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DESCRIPCION
Anticuerpos y vacunas para su uso en tratar canceres ROR1 e inhibir metastasis
Informacién sobre subvenciones

Esta invencioén se hizo con apoyo gubernamental bajo PO1-CA081534 y R37-CA049870 otorgados por los Institutos
Nacionales de Salud y DR1-01430 Instituto de Medicina Regenerativa de California. El gobierno tiene ciertos derechos
en la invencion.

Campo de la invencion

La invencion se refiere en general a anticuerpos contra el receptor huérfano de tipo receptor tirosina quinasa 1, asi
como a métodos para inhibir metastasis.

Informacién preliminar

El cancer es la segunda causa principal de muerte humana después de la enfermedad coronaria. A nivel mundial,
millones de personas mueren de cancer cada afo. En los Estados Unidos solo, el cancer produce la muerte de
bastante mas de medio millén de personas anualmente, con unos 1,4 millones de casos nuevos diagnosticados al
afio. Mientras que las muertes de enfermedad cardiaca han ido disminuyendo significativamente, las resultantes de
cancer en general estan en aumento. Los receptores tirosinas quinasas (RTK) desempefian papeles criticos en
diferenciacion celular, proliferacion, migracion, angiogénesis y supervivencia. El receptor huérfano de tipo receptor
tirosina quinasa 1 (ROR1) es una proteina de membrana de tipo | evolutivamente conservada que pertenece a la
subfamilia ROR y tiene dominios extracelulares que contienen dominios de tipo inmunoglobulina (lg), Frizzled y Kringle.
Los ratones deficientes en ROR1 presentan una variedad de defectos fenotipicos en los sistemas esquelético y
urogenital, asi como retraso de crecimiento posnatal. ROR1 se expresa durante la embriogénesis y por una variedad
de canceres diferentes, pero no por tejidos posparto normales, y se puede considerar un antigeno de superficie
oncoembrionario. Los datos funcionales sugieren que ROR1 puede funcionar en la sefializacion de WTN no canénica
para fomentar la supervivencia de células malignas. Estudios mas recientes han mostrado que la sefializacion de WTN
no canodnica desempefia un papel principal en metastasis de tipo basal y otros subtipos de cancer de mama. La
expresion de ROR1 en cancer de mama humano también se asocia con activacion de la ruta AKT-CREB y crecimiento
aumentado de células tumorales.

El receptor huérfano de tipo receptor tirosina quinasa 1 (ROR1) es una proteina embrionaria conservada cuya
expresion se reduce progresivamente durante el desarrollo embrionario en mamiferos. La proteina intacta, incluyendo
su dominio extracelular, no parece estar significativamente expresada en tejidos normales, adultos de mamifero. En
particular, estudios no han identificado expresion significativa de ROR1 en la superficie celular de tejidos humanos
adultos normales, incluyendo células B no cancerosas normales (Baker et al., Clin. Cancer Res., 14:396 (2008);
DaneshManesh et al., Int. J. Cancer, 123:1190 (2008) y Fukuda et al., Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA, 105:3047 (2008)).
Sin embargo, ROR1 se expresa en la superficie celular de células B malignas (B-LLC) y linfoma de células del manto
(LCM). También se ha descrito que ROR1 se expresa en ciertas otras lineas celulares de cancer incluyendo linfoma
de Burkett, carcinoma de células renales, cancer de colon y cancer de mama (Solicitud de patente en los EE UU
2007/02075110). Por tanto, ROR1 se puede considerar un marcador selectivo para estos canceres.

El documento WO 2012/097313 divulga el Acm D10. El anticuerpo se une a los residuos 130-165 de huROR1,
especificamente al péptido VATNGKEVVSSTGVLFVKFGPC, tiene una KD de 40 nM y se puede usar para tratar
cancer y metastasis.

Compendio de la invencion

La invencién proporciona anticuerpos contra ROR1 como se definen en las reivindicaciones que pueden inhibir el
crecimiento de células cancerosas y metastasis. Se proporcionan ademas composiciones y los anticuerpos de la
invencion para uso en métodos de inhibir metastasis usando anticuerpos anti-ROR1 o fragmentos de unién a antigeno
de los mismos, o inmunoconjugados de anticuerpos contra ROR1. La invencién proporciona un anticuerpo anti-ROR1
humana aislado que comprende una region variable de la cadena pesada y una region variable de la cadena ligera,
en donde dicha regiéon variable de la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en
cualquiera de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 13 y SEQ ID NO: 17, y en donde dicha region
variable de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en cualquiera de SEQ ID NO: 3, SEQ
ID NO: 7, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 15, y SEQ ID NO: 19.

También se proporciona en el presente documento un anticuerpo anti-ROR1 humana aislado que tiene la misma
especificidad de unién que el anticuerpo 99961. En un aspecto, el anticuerpo se une al dominio de tipo Ig, que esta
contiguo al dominio CRD de ROR1 humana (hROR1). También se proporciona en el presente documento que el
anticuerpo se une a un epitopo que mapea en los aminoacidos 42-160 de hROR1. En un aspecto adicional, el
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anticuerpo se une a un epitopo que mapea en los aminoacidos 130-160 de hROR1. En otro aspecto, el anticuerpo
requiere la presencia de acido glutamico en la posicion 138 de hROR1 para la union.

En una forma de realizaciéon adicional, la invencion proporciona un anticuerpo anti-ROR1 humana aislado que
comprende una region variable de la cadena pesada que se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ
ID NO: 5, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 13 y SEQ ID NO: 17, y la region variable de la cadena ligera se selecciona del
grupo que consiste en SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 15y SEQ ID NO: 19. En un aspecto,
el anticuerpo segun la region variable de la cadena pesada es SEQ ID NO: 5 y la region variable de la cadena ligera
es SEQ ID NO: 7.

También proporciona en el presente documento un anticuerpo anti-ROR1 humana aislado que comprende una region
variable de la cadena pesada compuesta de CDR1, CDR2 y CDR3 seleccionadas del grupo que consiste en SEQ ID
NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34, y SEQ ID NO: 35, y la region variable de
la cadena ligera compuesta de CDR1, CDR2 y CDR3 seleccionadas del grupo que consiste en SEQ ID NO: 30, SEQ
ID NO: 31, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 37 y SEQ ID NO: 38. En un aspecto, una regién variable de
la cadena pesada compuesta de CDR1, CDR2 y CDR3 esta compuesta de SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28 y SEQ ID
NO: 29, y la region variable de la cadena ligera compuesta de CDR1, CDR2 y CDR3 seleccionadas del grupo que
consiste en SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31 y SEQ ID NO: 32.

En una forma de realizaciéon adicional, la invencién proporciona un anticuerpo anti-ROR1 humana aislado con una
afinidad de union mayor de 41 nM. En un aspecto, la afinidad de unién del anticuerpo es entre aproximadamente 500
pM y aproximadamente 6 nM. En un aspecto, la afinidad de unién del anticuerpo es aproximadamente 800 pM.

En un aspecto, el anticuerpo es 99961 o formas humanizadas del mismo, incluyendo los anticuerpos 99961.1, 99961.2,
99961.3 o0 99961.4. En otro aspecto, el anticuerpo inhibe metastasis. En un aspecto adicional, el anticuerpo se
internaliza e inhibe la migracién celular. En un aspecto adicional, el anticuerpo se internaliza y disminuye vimentina,
sanil1/2 o ZEB. En un aspecto preferido, el anticuerpo es humano, humanizado o quimérico.

En otra forma de realizacion, la invencién proporciona una formulaciéon farmacéutica que comprende el anticuerpo
contra ROR1 y un soporte farmacéuticamente aceptable.

Una forma de realizacién adicional proporciona un acido nucleico aislado que codifica el anticuerpo contra ROR1. En
otra forma de realizacion, la invencién proporciona un vector de expresion que comprende un acido nucleico que
codifica un anticuerpo contra ROR1. En una forma de realizaciéon adicional, la invencion proporciona una célula
huésped que comprende el acido nucleico que codifica un anticuerpo contra hROR1. En un aspecto adicional, la
divulgacion proporciona un método de producir un anticuerpo anti-ROR1 humana que comprende cultivar las células
huéspedes en condiciones para producir el anticuerpo, después opcionalmente recuperar el anticuerpo.

También se proporciona en el presente documento una vacuna contra células que expresan ROR-1, la vacuna
comprende una composicion farmacéuticamente aceptable de un péptido aislado o producido sintéticamente que tiene
una secuencia de aminoacidos con al menos el 95 % de identidad de secuencia a la region de union a ROR-1 del
anticuerpo D10. También se proporciona en el presente documento que la secuencia de aminoacidos de la regién de
uniéon a ROR-1 del anticuerpo D10 es VATNGKEVVSSTGVLFVKFGPC. También se proporciona en el presente
documento que la secuencia de aminoacidos de la regiéon de union a ROR-1 del anticuerpo D10 es
EVVSSTGVLFVKFGPC. También se proporciona en el presente documento que la célula que expresa ROR-1 es una
célula cancerosa. También se proporciona en el presente documento que la célula cancerosa es leucemia de células
B, linfoma, LLC, LMA, B-LLA, T-LLA, cancer ovarico, de colon, pulmén, piel, pancreatico, testicular, de vejiga, uterino,
de préstata, o suprarrenal.

También se proporciona en el presente documento una vacuna que comprende un péptido de unién a ROR1 que tiene
una secuencia de aminoacidos con al menos el 95 % de identidad de secuencia a VATNGKEVVSSTGVLFVKFGPC y
un soporte farmacéuticamente aceptable. En un aspecto de la divulgacion, el péptido es de mamifero. En aspectos
adicionales de la divulgacion, el péptido de unién a ROR1 es quimérico y/o de origen humano, de ratén, rata, porcino,
bovino, primate, felino, canino, de conejo, cabra, pollo o ursino. En otro aspecto de la divulgacion, la vacuna comprende
ademas un adyuvante inmundégeno. En un aspecto adicional de la divulgacion, el adyuvante es una fraccion soporte
inmunogeno conjugada al péptido de unién. En un aspecto de la divulgacion, la secuencia de aminoacidos del péptido
de union es VATNGKEVVSSTGVLFVKFGPC. En otro aspecto de la divulgacion, la fraccion soporte inmunégeno es
un péptido soporte, tal como hemocianina de lapa californiana (KLH), seroalbdmina bovina (BSA), ovoalbumina,
hidréxido de aluminio u otro adyuvante inmunitario farmacéuticamente aceptable. Se pueden encontrar ejemplos de
adyuvantes inmunitarios farmacéuticamente aceptables en Methods in Molecular Medicine, Vol. 42: Vaccine adjuvants:
Preparation, Methods and Research Protocols; Editado por D. T. O'Hagan; Humana Press Inc., Totowa NJ y European
Agency for the Evaluation of Medicinal Products, Committee for Proprietary Medicinal Products, Guidelines on
Adjuvants in Vaccines, Londres 2004.

También se divulga en el presente documento en el contexto de la invencion una vacuna que comprende un péptido
de union a ROR1 que tiene una secuencia de aminoacidos con al menos el 95 % de identidad de secuencia a
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EVVSSTGVLFVKFGPC y un soporte farmacéuticamente aceptable. En un aspecto adicional de la divulgacion, el
péptido de union a ROR1 es quimérico y/o de origen humano, de ratén, rata, porcino, bovino, primate, felino, canino,
de conejo, cabra, pollo o ursino. En un aspecto adicional de la divulgacion, el adyuvante es una fraccion soporte
inmunogena conjugada al péptido de unién. En un aspecto de la divulgacion, la secuencia de aminoacidos del péptido
de union es VATNGKEVVSSTGVLFVKFGPC. En otro aspecto de la divulgacion, la fraccion soporte inmundgena es
un péptido soporte, tal como hemocianina de lapa californiana (KLH), seroalbimina bovina (BSA), ovoalbumina,
hidréxido de aluminio u otro adyuvante inmunitario farmacéuticamente aceptable. Se pueden encontrar ejemplos de
adyuvantes inmunitarios farmacéuticamente aceptables en Methods in Molecular Medicine, Vol. 42: Vaccine adjuvants:
Preparation, Methods and Research Protocols; Editado por D. T. O'Hagan; Humana Press Inc., Totowa NJ y European
Agency for the Evaluation of Medicinal Products, Committee for Proprietary Medicinal Products, Guidelines on
Adjuvants in Vaccines, Londres 2004.

También se divulga en el presente documento una formulacion farmacéutica que comprende la vacuna que comprende
un péptido de unién a ROR1 que tiene una secuencia de aminoacidos con al menos el 95 % de identidad de secuencia
respecto a VATNGKEVVSSTGVLFVKFGPC y un soporte farmacéuticamente aceptable.

También se divulga en el presente documento una formulacion farmacéutica que comprende la vacuna que comprende
un péptido de unién a ROR1 que tiene una secuencia de aminoacidos con al menos el 95 % de identidad de secuencia
respecto a EVVSSTGVLFVKFGPC y un soporte farmacéuticamente aceptable.

También se divulga en el presente documento un péptido de union a ROR1 que comprende la secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID NO: 25 y SEQ ID NO: 26. En un aspecto de la
divulgacion, el péptido tiene una secuencia de aminoacidos con al menos el 95 % de identidad de secuencia respecto
a VATNGKEVVSSTGVLFVKFGPC. En otro aspecto de la divulgacion, el péptido tiene una secuencia de aminoacidos
con al menos el 95 % de identidad de secuencia respecto a EVVSSTGVLFVKFGPC. En otro aspecto de la divulgacion,
el péptido de union es de mamifero. En un aspecto adicional de la divulgacion, el péptido de union es quimérico y/o
de origen humano, de raton, rata, porcino, bovino, primate, felino, canino, de conejo, cabra, pollo o ursino.

También se divulga en el presente documento una formulaciéon farmacéutica que comprende un péptido de unién a
ROR1 que comprende la secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID NO: 25y SEQ
ID NO: 26 y un soporte farmacéuticamente aceptable.

También se divulga en el presente documento un acido nucleico aislado que codifica un péptido de unién a ROR1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 25 y SEQ ID NO: 26. También se divulga en el presente
documento un vector de expresion que comprende el acido nucleico que codifica un péptido de unién a ROR1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 25 y SEQ ID NO: 26. También se divulga en el presente
documento una célula huésped que comprende el acido nucleico que codifica un péptido de unién a ROR1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 25 y SEQ ID NO: 26. También se divulga en el presente
documento un método para producir un péptido que comprende cultivar la célula huésped que codifica un péptido de
unién a ROR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 25 y SEQ ID NO: 26 en condiciones para
producir el péptido de unién. En un aspecto de la divulgacion, el método para producir un péptido comprende ademas
recuperar el péptido de unién.

En una forma de realizacion, la invencién proporciona el anticuerpo de la invencién para uso en un método de suprimir
metastasis de cancer que expresa ROR-1, el método comprende alterar la transicion epitelial-mesenquimatosa de
células tumorales administrando un anticuerpo de la invencién. En un aspecto, el cancer que expresa ROR-1 es
leucemia de células B, linfoma, LLC, LMA, B-LLA, T-LLA, cancer ovarico, de colon, pulmén, piel, pancreatico, testicular,
de vejiga, uterino, de prostata o suprarrenal.

En una forma de realizacion, la invencién proporciona el anticuerpo de la invencion para uso en un método de suprimir
metastasis de cancer que expresa ROR-1, el método comprende alterar la transicion epitelial-mesenquimatosa de
células tumorales administrando el anticuerpo de la invencién. En un aspecto, el cancer que expresa ROR-1 es
leucemia de células B, linfoma, LLC, LMA, B-LLA, T-LLA, cancer ovarico, de colon, pulmén, piel, pancreatico, testicular,
de vejiga, uterino, de prostata o suprarrenal.

En una forma de realizacién adicional, la invencién proporciona el anticuerpo de la invencién para uso en un método
para tratar o prevenir un cancer en un sujeto, el método comprende administrar al sujeto el anticuerpo de la invencion.
En un aspecto, el cancer es leucemia de células B, linfoma, LLC, LMA, B-LLA, T-LLA, cancer ovarico, de colon, pulmén,
piel, pancreatico, testicular, de vejiga, uterino, de préstata o suprarrenal.

En una forma de realizacién adicional, la invencién proporciona el anticuerpo de la invencién para uso en un método
para tratar o prevenir un cancer en un sujeto, el método comprende administrar al sujeto el anticuerpo de la invencion.
En un aspecto, el cancer es leucemia de células B, linfoma, LLC, LMA, B-LLA, T-LLA, cancer ovarico, de colon, pulmén,
piel, pancreatico, testicular, de vejiga, uterino, de prostata o suprarrenal.

Breve descripcion de los dibujos



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 845184 T3

La figura 1 muestra que la expresion de alto nivel de ROR1 en cancer de mama esta asociada con supervivencia sin
metastasis mas corta y firma génica TEM. (A) El grafico se derivo de datos publicados disponibles a través de la base
de datos PubMed GEO (GSE2603, GSE5327, GSE2034 y GSE12276). Las curvas de Kaplan-Meier representan el
impacto prondstico de la expresiéon de ROR1 en la supervivencia sin metastasis global. Para cada andlisis, se
segregaron 582 casos en terciles con el grupo designado ROR1H representando el tercio de los pacientes que tuvieron
tumores con los niveles mas altos del ARNm de RORH1, y el grupo designado ROR1L representando el tercio de
pacientes que tuvieron canceres con los niveles mas bajos del ARNm de ROR1. El tercio de pacientes que tuvo
tumores con expresion intermedia del ARNm de ROR1 se design6 ROR1M. La supervivencia sin metastasis se
determiné por analisis de Kaplan-Meier, y las diferencias estadisticas se determinaron por la prueba de orden
logaritmico. El nimero de pacientes en cada categoria, los sucesos metastasicos totales, y los correspondientes
valores de P (prueba chi cuadrado) se muestran en las tablas insertadas. (B) Mapa de calor que muestra la expresion
de ROR1 (arriba), genes relacionados con TEM (SNAI1 y SNAI2 que codifican Sanail-1 y Snail-2, ZEB1 que codifica
ZEB-1, VIM que codifica vimentina, CDH2 que codifica N-cadherina, CDH1 que codifica E-cadherina, TJP1 que
codifica ZO-1, TJP3 que codifica ZO-3, KRT19 que codifica CK-19, o CLDN3 que codifica claudina 3, en células de
cancer de mama primarias aisladas de pacientes. (C) Mapa de calor que muestra la expresion de genes relacionados
con TEM aislados de células MDA-MB-231 (izquierda), HS-578T (medio), BT549 (derecha) tratadas con ARNip-ROR1
o0 ARNip-CTRL. (D) Inmunotransferencias de lisados de proteinas de MDA-MB-231, HS-578T o BT549 (como se indica
en la parte inferior) transfectadas con ARNhc-ROR1 o ARNhc-CRTL, como se indica en la parte superior. Las
inmunotransferencias se ensayaron con anticuerpos especificos para las proteinas indicadas en la izquierda. (E)
Inmunotransferencias de lisados de proteinas de MCF7 transfectadas con un vector control o un vector que expresa
ROR1, como se indica en la parte superior. Las inmunotransferencias se ensayaron con anticuerpos especificos para
las proteinas indicadas en la izquierda.

La figura 2 muestra que la expresion de ROR1 por lineas celulares de cancer de mama se asocia con caracteristicas
de TEM y mayor potencial metastasico. (A) Cambios morfolégicos (40x) de MDA-MB-231, HS-578T o BT549 (como
se indica a la izquierda) transfectadas con ARNhc-CTRL o ARNhc-ROR1, como se indica en la parte superior. (B) Se
detecto la expresion de CK-19, E-cadherina, o vimentina por tincién de inmunofluorescencia en células MDA-MB-231
transfectadas con ARNhc-CTRL o ARNhc-ROR1 a 63 aumentos. (C) Cambios morfologicos (40x) de células MCF7
transfectadas con vector control o vector que expresa ROR1 (como se indica en la parte superior). (D) Se detecté la
expresion de CK-19, E-cadherina, o vimentina por tincion de inmunofluorescencia en células MCF7 transfectadas con
vector control o vector que expresa ROR1 (63 aumentos). (E) Ensayos para migracion celular (histogramas izquierdos)
o invasioén (histogramas derechos) en MDA-MB-231, HS-578T o BT549 transfectadas con ARNhc-CTRL (negro) o
ARNhc-ROR1 (blanco). Todos los datos se normalizaron respecto a los resultados de células transfectadas con
ARNhc-CTRL, que no se diferenciaban de los observados para las lineas celulares parentales. Los resultados son el
valor medio para grupo de prueba (+ EEM) (n = 3 por grupo de prueba). (F) Fotomicrografias representativas de MDA-
MB-231 transfectadas con ARNhc-CTRL (paneles izquierdos) o MDA-MB-231 transfectadas con ARNhc-ROR1
(paneles derechos) en ensayos para migracion celular (arriba) o invasion (abajo). Los datos se muestran como medias
+ EEM; *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, comparado con el grupo de ARNhc-CTRL.

La figura 3 muestra que el silenciamiento de ROR1 reduce la metastasis de cancer de mama después de xenoinjertos
de almohadillas mamarias. (A) Diagrama que representa la fase | o Il del estudio. (B) Voliumenes tumorales a lo largo
del tiempo (dias) durante la fase I. (C) Peso de los tumores extirpados de cada grupo. (D) Flujo de fotones ex vivo de
tumores primarios de cada grupo. (E-F) El flujo de fotones pulmonar in vivo (e) o flujo de fotones hepatico (f) de cada
raton durante la fase Il se normalizd con el flujo de fotones del tumor primario para cada ratén. Los histogramas
representan el flujo de fotones pulmonar y hepatico normalizado de cada grupo. (G) El flujo de fotones pulmonar in
vivo durante la fase Il de cada grupo. (H) Las barras horizontales indican flujo de fotones pulmonar ex vivo medio de
ratones el d21 para cada grupo (izquierda). A la derecha estan imagenes de bioluminiscencia representativas de los
pulmones extirpados de cada grupo. (I) Los histogramas representan el indice de peso pulmonar para cada grupo. (J)
Secciones de pulmén tefiidas con H&E representativas. (K) Las barras horizontales indican flujo de fotones hepatico
ex vivo medio de ratones el d21 para cada grupo (izquierda). A la derecha estan imagenes de bioluminiscencia
representativas de los higados extirpados de cada grupo. (L) Secciones tefiidas con H&E representativas del higado
en d21 de ratones inyectados para cada grupo. Los datos se muestran como medias + EEM. Los datos se muestran
como medias + EEM; P>0,05 se considera no significativo (N.S.), *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, comparado con
el grupo de ARNhc-CTRL.

La figura 4 muestra que el silenciamiento de ROR1 reduce la metastasis pulmonar experimental y metastasis en hueso
de células MDA-MB-231 in vivo. A) Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier de ratones inyectados i.v. con 5x105
células transfectadas con ARNhc-CTRL o transfectadas con ARNhc-ROR1 (P<0,001 por la prueba del orden
logaritmico). (B) El flujo de fotones pulmonar in vivo de cada grupo a lo largo del tiempo después de la inyeccion
(izquierda). Se representan imagenes de bioluminiscencia representativas de ratones de cada grupo a la derecha. (C-
E) Secciones tefiidas con H&E representativas del pulmén en (c) d3, (d) d21, y (e) d28. (F) Los histogramas inferiores
proporcionan flujo de fotones de GFP pulmonar ex vivo el d28. Imagenes de bioluminiscencia representativas de los
pulmones extirpados el d28. (G) El indice de peso pulmonar de cada grupo el d28 (abajo). Fotografias representativas
de los pulmones (arriba) de cada grupo. (H) Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier de ratones inyectados i.c. con
5x105 células transfectadas con ARNhc-CTRL o transfectadas con ARNhc-ROR1 (P = 0,0017 por la prueba del orden
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logaritmico). (I) Imagenes de bioluminiscencia representativas de ratones después de la inyeccion tumoral i.c. Las
cajas blancas definen el area del que se adquirieron los datos de bioluminiscencia presentados en (j). (J) Los
histogramas proporcionan el flujo de fotones en hueso in vivo normalizado de cada grupo. (K) El flujo de fotones en
hueso ex vivo de los huesos pélvicos extraidos de cada grupo el d21. Se representan imagenes de bioluminiscencia
representativas de los huesos pélvicos extraidos a la derecha. (L) Secciones histoldgicas de hueso tefiidas con H&E
de ratones de cada. La vifieta del raton esta modificada de la referencia (30). Los datos se muestran como medias +
EEM; *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, comparado con el grupo de ARNhc-CTRL.

La figura 5 muestra que un anticuerpo anti-ROR1 reduce la metastasis pulmonar de células MDA-MB-231 in vivo. (A)
El Acm D10 produce internalizacion de ROR1. Se tifieron células MDA-MB-231 con IgG control-Alexa647 (rojo), o
D10-Alexa647 durante 30 min en hielo, y después o se mantuvieron en hielo (azul) o se transfirieron a 37°C durante 1
h (naranja) antes de la citometria de flujo. (B) Microscopia confocal de células MDA-MB-231 tefiidas con D-10 (verde)
antes y después de incubacién de 1 h a 37°C. (C) Se trataron células MDA-MB-231 con o sin (-) IgG control (IgG) o
D10 durante 24 h antes de la tinciéon con un anti-ROR1 sin bloqueo cruzado, marcado con fluorocromo, sin pérdida de
viabilidad. Se muestra la intensidad de fluorescencia media (IFM) de células tratadas (***P<0,001 por ANOVA
unidireccional). (D) Inmunotransferencias representativas probadas para vimentina (arriba), o B-actina (abajo) de
lisados preparados de MDA-MB-231 antes (Oh) o después de 1, 4 0 24 h de tratamiento con D10 o IgG control. Las
proporciones de la intensidad de banda de vimentina respecto a 3-actina se proporcionan debajo. (E) Se usaron
inmunoprecipitados de lisado celular de MDA-MB-231 usando IgG control (IgG) o anti-ROR1 (ROR1) para analisis de
inmunotransferencia ensayados con anticuerpos especificos para vimentina (arriba) o ROR1 (abajo). (F) Los
histogramas proporcionan el numero de células MDA-MB-231 migradas que se pretrataron durante 1 h con D10 o IgG
control. (G) Izquierda, histogramas que representan el flujo de fotones pulmonar in vivo. Derecha, secciones tefiidas
con H&E representativas de los pulmones. (H) El grafico representa el flujo de fotones pulmonar in vivo normalizado.
(I) Imagenes de bioluminiscencia representativas de ratones inyectados con tumor tratados con IgG (arriba) o D10
(abajo). (J) El histograma representa el indice de peso pulmonar. (K) Secciones tefiidas con H&E representativas de
los pulmones. Los datos se muestran como medias + EEM; *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, comparado con el
grupo de IgG.

La figura 6 muestra las construcciones quiméricas usadas para mapear el epitopo del anticuerpo de ROR1 D10. La
parte clara de la construccion es de ratén y la parte mas oscura es humana.

La figura 7 representa el mapeo de epitopos del anticuerpo D10, que no reacciona con la proteina ROR1 de raton. La
proteina ROR1 de ratén o humana tienen residuos de aminoacidos diferentes en las posiciones 138, 142 o 160; la
proteina ROR1 humana tiene los residuos de aminoacidos E, S 0 Y, en estas posiciones, mientras que la proteina
ROR1 de ratén tiene los residuos de aminoacidos K, T o S en las posiciones de aminoacidos 138, 142 o 160,
respectivamente. Se generaron proteinas ROR1 humanas recombinantes que tenian el residuo de aminoacido de
ratén o humano en estas posiciones solo. Estas proteinas recombinantes se separaron en gel de poliacrilamida no
desnaturalizante y después se transfirieron a nailon, que se ensay6 con el Acm D10. Como se puede ver en esta
figura, D10 reacciona con las proteinas recombinantes 1, 3, 4, y 7, pero no 2, 5 o 6, que se describen en la leyenda
debajo. Nétese que la sustitucion del residuo de aminoacido humano E en la posicion 138 de la proteina ROR1 humana
con el residuo de aminoacido de ratéon T en la posicién 138 anula la unién de D10.

La figura 8 representa el mapeo de epitopos del anticuerpo anti-ROR1 humano 4A5. La proteina ROR1 de raton o
humana tienen diferentes residuos de aminoacidos en las posiciones de aminoacidos 88, 105, 109, o 111; la proteina
ROR1 humana tiene los residuos de aminoacidos T, L, S, o | en estas posiciones, mientras que la proteina ROR1 de
ratén tiene los residuos de aminoacidos S, I, A, o N en las posiciones de aminoacidos 88, 105, 109, o 111,
respectivamente. Se generaron proteinas ROR1 humanas recombinantes que tenian o bien residuos de aminoacidos
de raton o humanos en estas posiciones solo. Estas proteinas recombinantes se separaron en gel de poliacrilamida
no desnaturalizante y después se transfirieron a nailon, que se ensay6 con el Acm 4A5. Como se puede ver en esta
figura, 4A5 se pudo unir a las proteinas recombinantes 1, 2, 3, 0 5, pero no 4. La proteina recombinante 4 es la proteina
ROR1 humana, pero con el residuo de aminoacido de ratén N en la posicién 111 en lugar del residuo de aminoacidos
I, que se encuentra en la proteina ROR1 humana.

La figura 9 demuestra que el anticuerpo anti-ROR1 humana D10 inhibe la metastasis de células de cancer de mama.
A-B. El anticuerpo monoclonal D10 facilita la internalizacién del receptor ROR1. C. 24 horas de tratamiento con
anticuerpo anti-ROR1 D10 disminuye la expresion en superficie de ROR1 en células MDA-MB-231. D. ROR1 forma
complejo con vimentina en células MDA-MB-231 de cancer de mama. E. El tratamiento con el anticuerpo D10 in vitro
pudo disminuir la expresién de vimentina. F. Los anticuerpos anti-ROR1 humana disminuyen la migracién de cancer
de mama in vitro. G. El anticuerpo monoclonal D10 inhibe la metastasis pulmonar de estadio temprano (dia 2) de
cancer de mama MDA-MB-231. H. El anticuerpo monoclonal D10 inhibe la metastasis pulmonar de cancer de mama
MDA-MB-231. I. Se muestran ratones representativos inyectados con 5E5 células MDA-MB-231 en la posicion dorsal.
J. El tratamiento con anticuerpo anti-ROR1 humana redujo el peso del pulmoén de ratones portadores de MDA-MB-
231. K. Histologia H&E pulmonar representativa de ratones portadores de MDA-MB-231 después de tratamiento con
anticuerpo anti-ROR1. Las barras de error indican el EEM; *p < 0,05, **p < 0,01; basado en una prueba de la t de
Student bilateral de datos independientes.
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La figura 10 representa anticuerpos de alta afinidad generados contra el epitopo de ROR1 reconocido por los Acm
D10, 99451, 99961 o0 99221. La proteina ROR1 de ratén o humana tienen diferentes residuos de aminoacidos en las
posiciones 138, 142 o 160; la proteina ROR1 humana tiene los residuos de aminoacidos E, S 0 Y, en estas posiciones,
mientras que la proteina ROR1 de ratén tiene los residuos de aminoacidos K, T o S en las posiciones de aminoacidos
138, 142 o 160, respectivamente. Se generaron proteinas ROR1 humanas recombinantes que tenian el residuo de
aminoacidos de ratéon o humano en estas posiciones solo. Estas proteinas recombinantes se separaron en gel de
poliacrilamida no desnaturalizante y después se transfirieron a nailon, que se ensay6 con cada uno de los tres Acm
99451, 99961 0 99221, como se indica en el margen izquierdo. Como se puede ver en esta figura, cada uno de estos
anticuerpos reacciona con las proteinas recombinantes 2, 4, 5y 8, pero no con 2, 3, 6 o 7, que se describen en la
leyenda debajo. Notese que la sustitucion del residuo de aminoacido humano E en la posicion 138 de la proteina
ROR1 humana con el residuo de aminoacido de ratéon T en la posicion 138 anula la unién de cualquiera de 99451,
99961 0 99221.

La figura 11 representa la actividad de unidn de los anticuerpos D10 o0 99961 para la proteina ROR1 de tipo salvaje o
recombinante. Se transfectaron vectores que codifican la proteina ROR1 humana o quimérica en células 293. Esto
permitié la produccién de proteina ROR1 quimérica humana-de ratén recombinante que después se pudo separar por
tamafio en un gel de PAGE no desnaturalizante (derecha) o gel de SDS-PAGE (izquierda) para analisis de
inmunotransferencia con diferentes Acm anti-ROR1. Los resultados indican que los anticuerpos tanto D10 como 99961
se unen a la misma region, en el extremo C del dominio de tipo Ig, y que D10 y 99961 se pueden unir a todas las
proteinas recombinantes excepto 13. La proteina quimérica #13 es como se describe en la figura 6. El dominio
extracelular humano completo se proporciona en la linea mas a la izquierda de cada gel.

La figura 12 muestra la caracterizacion del anticuerpo anti-ROR1 humana 99961. A, B. El anticuerpo 99961 fue capaz
de bloquear el injerto de LLC en ratones transgénicos. C. El anticuerpo 99961 tiene una afinidad de unién
aproximadamente 50x mayor que el anticuerpo D10.

La figura 13 muestra la actividad especifica de 99961 contra células de LLC en sangre de cordén umbilical humano
reconstituido en ratones inmunodeficientes. A. El anticuerpo 99961 elimina >90 % de las células de LLC. B. C. El
anticuerpo 99961 no tiene efecto en el desarrollo de células B o T normales.

La figura 14 muestra la actividad especifica de 99961 en LMA primaria ROR+.

La figura 15 muestra que el epitopo reconocido por 99961 no es expresado por células madre o progenitoras
hematopoyéticas normales.

La figura 16 muestra que 99961 no da reaccidn cruzada con tejido adulto normal.

La figura 17 muestra estudios PK sobre 99961 en ratones inmunodeficientes.

La figura 18 ilustra el disefio de una vacuna peptidica de ROR1. Se usaron tres epitopos de anticuerpo diferentes para
hacer los péptidos A19, R22 y K19. Encima de las barras que corresponden a la ROR1 humana (arriba) o de ratén
(abajo), hay barras marcadas A19, R22 o K19. Estas barras describen la localizacion de los péptidos A19, R22 o K19
en el dominio extracelular de ROR1.

La figura 19 muestra el método usado para conjugar KLH a los péptidos.

La figura 20 muestra el disefio peptidico del péptido R22. Se afiadié una cisteina al extremo C del péptido que se va
a usar para conjugar a KLH.

La figura 21 muestra que D10 y 99961 se unen al péptido R22 mientras que 4A5 no.
La figura 22 muestra el esquema de inmunizacion para la inmunizacién con R22 de ratones BALB/c.

La figura 23 muestra el analisis de inmunotransferencia del epitopo al que los anticuerpos de ROR1 inducidos por R22
se unen en ROR1.

La figura 24 muestra el esquema de inmunizacion para la inmunizacién con R22-KLH en ratones C57BL/6.

La figura 25 muestra el analisis de FACS de células de cancer de mama MDA-MB-231 positivas para ROR1 que se
habian incubado con antisueros anti-R22-KLH a 4°C o 37°C durante 1 h y después se contratifieron con anticuerpo
marcado con control isotipo-Alexa647, o conjugado 4A5-Alexa647 durante 30 min en hielo antes del analisis por FACS
de la expresion de ROR1. Los resultados mostraron que los sueros anti-ROR1 de ratones transgénicos indujeron la
internalizacién del receptor ROR1 a 37°C, pero no a 4°C.

La figura 26 muestra que sueros anti-ROR1 de ratones transgénicos inmunizados con R22-KLH inhiben la migracion
de cancer de mama in vitro.
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La figura 27 muestra el esquema de inmunizacion para la inmunizacién con R-22-KLH en ratones C57BL/6.

La figura 28 muestra las curvas de titulacion de antisueros de ratones inmunizados con conjugados de KLH de
cualquiera de los péptidos descritos en la figura 18. Se representa la unién de antisueros a placas de poliestireno
recubiertos con proteina ROR1 humana evaluada a través de ELISA.

La figura 29 muestra el analisis de FACS de células EW36, JeKo-1 o LLC. Para este estudio, una diluciéon de antisueros
de ratones inmunizados con R22-KLH se incubd con las células durante 20 minutos a 4 grados C. Las células se
lavaron después y luego se marcaron con una Ig anti-raton de cabra que se conjugé con un fluorocromo para la
deteccion por citometria de flujo. Los histogramas abiertos son las células tefidas con la Ig anti-ratén de cabra sin
incubar primero las células con el antisuero R22-KLH. Los histogramas sombreados son la fluorescencia de células
que se incubaron primero con el antisuero R22-KLH. El aumento en la fluorescencia de las células se debe a los
anticuerpos de raton anti-ROR1 unidos a la superficie, que después se detectaron con la Ig anti-raton de cabra. Los
antisueros pre-inmunizacion de estos ratones o los antisueros de ratones inmunizados con KLH no se unieron a estas
células.

Figura 30 — Las células indicadas en la leyenda se lavaron y sembraron en 25 ul con 5x10° células por pocillo en
RPMI/SBF al 10 % en placas de 96 pocillos de fondo redondo (Corning Costar). Se afiadieron los antisueros diluidos
(25 pl) y 25 pl de una dilucion 1:5 de complemento de conejo recién nacido por pocillo. EI Acm D10 se us6 como un
control positivo. Todas las condiciones se realizaron en triplicado. Las placas se incubaron durante 4 h a 37°C, y las
células se cuantificaron inmediatamente para viabilidad por tincion con DiIOC6/PI y analisis de citometria de flujo. Este
estudio indica que o bien D10 o los antisueros generados contra el péptido R22-KLH pudieron dirigir la lisis mediada
por complemento de células que portan ROR1 humana. Las células que no portaban ROR1 no se destruyeron (no
mostrado).

La figura 31 muestra el primer esquema de inmunizacién de R22-KLH para ratones C57BL/6. Este péptido se conjugd
con hemocianina de lapa californiana (KLH) y después se usé para inmunizar ratones C57BL/6 segun el esquema
ilustrado arriba. La primera inyeccion de KLH o R22-KLH fue en adyuvante completo de Freund (CFA). La segunda y
posteriores inyecciones fueron en adyuvante incompleto de Freund (IFA). Los animales se sangraron los dias
marcados con la flecha purpura. 44 dias después del dia de la primera inyeccion, los ratones C57BL/6 se expusieron
a LLC que expresa ROR1 humana que se desarrollé en un raton transgénico C57BL/6 con ROR1 humana que también
era transgénico para la leucemia de células T 1 (gen TCL1), también bajo control de un promotor/potenciador
especifico de células B (E-Cp). Esta leucemia se parece a LLC humana y expresa ROR1 humana de superficie.

La figura 32 muestra los resultados de la inmunizacién con R22-KLH. A. Un bazo representativo de ratones
inmunizados con KLH frente a un ratén inmunizado con R22-KLH. B. Inhibicion del injerto de LLC ROR1+ por
inmunizacién con el péptido de ROR1 R22-KLH en ratones C57BL/6.

La figura 33 muestra el segundo esquema de inmunizacion para R22-KLH en ratones C57BL/6.

La figura 34 muestra los resultados de la inmunizacién con el péptido R22. A. Bazos de un ratén inmunizado con KLH
y un ratén inmunizado con R22-KLH. B. Inhibicion del injerto de LLC ROR1+ después de la inmunizacion con R22-
KLH en ratones C57BL/6.

La figura 35 es analisis de FACS de esplenocitos de ratones C57BL/6 inmunizados con KLH (fila superior) o R22-KLH
(fila inferior), usando Acm conjugado con fluorocromo especifico para B220 (eje y) o ROR1 (eje x). EI Acm usado para
tefiir las células se une a un epitopo sin bloqueo cruzado de ROR1 mas que los anticuerpos inducidos por R22-KLH.
La caja delinea el area en el que se detectan las células de leucemia. Nétese que hay muchas menos, si hay alguna,
células de leucemia en los bazos de ratones inmunizados con la vacuna de R22-KLH.

La figura 36 es un analisis de FACS de ROR1 en células de LLC ROR1+, que indica que ROR1 estaba modulada por
disminucion después de la inmunizacion con R22-KLH en ratones C57BL/6.

La figura 37 es un analisis de FACS de células T CD8+ presentes en ratones que se inmunizaron con KLH o R22-
KLH. A. La inmunizacién con R22 produce un aumento en el nimero de células T CD8+, que estaba ausente en
ratones inmunizados con KLH. El panel inferior muestra el porcentaje de células T CD8+ de los bazos de ratones
inmunizados primero 75 dias antes con KLH o R22-KLH.

La figura 38 muestra el segundo esquema de inmunizacion para R22-KLH de ratones transgénicos ROR1.

La figura 39 es un analisis de FACS de la inhibicion de injerto de LLC ROR1+ por inmunizacién con el péptido de
ROR1 R22 en ratones ROR1-Tg.

La figura 40 muestra los resultados de la inmunizacién con el péptido R22-KLH en ratones transgénicos ROR1. LLC
ROR1+ se inhibié después de la inmunizaciéon con R22-KLH en ratones transgénicos ROR1.

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 845184 T3

La figura 41 es un analisis de FACS de ROR1 en células de LLC ROR1+, que indica que ROR1 estaba disminuida
después de la inmunizacién con R22-KLH en ratones transgénicos ROR1.

La figura 42 es un analisis de FACS de linfocitos T CD3+ presentes en ratones ROR1-Tg que se inmunizaron con KLH
0 R22-KLH. El panel A muestra que la inmunizacion con R22-KLH produjo una proliferacion de linfocitos T. El panel B
muestra el porcentaje de linfocitos T CD3+ recogidos de los bazos de ratones el dia 75.

La figura 43 es un anadlisis de FACS de células T CD4+ presentes en ratones que se inmunizaron con KLH o R22-
KLH. El panel A muestra que la inmunizaciéon con R22-KLH produce un aumento en el nimero de células T CD4+,
que no se detectd en ratones inmunizados con KLH. El panel B muestra el porcentaje de células T CD4+ recogidas
de los bazos de ratones el dia 75.

La figura 44 es un analisis de FACS de células T CD8+ presentes en ratones que se inmunizaron con KLH o R22-
KLH. El panel A muestra que la inmunizaciéon con R22-KLH produce un aumento en el nimero de células T CD8+,
que no se detectd en ratones inmunizados con KLH. El panel B muestra el porcentaje de células T CD8+ recogidas
de los bazos de ratones el dia 75.

La figura 45 muestra que la expresion de alto nivel de ROR1 en cancer de mama esta asociada con supervivencia sin
metastasis en pulmoén, hueso y cerebro mas corta. El grafico se derivd de datos publicados disponibles a través de la
base de datos PubMed GEO (GSE2603, GSE5327, GSE2034 y GSE12276). Las curvas de Kaplan-Meier representan
el impacto prondstico de la expresion de ROR1 en (A) la supervivencia sin metastasis en pulmén, (B) supervivencia
sin metastasis en hueso, o (C) supervivencia sin metastasis en cerebro. Para cada analisis se segregaron 582 casos
en terciles con el grupo designado ROR1H representando el tercio de los pacientes que tuvieron tumores con los
niveles mas altos del ARNm de ROR1, y el grupo designado ROR1L representando el tercio de pacientes que tuvieron
canceres con los niveles mas bajos del ARNm de ROR1. El tercio de pacientes que tuvo tumores con expresion
intermedia del ARNm de ROR1 se designé ROR1M. La supervivencia sin metastasis se determin6 por analisis de
Kaplan-Meier, y las diferencias estadisticas se determinaron por la prueba de orden logaritmico. EI nimero de
pacientes en cada categoria, los sucesos metastasicos totales, y los correspondientes valores de P (prueba chi
cuadrado) se muestran en las tablas insertadas.

La figura 46 muestra que la expresion de alto nivel de ROR1 en cancer de mama esta asociada con supervivencia sin
metastasis mas corta, e independiente de su estado ER, PR y HER2. Se incluy6 una cohorte de 582 pacientes con
adenocarcinoma de mama en el analisis de supervivencia. (A) Comparacion de los niveles de expresion del ARNm de
ROR1 de las células malignas de pacientes de cancer de mama ERNeg (n = 242) y ER+ (n = 325) (panel izquierdo),
pacientes de cancer de mama PRNeg (n = 274) y PR+ (n = 271) (panel central), y pacientes de cancer de mama
HER2Neg (n = 404) y HER2+ (n = 106) (panel derecho). Los resultados son medias + EEM. El valor p se determiné
mediante la prueba de la t de Student. (B) Impacto prondstico del estado ER en supervivencia sin metastasis global
(P = 0,13 por prueba del orden logaritmico). (C) Impacto prondstico del estado ER y expresion del ARNm de ROR1 en
supervivencia sin metastasis global (P < 0,0001 por la prueba del orden logaritmico). (D) Impacto pronéstico del estado
PR en supervivencia sin metastasis global (P = 0,0007 por prueba del orden logaritmico). (E) Impacto prondstico del
estado PR y expresion del ARNm de ROR1 en supervivencia sin metastasis global (P < 0,0001 por la prueba del orden
logaritmico). (F) Estado HER2 en supervivencia sin metastasis global (P = 0,16 por prueba del orden logaritmico). (G)
Impacto pronéstico del estado HER2 y expresion del ARNm de ROR1 en supervivencia sin metastasis global (P <
0,0001 por la prueba del orden logaritmico).

La figura 47 muestra que la expresion de ROR1 por lineas celulares de cancer de mama esta asociada con
caracteristicas de TEM. (A) Inmunotransferencias de lisados de MDA-MB-321 transfectadas con ARNhc-CTRL o
ARNhc-ROR1 se ensayaron con anticuerpos especificos para ROR1 (arriba) o B-actina (abajo) como se indica a la
izquierda. (B) Cantidad media de VIM y KRT19 (tEEM), detectado a trasvés de gRT-PCR en muestras en triplicado.
Los datos se muestran como medias + EEM; *P < 0,05, **P < 0,01, comparado con el grupo ARNhc-CTRL.

La figura 48 muestra que el silenciamiento de ROR1 reduce la expresion de CXCR4. (A) Histogramas que indican la
cantidad de ARNm de CRCX4 detectado a través de gRT-PCR en muestras por triplicado de MDA-MB-231
transfectadas con ARNhc-CRTL-2 o ARNhc-ROR1-2, como se indica en la parte inferior de cada histograma. (B)
Histogramas de fluorescencia de citometria de flujo representativos de células MDA-MB-231 transducidas con ARNhc-
ROR1-2 (histograma abierto con linea verde) o ARNhc-CRTL-2 (histograma abierto con linea azul) tefiidas con Acm
anti-CXCR4-APC o Acm de isotipo control (histogramas sombreados), respectivamente. (C) Se sembraron células en
las camaras superiores de transwell sin BD MatrigelTM para examinar la quimiotaxia hacia CXCL12, que se afadi6 a
una concentracion final de 200 ng/ml a las camaras inferiores. Las células que migraron después de seis horas a 37°C
se enumeraron a 10 aumentos. Los histogramas proporcionan cada uno los nimeros de células que migraron en cada
una de tres camaras sembradas con células MDA-MB-231 transfectadas con ARNhc-CTRL o ARNhc-ROR1, como se
indica en el parte inferior del histograma. Los resultados son representativos de 3 experimentos independientes. Los
datos se muestran como medias + EEM; *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, comparado con el grupo ARNhc-CTRL.
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La figura 49 muestra que el silenciamiento de ROR1 regula expresion de genes de TEM. Histogramas que indican la
cantidad relativa de ARNm de una variedad de genes, como se indica en la parte inferior de cada histograma,
detectados a través de gRT-PCR en muestras por triplicado de MDA-MB-231 (A), HS578T (B), y BT549 (C)
transfectadas con ARNip-CTRL o ARNip-ROR1. Los resultados son representativos de 2 experimentos
independientes. Los datos se muestran como medias + EEM; *P < 0,05, **P < 0,01, comparado con el grupo ARNip-
CTRL.

La figura 50 muestra que el silenciamiento de ROR1 logra inhibicién de crecimiento tardio modesta de xenoinjertos
ortotopicos en el sitio de inyeccién, pero inhibicion fuerte de metastasis pulmonares experimentales. (A) Se dio a
ratones RAG-/-yc-/- inyecciones subcutaneas (s.c.) o intravenosas (i.v.) de MDA-MB-231 transfectadas con ARNhc-
CTRL o transfectadas con ARNhc-ROR1. El flujo de fotones de bioluminiscencia del tumor primario en la almohadilla
grasa mamaria inyectada o del pulmén de cada ratén se normalizé frente al flujo de fotones detectado para la primera
medida después de la inyeccion del tumor (100 representa el 100 % del flujo de fotones detectado el dia de la medida
inicial) (paneles superiores). Los tres graficos superiores representan el flujo de fotones de bioluminiscencia
normalizado de las almohadillas grasas mamarias de ratones a los que se dio inyecciones s.c. de 1x106 (izquierda),
5x105 (centro) o 2,5x105 (derecha) células indicadas. Los graficos inferiores proporcionan el flujo de fotones de
bioluminiscencia normalizado de los pulmones de ratones a los que se dio inyecciones i.v. de 1x106 (izquierda), 5x105
(centro) o 2,5x105 (derecha) células indicadas. (Nota: el grafico izquierdo inferior representa el flujo de fotones de
bioluminiscencia media real de los pulmones de ratones a los que se dio inyecciones s.c. de 1x106 células indicadas.
(B) Los histogramas representan el indice de peso pulmonar de cada grupo el d21 (n=5-8) inyectado i.v. con MDA-
MB-231 transfectadas con ARNhc-CTRL (negro) o transfectadas ARNhc-ROR1 (gris) o sin células (blanco). Los
valores P se determinaron por ANOVA unidireccional. (C) Secciones tefiidas por H&E del pulmén representativo de
ratones de cada grupo el d21. Los datos se muestran como medias + EEM; *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001,
comparado con el grupo ARNhc-CTRL.

La figura 51 muestra la inmunohistoquimica de focos metastasicos experimentales. Se dio a ratones RAG-/-yc-/-
inyecciones intravenosas (i.v.) de 5x105 MDA-MB-231 transfectadas con ARNhc-CTRL (paneles superiores) o MDA-
MB-231 transfectadas con ARNhc-ROR1 (paneles inferiores). (A) Se prepararon secciones de pulmén de animales
sacrificados el dia 21. Los pulmones de ratones inyectados con células transfectadas con ARNhc-ROR1 tenian menos
focos metastasicos, que se identificaron por analisis inmunohistoquimico. Las secciones se tifieron con Acm
especificos para Ki67+, CK-19 o vimentina, o marcaje terminal de mella de dUTP desoxinucleotidil transferasa terminal
(Tunnel). (40 aumentos). (B) Secciones de pulmén como en (a) se tifieron con Acm especifico para fosfo-AKT (panel
izquierdo) o fosfo-CREB (panel derecho) (40 aumentos).

La figura 52 muestra que el silenciamiento de ROR1 reduce la metastasis pulmonar y metastasis a hueso de lineas
celulares derivadas de MDA-MB-231 LM2-4175 y BoM-1833 in vivo. (A) Diagrama esquematico que muestra que las
células LM2-4175 preferentemente metastatizan a pulmon y las células BoM-1833 preferentemente metastatizan a
hueso. Analisis de citometria de flujo que muestran la expresiéon de ROR1 en LM2-4175 y BoM-1833. Las vifietas de
raton estan modificadas de la referencia (Cancer Cell, 2009;1;67-78). (B-C) Analisis de citometria de flujo que muestran
la eficacia de silenciar ROR1 en LM2-4175 y BoM-1833, usando ARNhc-ROR1-2. (D) A los ratones se le dio a cada
uno una inyeccion i.v. de 2x105 células LM2-4175 transfectadas con ARNhc-CTRL o transfectadas con ARNhc-ROR1.
Izquierda, imagenes de bioluminiscencia representativas de cada grupo; derecha, flujo de fotones de pulmén in vivo
normalizado de cada grupo. (E) Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier de ratones inyectados i.v. con 2x105 células
LM2-4175 indicadas (P < 0,0001 por la prueba del orden logaritmico). (F) El indice de peso pulmonar de cada grupo
el d21 (abajo). Fotos representativas de los pulmones de cada grupo (arriba). (G) El flujo de fotones de GFP de pulmén
ex vivo de cada grupo en d21 (abajo). Fotos representativas de los huesos de cada grupo (arriba). (H) Secciones
histolégicas tefiidas con H&E representativas del pulmén el d21. (I) Se dio a cada raton una inyeccion i.c. de 1x105
células BoM-1833 transfectadas con ARNhc-CTRL o transfectadas con ARNhc-ROR1. Arriba, imagenes de
bioluminiscencia representativas de cada grupo; abajo, flujo de fotones de hueso in vivo normalizado para cada grupo.
(J) Flujo de fotones es vivo en hueso representativo y secciones histolégicas tefiidas con H&E del hueso el d21. (K)
Flujo de fotones es vivo en higado representativo y secciones histolégicas tefiidas con H&E del higado en d21. Los
datos se muestran como medias + EEM; *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, comparado con el grupo ARNhc-CTRL.

La figura 53 muestra que el silenciamiento de ROR1 inhibe la migracién de HS-578T y BT549 in vitro. Los datos se
muestran como medias + EEM; *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, comparado con células tratadas con IgG control.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion se refiere al descubrimiento fundamental de composiciones y métodos de inhibir metastasis
usando anticuerpos anti-ROR1 o fragmentos de union a antigeno de los mismos, e inmunoconjugados de anticuerpo
de ROR1.

Como se usa en esta especificacion y las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares “un”, “una”, “el” y “la” incluyen
referencias plurales a menos que el contexto claramente dicte otra cosa. Por tanto, por ejemplo, referencias a “el
método” incluye uno o mas métodos, y/o etapas del tipo descrito en el presente documento que seran aparentes para
los expertos en la materia tras leer esta divulgacion y demas.
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A menos que se defina de otra manera, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento
tienen el mismo significado que cominmente entiende un experto en la materia a la que pertenece esta invencion.
Aunque se pueden usar cualquier método y materiales similares o equivalentes a los descritos en el presente
documento, los métodos y materiales preferidos se describen ahora.

ROR1

Los solicitantes han descubierto previamente la expresion de ROR1 de longitud completa en numerosas lineas
celulares y muestras de cancer, pero no en otros tejidos, incluyendo linfocitos de sangre o esplénicos de pacientes no
leucémicos o donantes adultos normales, y también generaron antisueros de ratén contra ROR1 humana de longitud
completa. Fukuda et al., Blood: ASH Annual Meeting Abstracts 2004 104, Abstract 772 (2004). El polipéptido y
secuencias codificantes para ROR1 se han descrito en otro lugar (véanse, por ejemplo, los Nos. de acceso
NP_005003.1 y NM_005012.1). Las células cancerosas que expresan la proteina Wtn5a, tal como células CLL, no
solo se unen a ROR1, sino que también tienen una ventaja de supervivencia conferida como consecuencia. Por tanto,
la invencioén proporciona medios para utilizar la especificidad de la expresion de ROR-1 en células cancerosas para
tratar o prevenir cancer.

Se ha mostrado que la expresién de ROR1 aumenta la resistencia a apoptosis y fomenta el crecimiento de células
cancerosas. Como se muestra en los ejemplos, la expresion de ROR1 se asocia con la transicion epitelial-
mesenquimatosa (TEM), que se produce durante la embriogénesis y metastasis de cancer. La expresion de alto nivel
de ROR1 se asocia con tasas aumentadas de recaida y metastasis en pacientes con adenocarcinoma de mama. El
silenciamiento de ROR1 en lineas celulares de cancer de mama propensas a metastasis atenud la expresion de
proteinas asociadas con TEM (por ejemplo, vimentina, Snail-1/2 y ZEB), aumentd la expresiéon de citoqueratinas
epiteliales y proteinas de las uniones estrechas (por ejemplo, CK-19 y Z0O-1), y alter6 su capacidad de
migracion/invasion y potencial metastasico. El tratamiento de MDA-MB-231 con D10, un Acm especifico para ROR1,
disminuyo la vimentina (que se asocia con ROR1) para inhibir la migracién de células cancerosas. La administracion
de D10 a ratones inmunodeficientes injertados con MDA-MB-231 inhibe significativamente la metastasis tumoral.

Anticuerpos

Ciertas formas de realizacion comprenden inmunopéptidos dirigidos contra la proteina ROR1 humana. Se muestra
que los péptidos de inmunoglobulina, o anticuerpos, descritos en el presente documento se unen a la proteina ROR1.
La actividad de unién a ROR1 es especifica; la unién observada de anticuerpo a ROR1 no se bloquea sustancialmente
por reactivos no especificos. Estos anticuerpos especificos de ROR1 se pueden usar para diferenciar entre células
ROR1 y células normales. Los anticuerpos especificos de ROR1 también se pueden usar en inmunoterapia contra un
cancer ROR1, para determinar la respuesta después de la terapia para un cancer ROR-1 y para inhibir metastasis.
Tales inmunopéptidos se pueden generar en una variedad de medios conocidos en la técnica.

Como se usa en el presente documento, el término anticuerpo abarca todos los tipos de anticuerpos y fragmentos de
anticuerpos, por ejemplo, policlonales, monoclonales, y los producidos por la metodologia de presentacion en fagos.
Los anticuerpos particularmente preferidos de la invencién son anticuerpos que tienen un grado relativamente alto de
afinidad por ROR1. En ciertas formas de realizacion, los anticuerpos muestran una afinidad por ROR1 de
aproximadamente Kd<10-8 M.

Sustancialmente purificado en general se refiere a una composicion que esta esencialmente libre de otros
componentes celulares con los que los anticuerpos se asocian en un estado o medio no purificado, por ejemplo, nativo.
El anticuerpo purificado en general esta en un estado homogéneo, aunque puede estar o bien en un estado seco o en
una solucidn acuosa. La pureza y homogeneidad tipicamente se determinan usando técnicas de quimica analitica tal
como electroforesis en gel de poliacrilamida o cromatografia liquida de alta resolucion.

El anticuerpo especifico de ROR1 sustancialmente purificado habitualmente comprendera mas del 80 % de todas las
especies macromoleculares presentes en una preparacion antes de la mezcla o formulaciéon del anticuerpo con un
soporte, excipiente, adyuvante, tampoén, agente potenciador de absorcion, estabilizante, conservante, adyuvante u
otro coingrediente farmacéutico. Mas tipicamente, el anticuerpo se purifica para representar mas del 90 % de todas
las proteinas presentes en una preparacion purificada. En formas de realizacién especificas, el anticuerpo se purifica
hasta mas del 95 % de pureza o puede ser esencialmente homogéneo en donde otras especies macromoleculares no
son detectables por técnicas convencionales.

Los péptidos de inmunoglobulina incluyen, por ejemplo, anticuerpos policlonales, anticuerpos monoclonales, y
fragmentos de anticuerpos. Lo siguiente describe la generacién de péptidos de inmunoglobulina, especificamente
anticuerpos de ROR1, a través de métodos que pueden usar los expertos en la materia para hacer otros péptidos de
inmunoglobulina adecuados que tienen afinidad y especificidad similares que son funcionalmente equivalentes a los
usados en los ejemplos.

Anticuerpos policlonales
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Los anticuerpos policlonales los puede generar faciimente un experto en la materia a partir de una variedad de
animales de sangre caliente tal como caballos, vacas, varias aves, conejos, ratones o ratas. Brevemente, el antigeno
ROR1 se utiliza para inmunizar el animal mediante inyecciones intraperitoneales, intramusculares, intraoculares o
subcutaneas, con un adyuvante tal como el adyuvante completo o incompleto de Freund. Después de varias
inmunizaciones de recuerdo, se recogen muestras de suero y se ensaya la reactividad hacia ROR1. Los antisueros
policlonales particularmente preferidos daran una sefial en uno de estos ensayos que es al menos tres veces mayor
que el fondo. Una vez el titulo del animal ha alcanzado una meseta en términos de su reactividad hacia ROR1, se
pueden obtener facilmente cantidades mayores de antisuero ya sea por sangrados semanales, o desangrando el
animal.

Anticuerpos monoclonales

Se puede usar tecnologia de anticuerpos monoclonales (Acm) para obtener Acm hacia ROR1. Brevemente, se
producen hibridomas usando células de bazo de ratones inmunizados con antigenos de ROR1 humana. Las células
de bazo de cada ratén inmunizado se fusionan con células Sp 2/0 de mieloma de raton, por ejemplo, usando el método
de fusion de polietilenglicol de Galfre, G. y Milstein, C., Methods Enzymol., 73:3-46 (1981). El crecimiento de los
hibridomas, la seleccion en medio HAT, la clonacion y cribado de clones frente a antigenos se llevan a cabo usando
metodologia estandar (Galfre, G. y Milstein, C., Methods Enzymol., 73:3-46 (1981)).

Los clones seleccionados en HAT se inyectan en ratones para producir grandes cantidades de Acm en ascitis como
se describe por Galfre, G. y Milstein, C., Methods Enzymol., 73:3-46 (1981), que se pueden purificar usando
cromatografia en columna de proteina A (BioRad, Hercules, Calif.). Los Acm se seleccionan en base a su (a)
especificidad para ROR-1, (b) alta afinidad de unién, (c) isotipo, y (d) estabilidad.

Los Acm se pueden cribar o ensayar para especificidad por ROR1 usando cualquiera de una variedad de técnicas
estandar, incluyendo inmunotransferencia (Koren, E. et al.,, Biochim. Biophys. Acta 876:91-100 (1986)) y
enzimoinmunoanalisis de adsorcion (ELISA) (Koren, E. et al., Biochim. Biophys. Acta 876:91-100 (1986)).

Anticuerpos humanizados

Se pueden generar formas humanizadas de anticuerpos de ratén uniendo las regiones CDR de anticuerpos no
humanos a regiones constantes humanas por técnicas de ADN recombinante (véase, por ejemplo, Queen et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 86:10029-10033, 1989 y documento WO 90/07861). Se pueden obtener anticuerpos humanos
usando métodos de presentacion en fagos (véase, por ejemplo, Dower et al., documento WO 91/17271; McCafferty et
al., documento WO 92/01047). En estos métodos, se producen genotecas de fagos en las que los miembros presentan
diferentes anticuerpos en sus superficies externas. Los anticuerpos habitualmente se muestran como fragmentos Fv
o Fab. Se pueden seleccionar fagos que presentan anticuerpos con una especificidad deseada por enriquecimiento
de afinidad.

Fragmentos de anticuerpos

Puede ser deseable producir y usar fragmentos funcionales de un Acm para una aplicacion particular. La estructura
basica bien conocida de una molécula de IgG tipica es una molécula en forma de Y tetramérica simétrica de
aproximadamente 150.000 a 200.000 dalton que consiste en dos cadenas polipeptidicas ligeras idénticas (que
contienen aproximadamente 220 aminoacidos) y dos cadenas polipeptidicas pesadas idénticas (que contienen
aproximadamente 440 aminoacidos). Las cadenas pesadas estan unidas entre si mediante al menos un enlace
disulfuro. Cada cadena ligera esta unida a una cadena pesada contigua por un enlace disulfuro. Un sitio o dominio de
union a antigeno esta localizado en cada brazo de la molécula de anticuerpo con forma de Y, y se forma entre las
regiones amino terminales de cada par de cadenas ligera y pesada unidas por disulfuro. Estas regiones amino
terminales de las cadenas ligera y pesada consisten en aproximadamente sus primeros 110 aminoacidos amino
terminales y se conocen como las regiones variables de las cadenas ligera y pesada.

Ademas, en las regiones variables de las cadenas ligera y pesada hay regiones hipervariables que contienen tramos
de secuencias de aminoacidos, conocidas como regiones determinantes de complementariedad (CDR). Las CDR son
responsables para la especificidad del anticuerpo para un sitio particular en una molécula de antigeno llamado epitopo.
Por tanto, la molécula de IgG tipica es divalente en que puede unir dos moléculas de antigeno porque cada sitio de
union a antigeno es capaz de unirse al epitopo especifico de cada molécula de antigeno. Las regiones carboxi
terminales de las cadenas ligera y pesada son similares o idénticas a las de otras moléculas de anticuerpo y se llaman
regiones constantes. La secuencia de aminoacidos de la regién constante de las cadenas pesadas de un anticuerpo
particular define qué clase de anticuerpo es, por ejemplo, IgG, IgD, IgE, IgA o IgM. Algunas clases de anticuerpos
contienen dos o mas anticuerpos idénticos asociados entre si en organizaciones de union a antigeno multivalentes.

Se pueden usar fragmentos Fab y F(ab’), de Acm que se unen a ROR1 en lugar de los Acm enteros. Puesto que los

fragmentos Fab y F(ab’), son menores que las moléculas de anticuerpo intactas, estan disponibles mas dominios de
unioén a antigeno que cuando se usan moléculas de anticuerpo entero. Se sabe que el corte proteolitico de una
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molécula de IgG tipica con papaina produce dos fragmentos de unién a antigeno separados llamados fragmentos Fab
que contienen una cadena ligera intacta unida a un parte amino terminal de la cadena pesada contigua a través de un
enlace disulfuro. La parte restante de la molécula de inmunoglobulina digerida con papaina se conoce como el
fragmento Fc y consiste en las partes carboxi terminales del anticuerpo dejadas intactas y unidas a través de enlaces
disulfuro. Si un anticuerpo se digiere con pepsina, se produce un fragmento conocido como un fragmento F(ab’), que
carece de la region Fc, pero contiene ambos dominios de unién a antigeno mantenidos juntos por enlaces disulfuro
entre cadenas ligeras y pesadas contiguas (como los fragmentos Fab) y también enlaces disulfuro entre las partes
restantes de las cadenas pesadas contiguas (Handbook of Experimental Immunology. Vol 1: Immunochemistry, Weir,
D. M., Editor, Blackwell Scientific Publications, Oxford (1986)).

Se han desarrollado métodos de ADN recombinante que permiten la produccion y seleccién de péptidos de
inmunoglobulina recombinantes que son polipéptidos de unién a antigeno monocatenarios conocidos como
fragmentos Fv monocatenarios (ScFv o anticuerpos ScFv). Ademas, los ScFv se pueden dimerizar para producir un
diacuerpo. Los ScFv se unen a un epitopo especifico de interés y se pueden producir usando cualquiera de una
variedad de métodos recombinantes bacterianos basados en fagos, por ejemplo, como se describe en Lowman et al.
(1991) Biochemistry, 30, 10832-10838; Clackson et al. (1991) Nature 352, 624-628; y Cwirla et al. (1990) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 87, 6378-6382. Estos métodos habitualmente se basan en producir fagos filamentosos genéticamente
alterados, tal como fagos M13 o fd recombinantes, que presentan en la superficie de la particula del fago una proteina
de fusién recombinante que contiene el anticuerpo SvFv de unién a antigeno como la regién amino terminal de la
proteina de fusion y la proteina de envuelta menor del fago g3p como la region carboxi terminal de la proteina de
fusion. Tales fagos recombinantes se pueden hacer crecer facilmente y aislar usando métodos de fagos bien
conocidos. Ademas, las particulas de fago intactas habitualmente se pueden cribar directamente para la presencia
(presentacion) de un ScFv de unién a antigeno en su superficie sin la necesidad de aislar el ScFv de la particula del
fago.

Para producir un ScFv, se usan protocolos estandar de transcriptasa inversa para primero producir ADNc a partir de
ARNm aislado de un hibridoma que produce un Acm para dirigirse al antigeno ROR1. Las moléculas de ADNc que
codifican las regiones variables de las cadenas pesada y ligera del Acm se pueden amplificar después por metodologia
de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) estandar usando un conjunto de cebadores para regiones variables
pesada y ligera de inmunoglobulina de raton (Clackson (1991) Nature, 352, 624-628). Los ADNc amplificados que
codifican las regiones variables de la cadena pesada y ligera del Acm se unen después con un oligonucleétido
enlazador para generar una molécula de ADN de ScFv recombinante. El ADN de ScFv se liga en un plasmido de fago
filamentoso disefiado para fusionar las secuencias de ADNc amplificadas en la region 5’ del gen del fago que codifica
la proteina de envuelta menor llamada g3p. Células bacterianas de Escherichia coli se transfectan después con los
plasmidos de fagos recombinantes, y los fagos filamentosos crecen y se recogen. Los fagos recombinantes deseados
presentan dominios de union a antigeno fusionados a la region amino terminal de la proteina de envuelta menor. Tales
“fagos de presentacion” se pueden pasar después sobre antigeno inmovilizado, por ejemplo, usando el método
conocido como “inmunoadsorcion”’, véase Parmley y Smith (1989) Adv. Exp. Med. Biol. 251, 215-218; Cwirla et al.
(1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 6378-6382, para adsorber esas particulas de fago que contienen proteinas de
anticuerpo ScFv que son capaces de unirse al antigeno. Las particulas de fago de unién a antigeno se pueden después
amplificar por métodos de infeccion de fagos estandar y la poblacion de fagos recombinantes amplificada seleccionar
de nuevo para capacidad de unidn a antigeno. Tales rondas sucesivas de seleccion para capacidad de unién a
antigeno, seguida por amplificacion, seleccionan capacidad de unidn a antigeno aumentada en los ScFv presentados
en fagos recombinantes. La seleccion para afinidad de union a antigeno incrementada se puede hacer ajustando las
condiciones en las que la union tiene lugar para requerir actividad de union mas estrecha.

Otro método para seleccionar actividad de union a antigeno aumentada es alterar las secuencias de nucledétidos en el
ADNCc que codifica el dominio de unién del ScFv y someter poblaciones de fagos recombinantes a rondas sucesivas
de seleccioén para actividad de unién a antigeno y amplificacion (véase Lowman et al. (1991) Biochemistry, 30, 10832-
10838; y Cwirla et al. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 6378-6382).

Una vez se selecciona un ScFv, el anticuerpo de ROR1 recombinante se puede producir en una forma libre usando
un vector apropiado junto con la cepa de E. coli HB2151. Estas bacterias realmente secretan ScFv en una forma
soluble, libre de componentes del fago (Hoogenboom et al. (1991) Nucl. Acids Res. 19, 4133-4137). La purificacion de
ScFv soluble del medio de cultivo de las bacterias HB2151 se puede lograr por cromatografia de afinidad usando
moléculas de antigeno inmovilizadas en un soporte sélido tal como AFFIGEL™ (BioRad, Hercules, Calif.).

Otros desarrollos en la tecnologia de anticuerpos recombinantes demuestran posibilidades para mejoras adicionales
tal como avidez de unién aumentada por polimerizacién de ScFv en dimeros y tetrameros (véase Holliger et al. (1993)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 6444-6448).

Puesto que los ScFv son moléculas incluso mas pequefias que los fragmentos Fab y F(ab’),, se pueden usar para
lograr densidades incluso mayores de sitios de unién a antigeno por unidad de area de superficie cuando se
inmovilizan en un material soporte sélido que la posible usando anticuerpos enteros, fragmentos F(ab’);, o Fab.
Ademas, la tecnologia de anticuerpos recombinantes ofrece una fuente genética de anticuerpos mas estable,
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comparada con hibridomas. Los anticuerpos recombinantes también se pueden producir de forma mas rapida y
econdmica usando métodos de produccion de fagos bacterianos estandar.

Los anticuerpos o fragmentos de unidon a antigenos de la invencién incluyen anticuerpos monoclonales,
multiespecificos, humanos, humanizados, primatizados o quiméricos, anticuerpos monocatenarios, fragmentos de
unioén a epitopo, por ejemplo, Fab, Fab’ y F(ab’)2, Fd, Fv, Fv monocatenarios (scFv), anticuerpos monocatenarios, Fv
unidos por disulfuro (sdFv), fragmentos que comprenden o bien un dominio VL o VH, fragmentos producidos por una
genoteca de expresion de Fab. Las moléculas de ScFv se conocen en la técnica y se describen, por ejemplo, en la
patente en EE UU No. 5.892.019. Las moléculas de inmunoglobulina o anticuerpo de la invencion pueden ser de
cualquier tipo (por ejemplo, IgG, IgE, IgM, IgD, IgA e IgY), clase (por ejemplo, IgG1, 1gG2, IgG3, 1gG4, IgA1 e IgA2) o
subclase de molécula de inmunoglobulina. Los ejemplos de scFv para ROR1 humana incluyen SEQ ID NO: 21, SEQ
ID NO: 22, SEQ ID NO: 23 y SEQ ID NO: 24.

Los fragmentos de anticuerpo, incluyendo anticuerpos monocatenarios, pueden comprender la(s) region(es)
variable(s) sola(s) o en combinacién con la totalidad o una parte de las siguientes: regién bisagra, dominios CH1, CH2
y CH3. También se incluyen en la invencién fragmentos de unién a antigeno que también comprenden cualquier
combinacién de region(es) variable(s) con una regién bisagra, dominios CH1, CH2, y CH3. Los anticuerpos o
fragmentos inmunoespecificos de los mismos pueden ser de cualquier origen animal incluyendo aves y mamiferos.
Preferiblemente, los anticuerpos son anticuerpos humanos, murinos, de burro, conejo, cabra, cobaya, camello, llama,
caballo o de pollo. La regién variable puede ser de origen condrictoide (por ejemplo, de tiburones). Como se usa en el
presente documento, los anticuerpos “humanos” incluyen anticuerpos que tienen la secuencia de aminoacidos de una
inmunoglobulina humana e incluyen anticuerpos aislados de bibliotecas de inmunoglobulinas humanas o de animales
transgénicos para una o mas inmunoglobulinas humanas y que no expresan inmunoglobulinas endégenas, como se
describe posteriormente y, por ejemplo, en la patente en EE UU No. 5.939.598 por Kucherlapati et al.

Produccién de anticuerpos recombinantes

Para producir los anticuerpos descritos en el presente documento de forma recombinante, acidos nucleicos que
codifican las regiones variables de la cadena ligera y pesada, opcionalmente unidas a regiones constantes, se insertan
en vectores de expresion. Las cadenas ligera y pesada se pueden clonar en el mismo o diferentes vectores de
expresion. Por ejemplo, las cadenas pesada y ligera de SEQ ID NO: 1-5 se pueden usar segun la presente invencion.
Las ensefianzas de la patente en EE UU No. 6.287.569 a Kipps et al. y los métodos proporcionados en el presente
documento los pueden adaptar facilmente los expertos en la materia para crear las vacunas de la presente divulgacion.
Los segmentos de ADN que codifican cadenas de anticuerpo estan operativamente unidos a secuencias de control en
el vector(es) de expresion que aseguran la expresion de las cadenas de anticuerpo. Tales secuencias de control
pueden incluir una secuencia sefial, un promotor, un potenciador, y una secuencia de terminacién de la transcripcion.

Los vectores de expresion son tipicamente replicables en los organismos huéspedes ya sea como episomas 0 como
una parte integral del cromosoma huésped. E. coli es un huésped procariota particularmente util para expresar
anticuerpos de la presente invencion. Otros huéspedes microbianos adecuados para uso incluyen bacilos, tal como
Bacillus subtilis, y otras enterobacterias, tal como Salmonella, Serratia, y varias especies de Pseudomonas. En estos
huéspedes procariotas, también se pueden hacer vectores de expresion, que tipicamente contienen secuencias de
control de la expresion compatibles con la célula huésped (por ejemplo, un origen de replicaciéon) y secuencias
reguladoras tal como un sistema promotor de lactosa, un sistema promotor de triptéfano (trp), un sistema promotor de
beta-lactamasa, o un sistema promotor del fago lambda. También se pueden usar otros microbios, tal como levadura,
para la expresion. Saccharomyces es un huésped preferido, con vectores adecuados que tienen secuencias de control
de la expresion, tal como promotores, incluyendo 3-fosfoglicerato quinasa u otras enzimas glucoliticas, y un origen de
replicacion o secuencias de terminacion seguin se desee. También se puede usar cultivo celular de tejido de mamifero
para expresar y producir los anticuerpos de la presente invencion (véase, por ejemplo, Winnacker, From Genes to
Clones VCH Publishers, N.Y., 1987). Se prefieren células eucariotas, porque se han desarrollado un nimero de lineas
celulares huéspedes adecuadas capaces de secretar anticuerpos intactos. Las células huéspedes adecuadas
preferidas para expresar acidos nucleicos que codifican las inmunoglobulinas de la invencién incluyen: linea CV1 de
riidn de mono transformada por SV40 (COS-7, ATCC CRL 1651); linea de rifidn embrionario humano; células de rifién
de hamster recién nacido (BHK, ATCC CCL 10); células de ovario de hamster chino (CHO); células de Sertoli de raton;
células de rifidn de mono (CV1 ATCC CCL 70); células de rifidn de mono verde africano (VERO-76, ATCC CRL 1587);
células de carcinoma cervical humano (HELA, ATCC CCL 2); células de rifion canino (MDCK, ATCC CCL 34); células
de higado de rata bufalo (BRL 3A, ATCC CRL 1442); células de pulmén humano (W138, ATTC CCL 75); células de
higado humano (Hep G2, HB 8065), tumor mamario de raton (MMT 060562, ATCC CCL 151); y células TRI.

Los vectores que contienen las secuencias polinucleotidicas de interés (por ejemplo, las secuencias que codifican la
cadena pesada y ligera y secuencias de control de la expresidon) se pueden transferir a la célula huésped. La
transfeccion con cloruro de calcio es comunmente utilizada para célula procariotas, mientras que se pueden usar el
tratamiento con fosfato de calcio o electroporacion para otros huéspedes celulares (véase, por ejemplo, Sambrook et
al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, 22 ed., 1989). Cuando las cadenas pesada y
ligera estan clonadas en vectores de expresion separados, los vectores se cotransfectan para obtener la expresion y
ensamblaje de inmunoglobulinas intactas. Después de la introduccion del ADN recombinante, lineas celulares que
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expresan productos de inmunoglobulinas se seleccionan por células. Las lineas celulares capaces de expresion
estable son preferidas (es decir, niveles no disminuidos de expresion después de cincuenta pases de la linea celular).

Una vez expresados, los anticuerpos enteros, sus dimeros, cadenas ligeras y pesadas individuales, u otras formas de
inmunoglobulinas de la presente invencion, se pueden purificar segin procedimientos estandar de la técnica,
incluyendo precipitacion con sulfato de amonio, columnas de afinidad, cromatografia en columna, electroforesis en gel
(véase, Scopes, Protein Purification, Springer-Verlag, N.Y., 1982). Se prefieren inmunoglobulinas sustancialmente
puras de al menos aproximadamente el 90 al 95 % de homogeneidad, y lo mas preferido del 98 al 99 % o mas de
homogeneidad.

Anticuerpos multiespecificos, inmunoconjugados de anticuerpos y moléculas de fusion

Los anticuerpos de ROR1 o fragmentos de unién a antigeno de la invencién pueden ser “multiespecificos”, por ejemplo,
biespecificos, triespecificos o de mayor multiespecificidad, lo que significa que reconoce y se une a dos o0 mas epitopos
diferentes presentes en uno o mas antigenos diferentes (por ejemplo, proteinas) al mismo tiempo. Por tanto, si un
anticuerpo de ROR1 es “monoespecifico” o “multiespecifico”, por ejemplo, “biespecifico”, se refiere al niumero de
diferentes epitopos con los que reacciona un polipéptido de unién. Los anticuerpos multiespecificos pueden ser
especificos para diferentes epitopos de un polipéptido diana descrito en el presente documento o pueden ser
especificos para un polipéptido diana, asi como para un epitopo heterdlogo, tal como un polipéptido heterdlogo o
material soporte sélido.

Como se usa en el presente documento, el término “valencia” se refiere al nUmero de potenciales dominios de unién,
por ejemplo, dominios de unién a antigeno, presentes en un anticuerpo de ROR1, polipéptido de unién o anticuerpo.
Cada dominio de union se une especificamente a un epitopo. Cuando un anticuerpo de ROR1, polipéptido de unién o
anticuerpo comprende mas de un dominio de unién, cada dominio de unién se puede unir especificamente al mismo
epitopo, para un anticuerpo con dos dominios de unién, llamado “monoespecifico bivalente”, o a diferentes epitopos,
para un anticuerpo con dos dominios de unién, llamado “biespecifico bivalente”. Un anticuerpo también puede ser
biespecifico y bivalente para cada especificidad (llamados “anticuerpos tetravalentes biespecificos”). En otra forma de
realizacion, se pueden hacer minicuerpos tetravalentes o anticuerpos con dominios delecionados.

Los anticuerpos bivalentes biespecificos y los métodos de hacerlos, se describen, por ejemplo, las patentes en EE UU
No. 5.731.168; 5.807.706; 5.821.333; y las publicaciones de solicitud en EE UU. Nos. 2003/020734 y 2002/0155537.
Los anticuerpos tetravalentes biespecificos, y los métodos de hacerlos se describen, por ejemplo, en los documentos
WO 02/096948 y WO 00/44788. Véase, en general, las publicaciones PCT WO 93/17715; WO 92/08802; WO
91/00360; WO 92/05793; Tutt et al., J. Immunol. 147:60-69 (1991); patentes en EE UU Nos. 4.474.893; 4.714.681;
4.925.648; 5.573.920; 5.601.819; Kostelny et al., J. Immunol. 148:1547-1553 (1992).

La presente invencion incluye anticuerpos de ROR1 multiespecificos. Por ejemplo, un anticuerpo biespecifico
compuesto de dos fragmentos de anticuerpo scFv, ambos de los cuales se unen a ROR1. Los fragmentos de
anticuerpo scFv se pueden unir al mismo o diferentes epitopos en ROR1. Como un ejemplo adicional, el anticuerpo
multiespecifico puede ser un diacuerpo que se une a los epitopos de los anticuerpos con una region variable de la
cadena pesada seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO:
13, 0 SEQ ID NO: 17 y una region variable de la cadena ligera selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO: 3,
SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 15, 0 SEQ ID NO: 19.

La invencion se extiende ademas a proteinas de fusion. Las proteinas de fusidon son moléculas quiméricas que
comprenden, por ejemplo, un dominio de unién a antigeno de inmunoglobulina con al menos un sitio de unién diana,
y al menos una parte heteréloga, es decir, una parte con la que no esta normalmente unida en la naturaleza. Las
secuencias de aminoacidos pueden existir normalmente en proteinas separadas que se unen en el polipéptido de
fusion o pueden existir normalmente en la misma proteina, pero estan colocadas en una nueva organizacion en el
polipéptido de fusion. Las proteinas de fusion se pueden crear, por ejemplo, por sintesis quimica, o creando y
traduciendo un polinucleétido en el que las regiones peptidicas estan codificadas en la relacion deseada.

Los anticuerpos de ROR1 o fragmentos de unién a antigeno de la invencion se pueden ademas fusionar de forma
recombinante a un polipéptido heterdlogo en el extremo N o C o conjugar quimicamente (incluyendo conjugaciones
covalentes y no covalentes) a polipéptidos u otras composiciones. Por ejemplo, anticuerpos especificos de ROR1 se
pueden fusionar de forma recombinante o conjugar a moléculas utiles como marcadores en ensayos de deteccion y
moléculas efectoras tal como polipéptidos heterdlogos, farmacos, radionuclidos o toxinas. Véase, por ejemplo, las
publicaciones PCT WO 92/08495; WO 91/14438; WO 89/12624; Patente en EE UU No. 5.314.995; y documento EP
396.387. Los anticuerpos de ROR1 radiomarcados de la invencién seran particularmente utiles, mientras que
permanecen por desarrollar los conjugados de anticuerpo y farmaco (ADC).

Los anticuerpos de ROR1 o fragmentos de unién a antigeno de la invencion incluyen derivados que estan modificados,
es decir, por la unién covalente de cualquier tipo de molécula al anticuerpo de modo que la unién covalente no
prevenga que el anticuerpo se una a ROR1. Por ejemplo, pero no a modo de limitacion, los derivados de anticuerpos
incluyen anticuerpos que se han modificado, por ejemplo, por glucosilacién, acetilacion, pegilacion, fosfilacion,
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fosforilacion, amidacion, derivacion por grupos protectores/bloqueantes conocidos, corte proteolitico, unién a un
ligando celular u otra proteina. Se puede llevar a cabo cualquiera de numerosas modificaciones quimicas por técnicas
conocidas incluyendo corte quimico especifico, acetilacion, formulacion, sintesis metabdlica de tunicamicina. Ademas,
el derivado puede contener uno o mas aminoacidos no clasicos.

Los anticuerpos de ROR1, o fragmentos de union a antigeno de la invencion pueden estar compuestos de aminoacidos
unidos entre si por enlaces peptidicos o enlaces peptidicos modificados, es decir, isosteros peptidicos, y pueden
contener aminoacidos diferentes de los 20 aminoacidos codificados por genes. Los anticuerpos especificos de ROR1
se pueden modificar por procesos naturales, tal como procesamiento postraduccional, o por técnicas de modificacion
quimica que se conocen bien en la técnica. Tales modificaciones estan bien descritas en textos basicos y en
monografias mas detalladas, asi como en una voluminosa bibliografia de investigacion. Las modificaciones se pueden
producir en cualquier lugar en el anticuerpo especifico de ROR1, incluyendo el esqueleto peptidico, las cadenas
laterales de los aminoacidos y los extremo amino o carboxilo, o en fracciones tal como hidratos de carbono. Se
apreciara que el mismo tipo de modificacion puede estar presente en el mismo grado o variable en varios sitios en un
anticuerpo especifico de ROR1 determinado.

La presente invencion también proporciona proteinas de fusién que comprenden un anticuerpo de ROR1 o fragmento
de unién a antigeno, y un polipéptido heterélogo. El polipéptido heterdlogo al que el anticuerpo se fusiona puede ser
util para funcién o es util para dirigirse a las células que expresan el polipéptido ROR1. En una forma de realizacion,
una proteina de fusién de la invencién comprende un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de uno
cualquiera o mas de las regiones VH de un anticuerpo de la invencion o la secuencia de aminoacidos de una cualquiera
o mas de las regiones VL de un anticuerpo de la invencion, y una secuencia polipeptidica heterdloga.

En otra forma de realizacion, una proteina de fusion para uso en los métodos de tratamiento divulgados en el presente
documento comprende un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de cualquiera de una, dos, tres de las
CDR de VH seleccionadas del grupo que consiste en SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28 y SEQ ID NO: 29 de un
anticuerpo especifico de ROR1, o fragmentos de la misma, o la secuencia de aminoacidos de cualquiera de una, dos,
tres de las CDR de VL de SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31 y SEQ ID NO: 32 de un anticuerpo especifico de ROR1, o
fragmentos de la misma, y una secuencia polipeptidica heterdloga. En una forma de realizacion, la proteina de fusion
comprende un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de una CDR3 de VH de un anticuerpo especifico de
ROR1 de la presente invencion, o un fragmento de la misma, y una secuencia polipeptidica heterdloga, proteina de
fusion que especificamente se une a al menos un epitopo de ROR1. En otra forma de realizacién, una proteina de
fusién comprende un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de al menos una region VH de un anticuerpo
especifico de ROR1 de la invencion y la secuencia de aminoacidos de al menos una region VL de un anticuerpo
especifico de ROR1 de la invencidon o fragmentos de las mismas, y una secuencia polipeptidica heterdloga.
Preferiblemente, las regiones VHy VL de la proteina de fusién corresponden a un Unico anticuerpo fuente (o fragmento
scFv o Fab) que se une especificamente a al menos un epitopo de ROR1. En aun otra forma de realizacion, una
proteina de fusion para uso en los métodos de diagnédstico y tratamiento divulgados en el presente documento
comprende un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de cualquiera de una, dos, tres o mas de las CDR
de VH de un anticuerpo especifico de ROR1 y la secuencia de aminoacidos de cualquiera de una, dos, tres o mas de
las CDR de VL de un anticuerpo especifico para ROR1, o fragmentos de las mismas, y una secuencia polipeptidica
heterdloga. Preferiblemente, dos, tres, cuatro, cinco, seis, o mas de la(s) CDR de VH o la(s) CDR de VL corresponde(n)
a un unico anticuerpo fuente (o fragmentos scFv o Fab) de la invencion. Las moléculas de acido nucleico que codifican
estas proteinas de fusién también estan abarcadas por la invencion.

Se pueden preparar proteinas de fusion usando métodos que se conocen bien en la técnica (véase, por ejemplo, las
patentes en EE UU No. 5.116.964 y 5.225.538). El sitio preciso en que se hace la fusién se puede seleccionar
empiricamente para optimizar las caracteristicas de secrecién o union de la proteina de fusién. EI ADN que codifica la
proteina de fusion se transfecta después en una célula huésped para expresion.

También se divulga en el presente documento un anticuerpo anti-ROR1 humana; es decir, un anticuerpo anti-ROR1
aislado que tiene la misma especificidad de unién que el anticuerpo 99961. En un aspecto, el anticuerpo se une al
dominio de tipo Ig que esta contiguo con el dominio CRD de ROR1. En un aspecto adicional, el anticuerpo se une a
los aminoacidos 42-160 de hROR1. En un aspecto mas, el anticuerpo se une a los aminoacidos 130-160 de ROR-1.
En otro aspecto, el anticuerpo requiere que esté presente acido glutamico en la posicion 138 de hROR1 para la union.

En una forma de realizacién adicional, la invencién proporciona un anticuerpo anti-ROR1 aislado que comprende una
region variable de la cadena pesada seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 5, SEQ ID
NO: 9, SEQ ID NO: 13, y SEQ ID NO: 17 y una region variable de la cadena ligera selecciona del grupo que consiste
en SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 15, y SEQ ID NO: 19. En un aspecto, el anticuerpo
segun la region variable de la cadena pesada es SEQ ID NO: 5 y la regién variable de la cadena ligera es SEQ ID NO:
7.

En una forma de realizacion, la invencion proporciona un anticuerpo anti-ROR1 humana aislado que comprende una
region variable de la cadena pesada compuesta de CDR1, CDR2 y CDR3 seleccionada del grupo que consiste en
SEQID NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34y SEQ ID NO: 35, y la region variable
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de la cadena ligera compuesta de CDR1, CDR2 y CDR3 seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 30, SEQ
ID NO: 31, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 37 y SEQ ID NO:38. En un aspecto, una region variable de
la cadena pesada compuesta de CDR1, CDR2 y CDR3 esta compuesta de SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28 y SEQ ID
NO: 29, y la region variable de la cadena ligera compuesta de CDR1, CDR2 y CDR3 esta compuesta de SEQ ID NO:
30, SEQ ID NO: 31y SEQ ID NO: 32.

En una forma de realizacion adicional, la invencién proporciona un anticuerpo anti-ROR1 humana con una afinidad de
union mayor de 41 nM. En un aspecto, la afinidad de unién del anticuerpo es entre aproximadamente 500 pM y
aproximadamente 6 nM. En un aspecto, la afinidad de unién del anticuerpo es aproximadamente 800 pM.

En otro aspecto, el anticuerpo de la invencién es para uso en un método de tratar metastasis. En un aspecto adicional,
el anticuerpo se internaliza e inhibe la migracion celular. En un aspecto adicional, el anticuerpo se internaliza y
disminuye vimentina, snail1/2 o ZEB. En otro aspecto, el anticuerpo es humano, humanizado o quimérico. En un
aspecto, el anticuerpo es 99961, 99961.1, 99961.2, 99961.3, o 99961.4. En un aspecto preferido el anticuerpo es
99961.1.

Una forma de realizacién de la invencion proporciona una formulacion farmacéutica que comprende el anticuerpo
contra ROR1 y un soporte farmacéuticamente aceptable. En una forma de realizacion adicional, la invencion
proporciona un acido nucleico aislado que codifica el anticuerpo contra ROR1. En otra forma de realizacion, la
invencion proporciona un vector de expresion que comprende el acido nucleico segun el acido nucleico que codifica
un anticuerpo contra ROR1. En una forma de realizacién adicional, la invencién proporciona una célula huésped que
comprende el acido nucleico que codifica un anticuerpo contra ROR1. También se divulga en el presente documento
un método de producir un anticuerpo anti-ROR1 de la invencién que comprende cultivar las células huéspedes en
condiciones para producir el anticuerpo. En un aspecto de la divulgacion, el método de producir un anticuerpo
comprende ademas recuperar el anticuerpo.

Como se muestra en los ejemplos, el anticuerpo anti-ROR1 D10 inhibe el injerto de LLC de ratén y humana, puede
dirigir la citotoxicidad dependiente del complemento, induce una reduccion significativa en la carga leucémica, y
bloquea la metastasis de células de cancer de mama al pulmén y hueso.

Se ha mostrado que D10 tiene actividad bioldgica mientras que otros anticuerpos anti-ROR1 conocidos (por ejemplo,
4A5, y K19) no muestran actividad bioldgica a pesar de que 4A5 tiene una afinidad de unién significativamente mayor
para ROR1. Se ha mostrado que el anticuerpo 4A5 se une a diferentes epitopos que D10. También se ha mostrado
que un subconjunto de pacientes de cancer, en los que el cancer es ROR+, se produce antisuero contra ROR1. Un
subconjunto adicional de pacientes hace anticuerpos que inhiben la actividad Wtn5a, llevando por tanto a la conclusion
de que no todos los anticuerpos de ROR1 tienen actividad biolégica.

Como se describe ademas en los ejemplos, se realizé6 mapeo de epitopos para determinar el epitopo de D10 y 4A5.
Estos estudios determinaron que D10 se une a un epitopo en el extremo C del dominio de tipo Ig que es contiguo a
CRD en RORH1. El epitopo para 4A5 también se mape6 al dominio de tipo Ig, pero mas cercano al amino terminal del
dominio. Estos descubrimientos han llevado a la conclusiéon de que anticuerpos que se unen al mismo epitopo que
D10 inhibiran la actividad biolégica de ROR1 mientras que anticuerpos que se unen el otro lugar puede que no.

Como se muestra en los ejemplos, se derivaron anticuerpos de alta afinidad, es decir, 99961, usando el epitopo de
D10 para seleccionar anticuerpos recombinantes de alta afinidad. Uno de los anticuerpos seleccionados, 99961, tiene
una afinidad de union significativamente mayor para ROR1 que D10. El anticuerpo 99961 tiene una afinidad de union
50x mayor que D10, es decir, 800 pM frente a 41 nM. Ademas, 99961 se humanizé generando cuatro anticuerpos
diferentes. Experimentos confirmaron que 99961 tiene el mismo epitopo que D10. Experimentos confirmaron que este
epitopo no se expresa en células madre o progenitoras hematopoyéticas normales. Ademas, 99961 no da reaccion
cruzada con tejidos adultos normales. Este anticuerpo también demostré actividad contra células LLC, actividad en
LMA primaria ROR+ e induccién de internalizacion de ROR1.

Vacunas

También se divulga en el presente documento una vacuna para el tratamiento o prevencion de cancer o la inhibicion
de metastasis en un sujeto que consiste en una composicion farmacéuticamente aceptable de un péptido de union a
ROR1 aislado o sintéticamente producido. También se divulga en el presente documento un péptido de unién a ROR1
con al menos el 95 % de identidad de secuencia a la region de union a ROR-1 de D10. También se divulga en el
presente documento un péptido de unién a ROR1 con al menos el 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad
de secuencia a la region de union de D10. En un aspecto de la divulgacion, la region de union de D10 es
VATNGKEVVSSTGVLFVKFGPC. En un aspecto adicional de la divulgacion, la regidon de unién de D10 es
EVVSSTGVLFVKFGPC. En un aspecto de la divulgacion la region de unién de D10 tiene al menos 22 aminoacidos.
En un aspecto adicional de la divulgacion, la region de union de D10 tiene al menos 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, o 22 aminoacidos.
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También se divulga en el presente documento un uso de vacunas de péptido de union a ROR1 contra enfermedades,
tal como un linfoma, por ejemplo, LLC, que implica la expresién de ROR1. Puesto que los tejidos adultos normales no
parecen expresar ROR-1, representa un antigeno especifico de tumor que puede ser objetivo en inmunoterapia activa.
Por ejemplo, los niveles de ROR1 se pueden disminuir por administracion al paciente de una cantidad
terapéuticamente eficaz de una vacuna de péptido de unién a ROR1 que produce en animales una respuesta
inmunitaria protectora o terapéutica contra ROR1 y los efectos de su expresion. Las vacunas pueden incluir péptidos.
Los métodos de usar tales péptidos incluyen el uso en vacunas y para generar anticuerpos contra ROR1. El péptido
de union a ROR1 también puede incluir un adyuvante inmunitario. El inmunoadyuvante puede ser una fraccion soporte
inmunogena conjugada al péptido de union. En un aspecto, la fraccion soporte inmunégena es un péptido. Los
ejemplos de un soporte adecuado para la vacuna comprenden ademas un adyuvante inmundgeno. En un aspecto
adicional de la divulgacion, el adyuvante es una fraccidon soporte inmundgena conjugada al péptido de uniéon. La
fraccion soporte inmundgena puede ser un péptido soporte, tal como hemocianina de lapa californiana (KLH),
seroalbumina bovina (BSA), ovoalbumina, hidréxido de aluminio u otro adyuvante inmunitario farmacéuticamente
aceptable. Se pueden encontrar ejemplos de adyuvantes inmunitarios farmacéuticamente aceptables en Methods in
Molecular Medicine, Vol. 42: Vaccine adjuvants: Preparation, Methods and Research Protocols; Editado por D. T.
O'Hagan; Humana Press Inc., Totowa NJ y European Agency for the Evaluation of Medicinal Products, Committee for
Proprietary Medicinal Products, Guidelines on Adjuvants in Vaccines, Londres 2004. Tipicamente, la composicion de
vacuna también incluira un soporte o diluyente farmacéuticamente aceptable.

También se divulga en el presente documento una vacuna contra células que expresan ROR-1, la vacuna comprende
una composicion farmacéuticamente aceptable de un péptido aislado o sintéticamente producido que tiene una
secuencia de aminoacidos con al menos el 95 % de identidad de secuencia respecto a la region de unién a ROR-1
del anticuerpo D10. En un aspecto de la divulgacion, la secuencia de aminoacidos de la region de unién a ROR-1 del
anticuerpo D10 de la vacuna es VATNGKEVVSSTGVLFVKFGPC. En un aspecto adicional de la divulgacion, la
secuencia de aminoacidos de la regién de unién a ROR-1 del anticuerpo D10 de la vacuna es EVVSSTGVLFVKFGPC.
En otro aspecto de la divulgacion, la célula que expresa ROR1 es una célula cancerosa. En un aspecto adicional de
la divulgacion, la célula cancerosa es de una leucemia de células B, linfoma, LLC, LMA, B-LLA, T-LLA, cancer ovarico,
de colon, pulmon, piel, pancreatico, testicular, de vejiga, uterino, de préstata, o suprarrenal.

También se divulga en el presente documento una vacuna que comprende un péptido de unién a ROR1 que tiene una
secuencia de aminoacidos con al menos el 95 % de identidad de secuencia respecto a
VATNGKEVVSSTGVLFVKFGPC y un soporte farmacéuticamente aceptable. En un aspecto de la divulgacion, el
péptido es de mamifero. En un aspecto adicional de la divulgacion, el péptido es quimérico y/o de origen humano, de
raton, rata, porcino, bocino, primate, felino, canino, de conejo, cabra, pollo o ursino. En otro aspecto de la divulgacion,
la vacuna comprende ademas un adyuvante inmunégeno. En un aspecto mas de la divulgacion, el adyuvante es un
péptido soporte inmunégeno conjugado al péptido de unién. En un aspecto de la divulgacion, la secuencia de
aminoacidos del péptido de union es VATNGKEVVSSTGVLFVKFGPC. En otro aspecto de la divulgacion, el péptido
soporte inmundégeno es hemocianina de lapa californiana (KLH). La vacuna comprende ademas un adyuvante
inmunogeno. En un aspecto adicional de la divulgacion, el adyuvante es una fraccion soporte inmunégena conjugada
al péptido de union. En un aspecto de la divulgacion, la secuencia aminoacidos del péptido de unidon es
VATNGKEVVSSTGVLFVKFGPC. La fraccion soporte inmundgena puede ser un péptido soporte, tal como
hemocianina de lapa californiana (KLH), seroalbumina bovina (BSA), ovoalbumina, hidréxido de aluminio u otro
adyuvante inmunitario farmacéuticamente aceptable. Se pueden encontrar ejemplos de adyuvantes inmunitarios
farmacéuticamente aceptables en Methods in Molecular Medicine, Vol. 42: Vaccine adjuvants: Preparation, Methods
and Research Protocols; Editado por D. T. O'Hagan; Humana Press Inc., Totowa NJ y European Agency for the
Evaluation of Medicinal Products, Committee for Proprietary Medicinal Products, Guidelines on Adjuvants in Vaccines,
Londres 2004.

También se divulga en el presente documento una vacuna que comprende un péptido de uniéon a ROR1 que tiene una
secuencia de aminoacidos con al menos el 95 % de identidad de secuencia respecto a EVVSSTGVLFVKFGPC y un
soporte farmacéuticamente aceptable. En un aspecto de la divulgacion, el péptido es de mamifero. En un aspecto
adicional de la divulgacion, el péptido es quimérico y/o de origen humano, de ratén, rata, porcino, bocino, primate,
felino, canino, de conejo, cabra, pollo o ursino. En otro aspecto de la divulgacion, la vacuna comprende ademas un
adyuvante inmunégeno. En un aspecto mas de la divulgacion, el adyuvante es un péptido soporte inmundgeno
conjugado al péptido de unién. En un aspecto de la divulgacion, la secuencia de aminoacidos del péptido de union es
EVVSSTGVLFVKFGPC. La fraccion soporte inmundgena puede ser un péptido soporte, tal como hemocianina de lapa
californiana (KLH), seroalbumina bovina (BSA), ovoalbumina, hidréxido de aluminio u otro adyuvante inmunitario
farmacéuticamente aceptable. Se pueden encontrar ejemplos de adyuvantes inmunitarios farmacéuticamente
aceptables en Methods in Molecular Medicine, Vol. 42: Vaccine adjuvants: Preparation, Methods and Research
Protocols; Editado por D. T. O'Hagan; Humana Press Inc., Totowa NJ y European Agency for the Evaluation of
Medicinal Products, Committee for Proprietary Medicinal Products, Guidelines on Adjuvants in Vaccines, Londres 2004.

También se divulga en el presente documento una formulacion farmacéutica que comprende la vacuna que comprende

un péptido de unién a ROR1 que tiene una secuencia de aminoacidos con al menos el 95 % de identidad de secuencia
respecto a VATNGKEVVSSTGVLFVKFGPC y un soporte farmacéuticamente aceptable.
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También se divulga en el presente documento una formulacion farmacéutica que comprende la vacuna que comprende
un péptido de unién a ROR1 que tiene una secuencia de aminoacidos con al menos el 95 % de identidad de secuencia
respecto a EVVSSTGVLFVKFGPC y un soporte farmacéuticamente aceptable.

Como se muestra en los ejemplos, se desarrollaron vacunas de péptidos como se muestra en la figura 18. Se usaron
tres péptidos basados en los epitopos de los anticuerpos de ROR1 D10, 4A5 y K19. Se inmunizaron animales con los
tres péptidos. Todos los tres péptidos indujeron la produccion de antisueros contra ROR1. Los resultados demuestran
que la inmunizacion con el péptido R22 produjo el mayor titulo de anticuerpo. Como se indica en los ejemplos, los
anticuerpos de ROR1 se unen a ROR1, disminuyen la carga leucémica, inducen la internalizaciéon de ROR1, median
la citotoxicidad dependiente del complemento, inhiben la migracién de células de cancer de mama e inhiben el injerto
de células de leucemia ROR+. Por tanto, en el presente documento se divulga un método para inmunizar pacientes
contra ROR1 para permitir la induccién de anticuerpos para inhibir la capacidad de células cancerosas ROR+ para
migrar y metastatizar.

Péptido de uniéon a ROR1

También se divulga en el presente documento un péptido de union a ROR1 que comprende la secuencia de
aminodcidos seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID: 25 y SEQ ID NO: 26. En un aspecto de la divulgacion,
el péptido tiene una secuencia de aminoacidos con al menos el 95 % de identidad de secuencia respecto a
VATNGKEVVSSTGVLFVKFGPC. En otro aspecto de la divulgacion, el péptido tiene una secuencia de aminoacidos
con al menos el 95 % de identidad de secuencia respecto a EVVSSTGVLFVKFGPC. En otro aspecto de la divulgacion,
el péptido de unién es de mamifero. En un aspecto adicional de la divulgacion, el péptido es quimérico y/o de origen
humano, de ratén, rata, porcino, bocino, primate, felino, canino, de conejo, cabra, pollo o ursino.

También se divulga en el presente documento una formulaciéon farmacéutica que comprende un péptido de unién a
ROR1 que comprende la secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID: 25 y SEQ ID
NO: 26 y un soporte farmacéuticamente aceptable.

También se divulga en el presente documento un acido nucleico aislado que codifica un péptido de unién a ROR1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID: 25 y SEQ ID NO: 26. También se divulga en el presente
documento un vector de expresion que comprende el acido nucleico que codifica un péptido de unién a ROR1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID: 25 y SEQ ID NO: 26. También se divulga en el presente
documento una célula huésped que comprende el acido nucleico que codifica un péptido de unién a ROR1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID: 25 y SEQ ID NO: 26. También se divulga en el presente
documento un método de producir un péptido que comprende cultivar la célula huésped que codifica un péptido de
union a ROR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID: 25 y SEQ ID NO: 26 en condiciones para
producir el péptido de unién. En un aspecto de la invencioén, el método para producir el péptido comprende ademas
recuperar el péptido de unién.

Supresion de metastasis

En una forma de realizacion, la invencién proporciona un anticuerpo de la invencion para su uso en un método de
suprimir metastasis de cancer que expresa ROR-1, el método comprende alterar la transicién epitelial-
mesenquimatosa de células tumorales administrando un anticuerpo de la invencién. En un aspecto, el cancer que
expresa ROR-1 es leucemia de células B, linfoma, LLC, LMA, B-LLA, T-LLA, cancer ovarico, de colon, pulmoén, piel,
pancreatico, testicular, de vejiga, uterino, de préstata, o suprarrenal.

Los ejemplos proporcionan evidencia de que anticuerpos contra ROR1, péptidos de unidén y vacunas tienen la
capacidad para inhibir que células cancerosas ROR+ migren o metastaticen.

Tratamiento

Como se usa en el presente documento, los términos “tratar” o “tratamiento” se refieren tanto a tratamiento terapéutico
como a medidas profilacticas o preventivas, en donde el objeto es prevenir o ralentizar (reducir) un cambio fisiolégico
indeseado o trastorno, tal como el desarrollo o propagacién de cancer. Los resultados clinicos beneficiosos o deseados
incluyen alivio de sintomas, disminucién de la extension de la enfermedad, estado de enfermedad estabilizado (es
decir, no empeora), retraso o ralentizacion de la evolucién de la enfermedad, mejora o alivio del estado de enfermedad,
y remision (sea parcial o total), sea detectable o indetectable. “Tratamiento” también puede significar prolongar la
supervivencia comparado con la supervivencia esperada si no se recibe tratamiento. Esos en necesidad de tratamiento
incluyen los que ya tienen la afeccion o trastorno, asi como los propensos a tener la afeccion o trastorno o esos en los
que la afeccion o trastorno se va a prevenir.

Como se usa en el presente documento, el término “cancer” o “célula cancerosa” o “cancer que expresa ROR1” o
“célula cancerosa que expresa ROR1” se refieren a todos los crecimiento y proliferacion de células neoplasicas, ya
sean malignas o benignas, incluyendo todas las células y tejidos transformados y todas las células y tejidos
cancerosos. Cancer incluye a neoplasias, sean benignas o malignas, localizadas en: la préstata, colon, abdomen,
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hueso, mama, aparato digestivo, higado, pancreas, peritoneo, glandulas endocrinas (suprarrenal, paratiroides,
hipdfisis, testiculos, ovario, timo, tiroides), ojo, cabeza y cuello, nervioso (central y periférico), sistema linfatico, pélvico,
piel, tejido blando, bazo, toracico y aparato urogenital. Tales neoplasias, en ciertas formas de realizacion, expresan,
sobreexpresan o expresan andmalamente ROR1.

Cancer también incluye leucemia de células B, linfoma, LLC, LMA, B-LLA, T-LLA, cancer ovarico, de colon, pulmén,
piel, pancreatico, testicular, de vejiga, uterino, de préstata, o suprarrenal.

Los anticuerpos anti-ROR1 descritos en el presente documento se pueden usar en un método para el tratamiento o
prevencion de un cancer ROR1 o para inhibir metastasis de una célula cancerosa ROR1 en un sujeto.

Anticuerpos

En ciertas formas de realizacion terapéuticas, el anticuerpo seleccionado sera tipicamente un anticuerpo anti-ROR1,
que se puede administrar solo, o en combinacién con, o conjugado a, uno o mas agentes terapéuticos combinatorios.
Cuando los anticuerpos descritos en el presente documento se administran solos como agentes terapéuticos, pueden
ejercer un efecto beneficioso en el sujeto mediante una variedad de mecanismos. En ciertas formas de realizacion,
anticuerpos monoclonales que se unen especificamente a hROR-1 se purifican y usan en un método de tratamiento
que comprende administrar a un paciente para neutralizar una o mas formas de hROR-1, para bloquear una o mas
actividades de hROR-1, o para bloquear o inhibir una interaccién de una o mas formas de hROR-1 con otra
biomolécula.

Los reactivos inmunoterapéuticos de la invencion pueden incluir anticuerpos humanizados, y se pueden combinar para
uso terapéutico con ingredientes activos o inertes adicionales, por ejemplo, en soportes o diluyentes
farmacéuticamente aceptables convencionales, por ejemplo, adyuvantes inmundgenos, y opcionalmente con agentes
activos complementarios o combinacionales tal como farmacos antineoplasicos.

En otras formas de realizacion, los anticuerpos terapéuticos descritos en el presente documento se administran
coordinadamente con, coformulados con, o acoplados a (por ejemplo, unidos de forma covalente) un agente
terapéutico combinacional, por ejemplo, un radionuclido, un inductor de diferenciacion, un farmaco, o una toxina. Se
pueden emplear varios radiontclidos conocidos, incluyendo Y, 23|, 12|, 131] 186Re 188Re y 211At. Los farmacos Utiles
para uso en tales formulaciones y métodos de tratamiento combinacional incluyen metotrexato y analogos de pirimidina
y purina. Los inductores de diferenciacion adecuados incluyen ésteres de forbol y acido butirico. Las toxinas
adecuadas incluyen ricina, abrina, toxina de la difteria, toxina del cdlera, gelonina, exotoxina de Pseudomonas, toxina
de Shigella y proteina antivirica de fitolaca. Estos agentes terapéuticos combinacionales se pueden acoplar a un
anticuerpo anti-ROR1 ya sea directa o indirectamente (por ejemplo, a través de un grupo enlazador). Una reaccion
directa entre un agente y un anticuerpo es posible cuando cada uno posee un sustituyente capaz de reaccionar con
el otro. Por ejemplo, un grupo nucleofilico, tal como un grupo amino o sulfhidrilo, en uno puede ser capaz de reaccionar
con un grupo que contiene carbonilo, tal como un anhidrido o un haluro acido, o con un grupo alquilo que contiene un
buen grupo saliente (por ejemplo, un haluro) en el otro. Alternativamente, puede ser deseable acoplar un agente
terapéutico combinacional y un anticuerpo a través de un grupo enlazador como un espaciador para distanciar un
anticuerpo del agente terapéutico combinacional para evitar interferencia con las capacidades de unién. Un grupo
enlazador también puede servir para aumentar la reactividad quimica de un sustituyente en un agente o un anticuerpo,
y asi aumentar la eficacia de acoplamiento. Sera evidente ademas para los expertos en la materia que se pueden
emplear una variedad de reactivos bifuncionales o polifuncionales, tanto homo- como hetero-funcionales (tal como los
descritos en el catalogo de Pierce Chemical Co., Rockford, Ill.) como grupo enlazador. Se puede llevar a cabo el
acoplamiento, por ejemplo, mediante grupos amino, grupos carboxilo, grupos sulfhidrilo o residuos glucidicos
oxidados.

También puede ser deseable acoplar mas de un agente a un anticuerpo anti-ROR1. En una forma de realizacion,
multiples moléculas de un agente se acoplan a una molécula de anticuerpo. En otra forma de realizacién, mas de un
tipo de agente se puede acoplar a un anticuerpo. Independientemente de la forma de realizacion particular, se pueden
preparar inmunoconjugados con mas de un agente en una variedad de maneras. Por ejemplo, mas de un agente se
puede acoplar directamente a una molécula de anticuerpo, o se pueden usar enlazadores que proporcionan multiples
sitios para la union. Alternativamente, se puede usar un soporte.

Se pueden usar una variedad de rutas de administracion para los anticuerpos e inmunoconjugados. Tipicamente, la
administracion es intravenosa, intramuscular o subcutanea.

Sera evidente que la dosis precisa del anticuerpo/inmunoconjugado variara dependiendo de tales factores como el
anticuerpo usado, la densidad del antigeno, y la velocidad de depuracién del anticuerpo. Una cantidad segura y eficaz
de un agente anti-ROR1 es, por ejemplo, esa cantidad que produciria el efecto terapéutico deseado en un paciente al
tiempo que minimiza los efectos secundarios indeseados. En general, una cantidad terapéuticamente eficaz es esa
suficiente para fomentar la produccion de una o mas citoquinas y/o producir citotoxicidad celular mediada por
complemento o dependiente de anticuerpo. La pauta de dosis la determinaran médicos expertos, basada en factores
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tales como la naturaleza exacta de la afeccion que se trata, la gravedad de la afeccion, la edad y estado fisico general
del paciente, y demas.

En una forma de realizaciéon adicional, la invencién proporciona el anticuerpo de la invencién para uso en un método
para tratar o prevenir un cancer en un sujeto, el método comprende administrar al sujeto un anticuerpo de la invencion.
En un aspecto, el cancer es leucemia de células B, linfoma, LLC, LMA, B-LLA, T-LLA, cancer ovarico, de colon, pulmén,
piel, pancreatico, testicular, de vejiga, uterino, de préstata, o suprarrenal.

Inhibicién de metastasis dirigiéndose a ROR1

La propagacion de células neoplasicas desde su sitio original a areas distantes del cuerpo es responsable del 90 %
de muertes relacionadas con cancer. El proceso metastasico incluye la translocacion fisica de células tumorales
primarias a un érgano distante y la posterior colonizacién. Algunas firmas génicas de mal prondstico sugieren que las
células en algunos tumores primarios estan predispuestas a la metastasis. Sin embargo, la comprension de los
determinantes moleculares y celulares de la metastasis es limitada, y los procesos por los que las células tumorales
experimentan este suceso son en gran parte desconocidos. Se ha enfocado atencion reciente en un programa celular
bioldgico llamado la transicion epitelial-mesenquimatosa (TEM), que se considera ahora prominentemente un factor
en la evolucién tumoral, adquisicion de motilidad, invasividad, metastasis, y rasgos de autorrenovacion.

La TEM confiere a las células epiteliales neoplasicas los rasgos bioldgicos necesarios para lograr la mayoria de las
etapas de la cascada de invasion y metastasis. Tanto en desarrollo normal como en metastasis de cancer, la TEM
parece regulada por sefiales contextuales que reciben las células epiteliales de su microentorno. Mediante el uso de
multiples rutas implicadas en morfogénesis embrionaria y cicatrizacion, las células cancerosas pueden adquirir al
mismo tiempo atributos que permiten invasion y metastasis.

El trabajo para definir células madre cancerosas (CMC) que pueden explicar la metastasis o recaida de cancer
después de terapia ha identificado una variedad de rasgos asociados con una o mas subpoblaciones de CMC en
varios tumores. Algunos de estos estudios han encontrado que la adquisicion de caracteristicas fenotipicas de células
en TEM puede inducir que no CMC entren en un estado similar a CMC. Por tanto, las células cancerosas metastasicas,
que presumiblemente han experimentado TEM, pueden mostrar un fenotipo CMC y adquirir propiedades invasivas
que fomentan la supervivencia en la circulacion, extravasacion en un érgano distante, angiogénesis, y crecimiento
incontrolado en los sitios metastasicos.

Como se detalla adicionalmente en los ejemplos, la expresion de alto nivel de ROR1 en células cancerosas se asocia
con tasas mas altas de enfermedad recurrente y/o metastasica. Los efectos de la expresion y silenciamiento de ROR1
en pacientes con adenocarcinoma de la mama, descritos en el ejemplo 1, ilustra la practica de la invencion para inhibir
metastasis. Como se muestra, silenciar la expresion de ROR1 en lineas celulares de cancer de mama propensas a
metastasis revierte las caracteristicas fenotipicas asociadas con TEM y altera la migracion, invasion y metastasis in
vitro e in vivo. Ademas, los anticuerpos inventivos especificos para ROR1 inhiben metastasis de células de cancer de
mama humanas xenoinjertadas en ratones inmunodeficientes. Estos estudios identifican una ruta previamente
desconocida para metastasis de cancer de mama y validan ROR1 como una diana prometedora para el tratamiento
del cancer. Niveles de expresion bajos de ROR1 se correlacionaban con supervivencia sin metastasis mas larga, y de
forma mas importante, la focalizacién terapéutica de ROR1 con anticuerpos anti-ROR1 puede inhibir el desarrollo de
metastasis de cancer de mama.

La metastasis es la propagacion de células cancerosas desde su localizacion primaria a otras partes del cuerpo. Una
vez el cancer se vuelve metastasico, no se puede tatar eficazmente mediante cirugia o terapia de radiacion. Ademas,
la causa predominante de la mortalidad de los pacientes es metastasis. Se sabe que los receptores tirosina quinasas
(RTK) desempefian papeles cruciales en muchos procesos celulares, incluyendo diferenciacion, proliferacion,
migracion, angiogénesis y supervivencia. Aunque se ha encontrado que ROR2 facilita la metastasis de células de
melanoma y cancer de prostata, no hay una diferencia significativa en la expresion de ROR2 entre lineas celulares de
cancer de mama agresivas y no agresivas. Sin embargo, la expresiéon de ROR1 tiene una fuerte correlacion con las
lineas celulares de cancer de mama agresivas.

Mientras que la invencion no esta limitada por teorias respecto a su mecanismo de accioén, es notable que ROR1
activa genes que codifican proteinas implicadas en metastasis de cancer de mama, tal como Snail-1, Snail-2,
TCF8/ZEB, CK-19, vimentina, CXCR4. Recientemente se ha descrito que AKT esta implicada con funciones de
metastasis, incluyendo TEM, resistencia a apoptosis y angiogénesis. Como se demuestra en los ejemplos, ROR1
aumento la actividad de AKT y la exposicion de células MDA-MB-231 al anticuerpo anti-ROR1 D10 redujo la actividad
de p-AKT. Estos datos sugieren que la inhibicion de la activacion de AKT regulada por ROR1 puede ser un mecanismo
por el que D10 ejerce su efecto antitumoral.

Con respecto a metastasis de cancer de mama en particular, usando firmas de expresion génica se encontré que la
expresion de ROR1 en tumores de mama primarios se asocia con metastasis de cancer de mama incluyendo
metastasis a hueso, pulmén y cerebro. Entre 582 casos que se analizaron, la tasa de recaida fue el 55 % en el grupo
de alta ROR1 comparado con el 37 % en el grupo de ROR1 baja. De forma importante, esta tasa de recaida aumenté
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al 63 % en el grupo de ROR1 del 75°-100°. La expresion de ROR1 también se correlaciona fuertemente con
marcadores tumorales de cancer de mama agresivo, incluyendo ER-, PR- y Her2-. Aunque no hubo diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos basado en la fase T de cancer de mama, el porcentaje de pacientes
con ROR1 alta aumento del 51 % al 77 % en las fases T1 y T4, respectivamente. La metastasis especifica de 6rgano
(cancer de mama a pulmoén o hueso) se inhibié significativamente atenuando ROR1 segun la invencion. Estos datos
sugieren que ROR1 puede regular ciertos genes especificos de pulmén y hueso, tal como CXCR4.

Las quimioquinas humanas estan comprendidas en una superfamilia de 48 ligandos que se unen a 19 receptores de
quimioquinas acoplados a proteinas G diferentes. Se ha hipotetizado que las células tumorales metastasicas pueden
‘secuestrar’ rutas de migracion celular mediadas por receptores de quimioquinas. Las células tumorales de cancer de
mama expresan receptores de quimioquinas seleccionados incluyendo CXCR4. La inhibicion del eje CXCL12-CXCR4
segun la invencién puede bloquear la metastasis in vivo de la linea celular MDA-MB-231 al pulmén. Las células MDA-
MB-231 silenciadas para ROR1 tuvieron menor expresiéon de CXCR4 que MDA-MB-231 parentales o MDA-MB-231
transfectadas con ARNhc-CTRL.

Usando analisis de expresion génica, se encontré que la expresion de ROR1 también estaba asociada con metastasis
a pulmén (Fig. 1B), hueso (Fig. 1C) y cerebro (Fig. 1D). Basado en un analisis de cociente de riesgos, se determind
que ROR1 era un predictor de metastasis global, a hueso y pulmoén incluso mejor que ER, PR y HER2. ROR1 también
puede ser un gen predictor relacionado con metastasis basado en la tasa de recaida total de recaida total de pacientes
de cancer de mama por estado de ER y ROR1. Aunque hubo alguna diferencia entre casos ER+ y ER- en la fase
temprana de la supervivencia sin metastasis, solo casos de ROR1 baja y ROR1 alta tuvieron diferencias significativas
en las fases tardias de la supervivencia sin metastasis. Por tanto, la invencién proporciona una ruta para inhibir la
metastasis y mejorar la supervivencia del paciente.

En general, la dosis de anticuerpos de ROR1 administrados, componentes de anticuerpo de ROR1, composiciones
de vacuna de péptido de unién, inmunoconjugados de los mismos y proteinas de fusioén variara dependiendo de tales
factores como la edad, peso, altura, sexo, estado médico general y antecedentes médicos previos del paciente.
Tipicamente, es deseable proporcionar al receptor una dosis de componente de anticuerpo, vacuna, inmunoconjugado
o proteina de fusion que esta en el intervalo desde aproximadamente 1 ng/kg a 20 mg/kg (cantidad de agente/peso
corporal del paciente), aunque también se pueden administrar una dosis menor o mayor segun dicten las
circunstancias.

La administracion de anticuerpos, componentes de anticuerpo, vacunas, inmunoconjugados o proteinas de fusion a
un paciente puede ser intravenosa, intraarterial, intraperitoneal, intramuscular, subcutanea, intrapleural, intratecal, por
perfusion a través de un catéter regional, o por inyeccion intralesional directa. Cuando se administran proteinas
terapéuticas, péptidos o conjugados por inyeccion, la administracion puede ser por infusion continua o por inyecciones
en embolada Unicas o multiples.

Los expertos en la materia son conscientes de que la inyeccion intravenosa proporciona un modo util de administracion
debido a la minuciosidad de la circulacion en distribuir rapidamente anticuerpos. La administraciéon intravenosa, sin
embargo, esta sometida a limitacién por una barrera vascular que comprende células endoteliales de la vasculatura y
la matriz subendotelial. Aun, la barrera vascular es un problema mas notable para la absorciéon de anticuerpos
terapéuticos por tumores sélidos. Los linfomas tienen velocidades de flujo de sangre relativamente altas, contribuyendo
a la administracion eficaz del anticuerpo. Las rutas intralinfaticas de administracion, tal como inyeccion subcutanea o
intramuscular, o por cateterizacién de vasos linfaticos, también proporciona un medio util de tratar linfomas.

Preferiblemente, los anticuerpos de ROR1, péptidos de union, inmunoconjugados de los mismos y proteinas de fusion
se administran a bajas dosis de proteina, tal como de 20 a 3000 miligramos de proteina por dosis, dada una vez, o
repetidamente, por via parenteral. Alternativamente, la administracion es en dosis de 100 a 300 miligramos de proteina
por dosis, o de 300 a 1000 miligramos de proteina por dosis, de 1000 a 2000 miligramos de proteina por dosis.

La presente invencion también contempla métodos terapéuticos en los que componentes de un anticuerpo de ROR1
se radiomarcan o suplementan con administraciéon de inmunoconjugado o proteina de fusion radiomarcados. En una
variacion, los anticuerpos de ROR1 se administran como o con anticuerpos de ROR1 radiomarcados de baja dosis o
fragmentos. Como una alternativa, los anticuerpos de ROR1 se pueden administrar con inmunoconjugados ROR1-
citoquina radiomarcados de baja dosis. Los expertos en la materia seran familiares con moléculas de radiomarcado
farmacéuticamente aceptables y sus niveles de dosis apropiados. Para referencia, considerar “bajas dosis” de
inmunoconjugados marcados con '3'l, en donde una dosis preferible esta en el intervalo de 15 a 40 mCi, mientras que
el intervalo preferible es de 20 a 30 mCi. En contraste, una dosis preferida de inmunoconjugados marcados con °Y
esta en el intervalo de 10 a 30 mCi, mientras que el intervalo mas preferible es de 10 a 20 mCi.

La invencion en todos sus aspectos se ilustra adicionalmente en los siguientes ejemplos. Los ejemplos no limitan, sin
embargo, el ambito de la invencidn, que se define mediante las reivindicaciones adjuntas.

Ejemplo 1
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ROR1 esta asociada con recaida metastasica temprana en adenocarcinoma de mama

Se interrogaron los datos de transcriptoma en la base de datos GEO sobre células de cancer de mama aisladas de
pacientes en una cohorte combinada de 582 pacientes. Aproximadamente dos tercios (426 de 582) de estos casos no
tenian cancer detectable en los ganglios linfaticos regionales en el momento de la cirugia y no se les administro terapia
adyuvante. Los casos restantes tenian enfermedad detectable en los ganglios linfaticos regionales y recibieron terapia
hormonal adyuvante y/o quimioterapia. Entre los 582 casos, el 46 % recay6 (n=270), y tuvieron un tiempo de
supervivencia sin metastasis mediana de 22,1 meses. Se segregaron los pacientes en tres grupos basado en su
expresion relativa en células cancerosas de ROR1. Los pacientes con tumores que tenian el nivel del tercio superior
de expresion del ARNm de ROR1 (ROR14) tuvieron una supervivencia sin metastasis significativamente mas corta
que pacientes con tumores que tenian el nivel del tercio inferior (ROR1.) o nivel intermedio (ROR1y) de expresion de
ROR1 (p < 0,0001; Figura 1A). Se examind la supervivencia sin metastasis por sitios de érganos. Se encontré que
pacientes con tumores ROR1H tenian mayores tasas de metastasis al pulmoén (p = 0,002; Figura 45A), hueso (p =
0,004; Figura 45B), o cerebro (p = 0,04; Figura 45C) que pacientes con canceres de mama ROR1. o ROR1y. Los
canceres ROR1y tenian proporciones significativamente mas bajas de tumores con caracteristicas prondsticas
favorables, tal como receptores de estrogeno/progesterona o HER2 que canceres con ROR1. 0 ROR1y.

La expresién de alto nivel de ROR1 también funcionaba como un factor independiente en predecir supervivencia sin
metastasis mas corta. Los pacientes con tumores ROR14 tenian una mayor tasa de metastasis, recaida mas temprana,
y peor supervivencia que pacientes con tumores ROR1 v, independientemente del estado de ER, PR, o HER2 (Figura
46). Ademas, la interrogacion de los datos de las matrices GSE2034, GSE2603, GSE5327 y GSE12276 para firmas
génicas de TEM en cancer de mama reveld que los tumores ROR1, tenian niveles de expresion significativamente
mas altos de genes asociados con células epiteliales, tal como CDH1 (que codifica E-cadherina), TJP1 (que codifica
Zo1), y TJP3 (que codifica ZO3), pero niveles de expresidbn menores de generes asociados con células
mesenquimatosas, tales como SNAI1 (que codifica Snail-1), SNAI2 (que codifica Snail-2), CDH2 (que codifica N-
cadherina), o VIM (que codifica vimentina), que tumores ROR1y (Figura 1B).

Ejemplo 2
Lineas celulares de cancer de mama ROR1+

Se examind la expresion de ROR1 de catorce lineas celulares epiteliales de cancer de mama distintas, incluyendo
seis lineas celulares de cancer de mama de tipo basal y ocho lineas celulares de cancer de mama de tipo luminal. El
nivel de expresion de ROR1 era significativamente mayor en las lineas celulares de cancer de mama de tipo basal
relativo a las lineas celulares de cancer de mama de tipo luminal, que en general no expresaban ROR1. Ademas, los
niveles de expresion relativos de ROR1 se correlacionaban con fenotipos de tumor agresivo, tal como triple negativo
ERNe9PRNeHER2/NeuN®9, y alto nivel de migracion y capacidad de invasion in vitro.

Se silencié ROR1 en lineas celulares de cancer de mama de tipo basal, muy invasivo (por ejemplo, MDA-MB-231)
usando ARN horquillados cortos (ARNhc) que se dirigen a cualquiera de dos secuencias diferentes de ROR1. La
expresion de la proteina ROR1 se inhibié en células transfectadas con ARNhc-ROR1-1 o ARNhc-ROR1-2, en
contraste con células transfectadas con un ARNhc control (ARNhc-CTRL) (Figura 47A). La interrogacion de los datos
de matrices para diferencia de expresion génica entre MDA-MB-231 transfectadas con ARNhc-CTRL o ARNhc-ROR1
(acceso GEO: GSE31631) reveld que las células silenciadas para ROR1 tenian mayores niveles de expresion de
KRT19 (que codifica CK19), menores niveles de expresion de CXCR4 y VIM que MDA-MB-231 parentales o MDA-
MB-231 transfectadas con ARNhc-CTRL. Estos descubrimientos se confirmaron por qRT-PCR (Figura 47B, Figura
48A). Los analisis de citometria de flujo también demostraron que la expresion en la superficie celular de CXCR4 era
menor en células silenciadas para ROR1 (Figura 48B).

Para evaluar los potenciales papeles de ROR1 en la regulacion de la TEM, se examinaron marcadores asociados a
TEM en células tratadas con ARNhc-CTRL o ARNhc-ROR1. Suprimir la expresién de ROR1 con ARNip-ROR1 o
ARNhc-ROR1-1/2 en cualquiera de tres lineas celulares de cancer de mama de tipo basal distintas (MDA-MB-231,
HS-578T, o BT549) atenud su expresion del ARNm y/o proteinas codificadas asociadas con TEM (por ejemplo,
vimentina, SNAIL-1/2 y ZEB1). A la inversa, silenciar ROR1 aumentd la expresion del ARNm y citoqueratinas
epiteliales codificadas (por ejemplo, CK-19). Aunque no hay cambios significativos en el ARNm de TJP1 que codifica
Z0-1 en ninguna de las 3 lineas celulares examinadas, las células silenciadas para ROR1 tuvieron mayores niveles
de expresion de esta proteina de uniones estrechas, lo que sugiere que ZO-1 podria estar bajo control postraduccional
(Figura 1C-D y Figura 49). Por ultimo, la transfeccion de células MCF7 ROR1-negativas para expresar ROR1
disminuyd la expresion de proteinas epiteliales (por ejemplo, E-cadherina y CK19), y aumenté la expresion de factores
transcripcionales de TEM, tal como SNAIL1/2 (Figura 1E).

En cultivo, las células MDA-MB-231, HS-578T, o BT549 tipicamente habian mostrado una morfologia estrellada, que
es similar a la de las células mesenquimatosas in vitro. Sin embargo, después de la transfeccion con ARNhc-ROR1
estas células asumieron una morfologia mas esférica, que era similar a la de las células epiteliales (Figura 2A). La
transfeccion de estas células con ARNhc-CTRL no indujo tales cambios. Ademas, la tincion de inmunofluorescencia
reveld que la transfeccion con ARNhc-ROR1 indujo a las células MDA-MB-231 a expresar niveles modestos de E-
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cadherina y mayores niveles de CK-19, pero expresion reducida de vimentina (Figura 2B). También se observaron
resultados similares para células HS-578T, o BT549. Por otra parte, comparadas con células sin tratar o células
transfectadas con un vector control, las células MCF7 ROR1-negativas desarrollaron una semejanza morfologica a
células mesenquimatosas y tuvieron expresion disminuida de marcadores epiteliales (por ejemplo, CK19 y E-
cadherina), y expresion aumentada de marcadores mesenquimatosos, tal como vimentina, cuando se transfectaron
para expresar ROR1. Ademas, las células silenciadas para ROR1 tenian menos capacidad de migracion/invasion
comparada con la de las células tratadas con ARNhc-CTRL (Figura 2E y F). También se encontré que la quimiotaxis
hacia CXCL12 estaba significativamente reducida en células silenciadas para ROR1 (Figura 48). Se obtuvieron
resultados virtualmente idénticos usando células silenciadas con ARNhc-ROR1-1 o ARNhc-ROR1-2. En conjunto,
estos resultados indican que la expresion de ROR1 puede contribuir a la TEM y metastasis tumoral.

Ejemplo 3
El silenciamiento de ROR1 inhibe la metastasis pulmonar ortotépica
Cultivo celular

Las lineas celulares de cancer de mama MDA-MB-231, HS-578T, BT549, MDA-MB-415, MDA-MB-435s, MDA-MB-
436, MDA-MB-157, MDA-MB-134, MCF7, BT-474, MDA-MB-453, SKBR3, MDA-MB-330, y BT-483 se obtuvieron de
la Coleccion Americana de Cultivos Tipo (ATCC) y se mantuvieron como se ha descrito previamente (Neve et al.
Cancer Cell, 10:515 (2006)).

Atenuacion de ROR1.

La atenuacion de ROR1 se logré dirigiéndose a las secuencias 5-TCC GGA TTG GAA TTC CCA TG-3' (ARNhc1), y
5'- CTT TAC TAG GAG ACG CCA ATA-3' (ARNhc2) como se ha descrito previamente (Zhang, S. Et al., Cancer Cell,
16:67 (2009)). Se cre6 un ARNhc no especifico control dirigiéndose a la secuencia 5'- AGC GGA CTAAGT CCATTG
C-3'. Se usaron sistemas de expresion lentiviricos VirapowerTM (Invitrogen) para expresar el ARNhc segun las
instrucciones del fabricante. Las construcciones ARNhc-ROR1-1 y ARNhc-CTRL-1 también codificaban proteina
fluorescente roja (RFP). Los oligonucledtidos para las construcciones ARNhc-ROR1-1 y ARNhc-CTRL-1 se
sintetizaron (Integrated DNA Technologies) y se insertaron en el vector RFP-pLKO.1. Las construcciones ARNhc-
ROR1-2 y ARNhc-CTRL-2 se compraron de Open Biosystems (Rockford, IL). Las particulas viricas para infeccion de
lineas celulares de cancer de mama se obtuvieron por transfeccion de la linea celular de empaquetamiento 293-FT, y
se recogieron de sobrenadantes celulares a las 48 y 72 horas tras la transfeccion. Los sobrenadantes se filtraron y
centrifugaron a 43.000 x g para concentrar las particulas viricas, que se usaron para infectar cultivos subconfluentes
en presencia de polibreno 5 pg/ml durante la noche.

Veinticuatro horas tras la transfeccion, las células se seleccionaron con puromicina 2 pg/ml. Las células atenuadas se
separaron por citometria de flujo usando un Acm anti-ROR1 (4A5). Las células separadas que expresan establemente
ARNhc1 o ARNhc2 se designaron ARNhc-ROR1-1 o ARNhc-ROR1-2, respectivamente. Poblaciones agrupadas de
células atenuadas, obtenidas en las primeras 10 generaciones después de la separacion celular sin subclonacion, se
inyectaron en ratones rag-/-y-/- para experimentos in vivo. La eficacia de la atenuacion de ROR1 se confirmé por
ensayos de expresion génica Sybr green de PCR cuantitativa con transcripcion inversa (qQRT-PCR) (Applied
Biosystems), o analisis de inmunotransferencia (anticuerpo anti-ROR1, S4102, Cell Signaling). Se usaron [(2-
microglobulina y actina como controles endégenos para gqRT-PCR e inmunotransferencia, respectivamente.

Ensayos de migracion e invasion en Transwell

Las células cancerosas se acondicionaron durante la noche en medio de Eagle modificado por Dulbecco suplementado
con suero bovino fetal (SBF) al 0,2 % sin factores de crecimiento. Al dia siguiente, las células se tripsinizaron y
resuspendieron en medio DMEM SBF al 0,2 % sin factores de crecimiento. Las células tumorales se sembraron a una
densidad de 25.000 células por pocillo en insertos transwell (tamafio de poro 3 uM, BD Falcon) para ensayos de
migracion o a una densidad de 50.000 células por pocillo en camaras de invasion, con factores de crecimiento
reducidos, recubiertas con matrigel (tamafio de poro 8 yM, BD Falcon). Los pocillos se lavaron con solucion salina
tamponada en fosfato (PBS) y se fijaron con paraformaldehido al 4 % después de 6 h para ensayos de migracion o
después de 22 h para ensayos de invasion. Las células en el lado apical de cada inserto se eliminaron por raspado.
Las células que habian migrado al lado basal de la membrana se tifieron y visualizaron con microscopio invertido
Nikon.

Analisis de la expresion de ARNm y proteina
Se purifico ARN total usando el kit RNeasy (Qiagen) y se usaron 2 pug de cada muestra para generar ADNc usando
kits de transcripcion de alta capacidad cDNA Reverser (ABI). Cada ADNc se analizé en triplicado usando un ABI 7500

Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Los niveles de expresion de proteina se evaluaron por analisis de
inmunotransferencia con lisados celulares (40-60 pg) en tampon de lisis (HEPES 20 mM (pH 7,9), glicerol al 25 %,
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NaCl 0,5 N, EDTA 1 mM, NP-40 al 1 %, ditiotreitol 0,5 mM, y desoxicolato al 0,1 %) que contenia inhibidores de
proteasas (Roche) usando anticuerpos anti-ROR1 (Cell Signaling) y anti-B-actina (Cell Signaling).

Citometria de flujo

Las células de cancer de mama se tifieron o separaron en conjuntos por citometria de flujo. Las células se lavaron y
resuspendieron en seroalbumina bovina (BSA) al 2 % (Sigma) en solucion de PBS y se tifieron para expresion de
ROR1 usando un anticuerpo conjugado a Alex488 (clon 4A5 o clon D10) o un control de isotipo IgG2b o IgG2a
conjugado a Alex488 segun el protocolo del fabricante. Los datos de citometria de flujo se recogieron usando un
citdmetro FACSCalibur (BD Biosciences) y se analizaron usando software FlowJob.

Analisis de inmunofluorescencia e inmunohistoquimica

Se fijaron pulmones de raton con paraformaldehido al 4 % y se embebieron en parafina o se congelaron en OCT para
examen histopatoldgico. Se prepararon secciones de tejido (5 um de espesor) y se tifieron con hematoxilina & eosina
(H&E) o anticuerpos primarios hacia p-AKT (Ser473, DOE, Cell Signaling), p-Creb (Ser133, 87G3, Cell Signaling), CK-
19 (RCK108, Dako), o vimentina (D21H3, Cell Signaling). Las imagenes se recogieron usando un microscopio Delta
Vision y se procesaron con software SPOT.

Analisis de metastasis

Se inyectaron ratones Rag-/-y-/- hembra con: un conjunto de células MDA-MB-231 ARNhc-ROR1-1-parentales (grupo
1), células ARNhc control para MDA-MB-231 parentales (grupo 2). Las células se inyectaron por via intravenosa a
través de la vena de la cola lateral en 100 pl de PBS (5 x 10° para los grupos 1-2; 2 x 10° para los grupos 3-4) o se
administraron por inyeccion intracardiaca en 100 ul de PBS (1 x 10° para los grupos 5-6). Se realiz imagenologia de
bioluminiscencia no invasiva semanalmente mediante sistemas de imagenologia IVIS 200. Todos los ratones que no
habian muerto previamente o parecian enfermos se sacrificaron a las 3-4 semanas tras la inyeccion, y se retiraron sus
pulmones y fijaron en formalina al 10 %.

Para estudiar el efecto de ROR1 en la metastasis in vivo de un xenoinjerto de almohadilla mamaria, se indujeron
tumores de cancer de mama en ratones Rag-/-y-/- hembra de ocho semanas de edad inyectando 100 pl de una
suspension de células individuales (1 x 108 células viables/raton) por via subcutanea en el area de la segunda
almohadilla grasa de la glandula mamaria abdominal. El tamafio del tumor se midié cada 3 dias. Los tumores se
retiraron cuando los volimenes tumorales alcanzaron 300 mm3. Para estudiar el efecto terapéutico de anticuerpos
monoclonales anti-ROR1 en metastasis de cancer de mama, se indujeron tumores de mama en ratones Rag-/-y-/-
hembra de ocho semanas de edad mediante inyeccion intravenosa de 100 pl de una suspension de células individuales
(5 x 105 células/ratén). Se inyectaron IgG de raton o Acm anti-ROR1 por via intravenosa semanalmente. Se realizo
imagenologia de bioluminiscencia no invasiva semanalmente. Cinco semanas después del establecimiento del
xenoinjerto, los ratones se sacrificaron y los pulmones se retiraron y fijaron en formalina al 10 %.

Analisis de datos de expresion génica Oncomine

Se compilé un conjunto de datos de micromatrices de 582 pacientes de la base de datos GEO (GEO2603, GSE5327,
GSE2034 y GSE12276). Estos conjuntos de datos se transformaron por log2 y cada micromatriz se centré a la mediana
de todas las sondas. Para cada paciente, se definié la supervivencia sin metastasis como el intervalo de tiempo entre
la cirugia y el diagnostico de metastasis. Los niveles relativos de la expresion del ARNm de ROR1 en tejidos humanos
se determinaron por analisis de base de datos de Oncomine Cancer Microarray (www.oncomine.org) de un conjunto
de datos de expresion génica publicado. Los datos se transformaron por log2, con la mediana ajustada a cero y la d.e.
ajustada a uno.

Andlisis estadisticos. Se realizaron comparaciones entre curvas de Kaplan-Meier usando la prueba del orden
logaritmico. Los datos se presentan como medias + error estandar de la media (EEM). Se us6 una prueba de la t de
Student para datos independientes para comparar dos grupos a menos que se indique otra cosa. Un p<0,05 se
considero estadisticamente significativo.

Se analiz6 el rendimiento de ROR1 en predecir la supervivencia sin metastasis por analisis multivariable con modelos
de regresion de riesgos proporcionales de Cox. Se describen el cociente de riesgos de cada covariable y su intervalo
de confianza al 95 %. Los valores P se calculan basados en la distribucion normal, evaluando la probabilidad para que
la hipétesis nula (cociente de riesgos = 1, es decir, sin significacion prondstica) sea cierta.

El potencial metastasico de células MDA-MB-231 transfectadas ARNhc-CTRL se compardé a transfectadas con ARNhc-
ROR1 que se transfectaron establemente usando un vector de expresion luciferasa/GFP en un modelo ortotépico (Fig.
3A). La inyeccién de 2,5-10 x 105 células en la almohadilla grasa mamaria subcutanea de ratones RAG-/-yc-/-
inmunodeficientes generdé tumores primarios en el sitio de inyeccion que se pudieron seguir a través de
bioluminiscencia. No se observaron diferencias significativas en los aumentos progresivos en bioluminiscencia de
tumores que resultaron de células transfectadas con ARNhc-CTRL frente a transfectadas con ARNhc-ROR1 hasta 3
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0 mas semanas después de la inyeccion de al menos 1 x 10® células, como se indica en estudios previos. Para
examinar las diferencias en las tasas de metastasis de cancer ‘espontaneas’, los tumores primarios resultantes de la
inyeccion de 1 x 108 células se retiraron quirirgicamente cuando alcanzaron un volumen de 300 mm? (linea de puntos,
Figura 3B). Debido a las diferentes velocidades de crecimiento, la mediana del nimero de dias desde la inyeccion de
células a la eliminacion quirdrgica de los tumores primarios era significativamente mayor para ratones inyectados con
las células silenciadas para ROR1 (40 + 2,5 dias) que para ratones que recibieron numeros iguales de células
transfectadas con ARNhc-CTRL (31 + 0,5 dias) (Figura 3B). Los tumores primarios extirpados tenian volumen, peso
y bioluminiscencia ex vivo similares (Figura 3, C a E). Después de la eliminacion del tumor primario se siguio la
enfermedad metastasica mediante bioluminiscencia. Los animales inyectados con células transfectadas con ARNhc-
CTRL tenian significativamente mayor bioluminiscencia en el pulmén o higado en el momento de extirpacion del tumor
primario que los ratones injertados con células silenciadas para ROR1 en tiempo posterior cuando se extirparon sus
tumores primarios (Figura 3, E y F). Los animales inyectados con células silenciadas para ROR1 tenian aumento
menos detectable en bioluminiscencia en el pulmoén relativa a la de ratones inyectados con células transfectadas con
ARNhc-CTRL (Fig. 3G). Los animales se sacrificaron 21 dias después de que se extirparan sus tumores primarios
para examinar la bioluminiscencia ex vivo, tamafio e histologia del pulmén (Figura 3, H a J) e higado (Figura 3, Ky L).
Los pulmones e higados extirpados de ratones inyectados con células transfectadas con ARNhc-CTRL tenian
significativamente mayor bioluminiscencia y peso que los de ratones inyectados con células silenciadas para ROR1.
Ademas, los pulmones e higados de ratones inyectados con células transfectadas con ARNhc-CTRL universalmente
tenian enfermedad metastasica extensa, que no se observd en los tejidos de ratones inyectados con células
silenciadas para ROR1 (Figura 3, J y L).

Ejemplo 4
El silenciamiento de ROR1 inhibe la metastasis a pulmén y hueso experimental

Se administraron células MDA-MB-231 transfectadas con ARNhc-ROR1 o ARNhc-CTRL a ratones Rag”y” de 6
semanas de edad a través de inyeccion intravenosa (5 x 10° células) o intracardiaca (1 x 105 células) para evaluar
diferencias en el potencial metastasico de células inyectadas en la sangre venosa o arterial. Todos los animales que
recibieron células transfectadas con ARNhc-CTRL en la vena de la cola lateral murieron a los 32 dias de la inyeccion
debido a metastasis pulmonar. Los animales que tuvieron numeros iguales de células transfectadas con ARNhc-ROR1
inyectadas en la vena de la cola sobrevivieron significativamente mas tiempo (Fig. 4A). Los animales inyectados con
células transfectadas con ARNhc-CTRL tuvieron 19 veces o 60 veces mayor bioluminiscencia en los pulmones el dia
21 o el dia 28, respectivamente, que los ratones inyectados con células silenciadas para ROR1 (Figura 4B). También
se sacrificaron animales en otro experimento a varios tiempos para examinar los pulmones para enfermedad
metastasica. Mientras que focos metastasicos nacientes se detectaron faciimente a los 3 dias después de la inyeccion
de células transfectadas con ARNhc-CTRL, se pudieron detectar pocos, si alguno, focos metastasicos en los pulmones
de animales inyectados con células silenciadas para ROR1, incluso a tiempos posteriores (Figura 4C-E). Ademas, los
pulmones extirpados de ratones inyectados con células transfectadas con ARNhc-CTRL tuvieron significativamente
mayor bioluminiscencia ex vivo y mediana de peso (3 veces y 6 veces los dias 21 y 28, respectivamente) que los
pulmones de ratones inyectados con células silenciadas para ROR1 (Figura 4F-G, datos no mostrados). Los focos
metastasicos que se desarrollaron en animales inyectados con células transfectadas con ARNhc-CTRL también
expresaron mayores niveles de fosfo-AKT y fosfo-CREB y tuvieron mayores proporciones de células en proliferacion
que los pocos focos metastasicos que se detectaron en ratones inyectados con células silenciadas para ROR1, que
en su lugar expresaron mayores niveles de CK-19 y menores niveles de vimentina (Figura 47).

También se examind la enfermedad metastasica después la inyeccion de 1 x 10° células en el ventriculo cardiaco
izquierdo. Todos los ratones que recibieron células transfectadas con ARNhc-CTRL murieron a los 30 dias de esta
inyeccion, mientras que los animales inyectados con células silenciadas para ROR1 sobrevivieron significativamente
mas tiempo (Figura 4H). Los ratones inyectados con células transfectadas con ARNhc-CTRL desarrollaron
bioluminiscencia sustancial en el area femoral/pélvica, que no se detectod en ratones inyectados con células tumorales
silenciadas para ROR1 (Figura 4 | y J). Se sacrificaron animales el dia 21 y se encontré6 que los huesos
femorales/pélvicos aislados de ratones inyectados con células transfectadas con ARNhc-CTRL tenian alta
bioluminiscencia (Figura 4K) debido a metastasis medular extensa (Figura 4L), que no era aparente en ratones
inyectados con células silenciadas para ROR1.

Estudios recientes han encontrado que diferentes sitios en tejidos imponen diferentes requisitos para el
establecimiento de metastasis por células cancerosas circulantes. Las lineas celulares de cancer de mama humano
BoM1833 y LM2-4175 se seleccionaron de MDA-MB-231 para tener diferente tropismo de tejido. BoM-1833
preferentemente metastatiza al hueso y LM2-4175 preferentemente metastatiza al pulmén. Se encontré que cada una
de estas lineas celulares retenia expresion de ROR1 (Figura 5A). La transfeccion de cada linea celular con ARNhc-
ROR1-2 silencié la expresion de ROR1 (Figura 5B y C), lo que permite examinar la dependencia de ROR1 de
metastasis especifica de érgano después de la inyeccion intravenosa de 2 x 10° LM2-4175 o la inyeccion intracardiaca
de 1 x 105 BoM-1833 en ratones RAG-/-yc-/- de 6 semanas de edad. Los ratones inyectados con LM2-4175 silenciadas
para ROR1 tenian una mediana de aumento significativamente menor en bioluminiscencia en pulmén y supervivencia
mediana significativamente mas larga que los ratones inyectados con LM2-4175 transfectadas con ARNhc-CTRL
(Figura 5D y E). Consistente con estas observaciones, los pulmones de ratones aislados 21 dias después de la
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inyeccion de LM2-4175 silenciadas para ROR1 tenian significativamente menor mediana de peso, bioluminiscencia
ex vivo, y menos y mas pequefios focos metastasicos que los ratones inyectados con LM2-4175 transfectadas con
ARNhc-CTRL (Figura 5F a H). De forma similar, los ratones inyectados con BoM-1833 silenciadas para ROR1 tenian
significativamente menores aumentos en bioluminiscencia esquelética que los ratones inyectados con numeros
iguales de BoM-1833 transfectadas con ARNhc-CTRL (Figura 5l y J). Ademas, la necropsia de los animales
sacrificados 21 dias después de la inyeccion intracardiaca revel6 pocos, si alguno, focos metastasicos detectables en
el hueso o higado. Esto estaba en marcado contraste con la enfermedad metastasica extensa detectada en cada uno
de estos sitios en animales inyectados con BoM-1833 transfectadas con ARNhc-CTRL (Figura 5J y K).

Ejemplo 5
Un anticuerpo anti-ROR1 inhibe metastasis de cancer

Se generaron anticuerpos monoclonales (Acm) especificos para el dominio extracelular de ROR1 y uno, designado
D10, pudo inducir rapida disminucion de ROR1 de superficie a 37°C (Fig. 5A). El tratamiento de MDA-MB-231 con
D10 produjo la internalizacion de ROR1, evaluado a través de microscopia confocal (Figura 5B). Esto produjo
reduccion significativa de ROR1 de superficie, evaluado por citometria de flujo usando un Acm diferente especifico
para un epitopo distinto sin bloqueo cruzado de ROR1 (Figura 5C). El tratamiento de MDA-MB-231 con D10 también
redujo la expresion de vimentina citoplasmica (Figura 5D), que se unia a ROR1 en estudios de coinmunoprecipitacion
(Figura 5E). El tratamiento con D10 también inhibi6 significativamente la migracién y capacidad de invasion de MDA-
MB-231 in vitro (Figura 5F y G). D10 también pudo inhibir la capacidad de migracién/invasién de otras lineas celulares
de cancer ROR1+ (por ejemplo, HS-578T y BT549 (Figura 9)).

D10 se evalud para inhibiciéon de invasion y metastasis de MDA-MB-231 inyectadas en la vena de cola de ratones
RAG-/-yc-/-. Después de la inyeccion de 5 x 10° células, a los ratones se les dio una inyeccion intravenosa de IgG
control o D10 a 5 mg/kg y luego se sacrificaron 3 dias después. La bioluminiscencia ex vivo de los pulmones de los
animales a los que se dio D10 era significativamente menor que la de los animales tratados con IgG control (Figura
5H). Ademas, los pulmones de animales que recibieron IgG control tenian multiples focos metastasicos, que no eran
detectables en ratones tratados con D10. En otro experimento, cada raton recibid una inyeccion intravenosa de 5 x
105 MDA-MB-231 y después se les dio 3 inyecciones intravenosas semanales de IgG control o D10 a 5 mg/kg. Los
ratones tratados con D10 desarrollaron significativamente menos bioluminiscencia pulmonar que los ratones a los que
se dio IgG control (Figura 5, | y J). Cuando se sacrificaron el dia 35, los pulmones de los ratones tratados con D10
tenian peso significativamente menor (Figura 5K) y menos focos metastasicos (Figura 5L) que los pulmones de los
animales a los que se dio IgG control. En conjunto, estos datos indican que D10 puede inhibir metastasis en ratones
inmunodeficientes.

En conclusion, se demuestra en el presente documento que ROR1 puede mediar metastasis de cancer de mamay
que el tener como objetivo terapéutico a ROR1 puede retrasar el desarrollo de metastasis de cancer de mama. Aunque
las células madre embrionarias expresan proteina ROR1 detectable y la pérdida de ROR1 puede aumentar anomalias
de corazdn y esqueléticas en ratones deficientes en ROR-2, los principales tejidos adultos raramente expresan
proteina ROR1, excepto a bajos niveles en el pancreas y tejido adiposo, proporcionando a los anticuerpos y métodos
para su uso de la invencion especificidad para cancer ROR1.

Ejemplo 6
Anticuerpos de alta afinidad para ROR1

Se realizaron estudios de epitopos en el anticuerpo de ROR1 D10, descrito anteriormente. Se generaron una serie de
proteinas quiméricas con tramos de ROR1 humana y de ratén para mapear el epitopo(s) reconocido(s) por D10 que
podia disminuir ROR1, producir reduccién en la expresion de vimentina, e inhibir la migracion de células cancerosas
in vitro (un buen marcador sustituto de la capacidad del cancer para formar metastasis). La unica regiéon de ROR1 que
esta implicada es el dominio de tipo Ig que esta en el extremo amino de ROR1. Cada construccion contiene un dominio
de tipo Ig quimérico y dominio CRD y de Kringle humanos (la parte de raton es clara, la parte humana es oscura). Solo
los dominios de tipo Ig se muestran aqui (Figura 6). Estas construcciones se expresaron en células 293 free-style. El
medio de cultivo se us6 para inmunotransferencia y las proteinas purificadas se usaron para ELISA. Puesto que el
Acm D10 anti-ROR1 reconocia ROR1 humana, pero no ROR1 de ratdn, encontrar cual de estas construcciones se
podria o no unir podria ayudar a mapear el epitopo reconocido por D10. Los resultados indican que el anticuerpo D10
se une a ROR1 en el extremo C del dominio de tipo Ig contiguo al dominio CRD (Figura 7). La figura 8 muestra el
mapeo del epitopo para el anticuerpo para ROR1 4A5. Como se ha indicado el epitopo de 4A5 se diferencia del epitopo
de D10.

Como se ha descrito anteriormente, un anticuerpo anti-ROR1, es decir, D10, puede inhibir la metastasis pulmonar de
células MDA-MB-231 in vivo. El anticuerpo monoclonal D10 facilita la internalizacion del receptor ROR1 (Figura 9 A,
B). Las células MDA-MB-231 se tifieron con iso-Alex647 o D10-Alex647 durante 30 minutos en hielo. Las células
tefidas se separaron después en dos fracciones. Una fraccién se mantuvo en hielo durante 1 h y las otras fracciones
se transfirieron a 37°C durante 15 min, 30 min. El tratamiento con anticuerpo anti-ROR1 D10 de veinticuatro horas

27



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 845184 T3

disminuye la expresion en superficie de ROR1 en células MDA-MB-231 (Figura 9C). ROR1 forma complejos con
vimentina en células MDA-MB-231 de cancer de mama (Figura 9D). El tratamiento con anticuerpo D10 in vitro pudo
disminuir la expresion de vimentina (Figura 9E). Los anticuerpos anti-ROR1 disminuyen la migracion de cancer de
mama in vitro (Figura 9F). El anticuerpo monoclonal D10 inhibe la metastasis pulmonar en fase temprana (2 dias) de
cancer de mama MDA-MB-231 (Figura 9G). El anticuerpo monoclonal D10 inhibe la metastasis pulmonar de cancer
de mama MDA-MB-231 (Figura 9H). Ratones con xenoinjerto fueron inyectaron por via intravenosa (i.v.) con 200 mg
de anticuerpo anti-ROR1 el dia 1, y 100 mg de anticuerpo anti-ROR1 el dia 3, 7, 14, y 21. Se muestran los flujos de
fotones normalizados del pulmén de ratones que portan MDA-MB-231. Se muestran ratones representativos
inyectados con 5E5 células MDA-MB-231 en la posicion dorsal (Figura 9l). El tratamiento con anticuerpo anti-ROR1
redujo el peso del pulmén de ratones que portan MDA-MB-231 (Figura 9J). Histologia H&E pulmonar representativa
de ratones que portan MDA-MB-231 después de tratamiento con anticuerpo anti-ROR1 (Figura 9K). Las barras de
error indican el EEM; *p < 0,05, ** p < 0,01, basado en una prueba de la t de Student bilateral para datos
independientes.

Las construcciones representadas en la figura 6 se usaron para seleccionar anticuerpos recombinantes de alta
afinidad. La inmunotransferencia nativa también indicé que los tres Acm humanizados similares a D10 se dirigian al
mismo epitopo que D10 y requieren el aminoacido 138 para unién a ROR1 humana (Figura 10). Se transfectaron
construcciones ROR1-ex humanas y quiméricas en células 293. Esto permitié la produccién de proteinas ROR1
quiméricas humanas-de raton recombinantes que se podrian separar por tamario en un gel PAGE no desnaturalizante
o gel SDS-PAGE para analisis de inmunotransferencia con diferentes Acm anti-ROR1. Los resultados indican los
anticuerpos tanto D10 como 99961 se unen a la misma regioén, en el extremo C del dominio de tipo Ig, y que D10 y
99961 se pueden unir a ROR1 tanto en condiciones desnaturalizantes como nativas. El dominio extracelular humano
entero se proporciona en el carril mas a la izquierda de ambos geles (Figura 11). El anticuerpo 99961 tiene una afinidad
de unién para ROR1 50x mayor que D10 y redujo la carga leucémica mas que D10 (Figura 12). El anticuerpo 99961
se humanizé para producir cuatro anticuerpos designados 99961.1, 99961.2, 99961.3, y 99961.4.

Caracterizacion del anticuerpo contra ROR1 99961

Se realizaron ensayos para demostrar la actividad especifica de 99961 contra células de LLC en ratones
inmunodeficientes reconstituidos con sangre de cordon umbilical humano. Ratones Rag-/-y-/- reconstituidos con
células de sangre de cordon umbilical (CB) humano de modo que desarrollaran un sistema inmunitario humano se
inyectaron i.p. con CMSP de LLC recientes o congeladas. Al dia siguiente a los ratones se les dio 1 mg/kg de 99961
o D10 o migG control i.v. Siete dias después, las células CMSP de LLC de la cavidad peritoneal se recogieron y
analizaron por citometria de flujo (Figura 13A). Los datos indican que 99961 elimina >90 % de las células de LLC y no
tiene efecto sobre el desarrollo de células B o T humanas normales (Figura 13B, C).

También se realizaron estudios para demostrar la actividad especifica de 99961 en LMA primaria ROR+. Los
resultados indican que 99961 disminuye la supervivencia de colonias primarias y las capacidades de autorrenovacion
de colonias secundarias (Figura 14).

El mapeo de epitopo del Acm 99961 demostré que este epitopo solo se expresa en varios canceres y no en células
de sangre de cordon umbilical o células adultas humanas y progenitores o células madre derivadas de higado fetal
(Figura 15). También se ha mostrado que 99961 se une a células leucémicas, pero no da reaccién cruzada con tejidos
adultos normales (Figura 16). La matriz multitejido de linfoma era de Lifescan Biosciences (LS-SLYCAS5) con secciones
de 40 linfomas, hubo 5 casos donde Ac9991 se uni6 a las células malignas. La matriz multitejido normal de Biomax
(FDA999) con secciones de muiltiples tejidos normales diferentes, no mostro areas especificas de union con 99961.
La inmunohistoquimica se realizd usando recuperacion de antigeno inducida por calor con tamp6n de alto pH de DAKO
(Carpenteria, CA) seguido por aumento usando amplificacion con biotinil tiramida (kit CSA de DAKO).

Se realizaron estudios PK de 99961 con 1 mg/ratén de anticuerpo inyectado iv a ratones Rag-/-y-/-. Se extrajo sangre
en diferentes puntos de tiempo y se midieron los niveles del Acm 99961 en plasma por ELISA. Los resultados indican
que la semivida del anticuerpo era 11,4 dias, el volumen era 1,18 ml (47 ml/kg) y la depuracion era 0,072 ml/dia (0,12
ml/h/kg) todo consistente con otras macromoléculas y anticuerpos clinicamente utilizados (Figura 17).

Ejemplo de referencia 7
Vacuna de péptido ROR1

Como se ha discutido anteriormente, se ha mostrado que D10 se une al extremo carboxi del dominio de tipo Ig que es
contiguo al dominio CRD de ROR1. El anticuerpo 4A5 se une a un epitopo diferente en el dominio de tipo Ig y carece
de actividad bioldgica. Los epitopos de los Acm se confirmaron por ROR-ex quiméricas y mutacion dirigida de los
aminoacidos diferentes entre ROR1 humana y de ratéon. Se construyeron péptidos correspondientes al dominio
extracelular de ROR1 donde se unen D10, 4A5 y otros anticuerpos de ROR1, A19, R22 y K19. El péptido A19
corresponde al epitopo reconocido por el Acm 4A5; el péptido R22 corresponde al epitopo reconocido por el Acm D10,
el Acm 99961 (es decir, VATNGKEVVSSTGVLFVKFGPC), y los Acm 99961 humanizados; y el péptido K19
corresponde a una region en el dominio de Kringle que es reconocida por otros Acm especificos para ROR1 (Figura
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18). Los tres péptidos se conjugaron cada uno en el extremo C con hemocianina de lapa californiana (KLH) para
inmunizacion en adyuvante completo de Freund (CFA) o adyuvante incompleto de Freund (IFA). Se afiadié una
cisteina (C) en el extremo C y se us6 para conjugacion a KLH con MBS (Figura 20). La reaccion de conjugacion se
representa en la figura 19. Se mostro que los péptidos conjugados se unian a D10 y 99961 (Figura 21). Se inmunizaron
ratones C57BL/6 y transgénicos con los péptidos conjugados. Se recogieron titulos de anticuerpos 4 semanas después
de la inmunizacién. La vacuna R22-KLH indujo los titulos mas altos de antisuero anti-ROR1 en ratones C57BL/6 o
ratones ROR1-Tg (Figura 28). Este experimento se repitié con un péptido de 16 aminoacidos del epitopo de D10, R16
que también indujo anticuerpos que reaccionaban con la proteina ROR1 humana, aunque los titulos fueron en general
menores que los inducidos por R22-KLH (datos no mostrados).

Se mostré que los anticuerpos anti-ROR1 inducidos por la vacuna R22-KLH se unian a ROR1 de superficie presente
en células EW36, JeKo-1, o de LLC (Figura 29). Para este estudio, una dilucién de los antisueros de ratones
inmunizados con R22-KLH se incubd con las células durante 20 minutos a 4°C. Las células se lavaron después y luego
se marcaron con un anti-Ig de ratén de cabra que estaba conjugado con un fluorocromo para la deteccién por citometria
de flujo. Los histogramas abiertos son las células tefiidas con el anti-lg de ratén de cabra sin incubar primero las
células con el antisuero de R22-KLH. Los histogramas sombreados son la fluorescencia de células que se incubaron
primero con los antisueros de R22-KLH. El aumento en fluorescencia de las células es debido a los anticuerpos de
raton anti-ROR1 unidos a la superficie, que después se detectaron con anti-lg de ratén de cabra. Los antisueros de
preinmunizacion de estos ratones o los antisueros de ratones inmunizados con KLH no se unieron a estas células
(Figura 29).

Los antisueros inducidos por R22-KLH se ensayaron para citotoxicidad dependiente del complemento. Células EW36,
JeKO-1, LLC-1y LLC-2 se lavaron y sembraron en 25 pl con 5x10° células por pocillo en RPMI/SBF al 10 % en placas
de 96 pocillos de fondo redondo (Corning Costar). Se afadieron el antisuero diluido (25 pl) y 25 pl de una dilucién 1:5
de complemento de conejo recién nacido por pocillo. Se us6é el Acm D10 como un control positivo. Todas las
condiciones se realizaron en triplicado. Las placas se incubaron durante 4 h a 37°C, y las células se cuantificaron
inmediatamente para viabilidad por tincion con DiOCG6/PI y analisis de citometria de flujo. Este estudio indica que bien
D10 o los antisueros generados contra el péptido R22 pudieron dirigir la lisis mediada por complemento de células
que portan ROR1 humana (Figura 30). Las células que no portaban ROR1 no fueron destruidas.

Las subclases de Ig de los anticuerpos inducidos por R22-KLH se examinaron. Para esto, se us6 un ELISA usando
placas recubiertas con ROR1 humana, que después se incubaron con antisuero diluido, se lavaron y después se
detectaron usando anticuerpos secundarios conjugados a enzimas especificos para cada una de las subclases de
IgG, como se indica en el gje x. Los resultados mostraron que IgG1, IgG2a, IgG2b e IgG3 se inducian todas en grados
variables. 1IgG2a, IgG2b e IgG3 estan asociadas con el perfil Th1 e IgG1 esta asociada con perfil Th2. Estos resultados
indican que se activan células cooperadoras T CD4+ Th1 y Th2 después de la vacunacion.

Se us6 R22-KLH para inmunizar ratones C57BL/6 como se muestra en la figura 31. La primera inyeccion de KLH o
péptido R22-KLH fue en CFA. La segunda y posteriores inyecciones fueron en IFA. Los animales se sangraron en los
dias marcados con la flecha purpura. Cuarenta y cuatro dias después de la primera inyeccion, los ratones C57BL/6 se
expusieron a células de LLC que expresan ROR1 humana que se originaron en un ratén transgénico de ROR1
humana. Este raton era transgénico para la leucemia de células T 1 (gen TCL1). Ambos transgenes estan bajo el
control de un promotor/potenciador especifico de células B (E-Cp). Esta leucemia se parece a la LLC humana y
expresa ROR1 en superficie humana.

Los antisueros recogidos produjeron una reduccion significativa en la carga de células de leucemia en ratones
inmunizados con R22-KLH, pero no en ratones inmunizados con KLH (Figura 32).

Ratones C57BL/6

Se us6 R22-KLH para inmunizar ratones C57BL/6 segun el esquema de la figura 33. La primera inyeccion de KLH o
péptido R22-KLH fue en CFA. La segunda y posteriores inyecciones fueron en IFA. Los animales se sangraron en los
dias marcados con la flecha purpura. Cuarenta y cuatro dias después de la primera inyeccion, los ratones C57BL/6 se
expusieron a células de LLC que expresan ROR1 humana que se originaron en un ratén transgénico de ROR1
humana. Este raton era transgénico para la leucemia de células T 1 (gen TCL1). Ambos transgenes estan bajo el
control de un promotor/potenciador especifico de células B (E-Cu). Esta leucemia se parece a la LLC humana y
expresa ROR1 en superficie humana.

Respuesta de anticuerpos a ROR1 observada en ratones inmunizados con R22-KLH el dia 42, pero no en ratones
inmunizados con KLH. Todos los 4 ratones inmunizados con R22-KLH generaron anticuerpos de alto titulo contra
ROR1 humana detectado a través de ELISA usando placas recubiertas con el dominio extracelular de proteina ROR1
humana recombinante. Estos datos indican que la inmunizaciéon con el péptido R22-KLH puede romper la
autotolerancia a ROR1, que se expresa en todas las células B de estos ratones ROR1-Tg. Los bazos de los ratones
a los que se dio el péptido R22-KLH permanecieron similares a los animales control, pero los ratones de KLH tuvieron
bazos significativamente mayores (Figura 34).
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Citometria de flujo de esplenocitos de ratones C57BL/6 inmunizados con KLH o R22-KLH, usando Acm conjugado a
fluorocromo especifico para CD5 o ROR1. El Acm usado para tefiir las células se une a un epitopo sin bloqueo cruzado
de ROR1 que los anticuerpos inducidos por R22-KLH. Nétese que hay muchas menos, si alguna, células de leucemia
en los bazos de ratones inmunizados con la vacuna R22-KLH (Figura 39).

El numero total de células de leucemia encontradas en los bazos de ratones C57BL/6 inyectados con el péptido R22-
KLH 30 dias antes con 1 x 10° células de LLC ROR1+ humana era significativamente menor que los bazos de ratones
inyectados con KLH. El numero de células de leucemia por bazo se derivé multiplicando el porcentaje de células de
leucemia en las poblaciones de esplenocitos (evaluado a través de citometria de flujo) por el nimero de esplenocitos
recogidos del bazo (Figura 34).

El nimero de células CD8+ en los bazos de ratones inmunizados con KLH o R22-KLH se determiné por citometria de
flujo. Después de la inmunizaciéon con R22-KLH hubo aumentos drasticos en células T CD8, que no aumentaron en
ratones inmunizados con KLH. La fila inferior indica el nimero absoluto de células T CD8 recogidas de los bazos de
los ratones el dia 75 (Figura 37).

Ratones C57BL/6 transgénicos para ROR1

Se inyectaron ratones transgénicos con R22-KLH o KLH como se muestra en la figura 38. Los ratones son transgénicos
para ROR1 humana bajo un promotor/potenciador especifico de células B (E-Cu). La primera inyeccion de KLH o
péptido R22-KLH fue en CFA. La segunda y posteriores inyecciones fueron en IFA. Los animales se sangraron en los
dias marcados con la flecha purpura. Cuarenta y cuatro dias después de la primera inyeccion, los ratones C57BL/6 se
expusieron a células de LLC que expresan ROR1 humana que se originaron en un ratdn ROR1-Tg que también era
transgénico para la leucemia de células T 1 (gen TCL1). Ambos transgenes estan bajo el control de un
promotor/potenciador especifico de células B (E-Cp). Por tanto, estos ratones ROR1-Tg tienen células B que expresan
ROR1 humana. Los resultados demuestran que el péptido R22-KLH puede inducir inmunidad anti-ROR1 protectora
en ratones que expresan ROR1 y por tanto romper la auto-tolerancia.

Se observé respuesta de anticuerpos a ROR1 humana en ratones ROR1-Tg inmunizados con R22-KLH el dia 42, pero
no en ratones inmunizados con KLH. Todos los 4 ratones inmunizados con R22-KLH generaron anticuerpos de alto
titulo contra ROR1 humana detectado a través de ELISA usando placas recubiertas con el dominio extracelular de
proteina ROR1 humana recombinante. Analisis adicionales por citometria de flujo demostraron que hay menos, si
alguna, células de leucemia en los bazos de ratones inmunizados con la vacuna R22-KLH que en ratones inmunizados
con KLH (Figura 40). El analisis de FACS también mostré que ROR1 estaba disminuida en los ratones inmunizados
con R22-KLH, pero no en los ratones inmunizados con KLH. Los bazos de los ratones inmunizados con R22-KLH
tuvieron significativamente menos células de leucemia comparados con ratones inmunizados con KLH. Como con los
ratones C57BL/6, la inmunizacién con el péptido R22-KLH produjo aumentos drasticos en células T CD8, que no se
incrementaron en ratones inmunizados con KLH (Figura 39). Se vieron resultados similares con células T CD4+ (Figura
43) y células T CD3+ (Figura 42).

Ratones BALB/c

Se inmunizaron ratones BALB/c con KLH o R22-KLH como se muestra en la figura 22. Para esto, KLH o el péptido
conjugado a KLH se formé cada uno en una emulsién con adyuvante (CFA o IFA). CFA se uso para la primera
inmunizacion e IFA se us6 para el recuerdo posterior. Se indican los dias de sangrado e inyeccion de péptido.

Los niveles de anticuerpo anti-ROR1 inducidos por R22-KLH se determinaron por ELISA. Con el dominio extracelular
de ROR1 purificado se recubri6 una placa de 96 pocillos y se incubd con antisueros con las veces de dilucion indicadas
de dias de sangrado individuales. Los resultados de ELISA indicaban que se inducian concentraciones de anticuerpos
anti-ROR1 en ratones BALB/c inmunizados a lo largo del tiempo. Los sueros de estos animales recogidos antes de la
inmunizacién no reaccionaron con la proteina ROR1, incluso a baja dilucion de suero.

El analisis de inmunotransferencia también indicé que anticuerpos anti-ROR1 generados por inmunizacién con R22-
KLH de ratones BALB/c produjeron anticuerpos anti-ROR1 que tenian la misma especificidad de epitopo que D10
(Figura 23). Ademas, parece que los antisueros también reaccionan con la proteina de ratén.

El analisis de FACS confirmé la unién de antisueros de ratones BALB/c inmunizados con R22-KLH a ROR1 en la
superficie de células.

Ratones transgénicos Il

Se inmunizaron ratones transgénicos con KLH o R22-KLH como se muestra en la figura 24. El péptido conjugado a
KLH se mezcld con adyuvante (CFA o IFA). CFA se us6 para la primera inmunizacion e IFA se usé para el recuerdo
posterior. Los resultados de ELISA indicaban que se inducian concentraciones de anticuerpos anti-ROR1 en ratones
transgénicos inmunizados con R22-KLH a lo largo del tiempo. El analisis de FACS confirmé la unién de antisueros de
ratones transgénicos inmunizados con R22-KLH a ROR1 en la superficie de células.
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Se examinaron antisueros de ratones inmunizados con R22-KLH para capacidad de internalizacion del receptor ROR1.
Se incubaron células MDA-MB-231 con antisueros de ratones transgénicos a 4°C o 37°C durante 1 h y después se
tiferon con isotipo-Alexa647 o 4A5Alexa647 durante 30 min en hielo antes del analisis por FACS de la expresion de
ROR1. Los resultados mostraron que los sueros anti-ROR1 de ratones transgénicos inmunizados con R22-KLH
indujeron internalizacion del receptor ROR1 (Figura 25).

Los antisueros de ratones inmunizados con R22-KLH se examinaron para determinar su efecto en migraciéon de cancer
de mama. Las células que migraron se observaron a 10 aumentos después de 1 hora de tratamiento con antisuero y
después 16 horas de incubacion a 37°C. Los resultados son medias + e.e.m. n=3. **p < 0,01. Los resultados indicaban
que los sueros anti-ROR1 de ratones transgénicos pudieron disminuir la migracién de cancer de mama in vitro (Figura
26).
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Ile Gln Leu Gln Gln Ser Gly

Lys Ala

Trp Val Arg Gln Ser

40

Tyr Asp Gly

Lys Asp Lys Ala Thr Leu Thr Val
65 70

Met His Leu Asn Ser Leu Thr

85

Ser

Ala Arg Gly Trp Tyr Tyr Phe Asp

100

Thr Val Ser Ser

115

<210> 2

<211> 348

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 2
gagatccagc tgcagcagtc

tcttgcaagg cttcectggtta
catggaaagc gccttgagtg
aaccagaagt tcaaggacaa
atgcatctca acagcctgac

tactactttg actactgggg

<210> 3

<211>108

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 3

tggacctgtce
tgcattcact
gattggatct
agccacattg
atctgaggac

ccacgggacc

Pro Val Leu Val Lys Pro Gly Ala

10

15

Ser Gly Tyr Ala Phe Thr Ala Tyr

25

His Gly Lys Arg Leu Glu Trp

Gly Ser

Asp Lys

Glu Asp Ser Ala Val

Ser
75

30

Ile
45

Ser Tyr Asn Gln Lys Phe

60

Ser Thr Thr Ala Tyr
80

Tyr Tyr Cys
95

Tyr Trp Gly His Gly Thr Thr Leu

105

ctggtgaagc
gcctacaaca
tttgatcctt
actgtagaca
tctgecagtet

actctcacag
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110

ctggggctte agtgaaggtt
tacactgggt gagacagagc
acgatggtgg tagtagttac
aatcttccac cacagcctac

attactgtgc aagggggtgg
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Trp
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Thr
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Ile
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Ser
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Gln

Asn
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Ser Pro

Cys

Arg

Pro
40

Lys

Gln
55

Ser

Phe Thr

70

Ala Met

85

Glu
100

Gly

<213> Mus musculus

<400> 4
gacgtccaga

attaattgca
gggaaaacta
agattcaggg
gaagattttg
gggaccaagc
<210>5

<211> 116
<212> PRT

taacccagtc
gggcaagtaa
ataagctcct
gcagtggatc
caatgtatta

tggaaataaa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 5

Tyr

Thr

Tyr Cys

Lys Leu

tccatcttat
gagcattagc
tatctactct
tggtacagat
ctgtcaacag

acgg

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Tyr

10

Ser

Lys

Ile

Thr

Gln

90

Ile

Leu

Lys

Thr

Pro

Ile

75

His

Lys

cttgctgeat

aaatatttag

ggatccactt

ttcactctca

catgatgaat

33

Ala

Ser

Asn

Ser

60

Ser

Asp

Arg

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Glu

ctcctggaga
cctggtatca
tgcaatctgg
ccatcagtag

ccecegtacac

Ser

Ser
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Leu

Phe

Leu

Ser

Pro
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Lys

Arg

Glu

Pro
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Gly

Tyr
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Pro
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Tyr

aaccattact
agagaaacct
aattccatca
cctggagcect

gttcggagag
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Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu
1 5 10
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Tyr
20 25
Asn Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln
35 40
Gly Ser Phe Asp Pro Tyr Asp Gly Gly Ser Ser
50 55
Lys Asp Arg Leu Thr Ile Ser Lys Asp Thr Ser
65 70 75
Leu Thr Met Thr Asn Met Asp Pro Val Asp Thr
85 90
Ala Arg Gly Trp Tyr Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly
100 105
Thr Val Ser Ser
115
<210>6
<211> 348
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Construccion sintética
<400> 6
caggtgcagc tgcaggagtc gggcccagga ctggtgaagce
acctgcactg tctctggtta tgcattcact gcctacaaca
cctggacaag ggcttgagtg gatgggttct tttgatcctt
aaccagaagt tcaaggacag actcaccatc tccaaggaca
cttacaatga ccaacatgga ccctgtggac acagccacgt
tactactttg actactgggg ccacggaacc ctggtcaccg
<210>7
<211>107
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400>7

34

Val Lys Pro

Ala Phe Thr

30

Gly Leu Glu

45

Tyr Asn Gln

60

Lys Asn Gln

Ala Thr Tyr

Thr
110

His Gly

cttcacagac
tacactgggt
acgatggtgg
cctccaaaaa
attactgtge

tctectea

Ser Gln

15

Ala Tyr

Trp Met

Lys Phe

Val val

80

Tyr
95

Cys

Leu Val

cctgtececte
gcgacaggcece
tagtagttac
ccaggtggtce

aagagggtgg

60

120

180

240
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Asp Ile Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly

Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ala Ser Lys Ser Ile Ser Lys Tyr
20 25 30

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

Tyr Ser Gly Ser Thr Leu Gln Ser Gly Ile Pro Pro Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Tyr Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Asn Asn Ile Glu Ser
65 70 75 80

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

Thr Phe Gly Glu Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 8

<211> 321

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 8
gatattgtga tgacccagac tccactctce ctgcccgtca ccecctggaga geccggectcee 60

atctcctgeca gggcaagtaa gagcattage aaatatttag cctggtacca gcagaaacct 120
ggccaggctc ccaggctcct catctattcet ggatccactt tgcaatctgg gatcccacct 180
cgattcagtg gcagcgggta tggaacagat tttaccctca caattaataa catagaatct 240
gaggatgctg catattactt ctgtcaacag catgatgaat ccccgtacac gttcggcecgag 300
gggaccaagg tggaaatcaa a 321
<210>9

<211> 116

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 9
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Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly
1 5
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val
20
Asn Ile His Trp Val Arg Gln Ala
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Thr Val Ser Ser
115

<210>10
<211> 348
<212> ADN
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<400> 10
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aaccagaagt tcaaggacag actcaccatc
cttacaatga ccaacatgga ccctgtggac
tactactttg actactgggg ccacggaacc
<210> 11
<211>107
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 11
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Gly Tyr

Gly Gln

Ser Ser

Thr Ser

75

Asp Thr
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Trp Gly

105

ctggtgaagce
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tttgatcctt
tccaaggaca

acagccacgt

ctggtcaccg
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Gly

Tyr Asn

60

Lys Asn

Ala

Thr

His Gly

Pro

Thr
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Glu

Gln

Gln

Tyr

Thr

Ser Gln

15

Ala Tyr

Trp Met

Lys Phe

Vval val

80

Tyr
95

Cys

Leu Val

110

cttcacagac
tacactgggt
acgatggtgg
cctccaaaaa
attactgtgce

tctectcea

cctgteccte
gcgacaggcce
tagtagttac
ccaggtggtce

aagagggtgg
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65 70

Glu Asp Ala Ala Tyr Tyr
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<210> 12

<211> 321

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 12

gatgttgtga tgactcagtc tccactctce
atctcctgca gggcaagtaa gagcattage
gggaaagctc ctaagctcct gatctattcet

cgattcagtg gcagcgggta tggaacagat

gaggatgctg catattactt ctgtcaacag

gggaccaagg tggaaatcaa a

<210> 13

<211> 116

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 13

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Phe

Lys

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Vval
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Leu

Ala

25

Gly

Gly

Gln

Glu
105

Ser

10

Ser

Lys

Ile

Thr

Gln

90

Ile

Leu

Lys

Ala

Pro

Ile

75

His

Lys

ctgccegtcea
aaatatttag
ggatccactt
tttaccctca

catgatgaat

37

Pro

Ser

Pro

Pro

60

Asn

Asp

Val

Ile

Lys

45

Arg

Asn

Glu

Thr Leu Gly
15

Ser Lys Tyr

Leu Leu Ile

Phe Ser Gly

Ile Glu Ser

80

Ser Pro Tyr
95

cccttggaca gccecggectece

cctggtatca gcagaaacca

tgcaatctgg gatcccacct

caattaataa catagaatct

cccegtacac gtteggegag
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Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly

Thr Leu Leu Thr

20

Ser Cys Thr Val

Asn Ile His Trp Ile Arg Gln Pro

35 40

Gly Ser Phe Asp Pro Tyr Asp Gly

50 55

Lys Asp Arg Leu Thr Ile
65 70

Ser Lys

Thr Met Thr Asn

85

Met Asp Pro

Ala Arg Gly Trp Phe

100

Tyr Tyr Asp

Thr Val Ser Ser

115

<210> 14

<211> 348

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 14
caggtgcagc tgcaggagtc gggcccagga

acctgcactg tctctggtta tgcattcact

ccagggaagg ggctggagtg gattggttct

aaccagaagt tcaaggacag actcaccatc

cttacaatga ccaacatgga

ccetgtggac

tactactttg actactgggg ccacggaacc

<210> 15

<211>107

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 15

Pro Gly

10

Ser
25

Gly

Pro Gly

Gly Ser

Asp Thr

75

Val Asp

90

Tyr
105

Trp

ctggtgaagce
gcctacaaca
tttgatcctt
tccaaggaca
acagccacgt

ctggtcaccg

38

Leu

Tyr

Lys

Ser

Ser

Thr
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Val Lys

Ala Phe

30

Gly
45

Tyr Asn Gln Lys

60

Lys Asn Gl

Ala Thr

His Gly
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cttcacagac
tacactggat
acgatggtgg
cctccaaaaa
attactgtge

tctectca
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Thr Ala

Leu Glu

Tyr

Ser Gln

15

Tyr

Trp Ile

Phe

n Val Vval

80

Tyr
95

Cys

Thr Leu Val

0

cctgtececte
ccgecagece
tagtagttac
ccaggtggtc

aagagggtgg
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<210> 16
<211> 321

<212> ADN

Val Met

Ala Ser
20

Trp Tyr

35

Gly Ser

Tyr Gly

Ala Ala

Gly Glu
100

Thr

Ile

Gln

Thr

Thr

Tyr

85

Gly

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 16

gatattgtga tgacccagac tccactctce

atctcctgca gggcaagtaa gagcattage

Gln

Ser

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Thr

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Phe

Lys

Pro

Pro

40

Ser

Thr

Cys

val

ggccaggctc ccaggctcct catctattcet

cgattcagtg gcagcgggta tggaacagat

gaggatgctg catattactt ctgtcaacag

gggaccaagg tggaaatcaa a

<210> 17
<211> 116

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 17
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Leu
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25
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Gly

Leu
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Glu
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Ser
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Ser
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Thr
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60
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95
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ctgcecegtca ccecctggaga geccecggectee

aaatatttag cctggtacca gcagaaacct

ggatccactt tgcaatctgg gatcccacct

tttaccctca caattaataa catagaatct

catgatgaat ccccgtacac gttcggcgag
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Thr Val
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35

Phe

Arg
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Ser
115

Leu
20

Trp

Asp

Thr

Trp
100

Ser

Gln
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Ile

Pro

Thr

Asn

85

Tyr

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400>
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Glu

Cys

Arg

Tyr

Ile

70

Met

Tyr

Ser

Thr

Gln

Asp

55

Ser

Asp

Phe

Gly

Val

Pro

40

Gly

Lys

Pro

Asp

caggtgcagc tgcaggagtc gggcccagga

acctgcactg tctctggtta tgcattcact gcctacaaca
ccagggaagg ggctggagtg gattggttct tttgatcett
aaccagaagt tcaaggacag actcaccatc tccaaggaca
cttacaatga ccaacatgga ccctgtggac acagccacgt

tactactttg actactgggg ccacggaacc ctggtcaccg

<210>
<211>

<212> PRT

19
107

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400>

19

ES 2 845184 T3

Pro Gly
10

Ser Gly
25

Pro Gly

Gly Ser

Asp Thr

Val Asp
90

Tyr Trp
105

ctggtgaagc

Leu

Tyr

Lys

Ser

Ser

75

Thr

Gly

40

val

Ala

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

His

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Asn

Thr

Gly

cttcacagac
tacactggat
acgatggtgg
cctccaaaaa
attactgtgc

tctectea

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Gln

Tyr

Thr
110

Ser
15

Ala

Trp

Lys

val

Tyr

95

Leu

Gln

Tyr

Ile

Phe

val

80

Cys

Val

cctgtececte
ccgccagecce
tagtagttac
ccaggtggtc

aagagggtgg

60

120

180

240

300

348



10

15

20

ES 2 845184 T3

Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro
1 5
Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg
20
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro
35 40
Tyr Ser Gly Ser Thr Leu Gln Ser
50 55
Ser Gly Tyr Gly Thr Asp Phe Thr
65 70
Glu Asp Ala Ala Tyr Tyr Phe Cys
85
Thr Phe Gly Glu Gly Thr Lys Val
100
<210> 20
<211> 321
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Construccion sintética
<400> 20
gatgttgtga tgactcagtc tccactctce
atctcctgca gggcaagtaa gagcattagc
gggaaagctc ctaagctcct gatctattct
cgattcagtg gcagcgggta tggaacagat
gaggatgctg catattactt ctgtcaacag

gggaccaagg tggaaatcaa

<210> 21

<211> 252

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 21

a

Leu

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

10

Ser

Lys

Ile

Thr

Gln

90

Ile

Leu

Lys

Ala

Pro

Ile

75

His

Val Thr Leu

15

Pro Gly

Ser Ile Ser

30

Lys Tyr

Pro Lys Leu Leu Ile

45

Pro Phe Ser

60

Arg Gly

Asn Asn Ile Glu Ser

80

Glu Pro

95

Asp Ser Tyr

Lys

ctgccegtcea

aaatatttag

ggatccactt

tttacccteca

catgatgaat

41

cccttggaca gccggectcee
cctggtatca gcagaaacca
tgcaatctgg gatcccacct

caattaataa catagaatct

ccecegtacac gtteggegag

60

120

180

240

300

321



Asp Ile Val

Gly Glu Pro

Tyr Leu Ala

Ile Tyr
50

Gly Ser
65

Ser Glu

Tyr Thr

Ser Gly

Thr Lys
130

Pro Gly
145

Ser Gly

Pro Gly

Gly Ser

Asp Thr
210

Val Asp
225

Tyr Trp

<210> 22
<211> 753
<212> ADN

35

Ser

Gly

Asp

Phe

Ser

115

Gly

Leu

Tyr

Gln

Ser

195

Ser

Thr

Gly

Met

Ala
20

Trp

Gly

Tyr

Ala

Gly

100

Thr

Gly

Val

Ala

Gly
180

Tyr

Lys

Ala

His

Thr

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Glu

Ser

Gly

Lys

Phe

165

Leu

Asn

Asn

Thr

Gly
245

Thr

Ile

Gln

Thr

Thr

70

Tyr

Gly

Gly

Gly

Pro

150

Thr

Glu

Gln

Gln

Tyr

230

Thr

Gln

Ser

Gln

Leu

55

Asp

Tyr

Thr

Ser

Gly

135

Ser

Ala

Trp

Lys

val
215

Tyr

Leu

ES 2845184 T3

Thr Pro

Cys Arg
25

Lys Pro
40

Gln Ser

Phe Thr

Phe Cys

Lys Val

105

Gly Lys
120

Ser Gln

Gln Thr

Tyr Asn

Met Gly
185

Phe Lys

200

Val Leu

Cys Ala

Val Thr

Leu

10

Ala

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Glu

Pro

Val

Leu

Ile

170

Ser

Asp

Thr

Arg

Val
250

Ser

Ser

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Ile

Gly

Gln

Ser

155

His

Phe

Arg

Met

Gly

235

Ser

42

Lys

Ala

Pro

60

Ile

His

Lys

Ser

Leu

140

Leu

Trp

Asp

Leu

Thr
220

Ser

Pro

Ser

Pro

45

Pro

Asn

Asp

Gly

Gly

125

Gln

Thr

Vval

Pro

Thr
205

Asn

Tyr

Val

Ile

30

Arg

Arg

Asn

Glu

Gly

110

Glu

Glu

Cys

Arg

Tyr
190

Ile

Met

Tyr

Thr

15

Ser

Leu

Phe

Ile

Ser

95

Gly

Gly

Ser

Thr

Gln

175

Asp

Ser

Asp

Phe

Pro

Lys

Leu

Ser

Glu

80

Pro

Gly

Ser

Gly

val

160

Ala

Gly

Lys

Pro

Asp
240



10

15

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 22
gatattgtga

atctcctgea
ggccaggctce
cgattcagtg
gaggatgctg
gggaccaagg
cccggatctg
gagtcgggcece
ggttatgcat
gagtggatgg
gacagactca

atggaccctg

tggggccacg

<210> 23
<211> 251
<212> PRT

tgacccagac
gggcaagtaa
ccaggctcct
gcagcgggta
catattactt
tggaaatcaa
gcgagggatc
caggactggt
tcactgccta
gttcttttga
ccatctccaa

tggacacagc

gaaccctggt

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 23

ES 2 845184 T3

tccactctee
gagcattagc
catctattct
tggaacagat
ctgtcaacag
aggtggtggt
caccaagggc
gaagccttca
caacatacac
tccttacgat
ggacacctce
cacgtattac

caccgtctee

ctgccegtcea
aaatatttag
ggatccactt
tttaccctca
catgatgaat
ggtagcgget
ggaggaggag
cagaccctgt
tgggtgcgac
ggtggtagta
aaaaaccagg
tgtgcaagag

tca

43

cccectggaga
cctggtacca
tgcaatctgg
caattaataa
ccecegtacac
ccacctctgg
gaagtcaggt
ccctcacctg
aggcccectgg
gttacaacca
tggtccttac

ggtggtacta

gcecggectee
gcagaaacct
gatcccacct
catagaatct
gttcggegag
atccggcaag
gcagctgcag
cactgtctct
acaagggctt
gaagttcaag
aatgaccaac

ctttgactac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

753



Asp Val

Gln Pro

Leu Ala

Tyr Ser
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

Gly Ser

Lys Gly
130

Gly Leu
145

Gly Tyr

Gly Gln

Ser Ser

Thr Ser
210

Asp Thr
225

Trp Gly

<210> 24

vVal

Ala

Trp

35

Gly

Tyr

Ala

Gly

Thr

115

Gly

Val

Ala

Gly

Tyr

195

Lys

Ala

His

Met

Ser

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Glu

100

Ser

Gly

Lys

Phe

Leu

180

Asn

Asn

Thr

Gly

Thr

Ile

Gln

Thr

Thr

Tyr

85

Gly

Gly

Gly

Pro

Thr

165

Glu

Gln

Gln

Tyr

Thr
245

Gln

Ser

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Gly

Ser

150

Ala

Trp

Lys

Val

Tyr

230

Leu

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Phe

Lys

Gly

Ser

135

Gln

Tyr

Met

Phe

Val

215

Cys

Vval

ES 2845184 T3

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

val

Lys

120

Gln

Thr

Asn

Gly

Lys

200

Leu

Ala

Thr

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Pro

val

Leu

Ile

Ser

185

Asp

Thr

Arg

Val

Ser

10

Ser

Lys

Ile

Thr

Gln

90

Ile

Gly

Gln

Ser

His

170

Phe

Arg

Met

Gly

Ser
250

Leu

Lys

Ala

Pro

Ile

75

His

Lys

Ser

Leu

Leu
155

Trp

Asp

Thr

Trp
235

Ser

44

Pro

Ser

Pro

Pro

60

Asn

Asp

Gly

Gly

Gln

140

Thr

Val

Pro

Thr

Asn
220

Tyr

Val

Ile

Lys

45

Arg

Asn

Glu

Gly

Glu

125

Glu

Cys

Arg

Tyr

Ile

205

Thr

Tyr

Thr

Ser

30

Leu

Phe

Ile

Ser

Gly

110

Gly

Ser

Thr

Gln

Asp

190

Ser

Asp

Phe

15

Lys

Leu

Ser

Glu

Pro

95

Gly

Ser

Gly

val

Ala

175

Gly

Lys

Pro

Asp

Gly

Tyr

Ile

Gly

Ser

Tyr

Ser

Thr

Pro

Ser

160

Pro

Gly

Asp

Val

Tyr
240



10

15

20

25

30

<211> 753
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 24
gatgttgtga

atctcctgea
gggaaagctc
cgattcagtg
gaggatgcetg
gggaccaagg
ccecggatcetg
gagtecgggece
ggttatgcat
gagtggatgg
gacagactca
atggaccctg
tggggccacg
<210> 25

<211> 22
<212> PRT

tgactcagtc
gggcaagtaa
ctaagctcct
gcagcgggta
catattactt
tggaaatcaa
gcgagggatc
caggactggt
tcactgccta
gttcttttga
ccatctccaa
tggacacagc

gaaccctggt

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 25

ES 2 845184 T3

tccactctec
gagcattagce
gatctattct
tggaacagat
ctgtcaacag
aggtggtggt
caccaagggc
gaagccttcea
caacatacac
tccttacgat
ggacacctcc
cacgtattac

caccgtctcee

ctgccegtea
aaatatttag
ggatccactt
tttaccctca
catgatgaat
ggtagcggcet
ggaggaggag
cagaccctgt
tgggtgcgac
ggtggtagta
aaaaaccagg
tgtgcaagag

tca

cccttggaca
cctggtatca
tgcaatctgg
caattaataa
cccegtacac
ccacctctgg
gaagtcaggt
ccctcacetg
aggcccctgg
gttacaacca
tggtccttac

ggtggtacta

gceggectee
gcagaaacca
gatcccacct
catagaatct
gttcggegag
atccggcaag
gcagctgcag
cactgtctct
acaagggctt
gaagttcaag
aatgaccaac

ctttgactac

Val Ala Thr Asn Gly Lys Glu Val Val Ser Ser Thr Gly Val Leu Phe

1

5

Val Lys Phe Gly Pro Cys

<210> 26
<211> 16
<212> PRT

20

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 26

10

15

Glu Vval Val Ser Ser Thr Gly Val Leu Phe Val Lys Phe Gly Pro Cys

1

<210> 27
<211>8

5

10

45

15

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

753



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 845184 T3

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 27
Gly Tyr Ala Phe Thr Ala Tyr Asn
1 5

<210> 28

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 28
Phe Asp Pro Tyr Asp Gly Gly Ser
1 5

<210> 29

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 29
Gly Trp Tyr Tyr Phe Asp Tyr
1 5

<210> 30

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 30
Lys Ser Ile Ser Lys Tyr
1 5

<210> 31

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 31
Ser Gly Ser
1

<210> 32

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

46



10

15

20

25

30

35

40

45

50

<400> 32
Gln Gln His Asp Glu Ser Pro Tyr
1 5

<210> 33

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 33

Ser Gly Tyr Ala Phe Thr Ala Tyr Asn Ile His Trp Val Arg Gln

1 5

<210> 34

<211>18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 34

Gly Ser Phe Asp Pro Tyr Asp Gly Gly Ser Ser Tyr Asn Gln Lys Phe

1 5

Lys Asp

<210> 35

<211> 23

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 35

Tyr Tyr Cys Ala Arg Gly Trp Tyr Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly His Gly

1 5

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
20

<210> 36

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 36

Cys Arg Ala Ser Lys Ser Ile Ser Lys Tyr Leu Ala Trp Tyr

1 5

<210> 37

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

ES 2 845184 T3

10

10

10

10

47



10

15

20

25

30

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 37

ES 2 845184 T3

Leu Leu Ile Tyr Ser Gly Ser Thr Leu Gln Ser Gly

1 5

<210> 38

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 38

10

Cys Gln Gln His Asp Glu Ser Pro Tyr Thr Phe Gly Glu Gly Thr Lys

1 5

Val Glu Ile Lys
20

<210> 39

<211> 117

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 39

Gln Val Gln Leu Lys
1 5

Thr Leu Ser Ile Thr
20

Gly Val His Trp Val
35

Gly Val Ile Trp Ala
50

Ser Arg Leu Ser Ile
65

Lys Met Thr Ser Leu
85

Arg Arg Gly Ser Ser
100

Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 40

<211> 351

<212> ADN

<213> Mus musculus

Glu

Cys

Arg

Gly

Ser

70

Gln

Tyr

Ser

Thr

Gln

Gly

55

Lys

Thr

Ser

Gly

val

Pro

40

Phe

Asp

Asp

Met

Pro

Ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Asp
105

10

Gly

10

Gly

Gly

Asn

Ser

Thr

90

Tyr

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Trp

48

Val

Ser

Gly

Asn

60

Ser

Met

Gly

Ala

Leu

Leu

45

Ser

Gln

Tyr

Gln

Pro

Thr

30

Glu

Ala

val

Tyr

Gly
110

15

Ser
15

Ser

Trp

Leu

Cys
95

Thr

Gln

Tyr

Lys

Leu

80

Ala

Ser



10

15

20

<400> 40

caggtgcagc tgaaggagtc

acttgcactg tctctgggtt

ccaggaaagg gtctggagtg

tcggctctca agtccagact

aaaatgacca gtctgcaaac

tcctattcta tggactattg

<210> 41
<211> 106
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 41

Glu Ile Val Leu

1

Gln Lys

His Trp

35

Glu Ile

50

Gly
65

Ser

Asp Ala

Phe Gly

<210> 42
<211> 318
<212> ADN

val

Tyr

Ser

Gly

Ala

Ser

Ser

Thr
20

Ile
Gln Gln
Leu

Lys

Thr Ser

Gln

Thr

Arg

Ala

Tyr

ES 2 845184 T3

aggacctggc
ttcattaacc
gctgggagta
gagcatcagc
tgatgacaca

gggtcaagga

Ser Pro

Cys Ser

Ser Gly

40

Ser
55

Gly

Ser Leu

70

Ile Tyr

85

Gly Thr

100

<213> Mus musculus

<400> 42
gaaattgtgc

atcacctgca
acctccccca
ttcagtggca
gatgctgcca

acaaagttgg

tctctcagte
gtgccagttc
gaccatggat
gtgggtctgg
tttattattg

aaatacaa

Tyr

Lys

Cys Gln

Leu Glu

tccagccecate

aaatgtaagt

ttatgaaata
gacctcttac

tcagcagtgg

Ala

Val

ctggtggcge
agttatggtg
atatgggctg
aaagacaact
gccatgtact

acctcagtca

Ile
10

Thr

Ala
25

Ser Ser

Thr Ser Pro

Pro Val

Thr Ile Ser

75

Gln Asn

90

Ile
105

Gln

acagctgcat
tacatccact
tccaaactgg
tctctcacaa

aattatcctc

49

cctcacagac
tacactgggt
gtggattcac

ccaagagcca

actgtgccag

ccgtetecte

Ala

Asn Val

30

Pro
45

Arg

Arg Phe

60

Ser Met

Tyr Pro

ctctgggcceca
ggtaccagca
cttctggagt
tcagcagcat

ttatcacgtt

Ser

Trp

Ser

Glu

tctgtececate
tcgccagecect
aaattataat
agttctctta
gagaggtagt

a

Ala Ser Leu Gly

15

Tyr Ile

Ile Tyr

Gly Ser

Ala Glu

80

Ile
95

Thr

aaaggtcacc
gaggtcaggce
cccagttege
ggaggctgaa

cggctcgggg

60

120

180

240

300

351

60

120

180

240

300

318



10

15

20

<210> 43
<211> 119
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 43

Glu Val Lys Leu Val

1

Ser Leu Lys

Ala Met Ser
35

Ala Ser Ile

50

Gly Arg Phe

65

Gln Met Ser

Arg Tyr Asp

Thr Ser Val

Leu
20

Ser

Trp Val

Ser Arg

Thr Ile

Glu Ser

Arg Gln

Gly Gly

ES 2 845184 T3

Gly

Cys Ala Ala

Ile
40

Thr

Ser Arg Asp

70

Ser
85

Tyr Asp
100

Thr Val

115

<210> 44
<211> 357
<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 44
gaagtgaaac

tcctgtgeag
ccagagaaga
gacagtgtga
caaatgagca

gacgggtact

<210> 45
<211> 107
<212> PRT

tggtggagtc
cctctggatt
ggctggagtg
agggccgatt
gtctgaggtce

atgcaatgga

<213> Mus musculus

<400> 45

Gly Tyr

Leu Arg Ser Glu

Tyr

Ser Ser

tgggggagge
cactttcagt
ggtcgcatce
caccatctce
tgaggacacg

ctactgggagt

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Ala
105

ttagtgaagc ctggagggtce
agctatgcca tgtcttgggt
attagtcgtg gtggtaccac
agagataatg tcaggaacat
gccatgtatt actgtggaag

caaggaacct cagtcaccgt

Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly
10 15

Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
30

Glu Lys Arg Leu Glu Trp Val
45

Tyr Tyr Pro Asp Ser Val Lys
60

Val Arg Asn Ile Leu Tyr Leu
75 80

Thr Ala Met Tyr Tyr Cys Gly
90 95

Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
110

cctgaaacte
tcgeccagatt
ctactatcca
cctgtacctg
atatgattac

ctcctca

50

60

120

180

240

300

357



10

Asp Ile Lys

1

Glu Arg Val

Leu Ser Trp

35

Tyr Arg Ala

50

Gly Gly Ser

65

Glu Asp Met

Thr Phe Gly

<210> 46
<211> 322
<212> ADN

Met Thr
5

Thr Ile
20

Phe Gln

Asn Arg

Gly Gln

Gly Ile

Gly Gly
100

<213> Mus musculus

<400> 46
gacatcaaga

atcacttgca
gggaaatctc
aggttcagtg
gaagatatgg

gggaccaagc

tgacccagtc
aggcgagtcc
ctaagaccct
gcggtggatc
gaatttatta

tggaaatgaa

Gln Ser

Thr Cys

Gln Lys

Leu Val

Asp Tyr

70

Tyr Tyr

Thr Lys

ES 2845184 T3

Pro

Lys

Ser

Ala

Ser Met
10

Ser Pro

25

Pro
40

Asp
55

Ser

Cys

Leu

tcecatcttee
ggacattaat
gatctatcgt
tgggcaagat
ttgtctacag

ac

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu
105

Lys Ser

Val Pro

Thr Ile

75

Gln
90

Tyr

Met Lys

atgtatgcat
agctatttaa
gcaaacagat
tattctctceca

tatgatgaat

51

Tyr Ala Ser

Asp Ile Asn
30

Pro Lys Thr
45

Ser Arg Phe
60

Asn Ser Leu

Asp Glu Phe

ctctaggaga
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REIVINDICACIONES

Un anticuerpo anti-ROR1 humana aislado que comprende una region variable de la cadena pesada y una region
variable de la cadena ligera,

en donde dicha regién variable de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en
cualquiera de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 13,y SEQ ID NO: 17; y

en donde dicha region variable de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en
cualquiera de SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 15, y SEQ ID: 19.

El anticuerpo segun la reivindicacion 1, en donde dicha region variable de la cadena pesada comprende SEQ
ID NO: 5, y en donde dicha regiéon variable de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos
mostrada en SEQ ID NO: 7.

El anticuerpo segun la reivindicacion 1 o 2, en donde el anticuerpo es un anticuerpo IgG.

El anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el anticuerpo se une a los aminoacidos
130-160 del polipéptido maduro de ROR-1 humana (hROR-1).

El anticuerpo segun la reivindicacion 4, en donde el anticuerpo requiere que el aminoacido 138 del polipéptido
maduro de hROR-1 sea acido glutamico para su uniéon a hROR-1.

El anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde el anticuerpo inhibe metastasis.
El anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde el anticuerpo es quimérico.
El anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde el anticuerpo es humanizado.

El anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, que comprende ademas un agente terapéutico
acoplado al anticuerpo.

Un acido nucleico aislado que codifica el anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8.

Un anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, para uso en un método para suprimir la metastasis
de un cancer que expresa ROR-1, el método comprende alterar la transicion epitelial-mesenquimatosa de
células tumorales administrando al sujeto el anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9.

El anticuerpo para uso segun la reivindicaciéon 11, en donde el cancer que expresa ROR-1 se selecciona del
grupo que consiste en: leucemia de células B, linfoma, LLC, LMA, B-LLA, T-LLA, cancer ovarico, cancer de
colon, cancer de pulmén, cancer de piel, cancer pancreatico, cancer testicular, cancer de vejiga, cancer uterino,
cancer de proéstata y cancer suprarrenal.

Un anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 para su uso en un método para tratar o prevenir
un cancer en un sujeto, el método comprende administrar al sujeto el anticuerpo segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9.

El anticuerpo para el uso de la reivindicacion 13, en donde el cancer se selecciona del grupo que consiste en:
leucemia de células B, linfoma, LLC, LMA, B-LLA, T-LLA, cancer ovarico, cancer de colon, cancer de pulmoén,
cancer de piel, cancer pancreatico, cancer testicular, cancer de vejiga, cancer uterino, cancer de prostata y
cancer suprarrenal.
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