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DESCRIPCION
Inmunoconjugados que comprenden un anticuerpo del receptor 1 de folato
Campo de la invencién

El campo de esta invencion se refiere en general a inmunoconjugados que se unen al receptor 1 de folato humano,
asi como a inmunoconjugados para uso en el tratamiento de enfermedades, tales como el cancer.

Antecedentes de la invencion

El cancer es una de las principales causas de muerte en el mundo desarrollado, con mas de un millén de personas
diagnosticadas con cancer y 500.000 muertes al afio soélo en los Estados Unidos. En total, se estima que mas de 1
de cada 3 personas desarrollaran algun tipo de cancer durante su vida. Existen mas de 200 tipos diferentes de
cancer, cuatro de los cuales - mama, pulmoén, colorrectal y prostata - representan mas de la mitad de todos los
nuevos casos (Jemal et al., 2003, Cancer J. Clin. 53: 5-26).

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

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

Debido a que el cancer de ovario es tipicamente asintomatico hasta un estadio avanzado, a menudo se diagnostica
en un estadio tardio y tiene un mal prondstico cuando se trata con los procedimientos actualmente disponibles,
tipicamente farmacos quimioterapéuticos después de la citorreducciéon quirdrgica (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 ello, existe una clara necesidad médica no satisfecha de terapias mas eficaces para
los canceres de ovario.

Se han examinado tres anticuerpos anti-FOLR1 como posibles farmacos contra el cancer. Los anticuerpos
monoclonales murinos Mov18 y Mov19 se aislaron a finales de los afios 80 (Miotti S et al., Int J Cancer 39: 297-303
(1987)), se confirmd que se dirigian al FOLR1 (Coney LR et al., Cancer Res 51: 6125-6132 (1991)), y se ensayaron
en estudios preclinicos para determinar su capacidad para erradicar las células cancerosas que expresan antigenos
como conjugados con una proteina citotdxica inactivadora de ribosomas (Conde FP et al., Eur J Biochem 178: 795-
802 (1989)).

El Mov19 se ensay6 como un anticuerpo bi-especifico dirigido a células T citotdxicas y a células asesinas naturales
(Mezzanzanica D et al., Int J Cancer 41: 609-615 (1988); Ferrini S et al., Int J Cancer Supl 4: 53-55, 1989); Ferrini S
et al., Int J Cancer 48: 227-233 (1991)), y como una proteina de fusion del Fv de cadena sencilla (scFv) de Mov19
con interleucina-2 in vivo (Melani C et al., Cancer Res 58: 4146-4154 (1998)). Los anticuerpos anti-FOLR1
quiméricos (variable murina/constante humana) Mov18 y Mov19 se han examinado preclinicamente para determinar
su capacidad para mediar en la muerte, dependiente de células inmunitarias citotdxicas, de células tumorales que
expresan FOLR1 in vitro (Coney LR et al., Cancer Res 54: 2448-2455 (1994)), y se ensay6 un Mov18-IgE quimérico
en modelos preclinicos inmunoterapéuticos dependientes de IgE (Karagiannis SN et al., J Immunol 179: 2832-2843
(2007); Gould HJ et al., Eur J Immunol 29: 3527-3537 (1999)).

El Mov18 se estudio en forma de conjugados con diversos radionuclidos en estudios preclinicos y luego, a principios
de los afios noventa, en pruebas clinicas (Zacchetti A et al., Nucl Med Biol 36: 759-770 (2009)), que terminaron sin
que ningun farmaco fuera aprobado para uso clinico.

El MORAbO03, una forma humanizada del anticuerpo anti-FOLR1 monoclonal murino LK26 se evalud
preclinicamente como un anticuerpo no modificado (Ebel W et al., Cancer Immun 7: 6 (2007)) y como un conjugado
con el radiondclido "'In (Smith-Jones PM et al., Nucl Med Biol 35: 343-351 (2008)), y esta actualmente siendo
sometido a ensayos clinicos como un anticuerpo no modificado (D. K. Armstrong et al., J. Clin. Oncol. 26: 2008,
suplemento de 20 de mayo; resumen 5500).

En la técnica (WO 2005/080431) se han descrito los anticuerpos monoclonales que se unen especificamente al
receptor alfa-folato y bloquean la actividad biolégica de un antigeno tumoral. En la técnica (WO 2006/116592) se han
descrito los anticuerpos que se unen especificamente a, y llegan a ser internalizados por, las células que expresan o
que llevan el receptor alfa de folato, induciendo de ese modo una actividad efectora inmune tal como citotoxicidad
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celular dependiente de anticuerpo.
Compendio de la invencion

La presente invencion proporciona inmunoconjugados que comprenden nuevos anticuerpos humanizados que se
unen al receptor 1 de folato humano, y su uso. Especificamente, la presente invencidon proporciona un
inmunoconjugado que tiene la formula (A) - (L) - (C), en donde: (A) es un anticuerpo humanizado o un fragmento de
union al antigeno del mismo que se une especificamente al receptor 1 de folato humano; (L) es un conector; y (C) es
un maitansinoide o un analogo de maitansinoide, en donde el conector (L) enlaza (A) a (C), en donde el anticuerpo o
un fragmento de unién al antigeno del mismo comprende un dominio variable de cadena pesada (HC) que
comprende: una CDR1 de HC que comprende la secuencia de aminoacidos de GYTFTGYFMN; una CDR2 de HC
que comprende la secuencia de aminoacidos de RIHPYDGDTF; y una CDR3 de HC que comprende la secuencia de
aminoacidos de YDGSRAMDY (SEQ ID NO: 3); y en donde el anticuerpo o un fragmento de unién al antigeno del
mismo comprende un dominio variable de cadena ligera (LC) que comprende: una CDR1 de LC que comprende la
secuencia de aminoacidos de KASQSVSFAGTSLMH (SEQ ID NO: 7); una CDR2 de LC que comprende la
secuencia de aminoacidos de RASNLEA (SEQ ID NO: 8); y una CDR3 de LC que comprende la secuencia de
aminoacidos de QQSREYPYT (SEQ ID NO: 9).

Ademas, la presente invencion proporciona el inmunoconjugado, como se ha referido anteriormente, caracterizado
ademas porque (L) es un conector seleccionado del grupo que consiste en: un conector no escindible, un conector
hidréfilo y un conector basado en acido dicarboxilico; o porque (L) es un conector escindible; o en donde el conector
se selecciona del grupo que consiste en: 4-(2-piridilditio)-2-sulfobutanoato de N-succinimidilo (sulfo-SPDB), 4-(2-
piridilditio)-butanoato de  N-succinimidilo (SPDB), éster (NHS-PEG4-maleimida) de  N-succinimidil-[(N-
maleimidopropionamido)-tetraetilenglicol], 4-(2-piridilditio)-pentanoato de N-succinimidilo (SPP), 4-(2-piridilditio)-2-
sulfopentanoato de N-succinimidilo (sulfo-SPP), 4-(maleimidometil)-ciclohexanocarboxilato de N-succinimidilo
(SMCC); 4-(maleimidometil)-ciclohexanocarboxilato de N-sulfosuccinimidilo (sulfoSMCC), y 4-(yodoacetil)-
aminobenzoato de N-succinimidilo (SIAB).

Ademas, la presente invencién proporciona el inmunoconjugado, como se ha referido anteriormente, en donde el
maitansinoide es N(2’)-desacetil-N(2')-(4-mercapto-4-metil-1-oxopentil)-maitansina o N(2’)-desacetil-N(2')-(3-
mercapto-1-oxopropil)-maitansina, en donde (L) puede ser 4-(2-piridilditio)-butanoato de N-succinimidilo (SPDB) o 4-
(2-piridilditio)-2-sulfobutanoato de N-succinimidilo (sulfo-SPDB), y en donde (C) es N(2’)-desacetil-N(2')-(4-mercapto-
4-metil-1-oxopentil)-maitansina o N(2’)-desacetil-N(2')-(3-mercapto-1-oxopropil)-maitansina.

Ademas, la presente invencién proporciona el inmunoconjugado, como se ha referido anteriormente, en donde el
dominio variable de HC del anticuerpo o de un fragmento de unién al antigeno del mismo comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 4, en particular en donde la HC del anticuerpo comprende la misma secuencia de
aminoacidos que la secuencia de aminoacidos de la HC codificada por el plasmido depositado en la ATCC como
PTA-10772; o en donde el dominio variable de LC del anticuerpo o de un fragmento de unién al antigeno del mismo
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10 o SEQ ID NO: 11, en particular en donde la LC del
anticuerpo comprende la misma secuencia de aminoacidos que la secuencia de aminoacidos de la LC codificada por
el plasmido depositado en la ATCC como PTA-10773 o PTA-10774.

Ademas, la presente invencidn proporciona el inmunoconjugado, como se ha referido inicialmente anteriormente, en
donde la HC del anticuerpo comprende la secuencia de aminoacidos de la HC codificada por el plasmido depositado
en la ATCC como PTA-10772, en donde: i) la LC del anticuerpo comprende la secuencia de aminoacidos de la LC
codificada por el plasmido depositado en la ATCC como PTA-10774; (L) es 4-(2-piridilditio)-2-sulfobutanoato de N-
succinimidilo (sulfo-SPDB); y (C) es N(2')-desacetil-N(2')-(4-mercapto-4-metil-1-oxopentil)-maitansina (DM4); ii) la LC
del anticuerpo comprende la secuencia de aminoacidos de la LC codificada por el plasmido depositado en la ATCC
como PTA-10773; (L) es éster (NHS-PEG4-maleimida) de N-succinimidil-[(N-maleimidopropionamido)-
tetraetilenglicol]; y (C) es N(2’)-desacetil-N(2')-(3-mercapto-1-oxopropil)-maitansina (DM1), iii) la LC del anticuerpo
comprende la secuencia de aminoacidos de la LC codificada por el plasmido depositado en la ATCC como PTA-
10774; (L) es 4-(2-piridilditio)-butanoato de N-succinimidilo (SPDB); y (C) es N(2’)-desacetil-N(2')-(4-mercapto-4-
metil-1-oxopentil)-maitansina (DM4), o iv) la LC del anticuerpo comprende la secuencia de aminoéacidos de la LC
codificada por el plasmido depositado en la ATCC como PTA-10774; (L) es 4-(2-piridilditio)-pentanoato de N-
succinimidilo (SPP); y (C) es N(2')-desacetil-N(2')-(3-mercapto-1-oxopropil)-maitansina (DM1), en donde el conector
(L) conecta (A) con (C), en particular, en donde la LC del anticuerpo comprende la secuencia de aminoacidos de la
LC codificada por el plasmido depositado en la ATCC como PTA-10774; (L) es 4-(2-piridilditio)-2-sulfobutanoato de
N-succinimidilo (sulfo-SPDB); y (C) es N(2’)-desacetil-N(2')-(4-mercapto-4-metil-1-oxopentil)-maitansina (DM4); en
donde (L) conecta (A) con (C).

Ademas, la presente invencién proporciona el inmunoconjugado, como se ha referido anteriormente, que comprende
ademas 2-6 (C), en particular i) que comprende ademas un segundo (C), ii) que comprende ademas un segundo y
un tercer (C), o iii) que comprende ademas un segundo, un tercer y un cuarto (C), preferiblemente que comprende
ademas 3-4 (C).

Ademas, la presente invencién proporciona el inmunoconjugado, como se ha referido anteriormente, en donde el
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anticuerpo o un fragmento de unién al antigeno comprende un Fab, un Fab', un F(ab')2, un scFv, un Fv unido por
disulfuro, un intracuerpo, un IgG-CH2, un minicuerpo, un F(ab')3, un tetracuerpo, un triacuerpo, un diacuerpo, DVD-
Ig, mAb2, un (scFv)2, o un scFv-Fc.

Ademas, la presente invencién proporciona el inmunoconjugado, como se ha referido anteriormente, en donde el
anticuerpo o un fragmento de unién al antigeno se une al receptor 1 de folato humano con una Kd de
aproximadamente 1,0 a aproximadamente 10 nM, preferiblemente, se une al receptor 1 de folato humano con una
Kd de aproximadamente 1,0 nM o mejor, en particular, en donde la afinidad de unién se mide por citometria de flujo,
Biacore, o radioinmunoensayo.

Ademas, la presente invencidon proporciona una composicién farmacéutica que comprende el inmunoconjugado,
como se ha referido anteriormente, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable, preferiblemente, en donde los
inmunoconjugados tienen un promedio de aproximadamente 3 a aproximadamente 4 (C) por (A), en particular, en
donde los inmunoconjugados tienen un promedio de aproximadamente 3,5 + 0,5 (C) por (A).

Ademas, la presente invencidn proporciona un reactivo de diagnéstico que comprende el inmunoconjugado, como se
ha referido anteriormente, en donde el reactivo de diagndstico comprende ademas un marcador, preferiblemente, en
donde el marcador se selecciona del grupo que consiste en un radiomarcador, un fluoréforo, un croméforo, un
agente de imagenologia y un ion metalico.

Ademas, la presente invencion proporciona el inmunoconjugado, como se ha referido anteriormente, para uso en el
tratamiento del cancer en un sujeto o para uso en un método para el tratamiento del cancer en un sujeto.

Ademas, la presente invencion proporciona el inmunoconjugado para uso, como se ha referido anteriormente, en
donde el cancer se selecciona del grupo que consiste en cancer de ovario, cancer de cerebro, cancer de mama,
cancer uterino, cancer de endometrio, cancer pancreatico, cancer renal, cancer del peritoneo y cancer de pulmén, en
particular, en donde el cancer es cancer de ovario, cancer uterino, cancer de endometrio, cancer de peritoneo o
cancer de pulmon, mas en particular, en donde el cancer es cancer de ovario.

Se describen nuevos polipéptidos, tales como los anticuerpos que se unen al receptor 1 de folato humano,
fragmentos de tales anticuerpos y otros polipéptidos relacionados con dichos anticuerpos. También se describen
polinucleétidos que comprenden secuencias de acido nucleico que codifican los polipéptidos, como los vectores que
comprenden los polinucleétidos. Adicionalmente, se describen las células que comprenden los polipéptidos y/o
polinucleétidos. También se proporcionan composiciones (p. €j., composiciones farmacéuticas) que comprenden los
nuevos anticuerpos del receptor 1 de folato o inmunoconjugados. Ademas, también se describen métodos para
preparar y usar los nuevos anticuerpos del receptor 1 de folato o inmunoconjugados, tales como métodos para usar
los nuevos anticuerpos del receptor 1 de folato o inmunoconjugados para inhibir el crecimiento tumoral y/o tratar el
cancer.

Se describe un anticuerpo humanizado o un fragmento de unién al antigeno del mismo que se une especificamente
a un receptor 1 de folato humano, en donde el anticuerpo comprende (a) una CDR1 de cadena pesada que
comprende GYFMN (SEQ ID NO: 1); una CDR2 de cadena pesada que comprende
RIHPYDGDTFYNQXaaiFXaazXaas (SEQ ID NO: 56); y una CDR3 de cadena pesada que comprende
YDGSRAMDY (SEQ ID NO: 3); y (b) una CDR1 de cadena ligera que comprende KASQSVSFAGTSLMH (SEQ ID
NO: 7); una CDR2 de cadena ligera que comprende RASNLEA (SEQ ID NO: 8); y una CDR3 de cadena ligera que
comprende QQSREYPYT (SEQ ID NO: 9); en donde Xaa1 se selecciona de K, Q, H, y R; Xaaz se selecciona de Q,
H, N, y R; y Xaas se selecciona de G, E, T, S, Ay V. El anticuerpo humanizado o un fragmento de unién al antigeno
del mismo puede unirse a un receptor 1 de folato humano con sustancialmente la misma afinidad que el anticuerpo
Mov19 quimérico. El anticuerpo humanizado o un fragmento de unién al antigeno del mismo puede comprender la
secuencia de CDR2 de cadena pesada RIHPYDGDTFYNQKFQG (SEQ ID NO: 2).

La afinidad de unién puede medirse por citometria de flujo, Biacore o radioinmunoensayo.

Se describe un anticuerpo humanizado o un fragmento de unién al antigeno del mismo que se une especificamente
a un receptor 1 de folato humano, en donde el anticuerpo comprende: (a) una CDR1 de cadena pesada que
comprende GYFMN (SEQ ID NO: 1), o una variante de la misma que comprende 1, 2, 3 o 4 sustituciones
conservativas de aminoécidos; una CDR2 de cadena pesada que comprende RIHPYDGDTFYNQKFQG (SEQ ID
NO: 2), o una variante de la misma que comprende 1, 2, 3 o 4 sustituciones conservativas de aminoacidos; y una
CDR3 de cadena pesada que comprende YDGSRAMDY (SEQ ID NO: 3), o una variante de la misma que
comprende 1, 2, 3 o 4 sustituciones conservativas de aminoacidos; y/o (b) una CDR1 de cadena ligera que
comprende KASQSVSFAGTSLMH (SEQ ID NO: 7), o una variante de la misma que comprende 1, 2, 3 0 4
sustituciones conservativas de aminoacidos; una CDR2 de cadena ligera que comprende RASNLEA (SEQ ID NO:
8), o una variante de la misma que comprende 1, 2, 3 o 4 sustituciones conservativas de aminoacidos; y una CDR3
de cadena ligera que comprende QQSREYPYT (SEQ ID NO: 9), o una variante de la misma que comprende 1, 2, 3
0 4 sustituciones conservativas de aminoacidos.

Se describe un anticuerpo humanizado o un fragmento de unién al antigeno del mismo que se une especificamente
al receptor 1 de folato humano que comprende la cadena pesada de SEQ ID NO: 6. El anticuerpo humanizado o un
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fragmento de unién al antigeno del mismo puede estar codificado por el ADN plasmidico depositado en la ATCC el 7
de abril de 2010 y que tiene los nos. de depdsito de ATCC PTA-10772 y PTA-10773 o 10774.

Se describe un anticuerpo humanizado o un fragmento de unién al antigeno del mismo que compite por la unién a
FOLR1 con un anticuerpo que comprende (a) una CDR1 de cadena pesada que comprende GYFMN (SEQ ID NO:
1); una CDR2 de cadena pesada que comprende RIHPYDGDTFYNQXaa1FXaazXaas (SEQ ID NO: 56); y una CDR3
de cadena pesada que comprende YDGSRAMDY (SEQ ID NO: 3); y (b) una CDR1 de cadena ligera que comprende
KASQSVSFAGTSLMH (SEQ ID NO: 7); una CDR2 de cadena ligera que comprende RASNLEA (SEQ ID NO: 8); y
una CDR3 de cadena ligera que comprende QQSREYPYT (SEQ ID NO: 9); en donde Xaa1 se selecciona de K, Q,
H, y R; Xaaz se selecciona de Q, H, N y R; y Xaas se selecciona de G, E, T, S, Ay V. El anticuerpo humanizado
puede comprender la secuencia RIHPYDGDTFYNQKFQG (SEQ ID NO: 2) de la CDR2 de cadena pesada.

Se describe un polipéptido, un anticuerpo humanizado o un fragmento de unién al antigeno del mismo que
comprende un dominio variable de la cadena pesada al menos aproximadamente un 90 % idéntico a la SEQ ID NO:
4, y un dominio variable de la cadena ligera al menos aproximadamente un 90 % idéntico ala SEQ ID NO: 10 o a la
SEQ ID NO: 11. El anticuerpo humanizado o el fragmento de unién al antigeno puede comprender un dominio
variable de la cadena pesada al menos aproximadamente un 95 % idéntico a la SEQ ID NO: 4 y un dominio variable
de la cadena ligera al menos aproximadamente un 95 % idéntico a la SEQ ID NO: 10 o a la SEQ ID NO: 11. El
anticuerpo humanizado puede comprender un dominio variable de la cadena pesada al menos aproximadamente un
99 % idéntico a la SEQ ID NO: 4 y un dominio variable de la cadena ligera al menos aproximadamente un 99 %
idéntico a la SEQ ID NO: 10 o a la SEQ ID NO: 11. El anticuerpo humanizado puede comprender el dominio variable
de la cadena pesada de SEQ ID NO: 4, y el dominio variable de la cadena ligera de SEQ ID NO: 10 o de SEQ ID
NO: 11. Se describe un polipéptido, anticuerpo, o fragmento de unién al antigeno al menos aproximadamente un 90
% idéntico a las SEQ ID NO: 88-119. Se describe un polipéptido, anticuerpo, o fragmento de unién al antigeno al
menos aproximadamente un 95 % idéntico a las SEQ ID NO: 88-119. Se describe un polipéptido, anticuerpo, o
fragmento de unidén al antigeno al menos aproximadamente un 99 % idéntico a las SEQ ID NO: 88-119.

El anticuerpo humanizado o un fragmento de unién al antigeno del mismo puede expresarse al menos diez veces
mas que chMov19 en células eucariotas. Las células eucariotas pueden ser células HEK-293T.

Se describe un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo que se une especificamente a un receptor 1
de folato humano, en donde el anticuerpo comprende:

(a) una CDR1 de cadena pesada que comprende SSYGMS (SEQ ID NO: 30); una CDR2 de cadena pesada que
comprende TISSGGSYTY (SEQ ID NO: 31); y/o una CDR3 de cadena pesada que comprende DGEGGLYAMDY
(SEQ ID NO: 32); y/o (b) una CDR1 de cadena ligera que comprende KASDHINNWLA (SEQ ID NO: 27); una CDR2
de cadena ligera que comprende GATSLET (SEQ ID NO: 28); y una CDR3 de cadena ligera que comprende
QQYWSTPFT (SEQ ID NO: 29). Se describe un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo que se une
especificamente a un receptor 1 de folato humano, en donde el anticuerpo comprende: (a) una CDR1 de cadena
pesada que comprende TNYWMQ (SEQ ID NO: 60); una CDR2 de cadena pesada que comprende AIYPGNGDSR
(SEQ ID NO: 61); y/o una CDR3 de cadena pesada que comprende RDGNYAAY (SEQ ID NO: 62); y/o (b) una
CDR1 de cadena ligera que comprende RASENIYSNLA (SEQ ID NO: 57); una CDR2 de cadena ligera que
comprende AATNLAD (SEQ ID NO: 58); y una CDR3 de cadena ligera que comprende QHFWASPYT (SEQ ID NO:
59). Se describe un anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo que se une especificamente a un
receptor 1 de folato humano, en donde el anticuerpo comprende: (a) una CDR1 de cadena pesada que comprende
TNYWMY (SEQ ID NO: 66); una CDR2 de cadena pesada que comprende AIYPGNSDTT (SEQ ID NO: 67); y/o una
CDR3 de cadena pesada que comprende RHDYGAMDY (SEQ ID NO: 68); y/o (b) una CDR1 de cadena ligera que
comprende RASENIYTNLA (SEQ ID NO: 63); una CDR2 de cadena ligera que comprende TASNLAD (SEQ ID NO:
64); y una CDR3 de cadena ligera que comprende QHFWVSPYT (SEQ ID NO: 65). Se describe un anticuerpo o
fragmento de union al antigeno del mismo que se une especificamente a un receptor 1 de folato humano, en donde
el anticuerpo comprende: (a) una CDR1 de cadena pesada que comprende SSFGMH (SEQ ID NO: 72); una CDR2
de cadena pesada que comprende YISSGSSTIS (SEQ ID NO: 73); y/o una CDR3 de cadena pesada que
comprende EAYGSSMEY (SEQ ID NO: 74); y/o (b) una CDR1 de cadena ligera que comprende RASQNINNNLH
(SEQ ID NO: 69); una CDR2 de cadena ligera que comprende YVSQSVS (SEQ ID NO: 70); y una CDR3 de cadena
ligera que comprende QQSNSWPHYT (SEQ ID NO: 71). Se describe un anticuerpo o fragmento de union al
antigeno del mismo que se une especificamente a un receptor 1 de folato humano, en donde el anticuerpo
comprende: (a) una CDR1 de cadena pesada que comprende TSYTMH (SEQ ID NO: 78); una CDR2 de cadena
pesada que comprende YINPISGYTN (SEQ ID NO: 79); y/o una CDR3 de cadena pesada que comprende
GGAYGRKPMDY (SEQ ID NO: 80); y/o (b) una CDR1 de cadena ligera que comprende KASQNVGPNVA (SEQ ID
NO: 75); una CDR2 de cadena ligera que comprende SASYRYS (SEQ ID NO: 76); y una CDR3 de cadena ligera
que comprende QQYNSYPYT (SEQ ID NO: 77).

En ciertas realizaciones, los anticuerpos comprendidos por la invencién son anticuerpos de longitud completa o
fragmentos de union al antigeno. En ciertas realizaciones, los anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno son un
Fab, un Fab’, un F(ab’)2, un Fd, un Fv de cadena sencilla o scFv, un Fv unido por disulfuro, un dominio V NAR, un
IgNar, un intracuerpo, un IgG-CH2, un minicuerpo, un F(ab’)3, un tetracuerpo, un triacuerpo, un diacuerpo, un
anticuerpo de dominio simple, un DVD-Ilg, Fcab, mAb2, un (scFv)2 o un scFv-Fc.
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En ciertas realizaciones, el anticuerpo comprendido por la invencién se une a un receptor 1 de folato humano con
una Kd de aproximadamente 1,0 a aproximadamente 10 nM. En una realizacién, el anticuerpo o polipéptido se une a
un receptor 1 de folato humano con una Kd de aproximadamente 1,0 nM o mejor. La afinidad de unién puede
medirse por citometria de flujo, Biacore o radioinmunoensayo.

Se describe un método para preparar un anticuerpo que comprende cultivar una célula que expresa dicho
anticuerpo; y (b) aislar el anticuerpo de dicha célula cultivada. La célula puede ser una célula eucariota.

Se describe un inmunoconjugado que tiene la férmula (A) - (L) - (C), en donde: (A) es un anticuerpo o un fragmento
de union al antigeno o polipéptido; (L) es un conector; y (C) es un agente citotéxico, en donde dicho conector (L)
enlaza (A) a (C).

En una realizacion, el conector se selecciona del grupo de un conector escindible, un conector no escindible, un
conector hidréfilo y un conector basado en acido dicarboxilico. En una realizaciéon adicional, el conector se
selecciona del grupo que consiste en: 4-(2-piridilditio)-pentanoato de N-succinimidilo (SPP) o 4-(2-piridilditio)-2-
sulfopentanoato de N-succinimidilo (sulfo-SPP); 4-(2-piridilditio)-butanoato de N-succinimidilo (SPDB) o 4-(2-
piridilditio)-2-sulfobutanoato de N-succinimidilo (sulfo-SPDB); 4-(maleimidometil)-ciclohexanocarboxilato de N-
succinimidilo  (SMCC); 4-(maleimidometil)-ciclohexanocarboxilato de N-sulfosuccinimidilo (sulfoSMCC); 4-
(yodoacetil)aminobenzoato de N-succinimidilo (SIAB); y éster de N-succinimidil-[(N-maleimidopropionamido)-
tetraetilenglicol] (NHS-PEG4-maleimida). En una cierta realizacion, el conector es éster de N-succinimidil-[(N-
maleimidopropionamido)-tetraetilenglicol-(NHS-PEG4-maleimida).

Segun la invencién, los inmunoconjugados comprenden un agente citotdxico seleccionado del grupo de un
maitansinoide, o un analogo de maitansinoide. Se describen como agentes citotéxicos la benzodiazepina, yaxoide,
CC-1065, analogo de CC-1065, duocarmicina, analogo de duocarmicina, caliqueamicina, dolastatina, analogo de
dolastatina, auristatina, derivado de tomaimicina, y derivado de leptomicina o un profarrmaco del agente. En una
realizacién, el agente citotdxico es un maitansinoide. En otra realizacion, el agente citotoxico es N(2')-desacetil-N(2')-
(3-mercapto-1-oxopropil)-maitansina o N(2’)-desacetil-N2-(4-mercapto-4-metil-1-oxopentil}-maitansina.

En una realizacion, la invencién proporciona un inmunoconjugado que comprende: (A) un anticuerpo humanizado
que comprende el dominio variable de la cadena pesada de SEQ ID NO: 4, y el dominio variable de la cadena ligera
de SEQ ID NO: 10 o de SEQ ID NO: 11; (L) éster de N-succinimidil-[(N-maleimidopropionamido)-tetraetilenglicol]
(NHS-PEG4-maleimida); y (C) N(2’)-desacetil-N2-(4-mercapto-4-metil-1-oxopentil)-maitansina; en donde (L) enlaza
(A) a (C).

En una realizacion, la invencién proporciona un inmunoconjugado que comprende: (A) un anticuerpo humanizado
que comprende el dominio variable de la cadena pesada de SEQ ID NO: 4, y el dominio variable de la cadena ligera
de SEQ ID NO: 10 o de SEQ ID NO: 11; (L) 4-(2-piridiltio)butanoato de N-succinimidilo (SPDB); y (C) N(2’)-desacetil-
N2-(4-mercapto-4-metil-1-oxopentil)-maitansina; en donde (L) enlaza (A) a (C).

En una realizacién, la invencién proporciona un inmunoconjugado que comprende: (A) un anticuerpo humanizado
que comprende el dominio variable de la cadena pesada de SEQ ID NO: 4, y el dominio variable de la cadena ligera
de SEQ ID NO: 10 o de SEQ ID NO: 11; (L) 4-(2-piridiltio)-2-sulfobutanoato de N-succinimidilo (sulfo-SPDB); y (C)
N(2’)-desacetil-N2-(4-mercapto-4-metil-1-oxopentil)-maitansina; en donde (L) enlaza (A) a (C).

En una realizacion, la invencioén proporciona un inmunoconjugado que comprende: (A) un anticuerpo humanizado
que comprende el dominio variable de la cadena pesada de SEQ ID NO: 4, y el dominio variable de la cadena ligera
de SEQ ID NO: 10 o de SEQ ID NO: 11; (L) 4-(2-piridilditio)-2-sulfopentanoato de N-succinimidilo (sulfo-SPP); y (C)
N(2’)-desacetil-N (2')-(3-mercapto-1-oxopropil)-maitansina; en donde (L) enlaza (A) a (C).

En una realizacion, la invencién proporciona un inmunoconjugado que comprende: (A) un anticuerpo humanizado
que comprende el dominio variable de la cadena pesada de SEQ ID NO: 4, y el dominio variable de la cadena ligera
de SEQ ID NO: 10 o de SEQ ID NO: 11; (L) 4-(2-piridiltio)pentanoato de N-succinimidilo (SPP); y (C) N(2’)-desacetil-
N(2")-(3-mercapto-1-oxopropil)-maitansina; en donde (L) enlaza (A) a (C).

La invencién también proporciona una composicion farmacéutica que comprende un inmunoconjugado de la
invencion y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. La composicion farmacéutica puede comprender ademas un
segundo agente anticanceroso.

La invencién también proporciona un reactivo de diagndéstico que comprende un inmunoconjugado de la invencion
que esta marcado. En una realizaciéon, el marcador se selecciona del grupo de un radiomarcador, un fluoréforo, un
croméforo, un agente de imagenologia y un ion metalico.

La invencion también proporciona un inmunoconjugado de la invencién para uso en el tratamiento del cancer en un
sujeto o para uso en un método para el tratamiento del cancer en un sujeto.

Se describe un kit que comprende el anticuerpo, fragmento de unién al antigeno, polipéptido o inmunoconjugado de
la invencion.
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Se describe un método para inhibir el crecimiento del tumor en un sujeto, que comprende administrar al sujeto una
cantidad terapéuticamente eficaz del anticuerpo, fragmento de unién al antigeno, polipéptido, inmunoconjugado, o
composicion farmacéutica. Se describe un método para inhibir el crecimiento del tumor en un sujeto, que comprende
administrar una cantidad terapéuticamente eficaz del inmunoconjugado que tiene la formula (A) - (L) - (C), en donde:
(A) es un anticuerpo o un fragmento de unién al antigeno del mismo que se une especificamente a un receptor 1 de
folato humano; (L) es un conector; y (C) es una citotoxina seleccionada del grupo que consiste en un maitansinoide y
un analogo de maitansinoide; en donde (L) enlaza (A) a (C) y en donde el inmunoconjugado reduce el volumen
tumoral medio al menos dos veces en un modelo de xenoinjerto de KB. El método puede comprender administrar un
anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo que comprende (a) una CDR1 de cadena pesada que
comprende GYFMN (SEQ ID NO: 1); una CDR2 de cadena pesada que comprende
RIHPYDGDTFYNQXaaiFXaazXaas (SEQ ID NO: 56); y una CDR3 de cadena pesada que comprende
YDGSRAMDY (SEQ ID NO: 3); y (b) una CDR1 de cadena ligera que comprende KASQSVSFAGTSLMH (SEQ ID
NO: 7); una CDR2 de cadena ligera que comprende RASNLEA (SEQ ID NO: 8); y una CDR3 de cadena ligera que
comprende QQSREYPYT (SEQ ID NO: 9); en donde Xaa1 se selecciona de K, Q, H, y R; Xaaz se selecciona de Q,
H, N, y R; y Xaas se selecciona de G, E, T, S, Ay V. El anticuerpo puede comprender una CDR2 de cadena pesada
que comprende RIHPYDGDTFYNQKFQG (SEQ ID NO: 2).

En una cierta realizacién, la invencion proporciona un inmunoconjugado de la invencién que comprende un
anticuerpo humanizado o fragmento de union al antigeno del mismo codificado por el ADN plasmidico depositado en
la ATCC el 7 de abril de 2010 y que tiene los nos. de depdsito de ATCC PTA-10772 y PTA-10773 o 10774 para uso
en un método para inhibir el crecimiento tumoral.

En otra realizacion, el método comprende administrar un inmunoconjugado que comprende un anticuerpo
humanizado que comprende el dominio variable de la cadena pesada de SEQ ID NO: 4, y el dominio variable de la
cadena ligera de SEQ ID NO: 10 o de SEQ ID NO: 11; (L) éster de N-succinimidil-[(N-maleimidopropionamido)-
tetraetilenglicol] (NHS-PEG4-maleimida); y (C) N(2')-desacetil-N2-(4-mercapto-4-metil-1-oxopentil)-maitansina.

En otra realizacién, el método comprende administrar un inmunoconjugado que comprende (A) un anticuerpo
humanizado que comprende el dominio variable de la cadena pesada de SEQ ID NO: 4, y el dominio variable de la
cadena ligera de SEQ ID NO: 10 o de SEQ ID NO: 11; (L) 4-(2-piridiltio)butanoato de N-succinimidilo (SPDB); y (C)
N(2’)-desacetil-N2-(4-mercapto-4-metil-1-oxopentil)-maitansina; en donde (L) enlaza (A) a (C).

En otra realizacion, el método comprende administrar un inmunoconjugado que comprende (A) un anticuerpo
humanizado que comprende el dominio variable de la cadena pesada de SEQ ID NO: 4 y el dominio variable de la
cadena ligera de SEQ ID NO: 10 o de SEQ ID NO: 11; (L) 4-(2-piridiltio)-2-sulfobutanoato de N-succinimidilo (sulfo-
SPDB); y (C) N(2')-desacetil-N2-(4-mercapto-4-metil-1-oxopentil)-maitansina; en donde (L) enlaza (A) a (C).

En otra realizacién, el método comprende administrar un inmunoconjugado que comprende (A) un anticuerpo
humanizado que comprende el dominio variable de la cadena pesada de SEQ ID NO: 4 y el dominio variable de la
cadena ligera de SEQ ID NO: 10 o de SEQ ID NO: 11; (L) 4-(2-piridilditio)-2-sulfopentanoato de N-succinimidilo
(sulfo-SPP); y (C) N(2’)-desacetil-N(2')-(3-mercapto-1-oxopropil)-maitansina; en donde (L) enlaza (A) a (C).

En otra realizacion, el método comprende administrar un inmunoconjugado que comprende (A) un anticuerpo
humanizado que comprende el dominio variable de la cadena pesada de SEQ ID NO: 4 y el dominio variable de la
cadena ligera de SEQ ID NO: 10 o de SEQ ID NO: 11; (L) 4-(2-piridiltio)pentanoato de N-succinimidilo (SPP); y (C)
N(2’)-desacetil-N (2')-(3-mercapto-1-oxopropil)-maitansina; en donde (L) enlaza (A) a (C).

Se describe un método que comprende administrar un inmunoconjugado que comprende el anticuerpo huFR-1-21
depositado en ATCC el 7 de abril de 2010 y que tiene los nos. de depdsito ATCC PTA-10775 y PTA-10776. El
anticuerpo huFR1-21 puede comprender (a) una CDR1 de cadena pesada que comprende SSYGMS (SEQ ID NO:
30); una CDR2 de cadena pesada que comprende TISSGGSYTY (SEQ ID NO: 31); y una CDR3 de cadena pesada
que comprende DGEGGLYAMDY (SEQ ID NO: 32); y (b) una CDR1 de cadena ligera que comprende
KASDHINNWLA (SEQ ID NO: 27); una CDR2 de cadena ligera que comprende GATSLET (SEQ ID NO: 28); y una
CDR3 de cadena ligera que comprende QQYWSTPFT (SEQ ID NO: 29). El método puede comprender administrar
un inmunoconjugado que comprende el anticuerpo que es el anticuerpo huFR1-48 que comprende: (a) una CDR1 de
cadena pesada que comprende TNYWMQ (SEQ ID NO: 60); una CDR2 de cadena pesada que comprende
AIYPGNGDSR (SEQ ID NO: 61); y una CDR3 de cadena pesada que comprende RDGNYAAY (SEQ ID NO: 62); y
(b) una CDR1 de cadena ligera que comprende RASENIYSNLA (SEQ ID NO: 57); una CDR2 de cadena ligera que
comprende AATNLAD (SEQ ID NO: 58); y una CDR3 de cadena ligera que comprende QHFWASPYT (SEQ ID NO:
59). El método puede comprender administrar un inmunoconjugado que comprende el anticuerpo que es el
anticuerpo huFR1-49 que comprende: (a) una CDR1 de cadena pesada que comprende TNYWMY (SEQ ID NO: 66);
una CDR2 de cadena pesada que comprende AIYPGNSDTT (SEQ ID NO: 67); y una CDR3 de cadena pesada que
comprende RHDYGAMDY (SEQ ID NO: 68); y (b) una CDR1 de cadena ligera que comprende RASENIYTNLA (SEQ
ID NO: 63); una CDR2 de cadena ligera que comprende TASNLAD (SEQ ID NO: 64); y una CDR3 de cadena ligera
que comprende QHFWVSPYT (SEQ ID NO: 65). El método puede comprender administrar un inmunoconjugado que
comprende el anticuerpo que es el anticuerpo huFR1-57 que comprende: (a) una CDR1 de cadena pesada que
comprende SSFGMH (SEQ ID NO: 72); una CDR2 de cadena pesada que comprende YISSGSSTIS (SEQ ID NO:
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73); y una CDR3 de cadena pesada que comprende EAYGSSMEY (SEQ ID NO: 74); y (b) una CDR1 de cadena
ligera que comprende RASQNINNNLH (SEQ ID NO: 69); una CDR2 de cadena ligera que comprende YVSQSVS
(SEQ ID NO: 70); y una CDRS3 de cadena ligera que comprende QQSNSWPHYT (SEQ ID NO: 71). El método puede
comprender administrar un inmunoconjugado que comprende el anticuerpo que es el anticuerpo huFR1-65 que
comprende: (a) una CDR1 de cadena pesada que comprende TSYTMH (SEQ ID NO: 78); una CDR2 de cadena
pesada que comprende YINPISGYTN (SEQ ID NO: 79); y una CDR3 de cadena pesada que comprende
GGAYGRKPMDY (SEQ ID NO: 80); y (b) una CDR1 de cadena ligera que comprende KASQNVGPNVA (SEQ ID
NO: 75); una CDR2 de cadena ligera que comprende SASYRYS (SEQ ID NO: 76); y una CDR3 de cadena ligera
que comprende QQYNSYPYT (SEQ ID N O: 77).

En una realizacién, el inmunoconjugado de la invencién es para uso en el tratamiento del cancer, en donde el cancer
se selecciona del crecimiento de tumor de ovario, tumor cerebral, tumor de mama, tumor uterino, tumor de
endometrio, tumor pancreatico, tumor renal o tumor de pulmén. En una cierta realizacién, el inmunoconjugado es
para uso en la inhibicién del crecimiento de tumores de ovario. En otra realizacién, la invencion inhibe el crecimiento
del tumor de pulmén. En una cierta realizacion, la inhibicion del crecimiento del tumor se usa para tratar el cancer. El
método puede comprender administrar un segundo agente anticanceroso al sujeto. El segundo agente
anticanceroso puede ser un agente quimioterapéutico.

Se describe una célula aislada que produce el anticuerpo, el fragmento de unién al antigeno o el polipéptido. Se
describe un polinucledtido aislado que comprende una secuencia al menos un 90 % idéntica a una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 5, 14, 15, 37, 38, 43, 44, 47, 48 y 120-127. El polinucleétido
aislado puede ser al menos un 95 % idéntico a una secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID
NO: 5, 14, 15, 37, 38, 43, 44, 47, 48 y 120-127. El polinucleétido aislado puede ser al menos un 99 % idéntico a una
secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 5, 14, 15, 37, 38, 43, 44, 47, 48 y 120-127. Se
describe un vector que comprende cualquiera de los polinucleétidos de las SEQ ID NO: 5, 14, 15, 37, 38, 43, 44, 47,
48 y 120-127. Se describe una célula huésped que comprende un vector que contiene un polinucleétido de las SEQ
ID NO: 5, 14, 15, 37, 38, 43, 44, 47, 48 y 120-127.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. Residuos superficiales de Mov19 murino (muMov19) y humanizado (huMov19). (A) Residuos superficiales
de cadena ligera de Mov19 murino y humanizado. Se proporcionan los residuos superficiales del marco de regiéon
variable de cadena ligera de Mov19 murino y humanizado y el niumero de posicién (sistema de Kabat). Los residuos
humanos que son diferentes de las secuencias murinas originales estan subrayados. La *posicién 74 no es una
posicion de superficie, pero para eliminar un sitio de glicosilacion de consenso enlazado a N en la version 1.00, esta
posicion se cambidé a una Treonina (el residuo humano mas comun en esta posicion), dando como resultado la
version 1.60. (B) Residuos superficiales de cadena pesada de Mov19 Murino y Humano. Se proporcionan residuos
superficiales del marco de la region variable de cadena pesada de Mov19 murino y humanizado y el nimero de
posicion (sistema Kabat). Los residuos humanos que son diferentes de las secuencias murinas originales estan
subrayados. Los residuos superficiales similares se proporcionan para FR1-21 (C) y (D).

Figura 2. Alineamientos de los dominios variables de cadena pesada y ligera de Mov19 quimérico y huMov19 y de
dominios variables de cadena pesada y ligera muFR1-21 y huFR1-21. Alineamiento de secuencias modificadas en
superficie para las regiones variables de Mov19 y de Fr1-21 con sus homélogos murinos. Dominios variables de
cadena ligera A) y C); dominios variables de cadena pesada B) y D). Los guiones "-" indican identidad con la
secuencia murina. Las CDR (definicién de Kabat) estan subrayadas.

Figura 3. Expresion de Mov19 quimérico y huMov19 en células HEK. Los plasmidos de expresion de Mov19
quimérico y humano se transfectaron transitoriamente en células HEK293-T en suspension, se recolectaron 7 dias
mas tarde y el anticuerpo expresado se determiné mediante ELISA cuantitativo. Los plasmidos de cadena ligera y de
cadena pesada se transfectaron en relaciones molares respectivas de 3:1 0 6:1.

Figura 4. Especificidad de unién de anticuerpos anti-FOLR1, como se detecta por su unién a células 300-19 que
expresan FOLR1. La unidon de huMov19 a células 300-19-FOLR1 mediante citometria de flujo. Células parentales
300-19 que expresan FOLR-1. El sombreado continuo gris representa la autofluorescencia celular; las lineas
discontinuas negras representan células incubadas con anticuerpo secundario antihumano conjugado con FITC, las
lineas continuas negras representan células incubadas con el anticuerpo huMov-19 y el anticuerpo secundario
antihumano conjugado con FITC.

Figura 5. Afinidades de unién y actividad citotdxica in vitro de anticuerpos anti-FOLR1 e inmunoconjugados. La
afinidad de unién de huMov19 y diversos anticuerpos FR-1 murinos y humanizados se midié en células SKOV3.
También se ensayd la actividad citotéxica in vitro de conjugados de PEG4-Mal-DM4 de los anticuerpos enumerados.

Figura 6. Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo de inmunoconjugados. La actividad ADCC de huMov19,
huFR1-21 y Mor003 se ensayé contra células Igrov1. Las Igrov 1 se incubaron a 15.000 células/pocillo en una
proporcion de células Diana:NK de 1:4.

Figura 7. Actividad citotdxica de exposicién continua de huFR1-21-PEG4-mal-DM4 y huMov19-PEG4-mal-DM4 en
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células KB. Un exceso de anticuerpos no conjugados suprimié la actividad de los inmunoconjugados cuando se
incubaron conjuntamente en presencia de células KB, lo que indica que la actividad citotdxica es dependiente del
antigeno.

Figura 8. Eficacia in vivo de conjugados dirigidos a huMov19 en un modelo de xenoinjerto de KB. El conjugado
huMov19-SPDB-DM4 (B) escindible dirigido a FOLR1 en comparacion con el huC242-SPDB-DM4 (D) no dirigido a
FOLR1, y el conjugado huMov19-PEG4-Mal-DM4 (C) no escindible en comparacion con el huC242-PEG4Mal-DM4
(E) sin diana se ensayaron usando un modelo de xenoinjerto establecido de células KB implantadas
subcutaneamente en ratones SCID. La toma como diana de FOLR1 por huMov19 dio como resultado una reduccion
significativa en el volumen tumoral medio.

Figura 9. Eficacia in vivo de huMov19-PEG4-Mal-DM4 en comparacion con anticuerpos anti-FOLR1 del FR-1 de
murino en un modelo de xenoinjerto de KB. Se analizaron los anticuerpos de las series FR-1, no conjugados, o
conjugados con PEG4-Mal-DM4, para determinar su capacidad para reducir el volumen tumoral medio en
comparacion con huMov19-PEG4-Mal-DM4 en un modelo de tumor de xenoinjerto de KB. (A) FR-1-9, (B) FR-1-13,
(C) FR-1-22, y (D) FR-1-23.

Figura 10. Eficacia in vivo de huMov19-PEG4-Mal-DM4 y huFR1-21-PEG4-Mal-DM4 en un modelo de xenoinjerto de
KB. Se realizaron inyecciones Unicas de 10 mg/kg de huMov19-PEG4-Mal-DM4 y de huFR1-21-PEG4-Mal-DM4 en
el dia 6 después de la inoculacion. Tanto huMov19-PEG4-Mal-DM4 como huFR1-21-PEG4-Mal-DM4 mostraron una
reduccion significativa en el volumen tumoral medio. "VT Medio" se refiere al volumen tumoral medio.

Figura 11. HuMov19-PEG4-mal-DM4 muestra actividad dependiente de la dosis en el modelo de xenoinjerto de KB.
La actividad dependiente de la dosis del inmunoconjugado se ensay6 a lo largo del intervalo de dosis ensayadas. La
dosificacién semanal dio como resultado una mejora de la actividad antitumoral. Las altas cargas de farmacos sélo
mejoraron marginalmente la actividad en los grupos de dosis de 10 mg/kg, con actividad reducida en los grupos de
dosis mas bajas. 3,7 DAR se refiere a 3,7 moléculas de farmaco por anticuerpo.

Figura 12. Eficacia in vivo de huMov19 conjugado con DM1 y DM4 con varios conectores. HuMov19 se conjugd con
SMCC-DM1 a 3,9 moléculas de farmaco por anticuerpo; sulfo-mal-DM4 a 3,7 moléculas de farmaco por anticuerpo
(B), y sulfo-mal-DM4 a 8,23 moléculas de farmaco por anticuerpo (C) y se analizé su capacidad para reducir el
volumen tumoral medio a varias concentraciones en comparacion con huMov19-PEG4-mal-DM4.

Figura 13. Eficacia in vivo de huMov19 conjugado con DM1 y DM4 con varios conectores. HuMov19 se conjugd con
SPP-DM1 a 4,3 moléculas de farmaco por anticuerpo; sulfo-SPDB-DM4 a 3,8 moléculas de farmaco por anticuerpo,
SPDB-DM4 a 3,8 moléculas de farmaco por anticuerpo y sulfo-SPDB-DM4 a 6,8 moléculas de farmaco por
anticuerpo y se analizé su capacidad para reducir el volumen tumoral medio. Los ratones se trataron con 5 mg/kg (A)
y 2,5 mg/kg (B) de uno de los conjugados enumerados anteriormente o sélo con PBS.

Figura 14. Eficacia in vivo de huMov19-sulfo-SPDB-DM4 en el modelo de tumor de xenoinjerto OVCAR-3. Los
ratones se trataron con 25, 50 o 100 ug/kg de huMov19-sulfo-SPDB-DM4 o sélo con PBS.

Figura 15. Eficacia in vivo de huMov19-sulfo-SPDB-DM4 en el modelo de tumor de xenoinjerto IGROV-1. Los
ratones se trataron con 25, 50 o 100 pg/kg de huMov19-sulfo-SPDB-DM4 o solo con PBS

Figura 16. Eficacia in vivo de huMov19-sulfo-SPDB-DM4 en el modelo de tumor de xenoinjerto OV-90. Los ratones
se trataron con 25, 50 o 100 pg/kg de huMov19-sulfo-SPDB-DM4 o sélo con PBS.

Figura 17. Efecto de los conectores escindibles y no escindibles sobre la eficacia de los inmunoconjugados en
modelos de xenoinjerto de KB.

Figura 18. Efecto de los conectores escindibles sobre la eficacia de los inmunoconjugados en el modelo de
xenoinjerto KB (A) y en el modelo de xenoinjerto OVCAR-3 (B).

Figura 19. Eficacia in vitro e in vivo de huFR1-48, huFR1-49, huFR1-57 y huFR1-65-SMCC-DM1 en modelos de
tumor de KB y de xenoinjerto. Los ratones se trataron con dosis unicas de 200 pg/kg.

Descripcion detallada de la invenciéon

La presente descripcion proporciona nuevos agentes que son anticuerpos humanizados o fragmentos de union al
antigeno de los mismos en forma de inmunoconjugados que se unen al receptor 1 de folato humano (FOLR1). Se
describen polipéptidos y polinucleétidos relacionados, composiciones que comprenden los agentes de unién a
FOLR1, y métodos para preparar los agentes de unidon a FOLR1. Se proporcionan adicionalmente nuevos agentes
de unién a FOLR1 para uso en métodos, tales como métodos para inhibir el crecimiento de los tumores y/o tratar el
cancer.

|. Definiciones

Para facilitar la comprension de la presente invencién, a continuacion, se definen una serie de términos y
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expresiones.

La expresion "receptor 1 de folato humano" o el término "FOLR1", tal y como se usan en el presente documento, se
refieren a cualquier FOLR1 humano nativo, a menos que se indique lo contrario. El término "FOLR1" abarca FOLR1
sin procesar de "longitud completa" asi como cualquier forma de FOLR1 que resulte del procesamiento dentro de la
célula. El término también abarca variantes de FOLR1 de origen natural, p. ej., variantes de corte y empalme,
variantes alélicas e isoformas. Los polipéptidos FOLR1 descritos en el presente documento pueden aislarse a partir
de una diversidad de fuentes, tales 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
nuameros de referencia P15328, NP_001092242.1, AAX29268.1, AAX37119.1, NP_057937.1 y NP_057936.1 del
NCBI.

El término “anticuerpo” significa una molécula de inmunoglobulina que reconoce y se une especificamente a una
diana, tal como una proteina, polipéptido, péptido, hidrato de carbono, polinucleétido, lipido o combinaciones de los
anteriores a través de al menos un sitio de reconocimiento de antigeno dentro de la regién variable de la molécula
de inmunoglobulina. Tal y como se usa en el presente documento, el término “anticuerpo” abarca anticuerpos
policlonales intactos, anticuerpos monoclonales intactos, fragmentos de anticuerpos (tales como fragmentos Fab,
Fab’, F(ab’)2 y Fv), mutantes Fv de cadena sencilla (scFv), anticuerpos multiespecificos tales como anticuerpos
biespecificos generados a partir de al menos dos anticuerpos intactos, anticuerpos quiméricos, anticuerpos
humanizados, anticuerpos humanos, proteinas de fusibn que comprenden una porcién de determinacion del
antigeno de un anticuerpo y cualquier otra molécula de inmunoglobulina modificada que comprende un sitio de
reconocimiento del antigeno siempre y cuando los anticuerpos presenten la actividad biolégica deseada. Un
anticuerpo puede ser de cualquiera de las cinco clases principales de inmunoglobulinas: IgA, IgD, IgE, 1gG e IgM, o
subclases (isotipos) de las mismas (por ejemplo, IgG1, 19G2, IgG3, IgG4, IgA1 e IgA2), basdndose en la identidad de
sus dominios constantes de la cadena pesada denominados alfa, delta, épsilon, gamma y mu, respectivamente. Las
diferentes clases de inmunoglobulinas tienen estructuras de subunidad y configuraciones tridimensionales diferentes
y bien conocidas. Los anticuerpos pueden estar desnudos o conjugados con otras moléculas tales como toxinas,
radioisotopos, etc.

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

La expresion "anticuerpo anti-FOLR1" o "un anticuerpo que se une a FOLR1" se refiere a un anticuerpo que es
capaz de unirse a FOLR1 con suficiente afinidad de manera que el anticuerpo sea util como agente de diagndstico
ylo terapéutico al tomar como diana FOLR1. El grado de unién de un anticuerpo anti-FOLR1 a una proteina no
FOLR1 no relacionada es menor de aproximadamente el 10 % de la unién del anticuerpo a FOLR1 segun se mide,
p. €j., mediante un radioinmunoensayo (RIA). Un anticuerpo que se une a FOLR1 tiene una constante de disociacion
(Kd) de <1 uM, <100 nM, <10 nM, <1 nM 0 < 0,1 nM.

La expresion “fragmento de anticuerpo” se refiere a una porcidon de un anticuerpo intacto y se refiere a las regiones
variables determinantes antigénicas de un anticuerpo intacto. Los ejemplos de fragmentos de anticuerpos incluyen,
pero no se limitan a, fragmentos Fab, Fab’, F(ab’)2 y Fv, anticuerpos lineales, anticuerpos de cadena sencilla y
anticuerpos multiespecificos formados a partir de fragmentos de anticuerpo.

Un "anticuerpo monoclonal" se refiere a una poblaciéon de anticuerpos homogénea implicada en el reconocimiento y
la uniéon altamente especificos de un determinante antigénico simple, o epitopo. Esto contrasta con los anticuerpos
policlonales que tipicamente incluyen diferentes anticuerpos dirigidos contra diferentes determinantes antigénicos. El
término “anticuerpo monoclonal” abarca anticuerpos monoclonales tanto intactos como de longitud completa, asi
como fragmentos de anticuerpo (tales como Fab, Fab’, F(ab’)2, Fv), mutantes de cadena sencilla (scFv), proteinas
de fusién que comprenden una porcién de anticuerpo, y cualquier otra molécula de inmunoglobulina modificada que
comprende un sitio de reconocimiento de antigeno. Ademas, "anticuerpo monoclonal" se refiere a tales anticuerpos
preparados de cualquier cantidad de maneras incluyendo, pero sin limitarse a, mediante hibridoma, selecciéon de
fagos, expresion recombinante y animales transgénicos.

La expresion “anticuerpo humanizado” se refiere a formas de anticuerpos no humanos (por ejemplo, de murino) que
son cadenas de inmunoglobulina especificas, inmunoglobulinas quiméricas o fragmentos de las mismas que
contienen secuencias minimas no humanas (por ejemplo, de murino). Tipicamente, los anticuerpos humanizados
son inmunoglobulinas humanas en las que los residuos de la regidén determinante de la complementariedad (CDR)
son reemplazados por residuos de la CDR de una especie no humana (por ejemplo ratén, rata, conejo y hamster)
que tienen 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 Fv
de la regién marco (FR) de una inmunoglobulina humana son reemplazados por los residuos correspondientes en un
anticuerpo de una especie no humana que tiene la especificidad, afinidad y capacidad deseadas. El anticuerpo
humanizado puede ser modificado adicionalmente mediante la sustitucion de residuos adicionales en la regién
marco Fv y/o dentro de los residuos no humanos reemplazados para refinar y optimizar la especificidad, afinidad y/o
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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
las de una secuencia de consenso de inmunoglobulina humana. El anticuerpo humanizado puede comprender
también al menos una porcion de una region o dominio constante de inmunoglobulina (Fc), tipicamente la de una
inmunoglobulina humana. Los ejemplos de métodos usados para generar anticuerpos humanizados se describen en
las Pat. de EE. UU. 5.225.539 0 5.639.641.

Una "regién variable" de un anticuerpo se refiere a la region variable de la cadena ligera del anticuerpo o a la regién
variable de la cadena pesada del anticuerpo, bien sola o en combinacién. Las regiones variables de las cadenas
pesada y ligera constan cada una de cuatro regiones marco (FR) conectadas por tres regiones determinantes de la
complementariedad (CDR) también conocidas como regiones hipervariables. Las CDR de cada cadena se
mantienen unidas en estrecha proximidad por las FR y, con las CDR de la otra cadena, contribuyen a la formacién
del sitio de union al antigeno de los anticuerpos. Existen al menos dos técnicas para determinar las CDR: (1) un
enfoque basado en la variabilidad de la secuencia entre 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, a veces se utilizan en la técnica combinaciones de estos dos enfoques para determinar las CDR.

El sistema de numeraciéon Kabat se utiliza generalmente cuando se hace referencia a un residuo en el dominio
variable (aproximadamente residuos 1-107 de la cadena ligera y residuos 1-113 de la cadena pesada) (p. ej., Kabat
et al., Sequences of Immunological Interest, 52 Ed., Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda,
Md. (1991)).

La numeracion de la posicion de los aminoacidos como en Kabat, se refiere al sistema de numeracion utilizado para
dominios variables de cadena pesada o dominios variables de cadena ligera de la compilaciéon de anticuerpos en
Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5% Ed., Public Health Service, National Institutes of
Health, Bethesda, Md. (1991). Utilizando este sistema de numeracion, la secuencia de aminoacidos lineal real puede
contener menos aminoacidos o aminoacidos adicionales que corresponden a un acortamiento de, o insercién en,
una FR o CDR del dominio variable. Por ejemplo, un dominio variable de la cadena pesada puede incluir un Unico
inserto de aminoacido (resto 52a segun Kabat) después del residuo 52 de H2 y residuos insertados (p. €j., residuos
82a, 82b y 82c, etc., segun Kabat) después del residuo 82 de la FR de cadena pesada. La numeracion de Kabat de
los residuos puede determinarse para un anticuerpo dado por el alineamiento en regiones de homologia de la
secuencia del anticuerpo con una secuencia numerada Kabat “estandar’. Chothia se refiere en cambio a la
localizacién de los bucles estructurales (Chothia y Lesk J. Mol. Biol. 196: 901-917 (1987)). El final del bucle CDR-H1
de Chothia cuando se numeran usando la convenciéon de numeraciéon de Kabat varia entre H32 y H34 dependiendo
de la longitud del bucle (esto se debe a que el esquema de numeracion de Kabat coloca las inserciones en H35A y
H35B; si ni 35A ni 35B estan presentes, el bucle termina en 32; si s6lo esta presente 35A, el bucle termina en 33; si
estan presentes tanto 35A como 35B, el bucle termina en 34). Las regiones hipervariables de los AbM representan
un compromiso entre las CDR de Kabat y los bucles estructurales de Chothia, y se utilizan por el software de
modelado de anticuerpos AbM de Oxford Molecular.

Bucle Kabat AbM Chothia

L1 L24-1.34 L24-1.34 L24-1.34
L2 L50-L56 L50-L56 L50-L56
L3 L89-L97 L89-L97 L89-L97
H1 H31-H35B H26-H35B H26-H32..34

(Numeracién de Kabat)

H1 H31-H35 H26-H35 H26-H32

(Numeracién de Chothia)

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

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

La expresidon “anticuerpos quiméricos” se refiere a anticuerpos en donde la secuencia de aminoacidos de la
molécula de inmunoglobulina se deriva de dos o mas especies. Tipicamente, la region variable tanto de las cadenas
ligera como pesada corresponde a la region variable de anticuerpos derivados de una especie de mamiferos (p. €j.,
ratén, rata, conejo, etc.) con la especificidad, afinidad y capacidad deseadas mientras que las regiones constantes
son homologas a las secuencias en anticuerpos derivados de otra (usualmente humano) para evitar la provocacion
de una respuesta inmune en esa especie.

El término "epitopo" o "determinante antigénico" se usan indistintamente en el presente documento y se refieren a la
porcion de un antigeno capaz de ser reconocida y especificamente unida 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 por el plegamiento terciario de una proteina. Los epitopos formados a partir
de aminoacidos contiguos son tipicamente retenidos después de la desnaturalizacién de las proteinas, mientras que
los epitopos formados por plegamiento terciario se pierden tipicamente tras la desnaturalizacion de las proteinas. Un
epitopo incluye, tipicamente, al menos 3, y mas usualmente, al menos 5 u 8-10 aminoacidos en una conformacién
espacial Unica.

La "afinidad de union" se refiere en general a la fuerza de la suma total de interacciones no covalentes entre un solo
sitio de union de una molécula (p. €j., un anticuerpo) y su pareja de unién (p. €j., un antigeno). A menos que se
indique lo contrario, tal como se utiliza en el presente documento, "afinidad de union" se refiere a afinidad de unién
intrinseca que refleja una interaccién 1:1 entre miembros de una pareja de unién (p. €j., anticuerpo y antigeno). La
afinidad de una molécula X por su pareja Y puede representarse, en general, mediante la constante de disociacion
(Kd). La afinidad puede medirse por métodos comunes conocidos en la técnica, incluyendo los descritos en el
presente documento. Los anticuerpos de baja afinidad se unen, en general, al antigeno lentamente y tienden a
disociarse facilmente, mientras que los anticuerpos de alta afinidad se unen, en general, al antigeno mas
rapidamente y tienden a permanecer unidos mas tiempo. En la técnica se conoce una diversidad de métodos para
medir la afinidad de unidn, cualquiera de los cuales se puede utilizar para los fines de la presente descripciéon. A
continuacion, se describen aspectos ilustrativos especificos.

"O mejor", cuando se usa en el presente documento para referirse a la afinidad de unién se refiere a una unién mas
fuerte entre una molécula y su pareja de unién. "O mejor", cuando se usa en el presente documento se refiere a una
union mas fuerte, representada por un valor Kd numérico mas pequefio. Por ejemplo, un anticuerpo que tiene
afinidad por un antigeno de "0,6 nM o mejor", la afinidad del anticuerpo por el antigeno es <0,6 nM, es decir, 0,59
nM, 0,58 nM, 0,57 nM, etc., o cualquier valor inferior a 0,6 nM.

La frase "substancialmente similar", o "sustancialmente igual", tal y como se usa en el presente documento, indica
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/comparador) de tal manera que un experto en la
técnica consideraria que la diferencia entre los dos valores es de poca o ninguna significacién biolégica y/o
estadistica dentro del contexto de las caracteristicas biolégicas medidas por dichos valores (p. €j., valores de Kd). La
diferencia entre dichos dos valores es menor de aproximadamente el 50 %, menor de aproximadamente el 40 %,
menor de aproximadamente el 30 %, menor de aproximadamente el 20 %, o menor de aproximadamente el 10 %
como una funcién del valor para el anticuerpo de referencia/comparador.

Un polipéptido, anticuerpo, polinucleétido, vector, célula o composicién que esta "aislado" es un polipéptido,
anticuerpo, polinucleétido, vector, célula o composiciéon que esta 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 estan en una forma en la que se encuentran en la naturaleza. Un
anticuerpo, polinucleétido, vector, célula o composicion que esta aislado es sustancialmente puro.

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

El término "inmunoconjugado” o "conjugado” tal y como se usa en el presente documento se refiere a un compuesto
0 un derivado del mismo que esta unido a un agente de unién a células (es decir, un anticuerpo anti-FOLR1 o un
fragmento del mismo) y esta definido por una férmula genérica: C-L-A, en donde C = citotoxina, L = conector, y A =
agente de unién a células o anticuerpo anti-FOLR1 o fragmento de anticuerpo. Los inmunoconjugados pueden
definirse también mediante la férmula genérica en orden inverso: A-L-C.

Un "conector" es cualquier resto quimico que es capaz de enlazar un compuesto, usualmente un farmaco, tal como
un maitansinoide, con un agente de unién a células tal como un anticuerpo anti-FOLR1 o un fragmento del mismo de
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una manera covalente estable. Los conectores pueden ser susceptibles de, o ser sustancialmente resistentes a, la
escision inducida por acido, a la escision inducida por la luz, a la escision inducida por peptidasa, a la escisidon
inducida por esterasa y a la escision por enlace disulfuro, en condiciones bajo las cuales el compuesto o anticuerpo
permanece activo. Los conectores adecuados son bien conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo, grupos
disulfuro, grupos tioéter, grupos labiles &cidos, grupos fotolabiles, grupos labiles de peptidasa y grupos labiles de
esterasa. Los conectores también incluyen conectores cargados, y formas hidréfilas de los mismos como se
describe en el presente documento y se conocen en la técnica.

Los términos “cancer” y canceroso” se refieren a, o describen, la afeccion fisiolégica en mamiferos en la que una
poblacion de células se caracteriza por un crecimiento celular no regulado. Los ejemplos de cancer incluyen, pero no
se limitan a, carcinoma, linfoma, blastoma, sarcoma y leucemia. Los ejemplos mas particulares de dichos canceres
incluyen cancer de células escamosas, cancer de pulmén de células pequefias, cancer de pulmén de células no
pequefias, adenocarcinoma de pulmoén, carcinoma escamoso de pulmon, cancer de peritoneo, cancer hepatocelular,
cancer gastrointestinal, cancer pancreatico, glioblastoma, cancer cervical, cancer de ovario, cancer de higado,
cancer de vejiga, hepatoma, cancer de mama, cancer de colon, cancer colorrectal, carcinoma de endometrio o
uterino, carcinoma de glandula salivar, cancer de rifion, cancer de higado, cancer de prostata, cancer de vulva,
cancer de tiroides, carcinoma hepatico y varios tipos de canceres de cabeza y cuello.

"Tumor" y "neoplasia" se refieren a cualquier masa de tejido que resulta del crecimiento o proliferacion celular
excesivo, 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 derivadas de un tumor o de una lesidon precancerosa, incluyendo tanto células no tumorogénicas, que
comprenden la mayor parte de la poblacién de células tumorales, como células madre tumorogénicas (células madre
del cancer). Tal y como se utiliza en el presente documento, el término "célula tumoral" se modificara por el término
"no tumorogénica" cuando se refiere unicamente a aquellas células tumorales que carecen de la capacidad para
renovares y diferenciares, para distinguir esas células tumorales de las células madre del cancer.

El término “sujeto” se refiere a cualquier animal (p. ej., un mamifero), incluyendo, pero no limitandose a, seres
humanos, primates no humanos, roedores y similares, que va a ser el receptor de un tratamiento particular.
Tipicamente, los términos "sujeto” y "paciente" se usan indistintamente en el presente documento en referencia a un
sujeto humano.

La administracion "en combinacién con" uno o mas agentes terapéuticos adicionales incluye la administracion
simultanea (concurrente) y consecutiva en cualquier orden.

La expresion "formulacion farmacéutica" se refiere a una preparacién que esta en tal forma que permite que la
actividad biolégica del ingrediente activo sea eficaz, y que no contiene componentes adicionales que sean
inaceptablemente téxicos para un sujeto al que se administraria la formulacién. Dicha formulacion puede ser estéril.

Una "cantidad eficaz" de un anticuerpo tal y como se describe en el presente documento es una cantidad suficiente
para llevar a cabo un fin especificamente declarado. Una "cantidad eficaz" se puede determinar empiricamente y de
manera rutinaria, en relacion con el propdésito declarado.

La expresion “cantidad terapéuticamente eficaz” 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, retardar en cierta medida y en determinados casos, detener) la infiltracion de células cancerosas en
los 6rganos periféricos; inhibir (es decir, retardar en cierta medida y en determinados casos, detener) la metastasis
tumoral; inhibir, en cierta medida, el crecimiento del tumor; y/o aliviar en cierta medida uno o mas de los sintomas
asociados con el cancer. Véase la definicion de "tratando" en el presente documento. En la medida en que el
farmaco puede impedir el crecimiento y/o destruir las células cancerosas existentes, puede ser citostatico y/o
citotéxico. Una "cantidad profilacticamente eficaz" se refiere a una cantidad eficaz, a dosificaciones y durante
periodos de tiempo necesarios, para lograr el resultado profilactico deseado. Tipicamente, pero no necesariamente,
puesto que se utiliza una dosis profilactica en sujetos antes de o en una fase temprana de la enfermedad, la
cantidad profilacticamente eficaz sera menor que la cantidad terapéuticamente eficaz.

La palabra "marcador" cuando se usa en el presente documento se refiere a un compuesto 0 composicion detectable
que esta conjugado directa o indirectamente al anticuerpo para generar un anticuerpo "marcado". El marcador puede
ser detectable por si mismo (p. ej., marcadores de radioisétopos o marcadores fluorescentes) o, en el caso de un
marcador enzimatico, puede catalizar la alteracion quimica de un compuesto o composicion de sustrato que sea
detectable.

Un "agente quimioterapéutico" es un compuesto quimico util en el tratamiento del cancer, independientemente del
mecanismo de accion. Las clases de agentes quimioterapéuticos incluyen, pero no se limitan a: agentes alquilantes,
antimetabolitos, alcaloides vegetales con actividad antimitética, antibiéticos citotéxicos/antitumorales, inhibidores de
topoisomerasa, anticuerpos, fotosensibilizadores e inhibidores de cinasas. Los agentes quimioterapéuticos incluyen
compuestos usados en “terapia dirigida” y quimioterapia convencional.
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Los términos tales como "tratando" o "tratamiento" o "tratar" o "aliviando" o "aliviar" se refieren tanto a 1) medidas
terapéuticas que curan, ralentizan, disminuyen los sintomas de, y/o frenan la progresién de, una afeccion o trastorno
patoldgico diagnosticado y 2) medidas profilacticas o preventivas que impiden y/o retardan el desarrollo de una
afeccion o trastorno patoldgico diana. Asi, aquellos que necesitan tratamiento incluyen aquellos que ya padecen el
trastorno; aquellos propensos a tener el trastorno; y aquellos en los que el trastorno se va a impedir. Un sujeto es
“tratado” con éxito contra el cancer si el paciente muestra uno o mas de lo siguiente: una reduccion en el numero o
la ausencia completa de células cancerosas; una reducciéon en el tamafio del tumor; inhibiciéon de o ausencia de
infiltracion de células cancerosas en dérganos periféricos, incluyendo, por ejemplo, la propagacién del cancer en
tejido blando y en hueso; inhibicidon de o ausencia de metastasis tumoral; inhibicién o ausencia de crecimiento del
tumor; alivio de uno o mas sintomas asociados con el cancer especifico; reduccién de la morbilidad y mortalidad;
mejora de la calidad de vida; reduccion de la tumorogenicidad, frecuencia tumorogénica o capacidad tumorogénica,
de un tumor; reduccién en el numero o frecuencia de células madre del cancer en un tumor; diferenciacién de
células tumorogénicas a un estado no tumorogénico; o alguna combinacién de efectos.

"Polinucledtido”, o "acido nucleico", tal y como se utiliza indistintamente en el presente documento, se refiere a
polimeros de nucledtidos de cualquier longitud e incluye ADN y ARN. Los nucledtidos pueden ser
desoxirribonucleétidos, ribonucleétidos, nucledtidos modificados o bases, y/o sus analogos, o cualquier sustrato que
pueda ser incorporado en un polimero por ADN o ARN polimerasa. Un polinucleétido puede comprender nucleétidos
modificados, tales como nucleétidos metilados y sus analogos. Si esta presente, se puede impartir una modificacion
a la estructura de los nucleétidos antes o después del ensamblaje del polimero. La secuencia de nucledtidos puede
ser interrumpida por componentes no nucleotidicos. Un polinucleétido puede ser modificado adicionalmente después
de la polimerizacion, tal como por conjugaciéon con un componente de marcado. Otros tipos de modificaciones
incluyen, por ejemplo, "protecciones”, sustitucion de uno o mas de los nucledtidos naturales con un analogo,
modificaciones internucleotidicas tales como, por ejemplo, aquellas con enlaces no cargados (p. ej., fosfonatos de
metilo, fosfotriésteres, fosfoamidatos, carbamatos, etc.) y con enlaces cargados (p. e€j., fosforotioatos,
fosforoditioatos, etc.), aquellos que contienen restos laterales, tales como, por ejemplo, proteinas (p. €j., nucleasas,
toxinas, anticuerpos, péptidos de sefial, pli-L-lisina, etc., aquellos con intercaladores (p. €j., acridina, psolareno, etc.),
aquellos que contienen quelantes (p. €j., metales, metales radioactivos, boro, metales oxidativos, etc.), aquellos que
contienen alquilantes, aquellos que tienen enlaces modificados (p. €j., acidos nucleicos alfa-anoméricos), asi como
formas no modificadas del o de los polinucleétidos. Ademas, cualquiera de los grupos hidroxilo habitualmente
presentes en los azucares puede ser reemplazado, por ejemplo, por grupos fosfonato, grupos fosfato, protegidos por
grupos protectores estandar, o activados para preparar enlaces adicionales a nucleétidos adicionales o pueden
conjugarse con soportes soélidos. El OH terminal en 5’ y 3' puede ser fosforilado o sustituido con aminas o restos de
grupos de proteccion organicos de entre 1y 20 atomos de carbono. Otros hidroxilos también pueden derivatizarse a
grupos protectores estandar. Los polinucleétidos también pueden contener formas analogas de azucares de ribosa o
desoxirribosa que son generalmente conocidos en la técnica, incluyendo, por ejemplo, 2'-O-metil-, 2'-O-alilo, 2'-
fluoro- o 2'-azido-ribosa, analogos de azucar carbociclico, azucares alfa-anoméricos, azlcares epiméricos tales
como arabinosa, xilosas o lixosas, azlucares de piranosa, azucares de furanosa, sedoheptulosas, analogos aciclicos
y analogos de nucledsidos abasicos tales como metil ribésido. Uno o méas enlaces fosfodiéster pueden ser
reemplazados por grupos de enlace alternativos. Estos grupos de enlace alternativos incluyen, pero no se limitan a,
grupos en donde el fosfato es reemplazado por P(O)S ("tioato"), P(S)S (“diticato”), (O)NR: (“amidato”), P(O)R,
P(O)OR’, CO o CH:2 (“formacetal”), en el que cada R o R' es independientemente H o alquilo (1-20 C) sustituido o no
sustituido que contiene opcionalmente un enlace éter (-O-), arilo, alquenilo, cicloalquilo, cicloalquenilo o araldilo. No
todos los enlaces en un polinucleétido necesitan ser idénticos. La descripcidon precedente se aplica a todos los
polinucleétidos a los que se hace referencia en el presente documento, incluidos el ARN y el ADN.

El término “vector” significa una construccidn 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 se limitan a, vectores virales, vectores
de expresion de ADN o ARN desnudos, vectores de plasmido, cosmido o fago, vectores de expresion de ADN o
ARN asociados con agentes de condensacion catiénicos, vectores de expresion de ADN o ARN encapsulados en
liposomas, y ciertas células eucariotas, tales como células productoras.

Los términos "polipéptido”, "péptido" y "proteina" se usan indistintamente en el presente documento 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 incluyen
también un polimero de aminoacidos que ha sido modificado de forma natural o mediante intervencion; por ejemplo,
formacion de enlaces disulfuro, glicosilacién, lipidacion, acetilacion, fosforilacion, o cualquier otra manipulacién o
modificacion, tal como conjugacion con un componente de marcado. También se incluyen dentro de la definicién, por
ejemplo, polipéptidos que contienen uno o mas analogos de un aminoacido (incluidos, por ejemplo, aminoacidos no
naturales, etc.), asi como otras modificaciones conocidas en la técnica. Se comprende que, debido a que los
polipéptidos se basan en anticuerpos, los polipéptidos pueden presentarse como cadenas simples o cadenas
asociadas.

Los términos “idéntico” o porcentaje de “identidad” en el contexto de dos 0 mas acidos nucleicos o polipéptidos, se
refieren a dos o mas secuencias o subsecuencias que son iguales o que tienen un porcentaje especificado de
residuos de nucleétidos o aminoacidos que son iguales, cuando se comparan y alinean (introduciendo huecos, si es
necesario) para una correspondencia maxima, sin considerar ninguna sustitucién conservativa de aminoacidos como
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parte de la identidad de secuencia. El porcentaje de identidad se puede medir utilizando software de comparacion de
secuencias o algoritmos o mediante inspeccion visual. En la técnica se conocen varios algoritmos y software que
pueden usarse para obtener alineamientos de secuencias de aminoacidos o nucledtidos. Uno de tales 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, modificado 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). BLAST con huecos
puede usarse 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 programas de software accesibles al publico adicionales que se pueden
utilizar para alinear secuencias. El porcentaje de identidad entre dos secuencias de nucleétidos puede determinarse
usando el programa GAP en software GCG (p. €j., usando una matriz NWSgapdna.CMP y un peso de huecos de 40,
50, 60, 70 0 90 y un peso de longitud de 1, 2, 3, 4, 5 o0 6). Como alternativa, se puede usar el programa GAP en el
paquete de software GCG, que incorpora el algoritmo de Needleman y Wunsch (J. Mol. Biol. (44): 444-453 (1970))
para determinar el porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoacidos (p. ej., utilizando una matriz
Blossum 62 o una matriz PAM250, y un peso de huecos de 16, 14, 12, 10, 8, 6 0 4 y un peso de longitud de 1, 2, 3,
4, 5). Como alternativa, el porcentaje de identidad entre las secuencias de nucleétidos o de aminoacidos se
determina usando el algoritmo de Myers y Miller (CABIOS, 4: 11-17 (1989)). Por ejemplo, se puede determinar el
porcentaje de identidad utilizando el programa ALIGN (version 2.0) y utilizando un PAM120 con tabla de residuos,
una penalizacién por longitud del hueco de 12 y una penalizacion por hueco de 4. Los parametros apropiados para
el alineamiento maximo por un software de alineamiento particular se pueden determinar por un experto en la
técnica. Se pueden usar 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 segunda secuencias (alineadas mediante inspeccion visual o un programa de
alineamiento de secuencias particular) y Z es el numero 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 con
respecto a la segunda secuencia sera mayor que el porcentaje de identidad de la segunda secuencia con respecto a
la primera secuencia.

Como ejemplo no limitativo, si cualquier polinucledétido particular tiene un cierto porcentaje de identidad de secuencia
(p- €j., es al menos un 80 % idéntico, al menos un 85 % idéntico, al menos un 90 % idéntico, y algunas veces, al
menos un 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % idénticos) a una secuencia de referencia puede determinarse usando el
programa Bestfit (Wisconsin Sequence Analysis Package, Versién 8 para Unix, Genetics Computer Group,
University Research Park, 575 Science Drive, Madison, WI 53711). Bestfit utiliza 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 utiliza 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 establecen de manera que el porcentaje de identidad se calcula sobre toda la longitud de la
secuencia nucleotidica de referencia y que se permiten huecos en la homologia de hasta el 5 % del numero total de
nucleotidos 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 algunas veces al menos un 95
%, un 96 % 97 %, 98 %, 99 % de identidad de residuos de nucleétidos o aminoacidos, cuando se comparan y se
alinean para correspondencia maxima, medida utilizando un algoritmo de comparacién de secuencias o por
inspeccion visual. La identidad puede existir sobre una region de las secuencias que tiene una longitud de al menos
aproximadamente 10, aproximadamente 20, aproximadamente 40-60 residuos o cualquier valor integral entre ellos,
0 sobre una region mas larga de 60-80 residuos, al menos aproximadamente 90-100 residuos, o las secuencias son
sustancialmente idénticas en toda la longitud de las secuencias que se comparan, tal como la regidn codificadora de
una secuencia de nucledétidos, por ejemplo.

Una "sustitucion conservativa de aminoacidos" es una en la que un residuo de aminoacido es reemplazado por otro
residuo de aminoacido que tiene una cadena lateral similar. Se han definido en la técnica familias de residuos de
aminoacidos que tienen cadenas laterales similares, incluidas las cadenas laterales basicas (p. e€j. lisina, arginina,
histidina), cadenas laterales acidas (p. e€j., acido aspartico, acido glutamico), cadenas laterales polares no cargadas
(p- €j., asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina), cadenas laterales no polares (p. ej., glicina,
alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, tripté6fano), cadenas laterales ramificadas en beta
(p- €j., treonina, valina e isoleucina) y cadenas laterales aromaticas (p. e€j., tirosina, fenilalanina, triptéfano e
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 no anulan la unién del polipéptido o
anticuerpo que contiene la secuencia de aminoacidos, al antigeno o a los antigenos, es decir, al FOLR1 al que se
une el polipéptido o anticuerpo. Los métodos para identificar sustituciones conservativas de nucleétidos y
aminoacidos que no eliminan la unién al antigeno son bien conocidos en la técnica (véase, p. €j., Brummell et al.,
Biochem. 32: 1180-1187 (1993), Kobayashi et al., Protein Eng. 12(10): 879-884 (1999); y Burks et al., Proc. Nat.
Acad. Sci. USA 94: 412-417 (1997)).

Tal y como se usa en la presente descripciéon y en las reivindicaciones, las formas en singular "un", "una", "el" y “la”
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incluyen formas en plural a menos que el contexto indique claramente lo contrario.

Se entiende que siempre que se use la expresion "que comprende"”, también se proporcionan otras analogas
descritas en términos de "que consiste en" y/o "que consiste esencialmente en".

El término "y/0", tal y como se usa en una frase tal como "A y/o B" en el presente documento, pretende incluir tanto
"AyB","AoB","A"y "B". Del mismo modo, el término "y/o", tal y como se utiliza en una frase tal como "A, B y/o C",
pretende abarcar cada uno de los siguientes: A,By C; A, BoC;Ao0C;Ao0B;BoC;AyC; AyB; ByC,;A (solo); B
(solo); y C (solo).

Il. Agentes de unién al FOLR1

La presente invencion proporciona agentes que se unen especificamente al FOLR1 humano. Estos agentes se
denominan en el presente documento como "agentes de unién al FOLR1". Las secuencias de aminoacidos (aa) y
nucleotidos (nt) de longitud completa para FOLR1 son conocidas en la técnica y también se proporcionan en el
presente documento representadas por las SEQ ID NO: 25 y 26, respectivamente.

Los agentes de union al FOLR1 de la presente invencién son inmunoconjugados que comprenden anticuerpos
humanizados especificos o fragmentos de unién a antigeno, como se ha referido anteriormente, unidos mediante un
conector a un maitansinoide o un analogo del mismo. En ciertos aspectos, los agentes de unién al FOLR-1
comprenden versiones humanizadas del anticuerpo Mov19 murino (cadena pesada y ligera variable mostradas como
SEQ ID NO: 17 y 18, respectivamente).

Los agentes de unién a FOLR1 tienen uno o mas de los siguientes efectos: inhiben la proliferacion de células
tumorales, reducen la tumorogenicidad de un tumor reduciendo la frecuencia de las células madre del cancer en el
tumor, inhiben el crecimiento de tumores, aumentan la supervivencia, desencadenan la muerte celular de las células
tumorales, diferencian las células tumorogénicas a un estado no tumorogénico, o impiden la metastasis de las
células tumorales.

Los inmunoconjugados que se unen especificamente al FOLR1 humano pueden desencadenar la muerte celular a
través de un agente citotdxico. Un anticuerpo contra un anticuerpo FOLR1 humano puede conjugarse con un
maitansinoide que se activa en células tumorales que expresan el FOLR1 por internalizacidon de proteinas..

Los agentes de unién a FOLR1 pueden ser capaces de inhibir el crecimiento del tumor. Los agentes de union a
FOLR1 pueden ser capaces de inhibir el crecimiento del tumor in vivo (p. €j., en un modelo de ratéon de xenoinjerto
y/o en un ser humano que tiene cancer). Los agentes de union a FOLR1 pueden ser capaces de inhibir el
crecimiento de tumores en un ser humano.

Se describe un anticuerpo humanizado o un fragmento de unién al antigeno del mismo que se une especificamente
a un receptor 1 de folato humano, en donde el anticuerpo comprende: (a) una CDR1 de cadena pesada que
comprende GYFMN (SEQ ID NO: 1); una CDR2 de cadena pesada que comprende
RIHPYDGDTFYNQXaaiFXaazXaas (SEQ ID NO: 56); y una CDR3 de cadena pesada que comprende
YDGSRAMDY (SEQ ID NO: 3); y (b) una CDR1 de cadena ligera que comprende KASQSVSFAGTSLMH (SEQ ID
NO: 7); una CDR2 de cadena ligera que comprende RASNLEA (SEQ ID NO: 8); y una CDR3 de cadena ligera que
comprende QQSREYPYT (SEQ ID NO: 9); en donde Xaa1 se selecciona de K, Q, H, y R; Xaa:z se selecciona de Q,
H, Ny R; y Xaas se selecciona de G, E, T, S, Ay V. El anticuerpo puede ser el anticuerpo huMov19, que es el
anticuerpo descrito anteriormente que comprende la CDR2 de cadena pesada RIHPYDGDTFYNQKFQG (SEQ ID
NO: 2).

Se describen anticuerpos humanizados o fragmentos de unién al antigeno que se unen especificamente a FOLR1
que comprenden las CDR de huMov19 con hasta cuatro (es decir, 0, 1, 2, 3 o 4) sustituciones conservativas de
aminoacidos por CDR. Por lo tanto, se describen anticuerpos humanizados o fragmentos de unién al antigeno que
se unen especificamente a un receptor 1 de folato humano, en donde el anticuerpo comprende: (a) una CDR1 de
cadena pesada que comprende GYFMN (SEQ ID NO: 1), o una variante de la misma que comprende 1, 2, 3 0 4
sustituciones  conservativas de aminoacidos; una CDR2 de cadena pesada que comprende
RIHPYDGDTFYNQKFQG (SEQ ID NO: 2), o una variante de la misma que comprende 1, 2, 3 o 4 sustituciones
conservativas de aminoacido; y una CDR3 de cadena pesada que comprende YDGSRAMDY (SEQ ID NO: 3), o una
variante de la misma que comprende 1, 2, 3 o 4 sustituciones conservativas de aminoacidos; y (b) una CDR1 de
cadena ligera que comprende KASQSVSFAGTSLMH (SEQ ID NO: 7), o una variante de la misma que comprende 1,
2, 3 o 4 sustituciones conservativas de aminoacidos; una CDR2 de cadena ligera que comprende RASNLEA (SEQ
ID NO: 8), o una variante de la misma que comprende 1, 2, 3 o0 4 sustituciones conservativas de aminoacidos; y una
CDR3 de cadena ligera que comprende QQSREYPYT (SEQ ID NO: 9), o una variante de la misma que comprende
1, 2, 3 0 4 sustituciones conservativas de aminoacidos.

Se describe un anticuerpo humanizado (huFR1-21) o fragmento de unién al antigeno del mismo que se une
especificamente a un receptor 1 de folato humano, en donde el anticuerpo comprende: (a) una CDR1 de cadena
pesada que comprende SSYGMS (SEQ ID NO: 30); una CDR2 de cadena pesada que comprende TISSGGSYTY
(SEQ ID NO: 31); y una CDR3 de cadena pesada que comprende DGEGGLYAMDY (SEQ ID NO: 32); y/o (b) una
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CDR1 de cadena ligera que comprende KASDHINNWLA (SEQ ID NO: 27); una CDR2 de cadena ligera que
comprende GATSLET (SEQ ID NO: 28); y una CDR3 de cadena ligera que comprende QQYWSTPFT (SEQ ID NO:
29).

Se describen anticuerpos humanizados o fragmentos de unién al antigeno que se unen especificamente a FOLR1
que comprenden las CDR de huFR1-21 con hasta cuatro (es decir, 0, 1, 2, 3 o0 4) sustituciones conservativas de
aminoacidos por CDR. Por lo tanto, se describen anticuerpos humanizados o fragmentos de unién al antigeno que
se unen especificamente a un receptor 1 de folato humano, en donde el anticuerpo comprende: (a) una CDR1 de
cadena pesada que comprende SSYGMS o una variante de la misma que comprende 1, 2, 3 o 4 sustituciones
conservativas de aminoacidos; y/o una CDR2 de cadena pesada que comprende TISSGGSYTY (SEQ ID NO: 31) o
una variante de la misma que comprende 1, 2, 3 o0 4 sustituciones conservativas de aminoacidos; y/o una CDR3 de
cadena pesada que comprende DGEGGLYAMDY (SEQ ID NO: 32) o una variante de la misma que comprende 1, 2,
3 o0 4 sustituciones conservativas de aminoacidos; y/o (b) una CDR1 de cadena ligera que comprende
KASDHINNWLA (SEQ ID NO: 27) o una variante de la misma que comprende 1, 2, 3 o 4 sustituciones conservativas
de aminoacidos; y/o una CDR2 de cadena ligera que comprende GATSLET (SEQ ID NO: 28) o una variante de la
misma que comprende 1, 2, 3 o0 4 sustituciones conservativas de aminoacidos; y/o una CDR3 de cadena ligera que
comprende QQYWSTPFT (SEQ ID NO: 29) o una variante de la misma que comprende 1, 2, 3 o 4 sustituciones
conservativas de aminoacidos.

Se describen anticuerpos humanizados o fragmentos de unién al antigeno que se unen especificamente a FOLR1
que comprenden las CDR de huFR1-48 con hasta cuatro (es decir, 0, 1, 2, 3 o0 4) sustituciones conservativas de
aminoacidos por CDR. Por lo tanto, se describen anticuerpos humanizados o fragmentos de unién al antigeno que
se unen especificamente a un receptor 1 de folato humano, en donde el anticuerpo comprende: (a) una CDR1 de
cadena pesada que comprende TNYWMQ (SEQ ID NO: 60) o una variante de la misma que comprende 1, 2, 3 0 4
sustituciones conservativas de aminoacidos; y/o una CDR2 de cadena pesada que comprende IYPGNGDSR (SEQ
ID NO: 61) o una variante de la misma que comprende 1, 2, 3 0 4 sustituciones conservativas de aminoacidos; y/o
una CDR3 de cadena pesada que comprende RDGNYAAY (SEQ ID NO: 62) o una variante de la misma que
comprende 1, 2, 3 o 4 sustituciones conservativas de aminoacidos; y/o (b) una CDR1 de cadena ligera que
comprende RASENIYSNLA (SEQ ID NO: 57) o una variante de la misma que comprende 1, 2, 3 o 4 sustituciones
conservativas de aminoacidos; y/o una CDR2 de cadena ligera que comprende AATNLAD (SEQ ID NO: 58) o una
variante de la misma que comprende 1, 2, 3 o 4 sustituciones conservativas de aminoacidos; y/o una CDR3 de
cadena ligera que comprende QHFWASPYT (SEQ ID NO: 59) o una variante de la misma que comprende 1, 2, 3 0 4
sustituciones conservativas de aminoacidos.

Se describen anticuerpos humanizados o fragmentos de unién al antigeno que se unen especificamente a FOLR1
que comprenden las CDR de huFR1-49 con hasta cuatro (es decir, 0, 1, 2, 3 0 4) sustituciones conservativas de
aminoacidos por CDR. Por lo tanto, se describen anticuerpos humanizados o fragmentos de unién al antigeno que
se unen especificamente a un receptor 1 de folato humano, en donde el anticuerpo comprende: (a) una CDR1 de
cadena pesada que comprende TNYWMY (SEQ ID NO: 66) o una variante de la misma que comprende 1, 2, 3 0 4
sustituciones conservativas de aminoacidos; y/o una CDR2 de cadena pesada que comprende AIYPGNSDTT (SEQ
ID NO: 67) o una variante de la misma que comprende 1, 2, 3 o 4 sustituciones conservativas de aminoacidos; y/o
una CDRS3 de cadena pesada que comprende RHDYGAMDY (SEQ ID NO: 68) o una variante de la misma que
comprende 1, 2, 3 o 4 sustituciones conservativas de aminoacidos; y/o (b) una CDR1 de cadena ligera que
comprende RASENIYTNLA (SEQ ID NO: 63) o una variante de la misma que comprende 1, 2, 3 o 4 sustituciones
conservativas de aminoacidos; y/o una CDR2 de cadena ligera que comprende TASNLAD (SEQ ID NO: 64) o una
variante de la misma que comprende 1, 2, 3 o 4 sustituciones conservativas de aminoacidos; y/o una CDR3 de
cadena ligera que comprende QHFWVSPYT (SEQ ID NO: 65) o una variante de la misma que comprende 1, 2, 3 0 4
sustituciones conservativas de aminoacidos.

Se describen anticuerpos humanizados o fragmentos de unién al antigeno que se unen especificamente a FOLR1
que comprenden las CDR de huFR1-57 con hasta cuatro (es decir, 0, 1, 2, 3 o0 4) sustituciones conservativas de
aminoacidos por CDR. Por lo tanto, se describen anticuerpos humanizados o fragmentos de unién al antigeno que
se unen especificamente a un receptor 1 de folato humano, en donde el anticuerpo comprende: (a) una CDR1 de
cadena pesada que comprende SSFGMH (SEQ ID NO: 72) o una variante de la misma que comprende 1, 2, 3 0 4
sustituciones conservativas de aminoacidos; y/o una CDR2 de cadena pesada que comprende YISSGSSTIS (SEQ
ID NO: 73) o una variante de la misma que comprende 1, 2, 3 0 4 sustituciones conservativas de aminoacidos; y/o
una CDRS3 de cadena pesada que comprende EAYGSSMEY (SEQ ID NO: 74) o una variante de la misma que
comprende 1, 2, 3 o 4 sustituciones conservativas de aminoacidos; y/o (b) una CDR1 de cadena ligera que
comprende RASQNINNNLH (SEQ ID NO: 69) o una variante de la misma que comprende 1, 2, 3 o 4 sustituciones
conservativas de aminoacidos; y/o una CDR2 de cadena ligera que comprende YVSQSVS (SEQ ID NO: 70) o una
variante de la misma que comprende 1, 2, 3 o 4 sustituciones conservativas de aminoacidos; y/o una CDR3 de
cadena ligera que comprende QQSNSWPHYT (SEQ ID NO: 71) o una variante de la misma que comprende 1, 2, 3 0
4 sustituciones conservativas de aminoacidos.

Se describen anticuerpos humanizados o fragmentos de unién al antigeno que se unen especificamente a FOLR1
que comprenden las CDR de huFR1-65 con hasta cuatro (es decir, 0, 1, 2, 3 o0 4) sustituciones conservativas de
aminoacidos por CDR. Por lo tanto, se describen anticuerpos humanizados o fragmentos de unién al antigeno que
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se unen especificamente a un receptor 1 de folato humano, en donde el anticuerpo comprende: (a) una CDR1 de
cadena pesada que comprende TSYTMH (SEQ ID NO: 78) o una variante de la misma que comprende 1, 2, 3 0 4
sustituciones conservativas de aminoacidos; y/o una CDR2 de cadena pesada que comprende YINPISGYTN (SEQ
ID NO: 79) o una variante de la misma que comprende 1, 2, 3 o 4 sustituciones conservativas de aminoacidos; y/o
una CDR3 de cadena pesada que comprende GGAYGRKPMDY (SEQ ID NO: 80) o una variante de la misma que
comprende 1, 2, 3 o 4 sustituciones conservativas de aminoacidos; y/o (b) una CDR1 de cadena ligera que
comprende KASQNVGPNVA (SEQ ID NO: 75) o una variante de la misma que comprende 1, 2, 3 o 4 sustituciones
conservativas de aminoacidos; y/o una CDR2 de cadena ligera que comprende SASYRYS (SEQ ID NO: 76) o una
variante de la misma que comprende 1, 2, 3 o 4 sustituciones conservativas de aminoacidos; y/o una CDR3 de
cadena ligera que comprende QQYNSYPYT (SEQ ID NO: 77) o una variante de la misma que comprende 1, 2, 3 0 4
sustituciones conservativas de aminoacidos.

También se describen Los polipéptidos que comprenden una de las cadenas ligeras o cadenas pesadas individuales
descritas en el presente documento, asi como los polipéptidos (p. €j., anticuerpos) que comprenden tanto una
cadena ligera como una cadena pesada. Los polipéptidos de SEQ ID NO: 4 y 6 comprenden el dominio variable de
la cadena pesada de huMov19, y la cadena pesada de huMov19, respectivamente. Los polipéptidos de SEQ ID NO:
10-13 comprenden la version 1.00 de cadena ligera de dominio variable, la versiéon 1.60 de cadena ligera de dominio
variable, la versién 1.00 de cadena ligera y la versién 1.60 de cadena ligera de huMov19, respectivamente. Los
polipéptidos de las SEQ ID NO: 42 y 46 comprenden el dominio variable de la cadena pesada de huFR1-21 y la
cadena pesada de huFR1-21, respectivamente. Los polipéptidos de las SEQ ID NO: 41 y 45 comprenden la cadena
ligera del dominio variable y la cadena ligera de huFR1-21, respectivamente. Los polipéptidos de SEQ ID NO: 97 y
113 comprenden el dominio variable de la cadena pesada de huFR1-48 y la cadena pesada de huFR1-48,
respectivamente. Los polipéptidos de SEQ ID NO: 96 y 112 comprenden la cadena ligera de dominio variable y la
cadena ligera de huFR1-48, respectivamente. Los polipéptidos de las SEQ ID NO: 99 y 115 comprenden el dominio
variable de la cadena pesada de huFR1-49 y la cadena pesada de huFR1-49, respectivamente. Los polipéptidos de
SEQ ID NO: 98 y 114 comprenden la cadena ligera de dominio variable y la cadena ligera de huFR1-49,
respectivamente. Los polipéptidos de las SEQ ID NO: 101 y 117 comprenden el dominio variable de la cadena
pesada de huFR1-57 y la cadena pesada de huFR1-57, respectivamente. Los polipéptidos de las SEQ ID NO: 100 y
116 comprenden la cadena ligera de dominio variable y la cadena ligera de huFR1-57, respectivamente. Los
polipéptidos de SEQ ID NO: 103 y 119 comprenden el dominio variable de la cadena pesada de huFR1-65 y la
cadena pesada de huFR1-65, respectivamente. Los polipéptidos de SEQ ID NO: 102 y 118 comprenden la cadena
ligera de dominio variable y la cadena ligera de huFR1-65, respectivamente.

También se describen polipéptidos que comprenden: (a) un polipéptido que tiene al menos aproximadamente un 90
% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 4 o 6; y/o (b) un polipéptido que tiene al menos aproximadamente un
90 % de identidad de secuencia con las SEQ ID NO: 10-13. También se describen polipéptidos que comprenden: (a)
un polipéptido que tiene aproximadamente un 90 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 42 o 46; y/o (b) un
polipéptido que tiene al menos aproximadamente un 90 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 41 y 45.
También se describen polipéptidos que comprenden: (a) un polipéptido que tiene al menos aproximadamente un 90
% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 97 o 113; y/o (b) un polipéptido que tiene al menos aproximadamente
un 90 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 96 o 112. También se describen polipéptidos que comprenden:
(a) un polipéptido que tiene al menos aproximadamente un 90 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 99 o
115; y/o (b) un polipéptido que tiene al menos aproximadamente un 90 % de identidad de secuencia con SEQ ID
NO: 98 o 114. También se describen polipéptidos que comprenden: (a) un polipéptido que tiene al menos
aproximadamente un 90 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 101 o 117; y/o (b) un polipéptido que tiene al
menos aproximadamente un 90 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 100 o 116. También se describen
polipéptidos que comprenden: (a) un polipéptido que tiene al menos aproximadamente un 90 % de identidad de
secuencia con SEQ ID NO: 103 o 119; y/o (b) un polipéptido que tiene al menos aproximadamente un 90 % de
identidad de secuencia con SEQ ID NO: 102 o 118. El polipéptido puede comprender un polipéptido que tiene al
menos aproximadamente un 95 %, al menos aproximadamente un 96 %, al menos aproximadamente un 97 %, al
menos aproximadamente un 98 % o al menos aproximadamente un 99 % de identidad de secuencia con las SEQ ID
NO: 4, 6, 10-13, 41, 42, 45 o 46. Asi, el polipéptido puede comprender (a) un polipéptido que tiene al menos
aproximadamente un 95 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 4 o 6, y/o (b) un polipéptido que tiene al
menos aproximadamente un 95 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 10-13. El polipéptido puede
comprender (a) un polipéptido que tiene al menos aproximadamente un 95 % de identidad de secuencia con SEQ ID
NO: 42 o 46, y/o (b) un polipéptido que tiene al menos aproximadamente un 95 % de identidad de secuencia con
SEQ ID NO: 41 o 45 También se describen polipéptidos que comprenden: (a) un polipéptido que tiene al menos
aproximadamente un 95 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 97 o 113; y/o (b) un polipéptido que tiene al
menos aproximadamente un 95 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 96 o 112. También se describen
polipéptidos que comprenden: (a) un polipéptido que tiene al menos aproximadamente un 95 % de identidad de
secuencia con SEQ ID NO: 99 o 115; y/o (b) un polipéptido que tiene al menos aproximadamente un 95 % de
identidad de secuencia con SEQ ID NO: 98 o 114. También se describen polipéptidos que comprenden: (a) un
polipéptido que tiene al menos aproximadamente un 95 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 101 0 117; y/o
(b) un polipéptido que tiene al menos aproximadamente un 95 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 100 o
116. También se describen polipéptidos que comprenden: (a) un polipéptido que tiene al menos aproximadamente
un 95 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 103 o 119; y/o (b) un polipéptido que tiene al menos
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aproximadamente un 95 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 102 o 118. El polipéptido puede comprender
(a) un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4; y/o (b) un polipéptido que tiene la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10 o SEQ ID NO: 11. El polipéptido puede comprender (a) un polipéptido
que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 45; y/o (b) un polipéptido que tiene la secuencia de
aminoacido de SEQ ID NO: 46. El polipéptido puede comprender (a) un polipéptido que tiene la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 6; y/o (b) un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12 o
SEQ ID NO: 13. El polipéptido puede ser un anticuerpo y/o el polipéptido puede unirse especificamente al receptor 1
de folato humano. El polipéptido puede ser un anticuerpo humanizado que se une especificamente a un receptor 1
de folato humano. Por ejemplo, se describe un anticuerpo o anticuerpo humanizado que especificamente se une a
un FOLR1 humano que comprende (a) un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4; y (b)
un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10 o SEQ ID NO: 11. El polipéptido que
comprende SEQ ID NO: 4 puede ser una region variable de cadena pesada. El polipéptido que comprende SEQ ID
NO: 10 o 11 puede ser una region variable de cadena ligera. También se describe un anticuerpo o anticuerpo
humanizado que se une especificamente a un FOLR1 humano que comprende (a) un polipéptido que tiene la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6; y (b) un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 12 o SEQ ID NO: 13. También se describe un anticuerpo o anticuerpo humanizado que se une especificamente
a un FOLR1 humano que comprende (a) un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 45; y
(b) un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 46. También se describe un anticuerpo o
anticuerpo humanizado que se une especificamente a un FOLR1 humano que comprende (a) un polipéptido que
tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 112; y (b) un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 113. También se describe un anticuerpo o anticuerpo humanizado que se une especificamente a un
FOLR1 humano que comprende (a) un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 114; y (b)
un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 115. También se describe un anticuerpo o
anticuerpo humanizado que se une especificamente a un FOLR1 humano que comprende (a) un polipéptido que
tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 116; y (b) un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 117. También se describe un anticuerpo o anticuerpo humanizado que se une especificamente a un
FOLR1 humano que comprende (a) un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 118; y (b)
un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 119. El polipéptido que tiene un cierto
porcentaje de identidad de secuencia con las SEQ ID NO: 4, 6, 10-13, 41, 42, 45, 46, 96-103 y 112-119 puede diferir
de SEQ ID NO: 4, 6, 10-13, 41, 42, 45, 46, 96-103 y 112-119 solo por sustituciones conservativas de aminoacidos.

El agente de uniéon a FOLR1 puede comprender, consistir esencialmente en, o consistir en un anticuerpo anti-
FOLR1 seleccionado de entre el grupo que consiste en los anticuerpos huMov19, FR-1-21, FR1-48, FR1-49, FR1-57
y FR1-65.

El anticuerpo huMov19 puede estar codificado por los plasmidos depositados en la American Type Culture Collection
(ATCC) el 7 de abril de 2010 y que tienen los no. de depdsito ATCC de PTA-10772 y PTA-10773 o 10774.

El anticuerpo FR-1-21 esta codificado por los plasmidos depositados en la ATCC el 7 de abril de 2010 y se le
asignan los numeros de designacién de depdsito PTA-10775 y 10776.

Los anticuerpos humanizados pueden unirse a FOLR1 con sustancialmente la misma afinidad que el anticuerpo
quimérico Mov19. La afinidad o avidez de un anticuerpo para un antigeno se puede determinar experimentalmente
usando cualquier método adecuado bien conocido en la técnica, p. €j., citometria de flujo, ensayo inmunoabsorbente
ligado a enzima (ELISA) o radioinmunoensayo (RIA), o cinética (p. ej., analisis BIACORE™). Pueden emplearse
facilmente ensayos de union directa, asi como formatos de ensayo de unién competitiva. (Véanse, por ejemplo,
Berzofsky et al., "Antibody-Antigen Interactions”, en Fundamental Immunology, Paul, W.E., Ed., Raven Press, Nueva
York, NY, 1984; Kuby, Janis Immunology, W.H. Freeman and Company: Nueva York, N.Y. (1992); y los m¢etodos
descritos en el presente documento. La afinidad medida de una interaccion anticuerpo-antigeno particular puede
variar si se mide en diferentes condiciones (p. ej., concentracién de sal, pH, temperatura). Asi, las mediciones de
afinidad y otros parametros de unién al antigeno (p. ej., KD o Kd, Kasoc, Kdisoc) s€ hacen con disoluciones
estandarizadas de anticuerpo y antigeno, y un tampén estandarizado, tal como se conoce en la técnica y tal como el
tampodn descrito en el presente documento.

Los ensayos de unién se pueden realizar usando citometria de flujo en células que expresan el antigeno FOLR1 en
la superficie. Por ejemplo, células positivas en FOLR1 como SKOV3 se incubaron con concentraciones variables de
anticuerpos anti-FOLR1 usando 1 x 105 células por muestra en 100 uyl de tampén FACS (medio RPMI-1640
suplementado con suero de cabra normal al 2 %). Después, las células se sedimentaron, se lavaron y se incubaron
durante 1 h con 100 pl de anticuerpo IgG de cabra anti-ratén o de cabra anti-humano conjugado con FITC (tal como
se puede obtener de, por ejemplo, Jackson Laboratory, 6 pg/ml en tampdn FACS). Las células se sedimentaron de
nuevo, se lavaron con tampén FACS y se resuspendieron en 200 pl de PBS que contenia formaldehido al 1 %. Las
muestras se adquirieron, por ejemplo, utilizando un citémetro de flujo FACSCalibur con el muestreador HTS de
multiples pocillos y se analizaron usando CellQuest Pro (todos ellos de BD Biosciences, San Diego, EE. UU.). Para
cada muestra, se exporto la intensidad de fluorescencia media para FL1 (MFI) y se representé graficamente frente a
la concentracion de anticuerpo en un grafico semilogaritmico para generar una curva de union. Se ajusta una curva
sigmoidal de respuesta a la dosis para las curvas de union y los valores de CE50 se calculan usando programas
tales como GraphPad Prism v4 con parametros por defecto (software de GraphPad, San Diego, CA). Se pueden
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usar los valores de CE50 como una medida de la constante de disociacion 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. Utilizando el método del hibridoma, se inmuniza un ratén, hamster u otro
animal huésped apropiado, como se ha descrito anteriormente, para hacer que los linfocitos produzcan anticuerpos
que se uniran especificamente a un antigeno inmunizante. Los linfocitos también pueden inmunizarse in vitro.
Después de la inmunizacién, se aislan los linfocitos y se fusionan con una linea celular de mieloma adecuada
usando, por ejemplo, polietilenglicol, para formar células de hibridoma que pueden después ser seleccionadas de los
linfocitos y células de mieloma no fusionados. Los hibridomas que producen anticuerpos monoclonales dirigidos
especificamente contra un antigeno escogido, como se determina mediante inmunoprecipitacion,
inmunotransferencia, o mediante un ensayo de unién in vitro (p. ej., radioinmunoensayo (RIA); ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA)) pueden propagarse después ya sea por cultivo usando métodos
estandar in vitro (Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, Academic Press, 1986) o in vivo como
tumores de ascitis en un animal. Los anticuerpos monoclonales pueden entonces purificarse a partir del medio de
cultivo o del fluido ascitico como se describe para los anticuerpos policlonales anteriores.

Como alternativa, también pueden prepararse anticuerpos monoclonales utilizando métodos de ADN recombinante
como se describe en la Patente de EE. UU. 4.816.567. Los polinucleétidos que codifican un anticuerpo monoclonal
se aislan a partir de células B maduras o células de hibridoma, tales como por RT-PCR usando cebadores
oligonucleotidicos que amplifican especificamente los genes que codifican las cadenas pesada y ligera del
anticuerpo y su secuencia se determina usando procedimientos convencionales. Los polinucleétidos aislados que
codifican las cadenas pesadas y ligeras se clonan a continuacién en vectores de expresion adecuados, los cuales
cuando se transfectan en células huésped tales como células de E. coli, células COS de simio, células de ovario de
hamster chino (CHO) o células de mieloma que no producen de otro modo inmunoglobulina, los anticuerpos
monoclonales son generados por las células huésped. También pueden aislarse anticuerpos monoclonales
recombinantes o fragmentos de los mismos de las especies deseadas a partir de bibliotecas de presentacion de
fagos que expresan las CDR de la especie deseada tal 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 polinucledtidos que codifican un anticuerpo monoclonal pueden modificarse adicionalmente en una serie de
diversas maneras utilizando 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, pueden ser
sustituidos 1) para aquellas regiones de, por ejemplo, un anticuerpo humano para generar un anticuerpo quimeérico o
2) para un polipéptido no inmunoglobulina para generar un anticuerpo de fusion. Las regiones constantes pueden
truncarse o se eliminan para generar el fragmento de anticuerpo deseado de un anticuerpo monoclonal. La
mutagénesis dirigida al sitio o de alta densidad de la region variable puede usarse para optimizar la especificidad,
afinidad, etc., de un anticuerpo monoclonal.

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

También se pueden usar métodos para el disefio, humanizacion o modificaciéon en superficie de anticuerpos no
humanos o humanos y son bien conocidos en la técnica. Un anticuerpo humanizado, modificado en superficie o
disefiado de forma similar puede tener uno o0 mas residuos de aminoacidos de un origen que no sea humano, p. €j.,
pero sin limitarse a, ratén, rata, conejo, primate no humano u otro mamifero. Estos residuos de aminoacidos no
humanos son reemplazados por residuos que se denominan, a menudo, residuos de "importacion”, que se toman
tipicamente de una variable "de importacién", de una constante o de otro dominio de una secuencia humana
conocida.

Tales secuencias importadas pueden usarse para reducir la inmunogenicidad o reducir, mejorar o modificar la union,
afinidad, tasa de asociacion, tasa de disociacién, avidez, especificidad, semivida, o cualquier otra caracteristica
adecuada, como se conoce en la técnica. En general, los residuos de CDR estdn directamente y mas
sustancialmente implicados en influir en la unidon de FOLR1. Por consiguiente, una parte o la totalidad de las
secuencias de CDR no humanas o humanas se mantienen mientras que las secuencias no humanas de las regiones
variables y constantes se pueden reemplazar con aminoacidos humanos u otros.

Los anticuerpos pueden también, opcionalmente, ser anticuerpos humanizados, modificados en superficie, de
ingenieria o humanos preparados por ingenieria con retenciéon de alta afinidad para el antigeno FOLR1 y otras
propiedades bioldgicas favorables. Para conseguir este objetivo, los anticuerpos anti-FOLR1 humanizados (o
humanos) o de ingenieria y los anticuerpos modificados en superficie pueden prepararse opcionalmente mediante
un proceso de andlisis de las secuencias parentales y varios productos conceptuales humanizados y de ingenieria
utilizando modelos tridimensionales de las secuencias parentales, de ingenieria y humanizadas. Los modelos
tridimensionales de inmunoglobulina estan normalmente disponibles y son familiares para los expertos en la técnica.
Estan disponibles programas informaticos que ilustran y muestran las estructuras conformacionales tridimensionales
probables de secuencias de inmunoglobulina candidatas seleccionadas. La inspeccion de estas muestras permite el
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analisis del papel probable de los residuos en el funcionamiento de la secuencia de inmunoglobulina candidata, es
decir, el analisis de residuos que influyen en la capacidad de la inmunoglobulina candidata para unirse a su
antigeno, tal como FOLR1. Asi, pueden seleccionarse residuos de marco (FR) y combinarse a partir de las
secuencias de consenso y de importacién de modo que se consiga la caracteristica de anticuerpo deseada, tal como
una afinidad incrementada por el antigeno o los antigenos diana.

La humanizacién, modificacion en superficie o ingenieria de anticuerpos se pueden realizar usando cualquier
método conocido, tal como, pero sin limitarse a, los 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), Pat. de EE. UU. no. 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; documentos PCT/: US98/16280; US96/18978; US91/09630; US91/05939;
US94/01234; GB89/01334; GB91/01134; GB92/01755; W090/14443; WO090/14424; WQ090/14430; EP 229246;
7.557.189; 7.538.195; y 7.342.110.

El anticuerpo contra FOLR1 puede ser también un anticuerpo humano. Los anticuerpos humanos pueden prepararse
directamente utilizando varias técnicas conocidas en la técnica. Pueden generarse linfocitos B humanos
inmortalizados inmunizados in vitro o aislados de un individuo inmunizado que producen un anticuerpo dirigido
contra un antigeno diana (Véanse, p. €j., Cole et al., Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss,
1985); Boemer et al., 1991, J. Immunol., 147 (1): 86-95 y Patente de EE. UU. 5.750.373). Ademas, el anticuerpo
humano puede seleccionarse de una biblioteca de fagos, donde esa 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 bibliotecas de fagos de anticuerpos también se
describen en las Patentes de EE. UU. no. 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 maduracién por afinidad y las estrategias de intercambio de cadenas
(Marks et al., 1992, Bio/Technology 10: 779-783) son conocidas en la técnica y pueden emplearse para generar
anticuerpos humanos de alta afinidad.

También pueden prepararse anticuerpos humanizados en ratones transgénicos que contienen loci de
inmunoglobulina humana que son capaces, tras la inmunizacion, de producir el repertorio completo de anticuerpos
humanos en ausencia de produccion de inmunoglobulina endégena. 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.

También se describen anticuerpos biespecificos que reconocen especificamente un receptor 1 de folato humano.
Los anticuerpos biespecificos son anticuerpos que son capaces de reconocer y unirse especificamente al menos a
dos epitopos diferentes. Los diferentes epitopos pueden estar dentro de la misma molécula (p. €j., el mismo receptor
1 de folato humano) o en diferentes moléculas de tal manera que ambos, por ejemplo, los anticuerpos pueden
reconocer y unirse especificamente a un receptor 1 de folato humano asi como, por ejemplo, 1) una molécula
efectora en un leucocito tal como un receptor de células T (p. ej., CD3) o receptor Fc (por ejemplo, CD64, CD32, o
CD16) o 2) un agente citotoxico como se describe con detalle a continuacion.

Los anticuerpos biespecificos ejemplares se pueden unir a dos epitopos diferentes, al menos uno de los cuales se
origina en un polipéptido descrito en el presente documento. Como alternativa, un brazo anti-antigénico de una
molécula de inmunoglobulina puede combinarse con un brazo que se une a una molécula desencadenante en un
leucocito tal como una molécula receptora de células T (por ejemplo, CD2, CD3, CD28 o B7), o receptores Fc para
IgG con el fin de enfocar los mecanismos de defensa celular a la célula que expresa el antigeno particular. También
se pueden usar anticuerpos biespecificos para dirigir agentes citotéxicos a células que expresan un antigeno
particular. Estos anticuerpos poseen un brazo de unién al antigeno y un brazo que se une a un agente citotoxico o
un quelante de radionuclidos, tal como EOTUBE, DPTA, DOTA o TETA. Las técnicas para preparar anticuerpos
biespecificos son normales 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 Patente de EE. UU. 5.731.168). También se contemplan anticuerpos con mas de
dos valencias. Por ejemplo, se pueden preparar anticuerpos triespecificos (Tutt et al., J. Immunol., 147: 60 (1991)).
Asi, los anticuerpos para FOLR1 pueden ser multiespecificos.

Se describe un fragmento de anticuerpo para, por ejemplo, aumentar la penetracion del tumor. Se conocen varias
técnicas para la produccion de fragmentos de anticuerpos. Tradicionalmente, estos fragmentos se derivan mediante
la digestion proteolitica 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 se pueden
producir de forma recombinante. Los fragmentos de anticuerpos Fab, Fv y scFv pueden ser expresados en y
secretados a partir de E. coli u otras células huésped, permitiendo asi la producciéon de grandes cantidades de estos
fragmentos. Tales fragmentos de anticuerpos también se pueden aislar de las bibliotecas de fagos de anticuerpos
expuestas anteriormente. El fragmento de anticuerpo también puede ser anticuerpos lineales como se describe en la
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Patente de EE. UU. 5.641.870, por ejemplo, y puede ser monoespecificos o biespecificos. Otras técnicas para la
produccién de fragmentos de anticuerpo seran evidentes para el experto en la técnica.

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

Ademas, puede ser deseable, especialmente en el caso de fragmentos de anticuerpo, modificar un anticuerpo para
aumentar su semivida en suero. Esto se puede conseguir, por ejemplo, mediante la incorporacion de un epitopo de
union al receptor de rescate en el fragmento de anticuerpo por mutacion de la regién apropiada en el fragmento de
anticuerpo o incorporando el epitopo en una etiqueta de péptido que se fusiona a continuacion al fragmento de
anticuerpo en un extremo o en el medio (p. €j., mediante sintesis de ADN o péptido).

También se describen anticuerpos heteroconjugados. Los anticuerpos heteroconjugados estan compuestos de dos
anticuerpos unidos de forma covalente. Tales anticuerpos se han propuesto, por ejemplo, para dirigir células
inmunitarias a células no deseadas (Pat. de EE. UU. no. 4.676.980). Se contempla que los anticuerpos pueden ser
preparados in vitro usando métodos conocidos en la quimica de proteinas sintéticas, incluidos aquellos que implican
agentes de reticulacion. Por ejemplo, pueden construirse inmunotoxinas usando una reaccion de intercambio de
disulfuro o formando un enlace tioéter. Los ejemplos de reactivos adecuados para este propdsito incluyen
iminotiolato y metil-4-mercaptobutirimidato.

Debe apreciarse que los anticuerpos modificados pueden comprender cualquier tipo de regién variable que
proporcione la asociacion del anticuerpo con los polipéptidos de un FOLR1 humano. A este respecto, la region
variable puede comprender o derivarse de cualquier tipo de mamifero que pueda ser inducido para montar una
respuesta humoral y generar inmunoglobulinas contra el antigeno asociado al tumor deseado. Como tal, la regién
variable de los anticuerpos modificados puede ser, por ejemplo, de origen humano, murino, primate no humano (p.
ej., monos cynomolgus, macacos, etc.) o lupino. Tanto las regiones variables como las constantes de las
inmunoglobulinas modificadas pueden ser humanas. Las regiones variables de anticuerpos compatibles
(generalmente derivadas de una fuente no humana) también pueden ser disefiadas o adaptadas especificamente
para mejorar las propiedades de unién o reducir la inmunogenicidad de la molécula. A este respecto, las regiones
variables Utiles en la presente descripcion pueden ser humanizadas o, si no, alteradas mediante la inclusién de
secuencias de aminoacidos importadas.

Los dominios variables tanto en la cadena pesada como ligera pueden ser alterados mediante la sustitucion al
menos parcial de una o mas CDR vy, si es necesario, mediante la sustitucion parcial de la regién marco y cambio de
secuencia. Aunque las CDR pueden derivarse de un anticuerpo de la misma clase o incluso subclase como el
anticuerpo del que derivan las regiones marco, se prevé que las CDR se derivaran de un anticuerpo de diferente
clase y puede derivarse de un anticuerpo de una especie diferente. Puede que no sea necesario reemplazar todas
las CDR con las CDR completas de la region variable donante para transferir la capacidad de union al antigeno de
un dominio variable a otro. Mas bien, puede que solo sea necesario transferir los residuos que son necesarios para
mantener la actividad del sitio de union al antigeno. Dadas las explicaciones expuestas en las Pat. de EE. UU. no.
5.585.069, 5.693.761 y 5.693.762, estara bien dentro de la competencia de los expertos en la técnica, ya sea
llevando a cabo experimentos de rutina o por ensayos de prueba y error la obtencion de 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 (p. €j., anticuerpos de longitud completa o fragmentos inmunorreactivos de
los mismos) en los que al menos una fraccion de uno o mas de los dominios de la regién constante ha sido
suprimida o, si no, alterada con el fin de proporcionar las caracteristicas bioquimicas deseadas tales como una
mayor localizacidon en el tumor o una semivida reducida en suero cuando se compara con un anticuerpo de
aproximadamente la misma inmunogenicidad que comprende una regién constante nativa o no alterada. La regién
constante de los anticuerpos modificados puede comprender una regiéon constante humana. Las modificaciones en
la region constante pueden comprender adiciones, eliminaciones o sustituciones de uno o mas aminoacidos en uno
0 mas dominios. Es decir, los anticuerpos modificados descritos en el presente documento pueden comprender
alteraciones o modificaciones en uno o mas de los tres dominios constantes de la cadena pesada (CH1, CH2 o CH3)
y/o en el dominio constante de cadena ligera (CL). Se contemplan las regiones constantes modificadas en las que
uno o mas dominios estan parcial o totalmente eliminados. Los anticuerpos modificados pueden comprender
construcciones o variantes con dominio eliminado, en donde se ha eliminado todo el dominio CH2 (construcciones
ACH2). El dominio de la regién constante omitido puede ser reemplazado por un espaciador corto de aminoacidos
(p. €j., 10 residuos) que proporciona parte de la flexibilidad molecular impartida tipicamente por la regiéon constante
ausente.
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Ademas de su configuracion, se sabe en la técnica que la regidon constante media varias funciones efectoras. Por
ejemplo, la unién del componente C1 del complemento a los anticuerpos, activa el sistema del complemento. La
activacion del complemento es importante en la opsonizacién vy lisis de patdgenos celulares. La activacion del
complemento también estimula la respuesta inflamatoria y también puede estar implicada en la hipersensibilidad
autoinmune. Ademas, los anticuerpos se unen a las células a través de la region Fc, con un sitio receptor Fc en la
region Fc del anticuerpo que se une a un receptor Fc (FcR) en una célula. Hay una serie de receptores Fc que son
especificos para diferentes clases de anticuerpos, incluidos IgG (receptores gamma), IgE (receptores eta), IgA
(receptores alfa) e IgM (receptores mu). La unién del anticuerpo a los receptores Fc en las superficies celulares
desencadena una serie de respuestas bioldgicas importantes y diversas que incluyen engullimiento y destruccion de
particulas revestidas de anticuerpos, eliminacion de complejos inmunes, lisis de células diana revestidas de
anticuerpo por células asesinas (denominada citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpo, o
ADCC), la liberacion de mediadores inflamatorios, la transferencia placentaria y el control de la produccion de
inmunoglobulinas.

Los anticuerpos de unién a FOLR1 pueden proporcionar funciones efectoras alteradas que, a su vez, afectan el perfil
biolégico del anticuerpo administrado. Por ejemplo, la eliminacioén o inactivacion (a través de mutaciones puntuales u
otros medios) de un dominio de region constante puede reducir la union al receptor Fc del anticuerpo modificado
circulante aumentando de este modo la localizacion del tumor. En otros casos, puede ser que las modificaciones de
regiones constantes moderen la uniéon del complemento y, por tanto, reduzcan la semivida en suero y la asociacion
inespecifica de una citotoxina conjugada. Sin embargo, pueden usarse otras modificaciones de la regiéon constante
para eliminar enlaces disulfuro o restos de oligosacaridos que permitan una localizacién mejorada debido al aumento
de la especificidad del antigeno o la flexibilidad del anticuerpo. De manera similar, las modificaciones en la region
constante pueden hacerse facilmente utilizando técnicas bioquimicas o de ingenieria molecular bien conocidas, bien
dentro del alcance del experto en la técnica.

Un agente de union a FOLR1 que es un anticuerpo puede que no tenga una o mas funciones efectoras. Por ejemplo,
el anticuerpo puede que no tenga actividad de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) y/o actividad
de citotoxicidad dependiente de complemento (CDC). El anticuerpo puede que no se una a un receptor Fc y/o a
factores del complemento. El anticuerpo puede que no tenga funcién efectora.

Se observara que los anticuerpos modificados se pueden disefiar por ingenieria para fusionar el dominio CH3
directamente a la region bisagra de los respectivos anticuerpos modificados. En otras construcciones, puede ser
deseable proporcionar un espaciador peptidico entre la region bisagra y los dominios CH2 y/o CH3 modificados. Por
ejemplo, podrian expresarse construcciones compatibles en donde el dominio CH2 se ha suprimido y el dominio
CH3 que queda (modificado o no modificado) se une a la regién bisagra con un espaciador de 5-20 aminoacidos. Un
espaciador de este tipo se puede afiadir, por ejemplo, para asegurar que los elementos reguladores del dominio
constante permanezcan libres y accesibles o que la region bisagra permanezca flexible. Sin embargo, debe
observarse que los espaciadores aminoacidos pueden, en algunos casos, demostrar ser inmunogénicos y provocar
una respuesta inmune no deseada contra la construccidon. Por consiguiente, cualquier espaciador afiadido a la
construccién sera relativamente no inmunogénico, o incluso omitido en conjunto, con el fin de mantener las
cualidades bioquimicas deseadas de los anticuerpos modificados.

Ademas de la eliminacion de dominios de regidon constante completa, se apreciara que los anticuerpos pueden
proporcionarse mediante la eliminacion o sustitucién parcial de unos pocos o incluso de un solo aminoacido. Por
ejemplo, la mutaciéon de un Unico aminoacido en areas seleccionadas del dominio CH2 puede ser suficiente para
reducir sustancialmente la unién a Fc y, de este modo, aumentar la localizacion del tumor. De manera similar, puede
desearse simplemente eliminar la parte de uno o mas dominios de regién constante que controlan la funcién efectora
(p. €j., la unién de C1Q del complemento) a modular. Dichas supresiones parciales de las regiones constantes
pueden mejorar las caracteristicas seleccionadas del anticuerpo (semivida en suero) mientras dejan intactas otras
funciones deseables asociadas con el dominio de la region constante del sujeto. Ademas, como se ha mencionado
anteriormente, las regiones constantes de los anticuerpos descritos pueden modificarse mediante la mutacion o
sustitucion de uno o mas aminoacidos que aumentan el perfil de la construccidon resultante. A este respecto, puede
ser posible interrumpir la actividad proporcionada por un sitio de unién conservado (p. €j., unién a Fc) manteniendo
sustancialmente la configuracién y el perfil inmunogénico del anticuerpo modificado. Puede estar comprendida la
adicion de uno o mas aminoacidos a la regiéon constante para aumentar las caracteristicas deseables tales como
disminuir o aumentar la funcién efectora o proporcionar mas unién a citotoxina o hidrato de carbono. Puede ser
deseable insertar o replicar secuencias especificas derivadas de dominios de region constante seleccionados.

Se describen variantes y equivalentes que son sustancialmente homodlogos a los anticuerpos quiméricos,
humanizados y humanos, o a los fragmentos de anticuerpos de los mismos, proporcionados o descritos en el
presente documento. 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 conservativa 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. Lo que se pretende mediante una sustitucién conservativa de aminoacidos es bien conocido en
la técnica.
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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 aminoéacidos se pueden variar sin efecto significativo de la estructura o funcién de la
proteina. Asi, se describen variaciones de los polipéptidos que muestran una actividad sustancial o que incluyen
regiones de un anticuerpo, o fragmento del mismo, contra una proteina receptora de folato humano. Tales mutantes
incluyen supresiones, inserciones, inversiones, repeticiones y sustituciones de tipo.

Los polipéptidos y analogos pueden modificarse adicionalmente para contener restos quimicos adicionales que
normalmente no forman parte de la proteina. Los restos derivados pueden mejorar la solubilidad, la semivida
biolégica o la absorcion de la proteina. Los restos también pueden reducir o eliminar cualquier efecto secundario
deseable de las proteinas y similares. Se puede encontrar una descripcién general de estos restos en
REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCES, 202 ed., Mack Publishing Co., Easton, PA (2000).

Los polipéptidos aislados descritos en el presente documento pueden producirse mediante cualquier método
adecuado conocido en la técnica. Tales métodos van desde métodos sintéticos de proteinas directos hasta la
construccién de una secuencia de ADN que codifica secuencias de polipéptidos aislados y expresan esas
secuencias en un huésped transformado adecuado. Se puede construir una secuencia de ADN utilizando tecnologia
recombinante aislando o sintetizando una secuencia de ADN que codifica una proteina de interés de tipo salvaje.
Opcionalmente, la secuencia puede ser mutagenizada por mutagénesis especifica en el sitio para proporcionar
analogos funcionales de la misma. Véanse, p. €j., Zoeller et al., Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 81: 5662-5066 (1984) y
la Pat. de EE. UU. 4.588.585.

Una secuencia de ADN que codifica un polipéptido de interés se construiria mediante sintesis quimica utilizando un
sintetizador de oligonucledtidos. Tales oligonucleétidos se pueden disefiar basandose en la secuencia de
aminoacidos del polipéptido deseado y seleccionando aquellos codones que son favorecidos en la célula huésped
en donde se producira el polipéptido recombinante de interés. Pueden aplicarse métodos estandar para sintetizar
una secuencia polinucleotidica aislada que codifica un polipéptido aislado de interés. Por ejemplo, se puede usar
una secuencia completa de aminoacidos para construir un gen traducido de nuevo. Ademas, se puede sintetizar un
oligbmero de ADN que contiene una secuencia de nucleoétidos que codifica el polipéptido particular aislado. Por
ejemplo, se pueden sintetizar varios oligonucleétidos pequefios que codifican porciones del polipéptido deseado y
después se ligan. Los oligonucleétidos individuales contienen tipicamente protuberancias en 5 o 3' para el
ensamblaje complementario.

Una vez ensambladas (mediante 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 expresion apropiada para la expresion de la proteina en un
huésped deseado. El ensamblaje adecuado puede confirmarse mediante secuenciaciéon de nucleétidos, mapeo de
restriccion y expresion de un polipéptido biolégicamente activo en un huésped adecuado. Como es bien conocido en
la técnica, para obtener altos niveles de expresion de un gen transfectado en un huésped, el gen debe estar
operativamente unido a secuencias de control de expresién de transcripcion y de traduccidon que sean funcionales en
el huésped de expresion elegido.

Se usan vectores de expresion recombinantes para amplificar y expresar ADN que codifica anticuerpos, o
fragmentos de los mismos, contra FOLR1 humano. Los vectores de expresién recombinantes son construcciones de
ADN replicables que tienen fragmentos de ADN sintéticos o derivados de ADNc que codifican una cadena
polipeptidica de un anticuerpo anti-FOLR1, o fragmento de la misma, operativamente unidos a elementos
reguladores de transcripcion o de traducciéon adecuados derivados de genes de mamiferos, microbianos, viricos o de
insectos. Una unidad de transcripcion comprende generalmente un ensamblaje de (1) un elemento o elementos
genéticos que tienen 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 apropiadas de iniciacion y terminacion de la transcripcion y la traduccion, como se describe con
detalle a continuacion. Tales elementos reguladores pueden incluir una secuencia de operador para controlar la
transcripcion. Ademas, se puede incorporar la capacidad de replicarse en un huésped, habitualmente conferida por
un origen de replicacion, y un gen de seleccion para facilitar el reconocimiento de transformantes. Las regiones de
ADN estan unidas operativamente cuando estan funcionalmente relacionadas entre si. Por ejemplo, el ADN para un
péptido senal (lider secretor) esta operativamente unido al ADN para 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 transcripcion de la secuencia; o un sitio de union al ribosoma esta operativamente unido a una secuencia
codificante si esta posicionado de manera que permita la traduccién. Los elementos estructurales destinados a ser
utilizados en sistemas de expresion de levadura incluyen una secuencia lider que permite la secrecion extracelular
de la proteina traducida por una célula huésped. Como alternativa, cuando la proteina recombinante se expresa sin
un lider o secuencia de transporte, puede incluir un residuo de metionina N-terminal. Opcionalmente, este residuo
puede escindirse posteriormente de la proteina recombinante expresada para proporcionar un producto final.

La elecciéon de la secuencia de control de la expresion y del vector de expresion dependera de la eleccidon del
huésped. Se puede emplear una amplia variedad de combinaciones huésped/vector de expresion. Los vectores de
expresion utiles para huéspedes eucariotas incluyen, por ejemplo, vectores que comprenden secuencias de control
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de la expresion de SV40, virus del 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 con un rango de huéspedes mas amplio, tales como
M13 y fagos filamentosos de ADN monocatenario.

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 procariotas, de levaduras, de insectos o células eucariotas
superiores bajo el control de promotores apropiados. Las procariotas incluyen organismos gram-negativos o gram
positivos, por ejemplo E. coli o bacilos. Las células eucariotas superiores incluyen lineas celulares establecidas de
origen mamifero como se describe a continuaciéon. También podrian emplearse sistemas de traduccion sin células.
Los vectores apropiados de clonacién y expresion para uso con huéspedes bacterianos, fungicos, de levadura y de
células de mamiferos estan descritos por Pouwels et al. (Cloning Vectors: A Laboratory Manual, Elsevier, N.Y.,
1985). Se puede encontrar informacién adicional con respecto a los métodos de produccién de proteinas, que
incluyen la produccion de anticuerpos, p. €j., en la Publicacion de Patente de EE. UU. no. 2008/0187954, Patentes
de EE. UU. no. 6.413.746 y 6.660.501, y Publicacion de Patente Internacional no. WO 04009823.

También se emplean ventajosamente varios sistemas de cultivo de células de mamifero o de insecto para expresar
proteina recombinante. La expresion de proteinas recombinantes en células de mamifero puede realizarse porque
dichas proteinas estan generalmente plegadas correctamente, adecuadamente modificadas 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
incluidas, por ejemplo, las células L, C127, 3T3, de ovario de hamster chino (CHO), lineas celulares HelLa y BHK.
Los vectores de expresion de mamiferos pueden comprender elementos no transcritos tales como un origen de
replicacién, un promotor y potenciador adecuados unidos al gen a expresar y otras secuencias no transcritas
flanqueantes en 5’ 0 3' y secuencias no traducidas en 5’ o 3', tales como sitios de unién a ribosomas necesarios, un
sitio de poliadenilacion, sitios dador y aceptor 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 son revisados por
Luckow y Summers, Bio/Technology 6:47 (1988).

Las proteinas producidas por un huésped transformado pueden purificarse segun cualquier método adecuado.
Dichos métodos estandar incluyen cromatografia (p. ej., intercambio idnico, cromatografia de afinidad y
cromatografia en columna por tamafo), centrifugacién, solubilidad diferencial, o mediante cualquier otra técnica
estandar para la purificacion de proteinas. A la proteina se pueden unir etiquetas de afinidad tales como
hexahistidina, dominio de unién a maltosa, secuencia de cubierta de influenza y glutation-S-transferasa para permitir
una facil purificaciéon por paso sobre una columna de afinidad apropiada. Las proteinas aisladas también pueden
caracterizarse fisicamente usando técnicas tales como protedlisis, resonancia magnética nuclear y cristalografia de
rayos X.

Por ejemplo, los sobrenadantes de sistemas que secretan proteina recombinante en el medio de cultivo pueden, en
primer lugar, concentrarse usando un filtro de concentracion de proteinas comercialmente disponible, por ejemplo,
una unidad de ultrafiltracion Amicon o Millipore Pellicon. Después de la etapa de concentracion, el concentrado se
puede aplicar a una matriz de purificacién adecuada. Como alternativa, se puede emplear una resina de intercambio
aniénico, por ejemplo, una matriz o sustrato que tiene grupos dietilaminoetilo (DEAE) laterales. Las matrices pueden
ser acrilamida, agarosa, dextrano, celulosa u otros tipos normalmente empleados en la purificacion de proteinas.
Como alternativa, se puede emplear una etapa de intercambio catidnico. Los intercambiadores catiénicos adecuados
incluyen diversas matrices insolubles que comprenden grupos sulfopropilo o carboximetilo. Finalmente, se pueden
emplear una o mas etapas de cromatografia liquida de alta resolucién de fase inversa (RP-HPLC) que emplean
medios RP-HPLC hidréfobos, p. €j., gel de silice que tiene metilo u otros grupos alifaticos laterales, para purificar
adicionalmente un agente de unién a FOLR1. También se pueden emplear algunas o todas las etapas de
purificacién anteriores, en diversas combinaciones, para proporcionar una proteina recombinante homogénea.

La proteina recombinante producida en cultivo bacteriano se puede aislar, por ejemplo, mediante extraccion inicial
de los sedimentos de células, seguida de una o mas etapas de concentracién, desalado, intercambio i6nico acuoso
o cromatografia de exclusion por tamafo. La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) puede emplearse para
las etapas finales de purificacion. Las células microbianas empleadas en la expresién de una proteina recombinante
pueden ser disrumpidas por cualquier método conveniente, incluidos ciclos de congelacion-descongelacion,
sonicacion, disrupcién 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
descritos en la Publicaciéon de Patente de EE. UU. no. 2008/0312425, 2008/0177048 y 2009/0187005.

Se describe un agente de unién a FOLR1 que es un polipéptido que no es un anticuerpo. En la técnica se conocen
una diversidad de métodos para identificar y producir polipéptidos no anticuerpos que se unen con alta afinidad a
una proteina diana. Véanse, por ejemplo, Skerra, Curr. Opin. Biotechnol., 18: 295-304 (2007), Hosse et al., Protein
Science, 15: 14-27 (2006), Gill et al., Curr. Opin. Biotechnol., 17: 653-658 (2006), Nygren, FEBS J., 275: 2668-76
(2008) y Skerra, FEBS J., 275: 2677-83 (2008). La tecnologia de exposicion en fagos se ha utilizado para
identificar/producir el polipéptido de uniéon a FOLR1. El polipéptido puede comprender un armazoén de proteinas de
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un tipo seleccionado del grupo que consiste en proteina A, una lipocalina, un dominio de fibronectina, un dominio de
repeticion de consenso de anquirina y tiorredoxina.

El agente también puede ser una molécula no proteica. El agente puede ser una molécula pequefia. Las bibliotecas
de quimica combinatoria y las técnicas utiles en la identificacion de agentes de unién a FOLR1 no proteinicos son
conocidas por los expertos en la técnica. Véanse, por ejemplo, Kennedy et al., J. Comb. Chem, 10: 345-354 (2008),
Dolle et al, J. Comb. Chem., 9: 855-902 (2007), y Bhattacharyya, Curr. Med. Chem., 8: 1383-404 (2001). El agente
puede ser un hidrato de carbono, un glicosaminoglicano, una glicoproteina o un proteoglicano.

El agente también puede ser un aptamero de acido nucleico. Los aptameros son moléculas polinucleotidicas que
han sido seleccionadas (p. €j., de conjuntos aleatorios o mutagenizados) basandose en su capacidad para unirse a
otra molécula. El aptamero puede comprender un polinucleétido de ADN. El aptamero puede comprender un
polinucleétido de ARN. El aptdmero puede comprender uno o mas residuos de &cido nucleico modificados. Los
métodos de generacion y cribado de aptameros de acido nucleico para la unién a proteinas son bien conocidos en la
técnica. Véanse, por ejemplo, la Patente de EE. UU. no. 5.270.163, la Patente de EE. UU. no. 5.683.867, la Patente
de EE. UU. no. 5.763.595, la Patente de EE. UU. no. 6.344.321, la Patente de EE. UU. no. 7.368.236, la Patente de
EE. UU. no. 5.582.981, la Patente de EE. UU. no. 5.756.291, la Patente de EE. UU. no. 5.840.867, la Patente de EE.
UU. no. 7.312.325, la Patente de EE. UU. no. 7.329.742, la Publicacion de Patente Internacional No. WO 02/077262,
la Publicacion de Patente Internacional No. WO 03/070984, la Publicacion de Solicitud de Patente de EE. UU. no.
2005/0239134, la Publicacion de Solicitud de Patente de EE. UU. no. 2005/0124565, y la Publicacién de Solicitud de
Patente de EE. UU. no. 2008/0227735.

lIl. Inmunoconjugados

La presente invencion esta dirigida a conjugados (también denominados inmunoconjugados en el presente
documento), como se hace referencia en las reivindicaciones. Ademas, se describen conjugados (también
denominados inmunoconjugados en el presente documento), que comprenden los anticuerpos anti-FOLR1,
fragmentos de anticuerpo, equivalentes funcionales, anticuerpos mejorados y sus aspectos como se describe en el
presente documento, unidos o conjugados a una citotoxina (farmaco) o profarmaco. Asi, se describe un
inmunoconjugado que comprende un anticuerpo humanizado o un fragmento de unién al antigeno del mismo que se
une especificamente a un receptor 1 de folato humano, en donde el anticuerpo comprende: (a) una CDR1 de cadena
pesada que comprende GYFMN (SEQ ID NO: 1); una CDR2 de cadena pesada que comprende
RIHPYDGDTFYNQXaaiFXaazXaas (SEQ ID NO: 56); y una CDR3 de cadena pesada que comprende
YDGSRAMDY (SEQ ID NO: 3); y (b) una CDR1 de cadena ligera que comprende KASQSVSFAGTSLMH (SEQ ID
NO: 7); una CDR2 de cadena ligera que comprende RASNLEA (SEQ ID NO: 8); y una CDR3 de cadena ligera que
comprende QQSREYPYT (SEQ ID NO: 9); en donde Xaa1 se selecciona de K, Q, H, y R; Xaa:z se selecciona de Q,
H, Ny R; y Xaas se selecciona de G, E, T, S, Ay V. En ciertos aspectos de los inmunoconjugados, el anticuerpo es
el anticuerpo huMov19, que es el anticuerpo descrito anteriormente que comprende la CDR2 de cadena pesada
RIHPYDGDTFYNQKFQG (SEQ ID NO: 2). Se describe que el anticuerpo puede ser FR1-21 que comprende (a) una
CDR1 de cadena pesada que comprende SSYGMS (SEQ ID NO: 30); una CDR2 de cadena pesada que comprende
TISSGGSYTY (SEQ ID NO: 31); y/o una CDR3 de cadena pesada que comprende DGEGGLYAMDY (SEQ ID NO:
32); y (b) una CDR1 de cadena ligera que comprende KASDHINNWLA (SEQ ID NO: 27); una CDR2 de cadena
ligera que comprende GATSLET (SEQ ID NO: 28); y una CDR3 de cadena ligera que comprende QQYWSTPFT
(SEQ ID NO: 29). También se describe que el anticuerpo puede ser FR1-48 que comprende: (a) una CDR1 de
cadena pesada que comprende TNYWMQ (SEQ ID NO: 60); una CDR2 de cadena pesada que comprende
AIYPGNGDSR (SEQ ID NO: 61); y/o una CDR3 de cadena pesada que comprende RDGNYAAY (SEQ ID NO: 62);
y/o (b) una CDR1 de cadena ligera que comprende RASENIYSNLA (SEQ ID NO: 57); una CDR2 de cadena ligera
que comprende AATNLAD (SEQ ID NO: 58); y una CDR3 de cadena ligera que comprende QHFWASPYT (SEQ ID
NO: 59). También se describe que el anticuerpo puede ser FR1-49 que comprende: (a) una CDR1 de cadena
pesada que comprende TNYWMY (SEQ ID NO: 66); una CDR2 de cadena pesada que comprende AIYPGNSDTT
(SEQ ID NO: 67); y/o una CDR3 de cadena pesada que comprende RHDYGAMDY (SEQ ID NO: 68); y/o (b) una
CDR1 de cadena ligera que comprende RASENIYTNLA (SEQ ID NO: 63); una CDR2 de cadena ligera que
comprende TASNLAD (SEQ ID NO: 64); y una CDR3 de cadena ligera que comprende QHFWVSPYT (SEQ ID NO:
65). También se describe que el anticuerpo puede ser FR1-57 que comprende: (a) una CDR1 de cadena pesada
que comprende SSFGMH (SEQ ID NO: 72); una CDR2 de cadena pesada que comprende YISSGSSTIS (SEQ ID
NO: 73); y/o una CDR3 de cadena pesada que comprende EAYGSSMEY (SEQ ID NO: 74); y/o (b) una CDR1 de
cadena ligera que comprende RASQNINNNLH (SEQ ID NO: 69); una CDR2 de cadena ligera que comprende
YVSQSVS (SEQ ID NO: 70); y una CDR3 de cadena ligera que comprende QQSNSWPHYT (SEQ ID NO: 71).
También se describe que el anticuerpo puede ser FR1-65 que comprende: (a) una CDR1 de cadena pesada que
comprende TSYTMH (SEQ ID NO: 78); una CDR2 de cadena pesada que comprende YINPISGYTN (SEQ ID NO:
79); y/o una CDR3 de cadena pesada que comprende GGAYGRKPMDY (SEQ ID NO: 80); y/o (b) una CDR1 de
cadena ligera que comprende KASQNVGPNVA (SEQ ID NO: 75); una CDR2 de cadena ligera que comprende
SASYRYS (SEQ ID NO: 76); y una CDR3 de cadena ligera que comprende QQYNSYPYT (SEQ ID NO: 77).

En la técnica se conocen farmacos o profarmacos adecuados. Los farmacos o profarmacos pueden ser agentes

citotéxicos. El agente citotoxico usado en el conjugado citotéxico puede ser cualquier compuesto que produzca la
muerte de una célula, o induzca la muerte celular, o disminuya de alguna manera la viabilidad celular, e incluye, por
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ejemplo, maitansinoides y analogos de maitansinoides, benzodiazepinas, taxoides, CC-1065 y analogos de CC-
1065, duocarmicinas y analogos de duocarmicina, enediinas, tales como caliqueamicinas, dolastatina y analogos de
dolastatina, incluyendo auristatinas, derivados de tomaimicina, derivados de leptomicina, metotrexato, cisplatino,
carboplatino, daunorrubicina, doxorrubicina, vincristina, vinblastina, melfalan, mitomicina C, clorambucilo y morfolino
doxorrubicina. Segun la presente invencién, los agentes citotoxicos son maitansinoides y analogos de
maitansinoides.

Tales conjugados se pueden preparar usando un grupo de enlace para unir un farmaco o profarmaco al anticuerpo o
equivalente funcional. Los grupos de enlace adecuados son bien conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo,
grupos disulfuro, grupos tioéter, grupos labiles a acido, grupos fotolabiles, grupos labiles a peptidasa y grupos
labilesa esterasa.

El farmaco o profarmaco puede, por ejemplo, estar enlazado al anticuerpo anti-FOLR1 o fragmento del mismo a
través de un enlace disulfuro. La molécula conectora o agente reticulador comprende un grupo quimico reactivo que
puede reaccionar con el anticuerpo anti-FOLR1 o fragmento del mismo. Los grupos quimicos reactivos para la
reaccion con el agente de uniéon a células pueden ser ésteres de N-succinimidilo y ésteres de N-sulfosuccinimidilo.
Adicionalmente, la molécula conectora puede comprender un grupo quimico reactivo, un grupo ditiopiridilo que
puede reaccionar con el farmaco para formar un enlace disulfuro. Las moléculas conectoras pueden incluir, por
ejemplo, 3-(2-piridilditio)-propionato de N-succinimidilo (SPDP) (véase, p. €j., Carlsson et al., Biochem. J., 173: 723-
737 (1978), 4-(2-piridilditio)-butanocato de N-succinimidilo (SPDB) (véase, p. ej., la Patente de EE. UU. no.
4.563.304), 4-(2-piridilditio)-2-sulfobutanoato de N-succinimidilo (sulfo-SPDB) (véase la Publicaciéon de EE. UU. no.
20090274713), 4-(2-piridiltio)-pentanoato de N-succinimidilo (SPP) (véase, p. ej., numero de registro CAS 341498-
08-6), 2-iminotiolano o anhidrido acetilsuccinico. Por ejemplo, el anticuerpo o agente de union a células puede estar
modificado con reactivos de reticulacion y el anticuerpo o agente de unién a células que contiene grupos tiol libres o
protegidos asi derivados se hace reaccionar después con un maitansinoide que contiene disulfuro o tiol para
producir conjugados. Los conjugados se pueden purificar por cromatografia, que incluye, pero sin limitarse a, HPLC,
exclusién por tamanio, adsorcién, intercambio i6nico y captacion por afinidad, didlisis o filtracion de flujo tangencial.
El anticuerpo anti-FOLR1 puede estar enlazado a la citoxina a través de un conector SPDB o sulfo-SPDB. El
anticuerpo huMov19 puede estar enlazado a una citotoxina a través de un conector SPDB o sulfo-SPDB.

El anticuerpo anti-FOLR1 puede estar enlazado a farmacos citotoxicos a través de enlaces disulfuro y un espaciador
de polietilenglicol para aumentar la potencia, la solubilidad o la eficacia del inmunoconjugado. Dichos conectores
hidréfilos escindibles se describen en el documento W02009/0134976. El beneficio adicional de este disefio de
conector es la deseada elevada proporcién de mondémero y la minima agregacion del conjugado anticuerpo-farmaco.
En este aspecto, se contemplan especificamente los conjugados de agentes de unién a células y farmacos ligados a
través del grupo disulfuro (-S-S-) que llevan espaciadores de polietilenglicol ((CH2CH20)n=1-14) con un estrecho
intervalo de carga de farmaco de 2-8 que se describe que muestra una actividad bioldgica potente relativamente alta
hacia las células cancerosas y tienen las propiedades bioquimicas deseadas de alto rendimiento de conjugacion y
elevada proporcion de mondmeros con una minima agregacion de proteinas.

En este aspecto, se contempla especificamente un conjugado de farmaco anticuerpo anti-FOLR1 de férmula (I) o un
conjugado de féormula (I'):

A-[X1-(-CH2-CH20-)n-Y-C]m )
[C-Y-(-CH2-CH20-)n-Xi]m-A ("
en donde:

A representa un anticuerpo o fragmento anti-FOLR1;
C representa una citotoxina o farmaco;

X representa una unidad alifatica, aromatica o heterociclica unida al agente de unién a células a través de un
enlace tioéter, un enlace amida, un enlace carbamato o un enlace éter;

Y representa una unidad alifatica, aromatica o heterociclica unida al farmaco a través de un enlace disulfuro;
lesOo1;

m es un numero enterode 2 a 8; y

n es un numero entero de 1 a 24.

m puede ser un numero entero de 2 a 6.

m puede ser un numero entero de 3 a 5.

Ademas, n puede ser un numero entero de 2 a 8. Como alternativa, tal como se describe en, por ejemplo, las
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Patentes de EE. UU. No. 6.441.163 y 7.368.565, el farmaco puede, en primer lugar, modificarse para introducir un
éster reactivo adecuado para reaccionar con un agente de union a células. La reaccidén de estos farmacos que
contienen un resto conector activado con un agente de unién a células proporciona otro método para producir un
conjugado de farmaco y agente de union a células. Los maitansionoides también pueden estar enlazados a un
anticuerpo o fragmento anti-FOLR1 usando grupos de enlace PEG, como se expone por ejemplo en la Patente de
EE. UU. 6.716.821. Estos grupos no escindibles de enlace PEG son solubles tanto en agua como en disolventes no
acuosos, y pueden usarse para unir uno o mas agentes citotdxicos a un agente de union a células. Los ejemplos de
grupos de enlace PEG incluyen conectores PEG heterobifuncionales que reaccionan con agentes citotoxicos y
agentes de unidn a células en extremos opuestos de los conectores a través de un grupo funcional sulfhidrilo o
disulfuro en un extremo y un éster activo en el otro extremo. Como un ejemplo general de la sintesis de un
conjugado citotoxico usando un grupo de enlace PEG, se hace referencia de nuevo a la Patente de EE. UU.
6.716.821. La sintesis comienza con la reaccién de uno o mas agentes citotoxicos que portan un resto reactivo PEG
con un agente de unioén a células, dando como resultado el desplazamiento del éster activo terminal de cada resto
reactivo de PEG por un resto de aminoacido del agente de unién a células, para rendir conjugado citotoxico que
comprende uno o mas agentes citotoxicos unidos covalentemente a un agente de unién a células a través de un
grupo de enlace PEG. Como alternativa, la unién celular puede modificarse con el reticulador bifuncional de PEG
para introducir un resto disulfuro reactivo (tal como un disulfuro de piridilo), que puede tratarse después con un
maitansinoide que contiene tiol para proporcionar un conjugado. En otro método, la unién celular puede modificarse
con el reticulador PEG bifuncional para introducir un resto tiol que puede tratarse después con un maitansinoide que
contiene disulfuro reactivo (tal como un disulfuro de piridilo), para proporcionar un conjugado.

También se pueden preparar conjugados de anticuerpo-maitansinoide con enlaces no escindibles. Dichos
reticuladores se describen en la técnica (véase el ThermoScientific Pierce Crosslinking Technical Handbook y la
Publicaciéon de la Solicitud de Patente de EE. UU. no. 2005/0169933) e incluyen, pero no se limitan a, 4-
(maleimidometil)-ciclohexanocarboxilato de N-succinimidilo (SMCC), 4-(N-maleimidometil)-ciclohexano-1-carboxi-(6-
amidocaproato) de N-succinimidilo que es un analogo de "cadena larga" de SMCC (LC-SMCC), éster N-
succinimidilico del acido x-maleimidoundecanoico (KMUA), éster N-succinimidilico del acido B-maleimidopropanoico
(BMPS), éster N-succinimidilico del acido y-maleimidobutirico (GMBS), éster N-hidroxisuccinimidico del acido ¢-
maleimidocaproico (EMCS), éster m-maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida (MBS), éster N-(a-maleimidoacetoxi)-
succinimida (AMAS), 6-(B-maleimidopropionamido)-hexanoato de succinimidilo (SMPH), 4-(p-maleimidofenil)-butirato
de N-succinimidilo (SMPB), e isocianato de N-(p-maleimidofenilo) (PMPI), 4-(yodoacetil)-aminobenzoato de N-
succinimidilo (SIAB), yodoacetato de N-succinimidilo (SIA), bromoacetato de N-succinimidilo (SBA) y 3-
(bromoacetamido)-propionato de N-succinimidilo (SBAP). El anticuerpo puede modificarse con reactivos de
reticulacion tales como 4-(N-maleimidometil)-ciclohexano-1-carboxilato de succinimidilo (SMCC), sulfo-SMCC, éster
maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida (MBS), sulfo-MBS o yodoacetato de succinimidilo, como se describe en la
bibliografia, para introducir 1-10 grupos reactivos (Yoshitake et al., Eur. J. Biochem., 101: 395-399 (1979); Hashida
et al, J. Applied Biochem., 56-63 (1984); y Liu et al., Biochem., 18: 690-697 (1979)). El anticuerpo modificado se
hace reaccionar a continuacion con el derivado de maitansinoide que contiene tiol para producir un conjugado. El
conjugado puede ser purificado por filtracion en gel a través de una columna de Sefadex G25 o por didlisis o
filtracion en flujo tangencial. Los anticuerpos modificados se tratan con el maitansinoide que contiene tiol (1 a 2
equivalentes molares/grupo maleimido) y los conjugados anticuerpo-maitansinoide son purificados por filtracion en
gel a través de una columna Sefadex G-25, cromatografia sobre una columna de hidroxiapatita ceramica, dialisis o
filtracion en flujo tangencial o una combinacién de estos métodos. Tipicamente, se unen un promedio de 1-10
maitansinoides por anticuerpo. Un método es modificar anticuerpos con 4-(N-maleimidometil)-ciclohexano-1-
carboxilato de succinimidilo (SMCC) para introducir grupos maleimido seguido por la reaccion del anticuerpo
modificado con un maitansinoide que contiene tiol para dar un conjugado ligado por tioéter. De nuevo, se producen
conjugados con 1 a 10 moléculas de farmaco por molécula de anticuerpo. De la misma manera, se preparan
conjugados de maitansinoide de anticuerpos, fragmentos de anticuerpos, hormonas proteicas, factores de
crecimiento proteicos y otras proteinas.

El anticuerpo de FOLR1 (p. ej., huMov19, FR1-21, FR1-48, FR1-49, FR1-57 o FR1-65) puede estar enlazado
también al farmaco a través de un enlace no escindible a través de la intermediacion de un espaciador de PEG. Los
reactivos de reticulacion adecuados que comprenden cadenas de PEG hidréfilas que forman conectores entre un
farmaco y el anticuerpo o fragmento anti-FOLR1 son también bien conocidos en la técnica, o estdn comercialmente
disponibles (por ejemplo, de Quanta Biodesign, Powell, Ohio). Los reticuladores adecuados que contienen PEG se
pueden sintetizar también a partir de los propios PEG disponibles comercialmente usando técnicas de quimica
sintética estandares conocidas por el experto en la técnica. Los farmacos pueden hacerse reaccionar con
reticuladores bifuncionales que contienen PEG para dar compuestos de la siguiente férmula, Z-X1-(-CH2-CH2-O-)a-
Yp-D, por métodos descritos en detalle en la Publicaciéon de Patente de EE. UU. 20090274713 y en
WO02009/0134976, que pueden entonces reaccionar con el agente de unidon a células para proporcionar un
conjugado. Como alternativa, la union celular puede modificarse con el reticulador bifuncional de PEG para introducir
un grupo reactivo con tiol (tal como una maleimida o haloacetamida) que puede tratarse después con un
maitansinoide que contiene tiol para proporcionar un conjugado. En otro método, la unién celular puede modificarse
con el reticulador bifuncional con PEG para introducir un resto tiol que puede tratarse después con un maitansinoide
reactivo con tiol (tal como un maitansinoide que lleva una maleimida o haloacetamida), para proporcionar un
conjugado.
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Ademas, se describe un conjugado de farmaco anticuerpo anti-FOLR1 de férmula (I1) o de férmula (II'):
A-[X1-(-CH2-CH2-O-)n-Yp-C]m (1)
[C-Yp-(-CH2-CH2-O-)n X1]m-A ()
en donde, A representa un anticuerpo o fragmento anti-FOLR1;
C representa una citotoxina o farmaco;

X representa una unidad alifatica, aromatica o heterociclica unida al agente de unién a células a través de un
enlace tioéter, un enlace amida, un enlace carbamato o un enlace éter;

Y representa una unidad alifatica, aromatica o heterociclica unida al farmaco a través de un enlace covalente
seleccionado del grupo que consiste en un enlace tioéter, un enlace amida, un enlace carbamato, un enlace éter,
un enlace amina, un enlace carbono-carbono y un enlace hidrazona;

lesOo1;

pesO0o1;

m es un numero entero de 2 a 15;y

n es un numero entero de 1 a 2.000.

m puede ser un numero entero de 2 a 8;y
n es un nimero entero de 1 a 24.

m puede ser un numero entero de 2 a 6.

n puede ser un numero entero de 2 a 8.

m puede ser un numero entero de 3 a 5. En un cierto aspecto, el anticuerpo es huMov19. Como se describe, el
anticuerpo puede ser FR1-21. Como se describe, el anticuerpo puede ser FR-1-48. El anticuerpo puede ser FR-1-49.
Como se describe, el anticuerpo puede ser FR-1-57. Como se describe, el anticuerpo puede ser FR-1-65.

Los ejemplos de conectores que contienen PEG adecuados incluyen conectores que tienen un resto de éster de N-
succinimidilo o de éster de N-sulfosuccinimidilo para la reacciéon con el anticuerpo anti-FOLR1 o fragmento del
mismo, asi como un resto basado en maleimido o haloacetilo para la reaccién con el compuesto. Puede incorporarse
un espaciador de PEG en cualquier reticulador conocido en la técnica por los métodos descritos en el presente
documento.

Muchos de los conectores descritos en el presente documento se describen con detalle en las Publicaciones de
Patente de EE. UU. no. 20050169933 y 20090274713 y en WO2009/0134976.

La presente invencion incluye aspectos en donde aproximadamente 2 a aproximadamente 8 moléculas de farmaco
("carga de farmaco"), por ejemplo, maitansinoide, estan enlazadas a un anticuerpo anti-FOLR1 o fragmento del
mismo, el efecto antitumoral del conjugado es mucho mas eficaz en comparacion con una carga de farmaco de un
numero menor o mayor de farmacos enlazados al mismo agente de uniéon a células. "Carga de farmaco", tal y como
se utiliza en el presente documento, se refiere al nimero de moléculas de farmaco (p. €j., un maitansinoide) que se
puede unir a un agente de unién a células (p. €j., un anticuerpo anti-FOLR1 o fragmento del mismo). El nimero de
moléculas de farmaco que se pueden unir a un agente de unién a células puede promediar de aproximadamente 2 a
aproximadamente 8 (p. €j., 1,9, 2,0, 2,1, 2,2, 2,3, 2,4, 25,26, 2,7, 2,8, 2,9, 3,0, 3,1, 3,2, 3,3, 3,4, 3,5, 3,6, 3,7, 3,8,
39,4,0,41,42,43,44,45,46,4,7,48,4)9, 5,0, 51,5,2,5,3,54,55, 586, 5,7,5,8,5,9, 6,0, 6,1, 6,2, 6,3, 6,4,
6,5,6,6,6,7,68,69,70,71,72,7,3,74,75,76,7,7,7,8,7,9, 8,0, 8,1). En ciertos aspectos, el farmaco es N?-
desacetil-N?'-(3-mercapto-1-oxopropil)-maitansina  (DM1) o  N?'-desacetil-N?-(4-mercapto-4-metil-1-oxopentil)-
maitansina (DM4). Asi, en un cierto aspecto, el anticuerpo huMov19 se conjuga con DM1 o DM4. También se
describe que el anticuerpo FR-1-21 puede conjugarse con DM1 o DM4. También se describe que el anticuerpo FR-
1-48 puede conjugarse con DM1 o DM4. Adicionalmente, se describe que el anticuerpo FR-1-49 puede conjugarse
con DM1 o DM4. Todavia se describe adicionalmente que el anticuerpo FR-1-57 puede conjugarse con DM1 o DM4.
También se describe que el anticuerpo FR-1-65 puede conjugarse con DM1 o DM4.

Asi, un inmunoconjugado puede comprender 1 maitansinoide por anticuerpo. Un inmunoconjugado puede
comprender 2 maitansinoides por anticuerpo. Un inmunoconjugado puede comprender 3 maitansinoides por
anticuerpo. Un inmunoconjugado puede comprender 4 maitansinoides por anticuerpo. Un inmunoconjugado puede
comprender 5 maitansinoides por anticuerpo. Un inmunoconjugado puede comprender 6 maitansinoides por
anticuerpo. Un inmunoconjugado puede comprender 7 maitansinoides por anticuerpo. Un inmunoconjugado puede
comprender 8 maitansinoides por anticuerpo.
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Un inmunoconjugado puede comprender de aproximadamente 1 a aproximadamente 8 maitansinoides por
anticuerpo Un inmunoconjugado puede comprender de aproximadamente 2 a aproximadamente 7 maitansinoides
por anticuerpo. Un inmunoconjugado puede comprender de aproximadamente 2 a aproximadamente 6
maitansinoides por anticuerpo. Un inmunoconjugado puede comprender aproximadamente 2 a aproximadamente 5
maitansinoides por anticuerpo. Un inmunoconjugado puede comprender de aproximadamente 3 a aproximadamente
5 maitansinoides por anticuerpo. Un inmunoconjugado puede comprender de aproximadamente 3 a
aproximadamente 4 maitansinoides por anticuerpo.

Una composiciéon que comprende inmunoconjugados puede tener un promedio de aproximadamente 2 a
aproximadamente 8 (p. €j., 1,9, 2,0, 2,1, 2,2, 2,3, 24, 2,5, 2,6, 2,7, 2,8, 2,9, 3,0, 3,1, 3,2, 3,3, 3,4, 3,5, 3,6, 3,7, 3,8,
39,40,41,42,43,4,4,45,4,6,4,7,4,8,4)9,5,0,51,52,53,54,55,56,57,5,8,5,9,6,0, 6,1, 6,2, 6,3, 64,
6,5, 6,6, 6,7, 6,8, 69, 70, 7,1, 7,2, 7,3, 74, 7,5, 76, 7,7, 7,8, 7,9, 8,0, 8,1) moléculas de farmaco (p. €j.,
maitansinoides) unidos por anticuerpo. Una composicion que comprende inmunoconjugados puede tener un
promedio de aproximadamente 1 a aproximadamente 8 moléculas de farmaco (p. ej., maitansinoides) por
anticuerpo. Una composicién que comprende inmunoconjugados puede tener un promedio de aproximadamente 2 a
aproximadamente 7 moléculas de farmaco (p. ej., maitansinoides) por anticuerpo. Una composicion que comprende
inmunoconjugados puede tener un promedio de aproximadamente 2 a aproximadamente 6 moléculas de farmaco (p.
ej., maitansinoides) por anticuerpo. Una composicién que comprende inmunoconjugados puede tener un promedio
de aproximadamente 2 a aproximadamente 5 moléculas de farmaco (p. €j., maitansinoides) por anticuerpo. Una
composicion que comprende inmunoconjugados puede tener un promedio de aproximadamente 3 a
aproximadamente 5 moléculas de farmaco (p. ej., maitansinoides) por anticuerpo. Una composicion que comprende
inmunoconjugados puede tener un promedio de aproximadamente 3 a aproximadamente 4 moléculas de farmaco (p.
ej., maitansinoides) por anticuerpo. Una composicién que comprende inmunoconjugados puede tener un promedio
de aproximadamente 3,5 a aproximadamente 4 moléculas de farmaco (p. ej., maitansinoides) por anticuerpo.

Una composicion que comprende inmunoconjugados puede tener un promedio de aproximadamente 2 + 0,5,
aproximadamente 2,5 + 0,5, aproximadamente 3 + 0,5, aproximadamente 3,5 + 0,5, aproximadamente 4 + 0,5,
aproximadamente 4,5 + 0,5, aproximadamente 5 + 0,5, aproximadamente 5,5 + 0,5, aproximadamente 6 + 0,5,
aproximadamente 6,5 + 0,5, aproximadamente 7 + 0,5, aproximadamente 7,5 + 0,5, o aproximadamente 8 £ 0,5

moléculas de farmaco (p. ej., maitansinoides) unidas por anticuerpo. Una composicion que comprende
inmunoconjugados tiene un promedio de aproximadamente 3,5 + 0,5 moléculas de farmaco (p. ej., maitansinoides)
por anticuerpo.

El anticuerpo anti-FOLR1 o fragmento del mismo puede modificarse haciendo reaccionar un reactivo de reticulacion
bifuncional con el anticuerpo anti-FOLR1 o fragmento del mismo, dando como resultado de este modo la unién
covalente de una molécula conectora al anticuerpo anti-FOLR1 o fragmento del mismo. Tal y como se utiliza en el
presente documento, un “reactivo de reticulacién bifuncional” es cualquier resto quimico que enlaza covalentemente
un agente de union a células a un farmaco, tal como los farmacos descritos en el presente documento. En otro
método, una porcion del resto de enlace es proporcionado por el farmaco. A este respecto, el farmaco comprende un
resto de enlace que es parte de una molécula conectora mas grande que se usa para unir el agente de unién a
células al fAirmaco. Por ejemplo, para formar el maitansinoide DM1, la cadena lateral en el grupo hidroxilo C-3 de la
maitansina se modifica para que tenga un grupo sulfhidrilo libre (SH). Esta forma tiolada de la maitansina puede
reaccionar con un agente de unioén a células modificado para formar un conjugado. Por lo tanto, el conector final se
ensambla a partir de dos componentes, uno de los cuales es proporcionado por el reactivo de reticulacion, mientras
que el otro es proporcionado por la cadena lateral de DM1.

Las moléculas de farmaco también pueden estar enlazadas a las moléculas de anticuerpo a través de una molécula
vehicular intermediaria tal como seroalbumina.

Tal y como se utiliza en el presente documento, la expresién "enlazado a un agente de union a células" o "enlazado
a un anticuerpo o fragmento anti-FOLR1" se refiere a la molécula de conjugado que comprende al menos un
derivado de farmaco unido a un agente de union a células, anticuerpo o fragmento anti-FOLR1, a través de un grupo
de enlace adecuado, o un precursor del mismo. El grupo de enlace puede ser SMCC.

Los agentes citotdxicos utiles en la presente invencién son maitansinoides y analogos de maitansinoides. Los
ejemplos de maitansinoides adecuados incluyen ésteres de maitansinol y analogos de maitansinol. Se incluyen
todos los farmacos que inhiben la formacién de microtibulos y que son altamente téxicos para las células de
mamifero, al igual que el maitansinol y los analogos de maitansinol.

Los ejemplos de ésteres de maitansinol adecuados incluyen los que tienen un anillo aromatico modificado y los que
tienen modificaciones en otras posiciones. Tales maitansinoides adecuados se describen en las Patentes de EE.
UU. no. 4.424.219; 4.256.746; 4.294.757; 4.307.016; 4.313.946; 4.315.929; 4.331.598; 4.361.650; 4.362.663;
4.364.866; 4.450.254; 4.322.348; 4.371.533; 5.208.020; 5.416.064; 5.475.092; 5.585.499; 5.846.545; 6.333.410;
7.276.497 y 7.473.796.

En un cierto aspecto, los inmunoconjugados de la invencién utilizan el maitansinoide que contiene tiol (DM1),
denominado formalmente N?-desacetil-N?-(3-mercapto-1-oxopropil)-maitansina, como el agente citotdxico. DM1
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esta representado por la siguiente férmula estructural (ll1):

) 0]
£t 0,

MeQ..

| e
e (110

En otro aspecto, los conjugados de la presente invencion utilizan el maitansinoide que contiene tiol, N?'-desacetil-
N? (4-metil-4-mercapto-1-oxopentil)-maitansina (p. ej., DM4) como el agente citotoxico. DM4 esta representado por la
5 siguiente formula estructural (1V):

SH

MeO.

Ivy

Otro maitansinoide que comprende una cadena lateral que contiene un enlace tiol estéricamente impedido es N?-
desacetil-N-? (4-mercapto-1-oxopentil)-maitansina (denominado DM3), representado por la siguiente férmula
estructural (V):
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TNH OO
MeD oH (V)
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10

En el conjugado de la presente descripcion se pueden utilizar también cada uno de los maitansinoides descritos en
las Patentes de EE. UU. no. 5.208.020 y 7.276.497.

Muchas posiciones en los maitansinoides pueden servir como la posicién para enlazar quimicamente el resto de

enlace. Por ejemplo, se espera que sean Utiles todos los de la posicién C-3 que tiene un grupo hidroxilo, la posicion
15 C-14 modificada con hidroximetilo, la posicion C-15 modificada con hidroxi y la posicién C-20 que tiene un grupo

hidroxi. En ciertos aspectos, se utiliza la posicion C-3. En ciertos aspectos, se utiliza la posicion C-3 del maitansinol.

Las representaciones estructurales de ciertos conjugados se muestran a continuacion:
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En un cierto aspecto, el anticuerpo es huMov19.

Se proporcionan varias descripciones para producir tales conjugados de anticuerpo-maitansinoide en las Patentes
de EE. UU. no. 6.333.410, 6.441.163, 6.716.821 y 7.368.565.

En general, una disolucién de un anticuerpo en tampodn acuoso puede incubarse con un exceso molar de
maitansinoides que tienen un resto disulfuro que lleva un grupo reactivo. La mezcla de reaccion se puede parar por
adicion de amina en exceso (tal como etanolamina, taurina, etc.). El conjugado de maitansinoide-anticuerpo puede
entonces purificarse por filtracion en gel. El nimero de moléculas de maitansinoide unidas por molécula de
anticuerpo se puede determinar midiendo espectrofotométricamente la relacién de la absorbancia a 252 nm y 280
nm. Se usa un promedio de 1-10 moléculas de maitansinoide/molécula de anticuerpo y se usa también un promedio
de 2-5 en ciertos aspectos. El numero promedio de moléculas de maitansinoides/anticuerpo puede ser, por ejemplo,
de aproximadamente 1-10, 2-5, 3-4, 3,5-4 o 3,5. En un aspecto, el nimero promedio de moléculas de
maitansinoides/anticuerpo es de aproximadamente 3,5 + 0,5. En un aspecto, el nimero promedio de moléculas de
maitansinoides/anticuerpo es de aproximadamente 3,5-4.

Los conjugados de anticuerpos con farmacos maitansinoides pueden evaluarse por su capacidad para suprimir la
proliferaciéon de varias lineas celulares no deseadas in vitro. Por ejemplo, las lineas celulares tales como la linea de
células KB humanas, pueden usarse faciimente para la evaluacion de la citotoxicidad de estos compuestos. Las
células a evaluar pueden exponerse a los compuestos durante 4 a 5 dias y medirse las fracciones de células
supervivientes en ensayos directos por métodos conocidos. Los valores de Clso pueden calcularse entonces a partir
de los resultados de los ensayos.

También se pueden utilizar compuestos de benzodiazepina descritos, por ejemplo, en la Publicacion de Solicitud de
Patente de EE. UU. no. 2010/0203007 (p. €j., indolinobenzodiazepinas u oxazolidinobenzodiazepinas), derivados de
los mismos, intermedios de los mismos para preparar fragmentos o conjugados de anticuerpos anti-FOLR1.

34



10

15

20

25

30

35

40

ES 2813549 T3

Las benzodiazepinas utiles incluyen compuestos de formula (XIV), (XV) y (XVI), en los que los compuestos dimeros
llevan opcionalmente un grupo de enlace que permite la unién a los agentes de unién a células.

X
[ N ’/‘
R, /N R,

Ry" R¢ Ri Ry (x1V)
R R, R,
NN X )
Ry' )zhA-D-L-D'A':@ % Ry
N N
Ry ~w Rg Re¢ W Ri (XV)
Y X X Y
/ \ /
A-D-LD"-A’
] o
- -..__ - '--.x.
Re R " (XV)

en donde la doble linea == entre N y C representa un enlace simple o un enlace doble, con la condicién de que
cuando es un enlace doble, X esta ausente e Y es H, y cuando es un enlace sencillo, X es H o un resto protector de
amina que transforma el compuesto en un profarmaco;

Y se selecciona de -OR, un éster representado por -OCOR’, un carbonato representado por -OCOOR', un carbamato
representado por -OCONR'R”, una amina o una hidroxilamina representada por NR'R”, amida representada por -
NRCOR’, un péptido representado por NRCOP, en donde P es un aminoéacido o un polipéptido que contiene entre 2
y 20 unidades de aminoacido, un tioéter representado por SR', un sulféxido representado por SOR’, una sulfona
representada por -SO2R’, un sulfito -SOs3, un bisulfito -OSO3, un halégeno, ciano, un azido o un tiol, en donde R, R’y
R" son iguales o diferentes y se seleccionan entre H, alquilo, alquenilo o alquinilo, lineal, ramificado o ciclico
sustituido o no sustituido, que tiene de 1 a 10 atomos de carbono, una unidad de polietilenglicol (-OCH2CH2)n, en
donde n es un numero entero de 1 a 2.000, arilo que tiene de 6 a 10 atomos de carbono, anillo heterociclico que
tiene de 3 a 10 atomos de carbono en donde el sustituyente se selecciona de halégeno, OR7, NRsRe, NO2, NRCOR’,
SR, un sulféxido representado por SOR', una sulfona representada por -SO2R’, un sulfito -SOs, un bisulfito -OSOs,
una sulfonamida representada por SO2NRR', ciano, un azido, -COR11, OCOR11 u OCONR11R12, en donde las
definiciones de Rz, Rs, R, R10, R11 y R12 son como se han dado anteriormente, opcionalmente R" es OH;

W es C=0, C=S, CHz, BH, SO 0 SO;

R1, R2, R3, R4, R1, R2, R3’ y R4' se seleccionan cada uno independientemente entre H, alquilo, alquenilo o alquinilo,
lineal, ramificado o ciclico, sustituido o no sustituido, que tiene de 1 a 10 atomos de carbono, una unidad de
polietilenglicol (-COCH2CH2)n, en donde n es un ndmero entero de 1 a 2.000, o un sustituyente seleccionado entre
un halégeno, guanidinio [-NH(C=NH) NHz], OR7, NRsRg, NO2, NRCOR’, SR1o, un sulféxido representado por SOR’,
una sulfona representada por -SO2R', un sulfito -SOs, un bisulfito -OSOs, una sulfonamida representada por
SO2NRR’, ciano, un azido, -COR11, OCOR11 u OCONR11R12, en donde Rz, Rs, Rg, R1o, R11 y R12 se seleccionan
cada uno independientemente de H, alquilo, alquenilo o alquinilo lineal, ramificado o ciclico que tiene de 1 a 10
atomos de carbono, una unidad de polietilenglicol (-OCH2CHz2)n, en donde n es un numero entero de 1 a 2.000, arilo
que tiene de 6 a 10 atomos de carbono, un anillo heterociclico que tiene de 3 a 10 atomos de carbono, R1o
opcionalmente es SR13 0 COR13, donde R13 se selecciona de alquilo, alquenilo o alquinilo lineal, ramificado o ciclico
que tiene de 1 a 10 atomos de carbono, una unidad de polietilenglicol (-OCH2CHz2), donde n es un numero entero de
1 a 2.000, arilo que tiene de 6 a 10 atomos de carbono, anillo heterociclico que tiene de 3 a 10 atomos de carbono,
opcionalmente R11 es OR14, donde R14 tiene la misma definicién que R, opcionalmente uno cualquiera de R1, Rz, Rs,
R4, R1, R2', R3’ 0 R4' es un grupo de enlace que permite la unién a un agente de union a células a través de un
enlace covalente o se selecciona de una unidad de polipirrolo, poliindolilo, poliimidazolilo, polipirrolo-imidazolilo,
polipirrolo-indolilo o poliimidazol-indolilo que llevan opcionalmente un grupo de enlace que permite el enlace con un
agente de unién a células;

Z se selecciona de (CH2)n, donde nes 1, 2 0 3, CR1s5R16, NR17, O 0 S, en donde Ris, R16 y R17 se seleccionan cada
uno independientemente entre H, alquilo lineal, ramificado o ciclico, que tiene de 1 a 10 atomos de carbono, una
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unidad de polietilenglicol (-OCH2CH2)n, en donde n es un nimero entero de 1 a 2.000;

Rs es OR, SR 0 NRR’, en donde R y R' tienen la misma definicion que se ha dado anteriormente;

X’ se selecciona de CHz, NR, CO, BH, SO o SOz en donde R tiene la misma definicidon que la dada anteriormente;
Y’ es O, CHz, NR 0 S, donde R tiene la misma definicién que la dada anteriormente;

Z' es CH2 o (CH2)n, en donde n es 2, 3 0 4, con la condicion de que X', Y’y Z' no sean todos CH2 al mismo tiempo;

Ay A’ son iguales o diferentes y se seleccionan entre O, -CRR'O, S, -CRR'S, -NR15s 0o CRR'NHR1s5, en donde Ry R’
tienen la misma definicion que la dada anteriormente y en donde Ris tiene la misma definicion que la dada
anteriormente para R;

D y D’ son iguales o diferentes y se seleccionan independientemente de alquilo, alquenilo o alquinilo lineal,
ramificado o ciclico que tiene de 1 a 10 atomos de carbono, opcionalmente sustituidos con uno cualquiera de
halégeno, OR7, NRsRg, NO2, NRCOR', SR10, un sulféxido representado por SOR’, una sulfona representada por -
SO2R’, un sulfito -SO3, un bisulfito -OSO3, una sulfonamida representada por SO2NRR’, ciano, un azido, -COR11,
OCOR11 u OCONR11R12, en donde las definiciones de R7, Rs, Ro, R1i0, R11 y Ri2 son como se han dado
anteriormente, una unidad de polietilenglicol (-OCH2CH2)n, en donde n es un nimero entero de 1 a 2.000;

L es un grupo fenilo opcional o un anillo heterociclico que tiene de 3 a 10 atomos de carbono que esta
opcionalmente sustituido, en donde el sustituyente es un grupo enlazante que permite el enlace con un agente de
unioén a células a través de un enlace covalente, o se selecciona de alquilo, alquenilo o alquinilo lineal, ramificado o
ciclico que tiene de 1 a 10 atomos de carbono, opcionalmente sustituidos con uno cualquiera de halégeno, ORy,
NRsRg, NO2, NRCOR’, SR10, un sulféxido representado por SOR’, una sulfona representada por -SO2R’, un sulfito -
SOs, un bisulfito -OSOs, una sulfonamida representada por SO2NRR’, ciano, un azido, -COR11, OCOR11 u
OCONR11R12, en donde las definiciones de Rz, Rs, Ro, R10, R11 y R12 son como se han dado anteriormente, una
unidad de polietilenglicol (-OCH2CHz)n, en donde n es un numero entero de 1 a 2.000; opcionalmente, el propio L es
un grupo de enlace que permite el enlace con un agente de unién a células a través de un enlace covalente; o sus
solvatos, sales, hidratos o sales hidratadas farmacéuticamente aceptables, sus isdmeros opticos, racematos,
diasteredmeros, enantidmeros o las estructuras cristalinas polimoérficas de estos compuestos; siempre que el
compuesto no tenga mas de un grupo de enlace que permita el enlace con un agente de unién a células a través de
un enlace covalente.

La linea doble == entre N y C puede representar un enlace sencillo o un enlace doble, siempre que cuando es un
enlace doble, X estd ausente e Y es H, y cuando es un enlace sencillo, X es H o un grupo protector de amina que
transforma el compuesto en un profarmaco;

Y se selecciona de -OR, NR'R", un sulfito -SOs, o un bisulfito -OSOs, en donde R se selecciona de H, alquilo,
alquenilo o alquinilo lineal, ramificado o ciclico que tiene de 1 a 10 atomos de carbono, una unidad de polietilenglicol
(-OCH2CH2)n, en donde n es un numero entero de 1 a 2.000, arilo que tiene de 6 a 10 atomos de carbono, anillo
heterociclico que tiene de 3 a 10 atomos de carbono;

W es C=0, CH2 0 SOy;

R1, R2, R3, R4, R1, R2', R3’ y R4' se seleccionan cada uno independientemente de H, NO2 o un grupo de enlace que
permite el enlace con un agente de unién a células a través de un enlace covalente;

Rs es OR1s, donde R1s tiene la misma definicion que R;

Z se selecciona de (CHz)n, en donde n es 1, 2 0 3, CR1sR16, NR17, O 0 S, en donde Ris, R16 y R17 se seleccionan
cada uno independientemente entre H, alquilo lineal, ramificado o ciclico que tiene de 1 a 10 atomos de carbono,
una unidad de polietilenglicol (-OCH2CHz2)n, en donde n es un ndmero entero de 1 a 2.000;

X' se selecciona de CHz, o C=0;

Y’ es O, NR o S, en donde R es como se ha definido anteriormente;
Z’ es CHz2 o (CH2)z;

Ay A’ son cada uno O;

D y D’ son iguales o diferentes e independientemente seleccionados de alquilo, alquenilo o alquinilo lineal,
ramificado o ciclico que tiene de 1 a 10 atomos de carbono;

L es un grupo fenilo opcional o un anillo heterociclico que tiene de 3 a 10 atomos de carbono que esta
opcionalmente sustituido, en donde el sustituyente es un grupo enlazante que permite la unién a un agente de unién
a células a través de un enlace covalente, o se selecciona de alquilo, alquenilo o alquinilo lineal, ramificado o ciclico
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que tiene de 1 a 10 atomos de carbono, opcionalmente sustituido con uno cualquiera de halégeno, OR7, NRsRg,
NO2, NRCOR’, SR10, un sulféxido representado por SOR', una sulfona representada por -SO2R’, un sulfito -SOs, un
bisulfito -OSOs3, una sulfonamida representada por SO2NRR’, ciano, un azido, -COR11, OCOR11 u OCONR11R12, una
unidad de polietilenglicol (-OCH2CHz2) n, en donde n es un numero entero de 1 a 2.000; opcionalmente, el propio L es
un grupo de enlace que permite el enlace con un agente de unién a células a través de un enlace covalente; o sus
solvatos, sales, hidratos o sales hidratadas farmacéuticamente aceptables, sus isomeros Opticos, racematos,
diasteredmeros, enantiomeros o las estructuras cristalinas polimérficas de estos compuestos.

El compuesto puede estar representado por la formula (XVII):

en donde la doble linea == entre N y C representa un enlace simple o un enlace doble, con la condicién de que
cuando es un enlace doble, X esta ausente e Y es H, y cuando es un enlace simple, X es H o un grupo protector de
amina que transforma el compuesto en un profarmaco, e Y se selecciona de OH, un éter representado por -OR, un
sulfito -SO3, o un bisulfito -OSO3, en donde R se selecciona de alquilo, alquenilo o alquinilo lineal, ramificado o
ciclico de 1 a 10 atomos de carbono

uno de Rz, Rs es un grupo de enlace que permite el enlace con un agente de unién a células a través de un enlace
covalente y el otro es H,

unode L', L" o L™ es un grupo de enlace que permite el enlace con un agente de unioén a células, mientras que los
otros son H; L’ puede ser el grupo de enlace y G es CH o N. Otros ejemplos se describen en la Solicitud de Patente
de EE. UU. no. 61/150.201. Asi, el anticuerpo huMov19 puede conjugarse con un benzodiazepeno que tiene una
estructura mostrada en las XIX-XXIl anteriores. El anticuerpo FR-1-21 puede conjugarse con un benzodiazepeno
que tiene una estructura mostrada en las XIX-XXI| anteriores.

IV. Polinucleétidos

Se describen polinucledtidos que comprenden polinucledtidos que codifican un polipéptido que se une
especificamente a un receptor FOLR1 humano o a un fragmento de dicho polipéptido. Por ejemplo, se describe un
polinucleétido que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica un anticuerpo para un FOLR1 humano o
que codifica un fragmento de dicho anticuerpo. Los polinucleétidos pueden estar en la forma de ARN o en forma de
ADN. EI ADN incluye ADNc, ADN gendmico y ADN sintético; y pueden ser bicatenarios o0 monocatenarios, y si son
monocatenarios pueden ser la cadena codificante o la cadena no codificante (antisentido).

Los polinucleétidos pueden aislarse. Los polinucledtidos pueden ser sustancialmente puros.

Se describe un polinucledtido que comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido que comprende una
secuencia seleccionada del grupo que consiste en GYTFTGYFMN, RIHPYDGDTF y las SEQ ID NO: 3, 4,7, 8, 9, 10
y 11. Se describe un polinucleétido que comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido que comprende una
secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 41, 42, y 88-103. También se describe un
polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene al menos aproximadamente un 95 %, al menos
aproximadamente un 96 %, al menos aproximadamente un 97 %, al menos aproximadamente un 98 % o al menos
aproximadamente un 99 % de identidad de secuencia con las SEQ ID NO: 4, 10, 11, 41, 42 y 88-103.

Los polinucledtidos SEQ ID NO: 5, 14 y 15 comprenden la secuencia codificante para la cadena pesada de dominio
variable huMov19, la version 1.00 de cadena ligera de dominio variable y la version 1.60 de cadena ligera de
dominio variable, respectivamente.

Se describe un polinucledtido que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 5,
14, 15, 37, 38, 43, 44, 47, 48 y 120-127. También se describe un polinucleétido que tiene al menos
aproximadamente un 95 %, al menos aproximadamente un 96 %, al menos aproximadamente un 97 %, al menos
aproximadamente un 98 %, o al menos aproximadamente un 99 % de identidad de secuencia con las SEQ ID NO: 5,
14, 15, 37, 38, 43, 44, 47, 48 y 120-127. Asi, el polinucleétido puede comprender (a) un polinucledtido que tiene al
menos aproximadamente un 95 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5, y/o (b) un polinucleétido que tiene
al menos aproximadamente un 95 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 14 o 15. El polinucleétido puede
comprender (a) un polinucledtido que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5; y/o (b) un polinucledtido
que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14 o SEQ ID NO: 15.
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Los polinucledtidos pueden comprender la secuencia codificante del polipéptido maduro fusionada en el mismo
marco de lectura a un polinucleétido que ayuda, por ejemplo, a la expresion y secrecion de un polipéptido de una
célula huésped (p. ej., una secuencia lider que funciona como una secuencia secretora para controlar el transporte
de un polipéptido desde la célula). El polipéptido que tiene una secuencia lider es una preproteina y puede tener la
secuencia lider escindida por la célula huésped para formar la forma madura del polipéptido. Los polinucleétidos
también pueden codificar una proproteina que es la proteina madura mas residuos de aminoacidos 5 adicionales.
Una proteina madura que tiene una prosecuencia es una proproteina y es una forma inactiva de la proteina. Una vez
que la prosecuencia es escindida queda una proteina madura activa.

Los polinucledtidos pueden comprender la secuencia codificante del polipéptido maduro fusionada en el mismo
marco de lectura con una secuencia marcadora que permita, por ejemplo, la purificacién del polipéptido codificado.
Por ejemplo, la secuencia marcadora puede ser una etiqueta de hexa-histidina suministrada 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 marcadora puede ser una etiqueta de hemaglutinina (HA) derivada de la proteina hemaglutinina de
influenza cuando se usa un huésped de mamifero (p. €j., células COS-7).

La presente descripcion se refiere ademas a variantes de los polinucledtidos anteriormente descritos que codifican,
por ejemplo, fragmentos, analogos y derivados.

Las variantes de polinucleétidos pueden contener alteraciones en las regiones codificantes, en las regiones no
codificantes, o en ambas. Las variantes de polinucleétidos pueden contener alteraciones que producen
sustituciones, adiciones o supresiones silentes, pero que no alteran las propiedades o actividades del polipéptido
codificado. Las variantes de nucleétidos pueden ser producidas por sustituciones silentes debido a la degeneracion
del coédigo genético. Las variantes de polinucleétidos pueden ser producidas por diversas razones, p. ej., para
optimizar la expresion de codones para un huésped particular (codones de cambio en el ARNm humano para los
preferidos por un huésped bacteriano tal como E. coli).

También se describen los vectores y células que comprenden los polinucledtidos descritos en el presente
documento.

V. Métodos de uso y composiciones farmacéuticas

Los agentes de union al FOLR1 (siendo inmunoconjugados) son Utiles en diversas aplicaciones que incluyen, pero
no se limitan a, métodos de tratamiento terapéutico, tales como para uso en el tratamiento del cancer. En ciertos
aspectos, los agentes son utiles para su uso en la inhibicion del crecimiento del tumor, la induccién de la
diferenciacion, la reduccion del volumen tumoral y/o la reduccién de la tumorogenicidad de un tumor. Los
inmunoconjugados pueden ser para uso en métodos in vitro, ex vivo o in vivo. En ciertos aspectos, el agente de
unién a FOLR1, incluyendo un inmunoconjugado, es un antagonista del FOLR1 humano al que se une.

Los anticuerpos e inmunoconjugados anti-FOLR1 pueden ser utiles para detectar la presencia de FOLR1 en una
muestra bioldgica. El término "deteccion" tal y como se utiliza en el presente documento abarca la deteccion
cuantitativa o cualitativa. Una muestra bioldgica puede comprender una célula o tejido. Tales tejidos pueden incluir
tejidos normales y/o cancerosos que expresan FOLR1 a niveles mas altos con relacion a otros tejidos. La
sobreexpresion de FOLR1 puede detectar la presencia de cancer de ovario, cancer de pulmon, cancer de cerebro,
cancer de mama, cancer uterino, cancer renal o cancer pancreatico.

Se describe un método de deteccién de la presencia de FOLR1 en una muestra biolodgica. EI método puede
comprender poner en contacto la muestra biolégica con un anticuerpo anti-FOLR1 en condiciones permisivas para la
unioén del anticuerpo anti-FOLR1 a FOLR1, y detectar si se forma un complejo entre el anticuerpo anti-FOLR1 y
FOLR1.

Se describe un método para diagnosticar un trastorno asociado con la expresion aumentada de FOLR1. El método
puede comprender poner en contacto una célula de ensayo con un anticuerpo anti-FOLR1; determinar el nivel de
expresion (ya sea cuantitativa o cualitativamente) de FOLR1 por la célula de ensayo detectando la unién del
anticuerpo anti-FOLR1 a FOLR1; y comparar el nivel de expresion de FOLR1 por la célula de ensayo con el nivel de
expresion de FOLR1 por una célula control (p. ej., una célula normal del mismo origen tisular que la célula de ensayo
0 una célula que expresa FOLR1 a niveles comparables con tal célula normal), en donde un mayor nivel de
expresion de FOLR1 por la célula de ensayo en comparacion con la célula control indica la presencia de un trastorno
asociado con una expresion aumentada de FOLR1. La célula de ensayo puede obtenerse de un individuo
sospechoso de tener un trastorno asociado con una expresion aumentada de FOLR1. El trastorno puede ser un
trastorno proliferativo celular, tal como un cancer o un tumor.

Un método de diagndstico o deteccion, tal como los descritos anteriormente, puede comprender detectar la unién de
un anticuerpo anti-FOLR1 a FOLR1 expresado en la superficie de una célula o en una preparacion de membrana
obtenida a partir de una célula que expresa FOLR1 en su superficie. EI método puede comprender poner en
contacto una célula con un anticuerpo anti-FOLR1 en condiciones permisivas para la union del anticuerpo anti-
FOLR1 a FOLR1, y detectar si se forma un complejo entre el anticuerpo anti-FOLR1 y FOLR1 en la superficie
celular. Un ensayo de ejemplo para detectar la unién de un anticuerpo anti-FOLR1 a FOLR1 expresado en la
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superficie de una célula es un ensayo "FACS".

Pueden usarse otros métodos para detectar la unién de anticuerpos anti-FOLR1 a FOLR1. Tales métodos incluyen,
pero no se limitan a, ensayos de unién al antigeno que son bien conocidos en la técnica, tales como transferencias
western, radioinmunoensayos, ELISA (ensayo de inmunoadsorcidon ligado a enzimas), inmunoensayos de tipo
"sandwich", ensayos de inmunoprecipitacién, inmunoensayos fluorescentes, inmunoensayos con proteina A e
inmunohistoquimica (IHC).

En ciertos aspectos, los anticuerpos anti-FOLR1 pueden marcarse. Los marcadores incluyen, pero no se limitan a,
marcadores o restos que se detectan directamente (tales como marcadores fluorescentes, cromdéforos, densos en
electrones, quimioluminiscentes y radiactivos), asi como restos, tales como enzimas o ligandos, que se detectan
indirectamente, p. €j., a través de una reaccién enzimatica o interaccion molecular.

Los anticuerpos anti-FOLR1 pueden inmovilizarse sobre una matriz insoluble. La inmovilizacién implica separar el
anticuerpo anti-FOLR1 de cualquier FOLR1 que quede libre en disolucion. Esto se lleva a cabo convencionalmente
ya sea insolubilizando el anticuerpo anti-FOLR1 antes del procedimiento de ensayo, como por adsorcion a una
matriz o superficie insoluble en agua (Bennich et al., Pat. de EE. UU. no. 3.720.760) o por acoplamiento covalente
(por ejemplo, usando reticulacién con glutaraldehido), o insolubilizando el anticuerpo anti-FOLR1 después de la
formacion de un complejo entre el anticuerpo anti-FOLR1 y FOLR1, p. €j., mediante inmunoprecipitacion.

Cualquiera de los anteriores de diagnostico o detecciéon puede llevarse a cabo usando un inmunoconjugado de la
invencion en lugar de, o ademas de, un anticuerpo anti-FOLR1.

La enfermedad tratada con el agente o antagonista de unién a FOLR1 (p. e€j., un anticuerpo huMov19 o
inmunoconjugado) puede ser un cancer. El cancer se caracteriza por tumores que expresan el receptor 1 de folato al
que se une el agente de unién a FOLR1 (p. ej., anticuerpo).

Se proporcionan inmunoconjugados para su uso en métodos de tratamiento del cancer que comprenden administrar
una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente de unién a FOLR1 a un sujeto (p. €j., un sujeto que necesita
tratamiento). En ciertos aspectos, el cancer es un cancer seleccionado del grupo que consiste en cancer colorrectal,
cancer pancreatico, cancer de pulmon, cancer de ovario, cancer de higado, cancer de mama, cancer de cerebro,
cancer de rifion, cancer de prostata, cancer gastrointestinal, melanoma, cancer cervical, cancer de vejiga,
glioblastoma y cancer de cabeza y cuello. En ciertos aspectos, el cancer es cancer de ovario. En ciertos aspectos, el
cancer es cancer de pulmon. En ciertos aspectos, el sujeto es un ser humano.

Se proporcionan ademas inmunoconjugados para uso en métodos para inhibir el crecimiento de tumores. El método
para inhibir el crecimiento del tumor puede comprender poner en contacto la célula con el inmunoconjugado in vitro.
Por ejemplo, una linea celular inmortalizada o una linea celular de cancer que expresa FOLR1 se cultiva en medio al
cual se afiade el inmunoconjugado para inhibir el crecimiento del tumor. Las células tumorales se pueden aislar de
una muestra de paciente tal como, por ejemplo, una biopsia de tejido, derrame pleural o muestra de sangre y se
cultivan en un medio al que se afiade el inmunoconjugado para inhibir el crecimiento del tumor.

El método para inhibir el crecimiento del tumor puede comprender poner en contacto el tumor o las células tumorales
con el inmunoconjugado in vivo. El contacto de un tumor o célula tumoral con el inmunoconjugado se puede realizar
en un modelo animal. Por ejemplo, se puede administrar el inmunoconjugado a xenoinjertos que expresan uno o
mas FOLR1 que se han desarrollado en ratones inmunocomprometidos (p. €j., ratones NOD/SCID) para inhibir el
crecimiento del tumor. Las células madre del cancer se pueden aislar de una muestra de paciente tal como, por
ejemplo, una biopsia de tejido, derrame pleural o muestra de sangre y se inyectan en ratones inmunocomprometidos
a los que se administra a continuacion a un agente de uniéon a FOLR1 para inhibir el crecimiento de las células
tumorales. El inmunoconjugado se puede administrar al mismo tiempo o poco después de la introduccion de las
células tumorogénicas en el animal para impedir el crecimiento del tumor. El inmunoconjugado se puede administrar
como un agente terapéutico después de que las células tumorogénicas se hayan desarrollado hasta un tamafio
especificado.

El método para inhibir el crecimiento del tumor comprende administrar a un sujeto una cantidad terapéuticamente
eficaz del inmunoconjugado. El sujeto puede ser un ser humano. El sujeto puede tener un tumor o puede haber
tenido un tumor que se ha eliminado.

El tumor puede expresar el receptor de folato al que se unen el agente de union a FOLR1 o el anticuerpo. El tumor
puede sobreexpresar el FOLR1 humano.

En ciertos aspectos, el tumor es un tumor seleccionado del grupo que consiste en tumor cerebral, tumor colorrectal,
tumor pancreatico, tumor de pulmén, tumor de ovario, tumor de higado, tumor de mama, tumor de rifién, tumor de
préstata, tumor gastrointestinal, melanoma, tumor cervical, tumor de vejiga, glioblastoma y tumor de cabeza y cuello.
En ciertos aspectos, el tumor es un tumor de ovario.

Ademas, se proporciona un inmunoconjugado para uso en un método para reducir la tumorogenicidad de un tumor
en un sujeto, que comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz del inmunoconjugado al sujeto. El
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tumor puede comprender células madre del cancer. La frecuencia de las células madre del cancer en el tumor puede
reducirse mediante la administracion del agente.

Asi, en ciertos aspectos, se proporcionan inmunoconjugados para uso en métodos de tratamiento del cancer usando
el anticuerpo huMov19. En ciertos aspectos, el inmunoconjugado de huMov19 es huMov19-SPDB-DM4; huMov19-
sulfo-SPP-DM1; huMov19-SPP-DM1; o de huMov19-PEG4-Mal-DM4.

Se proporcionan ademas inmunoconjugados para uso en métodos de diferenciacién de células tumorogénicas en
células no tumorogénicas que comprenden poner en contacto las células tumorogénicas con un agente de unién a
FOLR1 (por ejemplo, administrando el agente de union a FOLR1 a un sujeto que tiene un tumor que comprende las
células tumorogénicas o que ha tenido un tumor de este tipo eliminado. En ciertos aspectos, las células
tumorogénicas son células tumorales ovaricas.

Se proporcionan ademas inmunoconjugados para uso en métodos para reducir la activacion de miofibroblastos en el
estroma de un tumor sdlido, que comprenden poner en contacto el estroma con una cantidad eficaz del
inmunoconjugado.

Se proporcionan ademas composiciones farmacéuticas que comprenden uno o mas de los agentes de union a
FOLR1. En ciertas realizaciones, las composiciones farmacéuticas comprenden ademas un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Estas composiciones farmacéuticas encuentran uso en la inhibiciéon del crecimiento
del tumor y en el tratamiento del cancer en pacientes humanos.

En ciertos aspectos, las formulaciones se preparan para su almacenamiento y uso combinando un inmunoconjugado
con un vehiculo farmacéuticamente aceptable (p. ej., vehiculo, excipiente) (Remington, The Science and Practice of
Pharmacy, 202 Edicion, Mack Publishing, 2000). Los vehiculos farmacéuticamente aceptables adecuados incluyen,
pero no se limitan a, tampones no toxicos tales como fosfato, citrato y otros acidos organicos; sales tales como
cloruro de sodio; antioxidantes que incluyen acido ascérbico y metionina; conservantes (p. ej., cloruro de
octadecildimetilbencil amonio; cloruro de hexametonio; cloruro de benzalconio; cloruro de bencetonio; fenol, alcohol
butilico o bencilico; alquilparabenos, tales como metil o propilparabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol;
y m-cresol); polipéptidos de bajo peso molecular (p. €j., menor de aproximadamente 10 residuos de aminoacidos);
proteinas tales como seroalbumina, gelatina o inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos tales como polivinilpirrolidona;
aminoacidos tales como glicina, glutamina, asparagina, histidina, arginina o lisina; hidratos de carbono tales como
monosacaridos, disacéaridos, glucosa, manosa o dextrinas; agentes quelantes tales como EDTA; azucares tales
como sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; contra-iones formadores de sales tal como sodio; complejos metalicos
(p- ej. complejos de proteina-Zn); y tensioactivos no iénicos tales como TWEEN o polietilenglicol (PEG).

Las composiciones farmacéuticas pueden administrarse en cualquier numero de maneras para el tratamiento local o
sistémico. La administracion puede ser topica (tal como en las membranas mucosas que incluyen la administracion
vaginal y rectal) tales como parches transdérmicos, unglentos, lociones, cremas, geles, gotas, supositorios,
aerosoles, liquidos y polvos; pulmonar (p. €j., por inhalacion o insuflacion de polvos o aerosoles, que incluyen por
nebulizador; intratraqueal, intranasal, epidérmico y transdérmico); oral; o parenteral que incluyen inyeccion o infusion
intravenosa, intraarterial, subcutanea, intraperitoneal o intramuscular; o administracién intracraneal (p. €j., intratecal
o intraventricular).

Un inmunoconjugado puede combinarse en una formulacion de combinacién farmacéutica o régimen de dosificacion
como terapia de combinacion, con un segundo compuesto que tenga propiedades anticancerosas. El segundo
compuesto de la formulaciéon de combinacion farmacéutica o régimen de dosificacion tiene preferiblemente
actividades complementarias al ADC de la combinacién de manera que no se afecten negativamente entre si.
También se proporcionan las composiciones farmacéuticas que comprenden el agente de uniéon a FOLR-1 y el
segundo agente anticanceroso.

Para el tratamiento de la enfermedad, la dosificacion apropiada de un inmunoconjugado depende del tipo de
enfermedad a tratar, de la gravedad y del curso de la enfermedad, de la capacidad de respuesta de la enfermedad,
de si el anticuerpo o agente se administra con fines terapéuticos o preventivos, terapia previa, historial clinico del
paciente, etc., todo ello a discreciéon del médico tratante. El inmunoconjugado se puede administrar una vez o a lo
largo de una serie de tratamientos que duran desde varios dias hasta varios meses, o hasta que se consigue una
curacién o se consigue una disminucion del estado de enfermedad (p. ej., reduccion en el tamafio del tumor). Los
esquemas de dosificacion éptimos se pueden calcular a partir de las mediciones de la acumulacién del farmaco en el
cuerpo del paciente y variaran dependiendo de la potencia relativa de un anticuerpo o agente individual. El médico
que lo administra puede determinar facilmente las dosificaciones éptimas, metodologias de dosificacion y tasas de
repeticion. La dosificaciéon puede ser de 0,01 ng a 100 mg por kg de peso corporal, y puede administrarse una vez o
mas diariamente, semanalmente, mensualmente o anualmente. El inmunoconjugado puede administrarse una vez
cada dos semanas o una vez cada tres semanas. La dosificacion del inmunoconjugado puede ser de
aproximadamente 0,1 mg a aproximadamente 20 mg por kg de peso corporal. El médico tratante puede estimar las
tasas de repeticion para la dosificacion basandose en los tiempos de residencia medidos y en las concentraciones
del farmaco en los fluidos corporales o tejidos.
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La terapia de combinacion puede proporcionar “sinergia” y demostrar ser “sinérgica”, es decir, el efecto conseguido
cuando los ingredientes activos usados conjuntamente es mayor que la suma de los efectos que se produce del uso
de los compuestos por separado. Se puede conseguir un efecto sinérgico cuando los ingredientes activos son: (1)
co-formulados y administrados o suministrados simultdneamente en una formulaciéon combinada de dosificaciones
unitarias; (2) suministrados por alternancia o en paralelo como formulaciones separadas; o (3) por algun otro
régimen. Cuando se administra en terapia de alternancia, se puede lograr un efecto sinérgico cuando los
compuestos se administran o suministran secuencialmente, p. €j., por diferentes inyecciones en jeringas separadas.
En general, durante la terapia de alternancia, se administra una dosificacion eficaz de cada ingrediente activo
secuencialmente, es decir, en serie, mientras que, en la terapia de combinacion, las dosificaciones efectivas de dos
0 mas ingredientes activos se administran conjuntamente.

VI. Kits que comprenden agentes de union a FOLR1

Se describen kits que comprenden los anticuerpos, inmunoconjugados u otros agentes y que pueden usarse para
realizar los métodos descritos en el presente documento. Un kit puede comprender al menos un anticuerpo
purificado contra el receptor 1 de folato humano en uno o mas recipientes. Los kits pueden contener todos los
componentes necesarios y/o suficientes para realizar un ensayo de deteccion, incluidos todos los controles,
instrucciones para realizar ensayos y cualquier software necesario para el analisis y presentacion de resultados. Un
experto en la técnica reconocera facilmente que los anticuerpos, inmunoconjugados u otros agentes se pueden
incorporar facilmente en uno de los formatos de kit establecidos que son bien conocidos en la técnica.

También se describen kits que comprenden un agente de unién a FOLR1 (p. €j., un anticuerpo que se une a
FOLR1), asi como un segundo agente anticanceroso. El segundo agente anticanceroso puede ser un agente
quimioterapéutico (p. ej., gemcitabina o irinotecan).

Los aspectos de la presente descripcion se pueden definir adicionalmente por referencia a los siguientes ejemplos
no limitativos, que describen en detalle la preparacion de ciertos anticuerpos y métodos para usar los anticuerpos.

Ejemplos

Se entiende que los ejemplos y aspectos descritos en el presente documento son sélo con fines ilustrativos.
Ejemplo 1

Quimerizacion del anticuerpo Mov19 monoclonal murino

Las secuencias de aminoacidos de la region variable para Mov19 se obtuvieron a partir de la base de datos NCBI
(no. de acceso CAA68253 para la cadena ligera (SEQ ID NO: 24) y CAA68252 para la cadena pesada (SEQ ID NO:
23)) y luego se optimizaron por codones y se sintetizaron por Blue Heron Biotechnology. La region variable de
cadena ligera se clond en los sitios EcoRI y BsiWI del plasmido pAbKZeo y la region variable de la cadena pesada
se clond en los sitios Hindlll y Apal del plasmido pAbG1Neo.

Ejemplo 2
Humanizacion de los anticuerpos Mov19 y FR1-21 monoclonales murinos

El anticuerpo Mov19 se humanizé siguiendo métodos de modificacién en superficie del marco previamente descritos
(Roguska M. et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA febrero de 1994, 91: 969-973 y Roguska et al., Protein Eng.9(10): 895-
904 (1996)). En resumen, se calculd la accesibilidad promedio del disolvente para cada residuo del marco de la
region variable usando estructuras de anticuerpos resueltas estrechamente relacionadas a partir de la base de datos
PDB, y las posiciones con una accesibilidad promedio superior al 30 % se marcaron como residuos de superficie
(Pedersen J. T. et al., J. Mol. Biol. 1994; 235: 959-973). La secuencia de reemplazo de la superficie humana se
selecciond alineando las posiciones superficiales de las secuencias de anticuerpos murinos con las posiciones
correspondientes de las secuencias de la linea germinal del anticuerpo humano en la base de datos Kabat (Johnson,
G.y Wu, T. T. (2001) Nucleic Acids Research, 29: 205-206). La superficie de la regién variable de la cadena ligera
humana mas homdloga (clon DPK19, IMGT locus IGKV2D-30*01 para Mov19 e IMGT locus IGKV1/OR2-0*01 para
FR1-21) y la superficie de la region variable de la cadena pesada humana mas homologa (clon 8M27, IMGT locus
IGHV1-69*08 para Mov19 e IMGT locus IGHV5-51*02 para FR1-21) se seleccion6 para reemplazar las posiciones
de la superficie del marco Mov19 murino, dejando las 6 CDR (Tabla 1) inalteradas. Las posiciones y residuos de las
superficies de Mov19 y FR1-21 murinos y humanos se dan en las Figuras 1A-D.

CDR de Mov19 CDR de FR1-21
Cadena Ligera Cadena Ligera
CDR1: KASQSVSFAGTSLMH (SEQ ID NO: 7) CDR1: KASDHINNWLA (SEQ ID NO: 27)
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CDR de Mov19 CDR de FR1-21
CDR2: RASNLEA (SEQ ID NO: 8) CDR2: GATSLET (SEQ ID NO: 28)
CDRS3: QQSREYPYT (SEQ ID NO: 9) CDRS3: QQYWSTPFT (SEQ ID NO: 29)
Cadena Pesada Cadena Pesada
CDR1: GYFMN (SEQ ID NO: 1) CDR1: SSYGMS (SEQ ID NO: 30)
CDR2 (AbM): RIHPYDGDTF (SEQ ID NO: 131) CDR2 (AbM): TISSGGSYTY (SEQ ID NO: 31)
CDR3: YDGSRAMDY (SEQ ID NO: 3) CDR3: DGEGGLYAMDY (SEQ ID NO: 32)
CDR2 de HC de Mov19 definido por Kabat CDR2 de HC de FR1-21 definido por Kabat
Murino Murino
CDR2 de HC: RIHPYDGDTFYNQNFKD (SEQ ID NO: CDR2 de HC: TISSGGSYTYYPDGVKG (SEQ ID NO:
128) 33)
Humano Humano
CDR2 de HC: RIHPYDGI?;;YNQKFQG (SEQ ID NO: CDR2 de HC: TISSGGSE‘Q){YSPGFQG (SEQ ID NO:

Tabla 1A: Se proporcionan las CDR de las cadenas ligera y pesada de Mov19 y FR1-21 definidas para la
modificacion en superficie. También se da la definicion de Kabat para la CDR2 de cadena pesada para los
anticuerpos murino y humano.

Ninguno de los cambios en los residuos planteé preocupaciones por el impacto sobre las interacciones de las CDR
de Mov19 o FR1-21 con sus epitopos diana sobre el receptor 1 de folato, por lo que no se consideraron
retromutaciones de la superficie para las secuencias humanizadas de cualquiera de los anticuerpos. Sin embargo, la
secuencia Mov19 modificado en superficie introdujo un sitio de glicosilacion de consenso enlazado a N en la cadena
ligera N74 (version 1.00 de cadena ligera), de modo que se prepard una segunda version de cadena ligera
humanizada para eliminar este sitio. Una revisién de la base de datos de secuencias de la cadena ligera humana de
Kabat revel6 que la treonina es el residuo mas comun encontrado en la posicién 74 de la cadena ligera de modo que
la version 1.60 de la cadena ligera de Mov19 humanizada se construyé con una treonina en la posicion 74. La
posicion 74 no es un residuo superficial, por eso esta sustitucion de residuo no tiene ningun impacto en la
humanizacion por modificacién en superficie. Los alineamientos de las secuencias de regiones variables de Mov19 y
de FR1-21 murinos y humanizados se dan en la Figura 2.

Las secuencias de regiones variables para Mov19 y FR1-21 humanizados fueron optimizadas por codones y
sintetizadas por Blue Heron Biotechnology. Las secuencias estan flanqueadas por sitios de enzimas de restriccion
para facilitar la clonacién en marco con las respectivas secuencias constantes en plasmidos de expresion de
mamiferos de cadena sencilla. La region variable de la cadena ligera se cloné en los sitios EcoRI y BsiWI del
plasmido pAbKZeo. Los ADN plasmidicos resultantes que codifican la cadena ligera de huMov19 se depositaron en
la ATCC como no. de depédsito ATCC PTA-10773 y PTA-10774 y el ADN plasmidico resultante que codifica la
cadena ligera de huFR1-21 se deposité como no. de depdsito ATCC PTA-10776. La region variable de la cadena
pesada se clond en los sitios Hindlll y Apa1 del plasmido pAbG1Neo. El ADN plasmidico resultante que codifica la
cadena pesada de huMov19 se deposité en la ATCC como no. de depdsito ATCC PTA-10772 y el ADN plasmidico
resultante que codifica la cadena pesada de huFR1-21 se deposité como no. de depédsito ATCC PTA-10775. Estos
plasmidos, se transfectaron después como se describe en el ejemplo 3 para producir huMov19. El plasmido que
codifica la cadena ligera de huMov19 (es decir, que se deposité como no. de depdsito ATCC PTA-10773 o PTA-
10774) se puede emparejar con el plasmido que codifica la cadena pesada de huMov19 para crear un anticuerpo
huMov19 segun los métodos proporcionados en el presente documento y como son bien conocidos por el experto en
la técnica.

Ejemplo 3

Expresion de anticuerpos recombinantes
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Las construcciones de anticuerpos quiméricos y humanizados se produjeron transitoriamente en cualquiera de las
células HEK-293T adherentes usando un procedimiento de fosfato calcico estandar (BD Biosciences, Kit de
Transfeccion de Mamiferos CalPhos, No. de Cat. 631312) o en células HEK-293T adaptadas a suspension usando
un procedimiento PEIl modificado [Durocher Y, Perret S, Kamen A High-level and high-throughput recombinant
protein production by transient transfection of suspension-growing human 293-EBNA1 cells. Nucleic Acids Res. 15
enero 2002; 30(2):E9] en matraces giratorios. Las transfecciones transitorias de PEI se realizaron como se describid
anteriormente (Durocher, Y. et al., Nucleic Acids Res. 30 (2): E9 (2002)), excepto que las células HEK-293T se
cultivaron en Freestyle 293 (Invitrogen) y el volumen de cultivo se dej6é sin diluir después de la adicién de los
complejos PEI-ADN. Tanto las transfecciones transitorias adherentes como en suspensién se incubaron durante una
semana y después el sobrenadante aclarado se purific6 mediante una columna de Proteina A seguida de una
cromatografia de intercambio i6nico en columna CM como se describe a continuacién. Como se muestra en la
Figura 3, la expresion de huMov19 fue al menos 10 veces mayor que la expresion de Mov19 quimérico en las
células transfectadas.

Ejemplo 4
Purificacién de anticuerpos

Los anticuerpos se purificaron a partir de sobrenadantes de cultivo celular aclarados usando métodos estandar, tales
como, por ejemplo, cromatografia de Proteina A o G (HiTrap Proteina A o G HP, 1 ml, Amersham Biosciences). En
resumen, el sobrenadante se prepard para cromatografia mediante la adicion de 1/10 volumen de tampén Tris/HCI 1
M, pH 8,0. El sobrenadante ajustado al pH se filtré a través de una membrana de filtro de 0,22 uym y se cargd en una
columna equilibrada con tampén de unién (PBS, pH 7,3). La columna se lavd con tampdn de unidn hasta que se
obtuvo una linea base estable sin absorbancia a 280 nm. El anticuerpo se eluyé con tampdn de acido acético 0,1 M
que contenia NaCl 0,15 M, pH 2,8, usando un caudal de 0,5 ml/min. Se recogieron fracciones de aproximadamente
0,25 ml y se neutralizaron mediante la adicién de 1/10 de volumen de Tris/HCI 1M, pH 8,0. La fraccién o fracciones
maximas se dializaron durante la noche dos veces contra 1x PBS y se esterilizaron filtrando a través de una
membrana de filtro de 0,2 um. El anticuerpo purificado se cuantificé por absorbancia a Azso.

Las fracciones purificadas por proteina A se purificaron adicionalmente usando cromatografia de intercambio i6nico
(IEX) con cromatografia de carboximetilo (CM). En resumen, a las muestras de la purificacion por proteina A se les
cambié el tampon por tampodn de partida (fosfato de potasio 10 mM, cloruro de sodio 10 mM, pH 7,5) y se filtraron a
través de un filtro de 0,22 ym. La muestra preparada se cargd a continuacion sobre una resina de flujo rapido CM
(GE lifesciences) que se equilibré con el tampdn de partida a una velocidad de flujo de 120 cm/h. El tamafio de la
columna se eligio para tener capacidad suficiente para unir todo el anticuerpo en la muestra. La columna se lavé
entonces con tampoén de unién hasta que se obtuvo una linea base estable sin absorbancia a 280 nm. El anticuerpo
se eluyé iniciando un gradiente de cloruro de sodio 10 mM a 500 mM en 20 volumenes de columna (CV). Se
recogieron las fracciones con la lectura UV por encima de 50 mAu del pico principal. Se evalud la pureza (el
porcentaje de monémero y agregados solubles de alto peso molecular) con cromatografia de exclusion por tamafio
(SEC) sobre un gel TSK G3000SWXL, 7,8 x 300 mm con una columna de proteccion SWXL, 6,0 x 40 mm (Tosoh
Bioscience, Montgomeryville, PA) utilizando un sistema de Agilent HPLC 1100 (Agilent, Santa Clara, CA). Las
fracciones con la pureza deseada (>95 %) se agruparon, se les cambié el tampén a PBS (pH 7,4) usando un sistema
TFF, y se esterilizaron por filtracion a través de una membrana de filtro de 0,2 pm. El anticuerpo purificado se
ensay6 adicionalmente para su pureza por SEC y se determiné la concentracion de IgG mediante medicién de la
absorbancia a 280 nm usando un coeficiente de extincion de 1,47. Se diluyd si fue necesario. Como alternativa, se
puede usar hidroxiapatita ceramica (CHT) para refinar tanto los anticuerpos murinos como humanizados con una
selectividad mejorada. Se aplico resina CHT de tipo Il con un tamario de particula de 40 um (Bio-Rad Laboratories)
al refinado de anticuerpos con un protocolo similar al de la cromatografia IEX. El tampén de partida para CHT fue
fosfato sédico 20 mM, pH 7,0 y el anticuerpo se eluyé con un gradiente de fosfato sédico 20-160 mM sobre 20 CV.

Ejemplo 5
Desarrollo de anticuerpos anti-FOLR1 murinos

Hubo dos series diferentes de inmunizacion/cribado. La primera serie ha conducido a la generacion del clon FR1-21,
la segunda serie ha dado como resultado la generacién de clones FR1-48, FR1-49, FR1-57 y FR1-65. En la primera
serie, los ratones se inmunizaron subcutaneamente con aproximadamente 5x108 células KB que expresaban FOLR1
(American Tissue Culture Collection, ATCC CCL-17). En la segunda serie se usaron células 300-19 que expresaban
FOLR1 humano en su superficie para inmunizar los ratones. Para obtener estas células, la secuencia de
aminoacidos de FOLR1 humano se obtuvo a partir del sitio web del NCBI (acceso NP_057937), luego se optimizé
por codones y se sintetizd por Blue Heron Biotechnologies, se flanqued por sitios de restriccion EcoRl y Xba1 para
facilitar la clonaciéon en el vector de expresién pSRa de mamifero. Las células 300-19, una linea de células pre-B
derivada de un raton Balb/c (Reth et al., Nature, 317:353-355 (1985)) se transfectaron con el pldsmido de expresién
pSRa-FolR1 para expresar de forma estable niveles altos de FOLR1 humano en la superficie celular. Para ambas
series se aplicaron protocolos de inmunizacién estandar conocidos por los expertos en la técnica, por ejemplo, tales
como los usados en ImmunoGen, Inc. Los ratones inmunizados fueron reforzados con antigeno tres dias antes de
ser sacrificados para la generacion de hibridomas. Los bazos de los ratones se recogieron segun protocolos
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animales estandar, tales como, por ejemplo, trituracion de tejidos entre dos portaobjetos de microscopio
esterilizados, esmerilados para obtener una suspension de células individuales en medio RPMI-1640. Las células del
bazo se centrifugaron, se sedimentaron, se lavaron y se fusionaron con un mieloma murino, tal como, por ejemplo,
células P3X63Ag8.653 (Kearney et al., J. Immunol., 123: 1548-1550 (1979)) usando polietilenglicol-1500 (Roche 783
641). Las células fusionadas se resuspendieron en medio de seleccion RPMI-1640 que contenia hipoxantina-
aminopterina-timidina (HAT) (Sigma H-0262) y se seleccionaron para el crecimiento en placas de cultivo de 96
pocillos de fondo plano (Corning-Costar 3596, 0,2 ml de suspensién celular por pocillo) a 37 °C con CO:2 al 5 %.
Después de 5 dias de incubacidn, se retiraron 0,1 ml de sobrenadante de cultivo de cada pocillo y se reemplazaron
con 0,1 ml de medio RPMI-1640 que contenia suplemento de hipoxantina-timidina (HT) (Sigma H-0137). La
incubacioén a 37 °C con COz2 al 5 % se continud hasta que los clones de hibridoma estaban listos para el cribado de
anticuerpos. También pueden usarse otras técnicas de inmunizacidon y produccién de hibridomas, incluidas las
descritas en Langone et al. (Eds., "Immunochemical Techniques, Part I", Methods in Enzymology, Academic Press,
volumen 121, Florida) y Harlow et al. ("Antibodies: A Laboratory Manual"; Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Nueva York (1988)).

Tabla 1B: Se proporcionan las CDR de las cadenas ligera y pesada de FR1-48, 49, 57 y 65. La definicion de Kabat
para la CDR2 de cadena pesada se da también para ambos anticuerpos murino y humano.

CDR de FR1-48 CDR de FR1-49 CDR de FR1-57 CDR de FR1-65

Cadena Ligera Cadena Ligera Cadena Ligera Cadena Ligera

CDR1 - RASENIYSNLA CDR1 - RASENIYTNLA CDR1- RASQNINNNLH CDR1 - KASQNVGPNVA

(SEQ ID NO: 57) (SEQ ID NO: 63) (SEQ ID NO: 69) (SEQ ID NO: 75)
CDR2 - AATNLAD(SEQ ID | CDR2 - TASNLAD (SEQID | CDR2 - YVSQSVS (SEQ | CDR2 - SASYRYS (SEQ ID
NO: 58) NO: 64) ID NO: 70) NO: 76)

CDR3 - QHFWASPYT CDR3 - QHFWVSPYT CDR3 - QQSNSWPHYT |CDRS3 - QQYNSYPYT (SEQ
(SEQ ID NO: 59) (SEQ ID NO: 65) (SEQ ID NO: 71) ID NO: 77)
Cadena Pesada Cadena Pesada Cadena Pesada Cadena Pesada

CDR1 - TNYWMQ (SEQ ID | CDR1 - TNYWMY (SEQ ID | CDR1 - SSFGMH (SEQ ID | CDR1 - TSYTMH (SEQ ID

NO: 60) NO: 66) NO: 72) NO: 78)
CDR2 - AIYPGNGDSR CDR2 - AIYPGNSDTT CDR2 - YISSGSSTIS | CDR2 - YINPISGYTN (SEQ
(SEQ ID NO: 61) (SEQ ID NO: 67) (SEQ ID NO: 73) ID NO: 79)
CDR3 - RDGNYAAY (SEQ | CDR3 - RHDYGAMDY CDR3 - EAYGSSMEY | CDR3 - GGAYGRKPMDY
ID NO: 62) (SEQ ID NO: 68) (SEQ ID NO: 74) (SEQ ID NO: 80)

CDR2 de HC de Kabat CDR2 de HC de Kabat CDR2 de HC de Kabat CDR2 de HC de Kabat

Murino Murino Murino Murino
AIYPGNGDSRYTQKFKG AIYPGNSDTTYNLKFKG YISSGSSTISYADTVKG YINPISGYTNYNQKFKD
(SEQ ID NO: 81) (SEQ ID NO: 83) (SEQ ID NO: 85) (SEQ ID NO: 87)
Humano Humano Humano Humano
AIYPGNGDSRYTQKFQG AIYPGNSDTTYNQKFQG YISSGSSTISYADSVKG YINPISGYTNYNQKFQG
(SEQ ID NO: 82) (SEQ ID NO: 84) (SEQ ID NO: 86) (SEQ ID NO: 88)

Ejemplo 6
Cribado y seleccion de hibridomas

Se usaron células FOLR1-300-19 transfectadas con células FOLR1 y KB humanas en la primera y segunda series
de cribados de manera correspondiente. Los sobrenadantes del cultivo del hibridoma se cribaron por citometria de
flujo para determinar la secrecién de anticuerpos monoclonales de ratéon que se unen a las células positivas para
FOLR1, tales como células 300-19 que expresan FOLR1 o células KB, pero no a las células negativas para FOLR1,
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tales como las células 300-19 no transfectadas. Se incubaron 0,1 ml de los sobrenadantes de hibridoma durante 3 h,
con células positivas para FOLR1 o con 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 %). A continuacion, las células
se centrifugaron, se sedimentaron, se lavaron y se incubaron durante 1 hora con 0,1 ml de anticuerpo IgG anti-ratén
de cabra conjugado con PE (como el que puede obtenerse a partir de, por ejemplo, Jackson Laboratory, 6 ng/ml en
tampon FACS). Las células se centrifugaron, se sedimentaron de nuevo, se lavaron con tampén FACS y se
resuspendieron en 0,2 ml de PBS que contenia formaldehido al 1 %. La fluorescencia asociada a las células se
midié usando un citémetro de flujo FACSCalibur con el muestreador de pocillos multiples HTS o un citdémetro de flujo
de matriz FACS y se analizé usando CellQuest Pro (todos ellos de BD Biosciences, San Diego, EE. UU.). Los clones
de hibridoma positivos se subclonaron mediante dilucién limitante. Para un analisis posterior, se eligié un subclon de
cada hibridoma, que mostré la misma reactividad frente a FOLR1 que las células parentales por citometria de flujo.
Se cultivaron subclones estables y se identifico el isotipo de cada anticuerpo anti-FOLR1 secretado usando reactivos
de isotipado comerciales (Roche 1493027). Los anticuerpos murinos fueron purificados por proteina A a partir de
medios de hibridoma aclarados como se ha descrito anteriormente. Estos anticuerpos se designaron anticuerpos
FR-1.

Ejemplo 7
Purificacién de anticuerpos monoclonales murinos

Los anticuerpos se purificaron a partir de sobrenadantes de subclones de hibridoma usando métodos estandar, tales
como, por ejemplo, cromatografia de Proteina A o G (HiTrap Proteina A o G HP, 1 ml, Amersham Biosciences). En
resumen, se preparo el sobrenadante para cromatografia mediante la adicion de 1/10 volumen de tampén Tris/HCI 1
M, pH 8,0. El sobrenadante ajustado al pH se filtré a través de una membrana de filtro de 0,22 pym y se cargd en una
columna equilibrada con tampén de unién (PBS, pH 7,3). La columna se lavd con tampdn de unidn hasta que se
obtuvo una linea base estable sin absorbancia a 280 nm. El anticuerpo se eluyé con tampdn de acido acético 0,1 M
que contenia NaCl 0,15 M, pH 2,8, usando un caudal de 0,5 ml/min. Se recogieron fracciones de aproximadamente
0,25 ml y se neutralizaron mediante la adicion de 1/10 de volumen de Tris/HCI 1M, pH 8,0. La fraccién o fracciones
maximas se dializaron durante la noche dos veces contra 1x PBS y se esterilizaron filtrando a través de una
membrana de filtro de 0,2 um. El anticuerpo purificado se cuantificé por absorbancia a Azso.

Ejemplo 8
Caracterizacién de la unién por citometria de flujo

La especificidad de unién se ensayd mediante citometria de flujo usando anticuerpos purificados. Los histogramas
FACS que demuestran la unién de anti-FOLR1 a células 300-19 que expresan FOLR1 y la ausencia de union a las
células 300-19 parentales se muestran en la Figura 4. Cada anticuerpo se incub6 durante 3 horas, con células 300-
19 que expresan FOLR1 o las células 300-19 no transfectadas (1 x 10° células por muestra) en 0,1 ml de tampdn
FACS (medio RPMI-1640 suplementado con suero de cabra normal al 2 %). A continuacion, las células se
sedimentaron, se lavaron y se incubaron durante 1 hora con 0,1 ml de anticuerpo IgG anti-ratéon de cabra conjugado
con FITC (como el que se puede obtener de, por ejemplo, Jackson Laboratory, 6 ug/ml en tampén FACS). Las
células se sedimentaron de nuevo, se lavaron con tampon FACS y se resuspendieron en 200 uyl de PBS que
contenia formaldehido al 1 %. Las muestras se adquirieron usando un citémetro de flujo FACSCalibur con el
muestreador de multiples pocillos HTS o un citdmetro de flujo de matriz FACS y se analizaron usando CellQuest Pro
(todos ellos de BD Biosciences, San Diego, EE. UU.). Los histogramas FACS de anticuerpos anti-FOLR1 mostraron
un desplazamiento de la fluorescencia, mientras que las células 300-19 parentales no lo hicieron. Tampoco se
detectd ningun desplazamiento de la fluorescencia significativo cuando cualquiera de las lineas celulares se
incubaba solo con anticuerpo IgG anti-humano de cabra conjugado con FITC.

Ejemplo 9
Clonacién y secuenciacion de las regiones VL y VH de muFR1-21

El ARN celular total se preparé a partir de 5 x 10° células de hibridoma usando un kit RNeasy (QIAgen) segun el
protocolo del fabricante. El ADNc se sintetizd posteriormente a partir del ARN total utilizando el kit de sintesis de
ADNc SuperScript Il (Invitrogen). El procedimiento para la primera ronda de la reaccién de la PCR degenerada en el
ADNCc derivado de 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 por PCR utilizando los siguientes cebadores degenerados: EcoMH1
CTTCCGGAATTCSARGTNMAGCTGSAGSAGTC (SEQ ID NO: 50) EcoMH2
CTTCCGGAATTCSARGTNMAGCTGSAGSAGTCWGG (SEQ ID NO: 51) y BamigG1
GGAGGATCCATAGACAGATGGGGGTGTCGTTTTGGC (SEQ ID NO: 52). Las secuencias de VL se amplificaron
por PCR usando los siguientes cebadores degenerados: SaclMK GGAGCTCGAYATTGTGMTSACMCARWCTMCA
(SEQ ID NO: 53) y HindKL TATAGAGCTCAAGCTTGGATGGTGGGAAGATGGATACAGTTGGTGC (SEQ ID NO:
54) (las bases mixtas se definen como sigue: 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 hicieron pasar después sobre un gel de agarosa de baja temperatura de fusion
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al 1 %, se cortaron las bandas de 300 a 400 pb, se purificaron usando minicolumnas de ADN de Zymo y se enviaron
a Agencourt Biosciences para secuenciacion. Los respectivos cebadores de PCR 5’ y 3' se usaron como cebadores
de secuenciacion para generar los ADNc de regién variable de ambas direcciones. Las secuencias de aminoacidos
de las regiones VH y VL se obtuvieron traduciendo los resultados de la secuenciacion del ADN con el software
VectorNTI.

Para identificar los artefactos de secuenciacién de cebadores en el extremo 5’ en las secuencias preliminares de
ADNc de region variable, el sitio IgBlast del NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast/) se utilizé para buscar las
secuencias de lineas germinales murinas de las que se derivaron las secuencias de anticuerpos. Las secuencias de
regiones variables limpias se combinaron entonces con las secuencias de referencia del NCBI para las regiones
constantes de anticuerpo especifico para ensamblar las secuencias de anticuerpos de murino de longitud completa
esperadas. El peso molecular de las cadenas ligeras y pesadas de Fr1-21 murinas esperadas se calculé entonces y
se compard con la masa medida por analisis de cromatografia liquida/espectrofotometria de masas (LC/MS). La
cadena pesada de FR1-21 murino coincidié con la masa medida, pero la cadena ligera requirid6 un esfuerzo de
secuenciacion de seguimiento para determinar la secuencia en el extremo 5’. Se disefié el cebador de la PCR CD37-
1LClead1 (ttttgaattcgccaccatgaagtttccttctcaacttct) para hibridar con la secuencia lider ligada a la linea germinal del
anticuerpo murino de manera que esta nueva reaccién de la PCR produzca una secuencia de ADNc de regién
variable completa, inalterada por los cebadores. Las reacciones de PCR, purificaciones de banda y secuenciacion se
realizaron como se ha descrito anteriormente y la nueva secuencia completa codificé una cadena ligera que se
ajustaba a la masa de la cadena ligera de Fr1-21 medida por LC/MS.

Ejemplo 10
Expresion de anticuerpos de referencia

La secuencia de aminoacidos del anticuerpo Morphotech anti-FOLR1, MorAb-003 (Farletuzumab), se obtuvo de la
lista de Nombres comunes internacionales para sustancias farmacéuticas (INN) de la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) y fue optimizada por codones y sintetizada por Blue Heron Biotechnology. La secuencia de la regién
variable de la cadena ligera esta flanqueada por los sitios de las enzimas de restriccion EcoRl y BsiWI y la secuencia
de la region variable de la cadena pesada flanqueada por los sitios de las enzimas de restriccion Hindlll y Apa1 para
la clonacion en marco con las respectivas secuencias constantes en plasmidos de expresién de mamiferos de
cadena sencilla. La clonacién, expresion y purificacion se llevé a cabo como se describe para el Mov19 y Fr1-21
humanizados anteriores.

Ejemplo 11
Actividad de ADCC de huMov19

Se utilizé un ensayo de liberacion de lactato deshidrogenasa (LDH) para medir la citotoxicidad mediada por células
dependiente de anticuerpos (ADCC) de lineas de células tumorales utilizando células asesinas naturales (NK)
humanas recién aisladas como células efectoras (p. ej., Shields, J. Biol. Chem. 276(9): 6591-6604 (2001)). Las
células NK se aislaron primero de sangre humana de un donante normal (Research Blood Components, Inc.,
Brighton, MA) usando un protocolo modificado para el kit Il de aislamiento NK (Miltenyi Biotech, 130-091-152). La
sangre se diluyo 2 veces con 1x PBS. Sobre 25 ml de Ficoll Paque en un tubo cénico de 50 ml se colocaron
cuidadosamente en capas 25 ml de sangre diluida y se centrifugaron a 400 g durante 45 minutos a RT. Las células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) se recogieron de la interfaz, se transfirieron a un nuevo tubo coénico de
50 ml y se lavaron una vez con 1x PBS. Las PBMC se resuspendieron en 2 ml de tampén de aislamiento de NK (1 x
PBS, BSA al 0,5 %, EDTA 2 mM) y luego se afiadieron 500 pl de mezcla de Biotina-Anticuerpo a la suspension
celular. La mezcla de Biotina-Anticuerpo contiene anticuerpos biotinilados que se unen a los linfocitos, excepto para
las células NK, lo que da como resultado una seleccion negativa de las células NK. La mezcla se incubd a 4 °C
durante 10 minutos, y luego se afadieron 1,5 ml de tampdn de aislamiento de NK y 1 ml de microbolas anti-biotina.
La mezcla de anticuerpos y células se incubd durante otros 15 minutos a 4 °C. A continuacion, las células se lavaron
una vez con 50 ml de tampdn de aislamiento de NK'y se resuspendieron en 3 ml de tampodn de aislamiento de NK. A
continuacion, se monté una columna MACS LS en el separador autoMACS (Miltenyi Biotech) y se lavd previamente
con 3 ml de tampon de aislamiento de NK. La suspension celular se aplicé automaticamente sobre la columna, se
lavé y la fraccion efluente con células NK no marcadas se recogioé en un nuevo tubo cénico de 50 ml. Las células NK
resultantes se sembraron en 30 ml de medio RPMI completo (RPMI-1640 suplementado con suero bovino fetal al 5
%, penicilina estreptomicina al 1 %, HEPES 1 mM, piruvato de sodio 1 mM, disoluciéon de aminoacidos no esenciales
100X MEM al 1 %) durante la noche. El ensayo posterior y todas las diluciones se llevaron a cabo en medio RHBP
(medio RPMI 1640 suplementado con HEPES 20 mM, pH 7,4, BSA al 0,1 % y estreptomicina penicilina al 1 %). Se
dividieron en alicuotas varias concentraciones de anticuerpos en medio RHBP por duplicado a 50 pl/pocillo en una
placa de 96 pocillos de fondo redondo. Las células diana se resuspendieron a 108 células/ml en medio RHBP y se
anadieron a 100 pl/pocillo a cada pocillo que contenia diluciones de anticuerpo. La placa que contenia células diana
y diluciones de anticuerpo se incubd durante 30 minutos a 37 °C. Entonces se afiadieron células NK a los pocillos
que contenian las células diana a 50 pl/pocillo. La relacion tipica fue de aproximadamente 1 célula diana por 3-4
células NK. Se establecieron al menos los siguientes controles para cada experimento: células NK solas, células
diana solas (liberacién espontanea de LDH), células diana con células NK (liberacién de LDH independiente de
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anticuerpos), células diana con TritonX-100 al 10 % (liberacion maxima de LDH). Las mezclas se incubaron a 37 °C
durante 4 horas para permitir la lisis celular. Las placas se centrifugaron durante 10 minutos a 1.200 rpm y se
transfirieron cuidadosamente 100 pl del sobrenadante a una nueva placa de 96 pocillos de fondo plano. Se afadio
mezcla de reaccién de LDH (100 pl/pocillo) del kit de Deteccion de Citotoxicidad (Roche 1 644 793) a cada pocillo y
se incubod a temperatura ambiente durante 5 a 30 minutos. La densidad 6ptica de las muestras se midié a 490 nm
(DOag0). El porcentaje de lisis especifica de cada muestra se determiné usando la siguiente formula: porcentaje de
lisis especifica= (valor de la muestra-liberacion espontanea)/(liberacion maxima-liberacion espontanea) * 100.

La incubacién con huMov19 condujo a una buena actividad de ADCC frente a células IGROV-1 en presencia de
células efectoras NK humanas. La actividad ADCC en las células IGROV-1 se comparé para huMov19, huFR-1-21,
Mor003, y chTK1 (control de isotipo) (Figura 6). El tratamiento con 0,9 ng/ml de huMov19 dio como resultado
aproximadamente un 30 % de lisis de células IGROV-1, similar a la actividad que se observd con los otros
anticuerpos anti-FOLR1. La actividad de ADCC por huMov19 tenia una CEso de 0,20 ng/ml, huFr-1-21 tenia una
CEso de 0,11 ng/ml, Mor003 de 0,16 ng/ml y chTK1 no mostré ninguna actividad frente a las células IGROV-1.

Ejemplo 12
Preparacion de inmunoconjugados anti-FOLR1
Preparacion de huMOV19v1.6-sulfo-SPDB-DM4

El conector 2-sulfo-SPDB ejemplar se disolvi6 en DMA. El anticuerpo huMOV19v1.6 se incubé a 8 mg/ml con un
exceso molar de 12 veces del conector 2-sulfo-SPDB durante aproximadamente 2 horas a 25 °C a pH 7,5. La
mezcla de reaccion se purifico usando una columna G25F SEPHADEX™ equilibrada con tampén de fosfato de
potasio 50 mM que contenia NaCl 50 mM, EDTA 2 mM, pH 6,5. El maitansinoide DM4 se disolvio en
dimetilacetamida (DMA, la concentracion final es 5 %) y se afiadié un exceso molar de 1,7 veces en comparacion
con el conector gota a gota al anticuerpo modificado con sulfo-SPDB. La mezcla de reaccion se ajusté a pH 7,5 con
tampon HEPES 1 mM. Después de una incubaciéon durante la noche a temperatura ambiente, el anticuerpo
conjugado se purificé por cromatografia sobre G25F SEPHADEX™ equilibrada con histidina 10 mM, glicina 250 mM,
sacarosa al 1 %, pH 5,5. El numero de moléculas de DM4 ligadas por molécula de anticuerpo se determind
utilizando los coeficientes de extincidon informados anteriormente para anticuerpo y maitansinoide (Widdison, WC, et
al., J. Med Chem, 49: 4392-4408 (2006)). El porcentaje de las especies de maitansinoides libres totales se determiné
como se ha descrito anteriormente. Se obtuvieron conjugados con 3,5-4 moléculas de DM4 por anticuerpo
huMov19v1.6 con <1 % presente como maitansinoide no conjugado.

Preparacion de huMOV19v1.6-SPP-DM1

El conector 4-(2-piridilditio)-pentanoato de N-succinimidilo (SPP) ejemplar se disolvid en etanol. El anticuerpo
huMOV19v1.6 se incubé a 8 mg/ml con un exceso molar de 6,5 a 6 veces del conector SPP durante
aproximadamente 2 horas a temperatura ambiente en tampén de fosfato de potasio 50 mM (pH 6,5) que contenia
NaCl 50 mM, EDTA 2 mM, y etanol al 5 %. El anticuerpo modificado con SPP se diluyé 2 veces en PBS, pH 6,5y se
modific6 con un exceso molar de 1,5 veces del maitansinoide DM1 mediante la adicion de una disoluciéon
concentrada (15-30 mM) de DM1 en dimetilacetamida (DMA). La concentracion de DMA se ajusté al 5 % y después
de incubacién durante la noche a temperatura ambiente, el anticuerpo conjugado se purificé por cromatografia sobre
G25F SEPHADEX™ equilibrada con histidina 10 mM, glicina 250 mM, sacarosa al 1 %, pH 5,5. El numero de
moléculas de DM1 ligadas por molécula de anticuerpo se determind usando los coeficientes de extincion
previamente informados para anticuerpo y DM1 (Liu et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 93, 8618-8623 (1996)). El
porcentaje de maitansinoide libre presente después de la reaccion de conjugacion se determiné inyectando 20-50 ug
de conjugado sobre una columna HiSepTM equilibrada en acetonitrilo al 25 % en tampdn de acetato de amonio 100
mM, pH 7,0, y eluyendo en acetonitrilo. El area maxima de la especie de maitansinoides libre total (eluida en el
gradiente e identificada por comparacion del tiempo de elucién con patrones conocidos) se midié usando un detector
de absorbancia ajustado a una longitud de onda de 252 nm y comparado con el area maxima relacionada con
maitansinoide ligado (eluido en el maximo de conjugado en las fracciones no retenidas por la columna) para calcular
el porcentaje de especies de maitansinoides libres totales. Se obtuvieron conjugados con 3,5-4 moléculas de DM1
por huMOV19v1,6 con <1 % presente como maitansinoide no conjugado.

Preparacion de huMOV19v1.6 SPDB-DM4

El conector 4-(2-piridiltio)butanoato de N-succinimidilo (SPDB) ejemplar se disolvié en etanol. El anticuerpo
huMOV19v1.6 se incub6 a 8 mg/ml con un exceso molar de 5,5-5 veces del conector SPDB durante
aproximadamente 2 horas a temperatura ambiente en tampén de fosfato de potasio 50 mM (pH 6,5) que contenia
NaCl 50 mM, EDTA 2 mM y etanol al 3 %. El anticuerpo modificado con SPDB se diluyé 2 veces en PBS, pH 6,5y
se modificd con un exceso molar de 1,5 veces del maitansinoide DM4 mediante la adicion de una disolucion
concentrada (15-30 mM) de DM4 en dimetilacetamida (DMA). Después de incubacion durante la noche a
temperatura ambiente, el anticuerpo conjugado se purificé por cromatografia sobre G25F SEPHADEX™ equilibrada
con histidina 10 mM, glicina 250 mM, sacarosa al 1 %, pH 5,5. El nUmero de moléculas de DM4 unidas por molécula
de anticuerpo se determind usando los coeficientes de extincidn previamente informados para anticuerpo y
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maitansinoide (Widdison, WC, et al., J. Med Chem, 49: 4392-4408 (2006)). El porcentaje de las especies de
maitansinoides libres totales se determind como se ha descrito anteriormente. Se obtuvieron conjugados con 3,5-4
moléculas de DM4 por anticuerpo huMOV19v1.6 con <1 % presente como maitansinoide no conjugado.

Preparacion de huMOV19v1.0-3-sulfo-mal-DM4

El conector NHS-3-sulfo-mal y DM4 se disolvieron por separado en DMA. El conector y el tiol DM4 se mezclaron
juntos en una disolucién de DMA que contenia tampdn de succinato 200 mM al 40 %, EDTA 2 mM, pH 5,0 para dar
una relacion molar de DM4 a conector de 1,6:1 y una concentracion final de DM4 igual a 10 mM. La mezcla se hizo
reaccionar durante 2 horas a 25 °C. Sin purificacion, la mezcla de reacciéon se afiadié de manera que se afiadié un
equivalente de exceso molar de 9,6 de conector frente a anticuerpo a una disolucién de anticuerpo huMOV19v1.0 en
tampodn de fosfato (pH 7,5) bajo condiciones de conjugacion finales de 4 mg/ml de anticuerpo, tampoén de fosfato al
90 %/DMA al 10 %, pH 7,5 (v/v). Después de una incubacion durante la noche a temperatura ambiente, la mezcla de
conjugacion se purificé por cromatografia sobre G25 SEPHADEX equilibrada en PBS pH 7,5. El huMOV19v1.0-3-
sulfo-mal-DM4 se dializé a continuaciéon en un tampén que contenia fosfato 9,55 mM, NaCl 139,6 mM, pH 6,5. El
numero de moléculas de DM4 ligadas por molécula de anticuerpo se determiné usando los coeficientes de extincién
previamente informados para anticuerpo y maitansinoide (Widdison, WC, et al., J. Med Chem, 49: 4392-4408
(2006)). El porcentaje de las especies de maitansinoides libres totales se determind como se ha descrito
anteriormente. Se obtuvieron conjugados con 3,5-4 moléculas de DM4 por anticuerpo huMOV19v1.0 con <1 %
presente como maitansinoide no conjugado.

Preparacion de huMOV19v1.0-SMCC-DM1

El conector NHS-sulfo-SMCC y DM1 se disolvieron por separado en DMA. El conector y el tiol DM1 se mezclaron
juntos en una disolucién de DMA que contenia tampén de succinato 200 mM al 40 %, EDTA 2 mM, pH 5,0 para dar
una relacién molar de DM1 a conector de 1,2:1 y una concentracion final de DM1 igual a 3,75 mM. La mezcla se hizo
reaccionar durante 75 minutos a 20 °C. Sin purificacion, se afiadio la mezcla de reaccion de manera que se afiadio
un equivalente de exceso molar de 6,4 de conector frente a anticuerpo a una disolucion de anticuerpo huMOV19v1.0
en tampodn de fosfato (pH 7,5) bajo condiciones de conjugacion finales de 4 mg/ml de anticuerpo, fosfato de potasio
50 mM al 88 %, NaCl 50 mM, EDTA 2 mM, pH 7,5/DMA al 12 %, pH 7,5 (v/v). Después de 2 horas de incubacién a
20 °C, la mezcla de conjugacion se purificd por cromatografia sobre G25 SEPHADEX equilibrada en PBS pH 7,5. El
huMOV19v1.0-SMCC-DM1 se dializé luego en un tampén que contenia Glicina 250 mM, Histidina 10 mM pH 5,5. El
numero de moléculas de DM1 ligadas por molécula de anticuerpo se determiné usando los coeficientes de extincién
previamente informados para anticuerpo y maitansinoide (Widdison, WC, et al., J. Med Chem, 49: 4392-4408
(2006)). El porcentaje de las especies de maitansinoides libres totales se determind como se ha descrito
anteriormente. Se obtuvieron conjugados con 3,5-4 moléculas de DM1 por anticuerpo huMOV19v1.0 con <2,8 %
presente como maitansinoide no conjugado.

Preparacion de huMOV19v1.0-PEG4-mal-DM1

El reactivo de la etapa 1, NHS-PEG4-mal-DM1 se disolvié en DMA. El anticuerpo huMov19v1.0 se incubé a 5 mg/ml
con un exceso molar de 5,7 veces de NHS-PEG4-mal-DM1 durante la noche a 25 °C en KPi 50 mM, NaCl 50 mM,
EDTA 2 mM, pH 7,5 y DMA al 10 % en volumen. La mezcla de reaccion se purifico6 mediante columna G25
SEPHADEX equilibrada en PBS pH 7,5. El huMOV19v1.0-PEG4-mal-DM1 se dializé en tampdn que contenia Glicina
250 mM, Histidina 10 mM pH 5,5. El numero de moléculas de DM1 ligadas por molécula de anticuerpo se determiné
usando los coeficientes de extincidn previamente informados para anticuerpo y maitansinoide (Widdison, WC, et al.,
J. Med Chem, 49: 4392-4408 (2006)). El porcentaje de las especies de maitansinoides libres totales se determind
como se ha descrito anteriormente. Se obtuvieron conjugados con 3,5-4 moléculas de DM1 por anticuerpo
huMOV19v1.0 con <1,1 % presente como maitansinoide no conjugado.

Ejemplo 13
Afinidad de union de anticuerpos y conjugados

Las afinidades de unidn de los anticuerpos anti-FOLR1 y de sus conjugados SPDB-DM4, PEG4Mal-DM4, SMCC-
DM1, o anti-FOLR1-sulfo-SPDB-DM4 se ensayaron mediante Citometria de Flujo. Las células SKOV3 que expresan
FOLR1 se incubaron con concentraciones variables de anticuerpos anti-FOLR1 o sus conjugados y se procesaron
como se describié anteriormente para analisis por citometria de flujo. El analisis de los datos se realizé utilizando
CellQuest Pro (BD Biosciences, San Diego, EE. UU.) y para cada muestra se exportd la intensidad media de
fluorescencia para FL1 (MFI) y se representd graficamente frente a la concentracion de anticuerpos en un grafico
semi-logaritmico. Se generd una curva de respuesta a la dosis mediante regresion no lineal y se calculé el valor para
la constante de disociacion en equilibrio aparente (Kd) de las muestras de ensayo para la unién a células SKOV3
utilizando GraphPad Prism v4 (software GraphPad, San Diego, CA) y se presentan en la Figura 5. Los resultados
demuestran que la conjugacién bien con DM1 o DM4 a través de cualquiera de los conectores utilizados, no alteraba
notablemente la afinidad de ninguno de los anticuerpos (p. €j., huMov19).

Ejemplo 14
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Ensayos de citotoxicidad in vitro

La capacidad de los conjugados muFR1-9, muFR1-13, muFR1-22, muFR1-23, huFR1-23, muFR1-21 y huFR1-21
ejemplares para inhibir el crecimiento celular se midi6 usando ensayos de citotoxicidad in vitro mediante el método
descrito en Kovtun YV et al. (Cancer Res. 66: 3214-3221 (2006)). Se afiadié un conjugado de PEG4-mal-DM4 en
diversas concentraciones a células KB que expresan FOLR1 en una placa de 96 pocillos a 1.000 células por pocillo
en 100 pl en medio RPMI completo (RPMI-1640, suero bovino fetal al 10 %, glutamina 2 mM, gentamicina al 1 %,
todos los reactivos de Invitrogen). Los anticuerpos y conjugados se diluyeron en medio RPMI completo usando
series de dilucion de 3 veces y se afiadieron 100 pl por pocillo. La concentracion final oscilaba tipicamente entre 3 x
108 M y 4,6 x 10-'2 M. Se incluyeron en cada placa de ensayo pocillos de control que contenian células y el medio
pero que carecian de los conjugados, y pocillos que contenian solo medio. Las placas se incubaron de cuatro a seis
dias a 37 °C en una atmésfera humidificada que contenia CO2 al 5 %. Se afiadié entonces un reactivo WST-8, 10 %
v/v (Dojindo Molecular Technologies, Gaithersburg, MD, EE. UU.) a los pocillos y las placas se incubaron a 37 °C
durante 2-6 h. WST-8 se reduce por las deshidrogenasas de las células vivas a un producto de formazan de color
naranja (maximo) que es soluble en medio de cultivo de tejidos. La cantidad de formazan producido es directamente
proporcional al nimero de células vivas. Las placas se analizaron midiendo la absorbancia a 450 nm (Aas0) y a 650
nm (Asso) en un lector de placas de multiples pocillos. En primer lugar, el fondo de la opalescencia de las células
(Ass0) se restd de Asso. La A*sso resultante se utilizd entonces para determinar la fraccion de células supervivientes.
La absorbancia A*ss0 era la de los pocillos con solamente medio y WST-8. La fraccidn superviviente se calcul6 como
sigue: Porcentaje de viabilidad= 100 x (A*ss0 de la muestra tratada-A*ss0 de fondo)/(A*ss0 de la muestra no tratada-
A*s50 de fondo). Los valores de la fraccion superviviente se representaron frente a la concentracion de anticuerpo o
conjugado en un grafico semi-logaritmico para cada tratamiento. A partir de estos datos, se determinaron entonces
los valores de Clso utilizando GraphPad Prism v4 (software GraphPad, San Diego, CA) y se presentan en la Figura 5.
Los resultados mostrados en la Figura 5 demuestran que todos los conjugados son activos de forma similar en su
potencia citotoxica frente a células KB que expresan FOLR1. Para verificar adicionalmente la especificidad de los
conjugados anti-FOLR1-maitansinoide frente a FOLR1, se evaluaron sus actividades en presencia de un exceso de
anticuerpos no conjugados frente a células KB. La adiciéon de un exceso de anticuerpo no conjugado competitivo a
los conjugados suprimid su citotoxicidad, como se observa en la Figura 7. Estos datos indican que los conjugados
matan a las células KB de una manera dependiente de antigeno. Los datos adicionales demostraron que el
huMov19-SPDB-DM4 inducia la detencion del ciclo celular en la fase G2/M en células KB en ensayos in vitro.

Ejemplo 15

Eficacia in vivo de los conjugados huMov19-PEG4Mal-DM4 y huMov19-SPDB-DM4 en comparacion con conjugados
similares no dirigidos en un modelo de xenoinjerto de KB

Se ensayaron el conjugado huMov19-SPDB-DM4 escindible dirigido a FOLR1 en comparacion con huC242-SPDB-
DM4 no dirigido y el conjugado no escindible huMov19-PEG4-Mal-DM4 en comparacion con el huC242-PEG4Mal-
DM4 no dirigido utilizando un modelo establecido de xenoinjerto de células KB implantadas subcutaneamente en
ratones SCID. Los ratones se asignaron al azar por peso corporal a grupos de tratamiento y se trataron una vez
(conjugados de SPDB) en el dia 3 después de la inoculacion de células, o tres veces semanalmente en los dias 3,
10 y 17 después de la inoculacion de las células con 5y 10 mg/kg de conjugado, respectivamente. El volumen
tumoral medio de los diferentes grupos de tratamiento se representa en la Figura 8. Los tratamientos con huMov19-
SPDB-DM4 o huMov19-PEG4Mal-DM4 dieron como resultado una disminucion del volumen tumoral medio en
comparacion con el control de PBS, mientras que los tratamientos con cualquiera de los respectivos conjugados no
dirigidos no produjeron ningun efecto significativo.

Ejemplo 16
Eficacia in vivo de los conjugados anti-FOLR1-PEG4Mal-DM4 en un modelo de xenoinjerto de KB

Se ensayaron los conjugados de PEG4Mal-DM4 de los anticuerpos anti-FOLR1 ejemplares huMov19, muFR-1-9,
muFR-1-13, muFR-1-22, muFR-1-23 y huFR-1-21 usando un modelo de xenoinjerto establecido de células KB
implantadas subcutaneamente en ratones SCID. Los ratones se asignaron al azar por peso corporal a grupos de
tratamiento y se trataron una vez en el dia 3 después de la inoculacion de células con 10 mg/kg de uno de los
conjugados enumerados anteriormente o solo con PBS. Se mostré anteriormente que huMov19-PEG4Mal-DM4 era
similar a los conjugados con PEG4Mal-DM4 de muFR-1-9, muFR-1-13, muFR-1-22, muFR-1-23 y huFR-1-21 en su
potencia citotdxica in vitro. HuMov19-PEG4Mal-DM4 y huFR-1-21-PEG4Mal-DM4 eran significativamente mas
potentes in vivo que cualquiera de los otros conjugados, dando como resultado una disminucién mas pronunciada en
el volumen tumoral medio (Figuras 9 y 10). También se demostré que la potencia era dependiente de la dosis
(Figura 11) y la eleccion del conector también desempeiié su papel (Figuras 12y 13).

Ejemplo 17
Eficacia in vivo de los conjugados anti-FOLR1-sulfo-SPDB-DM4 en un modelo de xenoinjerto

Se ensayaron los conjugados huMov19-sulfo-SPDB-DM4 anti-FOLR1 en tres xenoinjertos de adenocarcinoma
seroso ovarico: OVCAR-3, IGROV-1 y OV-90. Cada uno de estos tumores de xenoinjerto mostré niveles de
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expresion de FOLR1 comparables a los tumores de pacientes cuando se median usando un método de tincién
inmunohistoquimico calibrado (IHC) en secciones incluidas en parafina fijadas con formalina. Los ratones que
presentaban tumores de xenoinjerto subcutaneo establecidos (aproximadamente 100 mm?) se trataron con una sola
inyeccion intravenosa de conjugado huMov19-sulfo-SPDB-DM4 a 1,2, 2,5 y 5,0 mg/kg (basado en la concentracion
de anticuerpos; las Figuras 14-16 muestran la concentracién del conjugado de maitansinoide en pg/kg). El
conjugado fue activo en los tres modelos evaluados. En los xenoinjertos de OVCAR-3, la dosis minimamente eficaz
(MED) fue de 1,2 mg/kg (Figura 14). Los niveles de dosis mas altos fueron altamente activos, dando como resultado
regresiones completas (RC) en 4/6 y 2/6 ratones en los grupos de tratamiento de 2,5 y 5,0 mg/kg, respectivamente.
El tratamiento con el conjugado dio como resultado una fuerte actividad antitumoral tanto en el modelo de
xenoinjerto IGROV-1 como en el OV-90, con una MED de 2,5 mg/kg, una sola inyeccién (Figuras 15y 16). Estos
datos demuestran la fuerte actividad antitumoral de los conjugados huMov19-sulfo-SPDB-DM4 contra tumores de
xenoinjerto de ovario con niveles de expresion de FOLR1 comparables a los tumores de pacientes.

Ejemplo 18
Efecto de los conectores sobre la eficacia de los inmunoconjugados

El anticuerpo anti-FOLR1 huMov19 se uni6 a DM1 o DM4 a través de los conectores escindibles que contienen
disulfuro SPP, SPDB o sulfo-SPDB, o a través del conector SMCC no escindible. Se examinaron las actividades
citotdxicas in vitro de estos conjugados en las lineas de células KB, IGROV-1 y JEG-3. El analisis por FACS indicé
que las células KB (cervicales) tenian >2.000.000 sitios de unién a anticuerpo por célula. Las células IGROV-1
(ovarica) tenian 260.000 sitios de unién a anticuerpo por célula, y las células JEG-3 (coriocarcinoma) tenian 40.000
sitios de unién a anticuerpo por célula. Los resultados de la citotoxicidad in vitro se resumen en la Tabla 2 a
continuacién. Los conjugados escindibles mostraron actividades in vitro marcadamente mayores en comparacion
con las del conjugado con SMCC.

Tabla 2: Efecto de los conectores de los inmunoconjugados sobre la citotoxicidad in vitro.

Clso, nM (n=3), basado en Ab
Células | SPP-DM1 | SPDB-DM4 | Sulfo-SPDM-DM4 | SMCC-DM1
KB 0,1 0,1 0,1 0,1
Igrov 1 0,1 0,1 0,3 1,0
Jeg3 0,2 0,2 3,0 20

También se ensayaron las actividades in vivo de los conjugados en modelos de tumores positivos para FOLR-1, de
KB y OVCAR-3. Los resultados mostrados en la Figura 17 demuestran que los conjugados SPDB-DM4 y sulfo-
SPDB-DM4 escindibles son mas evidentes que los conjugados SMCC-DM1 no escindibles in vivo. Ademas, entre los
conjugados escindibles, el conjugado de SPP-DM1 era menos activo que los conjugados de SPDB-DM4 o sulfo-
SPDB-DM4 en ambos modelos de xenoinjerto (Figura 18). Los dos ultimos conjugados eran activos de forma similar
contra los tumores KB, mientras que el conjugado de sulfo-SPDB-DM4 era mas activo contra el modelo OVCAR-3.
Los datos obtenidos usando el modelo OVCAR-3 se resumen en la Tabla 3 a continuacion.

Tabla 3: Efecto de los conectores de los inmunoconjugados sobre el tamario del tumor en el modelo de xenoinjerto
OVCAR-3.

Conjugado Tumor sobre el control (%) |Respuesta Parcial | Respuesta Completa | Respuesta
SPP-DM1 54 0/6 0/6 Inactivo

SPDB-DM4 9 6/6 1/6 Muy activo

Sulfo-DPDB-DM4 0 6/6 4/6 Muy activo

Estos datos demuestran que los inmunoconjugados que contienen un conector escindible muestran una mayor
eficacia tanto in vitro como in vivo, y los inmunoconjugados anti-FOLR1 que contienen sulfo-SPDB son muy activos
en modelos tumorales.
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Ejemplo 19
Eficacia in vitro e in vivo del conjugado anticuerpo huFR1 SMCC-DM1

Se conjugaron huFR1-48, huFR1-49, huFR1-57 y huFR1-65 anti-FOLR1 con un conector SMCC y DM1 y se
analizaron como se ha descrito anteriormente los efectos sobre células KB, e in vivo utilizando los modelos de
xenoinjerto anteriormente descritos. Aunque cada uno de los anticuerpos mostré una eficacia similar en el modelo de
células KB, los inmunoconjugados de huFR1-48, huFR1-49, huFR1-57 y huFR1-65 mostraron una eficacia in vivo
variable, pero significativa, a una dosis de 200 ug/kg en un sistema de modelo de xenoinjerto (Tabla 4 y Figura 19).

Tabla 4: Eficacia in vitro e in vivo del conjugado anticuerpo huFR1 SMCC-DM1

Afinidad aparente | Actividad de huAb-smcc-DM1 | Actividad de huAb-smcc-DM1
No. de Clon
(nM) sobre KB in vitro (nM) in vivo
huFR1-48 0,13 0,05 +
huFR1-49 0,08 0,10 +
huFR1-57 0,14 0,10 +
huFR1-65 0,15 0,10 +
huMov19 0,06 0,10 ++
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50 S5

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Lys Thr
65 70

Pro Val Glu Ala (lu Asp Ala Ala Thr
85

Glu Tyr Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly
100 105

Thr val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile
115 120

Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser val val
130 135

Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys
145 150

Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu
165

Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu
180 185

His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr
195 200
Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu
210 215
<210> 14
<211> 408
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> 4cido nucleico de huMov19 LCV1.00
<400> 14

Ser

10

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

90

Thr

Phe

Cys

val

Gln

170

Ser

His

Cys

Leu

Gln

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asp

155

Asp

Lys

Gln

Ala

Ser

Pro

Ala

60

Thr

Cys

Leu

Pro

Leu

140

Asn

Ser

Ala

Gly

59

val

vVal

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

125

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
208

Ser

Ser

30

Gln

val

Thr

Gln

Ile

110

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

190

Ser

Leu

15

Phe

Gln

Pro

Ile

Ser

95

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

175

Glu

Ser

Gly

Ala

Pro

Asp

Ser

80

Arg

Arg

Gln

Tyr

Ser

160

Thr

Lys

Pro



10

15

20

gaattcgcca
gtgcatageg
ceccgetatea
cattggtatce
ttggaagcag
aatatctcac
tacccttaca
<210> 15
<211> 408
<212> ADN

ccatgggetg
atategtget
tcagectgeaa
atcagaagce
gagtgocaga
ctgtegagge

cttttggegg

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> huMov19 LCv1.60

<400> 15
gaatteogcca
gttcactceg
cecgetatea
cattggtacc
ctggaggeeg
accatctecee
tatccttata
<210> 16
<211>17
<212> PRT

ccatgggetyg
acattgtgct
tcagctgeaa
atcagaaacc
gcgtgcccga
ccgtagaage

catteoggagg

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> muMov19 vHC CDR2

<400> 16

gagctgcatt
gacacaatce
agccagccag
tggcecageaa
ceggttttct
cgaggacgec

tgggactaaa

gtettgtate
gacacagtce
ggctagccag
aggccagcaa
ccgetttage
agaagatgcet

cggaactaaa

ES 2813549 T3

atcectttttce
ceceetetete
tetgtecaget
cccaggcetgo
gggtccggga
gecacctact

ctggaaataa

atcectgttte
cececettteac
agcgtgagtt
cctaggetge
gggagcgget
gcaacctact

ctggagatta

tggtagccac
tggcogtgto
tegetggaac
tgatctateg
gtaaaaccga
actgtecagea

aacgtacg

tggtggeocac
tggctgtatce
ttgeceggeac
tgatttateg
ccaagactga
actgtcagea

aacgtacg

agctacaggc
actcggacag
aagtcttatg
agcctcaaac
ttttacactt

gagceogagag

cgcaaccggt
cctecggecag
ttcacttatg
ggctagcaac
cttecactctg

gtetegegag

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

1

Asp
<210>17
<211> 117
<212> PRT

5

<213> Secuencia Artificial

<220>

10

60

15

60

120

180

240

300

360

408

60

120

180

240

300

360

408



10

<223> muMov19 vHC_CAAG68252

<400> 17

Gln Val
1

Ser Val

Phe Met

Gly Arg
50

Lys Asp
65

Met Glu

Thr Arg

Thr val

<210> 18
<211> 108

Gln

Lys

Asn

35

Ile

Lys

Leu

Tyr

Thr
115

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Leu

Ile
20

Trp

His

Ala

Leu

Asp

100

val

Gln

Ser

val

Fro

Thr

Ser

Gly

Ser

Gln

Cys

Lys

Tyr

Leu

70

Leu

Ser

Ser

Lys

Gln

Asp

55

Thr

Thr

Arg

<223> muMov19 vLC_CAA68253

<400> 18

Asp Ile
1

Gln Arg

Gly Thr

Lys Leu
50

Arg Phe
65

Pro vVal

Glu

Ala

Ser

35

Leu

Ser

Glu

Leu

Ile

Leu

Ile

Gly

Glu

Thr Gln Ser

5

Ile

Met

Tyr

Ser

Glu

Ser

His

Arg

Gly

70

Asp

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Ala

Gly

Ala

Ser

40

Gly

Val

Ser

Ala

Pro

Lys

Tyr

40

Ser

Lys

Ala

ES 2813549 T3

Ala

Ser

25

His

Asp

Asp

Glu

Met
105

Ala

Ala

His

Asn

Thr

Thr

Glu

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

Asp

Ser

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

Leu Val

Tyr Ser

lys Ser

Phe Tyr

60

Ser Ser
75

Phe Ala

Tyr Trp

Leu Ala

Gln Ser

Llys Pro

Glu Ala

60

Phe Thr
75

Tyr Cys

61

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Asn

val

Gly

val

Val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gln
110

Ser

Ser

Gln

Val

Asn

Gln

Gly

Gly

Trp

Asn

Ala

Tyr

95

Gly

Leu

Phe

Gln

Pro

Ile

Ser

Ala

Tyr

Ile

Phe

His

80

Cys

Thr

Gly

Ala

Pro

Thr

His

80

Arg



ES 2813549 T3

85 90
Glu Tyr Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu
100 105
<210>19
<211> 448
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> chMov19 HC
<400> 19

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

1 5 10

Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ser Phe
20 25

Thr
30

Phe Met Asn Trp Val Lys Gln Ser His Gly Lys Ser Leu Glu

35 40 45

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

50 55 60

Lys Asp Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Asn
65 70 75

Met Glu Leu Leu Ser Leu Thr Ser Glu Asp Phe Ala Val

Thr

Tyr

Thr Arg Tyr Asp Gly Ser Arg Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln

100 105

110

Thr Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val

115 120 125

Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala

130 135 140

Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Vval
145 150 155

Ser

Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val

165 170

Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser val val Thr val Pro

180 185

62

190

95

Gly

15

Gly

Trp

Asn

Ala

Tyr

95

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

175

Ser

Ala

Tyr

Ile

Phe

His

80

Cys

Thr

Fro

Gly

Asn

160

Gln

Ser



Ser lLeu Gly Thr Glmn Thr
195

Asn Thr Lys Val Asp Lys
210

His Thr Cys Pro Pro Cys
225 230

Val Phe Leu Phe Pro Pro
245

Thr Pro Glu Val Thr Cys
280

Glu Val Lys Phe Asn Trp
275

Lys Thr Lys Pro Arg Glu
2590

Ser Val Leu Thr Val Leu
305 310

Lys Cys Lys Val Ser Asn
325

Ile Ser Lys Ala Lys Gly
340

Pro Pro Ser Arg Asp Glu
355

Leu Val Lys Gly Phe Tyr
370

Asn Gly Gln Pro Glu Asn
385 390

Ser Asp Gly Ser Phe Phe
405

Arg Trp Gln Gln Gly Asn
420

Leu Hisgs Asn His Tyr Thr
435

<210> 20

<211> 218

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> chMov19 LC
<400> 20

Tyr

Lys

215

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

295

Hisg

Lys

Gln

Leu

Pro

375

Asn

Leu

vVal

Gln

Ile

200

val

Ala

Pro

Val

Val

280

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

360

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
440

Cys

Glu

Pro

Lys

Val

265

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

345

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

425

Ser

ES 2813549 T3

Asn

Pro

Glu

Asp

250

Aszp

Gly

Asn

Trp

Pro

330

Glu

Asn

Ile

Thr

Llys

410

Cys

Leu

Vval

Lys

Leu

235

Thr

Val

Val

Ser

Leu

315

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

395

Leu

Ser

Ser

Asn

Ser

220

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

300

Asn

Pro

Gln

Val

Val

380

Pro

Thr

val

Leu

His

205

Cys

Gly

Met

His

Val

285

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

365

Glu

Pro

Val

Met

Ser
445

63

Lys

Asp

Gly

Ile

Glu

270

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

350

Leu

Trp

val

Asp

His

430

Pro

Fro

Lys

Pro

Ser

255

Asp

Asn

Val

Glu

Lyse

335

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

415

Glu

Gly

Sar

Thr

Ser

240

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

320

Thr

Leu

Cys

Sar

Asp

400

Ser

Ala

Lys



Asp

Gln

Gly

Lys

Arg

65

Pro

Glu

Thr

Leu

Pro

145

Gly

Tyr

His

Val

Ile

Arg

Thr

Leu

50

Phe

val

Tyr

Val

Lys

130

Arg

Asn

Ser

Lvs

Thr
210

<210> 21

<211> 441

<212> PRT

Glu

Ala

Ser

35

Leu

Ser

Glu

Pro

Ala

115

Ser

Glu

Ser

Leu

Val

195

Lys

Leu

Ile

20

Leu

Ile

Gly

Glu

Tyr

100

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

180

Tyr

Ser

Thr

Ile

Met

Tyr

Ser

Glu

85

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

165

Ser

Ala

Phe

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> acido nucleico de chMov19 HC

<400> 21

Gln

Ser

His

Arg

Gly

70

Asp

Phe

Ser

Ala

val

150

Ser

Thr

Cys

Asn

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Ala

Gly

val

Ser

135

Gln

Val

Leu

Glu

Arg
215

Pro

Lys

Tyr

40

Ser

Lys

Ala

Gly

Phe

120

Val

Trp

Thr

Thr

val

200

Gly

ES 2813549 T3

Ala

Ala

25

His

Asn

Thr

Thr

Gly

105

Ile

Val

Lys

Glu

Leu

185

Thr

Glu

Ser

10

Ser

Gln

Len

Asp

Tyr

90

Thr

Phe

Cys

val

Gln

170

Ser

His

Cys

Leu

Gln

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asp

155

Asp

Lys

Gln

Ala

Ser

Pro

Ala

60

Thr

Cys

Leu

Pro

Leu

140

Asn

Ser

Ala

Gly

64

Val

Val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

125

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
205

Ser

Ser

30

Gln

Val

Asn

Gln

Ile

110

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

190

Ser

Leu

15

Phe

Gln

Pro

Ile

Ser

95

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

175

Glu

Ser

Gly

Ala

Pro

Thr

His

80

Arg

Arg

Gln

Tyr

Ser

160

Thr

Lys

Pro



Ala

Gly

Cys

Ala

Ala

65

Gly

Gly

Gly

Cys

Gly

145

Gly

Gly

Gly

Gly

Ala

Thr

Cys

Cys

50

Thr

Cys

Ala

Ala

Thr

130

Gly

Cys

Gly

Gly

Gly
210

Gly

Thr

Thr

35

Cys

Thr

Ala

Ala

Gly

115

Cys

Ala

Thr

Thr

Ala

195

Ala

Cys

Gly

Cys

Gly

Cys

Gly

Cys

100

Cys

Ala

Thr

Ala

Cys

180

Ala

Thr

Thr

Gly

Thr

Cys

Ala

Cys

85

Thr

Ala

Thr

Ala

Thr

165

Ala

Ala

Cys

Thr

Thr

Thr

Ala

Cys

70

Ala

Cys

Thr

Gly

Cys

150

Thr

Ala

Ala

Gly

Gly

Cys

Thr

Ala

S5

Ala

Ala

Gly

Cys

Thr

135

Thr

Thr

Ala

Thr

Gly
215

Cys

Thr

Cys

40

Cys

Ala

Thr

Thr

Thr

120

Ala

Cys

Thr

Cys

Cys

200

Ala

ES 2813549 T3

Cys

Thr

25

Thr

Ala

Gly

Cys

Thr

105

Gly

aAla

Ala

Ala

Ala

185

Ala

Cys

Ala

10

Gly

Cys

Gly

Thr

Cys

20

Ala

Thr

Ala

Thr

Thr

170

Ala

Cys

Gly

Cys

Thr

Gly

Gly

Cys

75

Gly

Ala

Thr

Gly

Thr

155

Gly

Thr

Thr

Thr

Cys

Ala

Thr

Cys

60

Cys

Gly

Ala

Ala

Cys

140

Thr

Ala

Cys

Thr

Ala
220

65

Ala

Thr

Cys

45

Gly

Ala

Cys

Cys

Ala

125

Ala

Ala

Ala

Ala

Gly

205

Thr

Thr

Thr

30

Gly

Thr

Ala

Gly

Cys

110

Ala

Thr

Cys

Cys

Cys

190

Ala

Thr

Gly

15

Ala

Cys

Cys

Cys

Cys

95

Thr

Ala

Cys

Thr

Thr

175

Ala

Ala

Cys

Gly

Thr

Ala

Cys

Thr

80

Cys

Gly

Thr

aAla

Gly

160

Gly

Cys

Thr

Ala



Cys Cys
225

Ala Cys

Ala Cys

Thr Ala

Ala Ala
290

Cys Thr
305

Thr Thr

Gly Ala

Ala Cys

Thr Gly

370

Gly Ala
385

Gly Ala

Cys Thr

Ala Ala

<210> 22

<211> 408

Cys

Thr

Thr

Cys

275

Ala

Cys

Cys

Cys

Thr

355

Gly

Thr

Ala

Cys

Gly
435

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

Cys

Thr

Thr

260

Ala

Thr

Ala

Ala

Thr

340

Gly

Ala

Thr

Cys

Ala

420

Gly

Thr

Thr

245

Cys

Cys

Cys

Cys

Cys

325

Thr

Thr

Thr

Ala

Ala

405

Thr

Gly

Ala

230

Thr

Ala

Thr

Ala

Ala

310

Thr

Cys

Ala

Cys

Thr

390

Ala

Cys

Cys

Thr

Thr

Ala

Cys

Thr

295

Thr

Cys

Gly

Cys

Ala

375

Thr

Cys

Thr

Cys

Gly

Ala

Ala

Ala

280

Cys

Gly

Ala

Cys

Thr

360

Ala

Gly

Ala

Gly

Cys
440

<223> acido nucleico de chMov19 LC

<400> 22

ES 2813549 T3

Ala

Cys

Gly

265

Cys

Thr

Gly

Cys

Thr

345

Ala

Gly

Gly

Gly

Cys

425

Ala

Thr

Ala

250

Ala

Cys

Ala

Ala

Ala

330

Gly

Gly

Ala

Gly

Thr

4190

Ala

Gly

235

Ala

Cys

Gly

Ala

Ala

315

Thr

Thr

Ala

Gly

Gly

395

Cys

Thr

Gly

Cys

Ala

Thr

Cys

300

Cys

Cys

Thr

Thr

Cys

380

Ala

Ala

Cys

66

Cys

Cys

Ala

Thr

285

Ala

Thr

Thr

Thr

Ala

365

Thr

Cys

Cys

Ala

Gly

Ala

Ala

270

Gly

Cys

Cys

Gly

Ala

350

Cys

Ala

Ala

Ala

Ala
430

Ala

Gly

255

Gly

Ala

Cys

Cys

Ala

335

Thr

Gly

Thr

Ala

Gly

415

Cys

Thr

240

Ala

Cys

Cys

Gly

Thr

320

Ala

Thr

Ala

Gly

Gly

400

Thr

Thr



10

15

gaattecgceca
gtccattcag
cgcgcaatca
cattggtacc
ctcgaagecag
aacattcatc
tatccataca
<210> 23
<211> 117
<212> PRT

ccatgggttg

atatcgaact
tctcttgtaa
atcaaaaacc
gegttcocecac
cagtcgaaga

catteggagg

<213> Secuencia Artificial

<220>

gtettgtatt
cacacaatca
agcctcccaa
cggtcagcaa
cagatttagce
agaagatgca

gggtaccaaa

<223> muMov19 vHC_CAA68252

<400> 23

Gln Val
1

Ser Val

Phe Met

35

Gly Arg

50

Lys
65

Asp
Met Glu
Thr

Arg

Thr val

Gln

Lys

Asn

Ile

Lys

Leu

Tyr

Thr

Leu Gln

Ile
20

Ser
Trp Val
His Pro
Ala

Thr

Ser
85

Leu

Asp
100

Gly

Vval Ser

115

<210> 24
<211> 108
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Gln

Cys

Lys

Tyr

Leu

Leu

Ser

Ser Gly

Lys Ala

Gln Ser

40

Asp
55

Gly
Thr val
Thr

Ser

Arg Ala

<223> muMov19 vLC_CAA68253

<400> 24

ES 2813549 T3

atcetettte
ccagcttcce
tcagtctcat
cccaaactec
ggatcaggaa
gctacttatt

cttgaaatta

Ala Glu

10

Leu

Ser
25

Gly Tyr

His Gly lys

Asp Thr Phe

Asp Lys Ser

Glu Asp Phe

20

Met
105

Asp Tyr

tecgteogeaac
tcgeagtcetce
tcgeococggeac
ttatctatag
gtaaaaccga
attgccaaca

aacgtacg

val

Ser
30

Leu
45

Ser

Tyr Asn

60

Ser Asn

Ala

val

Trp Gly

Lys Pro

Phe Thr

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gln

cgcaacagge
tctcggtcaa
gtccctcatg
agcaagcaac

tttecacacte

gtctagagaa

Gly Ala

15

Gly Tyr

Trp Ile
Asn Phe
Ala

His

Tyr
95

Cys

Gly Thr

110

67

60

120

180

240

300

360

408



ES 2813549 T3

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

Gln Arg Ala Ile Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gln Ser Val Ser Phe Ala
20 25 30

Gly Thr Ser Leu Met His Trp Tyr His Gln 1ys Pro Gly Gln Gln Pro

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

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Lys Thr Asp Phe Thr Leu Asn Ile His

Pro Val Glu Glu 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
100 105
<210> 25
<211> 257
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> receptor 1 de folato humano
<400> 25
Met Ala Gln Arg Met Thr Thr Gln Leu Leu Leu Leu Leu Val Trp Val

1 5 10 15

Ala Val Val Gly Glu Ala Gln Thr Arg Ile Ala Trp Ala Arg Thr Glu
20 25 30

Leu Leu Asn Val Cys Met Asn Ala Lys His His Lys Glu Lys Pro Gly
35 40 45

Pro Glu Asp Lys Leu His Glu Gln Cys Arg Pro Trp Arg Lys Asn Ala
50 55 60

Cys Cys Ser Thr Asn Thr Ser Gln Glu Ala His Lys Asp Val Ser Tyr
65 70 75 80

Leu Tyr Arg Phe Asn Trp Asn His Cys Gly Glu Met Ala Pro Ala Cys
85 90 95

68



Lys Arg

Leu Gly

His

Pro

Phe
100

Ile

Trp Ile

115

Val Leu

130

Agp
145

Cys
Asn Trp
Phe

Pro

Trp Thr

Asn

Arg

Thr

His

His

Val Pro

Thr Ser

Gln

Gln

Leu

Tyr

Asp Thr

Gln val

120

Cys
135

Lys

Thr Cys

150

Ser Gly

165

Phe
180

Tyr

Ser Tyr

195

Ile
210

Cys

val
225

Ala

Ala Trp

Ser
<210> 26

<211> 771
<212> ADN

Gln

Arg

Pro

Met Trp

Phe Tyr

Phe

Phe

Lys

Phe

Ala

Asn Lys

Pro Thr

Val Ser

200

Asp Pro

215

Ala Ala

230

Phe Leu

245

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Leu

Ser Leu

ES 2813549 T3

Cys Leu

105

Tyr

Asp Gln Ser

Glu Asp Cys

Asn
155

Lys Ser

Ala
170

Cys val

Pro Thr Val

185

Asn Tyr Ser

Ala Gln Gly

Met Ser Gly

235

Ala Leu Met

250

Glu Cys

Ser

Pro Asn

110

Trp Arg

125

Glu
140

Gln
Trp His
Ala

Gly

Leu Cys

Lys

Trp

Lys

Ala

Asn

Glu Arg

Trp Glu

Gly Trp

160

Cys Gln

175

Glu Ile

1590

Arg Gly

205

Asn Pro

220

Ala Gly

Leu Leu

<223> secuencia de acido nucleico del receptor 1 de folato humano

<400> 26

atggctcage
gaggcteaga
aagcaccaca
aggaagaatg
ctatatagat

atccaggaca

ggatgacaac
caaggattge
aggaaaagcc
cctgotgtte
tcaactggaa

cetgecteta

acagctgetyg
atgggccagyg
aggccccogag
taccaacacc
ccactgtgga

cgagtgetec

ctcecttetag
actgagette
gacaagttge
agccaggaag
gagatggcac

cccaacttgg

tagtgggtgge
tcaatgtetg
atgagcagtg
cccataagga
ctgcctgcaa

ggccctyggat

69

Ser

Asn

Pro

Trp

Gly Arg

Glu

Glu

Ala
240

Trp

Leu Leu

255

tgtagtaggg
catgaacgec
tegaccctgg
tgtttcctac
acggcatttc

ccageaggty

60

120

180

240

300

360



10

15

20

25

gatcagagct
caatggtggg
aactggactt
tacttcecca
aactacagcc
cccaatgagg
gcctggectt
<210> 27
<211> 11
<212> PRT

ggcgcaaaga
aagattgtcg
cagggtttaa
cacccactgt
gagggagtgg
aggtggcgag

tectgettag

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> FR1-21 vLC CDR1

<400> 27

Lys Ala Ser Asp His Ile &sn Asn Trp Leu 2la

1

<210> 28
<211>7
<212> PRT

5

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> FR1-21 vLC CDR2

<400> 28

gcgggtactg
cacctectac
caagtgcgca
tetgtgeaat
coegetgeate
gttctatget

cctggeceta

Gly Ala Thr Ser Leu Glu Thr

1

<210> 29
<211>9
<212> PRT

5

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> FR1-21 vLC CDR3

<400> 29

ES 2813549 T3

aacgtgcccee
acctgcaaga
gtgggagetg
gaaatctgga
cagatgtggt
gecagccatga

atgctgeotgt

10

Gln Gln Tyr Trp Ser Thr Pro Phe Thr

1

<210> 30
<211>6
<212> PRT

5

<213> Secuencia Artificial

tgtgcaaaga
gcaactggea
cctgecaace
ctcactccta
tcgacccage
gtggggctgg

ggctgctcag

70

ggactgtgag
caagggctgg
tttecattte
caaggtcage
ccagggcaac
geoctgggca

c

420

480

540

600

660

720

771



10

15

20

25

30

ES 2813549 T3

<220>
<223> FR1-21 vHC CDR1
<400> 30

Ser Ser Tyr Gly Met Ser
1 5

<210> 31

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> FR1-21 vHC CDR2
<400> 31

Thr Ile Ser Ser Gly Gly Ser Tyr Thr Tyr
1 5 10

<210> 32

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> FR1-21 vHC CDR3
<400> 32

Asp Gly Glu Gly Gly Leu Tyr Ala Met Asp Tyr
1 5 10

<210> 33

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> CDR-H2 de FR1-21 murino de Kabat
<400> 33

Thr Ile Ser Ser Gly Gly Ser Tyr Thr Tyr Tyr Pro Asp Gly Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 34
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

71



ES 2813549 T3

<223> CDR-H2 de FR1-21 humano de Kabat
<400> 34

Thr Ile Ser Ser Gly Gly Ser Tyr Thr Tyr Tyr Ser Pr¢ Gly Phe Gln
1 5 10 15

Gly

<210> 35

<211>108

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> muFR1-21 vLC
<400> 35

Agp Ile Gln Met Thr Gln Ser Ser Ser Tyr Leu Ser Val Ser Leu Gly
1 5 10 15

Gly Arg vVal Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Asp His Ile Asn Asn Trp
20 25 30

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

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

Ser Gly Ser Gly Lys Asp Tyr Thr Leu Ser Ile Ser Ser Leu Gln Thr
65 70 75 80

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

Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg
100 105

<210> 36

<211> 120

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> muFR1-21 vHC

<400> 36

72



10

15

Glu Val

Ser Leu

Gly Met

35

Ala Thr

50

Lys
65

Gly
Leu Gln
Ala

Arg

Gly Thr

Lys

Lys

Ser

Ile

Arg

Met

Asp

Ser

Leu Val

Leu Ser

Trp Val

Ser Ser

Phe Thr

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

Ser Gly

Ala Ala

Gln Thr

40

Gly Ser

55

Ser Arg

70

Ser Ser

Gly Glu

100

Val Thr

115

<210> 37
<211> 323
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

Leu

Gly

Val

Lys Ser

Leu

Gly

Ser
120

Ser

ES 2813549 T3

Gly Asp Leu

10

Ser Gly Phe

Pro Asp Lys

Tyr Thr Tyr

Ala
75

Asp Asn

Glu Asp Thr

Tyr Ala Met

105

<223> secuencia de ADN de muFR1-21 vLC

<400> 37
gacatccaga
attacttgea
ggaaatgcte
agattcagtg
gaagatgttg
gggacaaagt
<210> 38
<211> 360
<212> ADN

tgacacaatc
aggcaagtga
ctaggctett
gcagtggatce
ctacttatta

tggaaataaa

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> muFR1-21HcvarPat

<400> 38

ttcatecctac
ccacataaat
aatatctggt
tggaaaggat
ctgtcaacag

acg

ttgtctgtat
aattggttag
gcaaccagtt

tacactcotca

tattggagta

Val Lys

Thr

Phe

Leu
45

Arg

Tyr Pro

60

Lys Asn

Ala

Met

Asp Tyr

Pro

Ser

Glu

Asp

Thr

Tyr

Trp

Gly
15

Gly

Ser Tyr

Cys Val

Gly Val

Leu Tyr

80

Tyr
95

Cys

Gly Gln

110

ctectaggagg
cctggtatea
tggaaactgg
gcatttccag

ctccattcac

73

cagagtcacc
gcagaaacca
ggttcocttea
tcttcagact

gttcggeteg

&0

120

180

240

300

323



gaagtgaagc
tectgtgeag
ccagacaaga
ccagacggtg
ctgcaaatga
gaggggggcece
<210> 39
<211> 214
<212> PRT

tggtggagte
cctectggatt
ggttggagtyg
tgaaggggceg
gcagtctgaa

tctatgetat

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> muFR1-21LC

<400> 39

tgggggagac

cactttcagt
tgtogeaace
attcaccatc
gtctgaggac

ggactactgg

ES 2813549 T3

ttagtgaagc
agctatggea
attagtagtg
tccagagaca
acagccatgt

ggtcaaggaa

ctggagggtc
tgtcttgogt
gtggtagtta
atgccaagaa
attactgtge

ccteagteac

74

cctgaaactc
tegecagact
cacctactat
caccctgtac

aagggacggc

cgtoteoctea

60

120

180

240

300

360



Agp Ile Gln Met Thr

Gly Arg Val Thr Ile
20

Leu Ala Trp Tyr Gln
35

Ser Gly Ala Thr Ser
50

Ser Gly Ser Gly Lys

Glu Asp Val Ala Thr
85

Thr Phe Gly Ser Gly
100

Pro Thr Val Ser Tle
115

Gly Ala Ser val val
130

Agn Val Lys Trp Lys
145

Agn Ser Trp Thr Asgp
165

Ser Thr Leu Thr Leu
180

Thr Cys Glu Ala Thr
195

Phe Asn Arg Asn Glu
210

<210> 40

<211> 456

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> muFR1-21 HC

<400> 40

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

Ile

150

Gln

Thr

His

Cys

Ser

Cys

Lys

Glu

S5

Tyr

Tyr

Lys

Pro

Phe

135

Asp

Asp

Lys

Lys

Ser

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Leu

Pro

120

Leu

Gly

Ser

Asp

Thr
200

ES 2813549 T3

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ser

Lys

Glu

185

Ser

Tyr

10

Ser

Asn

val

Ser

Gln

90

Ile

Ser

Asn

Glu

Asp

170

Tyr

Thr

Leu

Asp

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Glu

Phe

Arg

155

Ser

Glu

Ser

Ser

His

Pro

Ser

60

Ser

Trp

Arg

Gln

Tyr

140

Gln

Thr

Arg

Pro

75

Val

Ile

Arg

45

Arg

Ser

Ser

Ala

Leu

125

Pro

Asn

Tyr

His

Ile
205

Ser

Asn

30

Leu

Phe

Leu

Thr

Asp

110

Thr

Lys

Gly

Ser

Asn

190

val

Leu

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Asp

val

Met

175

Ser

Lys

Gly

Trp

Ile

Gly

Thr

80

Phe

Ala

Gly

Ile

Leu

160

Ser

Tyr

Ser



Glu

Ser

Gly

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Gly

TYyr

Leu

145

Trp

Leu

Ser

Ser

Val

Leu

Met

Thr

50

Gly

Gln

Arg

Thr

Pro

130

Gly

Asn

Gln

Thr

Ser
210

Lys

Lys

Ser

35

Ile

Arg

Met

Asp

Ser

115

Leu

Cys

Ser

Ser

Trp

195

Thr

Leu

Leu

Trp

Ser

Phe

Ser

Gly

100

Val

Ala

Leu

Gly

Gly

180

Pro

Thr

Val

Ser

val

Ser

Thr

Ser

85

Glu

Thr

Pro

val

Ser

165

Leu

Ser

Val

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Gly

Val

Gly

Lys

150

Leu

Tyr

Gln

Asp

Ser

Ala

Gln

Gly

S5

Ser

Lys

Gly

Ser

Cys

135

Gly

Ser

Thr

Thr

Lys
215

Gly

Ala

Thr

40

Ser

Arg

Ser

Leu

Ser

120

Gly

Tyr

Ser

Met

Val

200

Lys

ES 2813549 T3

Gly

Ser

Pro

Tyr

Asp

Glu

Tyr

105

Ala

Asp

Phe

Ser

Ser

185

Thr

Leu

Asp

10

Gly

Asp

Thr

Asn

Asp

20

Ala

Lys

Thr

Pro

val

170

Ser

Cys

Glu

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Met

Thr

Thr

Glu

155

His

Ser

Ser

Pro

Val

Thr

Arg

Tyr

60

Lys

Ala

Asp

Thr

Gly

140

Ser

Thr

val

Val

Ser
220

76

Lys

Phe

Leu

45

Pro

Asn

Met

Tyr

Pro

125

Ser

val

Phe

Thr

Ala

205

Gly

Pro

Ser

Glu

Asp

Thr

Tyr

Trp

110

Pro

Ser

Thr

Pro

Val

190

His

Pro

Gly

15

Ser

Cys

Gly

Leu

Tyr

95

Gly

Ser

val

val

Ala

175

Pro

Pro

Ile

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gln

Val

Thr

Thr

160

Leu

Ser

Ala

Ser



Thr Ile Asn Pro Cys
225

Pro Asn Leu Glu Gly
245

Lys Asp Val Leu Met
260

Val Asp Val Ser Glu
275

Asn Asn Val Glu Val
290

Tyr Asn Ser Thr Ile
305

Asp Trp Met Ser Gly
325

Leu Pro Ser Pro Ile
340

Arg Ala Pro Gln Vval
355

Arg Lys Asp Val Ser
370

Asp Tle Ser Val Glu
385

Lys Asp Thr Ala Pro
405

Ser Lys Leu Asn Met
420

Ser Cys Asn Val Arg
435

Thr Ile Ser Arg Ser
450

<210> 41

<211> 108

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> huFR1-21 vLC

<400> 41

Pro

230

Gly

Ile

Asp

His

Arg

310

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

390

Val

Lys

His

Pro

Pro

Pro

Ser

Asp

Thr

295

Val

Glu

Arg

Ile

Thr

375

Thr

Leu

Thr

Glu

Gly
455

Cys

Ser

Leu

Pro

280

Ala

val

Phe

Thr

Leu

360

Cys

Ser

Asp

Ser

Gly

440

Lys

ES 2813549 T3

Lys

Val

Thr

265

Asp

Gln

Ser

Lys

Ile

345

Pro

Leu

Asn

Ser

Lys

425

Leu

Glu

Phe

250

Pro

val

Thr

Thr

Cys

330

Ser

Pro

val

Gly

Asp

410

Trp

Lys

Cys

235

Ile

Lys

Gln

Gln

Leu

315

lys

lys

Pro

val

His

395

Gly

Glu

Asn

His

Phe

Val

Ile

Thr

300

Pro

val

Ile

Ala

Gly

380

Thr

Ser

Lys

Tyr

77

Lys

Pro

Thr

Ser

285

His

Ile

Asn

Lys

Glu

365

Phe

Glu

Tyr

Thr

Tyr
445

Cys

Pro

Cys

270

Trp

Arg

Gln

Asn

Gly

350

Gln

Asn

Glu

Phe

Asp

430

Leu

Pro

Asn

255

Val

Phe

Glu

His

Lys

335

Leu

Leu

Pro

Asn

Ile

415

Ser

Lys

Ala

240

Ile

Val

Val

Asp

Gln

320

Asp

val

Ser

Gly

Tyr

400

Tyr

Phe

Lys



Asp

Gly

Leu

Ser

Ser

65

Glu

Thr

Ile

Arg

Ala

Gly

50

Gly

Asp

Phe

<210> 42

<211>120

Gln

val

Trp

35

Ala

Ser

Val

Gly

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Met

Thr

20

Tyr

Thr

Gly

Ala

Gln
100

Thr

Ile

Gln

Ser

Lys

Thr

85

Gly

<223> huFR1-21 vHC

<400> 42

Glu val Gln

1

Ser

Gly

Ala

Gln

65

Leu

Ala

Gly

Leu

Met

Thr

50

Gly

Gln

Thr

Lys

Ser

35

Ile

Arg

Met

Asp

Ser
115

Leu

Leu

Trp

Ser

Phe

Ser

Gly
100

Val

val

Ser

val

Ser

Thr

Ser

85

Glu

Thr

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Gly

Val

Ser

Cys

Lys

Glu

55

Tyr

Tyr

Lys

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Lys

Gly

Ser

Ser

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Leu

Gly

Ala

Thr

40

Ser

Arg

Ala

Leu

Ser
120

ES 2813549 T3

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Gly

Ser

Pro

Tyr

Asp

Glu

Tyr
105

Ser

10

Ser

Lys

val

Ser

Gln

90

Ile

Asp

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

20

Ala

Leu

Asp

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Llys

val

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Met

Ser

His

Pro

Ser

60

Ser

Trp

Arg

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Asp

78

Val

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Lys

Phe

Leu

45

Ser

Asn

Met

Tyr

Ser

Asn

30

Leu

Phe

Leu

Thr

Pro

Ser

Glu

Pro

Thr

Tyr

Trp
110

Val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
35

Gly

Ser

Cys

Gly

Leu

Tyr

95

Gly

Gly

Trp

Ile

Gly

FPro

80

Phe

Gly

Tyr

Vval

Phe

Tyr

80

Cys

Gln



10

15

20

<210>43
<211> 446
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> huFR1-

<400> 43

aagcttgcca
gtgcattcecg
ctcaagttgt
agacagacte
acctactatt
accctttace
cgegatgggg
gtttcctetg
<210> 44
<211> 396
<212> ADN

21VH_co

ccatgggatyg
aggtgcaact
cctgtgetge
ctggeaaggy
cacctggttt
tccagatgag
agggagggct

ctagtaccaa

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> huFR21VL_co

<400> 44
gaattogcca
gtccattctg
cgegttacta
cagaagecctg
gtgccttcca
cttcaacctg
tttggacagg
<210> 45
<211> 214
<212> PRT

ccatgggatyg
acatccagat
ttacctgtaa
ggaaggcace
ggttctetgg
aggacgtege

gcactaaatt

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> huFR1-

<400> 45

21LC

gtcatgcatc
tgtagaatct
atctgggttt
gctggagtge
tcagggacge
tagcettaag
ttacgctatg

gggcce

gtcatgtatc
gacccaatcc
ggcectceccogac
taaactgett
aagtggatct
cacctactat

ggagataaaa

ES 2813549 T3

attcttttte
ggcggggatyg
accttctett
gttgcocacea
tttacaatet
gctgaggaca

gactactggg

attctgttet
tccagcagcet
catataaata
atctctgggy
ggcaaggact
tgtcagcagt

cgtacg

tcgtcegecac
ttgtgaagcce
cctacggaat
ttagtagtgg
accgegataa
cageccatgta

gccagggtac

tggtagcaac
tgtcagtatc
actggettge
ccacaageet
ataccttgag

attggtctac

79

tgccacaggt
tggaggtagt
gagetgggtg
aggttettac
gtctaagaac

ttattgeget

cagcgtgace

agcaactgge
cgttggggge
atggtatcaa
ggagacegge
cattagtagc

accctttace

60

120

180

240

300

380

420

446

&0

120

180

240

300

380

396



Agp Ile Gln Met Thr

Gly Arg Val Thr Ile
20

Leu Ala Trp Tyr Gln
35

Ser Gly Ala Thr Ser
50

Ser Gly Ser Gly Lys
65

Glu Asp Val Ala Thr
85

Thr Phe Gly Gln Gly
100

Pro Ser Val Phe Ile
115

Thr Ala Ser val Vval
130

Lys Val Gln Trp Lys
145

Glu Ser Val Thr Glu
165

Ser Thr Leu Thr Leu
180

Ala Cys Glu Val Thr
195

Phe Asn Arg Gly Glu
210

<210> 46

<211> 449

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> huFR1-21 HC

<400> 46

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

150

Gln

Ser

His

Cys

Ser

Cys

Lys

Glu

S5

Tyr

Tyxr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

Ser

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Leu

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

ES 2813549 T3

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Ser

10

Ser

Lys

val

Ser

Gln

90

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

Leu

Asp

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Ser

His

Pro

Ser

60

Ser

Trp

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

80

Val

Ile

Lys

43

Arg

Ser

Ser

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

val
205

Ser

Asn

30

Leu

Phe

Leu

Thr

val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

Val

Lys

Gly

Trp

Ile

Gly

Pro

80

Phe

Ala

Gly

aAla

Gln

160

Ser

Tyr

Ser



Glu

Ser

Gly

Ala

Gln

65

Leu

Ala

Gly

Phe

Leu

145

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys
225

Val

Leu

Met

Thr

50

Gly

Gln

Thr

Pro

130

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

210

Thr

Gln

Lys

Ser

35

Ile

Arg

Met

Asp

Ser

115

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

195

Asn

His

Leu

Leu
20

Trp

Ser

Phe

Ser

Gly

100

val

Ala

Leu

Gly

Ser

180

Leu

Thr

Thr

Val

Ser

Val

Ser

Thr

Ser

85

Glu

Thr

Fro

Val

Ala

165

Gly

Gly

Lys

Cys

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Gly

val

Ser

Lys

150

Leu

Leu

Thr

Val

Pro
230

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Lys

Gly

Ser

Ser

135

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

215

Pro

Gly

Ala

Thr

40

Ser

Arg

Ala

Leu

Ser

120

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

200

Lys

Cys

ES 2813549 T3

Gly

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Tyr

105

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

185

Tyr

Lys

Pro

Asp

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

20

Ala

Ser

Thr

Pro

val

170

Ser

Ile

Val

Ala

Val

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Met

Thr

Ser

Glu

155

His

Ser

Cys

Glu

Pro
235

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Asp

Lys

Gly

140

Pro

Thr

val

Asn

Pro

220

Glu

81

Lys

Phe

Leu

45

Ser

Asn

Met

Tyr

Gly

125

Gly

Val

Phe

val

val

205

Lys

Leu

Pro

Ser

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Trp

110

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

190

Asn

Ser

Leu

Gly

15

Ser

Cys

Gly

Leu

Tyzr

95

Gly

Ser

Ala

Val

Ala

175

val

His

Cys

Gly

Gly

Tyr

Val

Phe

Tyr

80

Cys

Gln

val

Ala

Ser

160

Val

Pro

Lys

Asp

Gly
240



Pro Ser Val Phe Leu
245

Ser Arg Thr Pro Glu
260

Asp Pro Glu Val Lys
275

Asn Ala Lys Thr Lys
290

Val vVal Ser Val Leu
305

Glu Tyr Lys Cys Lys
325

Lys Thr Ile Ser Lys
340

Thr Leu Pro Pro Ser
355

Thr Cys Leu Val Lys
370

Glu Ser Asn Gly Gln
385

Leu Asp Ser Asp Gly
405

Lys Ser Arg Trp Gln
420

Glu Ala Leu His Asn
435

Gly

<210> 47

<211> 642

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> huFR1-21LC

<400> 47

Phe

Val

Fhe

Pro

Thr

310

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

3%0

Ser

Gln

His

Pro

Thr

Asn

Arg

295

Val

Ser

Lys

Asp

Phe

375

Glu

Phe

Gly

Tyr

Pro

Cys

Trp

280

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

380

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
440

ES 2813549 T3

Lys

val

265

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

345

Leu

Pro

Asn

Leu

val

425

Gln

Pro

250

val

val

Gln

Gln

Ala

330

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

410

Phe

Lys

Lys

val

Asp

Tyr

Asp

315

Ieu

Arg

Lys

Asp

Lys

395

Ser

Ser

Ser

Asp

Asp

Gly

Asn

300

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

380

Thr

Lys

Cys

Leu

82

Thr

vVal

val

285

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

365

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
445

Leu

Ser

270

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

350

vVal

val

Pro

Thr

val

430

Leu

Met

255

His

vVal

Tyr

Gly

Ile

335

Val

Ser

Glu

Pro

val

415

Met

Ser

Ile

Glu

His

Arg

Lys

320

Glu

Tyr

Leu

Trp

val

400

Asp

His

Pro



gacatccaga
attacetgta
gggaaggcac
aggttctetyg
gaggacgtey
ggcactaaat
tctgatgagce
cccagagagg
gagagtgtca
ctgagcaaag
ctgagetege
<210> 48
<211> 1347
<212> ADN

tgacccaatc
aggectecga
ctaaactgct
gaagtggatce
ccacctacta
tggagataaa
agttgaaatc
ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga

ccgtcacaaa

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> huFR1-

<400> 48

gaggtgcaac
tecctgtgetg
cetggeaagy
tcacetggtt
ctecagatga
gagggagggce
gctagtacca
ggaacagctg
tggaatageg
ggtctgtact
tacatctgta
aagagctgtg
ccatctgtgt
gaggtcacct
tacgtggatg

tctacatatce

21HC

ttgtagaatc
catctgggtt
ggctggagtyg
tteagggacy
gtagecttaa
tttacgetat
agggececate
cactgggatg
gagcattgac
cactgtccag
acgtcaacca
ataagacaca
tcetgtttee
gtgttgttgt
gagtcgaggt

gggtagtgag

ctccagecage
ccatataaat
tatctctggg
tggcaaggac
ttgtcageag
acgtacggtg
tggaactgce
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaaacacaaa

gagcetteaac

tggecggggat

taccttctct
cgttgeecace
ctttacaatc
ggctgaggac
ggactactgg
agttttcece
cctegttaaa
ttcaggtgtg
tgtegtaace
taaaccatce
tacatgcoct
ccccaaaccce
cgacgtgage
tcacaatgce

cgttetgace

ES 2813549 T3

ttgtcagtat
aactggettyg
gccacaagec
tataccttga
tattggtcta
gctgcaccat
tetgttgtgt
gataacgceco
agcacctaca
gtctacgeet

aggggagagt

gttgtgaagce
tectacggaa
attagtagtg
teocegegata
acagcecatgt
ggccagggta
ttggctecaa
gattatttec
cacacttttce
gtcecctteta
aacacaaagqg
ccttgtectg
aaggacactec
catgaagate
aagaccaagc

gtgetececace

ccgttggggg
catggtatea
tggagaccgg
gcattagtag
caccctttac
ctgtcttcat
gcectgectgaa
tccaatcggg
goectcageag
gegaagtcac

gt

ctggaggtag
tgagctgggt
gaggttctta
agtctaagaa
attattgege
ccagcgtgac
gttctaaate
ctgageetgt
ccgetgtgtt
gcagettggg
tggataagaa
caccagaget
ttatgatctc
cegaggttaa

ccagggagga

aagattgget

83

ccgegttact
acagaagoct
cgtgececttee
ccttcaacct
ctttggacag
ctteccegeca
taacttctat
taactecceag
caccctgacyg

ccatcaggge

tctecaagttg
gagacagact
cacctactat
caccetttac
tegegatggy
cgtttecctet
cacaagcggt
gacagtgage
gcagtecctce
aacccagacce
ggttgaacca
ccteggaggt
tcgtacteca
attcaactgyg
gcaatataat

caatggaaaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

642

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960



10

15

gagtacaagt
aaagccaagg
ctgaccaaga
gcetgtagagt
ctggacageg
cagcaaggaa
cagaaatcac
<210> 49
<211> 792
<212> ADN

gcaaggtgtc
ggcagecacg
accaggtgag
gggagtctaa
acgggagett
acgttttete

tgteoccttag

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

caacaaggct
ggaaccccag
tectcacttgt
cggacageca
cttectetac
ctgetcagta

cccaggg

ES 2813549 T3

cttccegete
gtgtatacat
ctggtcaagg
gaaaacaact
tccaagttga

atgcatgagg

<223> secuencia de ADN de huFolR1 EcoRlI a Xbal

<400> 49
gaattecgcea
gcagtcgtgg
tgecatgaacg
tgccgececctt
gacgtaaget
aaacggcact
attcagcaag
gaggactgeg
cacaaaggat
ccatttcatt
tataaagtca
goacagggca
ggtcettgag
tcataatcta
<210> 50
<211> 32
<212> PRT

ccatggecaca
gagaggecca
caaagcacca
ggagaaagaa
atttgtatag
ttatccagga
ttgatcagag
agcaatggtg
ggaactggac
tcetactttee
gcaactacag
accctaacga
ctgettggeca

ga

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador EcoMH1

<400> 50

gcgcatgace
gaccaggatt
taaagagaaa
tgcatgctgt
atttaactgg
tacttgettyg
ttggcgcaaa
ggaagactgt
atcogggttt
aactcccact
ceggggetec
ggaggtogea

atttoteoett

actcagctce
gettgggeac
cocggboceg
agcacgaaca
aaccattgeg
tacgagtgta
gagagggtgce
agaaccaget
aacaaatgeg
gtectgtgta
ggccgctgea
cgettetacyg

agectegeca

ccattgagaa
tgceccceate
ggttttacee
acaagacaac
ctgtagacaa

ctetgeacaa

tgcttctgtt
gcacagaget
aggataagtt
cctctcagga
gtgaaatgge
gecegaatet
tgaacgttce
acacctgtaa
ctgbcggoge
acgagatttg
ttcagatgtg
ctgcagcaat

tcatgettet

84

aactatctcc
tagagacgag
ttectgacatt
tecccecagty
gtctagatgg

tcactatace

ggtttgggtyg
gcttaatgtt
gcacgaacag
ggcgcataaa
acctgecetgt
egggecctgyg
gctttgeaag
gtctaactgg
tgectgecag
gacgecattca
gttegaccct
gtoetggagcoe

ctggetgttyg

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1347

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

792



10

15

20
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cltys Thr Thr Cys gys Gly Gly ala ala ‘{Iar Thr Cys Ser aAla igg Gly

Thr Asn Met Ala Gly Cys Thr Gly ger Ala Gly Ser Ala Gly Thr Cys
20 5 30

<210> 51

<211> 35

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Cebador EcoMH2

<400> 51

Cys Thr Thr Cys Cys Gly Gly Ala Ala Thr Thr Cys Ser Ala Arg Gly

1 5 10 15

Thr Asn Met Ala Gly Cys Thr Gly Ser Ala Gly Ser Ala Gly Thr Cys
20 25 30

Trp Gly Gly
35
<210> 52
<211> 36
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Cebador BamlgG1
<400> 52
Gly Gly Ala Gly Gly Ala Thr Cys Cys Ala Thr Ala Gly Ala Cys Ala

1 5 10 15

Gly Ala Thr Gly Gly Gly Gly Gly Thr Gly Thr Cys Gly Thr Thr Thr
20 25 30

Thr Gly Gly Cys
35
<210> 53
<211> 31
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> SaclMK
<400> 53

85
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20

25

30
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Gly Gly Ala Gly Cys Thr Cys Gly Ala Tyr Ala Thr Thr Gly Thr Gly

1 5 10 15

Met Thr Ser Ala Cys Met Cys Ala Arg Trp Cys Thr Met Cys Ala
20 25 30

<210> 54

<211> 46

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> HindKL

<400> 54

Thr Ala Thr Ala Gly Ala Gly Cys Thr Cys Ala Ala Gly Cys Thr Thr
1 5 10 15

Gly Gly Ala Thr Gly Gly Thr Gly Gly Gly Ala Ala Gly Ala Thr Gly
20 25 30

Gly Ala Thr Ala Cys Ala Gly Thr Thr Gly Gly Thr Gly Cys
35 40 45

<210> 55

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cd37-1LC lider

<400> 55

ttttgaattc gccaccatga agtttccttc tcaacttct 39

<210> 56

<211>23

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> compuesto Mov19 CDR2 vHC humano y quimérico

<220>

<221> CARACTERISTICA_MISC

<222> (14)..(14)

<223>Xaa1l=Q, H,K,oR

<220>

<221> CARACTERISTICA_MISC

<222> (15)..(15)

86
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<223> Xaa2=R,Q,H,oN

<220>

<221> CARACTERISTICA_MISC

<222> (16)..(16)

<223> Xaa3=E,T,S,G,A, oV

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (18)..(18)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural
<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (21).. (21)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 56

Arg Ile His Pro Tyr Asp Gly Asp Thr Phe Tyr Asn Gln Xaa Ala 2ala
1 5 10 15

Phe Xaa Ala Ala Xaa Ala Ala
20

<210> 57

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> FR1-48vL CDR1

<400> 57

Arg Ala Ser Glu Asn Ile Tyr Ser Asn Leu 2la
1 5 10

<210> 58

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> FR1-48vL CDR2

<400> 58

Ala Ala Thr Asn Leu Ala Asp
1 5

<210> 59

<211>9
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<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> FR1-48vL CDR3
<400> 59

Gln His Phe Trp Ala Ser Pro Tyr Thr
1 5

<210> 60

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> FR1-48vH CDR1
<400> 60

Thr Asn Tyr Trp Met Gln
1 5

<210> 61

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> FR1-48vH CDR2
<400> 61

Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Ser Arg
1 5 10

<210> 62

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> FR1-48vH CDR3
<400> 62

Arg Asp Gly Asn Tyr Ala Ala Tyr
1 5

<210> 63

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

88
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<223> FR1-49vL CDR1
<400> 63

Arg Ala Ser Glu Asn Ile Tyr Thr Asn Leu 2la
1 5 10

<210> 64

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> FR1-49vL CDR2
<400> 64

Thr Ala Ser Asn Leu Ala 2asp
1 5

<210> 65

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> FR1-49vL CDR3
<400> 65

Gln His Phe Trp Val Ser Pro Tyr Thr
1 5

<210> 66

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> FR1-49vH CDR1
<400> 66

Thr Asn Tyr Trp Met Tyr
1 5

<210> 67

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> FR1-49vH CDR2
<400> 67
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Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Ser Asp Thr Thr
1 5 10

<210> 68

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> FR1-49vH CDR3
<400> 68

Arg His Asp Tyr Gly Ala Met Asp Tyr
1 5

<210> 69

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> FR1-57vL CDR1
<400> 69

Arg Ala Ser Gln Asn Ile Asn Asn Asn Leu His
1 5 10

<210> 70

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> FR1-57vL CDR2
<400> 70

Tyr Val Ser Gln Ser Vval Ser
1 5

<210> 71

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> FR1-57vL CDR3
<400> 71

Gln Gln Ser Asn Ser Trp Pro His Tyr Thr
1 5 10
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<210> 72

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> FR1-57vH CDR1
<400> 72

Ser Ser Phe Gly Met His
1 5

<210>73

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> FR1-57vH CDR2
<400> 73

Tyr Ile Ser Ser Gly Ser Ser Thr Ile Ser
1 5 10

<210> 74

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> FR1-57vH CDR3
<400> 74

Glu Ala Tyr Gly Ser Ser Met Glu Tyr
1 5

<210> 75

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> FR1-65vL CDR1
<400> 75

Lys Ala Ser Gln Asn val Gly Pro Asn Val 2la
1 5 10

<210>76
<211>7
<212> PRT
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<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> FR1-65vL CDR2
<400> 76

Ser 2la Ser Tyr Arg Tyr Ser
1 5

<210> 77

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> FR1-65vL CDR3
<400> 77

Gln Gln Tyr Asn Ser Tyr Pro Tyr Thr
1 5

<210>78

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> FR1-65vH CDR1
<400> 78

Thr Ser Tyr Thr Met His
1 5

<210> 79

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> FR1-65vH CDR2
<400> 79

Tyr Ile Asn Pro Ile Ser Gly Tyr Thr Asn
1 5 10

<210> 80

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> FR1-65vH CDR3
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<400> 80

Gly Gly Ala Tyr Gly Arg Lys Pro Met Asp Tyr
1 5 10

<210> 81

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> HC CDR2 de muFR1-48 definido por Kabat
<400> 81

Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Ser Arg Tyr Thr Gln Lys Phe Lys
1 5 10 15

Gly
<210> 82

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> HC CDR2 de huFR1-48 definido por Kabat
<400> 82

Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Ser Arg Tyr Thr Gln Lys Phe Gln
1 5 10 15

Gly
<210> 83

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> HC CDR2 de huFR1-49 definido por Kabat

<400> 83

Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Ser Asp Thr Thr Tyr Asn Gln Lys Phe Gln
1 5 10 15

Gly

<210> 84

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>
<223> HC CDR2 de muFR1-57 definido por Kabat
<400> 84

Tyr Ile Ser Ser Gly Ser Ser Thr Ile Ser Tyr Ala Asp Thr val Lys
1 5 190 15

Gly
<210> 85

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> HC CDR2 de huFR1-57 definido por Kabat
<400> 85

Tyr Ile Ser Ser Gly Ser Ser Thr Ile Ser Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 190 15

Gly
<210> 86

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> HC CDR2 de muFR1-65 definido por Kabat
<400> 86

Tyr Ile Asn Pro Ile Ser Gly Tyr Thr Asn Tyr Asn Gln Lys Phe Lys
1 5 10 15

Asp

<210> 87

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> HC CDR2 de huFR1-65 definido por Kabat

<400> 87

Tyr Ile Asn Pro Ile Ser Gly Tyr Thr Asn Tyr Asn Gln Lys Phe Gln
1 5 10 15

Gly
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15

<210> 88
<211> 108
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> muFR1-48vL

<400> 88
Asp Ile Gln Met
1

Glu Thr val Thr
20

Leu Ala Trp Tyr
35

Tyr Ala Ala Thr
50

Ser Glu Ser Gly
65

Glu Asp Phe Gly

Thr Phe Gly Gly
100

<210> 89
<211> 117
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> muFR1-48vH
<400> 89

Thr

Ile

Gln

Asn

Thr

Ser

85

Gly

Gln

Thr

Gln

Leu

Gln

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Tyr

Tyr

Lys

Pro

Arg

Gln

40

Asp

Ser

Cys

Leu

ES 2813549 T3

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

10

Ser

Lys

val

Lys

His

Ile

Leu

Glu

Ser

Pro

Ile

75

Phe

Llys

Ser

Asn

Pro

Ser

Asn

Trp

Arg

95

Val

Ile

Gln

45

Arg

Ser

Ala

Ser

Tyr

30

Leu

Phe

Leu

Ser

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Asn

Val

Gly

Ser

80

Tyr



10

Gln Val Gln

Ser Val Lys

Trp Met Gln
35

Gly Ala Tle
50

Lys Gly Lys
65

Met Gln Val

Ala Arg Arg

val Thr val
115

<210> 90
<211>108
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Leu

Tyr

Ala

Ser

Asp

100

Ser

<223> muFR1-49vL

<400> 90

Agsp Ile Gln
1

Glu Thr Val

Leu Ala Trp
35

Tyr Thr Ala
50

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gly
100

Gln

Ser

Ile

Pro

Thr

Ser

Gly

Ala

Thr

Ile

Gln

Asn

Thr

Thr
85

Gly

Gln

Cys

Lys

Gly

Leu

70

Leu

Asn

Gln

Thr

Gln

Leu

Gln
70

Tyr

Thr

Ser

Gln

Asn

Thr

Thr

Tyr

Ser

Cys

Lys

Ala
55

Tyr

Tyr

Lys

Gly

Ala

Arg

40

Gly

Ala

Ser

Ala

Pro

Arg

Gln

40

Asp

Ser

Cys

Leu

ES 2813549 T3

Ala

Ser

Pro

Asp

Asp

Glu

Ala
105

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Glu

10

Gly

Gly

Ser

Lys

Asp

Tyr

Ser

10

Ser

Lys

val

Lys

His

Ile

Leu

Tyr

Gln

Arg

Ser

75

Ser

Trp

Leu

Glu

Ser

Pro

Ile
75

Phe

Lys

Ala

Thr

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Gly

Ser

Asn

Pro

Ser
60

Asn

Trp

96

Arg

Phe

Leu

45

Thr

Ser

val

Gln

val

Ile

Gln

45

Arg

Ser

val

Pro

Thr

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Ser

Tyr

30

Leu

Phe

Leu

Ser

Gly

15

Asn

Tre

Lys

Ala

Tyr

95

Thr

val

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Leu

Gly

Asn

Vval

Gly

Ser
80

Tyr



ES 2813549 T3

<210> 91

<211> 118

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> muFR1-49vH

<400> 91

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

1 5 10 15

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

Trp Met Tyr Trp Ile Lys Gln Arg Prec Gly Gln Gly Leu Glu Leu Ile
35 40 45

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

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

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

Thr Lys Arg His Asp Tyr Gly Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Ser val Thr val Ser Ser
115

<210> 92

<211> 109

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> muFR1-57vL

<400> 92

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

97



Asp Ser Val Ser Leu Ser
20

Leu His Trp Tyr Gln Gln
35

Lys Tyr Val Ser Gln Ser
50

Ser Gly Ser Gly Thr Asp
65 70

Glu Asp Phe Gly Met Tyr
85

Tyr Thr Phe Gly Gly Gly
100

<210> 93

<211> 118

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> muFR1-57vH

<400> 93

Agp Val Gln Leu Val Glu

1 5

Ser Arg Lys Leu Ser Cys
20

Gly Met His Trp Val Arg
35

Ala Tyr Ile Ser Ser Gly
50

Lys Gly Arg Phe Thr Ile
65 70

Leu Gln Met Thr Ser Leu
85

Ala Arg Glu Ala Tyr Gly
100

Ser val Thr val Ser Ser
115

Cys

Lys

val

55

Phe

Phe

Thr

Ser

Ala

Gln

Ser

55

Ser

Arg

Ser

Arg

Ser

40

Ser

Thr

Cys

Lys

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ser

Ser

ES 2813549 T3

Ala

25

His

Gly

Leu

Gln

Leu
105

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Met
105

10

Ser

Glu

Ile

Ser

Gln

90

Glu

Gly

10

Gly

Glu

Ile

Asn

Asp

Glu

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Ser

Ile

Leu

Phe

Lys

Ser

Ser

75

Thr

Tyr

Asn

Pro

Ser

60

Asn

Asn

Lys

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

98

Ile

Arg

45

Arg

Ser

Ser

Arg

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Lys

Met

Gly

Asn

30

Leu

Phe

Val

Trp

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln
110

15

Asn

Leu

Ser

Glu

Pro
a5

Gly

15

Ser

Trp

Thr

Leu

Tyr

35

Gly

Asn

Ile

Gly

Thr

80

His

Gly

Phe

val

Val

Leu

80

Cys

Thr



10

15

<210>94
<211> 108

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> muFR1-65vL

<400> 94

Asp Ile
1

Asp Arg

Val Ala

Tyr Ser
50

Ser Gly
65

Ala Asp

Thr Phe

<210> 95
<211>120

Val

val

Trp

35

Ala

Ser

Leu

Gly

<212> PRT

Met Thr Gln

Ser Val Thr
20

Tyr Gln Gln

Ser Tyr Arg

Gly Thr Asp
70

Ala Glu Tyr
85

Gly Gly Thr
100

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> muFR1-65vH

<400> 95

Gln Val

1

Ser Val

Thr Met

Gly Tyr

Gln

Lys

His

Tle

Leu Gln Gln
5

Met Ser Cys
20

Trp Val Lys

Asn Pro Ile

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Phe

Lys

Ser

Lys

Gln

Ser

Gln

Lys

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Leu

Gly

Ala

Arg

40

Gly

ES 2813549 T3

Lys

Ala

25

Gly

Glu

Leu

Gln

Glu
105

Ala

Ser

25

Pro

Tyr

Phe

10

Ser

Gln

val

Thr

Gln

Tle

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Met

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Leu

Tyr

Gln

Asn

Ser

Asn

Pro

Asp

Ser

Asn

Arg

Ala

Thr

Gly

Tyr

99

Thr Ser

val Gly
30

Lys Ala
45

Arg Phe

Asn Met

Ser Tyr

Arg Pro

Phe Thr
30

Leu Ala
45

Asn Gln

val Gly
15

Pro Asn

Leu Ile

Thr Gly

Gln Ser

80

Pro Tyr
95

Gly Ala

15

Ser Tyr

Trp Ile

Lys Phe



10

15

ES 2813549 T3

50 55 60

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

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

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

Gly Thr Ser val Thr val Ser Ser
115 120

<210> 96

<211> 108

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> huFR1-48vL

<400> 96

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

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

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ser Pro Lys Leu Leu Val

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

Ser Glu Ser Gly Thr Asp Tyr Ser Leu Lys Ile Asn Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

Glu Asp Phe Gly Ser Tyr Tyr Cys Gln His Phe Trp Ala Ser Pro Tyr
85 90 95

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg
100 105

<210> 97

<211> 117

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> huFR1-48vH

<400> 97

100



Gln Val Gln

Ser Val Lys

Trp Met Gln
35

Gly Ala Tle
50

Gln Gly Lys
65

Met Gln Val

Ala Arg Arg

val Thr val
115

<210> 98
<211>108
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Leu

Tyr

Ala

Ser

Asp

100

Ser

<223> huFR1-49vL

<400> 98

Agsp Ile Gln
1

Glu Arg Val

Leu Ala Trp
35

Tyr Thr Ala
50

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

Met

Thr

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gln
100

Val

Ser

Ile

Pro

Thr

Ser

Gly

Ala

Thr

Ile

Gln

asn

Thr

Thr

85

Gly

Gln

Cys

Lys

Gly

Leu

70

Leu

Asn

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Tyr

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Tyr

Tyr

Lys

Gly

Ala

Arg

40

Gly

Ala

Ser

Ala

Pro

Arg

Pro

40

Asp

Ser

Cys

Leu

ES 2813549 T3

Ala

Ser

Pro

Asp

Asp

Glu

Ala
105

Ser

Ala

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Glu

Gly

Gly

Ser

Lys

Asp

Tyr

Ser

Ser

Lys

val

Lys

His

90

Ile

Val

Tyr

Gln

Arg

Ser

75

Ser

Trp

Leu

Glu

Ser

Pro

Ile

75

Phe

Lys

Ala

Thr

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Gly

Ser

Asn

Pro

Ser

60

Asn

Trp

101

Lys

Phe

Leu

45

Thr

Ser

val

Gln

val

Ile

Lys

45

Arg

Ser

val

Pro

Thr

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Ser

Tyr

30

Leu

Phe

Leu

Ser

Gly

Asn

Tre

Lys

Ala

Tyr

95

Thr

val

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Leu

Gly

Asn

Vval

Gly

Pro

80

Tyr
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15

ES 2813549 T3

<210> 99

<211> 118

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> huFR1-49vH

<400> 99

Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ala Val Val Ala Lys Pro Gly Ala

1 5 10 15

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

Trp Met Tyr Trp Ile Lys Gln Arg Prec Gly Gln Gly Leu Glu Leu Ile
35 40 45

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

Gln Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Val Thr Ser Ala Asn Thr vVal Tyr

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

Thr Lys Arg His Asp Tyr Gly Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Ser Val Thr val Ser Ser
115

<210> 100

<211> 109

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> huFR1-57vL

<400> 100

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

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

102



10

Leu His Trp
35

Lys Tyr Val
50

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Fhe

Tyr Thr Phe

<210> 101
<211>118
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gly
100

<223> huFR1-57vH

<400> 101

Glu Val Gln
1

Ser Arg Arg

Gly Met His

Ala Tyr Ile
50

Lys Gly Arg
65

Leu Gln Met

Ala Arg Glu

Leu Val Thr
115

<210> 102
<211>108
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

Leu

Leu
20

Trp

Ser

Phe

Thr

Ala

100

val

Gln

Gln

Thr

Met

Gln

Val

Ser

Val

Ser

Thr

Ser

85

Tyr

Ser

Gln

Ser

Asp

70

Tyr

Gly

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Gly

Ser

Lys

val

35

Fhe

Phe

Thr

Ser

Ala

Gln

Ser

Ser

Arg

Ser

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Lys

Gly

Ala

Ala

Ser

Arg

Ala

Ser

ES 2813549 T3

Gly

Gly

Leu

Gln

Leu
105

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Met
105

Gln

Ile

Ser

Gln

Glu

Gly

10

Gly

Gly

Tle

Asn

Asp

20

Glu

Ser

Pro

Ile

75

Ser

Ile

Leu

Phe

Lys

Ser

Ser

75

Thr

Tyr

Pro

Asp

60

Ser

Asn

Lys

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

103

Arg

45

Arg

Ser

Ser

Arg

Gln

Phe

Leu

Ala

Lys

Met

Gly

Leu

Phe

val

Trp

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln
110

Leu

Ser

Glu

Pro

Gly

15

Ser

Tre

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Ile

Gly

Pro

80

His

Gly

Phe

Val

Vval

Leu

80

Cys

Thr



ES 2813549 T3

<220>
<223> huFR1-65vL
<400> 102

Glu Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Met Ser Thr Ser Pro Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Ser Val Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asn Val Gly Pro Asn
20 25 30

Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro Arg Ala Leu Ile

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

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Asn Met Gln Ser
65 70 75 80

Glu Asp Leu Ala Glu Tyr Phe Cys Gln Gln Tyr Asn Ser Tyr Pro Tyr
85 90 95

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg
100 105

<210> 103

<211>120

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> huFR1-65vH

<400> 103

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

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

Thr Met His Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu Ala Trp Ile
35 410 45

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

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

104



ES 2813549 T3

Met Gln Leu Asn Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys

85

Ala Ser Gly Gly Ala Tyr Gly Arg

100

Gly Thr Ser Val Thr Val Ser Ser

<210> 104
<211> 214

115

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> muFR1-48LC

<400> 104

Asp Ile
1

Glu Thr

Leu Ala

Tyr Ala
50

Ser Glu
65

Glu Asp

Thr Phe

Pro Thr

Gly Ala
130

Asn Val
145

Asn Ser

Gln

Val

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

Val

115

Ser

Lys

Trp

Met

Thr

20

Tyr

Thr

Gly

Gly

Gly

100

Ser

Val

Trp

Thr

Thr

Ile

Gln

Asn

Thr

Ser

85

Gly

Ile

val

Lys

Asp

Gln

Thr

Gln

Leu

Gln

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

Ile

150

Gln

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Tyr

Tyr

Lys

Pro

Phe

135

AsSp

Asp

120

Pro

Arg

Gln

40

Aszp

Ser

Cys

Leu

Pro

120

Leu

Gly

Ser

20

95

Lys Pro Met Asp Tyr Trp Gly Gln

105

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ser

Lys

Ser

10

Ser

Lys

val

Lys

His

20

Ile

Ser

Asn

Glu

Asp

Leu

Glu

Ser

Pro

Ile

75

Phe

Lys

Glu

Phe

Arg

155

Ser

Ser

Asn

Pro

Ser

Asn

Trp

Arg

Gln

Tyr

140

Gln

Thr

105

Val

Ile

Gln

45

Arg

Ser

Ala

Ala

Leu

125

Pro

Asn

Tyr

110

Ser

Tyr

30

Leu

Phe

Leu

Ser

Asp

110

Thr

Lys

Gly

Ser

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Asp

val

Met

Gly

Asn

val

Gly

Ser

80

Tyr

Ala

Gly

Ile

Leu

160

Ser



165

Ser Thr Leu Thr lLeu Thr Lys Asp
180

Thr Cys Glu Ala Thr His Lys Thr
195 200

Phe Asn Arg Asn Glu Cys
210

<210> 105

<211> 441

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> muFR1-48HC

<400> 105

Gln Val Gln Leu Gln
1 5

Gln Ser Gly

Val Leu Ser Ala

20

Ser Lys Cys Arg

Met Gln

35

Trp Ile Lys Gln Arg

40

Ala
50

Gly Ile Asn

55

Tyr Pro Gly Gly

Ala Thr Leu Thr Ala

70

Lys
65

Gly Lys

Met Gln Vval Ser Leu Thr Ser

85

Ser

Ala Arg Arg Asp Asn Ala

100

Gly Tyr

Val Thr Val

115

Ala Ala Thr

120

Ser Lys

Ala Ala Ala Gln

135

Pro Ser Thr

130

Gly

vVal Phe

150

Leu Pro Glu

145

Lys Gly Tyr

ES 2813549 T3

170 175

Glu Tyr Glu Arg His Asn Ser Tyr
185 130

Ser Thr Ser Pro Ile Val Lys Ser
205

Ala Glu

10

Leu Ala Arg Pro Gly Ala

15

Ser Thr Phe Thr Asn

25

Gly Tyr Tyr

Gln Leu Glu Ile

45

Pro Gly Gly Trp

Asp Ser Arg Tyr Thr Gln Phe

60

Lys

Ser Ser Ser Thr Ala

75

Asp Lys Tyr

80

Glu Asp Ser Ala Val

90

Tyr Tyr

95

Cys

aAla Gln Thr

105

Tyr Trp Gly Gly Leu

110

Thr Val

125

Pro Pro Ser Tyr Pro Leu

Met Val

140

Asn Ser Thr Leu Gly Cys

Val Thr

155

Val Thr Ser

160

Pro Trp Asn

106



Gly

Asp

Pro

Lys

Ile

225

Pro

val

Val

Gln

Gln

305

Ala

Pro

Ala

Glu

Tyr

385

Tyr

Phe

Ser

Leu

Ser

Val

210

Cys

Lys

val

Asp

Fhe

290

Asp

Phe

Lys

Lys

Asp

370

Lys

Ser

Thr

Leu

Tyr

Glu

195

Asp

Thr

Asp

Asp

Asp

2758

Asn

Trp

Pro

Ala

Asp

355

Ile

Asn

Lys

Cys

Ser

Thr

180

Thr

Lys

vVal

val

Ile

260

Val

Ser

Leu

Ala

Pro

340

Lys

Thr

Thr

Leu

Ser

Ser

165

Leu

Vval

Lys

Pro

Leu

245

Ser

Glu

Thr

Asn

?ro

325

Gln

val

val

Gln

Asn

405

val

420

Gly

Ser

Thr

Ile

Glu

230

Thr

Lys

Val

Fhe

Gly

310

Ile

Val

Ser

Glu

Pro

390

val

Leu

Val

Ser

Cys

Val

215

val

Ile

Asp

His

Arg

2585

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

375

Ile

Gln

His

His

Ser

Asn

200

Pro

Ser

Thx

Asp

Thr

280

Ser

Glu

Lys

Thr

Thr

360

Gln

Met.

Lys

Glu

Thr

val

185

val

Arg

Ser

Leu

Pro

265

Ala

val

Phe

Thz

Ile

345

Cys

Trp

Asn

Ser

Gly

ES 2813549 T3

Phe

170

Thr

Ala

Asp

Val

Thr

250

Glu

Gln

Ser

Lys

Ila

330

Pro

Met

Asn

Thr

Asn

410

Leu

425

Lys Ser Leu Ser His Ser Pro Gly Lys
440

435

<210> 106

<211> 214

<212> PRT

Pro

Val

His

Cys

Phe

235

Pro

val

Thr

Glu

Cys

315

Ser

Pro

Tle

Gly

Asn

395

Trp

His

Ala

Pro

Pro

Gly

220

Ile

Lys

Gln

Gln

Leu

300

Arg

Lys

Pro

Thr

Gln

380

Gly

Glu

Asn

val

Ser

Ala

205

Cys

Phe

Val

Phe

Pro

285

Pro

val

Thr

Lys

Asp

365

Pro

Ser

Ala

His

107

Leu

Ser

190

Ser

Lys

Pro

Thr

Ser

270

Arg

Ile

Asn

Lys

Glu

350

Phe

Ala

Tyr

Gly

His

Glu

175

Met

Ser

Pro

Pro

Cys

255

Trp

Glu

Met

Ser

Gly

335

Gln

Phe

Glu

Phe

Asn

415

Thr

430

Ser

Arg

Thr

Cys

Lys

240

val

Phe

Glu

His

Ala

320

Arg

Met

Pro

Asn

val

400

Thr

Glu
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<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> muFR1-49LC

<400> 106

Asp Ile Gln
1

Glu Thr Val

Leu Ala Trp
35

Tyr Thr Ala
50

Ser Gly Ser

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

Pro Thr Val
115

Gly Ala Ser
130

Asn Val Lys
145

Asn Ser Trp

Ser Thr Leu

Thr Cys Glu
1595

Phe Asn Arg
210
<210> 107
<211> 448
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gly

100

Ser

Val

Trp

Thr

Thr
180

Ala

Asn

Thr

Ile

Gln

Asn

Thr

Thr

85

Gly

Ile

Val

Lys

Asp

165

Leu

Thr

Glu

Gln

Thr

Gln

Leu

Gln

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

Ile

150

Gln

Thr

His

Cys

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Tyr

Tyr

Lys

Pro

Phe

135

Asp

Asp

Lys

Lys

Pro

Arg

Gln

40

Asp

Ser

Cys

Leu

Pro

120

Leu

Gly

Ser

Asp

Thr
200

ES 2813549 T3

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ser

Lys

Glu
185

Ser

Ser

10

Ser

Lys

Vval

Lys

His

90

Ile

Ser

Asn

Glu

Asp

170

Tyr

Thr

Leu

Glu

Ser

Pro

Ile

75

Phe

Lys

Glu

Phe

Arg

155

Ser

Glu

Ser

Ser

Asn

Pro

Ser

Asn

Trp

Arg

Gln

Tyr

140

Gln

Thr

Arg

Pro

108

val

Ile

Gln

45

Arg

Ser

Val

Ala

Leu

125

Pro

Asn

Tyr

His

Ile
205

Ser

Tyr

30

Leu

Phe

Leu

Ser

Asp

110

Thr

Lys

Gly

Ser

Asn
190

Val

val

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Asp

val

Met

175

Ser

Lys

Gly

Asn

val

Gly

Ser

Tyr

Ala

Gly

Ile

Leu

160

Ser

Tyr

Ser



<220>

<223> muFR1-49HC
<400> 107

Glu Val Gln

1

Ser

Trp

Gly

Lys

65

Met

Thr

Ser

Leu

Cys

145

Ser

Ser

val

Met

Ala

Gly

Glu

Lys

val

Ala

130

Leu

Gly

Asp

Lys

Tyr

35

Ile

Lys

Val

Arg

Thr

115

Pro

Val

Ser

Leu

Leu

Met

20

Trp

Tyr

Ala

Ser

His

100

val

Val

Lys

Leu

Tyr
180

Gln

Ser

Ile

Fro

Lys

Ser

85

Asp

Ser

Cys

Gly

Ser

165

Thr

Gln

Cys

Lys

Gly

Leu

70

Leu

Tyr

Ser

Gly

Tyr

150

Ser

Leu

Ser

Lys

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly

Ala

Asp

135

Phe

Gly

Ser

Gly

Ala

Arg

40

Ser

Ala

Asn

Ala

Lys

120

Thr

Pro

Val

Ser

ES 2813549 T3

Thr

Ser

25

Pro

Asp

val

Glu

Met

105

Thr

Thr

Glu

His

Ser
185

val

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Asp

Thr

Gly

Pro

Thr

170

val

Leu

Tyr

Gln

Thr

Ser

75

Ser

Tyr

Ala

Ser

Val

155

Phe

Thr

Ala

Lys

Gly

Tyr

60

Ala

Ala

Trp

Pro

Ser

140

Thr

Pro

val

109

Arg

Phe

Leu

45

Asn

Asn

Val

Gly

Ser

125

val

Leu

Ala

Thr

Pro

Thr

30

Glu

Leu

Thr

Tyr

Gln

110

val

Thr

Thr

val

Ser
190

Gly

15

Asn

Leu

Lys

val

Tyr

95

Gly

Tyr

Leu

Trp

Leu

175

Ser

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Thr

Pro

Gly

Asn

160

Gln

Thr



Trp

Thr

Cys

225

val

Ser

Asp

Gln

Ser

305

Lys

Ile

Pro

Met

Asn

385

Ser

Asn

Leu

Pro

Lys

210

Pro

Phe

Bro

val

Thr

290

Ala

Cys

Ser

Bro

Val

370

Gly

Asp

Trp

His

Ser

195

val

Pro

Ile

Ile

Gln

275

Gln

Leu

Lys

Lys

Pro

355

Thr

Lys

Gly

val

Asn
435

<210> 108

<211> 215

<212> PRT

Gln

Asp

Cys

Phe

Val

260

Ile

Thr

Pro

Val

Pro

340

Glu

Asp

Thr

Ser

Glu

420

His

Ser

Lys

Lys

Pro

245

Thr

Ser

His

Ile

Asn

325

Lys

Glu

Phe

Glu

Tyxr

405

Arg

His

Ile

Lys

Cys

230

Pro

Cys

Trp

Arg

Gln

310

Asn

Gly

Glu

Met

Len

390

Phe

Asn

Thr

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> muFR1-57LC

Thr

Ile

215

Pro

Lys

val

Phe

Glu

295

His

Lys

Ser

Met

Pro

375

Asn

Met

Ser

Thr

Cys

200

Glu

Ala

Ile

val

val

280

Asp

Gln

Asp

val

Thr

360

Glu

Tyr

Tyr

Tyr

Lys
440

Asn

Pro

Pro

Lys

Val

265

Asn

Tyr

Asp

Leu

Arg

345

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

425

Ser

ES 2813549 T3

Val

Arg

Asn

Asp

250

Asp

Asn

Asn

Trp

Pro

330

Ala

Lys

Ile

Aan

Lys

410

Cys

Phe

Ala

Gly

Leu

235

val

Val

val

Ser

Met

315

Ala

Pro

Gln

Tyr

Thr

395

Leu

Ser

Ser

His

Pro

220

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

300

Ser

Pro

Gln

val

val

380

Glu

Arg

val

Arg

110

Pro

205

Thr

Gly

Met

Glu

val

285

Leu

Gly

Ile

Val

Thr

365

Glu

Bro

Val

Vval

Thr
445

Ala

Ile

Gly

Ile

Asp

270

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

350

Leu

Trp

Val

Glu

His

430

Pro

Ser

Lys

Pro

Ser

255

Asp

Thr

val

Glu

Arg

335

val

Thr

Thr

TLen

Lys

415

Glu

Gly

Ser

Pro

Ser

240

Leu

Pro

Ala

Val

Phe

320

Thr

Leu

Cys

Asn

Asp

400

Lys

Gly

Lys
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<400> 108

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

Asp Ser Val Ser Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Asn

Leu His Trp Tyr Gln Gln Lys Ser His Glu Ser Pro
35 40

Lys Tyr Val Ser Gln Ser Val Ser Gly Ile Pro Ser
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Ser Ile Asn
65 70 15

Glu Asp Phe Gly Met Tyr Phe Cys Gln Gln Ser Asn
85 20

Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105

Ala Pro Thr Val Ser Ile Phe Pro Pro Ser Ser Glu
115 120

Gly Gly Ala Ser val Val Cys Phe Leu Asn Asn Phe
130 135 140

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

Leu Asn Ser Trp Thr Asp Gln Asp Ser Lys Asp Ser
165 170

Ser Ser Thr Leu Thr Leu Thr Lys Asp Glu Tyr Glu
180 185

Tyr Thr Cys Glu Ala Thr His Lys Thr Ser Thr Ser
195 200

Ser Phe Asn Arg Asn Glu Cys
210 215

<210> 109

<211> 448

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> muFR1-57HC

<400> 109

111

Val

Ile

Arg

45

Arg

Ser

Ser

Arg

Gln

125

TYyr

Gln

Thr

Arg

Pro
205

Thr

Asn

30

Leu

Phe

val

Trp

Ala

110

Leu

Pro

Asn

Tyr

His

190

Ile

Pro

15

Asn

Leu

Ser

Glu

Pro

95

Asp

Thr

Lys

Gly

Ser

175

Asn

Val

Gly

Asn

Ile

Gly

Thr

80

His

Ala

Ser

Asp

val

160

Met

Ser

Lys



Asp

Ser

Gly

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Ser

Leu

Cys

145

Ser

Ser

Trp

Thr

Val

Arg

Met

Tyr

50

Gly

Gln

Arg

val

Ala

130

Leu

Gly

Asp

Pro

Lys
210

Gln

Lys

His

35

Ile

Arg

Met

Glu

Thr

115

Pro

val

Ser

Leu

Ser

195

vVal

Leu

Leu
20

Trp

Ser

Phe

Thr

Ala

100

val

val

Lys

Leu

Tyr

180

Gln

Asp

Val

Ser

val

Ser

Thr

Ser

85

Tyr

Ser

Cys

Gly

Ser

165

Thr

Ser

Lys

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Gly

Ser

Gly

Tyr

150

Ser

Leu

Ile

Lys

Ser

Ala

Gln

Ser

S5

Ser

Arg

Ser

Ala

Asp

135

Phe

Gly

Ser

Thr

Ile
215

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ser

Ser

Lys

120

Thr

Pro

Val

Ser

Cys

200

Glu

ES 2813549 T3

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Met

105

Thr

Thr

Glu

His

Ser

185

Asn

Pro

Gly

10

Gly

Glu

Ile

Asn

Asp

20

Glu

Thr

Gly

Pro

Thr

170

Val

Val

Arg

Leu

Phe

Lys

Ser

Ser

75

Thr

Tyr

Ala

Ser

val

155

Phe

Thr

Ala

Gly

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Pro

Ser

140

Thr

Pro

val

His

Pro
220

112

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Lys

Met

Gly

Ser

125

val

Leu

Ala

Thr

Pro

205

Thr

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln

110

val

Thr

Thr

Val

Ser

190

Ala

Ile

Gly

15

Ser

Trp

Thr

Leu

Tyr

95

Gly

Tyr

Leu

Trp

Leu

175

Ser

Ser

Lys

Gly

Phe

Val

Val

Leu

80

Cys

Thr

Pro

Gly

Asn

160

Gln

Thr

Ser

Pro



Cys

225

Val

Ser

Asp

Gln

Ser

305

Lys

Ile

Pro

Met

Asn

385

Ser

Asn

Leu

<210> 110
<211> 214

Pro

Phe

Pro

val

Thr

290

Ala

Cys

Ser

Pro

val

370

Gly

Asp

Trp

His

Pro

Ile

Ile

Gln

275

Gln

Leu

Lys

Lys

Pro

355

Thr

Lys

Gly

Val

Asn
435

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> muFR1-65LC
<400> 110

Cys

Phe

Val

260

Ile

Thr

Pro

Val

Pro

340

Glu

Asp

Thr

Ser

Glu

420

His

Lys

Fro

245

Thr

Ser

His

Ile

Asn

325

Lys

Glu

FPhe

Glu

Tyr

405

Arg

His

Cys

230

Pro

Cys

Trp

Arg

Gln

310

Asn

Gly

Glu

Met

Leu

390

Phe

Asn

Thr

Pro

Lys

val

Phe

Glu

295

Hisg

Lys

Ser

Met

Pro

375

Asn

Met

Ser

Thr

Ala

Ile

Val

Val

280

Azp

Gln

Asp

val

Thr

360

Glu

Tyr

Tyr

Tyr

Lys
440
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Pro

Lys

Val

265

Asn

Tyr

Asp

Leu

Arg

345

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

425

Ser

Asn

Asp

250

Asp

Asn

Asn

Trp

Pro

330

Ala

Lys

Ile

Asn

Lys

4190

Cys

Phe

Leu

235

Val

Val

val

Ser

Met

315

Ala

Pro

Gln

Tyr

Thr

395

Leu

Ser

Ser

Leu

Len

Ser

Glu

Thr

300

Ser

Pro

Gln

val

val

380

Glu

Arg

Val

Arg

113

Gly

Met

Glu

val

285

Leu

Gly

Ile

val

Thr

365

Glu

Pro

val

val

Thr
445

Gly

Ile

Asp

270

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

350

Leu

Trp

Val

Glu

His

430

Pro

Pro

Ser

255

Asp

Thr

val

Glu

Arg

335

val

Thr

Thr

Leu

Lys

415

Glu

Gly

Ser

240

Leu

Pro

Ala

Val

Phe

320

Thr

Leu

Cys

Asn

Asp

400

Lys

Gly

Lys



Agp Ile Val

Asp Arg Val

Val Ala Trp
35

Tyr Ser Ala
50

Ser Gly Ser

Ala Asp Leu

Thr Phe Gly

Pro Thr Val
115

Gly Ala Ser
130

Agn Val Lys
145

Asn Ser Trp

Ser Thr Leu

Thr Cys Glu
195

Phe Asn Arg
210
<210> 111
<211> 444
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> muFR1-65HC

<400> 111

Met

Ser

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

100

Ser

val

Trp

Thr

Thr

180

Ala

Asn

Thr

val

Gln

Tyr

Thr

Glu

85

Gly

Ile

val

Lys

Asgp

165

Leu

Thr

Glu

Gln

Thr

Gln

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

Ile

150

Gln

Thr

His

Cys

Ser

Cys

Lys

Tyr

S5

Phe

Phe

Lys

Pro

Phe

135

Asp

Asp

Lys

Lys

Gln

Lys

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

120

Leu

Gly

Ser

Asp

Thr
200
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Lys

Ala

25

Gly

Glu

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ser

Lys

Glu

185

Ser

Phe

10

Ser

Gln

val

Thr

Gln

90

Ile

Ser

Asn

Glu

Asp

170

Tyr

Thr

Met

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Glu

Phe

Arg

155

Ser

Glu

Ser

Ser

Asn

Pro

Asp

60

Ser

Asgn

Arg

Gln

Tyr

140

Gln

Thr

Arg

Pro

114

Thr

val

Lys

45

Arg

Asn

Ser

Ala

Leu

125

Pro

Asn

Tyr

His

Ile
205

Ser

Gly

30

Ala

Phe

Met

Tyr

Asp

110

Thr

Lys

Gly

Ser

Asn

190

val

Val

15

Pro

Leu

Thr

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Asp

val

Met

175

Ser

Lys

Gly

Asn

Ile

Gly

Ser

Tyr

Ala

Gly

Ile

Leu

160

Ser

Tyr

Ser



Gln

Ser

Thr

Gly

Lys

65

Met

Ala

Gly

Tyr

Leu
145

Trp

Leu

Ser

Ser

Lys

225

Pro

Val

val

Met

Tyr

50

Asp

Gln

Ser

Thr

Pro

130

Gly

Asn

Glu

Met

Ser

210

Pro

Pro

Gln

Lys

His

35

Ile

Lys

Leu

Gly

Ser

115

Leu

Cys

Ser

Ser

Arg

195

Thr

Cys

Lys

Leu

Met
20

Trp

Asn

Ala

Asn

Gly

100

val

Ala

Leu

Gly

Asp

180

Pro

Lys

Ile

Pro

Gln

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Ala

Thr

Pro

val

Ser

165

Leu

Ser

Val

Cys

Lys

Gln

Cys

Lys

Ile

Leu

70

Leu

Tyr

val

Gly

Lys

150

Leu

Tyr

Glu

Asp

Thr

230

Asp

Ser

Lys

Gln

Ser

Thr

Thr

Gly

Ser

Ser

135

Gly

Ser

Thr

Thr

Lys

215

Val

Val

Gly

Ala

Arg

40

Gly

Ala

Ser

Arg

Ser

120

Ala

Tyr

Ser

Leu

Vval

200

Lys

Pro

Leu

ES 2813549 T3

Ala

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Llys

105

Ala

Ala

Phe

Gly

Ser

185

Thr

Ile

Glu

Thr

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Pro

Lys

Gln

Pro

Val

170

Ser

Cys

Val

Val

Ile

Leu

Tyxr

Gln

Asn

Ser

75

Ser

Met

Thr

Thr

Glu

155

His

Ser

Asn

Pro

Ser

235

Thr

Ala

Thr

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Asp

Thr

Asn

140

Pro

Thr

vVal

val

Arg

220

Ser

Leu

115

Arg

Phe

Leu

45

Asn

Ser

val

Tyr

Pro

125

Ser

val

Phe

Thr

Ala

205

Asp

Val

Thr

Pro

Thr

Ala

Gln

Thr

Tyr

Trp

110

Pro

Met

Thr

Pro

Val

190

His

Cys

Phe

Pro

Gly
15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gly

Ser

Vval

val

Ala

175

Pro

Pro

Gly

Ile

Lys

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Gln

val

Thr

Thr

160

Val

Ser

Ala

Cys

Phe

240

Val
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245 250 255

Thr Cys Val Val Val Asp Ile Ser Lys Asp Asp Pro Glu Val Gln Phe
260 265 270

Ser Trp Phe Val Asp Asp Val Glu Val His Thr Ala Gln Thr Gln Pro
275 280 285

Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr Phe Arg Ser Val Ser Glu Leu Pro
290 295 300

Ile Met His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Phe Lys Cys Arg Val
305 310 315 320

Asn Ser Ala Ala Phe Pro¢ Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Thr
325 330 335

Lys Gly Arg Pro Lys Ala Pro Gln Val Tyr Thr Ile Pro Pro Pro Lys
340 345 350

Glu Gln Met Ala Lys Asp Lys Val Ser Leu Thr Cys Met Ile Thr Asp
355 360 365

Phe Phe Pro Glu Asp Tle Thr Val Glu Trp Gln Trp Asn Gly Gln Pro
370 375 380

Ala Glu Asn Tyr Lys Asn Thr Gln Pro Ile Met Asn Thr Asn Gly Ser
385 390 395 400

Tyr Phe Val Tyr Ser Lys Leu Asn Val Gln Lys Ser Asn Trp Glu Ala
405 410 415

Gly Asn Thr Phe Thr Cys Ser Val Leu His Glu Gly Leu His Asn His
420 425 430

His Thr Glu Lys Ser Leu Ser His Ser Pro Gly Lys
435 440

<210> 112

<211> 214

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> huFR1-48LC

<400> 112

Agp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser vVal Ser val Gly
1 5 10 15

116



Glu

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

<210> 113
<211> 446

Arg

Ala

Ala

50

Glu

Asp

Phe

Ser

Ala

130

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
210

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

val

115

Ser

Gln

val

Leu

Glu

195

Arg

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> huFR1-48HC
<400> 113

Thr

20

Tyr

Thr

Gly

Gly

Gln

100

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

180

Val

Gly

Ile

Gln

Asn

Thr

Ser

85

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

150

Gln

Ser

His

Cys

Cys

Lys

Ala

55

Tyr

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

Arg

Pro

40

Asp

Ser

Cys

Leu

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200
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Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Ser

Lys

val

Lys

His

20

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

Glu

Ser

Pro

Ile

75

Phe

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Asn

Pro

Ser

60

Asn

Trp

Arg

Gln

Tyr

140

Ser
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Tyr

Thr

Leu

Gly

Ser

115

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

195

Asn

His

val

Thr

Glu

275

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

Gly

100

val

Ala

Leu

Gly

Ser

180

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

260

Val

Thr

val

Cys

Ser

340

Pro

Ala

Thr

Pro

Val

Ala

165

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

245

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

325

Lys

Ser

Tyr

val

Ser

Lys

150

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

230

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

310

Vval

ala

Arg

Gly

Ser

Ser

135

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

215

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

295

val

Ser

Lys

Asp

Arg

Ser

120

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

200

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

280

Glu

Leu

Agn

Gly

Glu

Lys

105

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

185

Tyr

Lys

Pro

Lys

Val

265

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

345

Leu
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Pro

Ser

Thr

Pro

Val

170

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

250

Val

Val

Gln

Gln

Ala

330

Pro

Thr

Met

Thr

Ser

Glu

155

His

Ser

Cys

Glu

Pro

235

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

315

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

Gly

140

Pro

Thr

val

Asn

Pro

220

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

300

Trp

Pro

Glu

Asn

Tyr

Gly

125

Gly

Val

Phe

Val

val

205

Lys

Leu

Thr

Val

Val

285

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

127

Trp

110

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

190

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

279

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

350

val

Gly

Ser

Ala

Val

Ala

175

Val

His

Cys

Gly

Met

2h5

Hig

Val

Tyr

Gly

Ile

335

val

Ser

Gln

val

Ala

Ser

160

val

Pro

Lys

Asp

Gly

240

Ile

Glu

His

Arg

Lys

320

Glu

Tyr

Leu



10

15

355 360
Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr
370 375
Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn
385 390
Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe
405
Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn
420
Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr
435 440
Gly
<210> 120
<211> 396
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> huFR1-48_VL
<400> 120
gaattogeocca ccatgggatg gagttgtatc
gtacactccg atattcaaat gacacagtcc
agggttacca tcacectgecg tgcatcagag
cagaaacctg gcaagtccce taagetgttg
gtgccttcocce gtttcagtgg gtcagagtca
ctcocagectg aggatttegg ctectattac
ttoggecagyg gaaccaaact tgaaattaaa
<210> 121
<211> 437
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> huFR1-48_VH

<400> 121

ES 2813549 T3

FPro Ser Asp

Asn Tyr Lys

395

Leu Tyr Ser

410

val
425

Phe Ser

Gln Lys Ser

atcctgtttc
cctteatecce
aacatctatt
gtctacgeeg
ggcaccgact
tgtcagecact

cgtacg

365

Ile
380

Ala
Thr Thr
Leu

Lys

Cys Ser

vVal

Pro

Thr

val

Glu Trp

val
400

Pro

val
415

Asp

Met His

430

Ser
445

Leu

ttgtggctac
tgtccegtcag
ccaacctege
ctacaaacct
attctctgaa

tetgggetag

128

Leu

Ser Pro

agccacaggg
tgtgggggaa
ctggtaccaa
cgeccgatggg
gatcaactcc

tccatatact

&0

120

180

240

300

360

396
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aagcttgcca
gtgeactcete
gttaagectcet
aagcaacggc
agcaggtaca
acagcatata
cgcegggatg
gcaagcaceca
<210> 122

<211> 396

<212> ADN

ccatggogtyg
aggteccaact
catgtaaage
caggcocaggyg

ctcagaaatt
tgcaagtctc
gcaactatgec

agggeec

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> huFR1-49_VL

<400> 122
gaattogcca
gtgcacagtg
cgtgtecacta
cagaaaccceqg
gtgcccagec
ctgecagectg
tttggacagg
<210> 123
<211> 440
<212> ADN

ccatgggttg
acattcagat
tcacatgcag
ggaagtctca
ggtttagegg
aggattttgg

gaacaaagct

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> huFR1-49_VH

<400> 123

gagctgecatc
tgtgecagagce
atctggctac
cctggagtgyg

tcagggaaag

ctctctgacc

agcctattgg

gtcatgeatt
gacccaaagc
agcttceccogag
aaaacttctc
atctggttca
tacctactat

ggagatcaag

ES 2813549 T3

atcettttte
ggagccgagg
acctttacta
attggtgcta
gctaccctta

tcagaggata

ggtcaaggea

atcctgtttc
cectecagtce
aatatttaca
gtatatacag
ggcaccgact
tgccageatt

cgtacg

tggtggccac
tggccaaacce
actactggat
tttatcccgg
ccgeccgataa
gtgctgtcta

cececttgtgac

tggtcgeaac
tgagcgtttc
ctaacctege
ccagcaactt
attctttgaa

tttgggtatc

129

tgccaccgge
cggagctagt
gcagtggatc
aaacggggat
gagttecttce
ttactgcgct

tgtateccgeca

agcaacaggt
cgtgggggaa
atggtaccag
ggcagatggg
aattaattce

accatacact

60

120

180

240

300

360

420

437

&0

120

180

240

300

380

396
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aagcttgcca
gtoeatteac
gtgaagatga
aaacaacgcc
acaacataca
accgtgtaca
aagcgccatg
tccgetteoca
<210> 124

<211> 399

<212> ADN

ccatgggcetyg
aggtacaget
gttgcaagge
ccggecaggy
atcagaagtt
tggaggtaag
attacggcge

ccaagggece

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> huFR1-

<400> 124

gaattcgcca
gttcattccyg
cgggtctcac
cagaagcctg
atcoctgace
gtggagectyg
acctttggee
<210> 125

<211> 440

<212> ADN

57 VL

ccatgggctg
aaattgttct
tgagttgecag
gccagtctce
gtttoteogy
aggatttcgg

aagggaccaa

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> huFR1-

<400> 125

57_VH

gtcttgtatt
¢caacagtet
ctctggctac
tctggaactc
tcagggcaaa
tagcttgact

catggattac

gtcatgcatt
tactcagagc
agcttcccag
tcgcttgetg
gtcaggttca
aatgtacttt

gotggagatce

ES 2813549 T3

attcttttte
ggcgeagtty
accttcacta
attggagcca
gcaaccctga
agtgaagatt

tggggccaag

attttgttce
cctgcaacct
aatatcaaca
attaagtatg
ggcaccgact
tgccagcaga

aagcgtacg

ttgtggecac
tegecaagee
attattggat
tctacccagg
ccgctgtaac
ccgecagtata

gtaccagtgt

tggtcgeccac
tgagtgtgac
ataatctgca
tctcacagag
tcacactgte

gcaatagctg

130

agccacagga
cggegectet
gtactggatc
caactccgac
ctcagctaat
ctattgcace

gaccgtgtct

cgcaaccggce
acccggcegat
ctggtatcag
cgtgtcaggt
catttetage

gcctecactac

60

120

180

240

300

360

420

440

60

120

180

240

300

360

399
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aagcttgcca
gtgeactecy
agacggctgt
cgtcaggeccc
atttcttatg
acccttetge
agagaggcct
tccgcatcta
<210> 126

<211> 396

<212> ADN

ccatgggcetyg
aggtgeaget
cectgegetge
ccgggaaggy
ctgattecegt
tgcagatgac
acggcagtag

ctaagggece

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> huFR1-

<400> 126
gaattcgcca
gtcecattceg
cgggtgtetg
cagaaaccag
gtteccgece
atgcaatcecg
tteggecagg
<210> 127
<211> 446
<212> ADN

65_VL

ccatgggetyg
aaatcgtgat
tgacctgcaa
ggcagtcacc
ggttcacagg
aggacctgge

ggaccaagct

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> huFR1
<400> 127

-65_VH

gagctgtatc
ggtegaatee
ctctgggttt
cctggaatgg
taagggacgc
ctctcteege

tatggaatac

gtettgeatt
gacccaatct
ggcctctecag
cagagccctg
tagtgggtcce
cgaatacttc

ggaaataaag

ES 2813549 T3

atcttgttce
ggcggaggec
actttctcaa
gttgcttata
ttcaccattt
gccgaagaca

tgggggcagyg

attctgttee
cccgecacea
aatgttggce
atttactccg
ggcactgact
tgtcagcagt

cgtacg

ttgtggecac
tggtgcages
gtttcggtat
tatcatctgg
ccagagacaa
ccgcaatgta

ggaccctggt

tggttgcaac
tgtctacctce
caaacgtggc
cttcttacag
ttaccttgac

acaattcata

131

agctactggce
tggggggagt
gcactgggtyg
cagctccacc
cagtaagaaa
ttattgtgect

gaccgtgtct

agocecactgge
tceccggggac
atggtatcaa
atattcagga
catttccaac

tccctataca

60

120

180

240

300

360

420

440

60
120
180
240
300
360

396
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aagcttgcca
gtacacteoe
gtaaaaatgt
aaacagcgcce
acaaactaca
accgcatata
tceggegatyg
gtgagtageg
<210> 128
<211> 17
<212> PRT

ccatgggctg
aggtgcagtt
cctgcaaagce
caggacaggyg
atcagaaatt
tgcagctcaa
cttatggeceg

cctcaaccaa

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

gtcatgcata
ggtgeagage
tagcgggtac
gctcgectgyg
tcagggaaag
cteoeetgace
gaaacccatg

gggeee

ES 2813549 T3

atcctgttec
ggggecgaayg
acattcacat
ataggctata
gcaaccctga
agtgaagata

gattactggg

<223> HC CDR2 de Mov19 murino definido por Kabat

<400> 128

tggtcgcaac
ttgetaagee
cctatactat
ttaacccaat
ccgccegacaa
gecgeagtgta

gacaaggcac

cgctacaggt
cggtgeaagt
gcattgggta
atcaggatac
gtcctcttet
ttactgtgee

ctcegtcaca

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

1

Asp
<210> 129
<211>17
<212> PRT

5

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

10

<223> HC CDR2 de Mov19 humano definido por Kabat

<400> 129

15

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

1

Gly
<210> 130
<211>17
<212> PRT

5

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

10

<223> HC CDR2 de muFR1-49 definido por Kabat

<400> 130

132

15

60

120

180

240

300

380

420

446
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Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Ser Asp Thr Thr Tyr Asn Leu Lys Phe Lys
1 5 10 15

Gly
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REIVINDICACIONES
1. Un inmunoconjugado que tiene la formula (A) - (L) - (C), en donde:

(A) es un anticuerpo humanizado o fragmento de unién al antigeno del mismo que se une especificamente al
receptor 1 de folato humano;

(L) es un conector; y
(C) es un maitansinoide o un analogo de maitansinoide,
en donde el conector (L) liga (A) a (C),

en donde el anticuerpo o un fragmento de unién al antigeno del mismo comprende un dominio variable de cadena
pesada (HC) que comprende:

una CDR1 de HC que comprende la secuencia de aminoacidos de GYTFTGYFMN; una CDR2 de HC que
comprende la secuencia de aminoacidos de RIHPYDGDTF; y una CDR3 de HC que comprende la secuencia de
aminoacidos de YDGSRAMDY (SEQ ID NO: 3); y

en donde el anticuerpo o un fragmento de unién al antigeno del mismo comprende un dominio variable de cadena
ligera (LC) que comprende:

una CDR1 de LC que comprende la secuencia de aminoacidos de KASQSVSFAGTSLMH (SEQ ID NO: 7); una
CDR2 de LC que comprende la secuencia de aminoacidos de RASNLEA (SEQ ID NO: 8); y una CDR3 de LC que
comprende la secuencia de aminoacidos de QQSREYPYT (SEQ ID NO: 9).

2. El inmunoconjugado de la reivindicaciéon 1, caracterizado ademas porque (L) es un conector seleccionado del
grupo que consiste en: un conector no escindible, un conector hidréfilo y un conector basado en acido dicarboxilico.

3. El inmunoconjugado de la reivindicacion 1, caracterizado ademas porque (L) es un conector escindible.

4. El inmunoconjugado de la reivindicacion 1, en donde el conector se selecciona del grupo que consiste en: 4-(2-
piridilditio)-2-sulfobutanoato de N-succinimidilo (sulfo-SPDB), 4-(2-piridiltio)-butanoato de N-succinimidilo (SPDB),
éster de  N-succinimidil-[(N-maleimidopropionamido)-tetraetilenglicol]-(NHS-PEG4-maleimida),  4-(2-piridiltio)-
pentanoato de N-succinimidilo (SPP), 4-(2-piridilditio)-2-sulfopentanoato de N-succinimidilo (sulfo-SPP), 4-
(maleimidometil)-ciclohexanocarboxilato de N-succinimidilo (SMCC), 4-(maleimidometil)-ciclohexanocarboxilato de
N-sulfosuccinimidilo (sulfo-SMCC) y 4-(yodoacetil)-aminobenzoato de N-succinimidilo (SIAB).

5. El inmunoconjugado de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el maitansinoide es N(2')-desacetil-
N2'-(4-mercapto-4-metil-1-oxopentil)-maitansina o N(2’)-desacetil -N (2’)-(3-mercapto-1-oxopropil)-maitansina.

6. El inmunoconjugado de la reivindicacién 5, en donde (L) es 4-(2-piridilditio)-butanoato de N-succinimidilo (SPDB) o
4-(2-piridilditio)-2-sulfobutanoato de N-succinimidilo (sulfo-SPDB) y en donde (C) es N(2’)-desacetil-N2'-(4-mercapto-
4-metil-1-oxopentil)-maitansina o N(2’)-desacetil-N(2')-(3-mercapto-1-oxopropil)-maitansina.

7. El inmunoconjugado de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde el dominio variable de HC del
anticuerpo o de un fragmento de union al antigeno del mismo comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 4,

en particular en donde la HC del anticuerpo comprende la misma secuencia de aminoacidos que la secuencia de
aminoacidos de la HC codificada por el plasmido depositado en la ATCC como PTA-10772.

8. El inmunoconjugado de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde el dominio variable de LC del
anticuerpo o de un fragmento de union al antigeno del mismo comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 10 o SEQ ID NO: 11,

en particular en donde la LC del anticuerpo comprende la misma secuencia de aminoacidos que la secuencia de
aminoacidos de la LC codificada por el plasmido depositado en la ATCC como PTA-10773 o PTA-10774.

9. El inmunoconjugado de la reivindicaciéon 1, en donde la HC del anticuerpo comprende la secuencia de
aminoacidos de la HC codificada por el plasmido depositado en la ATCC como PTA-10772, en donde:

i) la LC del anticuerpo comprende la secuencia de aminoacidos de la LC codificada por el plasmido depositado en la
ATCC como PTA-10774;

(L) es 4-(2-piridilditio)-2-sulfobutanoato de N-succinimidilo (sulfo-SPDB); y

(C) es N(2’)-desacetil-N2'-(4-mercapto-4-metil-1-oxopentil)-maitansina (DM4);
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ii) la LC del anticuerpo comprende la secuencia de aminoacidos de la LC codificada por el plasmido depositado en la
ATCC como PTA-10773;

(L) es éster de N-succinimidil-[(N-maleimidopropionamido)-tetraetilenglicol]-(NHS-PEG4-maleimida); y
(C) es N(2')-desacetil-N2'-(3-mercapto-1-oxopropil)}-maitansina (DM1),

i) la LC del anticuerpo comprende la secuencia de aminoacidos de la LC codificada por el plasmido depositado en
la ATCC como PTA-10774;

(L) es 4-(2-piridilditio) butanoato de N-succinimidilo (SPDB); y
(C) es N(2')-desacetil-N2'-(4-mercapto-4-metil-1-oxopentil)-maitansina (DM4), o

iv) la LC del anticuerpo comprende la secuencia de aminoacidos de la LC codificada por el plasmido depositado en
la ATCC como PTA-10774;

(L) es 4-(2-piridilditio)pentanoato de N-succinimidilo (SPP); y

(C) es N(2’)-desacetil-N (2')-(3-mercapto-1-oxopropil)-maitansina (DM1),
en donde el conector (L) liga (A) a (C),

en particular en donde

la LC del anticuerpo comprende la secuencia de aminoacidos de la LC codificada por el plasmido depositado en la
ATCC como PTA-10774;

(L) es 4-(2-piridilditio)-2-sulfobutanoato de N-succinimidilo (sulfo-SPDB); y
(C) es N(2')-desacetil-N2'-(4-mercapto-4-metil-1-oxopentil)-maitansina (DM4);
en donde (L) liga (A) a (C).

10. El inmunoconjugado de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, que comprende ademas 2-6 (C), en
particular

i) que comprende ademas una segunda (C),

ii) que comprende ademas una segunda y una tercera (C), o

iii) que comprende ademas una segunda, una tercera y una cuarta (C),
comprendiendo ademas preferiblemente 3-4 (C).

11. El inmunoconjugado de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde el anticuerpo o fragmento de
unién al antigeno comprende un Fab, un Fab’, un F(ab’)2, un scFv, un Fv unido por disulfuro, un intracuerpo, un IgG-
CH2, un minicuerpo, un F(ab’)3, un tetracuerpo, un triacuerpo, un diacuerpo, DVD-lIg, mAb2, un (scFv)2 o un scFv-
Fc.

12. El inmunoconjugado de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde el anticuerpo o fragmento de
union al antigeno se une a un receptor 1 de folato humano con una Kd de aproximadamente 1,0 a aproximadamente
10 nM, preferiblemente se une a un receptor 1 de folato humano con una Kd de aproximadamente 1,0 nM o mejor,
en particular en donde la afinidad de unién se mide por citometria de flujo, Biacore o radioinmunoensayo.

13. Una composicién farmacéutica que comprende el inmunoconjugado de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12
y un vehiculo farmacéuticamente aceptable, preferiblemente en donde los inmunoconjugados tienen un promedio de
aproximadamente 3 a aproximadamente 4 (C) por (A), en particular en donde los inmunoconjugados tienen un
promedio de aproximadamente 3,5 + 0,5 (C) por (A).

14. Un reactivo de diagndstico que comprende el inmunoconjugado de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en
donde el reactivo de diagnéstico comprende ademas un marcador, preferiblemente en donde el marcador se
selecciona del grupo que consiste en un radiomarcador, un fluoréforo, un croméforo, un agente de imagenologia y
un ion metalico.

15. Un inmunoconjugado de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 para uso en el tratamiento del cancer en un
sujeto.

16. El inmunoconjugado para uso segun la reivindicacién 15, en donde el cancer se selecciona del grupo que
consiste en cancer de ovario, cancer de cerebro, cancer de mama, cancer uterino, cancer de endometrio, cancer
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pancreatico, cancer renal, cancer de peritoneo y cancer de pulmén, en particular en donde el cancer es cancer de
ovario, cancer uterino, cancer de endometrio, cancer de peritoneo o un cancer de pulmén, mas en particular en
donde el cancer es cancer de ovario.
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Figura 1A

- Cadena Ligera
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Figura 1B
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 5
Actividad citotoxica de
Afinidad sobre .
Clon Hsotipo células SKOV3,  jeonjugados PEG4-mal-DM4
1 d. oM §50b1 e células KB, IC5(¢, nM
’ (exposicién continua)
#HuMovld HeGl 0,07 0,15
muFR1-9 {gG1 0,03 EO,ZZ
wuFR1-13 {gG2b 0,66 0,15
: : : 4 : s :
ruFR1-22 1oG2a 30,69 10,14
mniR1-23 1gG2a 0,55 i0,13
e FR1-23 1aG1 0,60
v FRE-21 1gG2h 0,07 0,10
huFRI-21 fgG1 10,07 0,10
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Figura 6
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Figura 7

Actividad citotoxica de
huFR1-21-PEG4-mal-DM4 y huMov192-PEG4-mal-DM4
en Células KB
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Figura 8

Volumen tumoral medio (mm?)
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Figura 10
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Dias después de la inoculacidn

Una sola inyeccion de 10 mg/kg el dia 6 después de la inoculacion, modelo KB
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Figura 11

Volumen tumoral medio (mm?)
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Figura 12
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Figura 13
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A. Una sola inyeccién
de 5 mg/kg

Volumen tumoral medio (mm®)

B. Una sola inyeccidn

'2.000

1.500 %

1.000 3

500 &

de 2,5 mg/kg

Volumen tumoral medio (mm?)

2.000 4

1.500 4

1.000 4

500 =

il PR

= UM OVIS-SPP-DA T 4,3}

- $1s8E O S guifo-SPDR-DR4 (3.8}
- B OViS-gulfo-SPDE-DML 8.8 ¥
g By OVIS-SPDE-DM 4 (4,4}

* Dosis igualada por DM4 para
grupo de carga de farmacos
habituales

10 60
Dias después de la inoculacion

—8— PBE
~—a— fud OVIS-SPP.DR T (4,5}
i B OV 1S sullo-SFDE-DN S {38}
~%- hu# QVif-sulfo-SPDE-DMS (6,87
- —g— hul OVi9-SPOR-DM 4 {4.4)
* Dosis igualada por DM4 para

grupa de carga de farmacos
habituales

5 : sy * i ¥
14 2 30 4 50 60
Dias después de la inoculacién

151



Figura 14
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Figura 15
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Figura 16
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Figura 17
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Figura 18
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Figura 19
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