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dos valores es menor de alrededor del 50 %, menor de alrededor del 40 %, menor de alrededor del 30 %, menor de
alrededor del 20 %, o menor de alrededor del 10 % en funcion del valor para el anticuerpo de referencia/comparacion.

Un polipéptido, anticuerpo, polinucleétido, vector, célula o composicion que esta "aislado" es un polipéptido,
anticuerpo, polinucleétido, vector, célula o composicion que se encuentra en una forma que no se encuentra en la
naturaleza. Los polipéptidos, anticuerpos, polinucleétidos, vectores, células o composiciones aislados incluyen
aquellos que han sido purificados hasta un grado en el que ya no se encuentran en una forma en la que se encuentran
en la naturaleza. Un anticuerpo, polinucleétido, vector, célula o composicion que esta aislad es sustancialmente puro.

Tal y como se usa en la presente memoria, "sustancialmente puro” se refiere a un material que es al menos 50 % puro
(es decir, libre de contaminantes), al menos 90 % puro, al menos 95 % puro, al menos 98 % o al menos 99 % puro.

El término "expresion aumentada" de FOLR1 se refiere a una muestra que contiene niveles elevados de expresion de
FOLR1 en comparaciéon con una muestra de referencia, un nivel de FOLR1 de referencia o un nivel de FOLR1 previo
detectado del mismo sujeto. Por lo tanto, por ejemplo, los "niveles de proteina FOLR1 aumentados" en una muestra
de un paciente pueden tener niveles de proteina FOLR1 que son mayores que los niveles de proteina FOLR1 en una
muestra de referencia no cancerosa. Los "niveles de proteina FOLR1 aumentados" en una muestra de un paciente
también pueden, por ejemplo, tener niveles de proteina FOLR1 que son iguales a los niveles de proteina FOLR1 en
una muestra cancerosa. Pueden detectarse "niveles de proteina FOLR1 aumentados" en donde el nivel de la proteina
FOLR1 de un paciente es al menos alrededor del 5 %, al menos alrededor del 10 %, al menos alrededor del 15 %, al
menos alrededor del 20 %, o al menos alrededor del 25 %, al menos alrededor del 30 %, o al menos alrededor del 50
% mas que, por ejemplo, un nivel de FOLR1 previo detectado del mismo sujeto. En ensayos de células tumorales
circulantes, los "niveles de proteina FOLR1 aumentados" se pueden referir a muestras en las que se detecta FOLR1
en un porcentaje mayor de células o muestras en las que se detecta FOLR1 en niveles mayores en las células. Por lo
tanto, pueden detectarse "niveles de proteina FOLR1 aumentados" en ensayos en CTC donde al menos alrededor del
5 %, al menos alrededor del 10 %, al menos alrededor del 15 %, al menos alrededor del 20 %, o al menos alrededor
del 25 %, al menos alrededor del 30 %, o al menos alrededor del 50 % o mas de las células muestran expresion de
FOLR1. Ademas, puede detectarse "niveles de proteina FOLR1 aumentados" en ensayos en CTC donde al menos
alrededor del 5 %, al menos alrededor del 10 %, al menos alrededor del 15 %, al menos alrededor del 20 %, o al
menos alrededor del 25 %, al menos alrededor del 30 %, o al menos alrededor del 50 % mas de FOLR1 se detecta
en las células.

Se puede utilizar una "muestra de referencia" para correlacionar y comparar los resultados obtenidos en los métodos
de una muestra de ensayo. Las muestras de referencia pueden ser células (por ejemplo, lineas celulares, sedimentos
celulares), fluidos corporales o tejido. Los niveles del FOLR1 en la "muestra de referencia" pueden ser una cantidad
absoluta o relativa, un rango de cantidad, una cantidad minima y/o maxima, una cantidad media y/o una cantidad
mediana de FOLR1. Una "muestra de referencia" también puede servir como linea base de la expresion de FOLR1
con el cual se compara la muestra de ensayo. La "muestra de referencia" puede incluir una muestra anterior o muestra
de linea base del mismo paciente, una referencia normal, o una referencia de una poblacién de pacientes relevante.
Generalmente, los niveles FOLR1 se expresan como valores en una curva estandar. Una curva estandar es un método
cuantitativo de representar datos de ensayo para determinar la concentracion de FOLR1 en una muestra. La muestra
de referencia puede ser un estandar de antigeno que comprende FOLR1 purificado FOLR1-Fc. Los métodos de
diagnostico implican una comparacion entre niveles de expresion del FOLR1 en una muestra de ensayo y un "valor
de referencia" o "nivel de referencia". El valor de referencia puede ser el nivel de expresion del FOLR1 en una muestra
de referencia. Un valor de referencia puede ser un valor predeterminado y también se puede determinar a partir de
muestras de referencia (por ejemplo, muestras bioldgicas de control) ensayadas en paralelo con las muestras de
ensayo. Un valor de referencia puede ser un valor de corte individual, tal como un valor mediano o media o un rango
de valores, tal como un intervalo de confianza. Los valores de referencia se pueden establecer para varios subgrupos
de individuos, tales como individuos predispuestos al cancer, individuos que tienen cancer en un estadio temprano o
tardio, individuos masculinos y/o femeninos o individuos sometidos a terapia contra el cancer. Los ejemplos de
muestras o valores de referencia normales y muestras o valores de referencia positivos se describen en la presente
memoria.

El término "anticuerpo primario" se refiere en la presente memoria a un anticuerpo que se une especificamente al
antigeno de la proteina diana en una muestra. Un anticuerpo primario es generalmente el primer anticuerpo utilizado
en un ensayo ELISA. El anticuerpo primario puede ser el Unico anticuerpo utilizado en un procedimiento IHC. El
término "anticuerpo secundario” se refiere en la presente memoria a un anticuerpo que se une especificamente a un
anticuerpo primario, formando asi un puente entre el anticuerpo primario y un reactivo posterior, si hubiera. El
anticuerpo secundario es generalmente el segundo anticuerpo usado en un procedimiento inmunohistoquimico.

Tal y como se usa en la presente memoria, "inmunohistoquimica" se refiere a métodos histoquimicos e inmunoldgicos
utilizados para analizar, por ejemplo, células o tejidos. Por lo tanto, los términos "inmunohistoquimica",
"inmunocitoquimica" e "inmunoquimica" se utilizan de manera intercambiable.

Una "muestra" o "muestra bioldgica" es de origen bioldgico, tal como de organismos eucariotas. La muestra puede ser
una muestra humana, pero también se pueden usar muestras de animales. Las fuentes no limitantes de una muestra
incluyen tejido sdlido, aspirados de biopsia, ascitis, extractos de fluidos, sangre, plasma, suero, liquido raquideo, linfa,
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las secciones externas de la piel, de los tractos respiratorio, intestinal, y genitourinario, lagrimas, saliva, leche, tumores,
organos, cultivos celulares y/o constituyentes de cultivos celulares, por ejemplo. La presente invencion es
particularmente Util para muestras de cancer que generalmente comprenden fluidos corporales, tal como ascitis, donde
la cantidad de material disponible es pequefia. El método se puede utilizar para examinar un aspecto de la expresién
del FOLR1 o un estado de una muestra incluyendo, pero no limitado a, la comparacién de diferentes tipos de células
o tejidos, la comparacion de diferentes estadios de desarrollo y la deteccion o determinacion de la presencia y/o tipo
de enfermedad o anormalidad.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "reactivo de captura" se refiere a un reactivo capaz de unir y
capturar una molécula diana en una muestra de modo que, en condiciones adecuadas, el complejo reactivo de
captura-molécula diana se pueda separar del resto de la muestra. El reactivo de captura puede estar inmovilizado. El
reactivo de captura en un inmunoensayo en sandwich puede ser un anticuerpo o una mezcla de diferentes anticuerpos
contra un antigeno diana.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "anticuerpo detectable" se refiere a un anticuerpo que es capaz
de ser detectado ya sea directamente a través de un marcaje amplificado por un medio de deteccion o indirectamente
a través, por ejemplo, otro anticuerpo que esté marcado. Para el marcaje directo, el anticuerpo normalmente se
conjuga con un resto que es detectable mediante algunos medios. El anticuerpo detectable puede ser un anticuerpo
biotinilado.

El término "marcaje" cuando se usa en la presente memoria se refiere a un compuesto o composicion detectable que
se conjuga directa o indirectamente al anticuerpo, de manera que se genera un anticuerpo "marcado". El marcaje
puede ser detectable por si mismo (por ejemplo, marcajes de radioisétopos o marcajes fluorescentes) o, en el caso
de un marcaje enzimatico, puede catalizar la alteracién quimica de un compuesto o composicion de sustrato que es
detectable.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "medio de deteccion" se refiere a un resto o técnica utilizada
para detectar la presencia del anticuerpo detectable en el ELISA en la presente memoria e incluye agentes de
deteccidn que amplifican el marcaje inmovilizada tal como un marcaje capturado en una placa de microtitulacion. El
medio de deteccion puede ser un agente de deteccion fluorimétrico tal como avidina o estreptavidina.

Comunmente, un analisis "ELISA en sandwich" emplea las siguientes etapas: (1) la placa de microtitulacion se recubre
con un anticuerpo de captura; (2) se afiade la muestra y cualquier antigeno presente se une al anticuerpo de captura;
(3) se afiade el anticuerpo de deteccion y se une al antigeno; (4) se afiade el anticuerpo secundario unido a la enzima
y se une al anticuerpo de deteccion; y (5) se afiade el sustrato y es convertido por la enzima hasta obtener una forma
detectable.

Por "correlacionar” o "que correlaciona" se quiere decir comparar, de cualquier modo, el rendimiento y/o los resultados
de un primer analisis con el rendimiento y/o los resultados de un segundo analisis. Por ejemplo, se pueden usar los
resultados de un primer analisis al realizar el segundo analisis y/o se pueden usar los resultados de un primer analisis
para determinar si se deberia realizar un segundo analisis y/o se pueden comparar los resultados de un primer analisis
con los resultados de un segundo analisis. La expresion del FOLR1 aumentada puede correlacionarse con la
probabilidad aumentada de la eficacia de una terapia anticancerosa dirigida a FOLR1.

Los términos “cancer” y “canceroso” se refieren o describen las afecciones fisioldgicas en mamiferos donde una
poblacién de células se caracteriza por tener un crecimiento celular no regulado. Los ejemplos de cancer incluyen,
pero no estan limitados a, carcinoma, linfoma, blastoma, sarcoma y leucemia. Los ejemplos mas particulares de dichos
canceres incluyen canceres de origen endotelial, mesenquimal o epitelial, tal como cancer de pulmén (por ejemplo,
cancer de células escamosas, cancer microcitico de pulmén, cancer no microcitico de pulmén, adenocarcinoma de
pulmoén, mesotelioma y carcinoma escamoso de pulmon), cancer del peritoneo (por ejemplo, peritoneal primario),
cancer hepatocelular, cancer gastrointestinal, cancer pancreatico, glioblastoma, cancer de cuello uterino, cancer de
ovario, cancer de higado, cancer de vejiga, hepatoma, cancer de mama, cancer de colon, cancer colorrectal,
endometrial (por ejemplo, adenocarcinoma endometrial) o carcinoma uterino, carcinoma de las glandulas salivales,
cancer de rifién, cancer de higado, cancer de prostata, cancer de la vulva, cancer de tiroides, carcinoma hepatico,
cancer de cerebro (por ejemplo, glioblastoma, tumores del plexo coroideo) y varios tipos de canceres de cabeza y
cuello, y también tumores de vasos sanguineos y trompas de falopio. Los canceres también engloban canceres que
contienen células que tienen niveles de expresion de FOLR1 elevados. Tales canceres con FOLR1 elevado incluyen,
pero no estan limitados a, cancer de ovario, cancer de pulmén microcitico, cancer uterino, del endometrio, pancreatico,
renal, pulmonar y de mama.

"Tumor" y "neoplasia" se refieren a cualquier masa de tejido que resulta del crecimiento o proliferacién celular
excesivos, ya sea benigno (no canceroso) o maligno (canceroso) incluyendo lesiones precancerosas.

Los términos "célula cancerosa", "célula tumoral" y equivalentes gramaticales se refieren a la poblacién total de células
que derivan de un tumor o de una lesién precancerosa, que incluyen células no tumorigénicas, que comprenden la
mayor parte de la poblacidon de células tumorales y células madre tumorigénicas (células madre cancerosas). Tal y
como se usa en la presente memoria, el término "célula tumoral" se modificara por el término "no tumorigénico" cuando
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se hace referencia solamente a aquellas células tumorales que carecen de la capacidad de renovarse y diferenciarse
para distinguir esas células tumorales de las células madre cancerosas.

El término "sujeto" se refiere a cualquier animal (por ejemplo, un mamifero), que incluye, pero no esta limitado a, seres
humanos, primates no humanos, roedores y similares, que sera el receptor de un tratamiento particular. Tipicamente,
los términos "sujeto" y "paciente" se usan de manera intercambiable en la presente memoria para hacer referencia a
un sujeto humano.

El término “formulaciéon farmacéutica” se refiere a una preparacion que esta en una forma tal que permite que la
actividad biolégica del ingrediente activo sea eficaz, y que no contiene ningin componente adicional que sea
inaceptablemente téxico para un sujeto al cual se le administraria la formulacion. Dicha formulacién puede ser estéril.

Una "cantidad eficaz" de un anticuerpo tal y como se describe en la presente memoria es una cantidad suficiente para
llevar a cabo un propésito especificamente establecido. Una "cantidad eficaz" puede determinarse empiricamente y
de una manera rutinaria, en relacion al propésito establecido.

El término "cantidad terapéuticamente eficaz" o "dosis fija" se refiere a una cantidad de un anticuerpo u otro farmaco
eficaz para "tratar" una enfermedad o trastorno en un sujeto o mamifero. En el caso del cancer, la cantidad
terapéuticamente eficaz del farmaco puede reducir el nimero de células cancerosas; reducir el tamafio del tumor;
inhibir (es decir, ralentizar hasta cierto punto y en un determinado contexto, detener) la infiltracion de células
cancerosas en los érganos periféricos; inhibir (es decir, ralentizar hasta cierto punto y en un determinado contexto,
detener) la metastasis tumoral; inhibir, hasta cierto punto, el crecimiento del tumor; aliviar hasta cierto punto uno o
mas de los sintomas asociados con el cancer; y/o dar lugar a una respuesta favorable tal como un aumento en la
supervivencia sin progresion (PFS, por sus siglas en inglés), en la supervivencia sin enfermedad (DFS, por sus siglas
en inglés), o en la supervivencia global (OS, por sus siglas en inglés), respuesta completa (CR, por sus siglas en
inglés), respuesta parcial (PR, por sus siglas en inglés), o en algunos casos, enfermedad estable (SD, por sus siglas
en inglés), una disminucién en la enfermedad progresiva (PD, por sus siglas en inglés), un tiempo reducido hasta la
progresion (TTP, por sus siglas en inglés), una disminucion en CA125 en el caso de cancer de ovario, o cualquier
combinacioén de los mismos. Véase la definicion en la presente memoria de "tratar". En la medida en que el farmaco
pueda prevenir el crecimiento de y/o pueda matar a las células cancerosas existentes, éste puede ser citostatico y/o
citotoxico. Una "cantidad profilacticamente eficaz" se refiere a una cantidad eficaz, con dosificaciones y durante
periodos de tiempo necesarios, para alcanzar el resultado profilactico deseado. Comunmente, aunque no
necesariamente, dado que se utiliza una dosis profilactica en los sujetos antes de o en un estadio temprano de la
enfermedad, la cantidad profilacticamente eficaz sera menor que la cantidad terapéuticamente eficaz.

PFS, DFS, y OS se pueden medir por estandares establecidas por el Instituto Nacional del Cancer y por la
Administraciéon de Alimentos y Medicamentos de los EE. UU. para la aprobacion de nuevos farmacos. Véase Johnson
et al, (2003) J. Clin. Oncol. 21(7):1404-1411.

La "supervivencia sin progresion” (PFS) se refiere al tiempo desde la inclusién en el estudio hasta la progresion de la
enfermedad o la muerte. La PFS generalmente se mide utilizando el método de Kaplan-Meier y los estandares de los
Criterios de Evaluacién de la Respuesta en Tumores Sélidos (RECIST, por sus siglas en inglés) 1.1. Generalmente,
la supervivencia sin progresion se refiere a la situacién donde un paciente permanece vivo, sin que el cancer empeore.

El "tiempo hasta la progresion del tumor" (TTP) se define como el tiempo desde la inclusion en el estudio hasta la
progresion de la enfermedad. EI TTP se mide generalmente utilizando los criterios RECIST 1.1.

Una "respuesta completa” o "remision completa” o "CR" indica la desaparicion de todos los signos de tumor o cancer
en respuesta al tratamiento. Esto no siempre significa que el cancer se haya curado.

Una "respuesta parcial" o "PR" se refiere a una disminucién en el tamafio o el volumen de uno o mas tumores o
lesiones, o en la extension del cancer en el cuerpo, en respuesta al tratamiento.

"Enfermedad estable" se refiere a la enfermedad sin progresion o recidiva. En la enfermedad estable no hay suficiente
encogimiento del tumor para que sea calificada como respuesta parcial ni un suficiente aumento del tumor para que
sea calificada como enfermedad progresiva.

"Enfermedad progresiva" se refiere a la aparicion de una o mas lesiones o tumores nuevos y/o a la progresion
inequivoca de lesiones no diana existentes. La enfermedad progresiva también se puede referir a un crecimiento
tumoral de mas del 20 por ciento desde que comenzo el tratamiento, ya sea debido a un aumento en la masa o a la
diseminacion del tumor.

"Supervivencia sin enfermedad" (DFS, por sus siglas en inglés) se refiere a la duracion de tiempo durante y después
del tratamiento en la que el paciente permanece sin enfermedad.

"Supervivencia global" (OS, por sus siglas en inglés) se refiere al tiempo desde la inclusion del paciente en el estudio
hasta su muerte o se censura en la Ultima fecha en la que estaba vivo. La OS incluye una prolongacion de la
expectativa de vida en comparacién con individuos o pacientes sin tratamiento previo. La supervivencia global se
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refiere a la situacion donde un paciente permanece vivo durante un periodo de tiempo definido, tal como un afio, cinco
afios, etc., por ejemplo, a partir del momento del diagnéstico o tratamiento.

Una "disminucion en los niveles de CA125" se puede evaluar de acuerdo con las pautas del Intergrupo de Cancer
Ginecolégico (GCIG). Por ejemplo, los niveles de CA125 se pueden medir antes del tratamiento para establecer un
nivel de CA125 en la linea base. Los niveles de CA125 se pueden medir una o mas veces durante o después del
tratamiento, y una reduccion en los niveles de CA125 con el tiempo en comparacion con el nivel de la linea base se
considera una disminucion en los niveles de CA125.

Los términos tales como "que trata" o "tratamiento” o "tratar" o "que alivia" o "aliviar" se refieren tanto a 1) medidas
terapéuticas que curan, ralentizan, disminuyen los sintomas y/o detienen la progresion de una afeccién o trastorno
patolégico diagnosticado, como a 2) medidas profilacticas o preventivas que evitan y/o ralentizan el desarrollo de una
afeccion o trastorno patoldgico diana. Por lo tanto, las personas que necesitan tratamiento incluyen aquellas que ya
padecen el trastorno; las propensas a padecer el trastorno; y aquellas en las cuales se desea prevenir el trastorno. El
sujeto puede ser "tratado" exitosamente contra el cancer de acuerdo con los métodos incorporados por la presente
invencion o como describe, si el paciente muestra uno o mas de los siguientes: reduccion de caquexia, aumento en el
tiempo de supervivencia, extension del tiempo hasta la progresién del tumor, reduccion de la masa tumoral, reduccion
de la carga tumoral y/o una prolongacion del tiempo hasta la metastasis tumoral, tiempo hasta la recurrencia tumoral,
respuesta tumoral, respuesta completa, respuesta parcial, enfermedad estable, enfermedad progresiva, supervivencia
sin progresion (PFS), supervivencia global (OS), cada una de las cuales segun se mide por los estandares
establecidos por el Instituto Nacional del Cancer y la Administracion de Medicamentos y Alimentos de los EE. UU.
para la aprobacion de nuevos farmacos. Véase Johnson et al, (2003) J. Clin. Oncol. 21(7):1404-1411.

Los términos "polinucleétido" o "acido nucleico”, tal y como se utilizan de manera intercambiable en la presente
memoria, se refieren a polimeros de nucledtidos de cualquier longitud e incluyen ADN y ARN. Los nucleétidos pueden
ser desoxirribonucledtidos, ribonucledtidos, nucledtidos o bases modificados y/o sus analogos, o cualquier sustrato
que pueda incorporarse a un polimero mediante la polimerasa de ADN o ARN. Un polinucleétido puede comprender
nuclestidos modificados, tales como nucleétidos metilados y sus analogos. De estar presente, la modificacion de la
estructura del nucledétido se puede impartir antes o después del ensamblaje del polimero. La secuencia de nucleétidos
puede estar interrumpida por componentes no nucleotidicos. Un polinucleétido puede modificarse adicionalmente
después de la polimerizacion, tal como mediante conjugacién con un componente de marcaje. Otros tipos de
modificaciones incluyen, por ejemplo, "casquetes"”, sustitucion de uno o mas de los nucleétidos de origen natural con
un analogo, modificaciones internucleotidicas, tal como, por ejemplo, los que tienen enlaces no cargados (por ejemplo,
fosfonatos de metilo, fosfotriésteres, fosfoamidatos, carbamatos, etc.) y enlaces cargados (por ejemplo, fosforotioatos,
fosforoditioatos, etc.), los que contienen restos laterales, tales como, por ejemplo, proteinas (por ejemplo, nucleasas,
toxinas, anticuerpos, péptidos sefal, poli-L-lisina, etc.), los que tienen intercaladores (por ejemplo, acridina, psoraleno,
etc.), los que contienen quelantes (por ejemplo, metales, metales radioactivos, boro, metales oxidativos, etc.), los que
contienen alquiladores, los que tienen enlaces modificados (por ejemplo, acidos nucleicos alfa anoméricos, etc.), asi
como formas no modificadas del o de los polinucledtidos. Ademas, cualquiera de los grupos hidroxilo presentes
comunmente en los azlcares se puede reemplazar, por ejemplo, por grupos fosfonato, grupos fosfato, protegerse por
grupos protectores estandar o activarse para preparar enlaces adicionales a nucleétidos adicionales o pueden
conjugarse con soportes solidos. EI OH del extremo 5' o 3' se puede fosforilar o sustituir con aminas o restos organicos
protectores de 1 a 20 atomos de carbono. También se pueden derivatizar otros hidroxilos a grupos protectores
estandar. Los polinucleétidos también pueden contener formas analogas de azucares de ribosa o desoxirribosa que
generalmente son conocidos en la técnica, que incluyen, por ejemplo, 2'-O-metil-, 2'-O-alil-, 2'-fluoro- o 2'-azido-ribosa,
analogos de azucar carbociclico, azlcares alfa-anoméricos, azlcares epiméricos, tales como, arabinosa, xilosas o
lixosas, azlicares de piranosa, azlcares de furanosa, sedoheptulosas, analogos aciclicos y analogos de nucledsidos
abésicos, tales como, ribdsido de metilo. Se puede reemplazar uno o mas enlaces fosfodiéster por grupos de enlace
alternativos. Estos grupos de enlace alternativos incluyen, pero no estan limitados a, realizaciones donde el fosfato se
reemplaza por P(O)S (“tioato”), P(S)S (“ditioato”), (O)NR2 (“amidato”), P(O)R, P(O)OR', CO o CH2 (“formacetal”),
donde cada R o R' es independientemente H o un alquilo (1-20 C) sustituido o no sustituido que contiene
opcionalmente un enlace éter (--O--), arilo, alquenilo, cicloalquilo, cicloalquenilo o araldilo. No necesariamente todos
los enlaces en un polinucleétido son idénticos. La descripcidon precedente se aplica a todos los polinucleétidos a los
que se hace referencia en la presente memoria, incluyendo ARN y ADN.

El término "vector" significa una construccién que es capaz de administrar y expresar uno o mas genes o secuencias
de interés en una célula huésped. Los ejemplos de vectores incluyen, pero no estan limitados a, vectores virales,
vectores de expresién de ADN o ARN desnudo, vectores de plasmidos, cosmidos o fagos, vectores de expresion de
ADN o ARN asociados a agentes de condensacion catiénicos, vectores de expresiéon de ADN o ARN encapsulados
en liposomas y determinadas células eucariotas, tales como células productoras.

Los términos "polipéptido"”, "péptido" y "proteina” se utilizan de manera intercambiable en la presente memoria para
hacer referencia a polimeros de aminoacidos de cualquier longitud. El polimero puede ser lineal o ramificado, puede
comprender aminoacidos modificados y puede estar interrumpido por no aminoacidos. Los términos también engloban
un polimero de aminoacidos que ha sido modificado naturalmente o mediante intervencion; por ejemplo, formacién de
enlace disulfuro, glicosilacion, lipidacion, acetilacion, fosforilacion o cualquier otra manipulaciéon o modificacion, tal
como conjugacion con un componente de marcaje. También se incluyen en la definicion, por ejemplo, polipéptidos
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que contienen uno 0 mas analogos de un aminoacido (incluyendo, por ejemplo, aminoacidos no naturales, etc.), asi
como otras modificaciones conocidas en la técnica. Se entiende que, debido a que los polipéptidos de esta invencion
0 como se describe se basan en anticuerpos, los polipéptidos pueden ocurrir como cadenas simples o cadenas
asociadas. Un polipéptido, péptido o proteina puede no ser natural. Un polipéptido, péptido o proteina puede
purificarse a partir de otros componentes de origen natural. El polipéptido, péptido o proteina puede producirse de
forma recombinante.

Los términos "idéntico" o porcentaje de "identidad" en el contexto de dos o mas acidos nucleicos o polipéptidos, se
refiere a dos 0 mas secuencias 0 subsecuencias que son iguales o que tienen un porcentaje especifico de nucleétidos
o de residuos aminoacidos que son iguales, cuando se comparan y alinean (introduciendo huecos, si fuera necesario)
para una maxima correspondencia, sin considerar ninguna sustitucion conservativa de aminoacidos como parte de la
identidad de secuencia. El porcentaje de identidad puede medirse utilizando software o algoritmos de comparacion de
secuencias o mediante inspeccion visual. En la técnica se conocen varios algoritmos y software que se pueden usar
para obtener alineamientos de secuencias de aminoacidos o nucledtidos. Uno de estos ejemplos no limitativos de un
algoritmo de alineamiento de secuencias es el algoritmo descrito en Karlin et al, 1990, Proc. Natl. Acad. Sci., 87:2264-
2268, segun modificaciéon en Karlin et al., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci., 90:5873-5877 e incorporado en los programas
NBLAST y XBLAST (Altschul et al., 1991, Nucleic Acids Res., 25:3389-3402). Puede usarse Gapped BLAST tal como
se describe en Altschul et al., 1997, Nucleic Acids Res. 25:3389-3402. BLAST-2, WU-BLAST-2 (Altschul et al., 1996,
Methods in Enzymology, 266:460-480), ALIGN, ALIGN-2 (Genentech, South San Francisco, California) o Megalign
(DNASTAR) son otros programas de software publicamente disponibles adicionales que se pueden usar para alinear
secuencias. El porcentaje de identidad entre dos secuencias de nucledtidos se puede determinar usando el programa
GAP en el software GCG (por ejemplo, usando una matriz NWSgapdna.CMP y un peso de hueco de 40, 50, 60, 70 o
90 y un peso de longitud de 1, 2, 3, 4, 5 o0 6). El programa GAP en el paquete de software GCG, que incorpora el
algoritmo de Needleman y Wunsch (J. Mol. Biol. (48):444-453 (1970)) se puede usar para determinar el porcentaje de
identidad entre dos secuencias de aminoacidos (por ejemplo, usando o bien una matriz Blossum 62 o una matriz
PAM250 y un peso de hueco de 16, 14, 12, 10, 8, 6 0 4 y un peso de longitud de 1, 2, 3, 4, 5). De manera alternativa,
el porcentaje de identidad entre secuencias de nucleétidos o aminoacidos puede determinarse usando el algoritmo de
Myers y Miller (CABIOS, 4:11-17 (1989)). Por ejemplo, el porcentaje de identidad se puede determinar usando el
programa ALIGN (versién 2.0) y usando una PAM120 con tabla de residuos, una penalizacion por longitud de hueco
de 12 y una penalizacién por hueco de 4. Un experto en la técnica puede determinar los parametros apropiados para
un maximo alineamiento por software de alineamiento particular. Pueden usarse los parametros por defecto del
software de alineamiento. El porcentaje de identidad "X" de una primera secuencia de aminoacidos con respecto a
una segunda secuencia de aminoacidos puede calcularse como 100 x (Y/Z), donde Y es el nUmero de residuos de
aminoacidos puntuados como coincidencias idénticas en el alineamiento de la primera y la segunda secuencia (tal
como se alinean por inspeccion visual o por un programa de alineamiento de secuencias particular) y Z es el nimero
total de residuos en la segunda secuencia. Si la longitud de una primera secuencia es mayor que la segunda
secuencia, el porcentaje de identidad de la primera secuencia respecto a la segunda secuencia serd mayor que el
porcentaje de identidad de la segunda secuencia respecto a la primera secuencia.

A modo de ejemplo no limitante, si algun polinucleétido particular tiene un determinado porcentaje de identidad de
secuencia (por ejemplo, es al menos un 80 % idéntica, al menos un 85 % idéntica, al menos un 90 % idéntica y
opcionalmente al menos un 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % idéntica) con respecto a una secuencia de referencia
puede determinarse usando el programa Bestfit (Wisconsin Sequence Analysis Package, Version 8 para Unix,
Genetics Computer Group, University Research Park, 575 Science Drive, Madison, WI 53711). Bestfit usa el algoritmo
de homologia local de Smith y Waterman, Advances in Applied Mathematics 2: 482 489 (1981), para encontrar el
mejor segmento de homologia entre dos secuencias. Cuando se usa Bestfit o cualquier otro programa de alineamiento
de secuencias para determinar si una secuencia particular es, por ejemplo, un 95 % idéntica a una secuencia de
referencia, los parametros se fijan de forma tal que el porcentaje de identidad se calcula sobre la longitud completa de
la secuencia de nucledtidos de referencia y se permiten huecos en la homologia de hasta el 5 % del nimero total de
nucledtidos en la secuencia de referencia.

Dos acidos nucleicos o polipéptidos pueden ser sustancialmente idénticos, lo que significa que tienen al menos un 70
%, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90% y en algunos contexto al menos un 95
%, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % de identidad de nucledtidos o de residuos de aminoacidos, cuando se comparan y alinean
para obtener una maxima correspondencia, tal como se mide utilizando un algoritmo de comparacién de secuencia o
mediante inspeccion visual. Puede existir identidad sobre una regién de las secuencias que tiene una longitud de al
menos 10, alrededor de 20, alrededor de 40-60 residuos o cualquier valor entero entre ellos, o sobre una regién mas
larga de 60-80 residuos, al menos alrededor de 90-100 residuos o las secuencias son sustancialmente idénticas sobre
la longitud completa de las secuencias que se comparan, tal como la regiéon codificadora de una secuencia de
nucleoétidos, por ejemplo.

Una “sustitucion conservativa de aminoacidos” es una en la que un residuo de aminoacido se remplaza por otro residuo
de aminoacido que tiene una cadena lateral similar. En la técnica se han definido familias de residuos de aminoacidos
que tienen cadenas laterales similares, que incluyen cadenas laterales basicas (por ejemplo, lisina, arginina, histidina),
cadenas laterales acidas (por ejemplo, acido aspartico, acido glutamico), cadenas laterales polares sin carga (por
ejemplo, asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina), cadenas laterales no polares (por ejemplo, glicina,
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alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano), cadenas laterales beta-ramificadas (por
ejemplo, treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales aromaticas (por ejemplo, tirosina, fenilalanina, triptéfano,
histidina). Por ejemplo, la sustitucion de una fenilalanina por una tirosina es una sustitucion conservativa. Las
sustituciones conservativas en las secuencias de los polipéptidos y anticuerpos pueden no suprimir la unién del
polipéptido o anticuerpo que contiene la secuencia de aminoacidos al o a los antigenos, es decir, el FOLR1 al que se
une el polipéptido o anticuerpo. Se conocen en la técnica métodos para identificar sustituciones conservativas de
nucleétidos y aminoacidos que no eliminan la union al antigeno (véase, por ejemplo, Brummell et al., Biochem. 32:
1180-1 187 (1993); Kobayashi et al. Protein Eng. 12(10):879-884 (1999) y Burks et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA
94:.412-417 (1997)).

Tal y como se usa en la presente descripcion y en las reivindicaciones, las formas singulares "un”, "una" y "el/la"

incluyen las formas plurales a menos que el contexto indique claramente lo contrario.

Se entiende que donde sea que se describan las realizaciones en la presente con la expresion "que comprende”,
también se proporcionan las realizaciones analogas descritas en términos de "que consiste en" y/o "que consiste
esencialmente en".

El término "y/o" tal y como se usa en una expresion tal como "A y/o B" en la presente memoria pretende incluir: tanto
"AyB","AoB" "A"y "B". Asimismo, el término "y/0" tal y como se usa en la expresién tal como "A, B y/o C" pretende
englobar cada una de las siguientes realizaciones: A, By C; A, BoC;A0C;Ao0B;BoC;AyC;AyB;ByC; A
(solo); B (solo) y C (solo).

Il. Ensayo de antigeno diseminado

El conjugado de anticuerpo y maitansinoide (AMC, por sus siglas en inglés), IMGN853, comprende el anticuerpo
monoclonal de unién a FOLR1, huMov19 (M9346A), conjugado al maitansinoide, DM4 (N(2')-deacetil-N2'-(4-mercapto-
4-metil-1-oxopentil)-maitansina), unido a través del enlazador sulfo-SPDB (N-succinimidil 4-(2-piridilditio)-2-
sulfobutanoato) escindible. IMGN853 y huMov19 se describen en la Pub. de Solic, de EE. UU. en tramitacion con la
presente No. 2012/0009181. El antigeno FOLR1 contiene un solo epitopo reconocido por Mov19. El anticuerpo
huMov19 puede comprender las cadenas pesada y ligera con las siguientes secuencias:

SEQ ID NO:46: huMov19 vHC

QVQLVQSGAEVVKPGASVKISCKASGYTFTGYFMNWVKQSPGQSLEWIGRIHPYDGDTFYNQKFQGKATLTVDKSS
NTAHMELLSLTSEDFAVYYCTRYDGSRAMDYWGQGTTVTVSS

SEQ ID NO:47 - huMov19 vLCv1.00

DIVLTQSPLSLAVSLGQPAIISCKASQSVSFAGTSLMHWYHQKPGQQPRLLIYRASNLEAGVPDRFSGSGSKTDFTLNI
SPVEAEDAATYYCQQSREYPYTFGGGTKLEIKR

SEQ ID NO:48 - huMov19 vLCv1.60

DIVLTQSPLSLAVSLGQPAIISCKASQSVSFAGTSLMHWYHQKPGQQPRLLIYRASNLEAGVPDRFSGSGSKTDFTLTI
SPVEAEDAATYYCQQSREYPYTFGGGTKLEIKR.

Un agente activo anti-FOLR1 tal como IMGN853 puede modular la actividad de FOLR1, por ejemplo, disminuye la
actividad de la proteina FOLR1.

IMGN853 se encuentra actualmente en desarrollo clinico para varias indicaciones terapéuticas que incluyen cancer
de ovario con FOLR1 positivo, cancer de pulmdn no microcitico, cancer endometrial, cancer renal y otras malignidades
epiteliales. Los canceres de ovario presentan la mayor penetrancia de FOLR1 y se consideran las indicaciones
principales para el tratamiento con IMGN853 (Antony AC. Ann Rev Nutr 16:501-21 (1996); Yuan Y et al. Hum Pathol
40(10):1453-1460 (2009)).

La medicion de los niveles de antigeno en circulacion en muestras de plasma de pacientes (antigeno diseminado)
puede ayudar a identificar las poblaciones de pacientes con mayor probabilidad de responder al tratamiento con AMC.
Se ha informado que los niveles altos de antigeno diseminado afectan de forma marcada la farmacocinética de los
anticuerpos terapéuticos (Tolcher A. et al. 20th Symposium on Molecular Targets and Cancer Therapeutics; octubre
21-24, 2008; Geénova, Suiza: EORTC-NCI-AACR, p163, #514; Baselga J, et al. J Clin Oncol 14:737-744 (1996)). Es
probable que los niveles de antigeno diseminado de las muestras de plasma de pacientes seran variables
dependiendo de factores tales como diana del antigeno, indicaciones de la enfermedad y curso de la enfermedad. Los
niveles de antigeno diseminado actualmente en indicaciones de enfermedad para IMGN853 han sido examinados de
forma insuficiente mientras que la correlacidon con la expresion del tumor sdlido es limitada. Aunque se ha informado
de la elevacion de FOLR1 en adenocarcinomas de ovario, los datos sugieren que no esta elevado en ofras
indicaciones de tumor FOLR1+, tal como carcinoma de pulmén de células pequefias (Mantovani LT, et al. Eur J Cancer
30A(3):363-9 (1994); Basal E, et al. PLoS ONE 4(7): €6292 (2009)). El presente método permite la deteccion del
receptor FOLR1 en la presencia de &cido félico alto. Los ensayos anteriores han utilizado Mov19 en el disefio del
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ensayo. Dado que IMGN853 contiene Mov19, es vital que el método detecte FOLR1 en presencia o ausencia de
Mov19 donde IMGN853 se administra antes de la deteccion de FOLR1. Los ensayos anteriores que utilizan Mov19
tienen efectos competitivos y detectaran considerablemente menos FOLR1 o nada en pacientes que reciben el
tratamiento con IMGN853

El método para detectar FOLR1 en muestras de fluido de fuente humana pueden utilizar un formato de ELISA en
sandwich tradicional (Figura 1). El método puede utilizar un agente de captura (es decir, anticuerpo, otra proteina)
para FOLR1 unido a un soporte soélido. El soporte sélido puede ser una placa de microtitulacion. A esto, se afiade la
muestra (fluidos de ascitis, sangre, suero, plasma, etc.) sin dilucién, y se detecta por un agente de deteccion diferente
(un anticuerpo o proteina diferente) que no interfiere con la unién del primer agente de captura. El agente de deteccién
se detecta entonces a través del uso de un agente de deteccién secundario (biotina / estreptavidina, anticuerpo
secundario mono o policlonal anti-humano, etc.) que pueden unirse mas de una vez al primer agente de deteccion,
por lo tanto amplificando la sefial de deteccion. El agente de deteccién secundario se cuantifica entonces mediante el
uso de algunos otros medios (por ejemplo, TMB/peroxidasa, conteo de centelleo, sondas fluorescentes, etc.). De
manera adicional, el ensayo detecta FOLR1 y no se ve influido de forma negativa por la presencia de Mov19,
IMGN853, otros miembros de la familia FOLR1 o acido fdlico.

Los ensayos como se describen incluyen ensayos para seleccionar pacientes elegibles para recibir terapia a base de
FOLR1 y ensayos para monitorear la respuesta del paciente. Los ensayos para la prediccion de la respuesta se
realizan antes de la seleccion de la terapia, y los niveles de FOLR1 diseminado pueden impactar en las decisiones de
la terapia. Para monitorear la respuesta del paciente, el ensayo se realiza al comienzo de la terapia para establecer
los niveles de la linea base (o predeterminados) de FOLR1 en la muestra. La misma muestra se ensaya entonces y
los niveles de FOLR1 se comparan con los niveles de la linea base o predeterminados. Tal y como se usa en la
presente memoria, el término "nivel predeterminado" generalmente se refiere a un valor de corte del ensayo que se
utiliza para evaluar los resultados diagnésticos al comparar los resultados del ensayo con el nivel predeterminado, y
donde el nivel predeterminado ya se ha ligado o asociado con varios parametros clinicos (por ejemplo, monitorear si
un sujeto que se esta tratando con un farmaco ha alcanzado un nivel del farmaco en sangre eficaz, monitorear la
respuesta de un sujeto que recibe tratamiento para el cancer con un farmaco anticanceroso, monitorear la respuesta
de un tumor en un sujeto que recibe el tratamiento para dicho tumor, etc.). El nivel predeterminado puede ser un valor
absoluto o un valor normalizado al sustraer el valor obtenido de un paciente antes del comienzo de la terapia. Un
ejemplo de un nivel predeterminado que se puede utilizar es un nivel de linea base obtenido de uno o mas sujetos
que pueden opcionalmente estar padeciendo una o mas enfermedades o afecciones. La comparacién (o analisis
informacional) del nivel del biomarcador ensayado con el nivel de la linea base o predeterminado se puede realizar
por un sistema automatizado, tal como un programa de software o sistema de inteligencia que es parte de, o es
compatible con, el equipo (por ejemplo, una plataforma de computadora) sobre el cual se lleva a cabo el ensayo. De
manera alternativa, esta comparacion o el analisis informacional puede ser realizado por un doctor. Cuando los niveles
siguen iguales o disminuyen, la terapia puede ser eficaz y se puede continuar. Cuando ocurre un aumento significativo
sobre el nivel de la linea base (o nivel predeterminado), el paciente puede que no esté respondiendo. Un aumento en
los niveles de FOLR1 diseminado puede ser indicativo de muerte celular aumentada y liberacion aumentada del
FOLR1 diseminado. Un aumento en el FOLR1 diseminado puede ser indicativo de eficacia terapéutica. Por
consiguiente, puede medirse el FOLR1 diseminado y puede medirse la muerte celular. En la técnica se conocen los
ensayos para medir la muerte celular e incluyen, por ejemplo, la deteccion del antigeno M30 (citoqueratina escindida
con caspasa), marcadores del dafio en el ADN tal como y-H2AX, o caracteristicas morfoldgicas de las células tales
como nucleos tefidos con DAPI fragmentados y/o condensados.

Los ensayos incorporados por la presente invencién o como se describen pueden ser realizados por cualesquiera
métodos de ensayo de proteinas. Los métodos de ensayo de proteinas utiles son bien conocidos en la técnica e
incluyen métodos de inmunoensayo que implican la unién de un anticuerpo o proteina especifico no marcado o
marcado a la proteina o fragmento de FOLR1 expresado. Los métodos de inmunoensayos utiles incluyen ensayos en
fase de disolucién que se llevan a cabo utilizando cualquier formato conocido en la técnica, tal como, pero no limitado
a, Biacore, transferencia de energia resonante de fluorescencia en tiempo resuelto (TR-FRET, por sus siglas en
inglés), un formato ELISA, (sandwich, inhibicion competitiva directa o inversa) o un formato de polarizacion de
fluorescencia, y ensayos en fase sélida tal como inmunohistoquimica. Los agentes de unién FOLR1 proporcionados
mas adelante son particularmente Utiles para estos métodos de inmunoensayo.

lll. Agentes de unién a FOLR1

Se describen agentes que se unen especificamente a FOLR1 humano. Estos agentes se refieren en la presente
memoria como "agentes de unién a FOLR1".

Los agentes de union a FOLR1 incluyen agentes de unién a FOLR1 que comprenden las secuencias de CDR de
cadena pesada y ligera de muFR1-9, muFR1-13, muFR1-53, muFR1-62, y muFR1-64. Las secuencias de CDR
muFR1-9, muFR1-13, muFR1-53 y muFR1-62 se describen en las Tablas 1y 2 a continuacion. Asi, muFR1-9 es segun
la invencion.

Tabla 1: Secuencias de aminoacidos de CDR de cadena pesada variable
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Anticuerpo VH-CDR1 VH-CDR2 VH-CDR3

muFR1-9 SFGMH (SEQ ID NO:1) YISSGSSTFYYADTVKG (SEQ ID NO:2) ELTGTFAY (SEQ ID NO:3)
muFR1-13 RYSVH (SEQ ID NO:4) MIWSGGNTDYNSVFKS (SEQ ID NO:5) FDGKVSWFAY (SEQ ID NO:6)
muFR1-53 DYDIS (SEQ ID NO:7) EIYPGSGRTYYNERFKG (SEQ ID NO:8) SYYYGTNSPFAY (SEQ ID NO:9)
muFR1-62 TYTMH (SEQ ID NO:10) YINPTSGYNNYNQKFKE (SEQ ID NO:11) GGAYGRRPVDY (SEQ ID NO:12)

Tabla 2: Secuencias de aminoacidos de CDR de cadena ligera variable

Anticuerpo | VL-CDR1 VL-CDR2 VL-CDR3

muFR1-9 | RASQSINNNLH (SEQ ID NO:13) | YASQSIS (SEQ ID NO:14) | QQSNSWPQVT (SEQ ID NO:15)

muFR1-13 | KASQSVSNDVL (SEQ ID NO:16) | YAYNRYS (SEQ ID NO:17) | QQDHSSPFT (SEQ ID NO:18)

muFR1-53 | RASQDISNYLH (SEQ ID NO:19) | YTSRLQS (SEQ ID NO:20) | QQGNSLPPT (SEQ ID NO:21)

muFR1-62 | KASQNVGTNVA (SEQ ID NO:22) | SASSRYS (SEQ ID NO:23) | HQYNSYPYT (SEQ ID NO:24)

Las moléculas de union a FOLR1 pueden ser anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno que se unen
5 especificamente a FOLR1 que comprenden las CDR de muFR1-9, muFR1-13, muFR1-53, muFR1-62, o muFR1-64
con hasta cuatro (es decir, 0, 1, 2, 3 0 4) sustituciones conservativas de aminoacidos por CDR.

Los polipéptidos pueden comprender una de las cadenas ligeras variables o cadenas pesadas variables individuales
que se describen en la presente memoria. Los anticuerpos y polipéptidos también pueden comprender una cadena
ligera variable y una cadena pesada variable. Las secuencias de cadena ligera variable y cadena pesada variable de

10 los anticuerpos murinos muFR1-9, muFR1-13, muFR1-53 y muFR1-62 se proporcionan en las Tablas 3 y 4, a
continuacion. Asi, el anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo de la presente invencién comprende las
secuencias de aminoacidos de: SEQ ID NO: 25 y SEQ ID NO: 29.

Tabla 3: Secuencias de aminoacidos de cadena pesada variable

Anticuerpo

Secuencia de aminoacidos de VH (SEQ ID NO)

muFR1-9HCvar QVQLVESGGGLVQPGGSRKLSCAASGFTFSSFGMHWVRQAPEKGLEWVAY

ISSGSSTFYYADTVKGRFTISRDNPKNTLFLQMTSLRSEDTAMYYCAKELTGT
FAYWGQGTLVTVSA (SEQ ID NO:25)

muFR1-13HCvar QVQLKESGPDLVAPSQSLSITCTVSGFSLSRYSVHWIRQPPGKGLEWLGMIW

SGGNTDYNSVFKSRLNITKDNSKSQVFLKMNSLQTDDTAIYYCATFDGKVSW
FAYWGQGTLVTVSA (SEQ ID NO:26)

muFR1-53HC QVQLQQSGPELVRPGASVKMSCKASGYKFTDYDISWVLQRTGQGLEWIGEI

YPGSGRTYYNERFKGKATLTADKSSNTVYMQLSSLTSEDSAVYFCASSYYY
GTNSPFAYWGQGTTLTVSS (SEQ ID NO:27)

muFR1-62HC QVQLQQSGAELARPGASVKMSCKASGYTFTTYTMHWVKQRPGQGLEWIAYI

NPTSGYNNYNQKFKEKATLTADKSSSTAYMQLTSLTSEDSAVYYCASGGAY
GRRPVDYWGQGTSVTVSS (SEQ ID NO:28)

15 Tabla 4: Secuencias de aminoacidos de cadena ligera variable

Anticuerpo | Secuencia de aminoacidos de VL (SEQ ID NO)

muFR1- DIVLTQSPATLSVTPGDSVSLSCRASQSINNNLHWYQQKSHESPRLLIKYASQSISGIPSRF
9LCvar SGSGSGTDFTLSINSVETEDFGMYFCQQSNSWPQVTFGAGTKLELKR (SEQ ID NO:29)
muFR1- SIVMTQTPKFLLVSTGDRFTITCKASQSVSNDVLWYQQKPGQSPKLLIYYAYNRYSGVPDR
13LCvar FTGSGYGTDFTFTITTVQSEDLAVYFCQQDHSSPFTFGSGTKLEIKR (SEQ ID NO:30)
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muFR1- DIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCRASQDISNYLHWYQRKPDGTVKLLVYYTSRLQSGVPSR
53LC FSGSGSGTDYSLTISNLEQEDIATYFCQQGNSLPPTFGSGTKLEIKR (SEQ ID NO:31)
muFR1- DIVMTQSQKFMSISVGDRVSVTCKASQNVGTNVAWYQQKPGQSPKTLIYSASSRYSGVP
62LC DRFTGSGSGTDFTLTISNVQSEDLADYFCHQYNSYPYTFGGGTKLEIKR (SEQ ID NO:32)

Se describen polipéptidos que comprenden: (a) un polipéptido que tiene al menos alrededor del 90 % de identidad de
secuencia con las SEQ ID NO:25-28; y/o (b) un polipéptido que tiene al menos alrededor del 90 % de identidad de
secuencia con las SEQ ID NO:29-32. El polipéptido puede comprender un polipéptido que tiene al menos alrededor
del 95 %, al menos alrededor del 96 %, al menos alrededor del 97 %, al menos alrededor del 98 % o al menos alrededor
del 99 % de identidad de secuencia con las SEQ ID NO:25-32. Por lo tanto, el polipéptido puede comprender (a) un
polipéptido que tiene al menos alrededor del 95 % de identidad de secuencia con las SEQ ID NO:25-28, y/o (b) un
polipéptido que tiene al menos alrededor del 95 % de identidad de secuencia con las SEQ ID NO:29-32. El polipéptido
puede comprender (a) un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:25-28; y/o (b) un
polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:29-32. El polipéptido puede ser un anticuerpo y/o
el polipéptido se une especificamente a FOLR1. El polipéptido puede ser un anticuerpo murino, quimérico o
humanizado que se une especificamente a FOLR1. El polipéptido que tiene un determinado porcentaje de identidad
de secuencia con las SEQ ID NO:25-32 puede diferir de las SEQ ID NO:25-32 solo por sustituciones de aminoacidos
conservativas.

Los polipéptidos pueden comprender una de las cadenas ligeras o cadenas pesadas individuales que se describen en
la presente memoria. Los anticuerpos y polipéptidos también pueden comprender tanto una cadena ligera como una
cadena pesada. Las secuencias de la cadena ligera y cadena variable de los anticuerpos murinos muFR1-9, muFR1-
13, muFR1-53 y muFR1-62 se proporcionan en las Tablas 5 y 6, a continuacion.

Tabla 5: Secuencias de aminoacidos de cadena pesada de longitud completa

Anticuerpo Secuencia de aminoacidos de cadena pesada de longitud completa (SEQ ID NO)

muFR1-9HC | QVQLVESGGGLVQPGGSRKLSCAASGFTFSSFGMHWVRQAPEKGLEWVAYISSGSS
TFYYADTVKGRFTISRDNPKNTLFLQMTSLRSEDTAMYYCAKELTGTFAYWGQGTLVT
VSAAKTTPPSVYPLAPGSAAQTNSMVTLGCLVKGYFPEPVTVTWNSGSLSSGVHTFP
AVLESDLYTLSSSVTVPSSMRPSETVTCNVAHPASSTKVDKKIVPRDCGCKPCICTVPE
VSSVFIFPPKPKDVLTITLTPKVTCVVVDISKDDPEVQFSWFVDDVEVHTAQTQPREEQ
FNSTFRSVSELPIMHQDWLNGKEFKCRVNSAAFPAPIEKTISKTKGRPKAPQVYTIPPP
KEQMAKDKVSLTCMITDFFPEDITVEWQWNGQPAENYKNTQPIMNTNGSYFVYSKLN
VQKSNWEAGNTFTCSVLHEGLHNHHTEKSLSHSPGK (SEQ ID NO:33)

muFR1- QVQLKESGPDLVAPSQSLSITCTVSGFSLSRYSVHWIRQPPGKGLEWLGMIWSGGNT
13HC DYNSVFKSRLNITKDNSKSQVFLKMNSLQTDDTAIYYCATFDGKVSWFAYWGQGTLVT
VSAAKTTPPSVYPLAPGCGDTTGSSVTLGCLVKGYFPESVTVTWNSGSLSSSVHTFPA
LLQSGLYTMSSSVTVPSSTWPSQTVTCSVAHPASSTTVDKKLEPSGPISTINPCPPCKE
CHKCPAPNLEGGPSVFIFPPNIKDVLMISLTPKVTCVVVDVSEDDPDVQISWFVNNVEV
HTAQTQTHREDYNSTIRVVSTLPIQHQDWMSGKEFKCKVNNKDLPSPIERTISKIKGLV
RAPQVYILPPPAEQLSRKDVSLTCLVVGFNPGDISVEWTSNGHTEENYKDTAPVLDSD
GSYFIYSKLNMKTSKWEKTDSFSCNVRHEGLKNYYLKKTISRSPGK (SEQ ID NO:34)

muFR1- QVQLQQSGPELVRPGASVKMSCKASGYKFTDYDISWVLQRTGQGLEWIGEIYPGSGR
53HC TYYNERFKGKATLTADKSSNTVYMQLSSLTSEDSAVYFCASSYYYGTNSPFAYWGQG

TTLTVSSAKTTPPSVYPLAPGSAAQTNSMVTLGCLVKGYFPEPVTVTWNSGSLSSGVH
TFPAVLESDLYTLSSSVTVPSSMRPSETVTCNVAHPASSTKVDKKIVPRDCGCKPCICT
VPEVSSVFIFPPKPKDVLTITLTPKVTCVVVDISKDDPEVQFSWFVDDVEVHTAQTQPR

EEQFNSTFRSVSELPIMHQDWLNGKEFKCRVNSAAFPAPIEKTISKTKGRPKAPQVYTI

PPPKEQMAKDKVSLTCMITDFFPEDITVEWQWNGQPAENYKNTQPIMNTNGSYFVYS

KLNVQKSNWEAGNTFTCSVLHEGLHNHHTEKSLSHSPGK (SEQ ID NO:35)

muFR1- QVQLQQSGAELARPGASVKMSCKASGYTFTTYTMHWVKQRPGQGLEWIAYINPTSG
62HC YNNYNQKFKEKATLTADKSSSTAYMQLTSLTSEDSAVYYCASGGAYGRRPVDYWGQ
GTSVTVSSAKTTPPSVYPLAPGSAAQTNSMVTLGCLVKGYFPEPVTVTWNSGSLSSG
VHTFPAVLESDLYTLSSSVTVPSSMRPSETVTCNVAHPASSTKVDKKIVPRDCGCKPCI
CTVPEVSSVFIFPPKPKDVLTITLTPKVTCVVVDISKDDPEVQFSWFVDDVEVHTAQTQ
PREEQFNSTFRSVSELPIMHQDWLNGKEFKCRVNSAAFPAPIEKTISKTKGRPKAPQV
YTIPPPKEQMAKDKVSLTCMITDFFPEDITVEWQWNGQPAENYKNTQPIMNTNGSYFV
YSKLNVQKSNWEAGNTFTCSVLHEGLHNHHTEKSLSHSPGK (SEQ ID NO:36)
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Tabla 6: Secuencias de aminoacidos de cadena ligera de longitud completa

Anticuerpo Secuencia de aminoacidos de cadena ligera de longitud completa (SEQ ID NO)

muFR1-9LC DIVLTQSPATLSVTPGDSVSLSCRASQSINNNLHWYQQKSHESPRLLIKYASQSI
SGIPSRFSGSGSGTDFTLSINSVETEDFGMYFCQQSNSWPQVTFGAGTKLELK
RADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPKDINVKWKIDGSERQNGVLN
SWTDQDSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERHNSYTCEATHKTSTSPIVKSFNRNEC
(SEQ ID NO:37)

muFR1-13LC SIVMTQTPKFLLVSTGDRFTITCKASQSVSNDVLWYQQKPGQSPKLLIYYAYNR
YSGVPDRFTGSGYGTDFTFTITTVQSEDLAVYFCQQDHSSPFTFGSGTKLEIKR
ADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFY

PKDINVKWKIDGSERQNGVLNSWTDQDSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERHNSYT
CEATHKTSTSPIVKSFNRNEC (SEQ ID NO:38)

muFR1-53LC DIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCRASQDISNYLHWYQRKPDGTVKLLVYYTSRL
QSGVPSRFSGSGSGTDYSLTISNLEQEDIATYFCQQGNSLPPTFGSGTKLEIKR
ADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPKDINVKWKIDGSERQNGVLNS
WTDQDSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERHNSYTCEATHKTSTSPIVKSFNRNEC
(SEQ ID NO:39)

muFR1-62LC DIVMTQSQKFMSISVGDRVSVTCKASQNVGTNVAWYQQKPGQSPKTLIYSASS
RYSGVPDRFTGSGSGTDFTLTISNVQSEDLADYFCHQYNSYPYTFGGGTKLEI
KRADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFY

PKDINVKWKIDGSERQNGVLNSWTDQDSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERHNSYT
CEATHKTSTSPIVKSFNRNEC (SEQ ID NO:40)

Se describen polipéptidos que comprenden: (a) un polipéptido que tiene al menos alrededor del 90 % de identidad de
secuencia con las SEQ ID NO:33-36; y/o (b) un polipéptido que tiene al menos alrededor del 90 % de identidad de
secuencia con las SEQ ID NO:37-40. El polipéptido puede comprender un polipéptido que tiene al menos alrededor
del 95 %, al menos alrededor del 96 %, al menos alrededor del 97 %, al menos alrededor del 98 % o al menos alrededor
del 99 % de identidad de secuencia con las SEQ ID NO:33-40. Por lo tanto, el polipéptido puede comprender (a) un
polipéptido que tiene al menos alrededor del 95 % de identidad de secuencia con las SEQ ID NO:33-36, y/o (b) un
polipéptido que tiene al menos alrededor del 95 % de identidad de secuencia con las SEQ ID NO:37-40. El polipéptido
puede comprender (a) un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:33-36; y/o (b) un
polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:37-40. El polipéptido puede ser un anticuerpo y/o
el polipéptido que se une especificamente a FOLR1. El polipéptido puede ser un anticuerpo murino, quimérico o
humanizado que se une especificamente a FOLR1. El polipéptido que tiene un determinado porcentaje de identidad
de secuencia con las SEQ ID NO:33-40 puede diferir de las SEQ ID NO:33-40 solo por sustituciones de aminoacidos
conservativas.

La afinidad o avidez de un anticuerpo para un antigeno se puede determinar de forma experimental utilizando cualquier
método adecuado conocido en la técnica, por ejemplo, citometria (que incluye citometria de flujo), ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) o radioinmunoensayo (RIA), o cinética (por ejemplo, analisis de
espectroscopia de resonancia de plasmén superficial (BIACORE™). Se pueden emplear faciimente los ensayos de
unién directa, asi como los formatos de ensayo de unién competitiva. (Ver, por ejemplo, Berzofsky, et al., "Antibody-
Antigen Interactions," En Fundamental Immunology, Paul, W. E., Ed., Raven Press: Nueva York, N.Y. (1984); Kuby,
Janis Immunology, W. H. Freeman and Company: Nueva York, N.Y. (1992); y los métodos descritos en la presente
memoria. La afinidad medida de una interaccién de anticuerpo-antigeno particular puede variar si se mide en diferentes
condiciones (por ejemplo, concentracion de sal, pH, temperatura). Por lo tanto, las mediciones de afinidad y otros
parametros de union al antigeno (por ejemplo, KD o Kd, Kasoc, Kdisoc) S€ realizan con disoluciones estandarizadas de
anticuerpo y antigeno, y un tampén estandarizado, tal como se conoce en la técnica y tal como el tampon descrito en
la presente memoria.

En un aspecto, los ensayos de unién se pueden realizar utilizando citometria (por ejemplo, citometria de flujo) en
células que expresan el antigeno FOLR1 en la superficie. Por ejemplo, las células positivas para FOLR1 tales como
SKOV3 se incubaron con concentraciones variadas de anticuerpos anti-FOLR1 utilizando 1 x 10° células por muestra
en 100 pL de tampdn FACS (medio RPMI-1640 suplementado con suero de cabra normal al 2 %). Después, las células
se sedimentaron, se lavaron e incubaron durante 1 hora con 100 pL de anticuerpo IgG de cabra-antihumano o cabra-
antirraton conjugado con FITC (el cual se obtiene de, por ejemplo, Jackson Laboratory, 6 ug/mL en tampon FACS).
Las células se sedimentaron una vez mas, se lavaron con tampoén FACS y se suspendieron nuevamente en 200 ul de
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PBS que contenia formaldehido al 1 %. Las muestras se adquirieron, por ejemplo, utilizando un citdmetro de flujo
FACSCalibur con el muestreador multipocillos de HTS y se analizaron utilizando CellQuest Pro (todos de BD
Biosciences, San Diego, EE. UU.). Para cada muestra, la intensidad media de fluorescencia para FL1 (MFI, por sus
siglas en inglés) se exportd y se representd frente a la concentracion de anticuerpo en una gréafica semilogaritmica
para generar una curva de unién. Se ajusta una curva de respuesta a la dosis sigmoidal para las curvas de unién y
los valores CE50 se calculan utilizando programas tales como GraphPad Prism v4 con parametros por defecto
(GraphPad software, San Diego, CA). Los valores CE50 se pueden utilizar como una medida para la constante de
disociacién aparente "Kd" o "KD" para cada anticuerpo.

Los anticuerpos monoclonales se pueden preparar usando métodos de hibridoma, tales como los descritos por Kohler
y Milstein (1975) Nature 256:495. Usando el método de hibridoma, se inmuniza un ratén, hamster u otro animal
huésped adecuado, tal como se describe anteriormente para incitar la produccién por los linfocitos de anticuerpos que
se uniran especificamente a un antigeno inmunizante. Los linfocitos también se pueden inmunizar in vitro. Después
de la inmunizacién, los linfocitos se aislan y fusionan con una linea celular de mieloma adecuada usando, por ejemplo,
polietilenglicol, para formar células de hibridoma que se pueden seleccionar entonces de las células de mieloma y
linfocitos no fusionados. Los hibridomas que producen anticuerpos monoclonales dirigidos especificamente contra un
antigeno seleccionado segun se determina por inmunoprecipitacion, inmunotransferencia o por un ensayo de union in
vitro (por ejemplo, radioinmunoensayo (RIA); ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA)) se pueden
propagar en cultivo in vitro usando métodos estandar (Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice,
Academic Press, 1986) o in vivo como tumores de ascitis en un animal. Los anticuerpos monoclonales se pueden
purificar entonces a partir del medio de cultivo o fluido de ascitis tal como se describe para los anticuerpos policlonales.

De manera alternativa, los anticuerpos monoclonales también se pueden preparar usando métodos de ADN
recombinante tal como se describe en la Patente de EE. UU. 4.816.567. Los polinucledtidos que codifican un
anticuerpo monoclonal se aislan de células B maduras o células de hibridoma, tal como por RT-PCR usando
cebadores de oligonucledtidos que amplifican especificamente los genes que codifican las cadenas ligera y pesada
del anticuerpo, y su secuencia se determina usando procedimientos convencionales. Los polinucleétidos aislados que
codifican las cadenas ligera y pesada se clonan entonces en vectores de expresion adecuados que, cuando se
transfectan en células huésped, tales como las células de E. coli, células COS de simio, células de ovario de hamster
chino (CHO) o células de mieloma, que de otra forma no producen proteina de inmunoglobulina, las células huésped
generan anticuerpos monoclonales. Ademas, los anticuerpos monoclonales recombinantes o fragmentos de los
mismos de la especie deseada se pueden aislar de las bibliotecas de exposicidon en fagos que expresan las CDR de
la especie deseada, como se describe (McCafferty et al., 1990, Nature, 348:552-554; Clackson et al., 1991, Nature,
352:624-628; y Marks et al., 1991, J. Mol. Biol., 222:581-597).

El o los polinucleétidos que codifican un anticuerpo monoclonal se pueden modificar adicionalmente de distintas
maneras usando tecnologia de ADN recombinante para generar anticuerpos alternativos. Los dominios constantes de
las cadenas ligera y pesada de, por ejemplo, un anticuerpo monoclonal de raton se puede sustituir 1) por las regiones
de, por ejemplo, un anticuerpo humano para generar un anticuerpo quimérico o 2) por un polipéptido no
inmunoglobulina para generar un anticuerpo de fusién. Las regiones constantes pueden truncarse o eliminarse para
generar el fragmento de anticuerpo deseado de un anticuerpo monoclonal. Se puede usar mutagénesis dirigida al sitio
o de alta densidad de la region variable para optimizar la especificidad, afinidad, etc. de un anticuerpo monoclonal.

El anticuerpo monoclonal contra FOLR1 humano puede ser un anticuerpo humanizado. Dichos anticuerpos pueden
usarse terapéuticamente para reducir la antigenicidad y las respuestas del HAMA (anticuerpo anti-raton humano)
cuando se administran a un sujeto humano.

También se pueden usar métodos para preparar por ingenieria, humanizar o modificar en superficie anticuerpos no
humanos o humanos también y son conocidos en la técnica. Un anticuerpo humanizado, modificado en superficie o
preparado por ingenieria de forma similar puede tener uno o mas residuos de aminoacidos de una fuente que no es
humana, por ejemplo, pero no limitado a, de ratén, rata, conejo, primate no humano u otro mamifero. Estos residuos
de aminoacidos no humanos son reemplazados por residuos que usualmente son denominados residuos de
"importacion”, que se toman tipicamente de un dominio constante, variable de "importacion" u otro domino de una
secuencia humana conocida.

Dichas secuencias importadas se pueden utilizar para reducir la inmunogenicidad o para reducir, aumentar o modificar
la unién, afinidad, tasa de asociacion, tasa de disociacion, avidez, especificidad, semivida y cualquier otra
caracteristica adecuada, como se conoce en la técnica. En general, los residuos de CDR estan directamente y mas
sustancialmente implicados en influir en la unién al FOLR1. Por consiguiente, parte o la totalidad de las secuencias
de CDR humanas o no humanas se mantienen mientras que las secuencias no humanas de las regiones constante y
variable se pueden reemplazar con aminoacidos humanos u otros.

Opcionalmente, los anticuerpos también pueden ser anticuerpos humanizados, modificados en superficie, preparados
por ingenieria 0 humanos preparados por ingenieria con retenciéon de alta afinidad para el antigeno FOLR1 y otras
propiedades bioldgicas favorables. Para lograr este objetivo, los anticuerpos anti-FOLR1 preparados por ingenieria o
humanizados (o humanos) y los anticuerpos modificados en superficie se pueden preparan opcionalmente mediante
un proceso de analisis de las secuencias parentales y varios productos humanizados y preparados por ingenieria
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conceptuales utilizando modelos tridimensionales de las secuencias parentales, preparadas por ingenieria y
humanizadas. Los modelos de inmunoglobulinas tridimensionales estan disponibles comiunmente y son conocidos
para los expertos en la técnica. Hay disponibles programas informaticos que ilustran y muestran estructuras de
conformacion tridimensional probables de secuencias de inmunoglobulinas candidatas seleccionadas. La inspeccion
de estas visualizaciones permite el analisis del posible rol de los residuos en la funciéon de la secuencia de
inmunoglobulina candidata, es decir, el analisis de residuos que influyen en la capacidad de la inmunoglobulina
candidata de unirse a su antigeno, tal como FOLR1. De esta forma, los residuos marco (FR) se pueden seleccionar y
combinar a partir de las secuencias de consenso e importadas, de forma tal que se logre la caracteristica del anticuerpo
deseada, tal como una afinidad aumentada por el o los antigenos diana.

La humanizacién, modificacion en superficie o preparaciéon por ingenieria de los anticuerpos se puede realizar
utilizando cualquier método conocido, tal como, pero no limitado a, aquellos descritos en Winter (Jones et al., Nature
321:522 (1986); Riechmann et al., Nature 332:323 (1988); Verhoeyen et al., Science 239:1534 (1988)), Sims et al., J.
Immunol. 151: 2296 (1993); Chothia y Lesk, J. Mol. Biol. 196:901 (1987), Carter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
89:4285 (1992); Presta et al., J. Immunol. 151:2623 (1993), Roguska et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 91(3):969-973
(1994), Roguska et al., Protein Eng. 9(10):895-904 (1996), Pat. de EE. UU. Nos. 5.639.641, 5.723.323; 5.976.862;
5.824.514; 5.817.483; 5.814.476; 5.763.192; 5.723.323; 5.766.886; 5.714.352; 6.204.023; 6.180.370; 5.693.762;
5.530.101; 5.585.089; 5.225.539; 4.816.567; W099/06834; W097/20032; W0O92/11272; WO92/03461; WO94/18219;
WO090/05370; W0O92/01047; WO93/06213; WO90/14443; WO90/14424; WO90/14430; EP 229246; 7.557.189;
7.538.195; y 7.342.110.

El anticuerpo frente a FOLR1 como se describe puede ser un anticuerpo humano. Los anticuerpos humanos se pueden
preparar directamente usando diversas técnicas conocidas en la técnica. Se pueden generar linfocitos B humanos
inmortalizados inmunizados in vitro o aislados de un individuo inmunizado que producen un anticuerpo dirigido contra
un antigeno diana (ver, por ejemplo, Cole et al., Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, p. 77 (1985);
Boemer et al., 1991, J. Immunol., 147 (1):86-95; y la Patente de EE. UU. 5.750.373). Ademas, el anticuerpo humano
se puede seleccionar de una biblioteca de fagos, donde dicha biblioteca de fagos expresa anticuerpos humanos, como
se describe, por ejemplo, en Vaughan et al., 1996, Nat. Biotech., 14:309-314, Sheets et al., 1998, Proc. Nat'l. Acad.
Sci., 95:6157-6162, Hoogenboom y Winter, 1991, J. Mol. Biol., 227:381, y Marks et al., 1991, J. Mol. Biol., 222:581).
Las técnicas para la generacion y uso de las bibliotecas de fagos de anticuerpos también se describen en las Patentes
de EE. UU. Nos. 5.969.108, 6.172.197, 5.885.793, 6.521.404; 6.544.731; 6.555.313; 6.582.915; 6.593.081; 6.300.064;
6.653.068; 6.706.484 y 7.264.963; y Rothe et al., 2007, J. Mol. Bio., doi:10.1016/j.jmb.2007.12.018. Las estrategias
de maduracion por afinidad y las estrategias de transposicion de cadena (Marks et al., 1992, Bio/Technology, 10:779-
783), son conocidas en la técnica y pueden emplearse para generar anticuerpos humanos de alta afinidad.

Los anticuerpos humanizados también se pueden preparar en ratones transgénicos que contienen loci de
inmunoglobulina humana que, tras la inmunizacioén, son capaces de producir el repertorio completo de anticuerpos
humanos en ausencia de produccién endégena de inmunoglobulina. Este enfoque se describe en las Patentes de EE.
UU. 5.545.807; 5.545.806; 5.569.825; 5.625.126; 5.633.425 y 5.661.016.

Esta invencion también engloba o describe anticuerpos biespecificos que reconocen especificamente un receptor 1
de folato humano. Los anticuerpos biespecificos son anticuerpos capaces de reconocer especificamente y unirse a al
menos dos epitopos distintos. Los distintos epitopos pueden estar en la misma molécula (por ejemplo, el mismo
receptor 1 de folato humano) o en distintas moléculas de modo que, por ejemplo, los anticuerpos puedan reconocer y
unirse especificamente a un receptor 1 de folato humano asi como, por ejemplo, a 1) una molécula efectora en un
leucocito, tal como un receptor de células T (por ejemplo, CD3) o receptor Fc (por ejemplo, CD64, CD32 o CD16) 0 a
2) un agente citotdxico, como se describe en detalle a continuacion.

Los anticuerpos biespecificos ejemplares se pueden unir a dos epitopos distintos, de los cuales al menos uno se
origina en un polipéptido de la invencion o como se describe. De manera alternativa, un brazo anti-antigénico de una
molécula de inmunoglobulina se puede combinar con un brazo que se une a una molécula activadora en un leucocito,
tal como una molécula receptora de células T (por ejemplo, CD2, CD3, CD28 o B7), o receptores Fc para IgG de modo
que se centran los mecanismos de defensa celular en la célula que expresa el antigeno particular. Los anticuerpos
biespecificos también se pueden utilizar para dirigir los agentes citotdxicos a las células que expresan un antigeno
particular. Estos anticuerpos poseen un brazo de unién al antigeno y un brazo que se une a un agente citotdxico o a
un quelante radionucleido, tales como EOTUBE, DPTA, DOTA o TETA. Las técnicas para preparar anticuerpos
biespecificos son comunes en la técnica (Millstein et al., 1983, Nature 305:537-539; Brennan et al., 1985, Science
229:81; Suresh et al, 1986, Methods in Enzymol. 121:120; Traunecker et al., 1991, EMBO J. 10:3655-3659; Shalaby
et al., 1992, J. Exp. Med. 175:217-225; Kostelny et al., 1992, J. Immunol. 148:1547-1553; Gruber et al., 1994, J.
Immunol. 152:5368; y la Patente de EE. UU. 5.731.168). También se contemplan los anticuerpos con mas de dos
valencias. Por ejemplo, se pueden preparar anticuerpos triespecificos (Tutt et al., J. Immunol. 147:60 (1991)). Por lo
tanto, los anticuerpos frente a FOLR1 pueden ser multiespecificos.

Un fragmento de anticuerpo puede, por ejemplo, aumentar la penetracion del tumor. Se conocen varias técnicas para
la produccion de fragmentos de anticuerpo. Tradicionalmente, estos fragmentos se obtienen por medio de digestion
proteoliltica de anticuerpos intactos (por ejemplo, Morimoto et al., 1993, Journal of Biochemical and Biophysical
Methods 24:107-117; Brennan et al., 1985, Science, 229:81). Los fragmentos de anticuerpo pueden producirse de
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manera recombinante. Los fragmentos de anticuerpo Fab, Fv y scFv se pueden expresar en y secretar a partir de E.
coli u otras células huésped, permitiendo asi la produccién de grandes cantidades de estos fragmentos. Dichos
fragmentos de anticuerpo también se pueden aislar de las bibliotecas de fagos de anticuerpo discutidas anteriormente.
El fragmento de anticuerpo también puede ser anticuerpos lineales tal como se describe en la Patente de EE. UU.
5.641.870, por ejemplo, y puede ser monoespecifico o biespecifico. Otras técnicas para la produccion de fragmentos
de anticuerpo seran evidentes para el experto en la técnica.

Se pueden adaptar técnicas para la produccién de anticuerpos de cadena simple especificos para el receptor 1 de
folato humano (ver, la Pat. de EE. UU. No. 4.946.778). Ademas, los métodos se pueden adaptar para la construccion
de bibliotecas de expresion de Fab (Huse et al., Science 246:1275-1281 (1989)) para permitir una identificacion rapida
y eficaz de los fragmentos Fab monoclonales con la especificidad deseada para un receptor 1 de folato, o los
derivados, fragmentos, analogos u homélogos de estos. Los fragmentos de anticuerpo se pueden producir mediante
métodos en la técnica que incluyen, pero no estan limitados a: (a) un fragmento F(ab')2 producido por digestiéon con
pepsina de una molécula de anticuerpo; (b) un fragmento Fab generado mediante reduccion de los puentes disulfuro
de un fragmento F(ab')2, (c) un fragmento Fab generado mediante el tratamiento de la molécula de anticuerpo con
papaina y un agente reductor y (d) fragmentos Fv.

Adicionalmente se puede desear, en especial en el caso de los fragmentos de anticuerpo, modificar un anticuerpo
para aumentar su semivida sérica. Esto también puede lograrse, por ejemplo, mediante la incorporacion de un epitopo
de union al receptor de salvamento en el fragmento de anticuerpo mediante la mutacién de la region adecuada en el
fragmento de anticuerpo o mediante la incorporacion del epitopo en una etiqueta peptidica que se fusiona entonces
con el fragmento de anticuerpo en cualquiera de los extremos o en el medio (por ejemplo, mediante sintesis de ADN
o peptidica).

Los anticuerpos heteroconjugados también se encuentran dentro del alcance de la presente invencién o se describen.
Los anticuerpos heteroconjugados estan compuestos por dos anticuerpos unidos covalentemente. Se ha propuesto
que dichos anticuerpos, por ejemplo, dirijan células inmunes a células no deseadas (Pat. de EE. UU. No. 4.676.980).
Se contempla que los anticuerpos se puedan preparar in vitro usando métodos conocidos en quimica de proteinas
sintéticas, que incluyen los que involucran agentes de reticulacion. Por ejemplo, las inmunotoxinas pueden construirse
usando una reaccion de intercambio de disulfuros o formando un enlace tioéter. Los ejemplos de reactivos adecuados
para este propésito incluyen iminotiolato y metil-4-mercaptobutirimidato.

La presente invencion proporciona un anticuerpo o fragmento de uniéon a antigeno del mismo que se une
especificamente a FOLR1, en donde dicho anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo comprende las
secuencias de aminoacidos de VH-CDR1, VH-CDR2, VH-CDR3, VL-CDR1, VL-CDR2 y VL-CDR3: SEQ ID NO: 1,2y
3y SEQ ID NO: 13, 14 y 15, preferiblemente en donde dicho anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo
comprende las secuencias de aminoacidos de: SEQ ID NO: 25 y SEQ ID NO: 29. No obstante, en principio, los
anticuerpos modificados como se describe pueden comprender cualquier tipo de regidn variable que proporcione la
asociacion del anticuerpo con los polipéptidos de un FOLR1 humano. En este sentido, la region variable puede
comprender o derivar de cualquier tipo de mamifero al que se puede inducir para que produzca una respuesta humoral
y genere inmunoglobulinas contra el antigeno asociado al tumor deseado. Como tal, la region variable de los
anticuerpos modificados puede ser, por ejemplo, de origen humano, murino, de primate no humano (por ejemplo,
monos cinomolgos, macacos, etc.) o lupino. Tanto las regiones variables como las constantes de las inmunoglobulinas
modificadas pueden ser humanas. Las regiones variables de anticuerpos compatibles (en general derivadas de una
fuente no humana) se pueden preparar por ingenieria o adaptarse especificamente para mejorar las propiedades de
unioén o reducir la inmunogenicidad de la molécula. En lo que a esto respecta, las regiones variables se pueden
humanizar o alterar de otro modo a través de la inclusién de secuencias de aminoacidos importadas.

Con referencia a los anticuerpos modificados como se describe, los dominios variables tanto en la cadena pesada
como en la ligera pueden estar alterados por el reemplazo al menos parcial de una o mas CDR vy, de ser necesario,
por el reemplazo parcial de la regién marco y cambio de la secuencia. Aunque las CDR pueden derivar de un
anticuerpo de la misma clase o incluso subclase que el anticuerpo a partir del cual derivan las regiones marco, se
prevé que las CDR derivaran de un anticuerpo de una clase diferente y opcionalmente de un anticuerpo de una especie
diferente. Puede no ser necesario reemplazar todas las CDR por las CDR completas de la region variable donante
para transferir la capacidad de union al antigeno de un dominio variable a otro. En cambio, solo puede ser necesario
transferir aquellos residuos que son necesarios para mantener la actividad del sitio de unién al antigeno. Dadas las
explicaciones proporcionadas en las Pat. de EE. UU. Nos. 5.585.089, 5.693.761 y 5.693.762, sera competencia de
aquellos expertos en la técnica, ya sea realizando experimentos de rutina o mediante el método de prueba y error,
obtener un anticuerpo funcional con inmunogenicidad reducida.

A pesar de las alteraciones en la region variable, los expertos en la técnica apreciaran que los anticuerpos modificados
comprenderan anticuerpos (por ejemplo, los anticuerpos de longitud completa o los fragmentos inmunorreactivos de
los mismos) en los que al menos una fraccion de uno o mas de los dominios de la region constante han sido
delecionados o de otro modo alterados para proporcionar las caracteristicas bioquimicas deseadas, tales como el
aumento de la ubicacion del tumor o la reduccién de la semivida sérica cuando se compara con un anticuerpo de
aproximadamente la misma inmunogenicidad que comprende una region constante nativa o inalterada. La region
constante de los anticuerpos modificados puede comprender una regién constante humana. Las modificaciones en la
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region constante comprenden adiciones, deleciones o sustituciones de uno o mas aminodacidos en uno o mas
dominios. Es decir, los anticuerpos modificados descritos en la presente memoria pueden comprender alteraciones o
modificaciones en uno o mas de los tres dominios constantes de cadena pesada (CH1, CH2 o CH3) y/o al dominio
constante de cadena ligera (CL). Pueden contemplarse las regiones constantes modificadas en donde uno o mas
dominios se delecionan parcial o totalmente. Los anticuerpos modificados pueden comprender construcciones o
variantes con el dominio delecionado en donde se elimind todo el dominio CH2 (construcciones ACH2). En algunas
realizaciones, el dominio de regién constante omitido se reemplazara por un espaciador de aminoacidos corto (por
ejemplo, 10 residuos) que proporciona parte de la flexibilidad molecular tipicamente impartida por la regién constante
ausente.

Se observara que los anticuerpos modificados se pueden preparar por ingenieria para fusionar el dominio CH3
directamente con la regién bisagra de los anticuerpos modificados respectivos. En otras construcciones, puede ser
deseable proporcionar un espaciador peptidico entre la regién bisagra y los dominios CH2 y/o CH3 modificados. Por
ejemplo, se podrian expresar construcciones compatibles en donde se ha delecionado el dominio CH2 y el dominio
CH3 restante (modificado o no modificado) se une a la regién bisagra con un espaciador de 5-20 aminoacidos. Dicho
espaciador se puede anadir, por ejemplo, para asegurar que los elementos reguladores del dominio constante
permanezcan libres y accesibles o que la regidn bisagra permanezca flexible. Sin embargo, debe indicarse que los
espaciadores de aminoacidos pueden resultar, en algunos casos, inmunogénicos e incitar respuestas inmunitarias no
deseadas contra la construccion. Por consiguiente, cualquier espaciador afiadido a la construccion sera relativamente
no inmunogénico, o incluso se omitira por completo, de manera de que se mantengan las cualidades bioquimicas
deseadas de los anticuerpos modificados.

Ademas de la delecion total de los dominios de regidon constante, se apreciara que los anticuerpos se pueden
proporcionar mediante la delecién o sustitucion parcial de unos pocos aminoacidos o incluso un unico aminoacido.
Por ejemplo, la mutacién de un solo aminoacido en areas seleccionadas del dominio CH2 puede ser suficiente como
para reducir de manera sustancial la union de Fc y de esa manera aumentar la ubicacion del tumor. De modo similar,
puede ser deseable delecionar simplemente esa parte de uno o mas dominios de regién constante que controlan la
funcion efectora (por ejemplo, unién de complemento C1Q) que se va a modular. Dichas deleciones parciales de las
regiones constantes pueden mejorar las caracteristicas seleccionadas del anticuerpo (semivida sérica) mientras se
dejan otras funciones deseables asociadas con el dominio de la regién constante del sujeto intactas. Asimismo, tal
como se menciono anteriormente, las regiones constantes de los anticuerpos descritos se pueden modificar mediante
la mutacion o sustitucion de uno o mas aminoacidos, que aumenta el perfil de la construccion resultante. En este
sentido, puede ser posible la interrupcion de la actividad proporcionada por un sitio de unién conservado (por ejemplo,
la unién de Fc) mientras se mantienen de manera sustancial la configuracion y el perfil inmunogénico del anticuerpo
modificado. Determinados anticuerpos modificados pueden comprender la adicién de uno o mas aminoacidos a la
region constante para aumentar las caracteristicas deseables, tales como la disminucién o el incremento de la funcién
efectora o para proporcionar mas uniones de citotoxinas o carbohidratos. En dichos anticuerpos modificados, puede
ser deseable la insercion o replicacion de secuencias especificas derivadas de los dominios de regiones constantes
seleccionados.

Se describen ademas variantes y equivalentes que son basicamente homdlogos a los anticuerpos quiméricos,
humanizados y humanos, o fragmentos de anticuerpo de los mismos, mostrados en la presente memoria. Estos
pueden contener, por ejemplo, mutaciones de sustitucion conservativa, es decir, la sustitucion de uno o mas
aminoacidos por aminoacidos similares. Por ejemplo, la sustitucion conservadora se refiere a la sustitucion de un
aminoacido por otro dentro de la misma clase general, tal como, por ejemplo, un aminoacido acido por otro aminoacido
acido, un aminoacido basico por otro aminoacido basico o un aminoacido neutro por otro aminoacido neutro. Se
conoce bien en la técnica lo que se pretende con una sustitucion conservativa de aminoacidos.

Los polipéptidos pueden ser polipéptidos recombinantes, polipéptidos naturales o polipéptidos sintéticos que
comprenden un anticuerpo, o fragmento del mismo, contra un FOLR1 humano. Se reconocera en la técnica que
algunas secuencias de aminoacidos pueden variarse sin efecto significativo en la estructura o funcién de la proteina.
Se describen ademas variaciones de los polipéptidos que muestran actividad sustancial o que incluyen regiones de
un anticuerpo, o fragmento del mismo, contra una proteina del receptor de folato humano. Dichos mutantes incluyen
deleciones, inserciones, inversiones, repeticiones y sustituciones de tipo.

Los polipéptidos y analogos se pueden modificar adicionalmente para contener restos quimicos adicionales que no
son normalmente parte de la proteina. Estos restos derivatizados pueden mejorar la solubilidad, la semivida bioldgica
o la absorcién de la proteina. Los restos también pueden reducir o eliminar cualquier efecto secundario deseable de
las proteinas y similares. Una visiébn global de dichos restos se puede encontrar en REMINGTON'S
PHARMACEUTICAL SCIENCES, 202 ed., Mack Publishing Co., Easton, PA (2000).

Los polipéptidos aislados pueden producirse mediante cualquier método adecuado conocido en la técnica. Dichos
métodos oscilan entre métodos sintéticos de proteina directos para construir una secuencia de ADN que codifica
secuencias de polipéptido aislado y expresar esas secuencias en un huésped transformado adecuado. Puede
construirse una secuencia de ADN utilizando tecnologia recombinante por el aislamiento o sintesis de una secuencia
de ADN que codifica una proteina de tipo salvaje de interés. Opcionalmente, la secuencia de los polipéptidos como
se describe se puede mutagenizar por medio de mutagénesis especifica del sitio para proporcionar analogos
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funcionales de la misma. Ver, por ejemplo, Zoeller et al., Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 81:5662-5066 (1984) y Pat. de
EE. UU. No. 4.588.585.

Se podria construir una secuencia de ADN que codifica un polipéptido de interés mediante sintesis quimica utilizando
un sintetizador de oligonucleétidos. Dichos oligonucleétidos se pueden disefiar de acuerdo con la secuencia de
aminoacidos del polipéptido deseado y seleccionar esos codones que son favorecidos en la célula huésped en la que
se producira el polipéptido recombinante de interés. Se pueden emplear métodos estandar para sintetizar una
secuencia de polinucledtidos aislada que codifica un polipéptido aislado de interés. Por ejemplo, una secuencia
completa de aminoacidos puede ser utilizada para construir un gen retrotraducido. Ademas, se puede sintetizar un
oligémero de ADN que contiene una secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido aislado particular. Por
ejemplo, se pueden sintetizar y luego ligar varios oligonuclettidos pequefios que codifican partes del polipéptido
deseado. Tipicamente, los oligonucleétidos individuales contienen protuberancias en §' o 3' para el ensamblaje
complementario.

Una vez ensambladas (por medio de sintesis, mutagénesis dirigida al sitio u otro método), las secuencias de
polinucleétidos que codifican un polipéptido aislado particular de interés se insertaran en un vector de expresion y se
uniran operativamente a una secuencia de control de la expresion adecuada para la expresion de la proteina en un
huésped deseado. Se puede confirmar el ensamblaje adecuado por medio de secuenciacidon de nucleétidos, mapeo
de restriccion y expresion de un polipéptido biolégicamente activo en un huésped adecuado. Tal como se conoce en
la técnica, para obtener niveles elevados de expresion de un gen transfectado en un huésped, el gen debe encontrarse
operativamente unido a las secuencias de control de la expresién de transcripcién y traduccidon que son funcionales
en el huésped de expresion elegido.

Pueden usarse vectores de expresion recombinantes para amplificar y expresar el ADN que codifica los anticuerpos,
o fragmentos de los mismos, contra FOLR1 humano. Los vectores de expresion recombinantes son construcciones
reproducibles de ADN que tienen fragmentos de ADN sintético o derivados de ADNc que codifican una cadena de
polipéptido de un anticuerpo anti-FOLR1, o fragmento del mismo, unido operativamente a elementos adecuados de
regulacioén de la transcripcion o traduccion que derivan de genes de mamiferos, microbios, virus o insectos. En general,
una unidad de transcripcion comprende un ensamblaje de (1) un elemento o elementos genéticos que desempefian
un papel regulador en la expresion génica, por ejemplo, promotores o potenciadores de la transcripcion, (2) una
secuencia estructural o codificante que se transcribe en ARNm y se traduce en una proteina y (3) secuencias
adecuadas de iniciacion y terminacién de la transcripcion y traduccion, tal como se describe detalladamente a
continuacién. Dichos elementos de regulacion pueden incluir una secuencia operadora para controlar la transcripcion.
Asimismo, se puede incorporar adicionalmente la capacidad de replicarse en un huésped, normalmente otorgada por
un origen de replicacion, y un gen de seleccion para facilitar el reconocimiento de los transformantes. Las regiones de
ADN se encuentran unidas operativamente cuando estan relacionadas funcionalmente entre si. Por ejemplo, el ADN
de un péptido sefal (lider de secrecion) se encuentra operativamente unido al ADN de un polipéptido si se expresa
como un precursor que participa en la secrecion del polipéptido; un promotor esta operativamente unido a una
secuencia codificante si controla la transcripcidon de la secuencia; o un sitio de unién a un ribosoma se encuentra
operativamente unido a una secuencia codificante si se encuentra ubicado de manera que permite la traduccion. Los
elementos estructurales destinados a ser utilizados en los sistemas de expresion de levadura incluyen una secuencia
lider que permite la secrecion extracelular de proteinas traducidas por una célula huésped. De manera alternativa,
cuando la proteina recombinante se expresa sin una secuencia lider o de transporte, puede incluir un residuo de
metionina N-terminal. Opcionalmente, este residuo se puede escindir posteriormente de la proteina recombinante
expresada para proporcionar un producto final.

La eleccion de la secuencia de control de la expresion y del vector de expresion dependera de la eleccién del huésped.
Se puede emplear una amplia variedad de combinaciones de vector/huésped de expresién. Los vectores de expresion
utiles para huéspedes eucariotas incluyen, por ejemplo, vectores que comprenden secuencias de control de la
expresion de SV40, virus de papiloma bovino, adenovirus y citomegalovirus. Los vectores de expresion utiles para
huéspedes bacterianos incluyen plasmidos bacterianos conocidos, tales como plasmidos de Escherichia coli, que
incluyen pCR1, pBR322, pMB9 y sus derivados, plasmidos de rango mas amplio de huésped, tal como M13 y fagos
filamentosos de ADN de cadena simple.

Las células huésped adecuadas para la expresion de un polipéptido o anticuerpo de unién a FOLR1 (o una proteina
FOLR1 para usar como antigeno) incluyen células de procariotas, levadura, insecto o eucariotas superiores bajo el
control de promotores adecuados. Las procariotas incluyen organismos gram negativos o gram positivos, por ejemplo,
E. coli o bacilos. Las células eucariotas superiores incluyen lineas celulares de origen mamifero establecidas tal como
se describe a continuacion. También podrian utilizarse sistemas de traduccion sin células. Los vectores de clonacion
y de expresion adecuados para el uso con huéspedes celulares bacterianos, fungicos, de levadura y de mamifero
estan descritos por Pouwels et al. (Cloning Vectors: A Laboratory Manual, Elsevier, N.Y., 1985). La informacion
adicional con respecto a los métodos de produccidn de proteinas, incluyendo la produccion de anticuerpos, se puede
encontrar, por ejemplo, en la Publicacién de la Patente de EE. UU. No. 2008/0187954, Patente de EE. UU. Nos.
6.413.746 y 6.660.501, y Publicacién de Patente Internacional No.. WO 04009823.

También se utilizan ventajosamente varios sistemas de cultivo de células de mamifero o insecto para expresar
proteinas recombinantes. Se puede realizar la expresién de proteinas recombinantes en células de mamifero debido
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a que dichas proteinas generalmente se pliegan correctamente, se modifican apropiadamente y son completamente
funcionales. Los ejemplos de lineas celulares huésped de mamifero adecuadas incluyen HEK-293 y HEK-293T, las
lineas COS-7 de células de rifidn de mono, descritas por Gluzman (Cell 23:175, 1981), y otras lineas celulares que
incluyen, por ejemplo, células L, lineas celulares C127, 3T3, de ovario de hamster chino (CHO), HeLa y BHK. Los
vectores de expresion de mamiferos pueden comprender elementos no transcritos, tales como un origen de
replicacién, un promotor y un potenciador adecuados unidos al gen que se va a expresar y otras secuencias
flanqueantes en 5' o 3' no transcritas, y secuencias en 5' o 3' no traducidas, tales como sitios de unién al ribosoma
necesarios, un sitio de poliadenilacion, sitios donantes y aceptores de corte y empalme y secuencias de terminacion
de la transcripcion. Los sistemas de baculovirus para la produccion de proteinas heterélogas en células de insecto se
revisan en Luckow y Summers, Bio/Technology 6:47 (1988).

Las proteinas producidas por un huésped transformado se pueden purificar de acuerdo con cualquier método
adecuado. Dichos métodos estandar incluyen cromatografia (por ejemplo, cromatografia en columna de intercambio
i6nico, afinidad y exclusion por tamafio), centrifugacion, solubilidad diferencial o mediante cualquier otra técnica
estandar para la purificacion de proteinas. Las etiquetas de afinidad, tales como hexahistidina, dominio de unién a
maltosa, secuencia de recubrimiento de influenza y glutation S-transferasa, se pueden unir a la proteina para permitir
una féacil purificacion al pasar por una columna de afinidad adecuada. Asimismo, las proteinas aisladas pueden
caracterizarse fisicamente utilizando técnicas tales como protedlisis, resonancia magnética nuclear y cristalografia de
rayos X.

Por ejemplo, los sobrenadantes de sistemas que secretan proteinas recombinantes en medios de cultivo se pueden
concentrar en primer lugar utilizando un filtro de concentracion de proteinas comercialmente disponible, por ejemplo,
una unidad de ultrafiltracién Amicon o Millipore Pellicon. Después de la etapa de concentracion, se puede aplicar el
concentrado en una matriz de purificacién adecuada. De manera alternativa, se puede emplear una resina de
intercambio anionico, por ejemplo, una matriz o sustrato con grupos dietilaminoetilo (DEAE) laterales. Las matrices
pueden ser acrilamida, agarosa, dextrano, celulosa u otros tipos utilizados normalmente en la purificacion de proteinas.
De manera alternativa, se puede emplear una etapa de intercambio catidnico. Los intercambiadores catidnicos
adecuados incluyen varias matrices insolubles que comprenden grupos sulfopropilo o carboximetilo. Por ultimo, se
pueden emplear una o mas etapas de cromatografia liquida de alto rendimiento de fase inversa (RP-HPLC) utilizando
medios hidrofébicos de RP-HPLC, por ejemplo, gel de silice con cadenas laterales metilo u otros grupos alifaticos,
para purificar adicionalmente un agente de unidon a FOLR1. Se pueden emplear también algunas o todas las etapas
de purificacion mencionadas anteriormente, en varias combinaciones, para obtener una proteina recombinante
homogénea.

La proteina recombinante producida en cultivo bacteriano se puede aislar, por ejemplo, por extraccién inicial de
sedimentos celulares, seguido por una o mas etapas de concentracién, separacion por adicion de sales, intercambio
iénico acuoso o cromatografia de exclusiéon por tamafo. También se puede usar cromatografia liquida de alto
rendimiento (HPLC) para las etapas de purificacion finales. Las células microbianas empleadas en la expresion de
una proteina recombinante pueden disrumpirse por cualquier método conveniente, que incluye ciclos de congelacion-
descongelacion, sonicacion, disrupcion mecanica o uso de agentes de lisis celular.

Los métodos conocidos en la técnica para purificar anticuerpos y otras proteinas también incluyen, por ejemplo, los
que se describen en las Publicaciones de Patentes de EE. UU. Nos. 2008/0312425, 2008/0177048 y 2009/0187005.

IV. Polinucleétidos

La presente invencidn proporciona una molécula de acido nucleico que codifica un anticuerpo o fragmento de unién a
antigeno del mismo que se une especificamente a FOLR1, en donde dicho anticuerpo o fragmento de unién a antigeno
del mismo comprende las secuencias de aminoacidos de VH-CDR1, VH-CDR2, VH-CDRS3, VL-CDR1, VL-CDR2 y VL-
CDR3 de: SEQ ID NO: 1,2y 3y SEQ ID NO: 13, 14 y 15, preferiblemente dicho anticuerpo o fragmento de union a
antigeno del mismo comprende las secuencias de aminoacidos de: SEQ ID NO: 25 y SEQ ID NO: 29. la presente
invencién también proporciona una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido que se une especificamente
a FOLR1, en donde dicho polipéptido comprende las secuencias de: SEQ ID NO: 1,2y 3y SEQ ID NO: 13, 14 y 15.
Se describen polinucledtidos que comprenden polinucledtidos que codifican un polipéptido que se une
especificamente a un receptor FOLR1 humano o un fragmento de dicho polipéptido. Por ejemplo, se describe un
polinucledtido que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica un anticuerpo frente a un FOLR1 humano
o codifica un fragmento de dicho anticuerpo. Los polinucleétidos pueden encontrarse en forma de ARN o en forma de
ADN. EI ADN incluye ADNc, ADN gendmico y ADN sintético; y puede ser bicatenario o monocatenario, y, si es
monocatenario puede ser la cadena codificante o la cadena no codificante (antisentido). El polinucleétido puede ser
un ADNc o un ADN que carece de uno o mas intrones enddgenos.

Un polinucleétido puede ser un polinucledtido de origen no natural. Un polinucleétido puede producirse de forma
recombinante.

Los polinucledtidos pueden estar aislados. Los polinucleétidos pueden ser sustancialmente puros. Un polinucleétido
puede purificarse de componentes naturales.
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La invencion proporciona o describe un polinuclesétido que comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido
que comprende una secuencia que se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO:1-40. Se describe un
polinucledtido que codifica un polipéptido que tiene una identidad de secuencia de al menos alrededor del 95 %, al
menos alrededor del 96 %, al menos alrededor del 97 %, al menos alrededor del 98 % o al menos alrededor del 99 %
con las SEQ ID NO: 1-40.

Los polinucledtidos pueden comprender la secuencia codificante para el polipéptido maduro fusionada en el mismo
marco de lectura a un polinucleétido que asiste, por ejemplo, en la expresion y secrecion de un polipéptido de una
célula huésped (por ejemplo, una secuencia lider que funciona como una secuencia secretora para controlar el
transporte de un polipéptido de la célula). El polipéptido con una secuencia lider es una preproteina y puede tener la
secuencia lider escindida por la célula huésped para producir la forma madura del polipéptido. Asimismo, los
polinucleétidos pueden codificar una proproteina que es la proteina madura mas residuos de aminoacidos en 5'
adicionales. Una proteina madura que tiene una prosecuencia es una proproteina y es una forma inactiva de la
proteina. Una vez que se escinde la prosecuencia, permanece una proteina madura activa.

Los polinucledtidos pueden comprender la secuencia codificante para el polipéptido maduro fusionada en el mismo
marco de lectura a una secuencia de marcador que permite, por ejemplo, la purificacion del polipéptido codificado.
Por ejemplo, la secuencia de marcador puede ser una etiqueta de hexa-histidina proporcionada por un vector pQE-9
para proporcionar la purificacion del polipéptido maduro fusionado al marcador en el caso de un huésped bacteriano,
o la secuencia de marcador puede ser una etiqueta de hemaglutinina (HA) derivada de la proteina hemaglutinina de
influenza cuando se usa un huésped mamifero (por ejemplo, células COS-7).

Se describen variantes de los polinucledtidos descritos anteriormente que codifican, por ejemplo, fragmentos,
analogos y/o derivados.

Las variantes de polinucleétidos pueden contener alteraciones en las regiones codificantes, no codificantes o ambas.
Las variantes del polinucledtido pueden contener alteraciones que producen sustituciones, adiciones o deleciones
silenciosas, que no alteran las propiedades o actividades del polipéptido codificado. Las variantes de nucledtidos
pueden producirse por sustituciones silenciosas debido a la degeneracion del cédigo genético. Las variantes de
polinucleétido pueden producirse por una variedad de motivos, por ejemplo, para optimizar la expresion del codon de
un huésped particular (cambiar los codones del ARNm humano a aquellos preferidos por un huésped bacteriano tal
como E. coli).

Asimismo, se proporcionan o describen los vectores y células que comprenden los polinucleétidos, respectivamente.
V. Deteccion

Cuando se usa un formato de ELISA en sandwich, el anticuerpo de captura no estara marcado. El anticuerpo de
deteccién estara marcado directamente o se detectara indirectamente mediante la adicion (después de eliminar por
lavado el exceso de anticuerpo de deteccion) de un exceso molar de un segundo anticuerpo marcado dirigido contra
el primer anticuerpo.

El marcaje utilizado para el anticuerpo de deteccion es cualquier funcionalidad detectable que no interfiera con la union
de los anticuerpos de FOLR1. Los ejemplos de marcaje adecuados son los nhumerosos marcajes conocidos por su
uso en inmunoensayos, incluyendo restos que pueden ser detectados directamente, tales como fluorocromo, marcajes
quimioluminiscentes y radiactivos, asi como restos, tales como enzimas, que deben reaccionar o derivatizarse para
ser detectados. Los ejemplos de dichos marcajes incluyen los radiois6topos 32P, 14C, 28], 3H y 31|, fluoréforos tales
como quelatos de tierras raras o fluoresceina y sus derivados, rodamina y sus derivados, dansilo, umbeliferona,
luciferasas, por ejemplo, luciferasa de luciérnaga y luciferasa bacteriana (Pat. de EE. UU. No. 4.737.456), luciferina,
2,3-dihidroftalazinodionas, peroxidasa de rabano picante (HRP), fosfatasa alcalina, B-galactosidasa, glucoamilasa,
lisozima, oxidasas sacaridas, por ejemplo, glucosa oxidasa, galactosa oxidasa y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa,
oxidasas heterociclicas, tales como uricasa y xantina oxidasa, acopladas con una enzima que emplea peréxido de
hidrégeno para oxidar un precursor de tinte tal como HRP, lactoperoxidasa o microperoxidasa, biotina/avidina,
biotina/estreptavidina, biotina/estreptavidina--galactosidasa con MUG, marcajes de rotacion, marcajes bacteridfagas,
radicales libres estables y similares. Tal como se mencion6 anteriormente, la deteccion fluorimétrica es un ejemplo.

Se encuentran disponibles métodos convencionales para unir estos marcajes covalententemente a proteinas o
polipéptidos. Por ejemplo, pueden emplearse agentes de acoplamiento tales como dialdehidos, carbodiimidas,
dimaleimidas, bis-imidatos, benzidina bis-diazotizada y similares para etiquetar los anticuerpos con los marcajes
fluorescentes, quimioluminiscentes y enzimaticos descritos anteriormente. Véanse, por ejemplo, las Pat. de EE. UU.
Nos. 3.940.475 (fluorimetria) y 3.645.090 (enzimas); Hunter et al. Nature 144:945 (1962); David et al. Biochemistry
13:1014-1021 (1974); Pain et al. J. Immunol. Methods 40:219-230 (1981); y Nygren J. Histochem. and Cytochem.
30:407-412 (1982). Los marcajes pueden ser fluorescentes para aumentar la amplificacion y sensibilidad a 8 pg/ml,
mas preferentemente biotina con estreptavidina-p-galactosidasa y MUG para amplificar la sefial. Puede usarse un
marcaje colorimétrico, por ejemplo, donde el anticuerpo detectable se biotinila y el medio de deteccion es avidina o
estreptavidina-peroxidasa y 3,3',5,5'-tetrametil bencidina.

30



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2788 151 T3

La conjugacién de dicho marcaje, que incluye las enzimas, con el anticuerpo es un procedimiento de manipulacién
estandar para alguien con experiencia en las técnicas de inmunoensayo. Véase, por ejemplo, O'Sullivan et al.
"Methods for the Preparation of Enzyme-antibody Conjugates for Use in Enzyme Immunoassay,” en Methods in
Enzymology, ed. J. J. Langone y H. Van Vunakis, Vol. 73 (Academic Press, Nueva York, N.Y., 1981), p. 147-166.

Después de la adicion del ultimo anticuerpo marcado, se determina la cantidad de anticuerpo unido mediante la
eliminacion del exceso de anticuerpo marcado sin unir con lavados y la posterior medicion de la cantidad de marcaje
unido usando un método de deteccidon adecuado para el marcaje, y la correlacion de la cantidad medida con la cantidad
de FOLR1 diseminado o FOLR1 en células tumorales circulantes en la muestra biolégica. Por ejemplo, en el caso de
las enzimas, la cantidad de color desarrollado y medido representara una medicion directa de la cantidad de FOLR1
diseminado presente o FOLR1 presente en células tumorales circulantes. Especificamente, si el marcaje es con HRP,
el color puede detectarse usando el sustrato 3,3',5,5'-tetrametil bencidina mediante absorbancia a 450 nm.

VI. Ensayos en células tumorales circulantes

Los anticuerpos anti-FOLR1 pueden usarse también para la deteccién de FOLR1 en un ensayo de células tumorales
circulantes. Las células tumorales circulantes (CTC) son células que se han diseminado en la vasculatura desde un
tumor y circulan en el torrente sanguineo. Las CTC estan presentes en la circulacion en concentraciones
extremadamente bajas. En general, las CTC se enriquecen a partir de la sangre o plasma del paciente mediante varias
técnicas conocidas en la técnica. Las CTC pueden tefiirse para detectar marcadores especificos usando métodos
conocidos en la técnica incluyendo, pero no limitado a, métodos basados en la citometria (por ejemplo, citometria de
flujo) y métodos basados en IHC. Las CTC pueden tefiirse para detectar marcadores de proteinas Unicos para las
células tumorales lo que permite la identificacion y distincion de las CTC de las células sanguineas normales. Las CTC
también pueden tedirse para detectar FOLR1 usando los anticuerpos de la invencién o como se describe, incluyendo,
pero no limitado a, FR1-9, que es segun la invencién, y FR1-13. El andlisis de las CTC también puede incluir el andlisis
cuantitativo del nimero de CTC y/o del numero de CTC positivas para FOLR1. Los anticuerpos de FOLR1 de la
invencion o descritos en la presente memoria pueden usarse para tefiir las CTC aisladas a partir de un sujeto que
padece cancer para medir el FOLR1 presente en las CTC. Un aumento en las CTC que expresan FOLR1 puede
ayudar a identificar que el sujeto tiene un cancer que posiblemente responda a una terapia basada en FOLR1 o
permita la optimizacién de un régimen terapéutico con un anticuerpo o inmunoconjugado de FOLR1. La cuantificacion
de FOLR1 en CTC puede proporcionar informacion sobre el estadio del tumor, respuesta a la terapia y/o progresion
de la enfermedad. Puede usarse como biomarcador de prondstico, predictivo o farmacodinamico. Ademas, puede
usarse la tincion de las CTC para detectar marcadores particulares incluyendo, pero no limitado a, FOLR1, como una
biopsia liquida ya sea sola o en combinacion con el andlisis de marcadores tumorales adicionales de muestras de
biopsia sdlidas.

VIl Kits

Con fines de conveniencia, el método de ensayo puede proporcionarse en forma de un kit. Dicho kit es una
combinacidon empaquetada que incluye los elementos basicos de: (a) un primer reactivo, que puede ser un reactivo
de captura, compuesto por anticuerpos monoclonales contra el FOLR1 humano; y/o (b) un segundo reactivo que es
un reactivo de deteccion. El reactivo de deteccion también puede comprender anticuerpos monoclonales frente a
FOLR1, pero también puede comprender anticuerpos detectables (marcados o no marcados) que se unen a FOLR1.
Los elementos basicos se definen anteriormente en la presente memoria y en los Ejemplos a continuacion.

Cuando el primer reactivo y el segundo reactivo son anticuerpos, fragmentos de union al antigeno de los mismos, o
polipéptidos que se unen a FOLR1, el primer y segundo reactivos son anticuerpos, fragmentos de unién al antigeno
de los mismos o polipéptidos diferentes. El primer reactivo puede unirse a un epitopo de FOLR1 diferente del segundo
reactivo de FOLR1. Ni el primer reactivo ni el segundo reactivo pueden inhibir de manera competitiva la unién de un
agente activo (por ejemplo, un agente activo que comprende un anticuerpo huMOv19 o un fragmento de unién al
antigeno del mismo) de unirse a FOLR1.

El kit puede comprender adicionalmente un soporte sélido para los reactivos de captura, que puede proporcionarse
como un elemento independiente o en el que los reactivos de captura ya se encuentran inmovilizados. De esta forma,
los anticuerpos de captura en el kit pueden inmovilizarse en un soporte sélido o pueden inmovilizarse en dicho soporte
que esta incluido en el kit o proporcionado independientemente del kit.

El reactivo de captura puede utilizarse para recubrir una placa de microtitulacion. El reactivo de deteccién puede ser
anticuerpos marcados detectados directamente o anticuerpos no marcados que se detectan por anticuerpos marcados
dirigidos contra los anticuerpos no marcados producidos en una especie diferente. Cuando el marcaje es una enzima,
el kit incluird normalmente sustratos y cofactores requeridos por la enzima, y cuando el marcaje es un fluoréforo, un
precursor de color que proporciona el cromdéforo detectable. Cuando el reactivo de deteccion no esta marcado, el kit
puede comprender adicionalmente un medio de deteccion para los anticuerpos detectables, tales como los anticuerpos
marcados dirigidos a los anticuerpos no marcados, por ejemplo, en un formato detectado de manera fluorimétrica.
Normalmente, cuando el marcaje es una enzima, el kit incluira sustratos y cofactores requeridos por la enzima, cuando
la etiqueta es un fluoréforo, un precursor de color que proporciona un croméforo detectable y cuando el marcaje es
biotina, una avidina tal como avidina, estreptavidina o estreptavidina conjugada con HRP o 3-galactosidasa con MUG.
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El reactivo de captura puede ser el anticuerpo FR1-9 de FOLR1 y el reactivo de deteccion puede ser el anticuerpo
FR1-13 de FOLR1. El FR1-13 puede estar biotinilado.

Ademas, el kit contiene tipicamente instrucciones para llevar a cabo el ensayo, y/o proteina FOLR1, o fragmentos de
la misma (por ejemplo, el dominio extracelular de FOLR1 o el dominio extracelular de FOLR1 y todo o una parte del
dominio de enlace GPIl) como un estandar de antigeno, asi como otros aditivos tales como estabilizadores, tampones
de incubacion o lavado, y similares. El estandar de antigeno de FOLR1 puede ser una inmunoadhesina de FOLR1-
Fc. El kit también puede incluir instrucciones para la deteccién y puntuacién de la expresion del FOLR1.

Los componentes del kit se proporcionaran en relaciones predeterminadas y las cantidades relativas de los diversos
reactivos variaran de forma adecuada para proporcionar concentraciones de los reactivos en disolucidon que
maximicen de forma sustancial la sensibilidad del ensayo. En particular, los reactivos pueden proporcionarse como
polvos secos, usualmente liofilizados, que incluyen excipientes que, en disolucién, proporcionaran una disolucién de
reactivo con la concentracion adecuada para combinarse con la muestra que va a ensayarse.

Las realizaciones de la presente descripcion se pueden definir adicionalmente mediante referencia a los siguientes
ejemplos no limitativos, que describen en detalle la preparacion de determinados anticuerpos y métodos para usar los
anticuerpos.

Ejemplos

Se entiende que los ejemplos y realizaciones descritos en la presente memoria so solo para propésitos ilustrativos.
Ejemplo 1

Desarrollo de anticuerpos anti-FOLR1 murinos

Hubo dos series diferentes de inmunizacién/cribado. En la primera serie, los ratones se inmunizaron por via
subcutanea con aproximadamente 5x108 células KB que expresaban FOLR1 (American Tissue Culture Collection,
ATCC CCL-17). En la segunda serie, se usaron 300-19 células que expresaban el FOLR1 humano en su superficie
para inmunizar a los ratones. Para preparar estas células, se obtuvo la secuencia de aminoacidos de FOLR1 humano
del sitio web de NCBI (acceso NP_057937), luego se optimizé por codones y se sintetizé por Blue Heron
biotechnologies, flanqueada por sitios de restriccion EcoRI y Xba1 para facilitar la clonacion en el vector de expresion
de mamiferos pSRa. Se transfectaron 300-19 células, una linea celular pre-B derivada de un ratén Balb/c (Reth et al.,
Nature, 317:353-355 (1985)), con el plasmido de expresion pSRa-FolR1 para expresar de manera estable los altos
niveles de FOLR1 humano en la superficie de la célula. Los protocolos de inmunizacién estandar conocidos para los
expertos, por ejemplo, tales como aquellos usados en ImmunoGen, Inc. se aplicaron para ambas series. Los ratones
inmunizados se reforzaron con antigeno tres dias antes de ser sacrificados para la generacion de hibridomas. Los
bazos de los ratones se recogieron de conformidad con los protocolos animales estandar, tales como, por ejemplo,
triturar el tejido entre dos portaobjetos microscopicos esmerilados estériles para obtener una suspension celular Unica
en un medio RPMI-1640. Las células del bazo se centrifugaron, sedimentaron, lavaron y fusionaron con un mieloma
murino, tal como, por ejemplo, células P3X63Ag8.653 (Kearney et al., J. Immunol., 123:1548-1550 (1979)) usando
polietilen glicol-1500 (Roche 783 641). Las células fusionadas se suspendieron nuevamente en un medio de seleccién
RPMI-1640 que contenia hipoxantina-aminopterina-timidina (HAT) (Sigma H-0262) y se seleccionaron para el
crecimiento en placas de cultivo con fondo plano de 96 pocillos (Corning-Costar 3596, 0,2 ml de suspension celular
por pocillo) a 37 °C con CO2 al 5 %. Después de 5 dias de incubacion, se retiraron 0,1 ml del sobrenadante del cultivo
de cada pocillo y se reemplazaron con 0,1 ml del medio RPMI-1640 que contenia el suplemento de hipoxantina-
timidina (HT) (Sigma H-0137). Se continud la incubacion a 37 °C con COz2 al 5 % hasta que los clones del hibridoma
estaban listos para el cribado de anticuerpos. También pueden usarse otras técnicas de inmunizacién y produccion
de hibridomas, incluyendo las descritas en Langone et al. (Eds., "Immunochemical Techniques, Parte 1", Methods in
Enzymology, Academic Press, volumen 121, Florida) y Harlow et al. ("Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Nueva York (1988)).

Ejemplo 2
Cribado y seleccion de hibridomas.

Se utilizaron 300-19 células de FOLR1 transfectadas con FOLR1 humano y células KB en la primera y segunda serie
de cribados correspondientes. Los sobrenadantes del cultivo del hibridoma se cribaron mediante citometria de flujo
para detectar la secrecion de anticuerpos monoclonales de ratéon que se unen a células positivas para FOLR1, tal
como las células 300-19 que expresan FOLR1 o células KB, pero no a las células negativas para FOLR1, tal como las
células 300-19 no transfectadas. Se incubaron 0,1 ml de sobrenadantes de hibridoma durante 3 horas con o bien
células positivas para FOLR1 o bien las células 300-19 no transfectadas (1 x10° células por muestra) en 0,1 ml de
tampén FACS (medio RPMI-1640 suplementado con suero de cabra normal al 2 %). Luego, las células se
centrifugaron, se sedimentaron, se lavaron e incubaron durante 1 hora con 0,1 ml de anticuerpo IgG antirraton de
cabra conjugado con PE (el cual se obtiene de, por ejemplo, Jackson Laboratory, 6 pg/mL en tampén FACS). Las
células se centrifugaron, se sedimentaron una vez mas, se lavaron con tampén FACS y se suspendieron nuevamente
en 0,2 ml de PBS que contenia formaldehido al 1 %. La fluorescencia asociada a las células se midi6 utilizando un
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citometro de flujo FACSCalibur con el muestreador multipocillos de HTS o un citémetro de flujo de barrido FACS y se
analizé utilizando CellQuest Pro (todos de BD Biosciences, San Diego, EE. UU.). Los clones de hibridoma positivos
se subclonaron mediante dilucion limitante. Se eligié un subclén de cada hibridoma, que mostré la misma reactividad
contra FOLR1 que las células parentales mediante citometria de flujo, para analisis sucesivos. Los subclones estables
se cultivaron y el isotipo de cada anticuerpo anti-FOLR1 secretado se identificé utilizando reactivos de isotipado
comerciales (Roche 1493027). Los anticuerpos murinos se purificaron con proteina A a partir de medio de hibridoma
aclarado tal como se describe anteriormente. Estos anticuerpos se designaron anticuerpos FR-1.

Un clon, muFR1-13, se identific6 como un clon anti-FOLR1 que (1) no compitié o perjudicd la unién de Mov19
simultaneamente al mismo antigeno, y (2) tuvo una especificidad de unién alta para la diana tal como se demostré
mediante técnicas de citometria de flujo comunes (Figura 2A y 2B). Estas dos caracteristicas eran necesarias en el
desarrollo de este ensayo, y por lo tanto, el clon muFR1-13 fue elegido para ser utilizado en el ensayo.

Del panel de 64 clones anti-FOLR1 restantes, se requirié un segundo anticuerpo para el ensayo que mantuviera los
mismos criterios que fueron necesarios para muFR1-13. De manera adicional, el segundo anticuerpo no podria
competir o perjudicar la unién de muFR1-13 simultdneamente al mismo antigeno (es decir, Mov19, muFR1-13 y el
clon final deben tener epitopos separados de forma distinta). Para satisfacer estas condiciones, se llevaron a cabo
una serie de experimentos de ELISA de competicion en el panel de 65 clones antifolato restantes (Figura 3A). Si un
anticuerpo comparte el mismo epitopo, o uno estéricamente similar, con el anticuerpo que se esta detectando, se
observa una reduccion en la sefial (Figura 3B). Utilizando este método, se identificaron 5 anticuerpos de los 64
ensayados que poseian epitopos que compiten con Mov19, y por lo tanto se obviaron de cualquier consideracion
adicional.

El mismo método se repitié sustituyendo biotina conjugada con Mov19 con biotina conjugada con muFR1-13 (Figura
4). Utilizando este método, se identificaron 6 clones adicionales que poseian epitopos que compiten con muFR1-13,
y por lo tanto se obviaron de cualquier consideracion adicional. De los 53 clones restantes, 13 clones mas mostraron
tener poca afinidad y se obviaron de cualquier consideracién adicional.

Los 40 clones restantes se cribaron utilizando un formato de ELISA similar tal como se muestra en la Figura 1. Los 40
clones se utilizaron para recubrir alternativamente la placa de ensayo en lugar de muFR1-9 en el diagrama, y las
curvas de unién resultantes se analizaron como se muestra en la Figura 5. Se consideré que los anticuerpos que
contenian la respuesta mitad de la maxima (CE50) mas baja tenian la especificidad de unién mas alta para FOLR1, y
fueron por lo tanto elegidos como los candidatos principales para el ensayo. Las afinidades de union de los 4 clones
principales ensayados en este método variaron de ~1-5x10° M una vez que se encontraban disponibles materiales
nuevos y de mejor calidad para los ensayos.

Ejemplo 3
Purificacién de los anticuerpos monoclonales murinos

Los anticuerpos se purificaron de los sobrenadantes de subclones de hibridoma utilizando métodos estandar, tal como,
por ejemplo, cromatografia de Proteina A o G (Proteina A o G HP HiTrap, 1 mL, Amersham Biosciences). Brevemente,
el sobrenadante se prepar6 para la cromatografia mediante la adicion de 1/10 volumen de tampdn Tris/HCI 1 M, pH
8,0. El sobrenadante con pH ajustado se filtr6 a través de una membrana de filtro de 0,22 ym y se cargé en una
columna equilibrada con el tampdn de unién (PBS, pH 7,3). La columna se lavd con tampdn de unién hasta que se
obtuvo una linea base estable sin absorbancia a 280 nm. El anticuerpo se eluyé con tampén de acido acético 0,1 M
que contenia NaCl 0,15 M, pH 2,8, utilizando una tasa de flujo de 0,5 mL/min. Se recogieron fracciones de
aproximadamente 0,25 mL y se neutralizaron mediante la adiciéon de 1/10 volumen de Tris/HCI 1M, pH 8,0. La o las
fracciones pico se dializaron durante la noche dos veces frente a 1x PBS y se esterilizaron al filtrarlas a través de una
membrana de filtro de 0,2 ym. El anticuerpo purificado se cuantificé mediante absorbancia a Azso.

Ejemplo 4
Caracterizacion de la unidon mediante citometria de flujo

La especificidad de unién se ensayd mediante citometria de flujo utilizando anticuerpos purificados. Cada anticuerpo
se incubo durante 3 horas con o bien células 300-19 que expresan FOLR1 o bien las células 300-19 no transfectadas
(1 x10° células por muestra) en 0,1 ml de tampon FACS (medio RPMI-1640 suplementado con suero de cabra normal
al 2 %). Luego, las células se sedimentaron, se lavaron e incubaron durante 1 hora con 0,1 ml de anticuerpo IgG
antirratdn de cabra conjugado con FITC (el cual se obtiene de, por ejemplo, Jackson Laboratory, 6 ug/mL en tampon
FACS). Las células se sedimentaron una vez mas, se lavaron con tampén FACS y se suspendieron nuevamente en
200 pl de PBS que contenia formaldehido al 1 %. Las muestras se adquirieron utilizando un citémetro de flujo
FACSCalibur con el muestreador multipocillos de HTS o un citémetro de flujo de barrido FACS y se analizaron
utilizando CellQuest Pro (todos de BD Biosciences, San Diego, EE. UU.). Los histogramas de FACS de los anticuerpos
anti-FOLR1 mostraron un cambio de fluorescencia, mientras que las células 300-19 parentales no lo hicieron. Ademas,
no se detectd un cambio de fluorescencia significativo cuando cualquiera de las lineas celulares se incubé solo con
anticuerpo IgG antihumano de cabra conjugado con FITC.
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Ejemplo 5
Clonacion y secuenciacion de las regiones VL y VH de muFR1-9 y FR1-53

El ARN celular total se prepar6 a partir de 5 x 108 células de hibridoma utilizando un kit Rneasy (QIAgen) de acuerdo
al protocolo del fabricante. Posteriormente, se sintetizd el ADNc a partir del ARN total utilizando el kit de sintesis de
ADNc SuperScript Il (Invitrogen). El procedimiento para la primera ronda de la reaccion de PCR degenerada en el
ADNCc derivado de las células de hibridoma se basé en métodos descritos en Wang et al. (2000) J Immunol Methods.
13 de enero; 233(1-2):167-77) y Co et al. (1992) J Immunol. 15 de febrero; 148(4):1149-54)). Las secuencias de VH
se amplificaron mediante = PCR utilizando los siguientes cebadores degenerados: EcoMH1

CTTCCGGAATTCSARGTNMAGCTGSAGSAGTC (SEQ ID NO:45), EcoMH2
CTTCCGGAATTCSARGTNMAGCTGSAGSAGTCWGG (SEQ ID NO:41), y BamigG1
GGAGGATCCATAGACAGATGGGGGTGTCGTTTTGGC (SEQ ID NO:42). Las secuencias de VL se amplificaron
mediante PCR utilizando los siguientes cebadores degenerados: SaclMK
GGAGCTCGAYATTGTGMTSACMCARWCTMCA (SEQ ID NO:43) y HindKL

TATAGAGCTCAAGCTTGGATGGTGGGAAGATGGATACAGTTGGTGC (SEQ ID NO:44). (las bases mixtas se
definen de la siguiente manera: N=G+A+T+C, S=G+C, Y=C+T, M=A+C, R=A+G, W=A+T).

Las mezclas de reaccion de PCR se pasaron entonces por un gel de agarosa de baja fusién al 1 %, las bandas de
300 a 400 pb se escindieron, se purificaron utilizando mini columnas de ADN Zymo y se enviaron a Agencourt
Biosciences para secuenciacion. Los cebadores de PCR 5' y 3' respectivos se utilizaron como cebadores de
secuenciacion para secuenciar los ADNc de regién variable de ambas direcciones. Las secuencias de aminoacidos
de las regiones VH y VL se obtuvieron al traducir los resultados de la secuenciacion de ADN con software de
VectorNTI.

Las secuencias de ADNc de la region variable preliminares incluyeron secuencias de extremo 5' derivadas de los
cebadores de PCR degenerados en lugar del ARNm del anticuerpo murino para que las comparaciones de secuencias
con secuencias de la linea germinal del anticuerpo de ratén facilitaran la identificacion y eliminacion de estos artefactos
de secuenciacion. El sitio de IgBlast de NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast/) se utilizé para buscar las secuencias de
lineas germinales murinas a partir de las cuales se derivaron las secuencias de ADNc de anticuerpo preliminares y
las secuencias de extremo &' derivadas de cebadores se reemplazaron con las secuencias de lineas germinales
correspondientes. Las secuencias de region variable limpiadas se combinaron entonces con las secuencias de
referencia de NCBI para las regiones constantes IgG1 y la kappa murina (numeros de acceso AJ294736.1 y D78344.1
respectivamente) para ensamblar secuencias de anticuerpos murinos de longitud completa esperadas. El peso
molecular de las cadenas ligeras y pesadas de FR1-9 y FR1-53 murinos esperadas se calcul6 entonces y se compard
con la masa medida mediante analisis de cromatografia liquida/espectrofotometria de masa (LC/MS).

Los esfuerzos iniciales para secuenciar la cadena ligera de FR1-9 murina, siguiendo los métodos descritos
anteriormente, no fueron exitosos por lo tanto se emplearon métodos alternativos. Se utilizaron las secuencias de
cadena ligera de hibridomas relacionados con FR1-9 para disefiar el cebador de PCR KS77LClead
(ttttgagctctggattccagcctccagaggt) para hibridarlo a la secuencia lider presumida del marco de cadena ligera de FR1-
9. Esta reaccion de PCR y secuenciacion del cebador lider se llevo a cabo tal como se describe anteriormente y
proporcioné una secuencia de ADNc completa que codifica una cadena ligera que concuerda con la masa de la cadena
ligera de FR1-9 medida mediante LC/MS.

Ejemplo 6
Muestra de control de fusion Fc FOLR1

Se construyé una molécula de fusién Fc receptor 1 de folato humano como una fuente de antigeno soluble alternativa
a la proteina de unién al folato humano tipicamente derivada de la leche humana. El extremo amino del ADNc del
FOLR1 humano, descrito en el ejemplo de inmunizacién anterior, fue escindido de la secuencia de longitud completa
con una digestion de restriccion EcoRI y Pst1. Este fragmento contenia el ADNc que codifica los 233 aminoacidos
desde el péptido sefial N terminal hasta los residuos justo en &' del sitio de unién GPI de huFolR1 (acceso
NM_016731.2 de NCBI). Un enlazador de oligonucleétido Pst1 a BamHI facilit6 la clonacion del fragmento FolR1 en
marco con las secuencias de region constante de anticuerpo IgG2A murino CH3, CH2 y bisagra (P01863 de NCBI) en
el plasmido de expresion de mamifero pmuFc2ANL-EK. Después, la proteina de fusion FolR1-Fc humana se expreso
mediante transfecciones transitorias o estables en lineas celulares huésped de mamifero tales como las células CHO
o HEK-293T. Dado que la proteina de fusion de 475 aminoacidos contiene la regién constante de IgG2A murina, la
molécula se purificd siguiendo los procedimientos de purificacion de anticuerpos murinos estandares descritos
anteriormente.

Ejemplo 7
Ensayo ELISA de antigeno diseminado

Para asegurar que el rendimiento de los materiales era continuo tal como se esperaba, a todos los anticuerpos se
cribaron para determinar la union mediante métodos de citometria de flujo y ELISA conocidos en la técnica. La
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citometria de flujo se realizé utilizando células T47D humanas que expresaban FOLR1 cultivadas utilizando técnicas
de cultivo celular in-vitro conocidas en la técnica. Los anticuerpos se unieron a estas células y se detectaron
indirectamente utilizando un anticuerpo de detecciéon anti-murino de cabra con Alexa-fluor 488 en una maquina
FACScalibur (Figura 6A-B). Se aplicaron los mismos métodos a los otros anticuerpos y se determiné que los
anticuerpos seleccionados finales FR1-13 y FR1-9 mostraban una afinidad de union de aproximadamente 1-3x10° M
y 2-4x10°° respectivamente en ambos métodos.

Es importante que el ensayo solo detecte FOLR1, y no FOLR2 o especialmente FOLR3 (encontrados comunmente
como una proteina diseminada en el plasma humano), ya que el Mov19 es especifico para FOLR1 solamente. Para
determinar esto, los cuatro clones principales se cribaron mediante kits de ELISA comercialmente disponibles (Figuras
7A-B). El anticuerpo de deteccion de control positivo muestra una sefial positiva sobre el fondo que indica la deteccion
de FOLR2 o FOLRS. Los anticuerpos restantes (FR1-9, FR1-53, FR1-62, FR1-64, y Mov19) no producen una sefial
en el ensayo, y por lo tanto no se unen a FOLR2 o FOLR3.

De manera adicional, la presencia de acido félico unido a FOLR1 podria ocultar potencialmente el epitopo de los
anticuerpos elegidos. Para asegurar que el ensayo detectara FOLR1 en cantidades fisioldgicas de acido félico en
sangre humana, el acido félico se incubd previamente con la proteina purificada estandar FOLR1 y se afiadio a la
placa de ensayo. Tal como se muestra en la Figura 8, la presencia de acido félico tuvo un impacto insignificante en la
afinidad de deteccién del ensayo en comparacion con los controles positivos que no contenian acido félico. Por lo
tanto, se concluyod que el ensayo podria detectar FOLR1 incluso en la presencia de acido félico unido.

Dado que ninguno de los cuatro clones de anticuerpos principales (FR1-9, 53, 62, o 64) mostraron interferencia con
la unién de Mov19 o FR1-13, y dado que no se observaron propiedades de union adversas en presencia de FOLR2,
FOLRS, o acido fdlico, estos cuatro candidatos de los 64 clones originales fueron viables para ser utilizados en el
ensayo. De estos cuatro clones, se determind que los clones FR1-9 y FR1-53 tenian afinidades de unién mas altas en
comparacion con FR1-62 y FR1-64. La produccion del anticuerpo FR1-53 a partir de su hibridoma parental produjo un
rendimiento consistentemente mas bajo, y por lo tanto se eligié al clon FR1-9 por su facilidad para producir anticuerpos,
pureza de anticuerpos mas alta y porcentaje de monémeros.

En los esfuerzos para optimizar el ensayo, se utilizd un enfoque sistematico en el que se optimizaron las
concentraciones de FR1-9, FR1-13 biotinilado, Strp-HRP y sus respectivos tiempos de incubacion utilizando la
proteina de fusién FOLR1-Fc como el estandar de antigeno. La fusion FOLR1-Fc es un péptido de fusién de huFOLR1
y bisagra, CH2, CH3 de IgG2A murino. El criterio para establecer las condiciones optimizadas fueron las sefiales
reproducibles con una relacién de sefal-ruido alta, efectos de matriz minimos en muestras de plasma humana, alta
repetitividad y precision y el limite de detecciéon mas bajo.

Mas especificamente, el ensayo se realizé al recubrir una placa de ensayo con muFR1-9 a 2 ug/mL e incubando.
Después de bloquear con una proteina no especifica, se afiadieron las muestras (incluyendo los estandares de
antigeno y muestras de plasma humano) a las placas de ensayo para incubarlas. Las placas se lavaron entonces y
se afadio anticuerpo de deteccion muFR1-13b (2 pg/mL) a cada pocillo. Las placas se lavaron nuevamente antes de
afadir un exceso molar de peroxidasa de rabano picante conjugada con estreptavidina (1:5.000). La placa se lavé una
vez mas antes de afiadir 3,3',5,5'-Tetrametilbencidina (TMB). La TMB reaccion6 con la peroxidasa para formar un
color azul, con una intensidad proporcional a la cantidad de FOLR1 presente en la muestra. La reaccion se detuvo
con una disolucion que contenia acido, que volvié el color amarillo. El ensayo se leyd entonces en un lector de placas
Spectramax para determinar la intensidad de la reaccion de color en cada muestra (absorbancia). Cuando fue
necesario, se genero una curva de respuesta a la dosis sigmoidea (pendiente variable) con el software Graphpad
Prism v5.04 utilizando la ecuacién 4PL: Y = parte inferior + (parte superior — inferior)/1 + 10 ((LogCE50-X)* pendiente
de Hill para todas las series de diluciones.

Para determinar la adecuacion del formato ELISA final, se ensayaron las muestras de ascitis humana provenientes de
una fuente que no es un tumor y de plasma de pacientes con cancer de ovario humano. En pacientes con fluido de
ascitis que no tienen tumores, se analizaron 15 muestras para determinar la presencia de FOLR1. No se detect6
FOLR1 por el ensayo en ninguna de las 15 muestras, y no se observaron falsos positivos debido a efectos de la matriz
(Figura 9). De manera alternativa, a estas muestras de ascitis se les afiadio proteina FOLR1 humana purificada y se
realiz6 la deteccidn posterior. La recuperacion de la proteina FOLR1 tal como se determina por el ensayo fue mayor
del 85 % de la cantidad afiadida conocida (no mostrado). Por lo tanto, se asumié que no habia proteinas que interfieren
en el fluido de ascitis humano no asociado a tumores incluso sin dilucién de la muestra.

El mismo analisis se realizé en plasma humano normal combinado (el combinado fue n=10 pacientes por lote). No se
detectd FOLR1 enddgeno a través del ensayo, y no se descubrieron proteinas que interfirieran en las muestras no
diluidas de plasma humano con proteina huFOLR1-Fc purificada afadida (Figura 10). Las muestras de plasma con
cancer de ovario humano fueron proporcionadas por el Dana Farber Cancer Institute o Mass General Hospital. De las
72 muestras analizadas hasta la fecha, se identificé que 7 muestras poseian niveles detectables de FOLR1 con un
intervalo de 0,7 a 30,6 nM. Se muestra un analisis representativo de estos datos en la Figura 11. Aqui, tres de ocho
muestras contenian niveles detectables de FOLR1 que exhibian 0,74, 0,91 y 30,6 nM para las muestras PB105, PB106
y PB109, respectivamente. El método para la interpolacion de estos datos a partir de una curva estandar relevante
generada utilizando huFOLR1-Fc se muestra en la Figura 12.
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Ejemplo 8
Ensayo de células tumorales circulantes

Se seleccionaron tres lineas celulares con niveles variados de expresion de FOLR1 como representativas de expresion
alta (KB), expresion baja (OVCAR3) y sin expresion (A549). Se titularon FR1-9 y FR1-13 sin marcar, asi como el
anticuerpo anti-FOLR1 comercial ("FRA comercial") y se determinaron las titulaciones dptimas para cada uno de los
anticuerpos utilizando deteccién de citometria de barrido Iaser (LSC, por sus siglas en inglés) sobre las lineas celulares
seleccionadas. La fluorescencia se midié como intensidad de fluorescencia media (MFI, por sus siglas en inglés) y se
muestra en la Figura 13. Los tres anticuerpos mostraron expresion del receptor de folato en las células KB. Las
diluciones éptimas se identificaron para cada anticuerpo de la siguiente manera: 1:5 para el FRA comercial, 1:100
para muFR1-9, y 1:200 para muFR1-13. De los anticuerpos ensayados, el anticuerpo comercial proporcioné la mejor
relacién entre sefal y fondo (8,0 frente a 4,07 (muFR1-9) y 4,19 (muFR1-13)), pero solo muFR1-9 mostré una sefal
en las células OVCARS3 (aproximadamente 30 % mas sefial que las células A549). Véase la Figura 14.

Para las aplicaciones que incluyen monitorear el tratamiento o eficacia con IMGN853, el anticuerpo seleccionado para
ser utilizado en un ensayo CTC no deberia competir con el componente del anticuerpo de IMGN853 (es decir,
huMov19 (M9346A)) para la unidon a FOLR1. Se llevaron a cabo ensayos de competicion para determinar si cualquiera
de los anticuerpos competia con el anticuerpo IMGN853 para la unién a FOLR1. Para estos ensayos, las células A549
(negativas) y KB (con expresion alta) se trataron con el anticuerpo M9346A o solo el vehiculo. Las células se lavaron
entonces y se tifieron con cada uno de los tres anticuerpos, y la expresion se analizoé utilizando LSC. Los resultados
se proporcionan en la Figura 15. Las barras claras (izquierda) representan solo el vehiculo, y las barras oscuras
(derecha) representan las células tratadas IMGN853. Si existe competicion con el IMGN853 terapéutico, entonces la
barra oscura (derecha) sera menor que la barra mas clara (izquierda) en las células KB. Los resultados en la Figura
15 muestran que el anticuerpo FRA comercial compite para la uniéon con IMGN853 (disminucion de ~66 % en la sefial
FRA), mientras que los anticuerpos muFR1-9 y muFR1-13 no se vieron afectados por el tratamiento de IMGN853.

Tomados conjuntamente, estos resultados demuestran que muFR1-9 y muFR1-13 no compitieron con IMGN853, lo
que los convierte en candidatos mas deseables para su uso en un ensayo que monitorea los niveles de FOLR1 en un
fluido corporal (por ejemplo, sangre o plasma), célula tumoral circulante o0 muestra de tejido, después del tratamiento
con IMGN853. Ademas, muFR1-9 fue mas sensible y demostré la capacidad unica de detectar la expresion en células
OVCARS3 que tenian niveles de expresion bajos y es el anticuerpo candidato preferido para estos tipos de ensayos.

Ejemplo 9
Deteccion de FOLR1 en las células tumorales circulantes (CTC) aisladas de pacientes con cancer de ovario y NSCLC.

Se toman muestras de sangre de pacientes con cancer de ovarios o con cancer NSCLC en los siguientes puntos de
tiempo: cribado (hasta 28 dias antes de la linea base); linea base; antes del ciclo 3; y al finalizar el ciclo 4. Las CTC
estan enriquecidas de las muestras y tefiidas para CK, CD45, nucleos y FOLR1 utilizando los anticuerpos y las
diluciones descritos en el Ejemplo 8, anteriormente. El nimero de CTC (es decir, células nucleadas CK+/CD45-), el
numero de células nucleadas CK-/CD45-, la expresion de FOLR1 en CTC, el nimero de células nucleadas con CK-
/CD45-, y el porcentaje de CTC positivas para FOLR1 y células nucleadas CK-/CD45- se determinan por LSC para
cada muestra. Los datos se utilizan para determinar los niveles de expresion de FOLR1 en CTC en varios putos de
tiempo durante el ensayo clinico de Fase | para IMGN853.
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Ser Phe Gly Met His
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<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> muFR1-9 (VH-CDR2)

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

<210>3

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> muFR1-9 (VH-CDR3)

<400> 3
Glu Leu Thr Gly Thr Phe Ala Tyr
1 5

<210> 4

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> muFR1-13 (VH-CDR1)

<400> 4
Arg Tyr Ser Val His
1 5
<210>5
<211> 16
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> muFR1-13 (VH-CDR?2)

<400> 5

Met Ile Trp Ser Gly Gly Asn Thr As

1

<210>6
<211>10
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> muFR1-13 (VH-CDR3)

<400> 6

Phe Asp Gly Lys Val Ser Trp Phe Ala Tyr

1

<210>7
<211>5
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> muFR1-53 (VH-CDR1)
<400> 7

<210>8
<211>17
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> muFR1-53 (VH-CDR?2)

<400> 8

Asp Tyr Asp Ile Ser

1
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Glu Ile Tyr Pro Gly Ser Gly Ar

1

Gly
<210>9
<211>12
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> muFR1-53 (VH-CDR3)

<400> 9

1

<210> 10
<211>5
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> muFR1-62 (VH-CDR1)

<400> 10

<210> 11
<211>17
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> muFR1-62 (VH-CDR2)

<400> 11

5

Thr Tyr Thr Met His

1
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Ser Tyr Tyr Tyr Gly Thr Asn Ser Pro Phe Ala Tyr
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g Thr Tyr Tyr Asn Glu Arg Phe Lys
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Tyr Ile Asn Pro Thr Ser Gly Tyr Asn Asn Tyr Asn Gln Lys Phe Lys

1 5 10

Glu
<210> 12
<211> 11
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> muFR1-62 (VH-CDR3)

<400> 12
Gly Gly Ala Tyr Gly Arg Arg Pro Val Asp Tyr
1 5 10

<210> 13

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> muFR1-9 (VL-CDR1)

<400> 13
Arg Ala Ser Gln Ser Ile Asn Asn Asn Leu His
1 5 10

<210> 14

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> muFR1-9 (VL-CDR2)

<400> 14

Tyr Ala Ser Gln Ser Ile Ser
1 5

<210> 15
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<211>10
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> muFR1-9 (VL-CDR3)

<400> 15
Gln Gln Ser Asn Ser Trp Pro Gln Val Thr
1 5

<210> 16

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> muFR1-13 (VL-CDR1)

<400> 16
Lys Ala Ser Gln Ser Val Ser Asn Asp Val Leu
1 5 10

<210> 17

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> muFR1-13 (VL-CDR2)

<400> 17
Tyr Ala Tyr Asn Arg Tyr Ser
1 5

<210> 18

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>
<223> muFR1-13 (VL-CDR3)

<400> 18
Gln Gln Asp His Ser Ser Pro Phe Thr
1 5

<210>19

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> muFR1-53 (VL-CDR1)

<400> 19
Arg Ala Ser Gln Asp Ile Ser Asn Tyr Leu His
1 5 10

<210> 20

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> muFR1-53 (VL-CDR2)

<400> 20
Tyr Thr Ser Arg Leu Gln Ser
1 5

<210> 21

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> muFR1-53 (VL-CDR3)
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<400> 21
Gln Gln Gly Asn Ser Leu Pro Pro Thr
1 5

<210> 22

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> muFR1-62 (VL-CDR1)

<400> 22
Lys Ala Ser Gln Asn Val Gly Thr Asn Val Ala
1 5 10

<210> 23

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> muFR1-62 (VL-CDR2)

<400> 23
Ser Ala Ser Ser Arg Tyr Ser
1 5

<210> 24

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> muFR1-62 (VL-CDR3)

<400> 24

His Gln Tyr Asn Ser Tyr Pro Tyr Thr
1 5

<210> 25
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<211>117
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> muFR1-9HCvar

<400> 25

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

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

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

Ala Tyr Ile Ser Ser Gly Ser Ser Thr Phe Tyr Tyr Ala Asp Thr Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Pro Lys Asn Thr Leu Phe
65 70 75 80

Leu Gln Met Thr Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Lys Glu Leu Thr Gly Thr Phe Ala Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110

Val Thr Vval Ser Ala
115

<210> 26
<211> 118
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> muFR1-13HCvar

<400> 26

45



10

Gln

Ser

Ser

Gly

Ser
&5

Lys

Thr

Leu

<210> 27
<211>121
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Val

Leu

Val

Met

Arg

Met

Phe

Val

Gln

Ser

His

35

Ile

Leu

Asp

Thr
115

<223> muFR1-53HC

<400> 27

Leu

Ile
20

Tzp

Trp

Agn

Ser

Gly

100

Val

ES 2788 151 T3

Lys Glu

Thr Cys

Ile Arg

Ser Gly

Ile Thr
70

Leu Gln
85

Lys Val

Ser Ala

Ser

Thr

Gln

Gly
55

Lys

Thr

Ser

Gly

Val

Pro

40

Asn

Asp

Asp

Trp

Pro

Ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Phe
105

46

Asp
10

Gly

Gly

Asp

Ser

Thr
80

Ala

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys
75

Ala

Tyr

val Ala

Ser Leu

Gly Leu

45

Asn Ser
60

Ser Gln

Ile Tyr

Trp Gly

Pro

Ser

30

Glu

Val

val

Tyr

Gln
110

Ser
15

Arg

Trp

Phe

Phe

Cys
85

Gly

Gln

Tyr

Len

Lys

Leu

g0

Ala

Thr



10

Gln

Ser

Asp

Gly

Lys

65

Ala

Gln

<210> 28
<211>120
<212> PRT

Val

val

Ile

Glu

50

Gly

Gln

Ser

Gly

Gln

Lys

Ser

35

Ile

Lys

Leu

Ser

Thr
115

Leu

Met
20

Trp

Tyr

Ala

Ser

Tyr

100

Thr

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> muFR1-62HC

<400> 28

Gln

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Leu

ES 2788 151 T3

Gln

Cys

Leu

Gly

Leu

70

Leu

Tyr

Thr

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Thxr

Thr

Gly

vVal

Gly

Ala

Arg

Gly

Ala

Ser

Thr

Ser
120

Pro

Ser

25

Thr

Arg

Asp

Glu

Asn

105

Ser

47

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

Ser

Leu Val Arg Pro Gly Ala

Tyr Lys

Gln Gly

Tyr Tyr
60

Ser Ser
75

Ser Ala

Pro Phe

Phe

Leu

45

Asn

Asn

vVal

Ala

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyx

Tyr
110

15

Asp Tyr

Trp Ile

Arg Phe

Val Tyr
80

Phe Cys
95

Trp Gly



ES 2788 151 T3

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

Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Thr Tyr
20 25 30

Thr Met His Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Ala Tyr Ile Asn Pro Thr Ser Gly Tyr Asn Asn Tyr Asn Gln Lys Phe
50 55 60

Lys Glu Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Gln Leu Thr Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Ser Gly Gly Ala Tyr Gly Arg Arg Pro Val Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Ser Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 29
<211> 109
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> muFR1-9LCvar

<400> 29

Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Thr Pro Gly
1 5 10 15

Asp Ser Val Ser Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Asn Asn Asn
20 25 30

48



ES 2788 151 T3

Leu Hig Trp Tyr Gln Gln Lys Ser His Glu Ser Pro Arg Leu Leu Ile
35 40 45

Lys Tyr Ala Ser Gln Ser Ile Ser Gly Ile Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Ser Ile Asn Ser Val Glu Thr
€65 70 15 80

Glu Asp Phe Gly Met Tyr Phe Cys Gln Gln Ser Asn Ser Trp Pro Gln
85 90 95

Val Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys Arg
100 105

<210> 30
<211>108
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> muFR1-13LCvar

<400> 30
Ser Ile Val Met Thr Gla Thr Pro Lys Fhe Leu Leu Val Ser Thr Gly

1 5 10 15

Asp Arg Phe Thr Ile Thr Cys Llys Ala Ser Gln Ser Vval Ser Asn Asp
20 25 30

Val Leu Trp Tyr Glm Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45

Tyr Tyr Ala Tyr Asn Arg Tyr Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Thr Gly
50 55 60

49
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Ser Gly Tyr Gly Thr

65

Glu Asp Leu Ala Val

BE

Thr Phe Gly Ser Gly

<210> 31
<211> 108
<212> PRT

100

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> muFR1-53LC

<400> 31

Asp Ile
1

Asp Arg

Leu His

Tyr Tyr
50

Ser Gly
€5

Glu Asp

Thr Phe

<210> 32
<211>108
<212> PRT

Gln

val

Trp

35

Thr

Sar

Ile

Gly

Met Thr
5

Thr Ile
20

Tyr Gln

Ser Arg

Gly Thr

Ala Thr

85

Ser Gly
100

ES 2788 151 T3

Asp Phe Thr Phe Thr Ile Thr Thr Val Gln Ser
70 75 BO

Tyr Phe Cys Gln Gln Asp His Ser Ser Pro Phe
80 35

Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg
108

Gln Thr Thr Ser Ser Leu Ser Ala Ser Leu Gly
10 15

Ser Cys Arg Ala Ser Gln Asp Ile Ser Asn Tyr
25 30

Arg Lys Pro Asp Gly Thr Vval Lys Leu Leu Val
40 45

Leu Gln Ser Gly Val PFro Ser Arg Phe Ser Gly
55 60

Agp Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Asn Leu Glu Gln
70 75 g0

Iyr Phe Cys Gln Gln Gly Asn Ser Leu Pro Pro
90 95

Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg
105

50



10

15

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> muFR1-62LC

<400> 32

Asp
1

Asp

Val

Tyr

Ser
65

Glu

Thr

<210> 33
<211> 441
<212> PRT

Ile

Arg

Ala

Ser

50

Gly

Asp

Phe

Val

val

35

Ala

Ser

Leu

Gly

Met

Ser

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly
100

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> muFR1-9HC

<400> 33

Thr

Val

Gln

Ser

Thr

Asp
85

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

ES 2788 151 T3

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Phe

Lys

Gln

Lys

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Leu

Ala

25

Gly

Gly

Leu

His

Glu
105

51

Phe

10

Ser

Gln

val

Thr

Gln

20

Ile

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Ser Ile

Asn Val

Pro Lys
45

Asp Arg
60

Ser Asn

Asn Ser

Ser

Gly

30

Thr

Phe

val

Tyr

val

15

Thr

Leu

Thr

Gln

Pro
95

Gly

Asn

Ile

Gly

Ser

80

Tyr



Gln

Ser

Gly

Ala

Lys

65

Leu

Ala

vVal

Ala

Leu

145

Gly

Pro

Lys

Val

Arg

Met

Tyr

50

Gly

Gln

Lys

Thr

Pro

130

Val

Ser

Leu

Ser

val

Gln

Lys

His

35

Ile

Arg

Glu

Val

115

Gly

Lys

Leu

Tyr

Glu

195

Asp

Leu
20

Trp

Ser

Phe

Thr

Leu

100

Ser

Ser

Gly

Ser

Thr

180

Thr

Lys

Val

Ser

Val

Ser

Thr

Ser

85

Thr

Ala

Ala

Tyr

Ser

165

Leu

val

Lys

ES 2788 151 T3

Glu Ser Gly

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Gly

Ala

Ala

Phe

150

Gly

Ser

Thr

Ile

Ala

Gln

Ser

55

Ser

Arg

Thr

Lys

Gln

135

Pro

val

Ser

Cys

Val

Ala

Ala

490

Ser

Arg

Ser

Phe

Thr

120

Thr

Glu

His

Ser

Asn

200

Pro

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Ala

105

Thr

Asn

Pro

Thr

Val

185

val

52

Gly

10

Gly

Glu

Phe

Asn

Asp

Tyr

Pro

Ser

val

Phe

170

Thr

Ala

Asp

Leu

Phe

Lys

Tyr

Pro

75

Thr

Trp

Pro

Met

Thr

155

Pro

Val

His

Cys

Val

Thr

Gly

Tyrx

60

Lys

Ala

Gly

Ser

Val

140

Val

Pro

Pro

Gly

Gln

Phe

Leu

Ala

Asn

Met

Gln

Val

125

Thr

Thr

Val

Ser

Ala

205

Cys

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly

110

Tyr

Trp

Leu

Ser

190

Ser

Lys

Gly
15

Ser

Trp

Thr

Tyr

95

Thr

Pro

Gly

Glu

175

Met

Ser

Pro

Gly

Phe

Val

val

Phe

80

Cys

Leu

Leu

Cys

Ser

160

Ser

Arg

Thr

Cys



Ile

225

Pro

vVal

Val

Gln

Gln

305

Ala

Pro

Ala

Glu

Tyr
385

Tyr

Phe

Lys

<210> 34

210

Cys

Lys

Val

Asp

Phe

290

Asp

Phe

Lys

Lys

Asp

370

Lys

Ser

Thr

Ser

<211> 454

Thr

Asp

Asp

Asp

275

Asn

Trp

Pro

Ala

Asp

355

Ile

Asn

Lys

Cys

Leu
435

Val

val

Ile

260

val

Ser

Leu

Ala

Pro

340

Lys

Thr

Thr

Leu

Ser

420

Ser

Pro

Leu

245

Ser

Glu

Thr

Asn

FPro

3258

Gln

Val

Val

Gln

405

Val

His

Glu

230

Thr

Lys=s

Val

Phe

Gly

310

Ile

Val

Ser

Glu

Fro

350

val

Ser

ES 2788 151 T3

215

Val

Ile

Asp

Hisg

Arg

295

Lys

Glu

Tyr

Gln

His

Pro

Ser

Thr

Asp

Thr

280

Ser

Glu

Lys

Thr

Thr

360

Gln

Met

Lys

Glu

Gly
440

Ser

Leu

Pro

265

Ala

val

Phe

Thr

Ile

345

Cys

Trp

Asn

Gly
425

Lys

Val

Thr

250

Glu

Gln

Ser

Lys

Ile

330

Pro

Met

Asn

Asn
410

Leu

53

Phe

235

Pro

Val

Thr

Glu

Cys

315

Ser

Pro

Ile

Gly

Asn
395

Trp

His

220

Ile

Lys

Gln

Gln

Leu

300

Lys

Pro

Thr

Gln

380

Gly

Glu

Asn

Phe

Val

Phe

Pro

285

Pro

Val

Thr

Lys

Asp

365

Pro

Sar

Ala

His

Pro

Thr

Ser

270

Ile

Asn

Lys

Glu

350

Phe

Tyr

Gly

His
430

Pro

Cys

255

Trp

Glu

Met

Ser

Gly

335

Gin

Phe

Glu

Fhe

Asn

415

Thr

Lys

240

Val

Phe

Glu

His

Ala

320

Arg

Met

Pro

Asn

Val

400

Thr

Glu



<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> muFR1-13HC

<400> 34

Gln
1

Sear

Sar

Gly

Ser

685

Lys

Thr

Lau

Len

Val

Leu

Val

Met

50

Arg

Phe

Val

Ala
130

Gln

Ser

Hisg

35

Ile

Leu

Asn

Asp

Thr

115

Pro

Leu

Ile
20

Trp

Trp

Ser

Gly

100

Val

Gly

Lys

Thr

Ile

Ser

Ile

Leu

85

Lys

Ser

Cys

ES 2788 151 T3

Glu

Cys

Gly

Thr

70

Gl

Val

Ala

Gly

Ser

Gln

Gly

Lys

Thr

Ser

Ala

Asp
135

Gly

val

Pro

40

Asp

Asp

Trp

Lys

120

Thr

Pro

Ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Phe

105

Thr

Thr

54

Asp

10

Gly

Asp

Ser

Thr

80

Ala

Thr

Gly

Phe

Lys

Tyr

Lys

Ala

Tyr

Fro

Sexr

Val

Ser

Gly

Asn

60

Ser

Ile

Trp

Pro

Ser
140

Leu

Lau

45

Ser

Gln

Tyr

Gly

Ser

125

Val

Pro

Ser

30

Glu

Val

val

Tyr

Gln

110

Val

Thr

Ser

15

Arg

Trp

Fhe

Fhe

Cys

35

Tyr

Gln

Tyr

Lau

Lys

Leu

80

Ala

Thr

Pro

Gly



Cys

145

Ser

Ser

Trp

Thr

Asn

225

Leu

val

Val

Val

Ser

305

Ser

Fro

Asp

Ser
385

Leu

Gly

Gly

Pro

Thr

210

Pro

Glu

Leu

Ser

Glu

230

Ser

Fro

Gln

val

370

val

Val

Ser

Ser
185

val

Cys

Gly

Met

Glu

275

Val

Ile

Gly

Ile

Val

355

Ser

Glu

Lys

Leu

Tyrx

180

Gln

Asp

Pro

Gly

Ile

260

Asp

His

Arg

Lys

Glu

340

Tyr

Trp

Gly

Ser

165

Thr

Thr

Lys

Fro

Pro

245

Ser

Asp

Thr

Val

Glu

325

Arg

Ile

Thr

Thr

ES 2788 151 T3

Tyr Fhe
150

Ser Ser

Met Ser

Val Thr

Lys Leu
215

Cys Lys

230

Ser val

Leu Thr

Pro Asp

Ala Gln
295

Val Ser
310

Pha Lys

Thr Ile

Leu Pro

Cys Leu

375

Ser Asn
390

Pro

Val

Ser

Cys

200

Glu

Glu

Phe

Fro

Val

280

Thr

Thr

Cys

Ser

Pro

360

Val

Gly

Glu

His

Ser

185

Ser

Pro

Cys

Ile

Lys

2865

Gln

Gln

Leu

Lys

Lys

345

Pro

Val

Hig

Ser

Thr

170

Val

Val

Ser

His

Phe

250

val

Ile

Thr

Pro

val

330

Ile

Ala

Gly

Thr

55

val

155

Fhe

Thr

Ala

Gly

Lys

235

Pro

Thr

Sar

His

Ile

315

Asn

Lys

Glu

Phe

Glu
385

Thr

Pro

Val

His

Pro

220

Cys

Fro

Cys

Trp

Arg

300

Gln

Asn

Gly

Gln

Asn

380

Glu

Val

Ala

Pro

Pro

205

Ile

Pro

Asn

Val

Phe

285

Glu

His

Lys

Leu

Leu

365

Fro

Asn

Thr

Leu

Ser

150

Ala

Ser

Ala

Ile

Val

270

Val

Asp

Gln

Asp

Val

350

Ser

Gly

Tyr

Trp

Leu

175

Sar

Ser

Thr

Pro

Lys
255

Val

Asn

Asp

Len

335

Arg

Arg

Asp

Lys

Asn

160

Gln

Thr

Ser

Ile

Asn

240

Asp

Asp

Asn

Asn

Trp

320

Pro

Ala

Lys

Ile

Asp
400
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Thr Ala Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Tyr Phe Ile Tyr Ser Lys
405 410 415

Leu Asn Met Lys Thr Ser Lys Trp Glu Lys Thr Asp Ser Phe Ser Cys
420 425 430

Asn Val Arg His Glu Gly Leu Lys Asn Tyr Tyr Leu Lys Lys Thr Ile
435 440 445

Ser Arg Ser Pro Gly Lys
450

<210> 35
<211> 445
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> muFR1-53HC

<400> 35

Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Glu Leu Val Arg Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Lys Phe Thr Asp Tyr
20 25 30

Asp Ile Ser Trp Val Leu Gln Arg Thr Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Glu Ile Tyr Pro Gly Ser Gly Arg Thr Tyr Tyr Asn Glu Arg Phe
50 55 60

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Asn Thr Val Tyr
65 70 75 80

Met Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Phe Cys
85 90 95

56



Ala

Gln

Val

Thr

145

Thr

vVal

Ser

Ala

Cys

225

Ser

Gly

Tyr

130

Leu

Trp

Leu

Ser

Ser

210

Lys

Ser

Thr

115

Pro

Gly

Asn

Glu

Met
195

Ser

Pro

Tyr

100

Thr

Leu

Cys

Ser

Ser

180

Arg

Thr

Cys

Tyr

Leu

Ala

Leu

Gly

165

Asp

Pro

Lys

Ile

ES 2788 151 T3

Tyr

Thr

Pro

val

150

Ser

Ser

Val

Cys

230

Gly

val

Gly

135

Lys

Leu

Tyr

Glu

Asp

215

Thr

Thr

Ser

120

Ser

Gly

Ser

Thr

Thr

200

Lys

Val

Asn Ser
105

Ser Ala

Ala Ala

Tyr Phe

Ser Gly

170

Leu Ser

185

Val Thr

Lys Ile

Pro Glu

Pro Phe

Lys Thr

Gln Thr
140

Pro Glu
155

Val His

Ser Ser

Cys Asn

Val Pro

220

Val Ser

235

Ala

Thr

125

Asn

Pro

Thr

vVal

val

205

Arqg

Ser

Tyrx

110

Pro

Ser

Val

Phe

Thr

190

Ala

Asp

val

Trp

Pro

Thr

Pro

175

Val

His

Cys

Phe

Gly

Ser

Val

val

160

Ala

Pro

Pro

Gly

Ile

240

Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Val Leu Thr Ile Thr Leu Thr Pro Lys
255

245

250

Val Thr Cys Val Val Val Asp Ile Ser Lys Asp Asp Pro Glu Val Gln

260

265

57

270



Phe

Pro

Pro

305

Val

Thr

Lys

Pro
385

Ser

His

Ser

Arg

290

Ile

Asn

Lys

Glu

Phe

370

Ala

Tyr

Gly

His

<210> 36

<211> 444

<212> PRT

275

Glu

Met

Ser

Gly

Gln

355

Phe

Glu

Phe

Asn

Thr
435

Phe

Glu

His

Ala

Arg

340

Met

Pro

Asn

val

Thr

420

Glu

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> muFR1-62HC

val

Gln

Gln

Ala

325

Pro

Ala

Glu

Tyr

Tyr

405

Phe

Lys

ES 2788 151 T3

Asp

Phe

Asp

310

Phe

Lys

Lys

Lys

390

Ser

Thr

Ser

Asp

Asn

295

Trp

Pro

Ile

375

Asn

Lys

Cys

Val

280

Ser

Leu

Ala

Pro

Lys

360

Thr

Thr

Ser

Ser
440

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

345

Val

Val

Gln

Asn

vVal

425

His

58

Val

Phe

Gly

Ile

330

val

Ser

Glu

Pro

vVal

410

Ser

His

Arg

Lys

315

Glu

Tyr

Leu

Trp

Ile

395

Gln

His

Pro

Thr

Ser

300

Glu

Lys

Thr

Thr

Gln

380

Met

Lys

Glu

Gly

Ala

285

Val

Phe

Thr

Ile

Cys

365

Trp

Asn

Ser

Gly

Lys
445

Gln

Ser

Lys

Ile

Pro

350

Met

Asn

Thr

Asn

Leu
430

Thr

Glu

Cys

Ser

335

Pro

Ile

Gly

Asn

415

His

Gln

Leu

Arg

320

Lys

Pro

Thr

Gln

Gly

400

Glu



<400> 36
Gln

1

Ser

Thr

Ala

Lys

65

Met

Ala

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

50

Glu

Gln

Ser

Thr

Pro
130

Gln

Lys

His

35

Ile

Lys

Leu

Gly

Ser
115

Leu

Met
20

Trp

Asn

Ala

Thr

Gly

100

Val

Gln

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Ala

Thr

Pro

ES 2788 151 T3

Gln

Cys

Lys

Thr

Leu

70

Tyr

vVal

Gly

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Thr

Gly

Ser

Ser
135

Gly

Ala

Ala

Ser

Ser
120

Ala

Ala

Ser

25

Pro

Tyr

Glu

Axrg

105

Ala

Ala

59

Glu

10

Gly

Gly

Asn

Lys

Asp

90

Pro

Lys

Gln

Leu

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Ser

val

Thr

Thr

Ala Arg

Thr Phe

Gly Leu
45

Tyr Asn
60

Ser Ser

Ala val

Asp Tyr

Thr Pro

125

Asgsn Ser
140

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Trp

110

Pro

Gly
15

Thr

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gly

Ser

val

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Gln

val

Thr



Leu
145

Trp

Ser

Ser

Lys

225

Pro

Thr

Ser

Ile
305

Asn

Gly

Asn

Glu

Met

Ser

210

Pro

Pro

Cys

Trp

Glu
290

Ser

Cys

Ser

Ser

Arg

195

Thr

Cys

Lys

Val

Phe

275

Glu

His

Ala

Leu

Gly

Asp

180

Pro

Lys

Ile

Pro

Val

260

vVal

Gln

Gln

Ala
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Val Lys
150

Ser Leu
165

Leu Tyr

Ser Glu

Val Asp

Cys Thr
230

Lys Asp

245

Val Asp

Asp Asp

Phe Asn

Asp Trp
310

Phe Pro
325

Gly

Ser

Thr

Thr

Lys

215

vVal

val

Ile

val

Ser
295

Tyr Phe

Ser Gly

Leu Ser

185

Val Thr

200

Lys Ile

Pro Glu

Leu Thr

Ser Lys
265

Glu val

280

Thr Phe

Asn Gly

Pro Ile

60

Pro

Val

170

Ser

Cys

Val

Val

Ile

250

Asp

His

Arg

Lys

Glu
330

Glu

155

His

Ser

Asn

Pro

Ser

235

Thr

Asp

Thr

Ser

Glu

315

Lys

Pro

Thr

Val

Val

Arg

220

Ser

Leu

Pro

Val
300

Phe

Thr

Val Thr

Phe Pro

Thr Val
190

Ala His
205

Asp Cys

Val Phe

Thr Pro

Glu val
270

Gln Thr
285

Ser Glu

Lys Cys

Ile Ser

Val

Ala

175

Pro

Pro

Gly

Ile

Lys

255

Gln

Gln

Leu

Arg

Lys
335

Thr

160

val

Ser

Ala

Cys

Phe

240

Val

Phe

Pro

Pro

Val

320

Thr
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Lys

Glu

Phe

Ala
388

Tyr

Gly

His

<210> 37

Gly

Gln

Phe

370

Glu

Phe

Thr

<211> 215

<212> PRT

Arg

Met

355

Pro

Asn

Val

Thr

Glu
435

Pro

340

Glu

Tyr

Tyr

Phe
420

Lys

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> muFR1-9LC

<400> 37
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Lys Ala Pro Gln

Lys Asp

Asp Ile

Lys Asn
390

Ser Lys
405

Thr Cys

Ser Leu

Lys

Thr

375

Thr

Leu

Ser

Ser

Val

360

val

Gln

Asn

val

His
440

Val

345

Ser

Glu

Pro

Val

Leu
425

Ser

Tyr

Leu

Trp

Ile

Gln

410

His

Pro

Thr

Thr

Gln

Met

395

Lys

Glu

Gly

Ile Pro

Cys Met

365

Trp Asn

380

Asn Thr

Ser Asn

Gly Leu

Lys

Pro Pro Lys
350

Ile Thr Asp

Gly Gln Pro

Asn Gly Ser
400

Trp Glu Ala
415

His Asn His
430

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

1

S

61

10

15



Asp

Lys

Ser

65

Glu

val

Ala

Gly

Ile

145

Ser

Tyr

Ser

<210> 38

Ser

His

Tyr

50

Gly

Asp

Thr

Pro

Gly

130

Asn

Asn

Ser

Thr

Phe
210

<211> 214

<212> PRT

Val

35

Ala

Ser

Phe

Phe

Thr

115

Ala

Val

Ser

Thr

Cys
195

Ser
20

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gly

100

Val

Ser

Lys

Trp

Leu

180

Glu

Arg

Leu

Gln

Gln

Thr

Met

85

Ala

Ser

Val

Trp

Thr

165

Thr

Ala

Asn
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Ser

Gln

Ser

Asp

70

Tyr

Gly

Ile

Val

Lys

150

Asp

Leu

Thr

Glu

Cys

Lys

Ile

55

Phe

Phe

Thr

Phe

Cys

135

Ile

Gln

Thr

His

Cys
215

Arg

Ser

40

Ser

Thr

Cys

Lys

Pro

120

Phe

Asp

Asp

Lys

Lys
200

Ala

25

His

Gly

Leu

Gln

Leu

105

Pro

Leu

Gly

Ser

Asp

185

Thr

62

Ser

Glu

Ile

Ser

Gln

90

Glu

Ser

Asn

Ser

Lys

170

Glu

Ser

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Ser

Leu

Ser

Asn

Glu

155

Asp

Tyr

Thr

Ser

Pro

Ser

60

Asn

Lys

Glu

Phe

140

Arg

Ser

Glu

Ser

Ile

Arg

45

Arg

Ser

Ser

Arg

Gln

125

Tyr

Gln

Thr

Pro
205

Asn

30

Leu

Phe

Val

Trp

Ala

110

Leu

Pro

Asn

Tyr

His

150

Ile

Asn

Leu

Ser

Glu

Pro

95

Asp

Thr

Lys

Gly

Ser

175

Asn

Val

Asn

Ile

Gly

Thr

80

Gln

Ala

Ser

Asp

Val

160

Met

Ser

Lys



<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> muFR1-13LC

<400> 38

Ser

|

Asp

Val

Tyr

Ser

Glu

Thr

Pro

Gly

Ile

Arg

Tyr

50

Gly

Asp

Phe

Thr

Ala
130

Val

Phe

35

Ala

Tyr

Leu

val
115

Ser

Met

Thr

20

Tyr

Tyr

Gly

Ala

Ser

100

Ser

vVal

Thr

Ile

Gln

Asn

Thr

vVal

85

Gly

Ile

Val
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Gln

Thr

Gln

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

Thr

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Phe

Lys

Pro

Phe
135

Pro

Lys

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

120

Leu

Lys

Ala

25

Gly

Gly

Phe

Gln

Glu

105

Ser

Asn

63

Phe Leu
10

Ser Gln

Gln Ser

Val Pro

Thr Ile

75

Gln Asp

90

Ile Lys

Ser Glu

Asn Phe

Leu

Ser

Pro

Asp

60

Thr

His

Arg

Gln

Tyr
140

val

Val

Lys

45

Axg

Thr

Ser

Leu
125

Pro

Ser Thr
15

Ser Asn
30

Phe Thr

Val Gln

Ser Pro

85

Asp Ala
110

Thr Ser

Lys Asp

Gly

Asp

Ile

Gly

Ser

80

Phe

Ala

Gly

Ile
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Asn Val Lys Trp Lys Ile Asp Gly Ser Glu Arg Gln Asn Gly Val Leu
145 150 155 160

Asn Ser Trp Thr Asp Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Met Ser
165 170 175

Ser Thr Leu Thr Leu Thr Lys Asp Glu Tyr Glu Arg His Asn Ser Tyr
180 185 190

Thr Cys Glu Ala Thr His Lys Thr Ser Thr Ser Pro Tle Val Lys Ser
195 200 205

Phe Asn Arg Asn Glu Cys
210

<210> 39
<211> 214
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> muFR1-53LC

<400> 39
Asp Ile Gln Met Thr Gln Thr Thr Ser Ser Leu Ser Ala Ser Leu Gly

1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Ser Cys Arg Ala Ser Gln Asp Ile Ser Asn Tyr
20 25 30

Leu His Trp Tyr Gln Arg Lys Pro Asp Gly Thr Val Lys Leu Leu Val
35 40 45

64



Tyx

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Asn
145

Asn

Ser

Thr

Phe

<210> 40
<211> 21

Tyr

50

Gly

Asp

Phe

Thr

Ala

130

Val

Ser

Thr

Asn
210

4

<212> PRT

Thr

Ser

Ile

val
115

Ser

Lys

Trp

Leu

Glu

1395

Arg

Ser

Ala

Ser

100

Ser

Val

Trp

Thr

Thr

180

Ala

Asn

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> muFR1-62LC

Arg

Thr

Thr

85

Gly

Ile

val

Lys

Asp

165

Leu

Thr

Glu
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Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

Ile

150

Gln

Thr

His

Cys

Gln

55

Tyr

Phe

Lys

Pro

Phe

135

Asp

Asp

Lys

Lys

Ser

Ser

Cys

Pro

120

Leu

Gly

Ser

Asp

Thr
200

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ser

Lys

Glu

185

Ser

65

vVal

Thr

Gln

90

Ile

Ser

Asn

Glu

Asp

170

Tyr

Thr

Pro

Ile

75

Gly

Lys

Glu

Phe

Arg

155

Ser

Glu

Ser

Ser

60

Ser

Asn

Arg

Gln

Tyr

140

Gln

Thr

Arg

Pro

Arg

Asn

Ser

Ala

Leu

125

Pro

Asn

Tyr

His

Ile
205

Phe

Leu

Asp

110

Thr

Lys

Gly

Ser

Asn

190

Val

Ser

Glu

Pro

95

Ala

Ser

Asp

Val

Met

175

Ser

Lys

Gly

Gln

80

Pro

Ala

Gly

Ile

Leu

160

Ser

Tyr

Ser



<400> 40

Asp

1

Asp

val

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Gly

Asn

145

Asn

Ile

Arg

Ala

Ser

50

Gly

Asp

Phe

Thr

Ala

130

val

Ser

val

Val

35

Ala

Ser

Gly

val

115

Ser

Lys

Trp

Ser
20

Tyr

Ser

Ala

Gly

100

Ser

Val

Trp

Thr

Thr

vVal

Gln

Ser

Thr

Asp

85

Gly

Ile

val

Lys

Asp
165
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Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

Ile

150

Gln

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Phe

Lys

Pro

Phe

135

Asp

Asp

Glin

Lys

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Pro
120

Gly

Ser

Lys

Ala

25

Gly

Gly

Leu

His

Glu

105

Ser

Asn

Ser

Lys

66

Phe

10

Ser

Gln

val

Thr

Gln

90

Ile

Ser

Asn

Glu

Asp
170

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Glu

Phe

Arg

155

Ser

Ser

Pro

Asp

60

Ser

Asn

Arg

Gln

Tyr

140

Gln

Thr

Ile

vVal

Lys

45

Arg

Asn

Ser

Ala

Leu

125

Pro

Asn

Tyr

Ser

Gly

30

Thr

Phe

val

Tyr

Asp

110

Thr

Lys

Gly

Ser

Val

15

Thr

Leu

Thr

Gln

Pro

95

Ser

Asp

Val

Met
175

Asn

Ile

Gly

Ser

80

Tyr

Ala

Gly

Ile

Leu

160

Ser
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Ser Thr Leu Thr Leu Thr Lys Asp Glu Tyr Glu Arg His Asn Ser Tyr
180 185 190

Thr Cys Glu Ala Thr His Lys Thr Ser Thr Ser Pro Ile Val Lys Ser

10

15

20

25

30

195

Phe Asn Arg Asn Glu Cys
210

<210> 41
<211> 35
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> EcoMH2

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(35)
<223>nesA,C,G,oT

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(35)
<223>sesGoC

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(35)
<223>mesAoC

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(35)
<223>resAoG

<220>

<221> caracteristica_misc

200

67

205



10

15

20

25

30

35

ES 2788 151 T3

<222> (1)..(35)
<223>wesAoT

<400> 41

cttccggaat tesargtnma gctgsagsag tcwgg

<210> 42
<211> 36
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> BamlgG1

<400> 42
ggaggatcca tagacagatg ggggtgtcgt tttggce
<210> 43
<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> SaclMK

<220>
<221> caracteristica_misc

<223> (1)..(31)

<220>
<221> caracteristica_misc

<223> (1)..(31)

<220>
<221> caracteristica_misc

<223> (1)..(31)

<220>

68

35

36
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<221> caracteristica_misc

<223> (1)..(31)
<220>
<221> caracteristica_misc

<223> (1)..(31)

<400> 43
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ggagctcgay attgtgmtsa cmcarwctme a

<210> 44
<211> 46
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> HindKL

<400> 44

tatagagctc aagecttggat ggtgggaaga tggatacagt tggtgc

<210> 45
<211> 32
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> EcoMH1

<220>
<221> caracteristica_misc

<223> (1)..(31)
<220>
<221> caracteristica_misc

<223> (1)..(31)

<220>

69

31

46
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<221> caracteristica_misc

<2225 (1)..(31)

<223>sesGoC

<400> 45
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cttceggaat tesargtnma gctgsagsag tc

<210> 46
<211> 118
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> huMov19 vHC

<400> 46

Gln

1

Ser

Phe

Gly

Gln

65

Met

Thr

Thr

<210> 47

Val

vVal

Met

Arg

50

Gly

Glu

Arg

vVal

Gln

Lys

Asn

35

Ile

Lys

Leu

Tyr

Leu

Ile

20

Trp

His

Ala

Leu

Asp
100

Thr Val

115

Val

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Gly

Ser

Gln

Cys

Lys

Tyr

Leu

70

Leu

Ser

Ser

Ser Gly

Lys Ala

Gln Ser

40

Asp Gly

Thr Val

Thr Ser

Arg Ala

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Met
105

70

Glu Val Val
10

Gly Tyr Thr

Gly Gln Ser

Thr Phe Tyr
60

Lys Ser Ser
75

Asp Phe Ala
90

Asp Tyr Trp

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Asn

val

Gly

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gln
110

Gly Ala
15

Gly Tyr

Trp Ile

Lys Phe

Ala His
80

Tyr Cys
95

Gly Thr

32
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<211>112
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> huMov19 vLCv1.00

<400> 47

Asp Ile val
1

Leu

Ile
20

Gln Pro Ala

Gly Thr Ser Leu

35

Arg Leu Leu Ile

50

Arg Phe
65

Ser Gly

Pro Val Glu Ala

Glu Tyr Pro Tyr

100
<210> 48
<211> 112
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> huMov19 vLCv1.60

<400> 48
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Thr Gln

Ila Sar

Met His

Ser Pro Leu

Cys Lys Ala
25

Trp Tyr His
40

Tyr Arg Ala Ser Asn

Ser Gly
70

Glu Asp

Thr Phe

55

Ser Lys Thr

Ala Ala Thr

Gly Gly Gly
105

7

Ser Leu

10

Ser Gln

Gln Lys

Leu Glu

Fhe
75

Asp

Tyr
90

Tyr

Lysg

Ala Val

Ser Val

Pro Gly
45

Ala
60

Thr Leu

Cys Gln

Leu Glu

Sar

Ser

30

Gln

Val

Asn

Gln

Ile
110

Leu Gly
15

Phe Ala

Gln Pro

Fro Asp

Ile Ser
g0

Ser Arg
95

Lys Arg
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Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 10 15

Gln Pro Ala Ile Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gln Ser Vval Ser Phe Ala
20 25 30

Gly Thr Ser Leu Met His Trp Tyr His Gln Lys Pro Gly Gln Gln Pro
35 40 45

Arg Leu Leu Ile Tyr Arg Ala Ser Asn Leu Glu Ala Gly Val Pro Asp
50 55 60

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Lys Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser
65 70 75 80

Pro Val Glu Ala Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Arg
85 90 95

Glu Tyr Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg
100 105 110

<210> 49
<211> 257
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 49

72
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Met Ala Gln Arg Met Thr Thr Gln Leu Leu Leu Leu Leu val Trp Vval

1

Ala

Leu

Pro

Cys

€5

Leu

5

Val val Gly Glu
20

Leu Asn Val Cys
35

Glu Asp Lys Leu
50

Cys Ser Thr Asn

Tyr Arg Phe Asn
85

10

15

Ala Gln Thr Arg Ile Ala Trp Ala Arg Thr Glu

25

Met Asn Ala Lys His His Lys Glu Lys Pro

40

His Glu Gln Cys Arg Pro Trp Arg Lys Asn
60

55

Thr Ser Gln Glu Ala His Lys Asp Val Ser

70

Trp Asn Hig Cys Gly Glu Met Ala Pra Ala

73

a0

75

45

30

95

Gly

Ala

Tyr
80

Cys



Lys

Val

Asp
145

Azn

Fro

Trp

Cys

Val
225

Ala

Ser

Gly

Leu

130

Cys

Trp

Phe

Thr

Ile

210

Ala

Trp

His

Pro

115

Arg

Thr

His

His

195

Gln

Arg

Pro

Phe
100

TZp

Val

Sar

Phe

180

Ser

Met

Phe

Fhe

Ile

Ile

Fro

Ser

Gly

165

Tyr

Tyr

Trp

Tyr

Leu
245
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Gln Asp

Gln Gln

Leu Cysg
135

Tyr Thr
150

Phe Asn

Fhe Pro

Lys Val

Phe Asp
215

Alz Ala
230

Leu Sear

Thr

vVal

120

Lys

Cys

Lys

Thr

Sar

200

Bro

Ala

Leu

Cys

105

Asp

Glu

Lys

Cys

Pro

185

Asn

Ala

Ala

74

Leu

Gln

Asp

Ser

Ala

170

Thr

Tyr

GEln

Ser

Leu
250

Tyr

Ser

Cys

Asn

155

val

Val

Bar

Gly

Gly

235

Mat

Glu

Trp

Glu
140

Trp

Gly

Leu

Arg

Asn

220

Ala

Leau

Cvs

Arg

125

Gln

His

Ala

Cys

Gly

205

Bro

Gly

Leu

Ser

110

Lys

Trp

Lys

Ala

Asn

190

Ser

Asn

Pro

Trp

Pro

Glu

Trp

Cys
178

Glu

Gly

Glu

Trp

Leun
255

Asn

Elu

160

Gln

Ile

Arg

Glu

Ala

240

Leu
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que se une especificamente a FOLR1, en donde dicho
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo comprende las secuencias de aminoacidos de VH-CDR1, VH-
CDR2, VH-CDR3, VL-CDR1, VL-CDR2 y VL-CDR3 de: SEQ IDNO: 1,2y 3y SEQID NO: 13, 14y 15.

2. El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo de la reivindicacién 1, en donde dicho anticuerpo o
fragmento de union a antigeno del mismo comprende las secuencias de aminoacidos de: SEQ ID NO: 25 y SEQ ID
NO: 29.

3. El anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo de la reivindicacion 1 o 2, en donde dicho anticuerpo o
fragmento de unién a antigeno del mismo es murino, no humano, humanizado, quimérico, o estda modificado en
superficie.

4. Un polipéptido que se une especificamente a FOLR1, en donde dicho polipéptido comprende las secuencias de:
SEQIDNO: 1,2y 3y SEQID NO: 13, 14y 15.

5. Una molécula de acido nucleico que codifica el anticuerpo, fragmento de unién a antigeno del mismo, o polipéptido
de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4.

6. Un método para detectar la proteina FOLR1 en una muestra que comprende poner en contacto dicha muestra con
el anticuerpo, fragmento de unién a antigeno del mismo, o polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4.

7. El método de la reivindicaciéon 6, en donde la proteina FOLR1 se detecta por radioinmunoensayo, ensayo de
transferencia Western, ensayo inmunofluorescente, inmunoensayo enzimatico, ensayo de inmunoprecipitacion,
ensayo quimioluminiscente, citometria, o ensayo inmunohistoquimico.

8. El método de la reivindicacién 7, en donde la proteina FOLR1 se detecta por citometria, inmunoensayo enzimatico,
0 ensayo inmunohistoquimico, en donde la citometria es citometria de flujo, y en donde el inmunoensayo enzimatico
es el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA).

9. El método de la reivindicacion 6 o 7, en donde dicha proteina FOLR1 es proteina FOLR1 diseminada.

10. Una célula aislada que produce el anticuerpo, fragmento de unién a antigeno del mismo, o polipéptido de una
cualquiera de las reivindicaciones 1-4.

11. Un método para preparar el anticuerpo, fragmento de unién al antigeno del mismo, o polipéptido de una cualquiera
de las reivindicaciones 1-4, que comprende (a) cultivar la célula de la reivindicacion 10; y (b) aislar dicho anticuerpo,
fragmento de unién al antigeno del mismo, o polipéptido de dicha célula cultivada.

12. Un kit de inmunoensayo para detectar la proteina FOLR1 en una muestra, comprendiendo el kit: (a) un primer
reactivo, en donde el primer reactivo es anticuerpo o fragmento de unioén a antigeno del mismo de una cualquiera de
las reivindicaciones 1-3 o el polipéptido de la reivindicacién 4, y (b) un segundo reactivo, en donde el segundo reactivo
es un reactivo de deteccion.

13. El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 o el
polipéptido de la reivindicacion 4 para uso en un método para diagnosticar cancer.
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