ES 2742 224 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @NUmero de publicacion: 2 742 224
GDint. Ci.;

CO7K 16/32 (2006.01)
CO7K 16/28 (2006.01)
CO7K 16/46 (2006.01)
A61K 39/395 (2006.01)
A61P 35/00 (2006.01)
A61P 35/02 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: =~ 07.11.2014  PCT/US2014/064621
Fecha y nimero de publicacién internacional: 14.05.2015 WO15070061

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea: 07.11.2014  E 14803300 (4)
Fecha y nimero de publicacién de la concesion europea: 15.05.2019  EP 3066130

Tl’tulo: Anticuerpos biespecificos anti-WT1/HLA

Prioridad: @ Titular/es:
07.11.2013 US 201361901310 P MEMORIAL SLOAN-KETTERING CANCER
15.08.2014 US 201462037875 P CENTER (50.0%)

1275 York Avenue

L ., New York, NY 10065, USy
Fecha de publicacion y mencion en BOPI de la EUREKA THERAPEUTICS, INC. (50.0%)
traduccion de la patente:

13.02.2020 () Inventor/es:

SCHEINBERG, DAVID;
XIANG, JINGYI;

DAO, TAO;

YAN, SUy

LIU, CHENG

Agente/Representante:
IZQUIERDO BLANCO, Maria Alicia

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2742 224 T3

DESCRIPCION
Anticuerpos biespecificos anti-WT1/HLA
Campo técnico
[0001] La presente invencion se refiere en general a anticuerpos contra las proteinas citosolicas. Mas particularmente,
la invencion se refiere a anticuerpos contra la proteina oncogénica tumoral de Wilm (WT1), especificamente a
anticuerpos biespecificos que reconocen un péptido WT1 junto con un antigeno de histocompatibilidad principal, asi

como un antigeno mostrado en la superficie de una célula efectora inmune.

Antecedentes de la invencion

[0002] El desarrollo de anticuerpos monoclonales similares al receptor de células T terapéuticas (TCRM mAbs), que
reconocen fragmentos de péptidos de las proteinas intracelulares clave en el contexto de moléculas MHC de clase |,
esta emergiendo como un nuevo enfoque para dirigir antigenos especificos de tumores intracelulares (Ags). La
mayoria de los Ags especificos de tumores son proteinas intracelulares, inaccesibles a la terapia de mAb clasica.
Estas moléculas son degradadas, procesadas y mostradas por las moléculas del MHC de clase | como complejos
péptido/MHC, que son reconocidos por el TCR de los linfocitos T citotoxicos (CTL). En consecuencia, se han intentado
numerosos enfoques dirigidos a desencadenar respuestas de células T hacia la baja densidad de complejos
péptido/MHC especificos de tumores, con éxito limitado. La proteina tumoral de Wilms (WT1) es un Ag especifico para
tumores humanos bien validado para la inmunoterapia de células T. WT1 se sobreexpresa en una amplia gama de
tumores malignos hematopoyéticos humanos, células madre de leucemia y diversos tumores solidos. En tejido adulto
normal, la proteina tiene una expresion limitada y baja, lo que la convierte en un objetivo ideal especifico para el cancer
(Gessler et al. Nature. 1990; 346 (6280): 194-197; Menssen et al. Leukemia. 1995; 9 (6): 1060-1067; Qji y otros, Jpn
J Cancer Res. 1999; 90 (2): 194-204). Tanto las células T especificas del epitopo WT1 como los anticuerpos contra la
proteina completa WT1 se detectaron en pacientes con tumores malignos hematopoyéticos y tumores sélidos, lo que
indica que WT1 es un antigeno altamente inmunogénico (Gaiger et al. Clinical cancer research: an official journal of
the American Association for Cancer Research. 2001; 7 (3 Suppl): 761s-5s; Gillmore et al. Clinical cancer research:
an official journal of the American Association for Cancer Research. 2006; 12 (1): 34-42). Ademas, se observé una
correlacion entre injerto contra leucemia y CTL detectables especificos para WT1 después del trasplante alogénico de
células madre, lo que demuestra aun mas la actividad terapéutica de estas células T.

[0003] Un fragmento de péptido derivado de WT1, RMFPNAPYL (RMF; SEQ ID NO: 1), es el epitopo mejor estudiado
y mas validado para el reconocimiento de células T CD8 en el contexto de la molécula HLA-A0201. El epitopo de RMF
se ha utilizado ampliamente en vacunas peptidicas o como diana de las células CD8 T transferidas de forma adoptiva
expandidas ex vivo de pacientes con leucemia mieloide aguda (LMA), sindrome displasico mieloide (MDS) y varios
tumores sodlidos. Estos estudios demostraron la inmunogenicidad del epitopo peptidico, que se asocié con respuestas
clinicas en algunos pacientes (Krug et al. Cancer Immunol Immunother. 2010; 59 (1467-1479); Maslak et al. Blood.
2010; 116 (2): 171-9; Keilholz et al. Blood. 2009; 113 (26): 6541-8; Oka et al. Scientific World Journal 2007; 7: 649-65;
Oka et al. Proceedings de la Academia Nacional de Ciencias de Estados Unidos de América. 2004; 101 (38): 13885-
90; Letsch et al. Y Keiholz, U., editor. Associate for Inmunotherapy of Cancer: Cancer Immunotherapy - 2nd Annual
Meeting; 2004; Mainz, Alemania).

[0004] A pesar del progreso significativo en la inmunoterapia con células T, las respuestas clinicas objetivas se
observan raramente. La ineficiencia de las terapias basadas en células T se ha atribuido a bajas afinidades de TCR,
respuestas citotoxicas potentes e in vivo limitadas contra altas cargas tumorales, la falta de persistencia de células
efectoras, tolerancia a tumores de auto-tumor y la inmunosupresion por células T reguladoras (T- reg) y citoquinas
(Morris et al. Blood Reviews 2006; 20: 61-69; Konnig R. Curr Opin Immunol 2002: 14 (1) 75-83). Para desarrollar un
enfoque diferente para dirigir este importante epitope de WT1, se gener6 un mAb TCRm completamente humano
especifico para el complejo RMF/HLA-A0201. EI mAb mostré una potente actividad terapéutica contra la leucemia que
expresa WT1 y los tumores sélidos, tanto in vitro como in vivo, a través de la citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (ADCC) (Dao et al. Sci Transl Med. 2013; 5 (176): 176ra133).

[0005] La ADCC depende de la presencia de células asesinas naturales (NK), macréfagos, neutréfilos y otras células
inmunes efectoras, que pueden ser extremadamente heterogéneas en pacientes con leucemias o canceres,
especialmente después de la terapia. Un enfoque alternativo y eficaz para mediar en la terapia citolitica de mAb es
usar células T como células efectoras. Las células T se encuentran entre las células citotoxicas mas potentes y
representan el mayor numero de células citotéxicas circulantes. Los enfoques recientes que agregan especificidad de
mADb a las células T, como la transferencia adoptiva de células T disefiadas con receptores de antigenos quiméricos
basados en anticuerpos (conocidos como CAR) y mAbs biespecificos con especificidades duales para tumores Ags y
células T CD3, han surgido como estrategias eficientes. para redirigir las células T humanas policlonales a Ags
asociados a tumores bien definidos. Las construcciones de anticuerpos biespecificos estan disefiadas para entrecruzar
la superficie Ag en células cancerosas con el complejo TCR/CD3 en células T. Las moléculas pueden redirigir tanto
las células T CD4 como las CD8 para destruir células tumorales de una manera en serie que es independiente del
reconocimiento intrinseco de TCR especifico de Ag, las moléculas coestimuladoras y la expresién de HLA en las
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células tumorales. También evita la vacunacion, la administracién de citoquinas o la expansion e infusién ex vivo de
células T derivadas de pacientes especificas de Ag (Frankel y Baeuerle. Current opinion in chemical biology. 2013; 17
(3): 385-92; Brischwein et al. Journal of immunotherapy. 2007; 30 (8): 798-807; Nagorsen et al. Pharmacology &
therapeutics. 2012; 136 (3): 334-42; Aigner et al. Leukemia. 2013; 27 (5): 1107-15; Spiess et al. Nature biotechnology.
2013; 31 (8): 753-8; Nagorsen y Baeuerle. Experimental cell research. 2011; 317 (9): 1255-60). El anticuerpo
Blinatumomab (Amgen, Thousand Oaks, CA) biespecifico de células T (BiTE®), especifico para el CD19 Ag de células
pan By la cadena de sefalizacion CD3e del TCR, esta ensayado por la FDA para el tratamiento de Linfoma de Hodgkin
y leucemia linfocitica aguda (LLA).

[0006] EI documento WO 2012/135854 identifica y caracteriza proteinas de unién a antigeno, tales como anticuerpos,
que son capaces de dirigirse a proteinas citosdlicas/intracelulares, por ejemplo, la oncoproteina WT1. Los anticuerpos
descritos se dirigen a un complejo péptido/MHC tal como apareceria tipicamente en la superficie de una célula luego
del procesamiento del antigeno de la proteina WT1 y la presentacion por parte de la célula.

[0007] El documento WO 2005/040220 ensefia una construccion de union especifica a CD3 citotéxicamente activa
que comprende un primer dominio que se une especificamente a CD3 humano y un segundo dominio de unién
derivado de Ig.

Resumen de la invencion

[0008] La invencidn proporciona un anticuerpo recombinante que comprende:

(I) una primera parte de unién a antigeno que es capaz de unirse especificamente a WT1/HLA, que
comprende uno de:

(A) un fragmento variable de cadena unica (scFV) que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consta de las SEQ ID NO: 54, 18, 36, 72, 90, 108 y 132; o

(B) un dominio variable de cadena pesada (VH) y un dominio variable de cadena ligera (VL), en
donde VH y VL, respectivamente, comprenden secuencias de aminoacidos seleccionadas del grupo
que consiste en SEQ ID NOS: (i) 50 y 52; (i) 14 y 16; (iii) 32 y 34; (iv) 68 y 70; (v) 86 y 88; (vi) 104 y
106; y (vii) 128 y 130; o

(©)

(i) una VH CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
38; una VH CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
39; una VH CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
40; una VL CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
44; una VL CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
45; y una VL CDRS3 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID
NO: 46;

(ii) una VH CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
2; una VH CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
3; una VL CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
4; una VL CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
8; una VL CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
9; y una VL CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID
NO: 10;

(iif) una VH CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
20; una VH CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
21; una VH CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
22; una VL CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
26; una VL CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
27; y una VL CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID
NO: 28;

(iv) una VH CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
56; una VH CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
57; una VH CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
58; una VL CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
62; una VL CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
63; y una VL CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID
NO: 64;

(v) una VH CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
74; una VH CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
75; una VL CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
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76; una VL CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
80; una VL CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
81; y una VL CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID
NO: 82; 0

(vi) una VH CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
92; una VH CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
93; una VH CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
94; una VL CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
98; una VL CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
99; y una VL CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID
NO: 100; y

(1) una segunda porcién de unién a antigeno que comprende:

(A) un fragmento variable de cadena uUnica (scFV) que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en
la SEQ ID NO: 113; 0

(B) un dominio variable de cadena pesada (VH) y un dominio variable de cadena ligera (VL), en donde VH y
VL, respectivamente, comprenden las secuencias de aminoacidos establecidas en las SEQ ID NOS: 112 y
111 o una cadena pesada y una cadena ligera, en donde la cadena pesada y la cadena ligera,
respectivamente, comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 134 y 136.

[0009] La invencidn también proporciona un acido nucleico que codifica un anticuerpo recombinante de la invencion.

[0010] La invencién también proporciona una composicién farmacéutica que comprende un anticuerpo recombinante
0 acido nucleico de la invencién.

[0011] La invencion también proporciona la composicion de anticuerpo o farmacéutica de la invencién para uso en un
método para tratar una enfermedad positiva para WT1 en un sujeto en el que la enfermedad positiva para WT1 es una
leucemia crénica o leucemia aguda o cancer WT1+.

[0012] La invencion también proporciona un anticuerpo recombinante para su uso en un método para estimular una
respuesta primaria de células T y una respuesta secundaria de células T en un sujeto que comprende administrar una
composicion que comprende el anticuerpo recombinante de acuerdo con la invencién, en el que la respuesta de las
células T primarias comprende estimular células T citotdxicas contra el primer antigeno tumoral, y en el que la
respuesta secundaria de células Ts comprende estimular células T efectoras y/o células T de memoria contra el primer
antigeno tumoral y/o contra un segundo antigeno tumoral.

[0013] Otras caracteristicas de la invencion se exponen en las reivindicaciones adjuntas.

Resumen de la divulgacién

[0014] Los anticuerpos biespecificos que se han descrito anteriormente estan dirigidos a Ags de la superficie celular
bien conocidos, de alta densidad, que no son especificos de tumor. La presente divulgacion se refiere a anticuerpos
biespecificos derivados de un mAb TCRm, designado ESK. El anticuerpo biespecifico de ESK fue capaz de unirse
selectivamente a células tumorales positivas para WT1/HLA-A0201 y mostré una potente actividad terapéutica en
multiples modelos de cancer humano al redireccionar la citotoxicidad de las células T humanas. La redireccion de la
poblacion de células T al cancer se demostré mediante el rastreo de imagenes diana y de las células efectoras duales.
Los anticuerpos biespecificos de TCRm mAb descritos en el presente documento son un potente agente terapéutico
que se dirige a un Ag especifico del tumor intracelular de baja densidad expresado ampliamente, por ejemplo, WT1.
Los anticuerpos biespecificos descritos en el presente documento también son capaces de inducir una respuesta
secundaria de células T especifica para antigenos distintos de WT1.

[0015] En un aspecto, la descripcion se refiere a un anticuerpo recombinante que comprende una primera porcion de
unién a antigeno que se une especificamente a un péptido WT1 complejado con un antigeno principal complejo de
histocompatibilidad tal como HLA-A2 y puede, por lo tanto, enlazarse con una célula WT1/HLA-A2* incluso cuando
WT1 esta presente a baja densidad. El anticuerpo comprende ademas una segunda porcion de unioén a antigeno que
se une especificamente a un antigeno de superficie en una célula efectora inmune, por ejemplo, CD3, y, por lo tanto,
también puede unirse a la célula efectora inmune.

[0016] En un aspecto, la divulgacién se refiere a un anticuerpo recombinante, en el que dicho anticuerpo recombinante
comprende: (i) una primera porcidon de unién al antigeno que comprende: (A) una cadena pesada (HC) de la region
variable que comprende HC-CDR1, HC-CDR2 y HC-CDRS3; y una region variable de cadena ligera (LC) que
comprende LC-CDR1, LC-CDR2 y LC-CDR3, que comprende secuencias de aminoacidos como se exponen en las
Tablas 1-6; (B) un VH y un VL que comprenden las secuencias de aminoacidos primera y segunda como se exponen
en las Tablas 1-6; o (C) un scFv que comprende una secuencia de aminoacidos como se expone en las Tablas 1-6; y
(ii) una segunda porcién de union a antigeno que comprende una secuencia de aminoacidos como se muestra en la
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Tabla 7. En una realizacion, el anticuerpo recombinante comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la
Figura 10 (SEQ ID NO: 110).

[0017] En otro aspecto, la descripcion se refiere a un acido nucleico que codifica un anticuerpo biespecifico
recombinante descrito en este documento.

[0018] En un aspecto relacionado, la descripcidén se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden el
anticuerpo biespecifico recombinante y un excipiente farmacéuticamente aceptable. En otro aspecto, la descripciéon
se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden un acido nucleico que codifica el anticuerpo biespecifico
recombinante y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

[0019] En aun otro aspecto, la descripcion se refiere a un método para matar a una célula WT1+, comprendiendo
dicho método poner en contacto la célula WT1+ con una que tiene la especificidad del anticuerpo para la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 y una célula T citotoxica. En algunas realizaciones, la célula T citotdxica es una
célula autdloga.

[0020] En aun otro aspecto relacionado, la descripcion se refiere a un método de tratamiento de un sujeto que tiene
una enfermedad positiva para WT1, comprendiendo el método administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente
eficaz de un anticuerpo biespecifico recombinante descrito en el presente documento. En una realizacion, el método
comprende ademas administrar al sujeto células T citotoxicas CD3* que son autdlogas. En una realizacion, la
enfermedad positiva para WT1 es una leucemia crénica o leucemia aguda o cancer WT1*, por ejemplo, leucemia
mielocitica cronica, mieloma multiple (MM), leucemia linfoblastica aguda (LLA), leucemia mieloide/mielégena aguda
(LMA). Sindrome mielodisplasico (MDS), mesotelioma, cancer de ovario, canceres gastrointestinales, cancer de
mama, cancer de prostata o glioblastoma.

[0021] En un aspecto, la descripcion se refiere a un anticuerpo biespecifico recombinante que comprende una primera
parte de unién a antigeno que comprende uno de: (A) un fragmento variable de cadena Unica (scFV) que comprende
una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 18, 36, 54, 72, 90, 108 y 132;
0 (B) un dominio variable de cadena pesada (VH) y un dominio variable de cadena ligera (VL), en donde VH y VL,
respectivamente, comprenden secuencias de aminoacidos seleccionadas del grupo que consiste en SEQ ID NOS: (i)
14 y 16; (ii) 32 y 34; (iii) 50 y 52; (iv) 68 y 70; (v) 86 y 88; (vi) 104 y 106; (vii) 128 y 130; o (C) (i) las siguientes tres
regiones determinantes de complementariedad de VH (CDR): (a) una VH CDR1 que comprende la secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 2, 20, 38, 56, 74, 92y 116; y (b) una CDR2 de VH
que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 3, 21, 39, 57, 75,
93y 117; y (c) una VL CDR3 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en
SEQ ID NO: 4, 22, 40, 58, 76, 94 y 118; y (ii) las siguientes tres CDR de VL: (a) una VL CDR1 que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 8, 26, 44, 62, 80, 98 y 122; y (b)
una VL CDR2 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO:
9, 27,45, 63, 81,99y 123; y (c) una VL CDR3 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
que consiste en las SEQ ID NO: 10, 28, 46, 64, 82, 100 y 124. El anticuerpo biespecifico recombinante comprende
ademas una segunda union a antigeno parte que comprende (A) un scFV que comprende la secuencia de aminoacidos
expuesta en la SEQ ID NO: 113; o (B) un dominio variable de cadena pesada (VH) y un dominio variable de cadena
ligera (VL), en donde VH y VL, respectivamente, comprenden las secuencias de aminoacidos establecidas en las SEQ
IDNOS: 112y 111 o la SEQ ID NOS: 134 y 136.

[0022] En otro aspecto, la divulgacion se refiere a un método para estimular una respuesta primaria de células T y una
respuesta secundaria de células T en un sujeto que comprende la administracion de una composicion que comprende
un anticuerpo recombinante, dicho anticuerpo recombinante que comprende una primera porcion de unién a antigeno
y una segunda porcion de uniéon al antigeno, en donde dicha primera porcion de union al antigeno se une
especificamente a un primer antigeno tumoral y dicha segunda porcion de unién al antigeno se une especificamente
a un antigeno de superficie de las células efectoras inmunes, en donde la respuesta primaria de las células T
comprende estimular las células T citotdxicas contra el primer antigeno tumoral, y en el que la respuesta secundaria
de células Ts comprende estimular células T efectoras y/o células T de memoria contra el primer antigeno tumoral y/o
contra un segundo antigeno tumoral. En un aspecto, la respuesta secundaria de las células T no requiere células
presentadoras de antigenos o moléculas coestimuladoras. En otro aspecto, la respuesta secundaria de células Ts
comprende estimular células T efectoras y/o células T de memoria contra el segundo antigeno tumoral. En un aspecto,
el segundo antigeno tumoral es un antigeno tumoral no WT1-RMF.

[0023] En aun otro aspecto, la divulgacion se refiere a un método de produccién de las células T efectoras y/o células
T de memoria contra un antigeno tumoral que comprende la activacién de una célula T con un anticuerpo biespecifico
recombinante descrita en este documento. Las células T efectoras y/o las células T de memoria pueden producirse in
vivo o ex vivo. En un aspecto, las células T efectoras y/o las células T de memoria se producen contra un antigeno
tumoral no WT1-RMF, por ejemplo, HER2-neu.

[0024] Se pretende que la presente divulgacion esté relacionada como un documento unificado, y debe entenderse
que se contemplan todas las combinaciones de caracteristicas descritas en este documento, incluso si la combinacion
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de caracteristicas no se encuentra en la misma oracion, parrafo o seccion de esta divulgacion. Con respecto a los
aspectos de la divulgacion descrita o reivindicada con "un" o "una", debe entenderse que estos términos significan
"uno o mas", a menos que el contexto requiera de manera inequivoca un significado mas restringido. Con respecto a
los elementos descritos como uno o mas dentro de un conjunto, debe entenderse que todas las combinaciones dentro
del conjunto estan contempladas. Si los aspectos de la divulgacion se describen como "que comprenden" una
caracteristica, también se contemplan realizaciones “que consisten en" o "que consiste esencialmente en" la
caracteristica.

Breve descripcion de los dibujos

[0025]

La Figura 1 muestra la unidn selectiva de una realizacion de un anticuerpo biespecifico de ESK a células
tumorales y células T humanas medida por citometria de flujo. SET-2 (1A), HL-60 (1B) o células T CD3
humanas purificadas (1C) se tifieron con anticuerpo ESK biespecifico o control a concentraciones de 10
pg/ml, 1 pyg/ml o 0,1 yg/ml, seguido de un mAb secundario especifico para la etiqueta His conjugado con
FITC. El anticuerpo biespecifico de ESK mostré una unién selectiva a las células SET-2 a las concentraciones
de 10 pg/ml, 1 ug/mly 0,1 pg/ml. El mAb secundario de control solo y el anticuerpo biespecifico de control en
las concentraciones indicadas no se unieron a las células. Ninguno de ESK ni anticuerpos biespecificos de
control se unieron a HL-60 en todas las concentraciones ensayadas. Para las células T humanas en reposo,
el anticuerpo ESK biespecifico mostré una unién mas débil que el anticuerpo biespecifico de control.
Intensidad de fluorescencia mediana (MFI) para anticuerpos especificos de ESK: 91,4, 41 y 13,2 a una
concentracion de 10 ug/ml, 1 yg/mly 0,1 ug/ml, respectivamente. Para el control de anticuerpos biespecificos:
188, 153 y 26,2 a concentraciones de 10 yg/ml, 1 pg/mly 0,1 pg/ml, respectivamente. (1D) El anticuerpo
biespecifico de ESK induce la secrecion de IFN-y en presencia de células tumorales WT1+/HLA-A0201+. Las
células T humanas y las células SET-2 en una proporcion de 15:1 se incubaron con o sin el anticuerpo ESK
biespecifico o el anticuerpo biespecifico de control a una concentraciéon de 3 yg/ml, 1 pg/ml, 0,3 pg/mi, 0,1
pg/ml o 0,03 ug/ml durante la noche. Los sobrenadantes se recogieron y la liberacion de IFN-y se midi6 con
un kit ELISA. Los cultivos de células T solas o células T con células SET-2, mas el anticuerpo biespecifico de
control no mostraron ningun IFN-y detectable. Por lo tanto, sus valores se restaron de los datos mostrados.
Los datos muestran el promedio de cultivos duplicados y representan uno de dos experimentos similares.

La Figura 2 muestra que el anticuerpo ESK biespecifico dirige la citotoxicidad de las células T contra las
células tumorales WT1+/HLA-A0201+. Las células T purificadas se incubaron con SET-2 (2A) o células HL-
60 (2B) en una relacion E: T de 40:1, en presencia o ausencia de ESK o anticuerpo biespecifico de control
en las concentraciones indicadas. La citotoxicidad de las células T se midié6 mediante la liberaciéon de 5'Cr
después de 5 horas de incubacién. De manera similar, la citotoxicidad dirigida por ESK de PBMC contra
BV173 (2C) y blastos de CML (2D) de un paciente en un ensayo de liberacion de -5'Cr de 6 h a una relacion
E: T de 100:1. La citotoxicidad mediada por anticuerpos biespecificos de ESK por células T humanas cebadas
con EBV se midié mediante un ensayo de liberacion de 5'Cr de 5 horas contra BV173 (2E), JMN (2F) y células
de cancer de ovario primario (2G) en la relacion E: T indicada. Se utilizaron anticuerpos biespecificos a 0,1
pg/ml. Todos los puntos de datos son promedios de cultivos por triplicado y representan uno de dos a tres
experimentos similares.

La Figura 3 muestra que el anticuerpo ESK biespecifico induce la activacion de células T en presencia de
células autdlogas de cancer de ovario. Las PBMC de un paciente en los numeros indicados/pocillo se
incubaron con células de cancer de ovario autélogas irradiadas, en presencia de 0,1 ug/ml de ESK o de un
anticuerpo biespecifico de control durante los primeros 3 dias. (3A) Las células se cultivaron durante un total
de 7 dias y en el dia 8, se agregaron células tumorales autélogas marcadas con 5'Cr a las células efectoras
a mil células/pocillo. La liberacion de 5'Cr se midi6 6 h mas tarde. (3B) Se incubaron PBMC, células autologas
de cancer de ovario, o PBMC mas células de cancer de ovario con o sin ESK o control de anticuerpos
biespecificos a 0,1 pg/ml durante 7 dias. Se afiadié ®H-timidina durante la noche, y las células se recogieron
al dia siguiente. Los datos representan cultivos triplicados.

La Figura 4 muestra que el anticuerpo ESK biespecifico trata efectivamente BV173 y ALL en ratones NSG.
Dos millones de células BV173 se inyectaron i.v. en ratones el dia 0, se confirmé el injerto tumoral el dia 5y
los ratones se asignaron al azar a grupos de tratamiento. Diez millones de células T especificas de EBV se
administraron por via intravenosa en el dia 6, seguidas de 20 yg de ESK1 o inyeccion de control i.v. con
anticuerpos biespecificos de 4 a 5 horas mas tarde. Las células T se administraron una vez a la semana 'y
los anticuerpos biespecificos se administraron dos veces a la semana durante un total de tres semanas. (4A)
La carga tumoral se mostré6 mediante imagenes de bioluminiscencia (BLI) de la parte frontal de los ratones.
BLI en el dia 6 mostrd injerto de tumor antes del tratamiento. Los ratones que recibieron células T y
anticuerpos biespecificos de ESK mostraron una reduccion significativa de la carga tumoral, especialmente
en la médula dsea. (4B) La carga tumoral se calculd sumando la sefial luminiscente de cada raton en las dos
posiciones anteriores y posteriores, y se trazé la sefial promedio para cada grupo (n = 5). (4C) La GVHD se
evalué pesando ratones cada semana, y no se observé GVHD hasta los 49 dias. (4D) El anticuerpo

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2742 224 T3

biespecifico ESK inhibio el crecimiento primario de células de ALL en ratones NSG. Cinco millones de células
de tumor primarias ALL se inyectaron i.v. en ratones NSG. El dia 6, después de confirmar el injerto tumoral
por BLI de luciérnaga, los ratones se dividieron aleatoriamente en diferentes grupos de tratamiento. Treinta
millones de células T especificas de EBV se inyectaron por via intravenosa en ratones, seguido de una
inyeccion i.v. de 20 ug de anticuerpo biespecifico de ESK o su anticuerpo de control biespecifico. La inyeccion
de anticuerpos biespecificos se administré diariamente y las células T se administraron dos veces por semana
durante un total de dos semanas. La inhibicién del tumor en el dia 18 y el dia 23 después de la inoculacién
del tumor se muestra en vistas prona y supina para cada punto temporal. (4E) Datos del modelo de ratén
ALL: el promedio de fotones/segundo de cinco ratones mostré una reduccién de casi cien veces la carga
tumoral en los ratones tratados con el anticuerpo biespecifico ESK después de mas de 3 semanas.

La Figura 5 muestra que el anticuerpo biespecifico ESK trata efectivamente la SET-2 AML en ratones NSG.
En este modelo, se les dio diez millones de células T especificas para EBV i.v. dos veces a la semana y 20
Mg de anticuerpos biespecificos fueron inyectados diariamente i.v. para un total de 6 dias, después de
confirmar el injerto del tumor en el dia de carga 4. (5A) del tumor se muestra desde la parte posterior de los
ratones para mostrar la infiltracion de leucemia columnal, con el fin de mostrar la carga de leucemia en todos
los grupos. La escala BLI aumentd aproximadamente 10 veces en las imagenes desde el dia 7 en adelante.
(5B) La carga tumoral se calculd6 sumando la sefial luminiscente de cada ratdon en las dos posiciones
anteriores y posteriores, y se trazo la sefial promedio para cada grupo (n = 5). (5C) La infiltracion de leucemia
también se evalué mediante la paralisis de la extremidad causada por el dafio al sistema nervioso central.
Los ratones que recibieron células T y anticuerpos biespecificos de ESK no mostraron paralisis del SNC.
Cada barra muestra el promedio de cinco ratones/grupo.

La Figura 6 muestra que el anticuerpo biespecifico de ESK media la retencién de células T en la médula
6sea de ratones portadores de tumores. (6A) Veinte millones de células T especificas de EBV transducidas
con Renilla se inyectaron i.v. en ratones que habian sido injertados con células SET-2. Cuatro horas mas
tarde, 20 pg ESK o control anticuerpo biespecifico se administra por inyeccion i.v.. La distribucion de células
T se control6 mediante imagenes de bioluminiscencia de Renilla, inmediatamente después de la inyeccion
de células T (0 h), 4 horas después de la inyeccion de anticuerpos biespecificos y luego todos los dias durante
un total de tres dias. (6B) La sefial de las células T se calculdé sumando la sefal luminiscente de cada raton
y se represento la sefial promedio para cada grupo (n = 3). (6C) La carga de leucemia SET-2 se monitorizé
simultdneamente mediante imagenes de bioluminiscencia de luciérnaga en los puntos de tiempo indicados.
Los ratones que recibieron células T solo no mostraron sefial de luciérnaga. Los ratones que recibieron
células T y el anticuerpo ESK biespecifico mostraron una reduccién dramatica de la carga de leucemia, en
comparacién con los ratones que recibieron células SET-2. La inhibicién del tumor se correlaciond con la
retencion de células T como se muestra en la Figura 7B.

La Figura 7 muestra que el anticuerpo ESK biespecifico elimina las células JMN del mesotelioma peritoneal
en ratones NSG. Tres mil células JMN se mezclaron con seis mil células T especificas de EBV y se inyectaron
por via i.p. en ratones. Una hora mas tarde, se inyectd por via intravenosa un anticuerpo ESK o biespecifico
de control y se repitié durante 5 dias consecutivos. El desarrollo del tumor se monitorizé mediante imagenes
de bioluminiscencia de luciérnaga en los puntos de tiempo indicados. (7A) El dia 1 (un dia después del
tratamiento) no mostré un tumor visible en los ratones tratados con anticuerpos biespecificos de ESK, lo que
sugiere la eliminacion de células tumorales. (7B) El promedio de fotones/segundo de cinco ratones mostro
una reduccion de casi cien veces la carga tumoral en los ratones tratados con anticuerpos biespecificos contra
ESK después de mas de 3 semanas.

La Figura 8 muestra los resultados de un analisis de unién a FACS que compara la union del anticuerpo
biespecifico ESK1-L2K con el anticuerpo biespecifico ET901 + L2K y el anticuerpo biespecifico ET901 +
OKTS3.

La Figura 9 muestra los resultados de un analisis de unién a FACS que compara la union del anticuerpo
biespecifico ESK1-L2K con el anticuerpo biespecifico ET901 + L2K y el anticuerpo biespecifico ET901 +
OKT3.

La Figura 10 muestra la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 110) de una realizacién de un anticuerpo
biespecifico que comprende un scFv que se une especificamente a WT1/HLA-A2 y un scFv que se une
especificamente a CD3.

La Figura 11A es una PAGINA de 1) ESK1/OKT3 (2 ug, reducido); 2) 901/OKT3 (2 ug, reducido); 3) SeeBlue
Plus Pre-Stained Standard; 4) ESK1/OKT3 (2 ug, no reducido); 5) 901/OKT3 (2 ug, no reducido). 11B muestra
los estandares.

La Figura 12 muestra la asociacion y la disociacion del anticuerpo monoclonal biespecifico ESK1 contra el
complejo WT1/HLA-A2.
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La Figura 13 muestra los resultados de la purificacion por cromatografia de intercambio catidnico de
anticuerpo monoclonal biespecifico ESK1/OKT3 (13A) y una mezcla de ESK1 y OKT3 (13B).

La Figura 14 muestra los resultados de la purificacién por cromatografia de intercambio catidnico del
anticuerpo monoclonal biespecifico ET901/OKT3 (14A) y una mezcla de 901 y OKT3 (14B).

La Figura 15 muestra la unién hacia células Jurkat positivas para CD3 por FACS.

La Figura 16 muestra los anticuerpos ESK biespecificos que inducen la activaciéon de células T en entornos
autdlogos. Las PBMC de un paciente HLA-A2 + con AML (antes de la recaida) se cocultivaron con blastos
mieloides autélogos purificados de CD33+ (después de la recaida) en presencia o ausencia de ESK o
anticuerpo control biespecifico a 20 yg/ml y las células se recolectaron y se tifieron doble con CD33 para
blastos (16B) y CD3 para células T (16A) el dia 3 y el dia 4, para evaluar el porcentaje de células T CD3 y
los blastos. Las células vivas de los cultivos CD3* (16C) y CD33+ (16D) se contaron con azul de tripano, y
los numeros de células absolutos se obtuvieron multiplicando el porcentaje de cada poblacion por los numeros
de células totales.

La Figura 17 muestra la farmacocinética de un anticuerpo ESK biespecifico. Los datos representan el
promedio de 3 ratones/grupo. (17A) La farmacocinética del anticuerpo biespecifico de ESK se determind
mediante el uso de la construccién marcada con '?%, inyectada por via intravenosa en C57 BL6/J, o por via
intraperitoneal en ratones BALB/c, y la radioactividad de la sangre se midi6 durante 48-52 horas. El anticuerpo
biespecifico inyectado por via intravenosa se redistribuyé rapidamente de la sangre al tejido con una vida
media alfa de 30 minutos, seguido de la depuracién con una vida media beta de 5 horas. Después de la
administracion intraperitoneal, los niveles de anticuerpos biespecificos aumentaron en la sangre, alcanzando
un maximo de 3 horas después de la inyeccién. La construccion luego se aclaré con la misma vida media
beta. La exposicion total (area bajo la curva) de la inyeccion intravenosa fue mayor que con la inyeccion
intraperitoneal. (17B) El patron de biodistribucion de los anticuerpos se determind utilizando las mismas
construcciones radiomarcadas. Después de 2 horas, se detecté un 3% o menos de la dosis/gramo inyectada
en los tejidos principales distintos del estémago y el tracto intestinal, que elimina el yodo deshalogenado.
Después de 4 horas, se detecté un 2% o menos de la dosis/gramo inyectada en los tejidos principales distintos
del estomago. Después de 7 horas, se detecté un 1% o menos de la dosis/gramo inyectada en los tejidos
principales que no sean el estbmago.

La Figura 18 muestra la expresion de antigenos tumorales en células de cancer de ovario primario. (18A) La
expresion de HLA-A2 en células de cancer de ovario primario se midi6 tifiendo las células tumorales con el
clon BBA,2 HLA-A2 anti-humano BB7,2 conjugado a FITC y su control de isotipo IgG2b/FITC de raton. (18B)
La expresion del complejo WT1 RMF/HLA-A2 en las mismas células tumorales se midio tifiendo las células
con mAb ESK conjugado con APC a 3 ug/ml y su control de isotipo, IgG1/APC humana. (18C) La expresion
de HER2-neu en las mismas células tumorales se midi¢ tifiendo las células con Herceptin a 10 pg/ml o 1
pg/ml, seguido de mAb IgG1 antihumano de cabra conjugado con FITC. Rituximab fue utilizado como control
de isotipo.

La Figura 19 muestra el anticuerpo ESK biespecifico que induce respuestas de células T secundarias a
epitopos distintos de WT1 RMF en el contexto de las moléculas HLA-A2. (19A) Las PBMC de un paciente
con cancer de ovario se estimularon con células tumorales autélogas en una relacién efector:diana de 5:1,
en presencia de un anticuerpo biespecifico ESK-bi o un anticuerpo biespecifico de control a 0,1 ug/ml. IL-5
humana (5 ng/ml) e IL-2 humana (10 unidades/ml) durante una semana y la respuesta especifica del epitopo
se midié mediante el ensayo elispot con IFN-g, contra células T2, pulsadas con péptidos indicados a 20 pug/ml.
(19B) Las PBMC restantes del experimento en (A) se volvieron a estimular de la misma manera, en una
relacion efector/diana de 9:1, y la respuesta de las células T especificas del epitopo se midié6 mediante el
ensayo elispot IFN-g. El mismo protocolo de estimulacion y el ensayo IFN-g elispot se realizaron para
comparar la respuesta de células T especifica de epitopo entre (19C) células T CD3+ purificadas frente a
PBMC agotadas de NK y macrdéfagos (indicado como T + B), o (19D) PBMC versus purificadas Células T
CD3", o células T estimuladas con células tumorales autélogas muertas. Las células tumorales muertas se
generaron mediante descongelacion frecuente sin DMSO. Los datos representan el promedio del cultivo de
triplicado +/- DE. El sobrenadante de los co-cultivos de PBMC o células T purificadas con células autélogas
de cancer de ovario en presencia o0 ausencia de anticuerpos biespecificos a 0,1 ug/ml, se recogieron después
de 3 horas, 3 y 6 dias e IFN-gamma (19E) y TNF-alfa (19F) se midieron mediante kits ELISA.

La Figura 20 muestra la expresién de CD86 de la molécula coestimuladora en PBMC (panel superior) de
un donante normal y células de cancer de ovario de un paciente (panel inferior), medida mediante tincion de
las células con mAb/PerCp antihumano de ratén de ratdn o su control de isotipo en diferentes
concentraciones. Control de isotipos: dilucion 1:50, 100 y 200. Anticuerpo anti-CD86: dilucion 1:50, 100 y 200.

La Figura 21 muestra la generacion de células efectoras citotdxicas de larga vida. (21A) Las PBMC del
paciente de la Figura 19 se tifieron con CD4, CD8, CD45RA, CD45R0O y CCRY7, antes y 7 semanas después
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de la activacion con el anticuerpo biespecifico ESK (0,1 pg/ml) en presencia de células tumorales autdlogas.
CD45RA y CD45RO0 versus CCR7 se mostraron en células T CD8 activadas. (21B) El gran aumento selectivo
en las células T CD8 7 semanas después de la activacion del anticuerpo biespecifico, medido por citometria
de flujo y recuento de células. (21C) Las células efectoras de los experimentos que se muestran en la Figura
19 se expandieron con un suplemento semanal de IL-15 (5 ng/ml) e IL-2 (10 U/ml) durante 5 semanas, y se
midio la citotoxicidad contra un tumor autélogo, SET-2 y células HL-60 mediante el ensayo estandar de
liberacion de 5'Cr. Los datos representan el promedio de los pocillos triplicados.

Descripcion detallada de la invencion

[0026] A menos que se defina de otro modo en el presente documento, los términos cientificos y técnicos utilizados
en relacion con la presente invencion tendran los significados que entienden comunmente los expertos en la técnica.
Ademas, a menos que el contexto lo requiera, los términos en singular incluiran pluralidades, y los términos en plural
incluiran el singular. En general, las nomenclaturas utilizadas en relacion con, y las técnicas de cultivo celular y tisular,
biologia molecular, inmunologia, microbiologia, genética y quimica de acidos nucleicos y proteinas e hibridacion
descritas en este documento son aquellas bien conocidas y comunmente utilizadas en la técnica. En la practica de la
presente invencion, se utilizan muchas técnicas convencionales en inmunologia, que estan dentro de la habilidad del
artesano ordinario. Estas técnicas se describen con mayor detalle en, por ejemplo, "Current Protocols in Immunology"
(John E. Coligan et al.,, Eds., John Wiley & Sons, Inc. 1991 y actualizaciones periddicas); Recombinant
Antibodies for Immunotherapy, Melvyn Little, ed. Cambridge University Press 2009.

[0027] Las siguientes abreviaturas se usan en toda la aplicaciéon y estan destinadas en general a ser interpretadas
constantemente con el significado de los términos tal como se conoce en la técnica:

Ab: Anticuerpo

ADCC: Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos

LLA: Leucemia linfocitica aguda

LMA: Leucemia mieloide aguda

BiTE: Engendrador de células T biespecificas

CDC: Comotoxicidad dependiente complementaria

CMC: Citotoxicidad mediada por complemento

CDR: Regién determinante de complementariedad (ver también HVR abajo)
CL: Dominio constante de la cadena ligera

CH1: primer dominio constante de la cadena pesada

CH1, 2, 3: primer, segundo y tercer dominios constantes de la cadena pesada
CH2, 3: segundo y tercer dominios constantes de la cadena pesada

CHO: ovario de hamster chino

CML: leucemia mielégena crénica; también conocida como leucemia mielocitica crénica y leucemia mieloide
crénica

CTL: Células T citotoxicas

Relacion E:T: Efector: Relacion de diana

Fab: Fragmento de unién a anticuerpo

FACS: Clasificacion de células activadas por fluorescencia
FBS: Suero bovino fetal

FR: Region de marco de referencia

GVHD: Enfermedad de huésped versus injerto
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HC: cadena pesada

HLA: antigeno leucocitario humano

HVR-H: cadena pesada de la region hipervariable (ver también CDR)
HVR-L: cadena ligera de la regién hipervariable (ver también CDR)
Ig: inmunoglobulina

KD: constante de disociacion

Kapagado: Tasa de disociacion

Kencendido T@sa de asociacion

MHC: Complejo principal de histocompatibilidad

MM: Mieloma multiple

scFv: Fragmento variable de cadena Unica

Vh: Cadena pesada variable incluye region hipervariable de cadena pesada y region marco variable de
cadena pesada

VL.: Cadena ligera variable incluye cadena ligera regién de estructura variable hipervariable y cadena ligera
WT1: proteina tumoral de Wilms 1

[0028] En la descripcion que sigue, los términos utilizados en el presente documento estan destinados a ser
interpretados consistentemente con el significado de esos términos como son conocidos por los expertos en la técnica.
Las definiciones proporcionadas en este documento a continuaciéon estan destinadas a aclarar, pero no limitar, los
términos definidos.

[0029] Como se usa en el presente documento, "administrar" y "administracion" se refieren a la aplicacion de un
ingrediente activo al cuerpo de un sujeto.

[0030] "Anticuerpo" y "anticuerpos”, como se conocen esos términos en la técnica, se refieren a proteinas de unién a
antigeno del sistema inmune. El término "anticuerpo" como se menciona aqui incluye anticuerpos completos de
longitud completa que tienen una regién de unién a antigeno, y cualquier fragmento del mismo en el que se retiene la
"porcién de unién a antigeno” o "region de union a antigeno”, o cadenas individuales para Ejemplo, fragmento de una
sola cadena variable (scFv), del mismo. Un "anticuerpo” natural es una glucoproteina que comprende al menos dos
cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L) interconectadas por enlaces disulfuro. Cada cadena pesada se
compone de una region variable de cadena pesada (abreviada aqui como VH) y una regién constante de cadena
pesada (CH). La regidn constante de la cadena pesada se compone de tres dominios, CH1, CH2 y CH3. Cada cadena
ligera esta compuesta por una region variable de cadena ligera (abreviada aqui como VL) y una region CL constante
de cadena ligera. La region constante de la cadena ligera se compone de un dominio, CL. Las regiones VH y VL
pueden subdividirse aun mas en regiones de hipervariabilidad, denominadas regiones determinantes de
complementariedad (CDR), intercaladas con regiones que estan mas conservadas, denominadas regiones marco
(FR). Cada VH y VL se compone de tres CDR y cuatro FR dispuestas desde el extremo amino al extremo carboxi en
el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. Las regiones variables de las cadenas pesada y ligera
contienen un dominio de unién que interactda con un antigeno. Las regiones constantes de los anticuerpos pueden
mediar la unién de la inmunoglobulina a los tejidos o factores del huésped, incluidas varias células del sistema
inmunitario (p.ej., células efectoras) y el primer componente (C1q) del sistema del complemento clasico.

[0031] El término "porcidn de unién a antigeno" o "regidn de unién a antigeno" de un anticuerpo, como se usa aqui,
se refiere a esa region o parte del anticuerpo que se une al antigeno y que confiere especificidad de antigeno al
anticuerpo; los fragmentos de proteinas de unién a antigeno, por ejemplo, los anticuerpos incluyen uno o mas
fragmentos de un anticuerpo que conservan la capacidad de unirse especificamente a un antigeno (por ejemplo, un
complejo péptido/HLA). Se ha demostrado que la funcién de unién a antigeno de un anticuerpo se puede realizar
mediante fragmentos de un anticuerpo de longitud completa. Los ejemplos de fragmentos de unién a antigeno incluidos
dentro del término "fragmentos de anticuerpo” de un anticuerpo incluyen un fragmento Fab, un fragmento monovalente
que consiste en los dominios VL, VH, CL y CH1; un fragmento F(ab)2, un fragmento bivalente que comprende dos
fragmentos Fab unidos por un puente disulfuro en la region bisagra; un fragmento Fd que consiste en los dominios VH
y CH1; un fragmento Fv que consiste en los dominios VL y VH de un solo brazo de un anticuerpo; un fragmento dAb
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(Ward et al., 1989 Nature 341: 544-546), que consiste en un dominio VH; y una regién determinante de
complementariedad aislada (CDR).

[0032] Ademas, aunque los dos dominios del fragmento Fv, VL y VH, estan codificados por genes separados, pueden
unirse, usando métodos recombinantes, por un enlazador sintético que les permite ser hecho como una sola cadena
proteica en la que las regiones VL y VH se emparejan para formar moléculas monovalentes. Estos son conocidos
como Fv de cadena Unica (scFv); ver, por ejemplo, Bird et al., 1988 Science 242: 423-426; y Huston et al., 1988 Proc.
Natl Acad Sci. 85: 5879-5883. Estos fragmentos de anticuerpos se obtienen utilizando técnicas convencionales
conocidas por los expertos en la técnica, y los fragmentos se seleccionan para determinar su utilidad de la misma
manera que los anticuerpos intactos.

[0033] Tal como se utiliza aqui, el término "cantidad eficaz" significa la cantidad de un compuesto o agente terapéutico
que provocara la respuesta biolégica o médica de un tejido, sistema, animal, 0 humano que esta siendo buscada, por
ejemplo, por un investigador o clinico.

[0034] EI término "cantidad terapéuticamente eficaz" significa cualquier cantidad que, en comparacién con un sujeto
correspondiente que no ha recibido dicha cantidad, da como resultado tratamiento mejorado, curacién, prevencion o
mejora de una enfermedad, trastorno o efecto secundario, o una disminucién en la tasa de avance de una enfermedad
o trastorno. El término también incluye dentro de su alcance cantidades efectivas para mejorar la funcion fisioldégica
normal.

[0035] La presente descripcion se refiere a composiciones y métodos de tratamiento relacionados con los anticuerpos
biespecificos recombinantes. En un aspecto, la divulgacion se refiere a un método para estimular una respuesta
primaria de células T y una respuesta secundaria de células T en un sujeto que comprende administrar una
composicion que comprende un anticuerpo recombinante, comprendiendo dicho anticuerpo recombinante una primera
porcién de unién a antigeno y una segunda union de antigeno en la que dicha primera porcién de unién a antigeno se
une especificamente a un primer antigeno tumoral y dicha segunda porcién de union a antigeno se une
especificamente a un antigeno de superficie de las células efectoras inmunitarias, en donde la respuesta de las células
T principales comprende estimular las células T citotéxicas contra el primer antigeno tumoral, y en el que la respuesta
secundaria de células Ts comprende estimular células T efectoras y/o células T de memoria contra el primer antigeno
tumoral y/o contra un segundo antigeno tumoral. En un aspecto, el primer antigeno tumoral es WT1/HLA y el segundo
antigeno tumoral es un antigeno tumoral no WT1-RMF. En un aspecto relacionado, la divulgacion se refiere a un
método para producir células T efectoras y/o células T de memoria contra un antigeno tumoral, opcionalmente un
antigeno tumoral no WT1-RMF tal como HER2-neu. Los métodos de la presente divulgacion pueden comprender
ademas administrar una célula efectora inmune, por ejemplo, una célula citotéxica tal como una célula T citotoxica
CD3+. A través de la produccion de células T efectoras, por ejemplo, células T citotdxicas y/o células T de memoria
contra un antigeno tumoral, los anticuerpos biespecificos de la presente divulgaciéon pueden asi lograr un efecto de
vacunacion contra células tumorales y pueden usarse para generar células para su uso en la terapia adoptiva de
células T.

[0036] En otro aspecto, la presente descripcion se refiere a una mejora de anticuerpo anti-WT1 Gtil para matar células
positivas WT1. El anticuerpo anti-WT1 mejorado es un anticuerpo biespecifico con una primera porcioén de unién a
antigeno que se une especificamente a WT1 cuando se presenta de forma restringida a la histocompatibilidad con
HLA y una segunda porcion de unién a antigeno que se une especificamente a un antigeno de superficie celular en la
superficie de una célula efectora inmune, por ejemplo, CD3 y, por lo tanto, es capaz de enganchar células efectoras
inmunes, por ejemplo, células T CD3"* (es decir, células T citotdxicas). En un aspecto, un anticuerpo recombinante o
derivado o fragmento del mismo segun la presente divulgacion comprende: (i) una primera porcién de union a antigeno
que comprende: (A) una region variable de cadena pesada (HC) que comprende HC-CDR1, HC-CDR2 y HC-CDR3; y
una region variable de cadena ligera (LC) que comprende LC-CDR1, LC-CDR2 y LC-CDR3, que comprende
secuencias de aminoacidos expuestas en las Tablas 1-6; (B) un VH y un VL que comprenden las secuencias de
aminoacidos primera y segunda como se exponen en las Tablas 1-6; o (C) un scFv que comprende una secuencia de
aminoacidos como se expone en las Tablas 1-6; y (ii) una segunda parte de unién a antigeno que comprende una
secuencia de aminoacidos expuesta en la Tabla 7. En un aspecto, la primera parte de unién a antigeno y/o la segunda
parte de unién a antigeno es un fragmento de anticuerpo. Los ejemplos de fragmentos de anticuerpos incluyen, pero
no se limitan a, un fragmento Fab; un fragmento monovalente que consiste en los dominios VL, VH, CL y CH1; un
fragmento F(ab)2; un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab unidos por un puente disulfuro en la
region bisagra; un fragmento Fd que consiste en los dominios VH y CH1; un fragmento Fv que consiste en los dominios
VL y VH de un solo brazo de un anticuerpo; un fragmento dAb; una CDR aislada; y un scFv.

[0037] En una realizacion, el anticuerpo biespecifico tiene una primera parte de unién con una regién de cadena
pesada variable que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 50 y una regién de cadena ligera variable
que comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 52 o un scFv con la secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID NO: 54. Ademas, el anticuerpo biespecifico tiene una segunda porcién de unién que comprende una region variable
de la cadena ligera L2K que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 111 y una cadena pesada
L2K region variable que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 112.
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[0038] En otras realizaciones, la porciéon de unién a WT1/HLA del anticuerpo biespecifico anti-WT1 de la invencion
comprende una o mas de las secuencias de aminoacidos (regiones scFv, VH y VL o CDR) enumeradas en las Tablas
1-6 u 8.

[0039] En las secuencias que siguen en las Tablas 1-7, texto en negrita indica una secuencia de enlace entre las
secuencias de cadena pesada y ligera hipervariables.

[0040] En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una etiqueta de histidina para la purificacién. En algunas

realizaciones, el anticuerpo comprende un péptido sefial y uno o mas enlazadores que comprenden residuos de glicina
y serina.
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ES 2742224 T3

Tabla 5
Antigeno WT1 (Ext002 #18)
Péptido RMFPNAPYL (SEQ ID NO: 1)
CDRs: 1 2 3
VH GFTFDDYGMS (SEQ ID NO: ERGYGYHDPHDY (SEQ ID NO:

T4)

GINWNGGSTGYADS
VRG (SEQ 1D NO: 75)

T6)

ADN

guglicacctitgatgattatgg
catgage
(SEQ 1D NO: 77)

gutattaattggaatgglugtagc
acaggltatgcagactcigigag
gege (SEQ ID NO: 78)

gagcgtggctucggetaccatga
tccocatgactac
(SEQ 1D NO: 79)

VL

GRNNIGSKSVH (SEQ ID NO:

80)

DDSORPS (SEQ ID NO: 81)

OVWDSSS50HVY (SEQ ID NO:
82)

ADN

gggagaaacaacattggaagt

galgatagcgaccggoocica (SEQ

caggiglggoatagtagtagiga

anaagtgtgcac 10/ NO: B4) tcatgtggta

(SEQ 1D NO: §3) (SEQ ID NO: 85)

VH
completo

EVOLVOSGGGVVRPGGSLRLSCAASGFTFDDY GMSWVRQAPGKGL
EWVSGINWNGGSTGY ADSVRGRFTISREDNAKNSLYLOMNSLRAEDT
ALYYCARERGYGYHDPHDYWGQGTLVTVSS (SEQ 1D NO: 86)

ADN

gaagtgcagetggtgeagtetgggegagetotggtacggcctggeeegtecctgagactctectgtgeage
clctgggticacctitgatgattalggeatgageigggiccgecangeiccaggeangggectggagegate
tetgglaitaatigeantgptpetagcacageitalpcagactetglgagee eccgaticaccatclecagaga
cadcgecaagaaciccctglatclgcanalgaacagicigagagcegaggacacgecctiglatiaciglgcy
agagageglggctacgggtaccatgalccccalgactaciggggecaaggeaceciggigaccgicteetca
(SEQ 1D NO: 87)

VL
completa

QSVVTOPPSVSVAPGKTARITCGRNNIGSKSVHWYQOKPGOQAPVLY
VYDDSDRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISRVEAGDEADYYCQVWDSS
SDHVVFGGGTELTVLG (SEQ 1D NO: 8R)

ADN

cagtctgicgtyacgcagecgocclcggtpicagtgececcaggaaagacgeccaggattaccigtgegag
aaacaacattggaagtaaaagigigcactgglaccagcagaagccaggocaggccectgigetggiceticta
tgatgatagcgaccggcccicaggpatccctigagegatictetggetecaactctggraacacggecacect
gaccatcageagoelcgaagecggegalgaggecgactattactglcaggtptoppatagtagtagtoalea
igigetaticgecggageeaccaagctgacegicctaget (SEQ 1D NO: §9)

scFv

QSVVTQPPSVSVAPGKTARITCGRNNIGSKSVHWYQQKPGQAPVLY
VYDDSDRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISRVEAGDEADYYCQVWDSS
SDHVVFGGGTKLTVLGSRGGGGSGGGGSGGSLEMAEVQLVQSGG
GVVRPGGSLRLSCAASGFTFDDYGMSWVRQAPGKGLEWVSGINWN
GGSTGYADSVRGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTALYYCARER
GYGYHDPHDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 90)
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ES 2742224 T3

(continda)
Antigeno WT1 (ExtD02 #18)
Péptido RMFPMAPYL (SEQ ID NO: 1)
CDRs: 1 2 3
ADN cagicigicgigacgeagecgeccicggigicagiggecccaggaangacggccagattaccigtageag

aaacaacattggaagtaaaagigtgcactggtaccagcagaagecagpecaggeccetgigetegtegicta
tgatgatagegaccggoccticagggateocigagegatictetgectecaactctgggaacacggccacect
gaccatcagcagggicgaagccgggpatgageccgactattactgticaggtgtggpatagtagtagtzalca
tgtggtattcggeggagegaccaagcetgaccgicctaggtictagaggtggtgoligetagcggcgecggec
geetetggtggateectegagatggecgaagigcagctggtgcagictgegegagptatygtacguocty
gpegotccctgagactctectgigeagoctctgpettcacctitgatgattatgecatgagctgeetccgocaa
getccageeaagogocigpagtgoeiciciggtatiaattggaatgoigptagcacaggitatgcagactety
tgaggepccpaticaccalciccagagacuacgecangaacicectglatctycasatigancagiclgapag
ccgagoacacggectigtattactgigcgagagagcptgpctacgeotaccatgatcoccatgactactger
gecaaggcacceiggtgacegictectea (SEQ 1D NO: 91)
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Tabla 7
Antigeno CDYLZK
VL DDIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSYMNWYQOQKPGEKAPKRW]
completo| YDTSKVASGVPARFSGSGSGTDYSLTINSLEAEDAATYYCQQWSSNPLT
FGGGTKVEIK (SEQ ID NO: 111)
VH DVOQLVQSGAEVEKKPGASVEKVSCKASGYTFTRYTMHWVRQAPGQGLE
completo | WIGYINPSRGYTNYADSVEGRFTITTDKSTSTAYMELSSLRSEDTATYY
CARYYDDHYCLDYWGQGTTVTVSS
(SEQ ID NO: 112)
scFv DVOLVOQSGAEVEKPGASVEVESCKASGYTFTRYTMHWVROQAPGOQGLE
WIGYINPSRGYTNY ADSVKGRFTITTDESTSTAYMELSSLRSEDTATYY
CARYYDDHYCLDYWGQGTTVTVSSGEGTSTGSGGSGGSGGADDIVL
TOSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSYMNWYQOQKPGKAPKRWIYDTSK
VASGVPARFSGSGSGTDYSLTINSLEAEDAATYYCQOQWSSNPLTFGGGT
KVEIK
(SEQ 1D NO: 113)

ADN sin caggelgtegtgactcagectectictgelictggeaceectggecagagagtgaccatetectgetecggetecte
Secuencia | clccaacatcggctecaacaccegtgaactggtatcageaggtgocccggeaccgecoocaagetgctgatetacte
de sefialy laacaaccageggecclocgeegtycccgacagatictetggetctaaglecggcacelecgectecctggetat

etiqueta his clctggectgcagictgaggacgaggecgactactactgegecgectggacgatictcigaacggeteggatatt

cggcggaggcaccaagetgacagtgctgeeaagtagagocggtgpcggatctgetoecggagoalctggey
gaggeggocictetggaaatggcccagatgcagctggtecagictggegecgaagignaagagcciggcgagic
cetgeggatelectgeaagpociceggctacagetitaccaactictggatcagelggeigegacagalgcccgy
caagggeciggaatggatgggcagagtggaccecggctacicetactecacctacteccecageticcagggec
acgigaccafcagegocgacaagictacciccaccgectaccigeagiggaactcectgaaggecticcgacace
gccatgtactactgigeecgggipcagiacageggetaciacgatiggticgaceectggegecagegcacectc
gigacagtgtctagiggegeeeeagpatccgacgigcagctggigcagagegeagcigaagigaagaaaccty
gegectecgtzaageiglcctgeaaagetagegectataceticacecgelacaccalgeactgggtocgccag
geacctggacagegactgpaatgeatcgectacatcaaccocicecgggectacaccaactacgeegactengt
gaagggccgeticaccatcaccaccgataagiccaccageaccgcttacatggaactglectecctgagatecga
ggacaccgctacctactattgegcceggtactacgacgaccactactgectgractactgropacageaacca
cagtgaccgtgteetetggegaggecacctctactygatctgpperaagtopigettciggeggegetyacgac
ategtgctgacccagictecagecaccetgtetcigageccagucapamapctacectigtectgeagagecice
cagtcegtgtectacatgaattggtatcageagaagectggcaagecccetaagegolgeatetacgacacctee
aaggtgecctetggcgteccageecggtittccggatetgactetggcaccgactacteoctgaccatcaacage
ciggaagecgageacgctgccacctattactgccageagtgotectecaacecectgacetttggagecggcac
caagglggaaatcaag

(SEQ ID NO: 114)
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ES 2742224 T3

(continda)
Antigeno CD3/L2ZK
ADN con atgggetggtectgeateatectgtitctggtggetacegocaccggecaggetgtegtgactcagecteettetget
secuencia tetgpcaccoctggecagagagipaccatciectigctocgecicetcciceaacatcggctccaacaccgigaact
de sefialy getatcageagetgeceggeaccgcececaagetgetgatetactctaacaaccageggecetceggegtgcee

etiqueta de gacagatictetggetctaagtcegpeaccicegectcectggetatetetggectgeagtctgagracgaguccy
hexahistidina | aetactactgegecgectgpgacgatictetgaacggetgogteticgecggaggcaccaagetgacagtacty

geaagtagagecgptggeggalelgglgecagagaalcigecegagagapciciciggaaatggcccagaly
cagctggtgcagictggegecgaagigaaagageciggcgagtcectgeggatctectgeaagggetccggcta
cagctttaccaactictggatcagetggetycgacagatgcccggcaaguucctiggaatgratyegcagaptey
accccggctactectactecacetactcecccageticcaggeccacglgaccalcagegecgacaagictacet

ccaccgectacctgcagtggaactcectgaaggectocgacaccgecatgtactactgtgoceccgegtgcagtaca
gegectactacgattggticgaccoctgggpecaggecacectcgt gacagtgtctagtpecggegraggatec
gacgtgcagetggtgcagagcggagetigaagigaagaaacctggegcciccgtgaagetgtcctigcaaageta

gegectataccticaccogetacaccatgcactyggtgceccagecaccigracaggractgraatyratcg e

ctacatcaacccctoccgggectacaccaactacgecgactetgtgaaggrccggticaccatcaccaccgatan
giccaccageaccectiacatgaact glectcecigagatccgaggacaccgetacctactatigegeccggtac
tacgacgaccactactgectggactactgggracagggaaccacagigaccgtgtcetotgecgagegcaccic
tactggatctggepgaagtggtegtictggcggcgctgacgacategtgetgacccagictccagecaccotgtct
ctgagcccaggeeagagagctaceetgicetgeagagectcecagtcegigtectacatgaatigptatcageag
aagcctggcaageccoctaageggtgpatctacgacacctccaaggtegcctetggeptgeccageccggttiic

cggalctggctetggcaccgactactecctgaccatcaacagectggaagecgaggacgctgecacctartactg
ccagceagtgetectccaaceeectgaceitggagocggcaccaaggtosaaalcaagcaccaccalcalcace
actgatag

(SEQ ID NO: 115)

[0041] En una realizacion, el anticuerpo biespecifico de ESK1 comprende una primera porcién de union a antigeno
especificamente a WT1/HLA-A2 y comprende una de las secuencias de aminoacidos de un anticuerpo WT1/HLA-A2
como se establece en las Tablas 1-6 y una porcidn de unién a antigeno que se une a CD3 y comprende una secuencia
de aminoacidos que se muestra en la Tabla 7 anterior. En una realizacion, el anticuerpo tiene la secuencia de
aminoacidos mostrada en la Figura 10 (SEQ ID NO: 110). En otra realizacion, el anticuerpo biespecifico de ESK1
comprende una primera porcion de union a antigeno que se une especificamente a WT1/HLA-A2 y comprende una
de las secuencias de aminoacidos de un anticuerpo WT1/HLA-A2 como se muestra en la Tabla 8 y una porcién de
unién a antigeno que se une a OKT3 y comprende una secuencia de aminoacidos que se muestra en la Tabla 9.
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Tabla 9

Antigeno

OKT3

HC completo

QVOLVQSGGOVVOPGRSLRLSCEKASGYTFTRY TMHWYRQAPGKGLE
WIGYINPSRGY TNYNOKFEDRFTISRDNSENTAFLOMDSLEPEDTGVYF
CARYYDDHYCLDYWGOQGTPYVTVSSASTRGPSVFPLAPSSKSTSGGTAA
LGCLVEDYFPEPVTVEWNSGALTSGVHTFPAVLOQSSGLYSLSSVVTVPS
SSLGTOTYICNVNHEPSNTKVDEKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPS
VFLFPPEPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVEFNWYVDGVEVHNA
KTKPREEQYASTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYRKCKVSNKALPAPIEKT
ISKAKGOPREPOVYTLPPSRDELTENOQVSLTCLVEGFYPSDIAVEWESN
GOPENNYKTTPPVLDSDGSFLLYSKLTVDEKSRWOQOGNVFSCSVMHEAL
HNHYTQKSLSLSPGK®

(SEQ ID NO: 134)

ADN

CAGOGTGCAGCTGOTGCAGTCCGOOGGOGGOGT GUTUGCAGCOCGOGOC
GOTCCCTOOGOGCTUTCCTOCAAGUGOCTCCGUCTACACCTTCACCOGG
TACACCATGCACTGGGTGCGGCAGGCCCCCGGCAAGGGCCTGGAGT
GOGATCGGCTACATCAACCCCTCCOGGGGCTACACCAACTACAACCA
GAAGTTCAAGGACCGUOTTCACCATCTCCCOOGOACAACTCCAAGAAC
ACCOGCCTTCCTGCAGATGOGACTCOCCTGCGGOCOCGAGGACACCGGOGT
GTACTTCTGCGCCCGGTACTACGACGACCACTACTGCCTGGACTACT
GGGGCCAGGGCACCCCCOTGACCOTGTCCTCCGCCTCCACCAAGGG
CCCATCGOTCTTCCCOCTUGOCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTOOGG
GCACAGCGGOCCTGGGCTGOCTGGTCAAGOGACTACTTCCCCGAACCG
GTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACA
CCTTCCOGGCOGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGC
GTOOTOACCOTGOCCTCCAGCAGCTTGUGGCACOCCAGACCTACATCTG
CAACGTGAATCACAAGOCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTT
GAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGOCCAGC
ACCTGAACTCCTGOGGGOACCOGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAAC
CCAAGOACACCCTCATGATCTCCCOOACCCCTGAGGTCACATGOGTG
GTOGTGGACGTOAGCCACGAAGACCCTGAGUTUAAGTTCAACTGGT
ACGTGOGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGA
GGAGCAGTACGCCAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCC
TGCACCAGOGACTGOGCTOAATGGCAAGOGAGTACAAGTGCAAGGTCTC
CAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCOAGAAAACCATCTCCAAAGCC
AAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGOTGTACACCCTGCCCCCATOCC
GGOATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGOCTGGTCAA
AGOGCTTCTATCCCAGCOACATOGCCOGTGOGAGTOGGAGAGCAATGGO
CAGCCGOAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCOGTGCTGGACTOCG
ACGUGCTOCTTOCTCCTCTACAGUAAGCTCACCUTUOGACAAGAGCAGG
TGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATOCATGAGGCTCT
GCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAAT
GA

(SEQ 1D NO: 135)
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{continta)
Antigeno OKT3

LC completo DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASSSVSYMNWYQQTPGKAPKRWIYD
TSKLASGVPSRFSGSGSGTDYTFTISSLOPEDIATYYCQQWSSNPFTFGQ
GTKLQITRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWK
VDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADY EKHKVYACEVT
HOGLSSPVTKSFNRGEC*

(SEQ ID NO: 136)

ADN GACATCCAGATGACCCAGTCCCCCTCCTCCCTGTICCGCCTCCGTGGG
COACCOGOTGACCATCACCTOCTCCGCCTCCTCCTCCGTGTCCTACA
TGAACTGGTACCAGCAGACCCCCGGCAAGGOCCCCAAGCGGTGGAT
CTACGACACCTCCAAGCTGGCCTCCGGCGTGCCCTCCCGGTTCTCCG
GCTCCGGCTCCGGCACCGACTACACCTTCACCATCTCCTCCCTGCAG
COCGAGGACATCGCCACCTACTACTGCCAGCAGTGGTCCTCCAACCC
CTTCACCTTCGGCCAGGGCACCAAGCTGCAGATCACCCGGACCGTGG
CCGCCCCCTCOGTGTTCATCTTCCCCCCCTCCGACGAGCAGCTGAAG
TCCGGCACCGCCTCCGTGGTGTGOCTGCTGAACAACTTCTACCCCCG
GGAGGCCAAGGTGCAGTGGAAGGTGGACAACGCCCTGCAGTCCGGC
AACTCCCAGGAGTCCOTOGACOGAGCAGOGACTCCAAGGACTCCACCT
ACTCCCTGTCCTCCACCCTGACCCTGTCCAAGGCCGACTACGAGAAG
CACAAGGTGTACGCCTGCGAGGTGACCCACCAGGGCCTGTCCTCOCC
CGTGACCAAGTCCTTCAACCGGGGCGAGTGCTAG

(SEQ ID NO: 137)

[0042] Los anticuerpos biespecificos recombinantes de la presente descripcion también incluyen polipéptidos
sustancialmente homadlogos que tienen porciones de union a antigeno que son al menos 70%, al menos 75%, al menos
80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos el 95%, al menos el 97%, al menos el 98%, o al menos el 99% idénticos
a los péptidos descritos en las Tablas 1-9.

[0043] Los anticuerpos biespecificos de acuerdo con la presente divulgacion pueden prepararse por cualquiera de una
serie de técnicas convencionales. Por ejemplo, pueden producirse en sistemas de expresion recombinante, utilizando
cualquier técnica conocida en la técnica. Véase, por ejemplo, Monoclonal Antibodies, Hybridomas: A New Dimension
in Biological Analyses, Kennet et al. (eds.), Plenum Press, Nueva York (1980); and Antibodies: A Laboratory Manual,
Harlow y Land (eds.), Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, (1988). Algunas de las técnicas
implican aislar un acido nucleico que codifica una cadena polipeptidica (o parte de la misma) de un anticuerpo de
interés, y manipular el acido nucleico a través de tecnologia de ADN recombinante. El acido nucleico puede fusionarse
con otro acido nucleico de interés o alterarse (por ejemplo, mediante mutagénesis u otras técnicas convencionales)
para agregar, eliminar o sustituir uno o mas residuos de aminoacidos.

[0044] Cualquier sistema de expresion conocido en la técnica puede ser utilizado para hacer los anticuerpos
biespecificos recombinantes de la presente divulgacion. En general, las células huésped se transforman con un vector
de expresion recombinante que comprende ADN que codifica un polipéptido deseado. Entre las células huésped que
pueden emplearse se encuentran procariotas, levaduras o células eucariotas superiores. Los procariotas incluyen
organismos gram negativos o gram positivos, por ejemplo, E. coli o bacilos. Las células eucariotas superiores incluyen
células de insecto y lineas celulares establecidas de origen mamifero. Los ejemplos de lineas celulares huésped de
mamiferos adecuadas incluyen la linea COS-7 de células de rifion de mono (ATCC CRL 1651) (Gluzman et al., 1981,
Cell 23: 175), células L, células 293, células C127, células 3T3 (ATCC CCL). 163), células de ovario de hamster chino
(CHO), células Hela, lineas celulares BHK (ATCC CRL 10) y la linea celular CVI/EBNA derivada de la linea celular
CVI (ATCC CCL 70) de rifion de mono verde como se describe por McMahan et al. al., 1991, EMBO J. 10: 2821. Los
vectores de clonacion y expresion apropiados para uso con huéspedes celulares bacterianos, fungicos, de levadura y
de mamiferos se describen en la técnica, por ejemplo, por Pouwels et al., Cloning Vectors: A Laboratory Manual,
Elsevier, NY, 1985.

[0045] Las células transformadas pueden ser cultivadas en condiciones que promueven la expresion del polipéptido,
y el polipéptido recuperados por procedimientos de purificacion de proteinas convencionales. Uno de tales
procedimientos de purificacion incluye el uso de cromatografia de afinidad, por ejemplo, sobre una matriz que tiene
todo o una porcion del antigeno unido a la misma. Los polipéptidos contemplados para su uso en el presente
documento incluyen anticuerpos biespecificos recombinantes sustancialmente homogéneos sustancialmente libres de
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materiales endégenos contaminantes.

[0046] En un aspecto, los anticuerpos biespecificos de acuerdo con la presente descripcion se producen a partir de
células anfitrionas transformadas con un vector de expresion recombinante que codifica un péptido que tiene una
primera porcién de union a antigeno y una segunda porcién de unién a antigeno. En otro aspecto, un anticuerpo
biespecifico de la presente divulgacion se produce a partir de dos anticuerpos separados, es decir, un anticuerpo que
tiene una primera porcion de unién a antigeno y un anticuerpo que tiene una segunda porcion de unién a antigeno,
que estan vinculados, por ejemplo, utilizando enlaces disulfuro.

[0047] La secuencia de aminoacidos de los anticuerpos biespecificos descritos en este documento puede ser
verificada por cualquier medio conocido en la técnica, y puede ser idéntica a las secuencias descritas en el presente
documento en las Tablas 1-9, o pueden diferir de aquellas secuencias en uno o mas residuos de aminoacidos como
resultado del procesamiento. Por ejemplo, en la totalidad o en una porcidon de los anticuerpos biespecificos
sustancialmente homogéneos, un aminoacido C-terminal de la cadena ligera o de la cadena pesada (o molécula de
cadena unica relevante) puede eliminarse mediante procesamiento proteolitico u otro procesamiento eso ocurre
durante el cultivo, por ejemplo, el procesamiento de residuos Lys C-terminales. Alternativamente, se puede eliminar
mas de un residuo de aminoacido C-terminal, por ejemplo, dos aminoacidos C-terminales, o tres, cuatro o cinco
aminoacidos C-terminales. De manera similar, los aminoacidos N-terminales pueden estar ausentes, por ejemplo, uno,
dos, tres, cuatro o cinco aminoacidos N-terminales pueden estar ausentes.

[0048] Alternativamente, o adicionalmente, los anticuerpos biespecificos pueden someterse a modificaciones post-
traduccionales, por ejemplo, pero no limitado a, una glutamina se pueden ciclar o convertirse a acido piroglutamico;
Adicional o alternativamente, los aminoacidos pueden sufrir desamidacion, isomerizacion, glicacién y/u oxidacion. Los
polipéptidos de la invencion pueden sufrir modificaciones postraduccionales adicionales, que incluyen glicosilacion,
por ejemplo, glicosilacién ligada a N o ligada a O, en sitios que son bien conocidos en la técnica. Como se describio
anteriormente, se pueden hacer cambios en la secuencia de aminoacidos de un polipéptido para evitar o minimizar
tales alteraciones, o para facilitarlas en circunstancias en las que tal procesamiento es beneficioso.

[0049] Los anticuerpos biespecificos de acuerdo con la presente divulgaciéon incluyen polipéptidos que se han
modificado de alguna manera y por cualquier motivo, por ejemplo, para: (1) reducir la susceptibilidad a la protedlisis,
(2) reducir la susceptibilidad a la oxidacién, (3) alterar la afinidad de unién para formar complejos de proteinas, (4)
alterar las afinidades de union, y (4) conferir o modificar otras propiedades fisicoquimicas o funcionales. Ademas, las
sustituciones de aminoacidos simples o mudltiples (por ejemplo, sustituciones de aminoacidos conservativas)
realizadas en una secuencia descrita en cualquiera de las Tablas 1-9 (por ejemplo, en la porcién del polipéptido fuera
del dominio o los dominios que forman contactos intermoleculares) estan abarcadas por la presente divulgacion. La
sustitucion sistematica de uno o mas aminoacidos de una secuencia de consenso con un D-aminoacido del mismo
tipo (por ejemplo, D-lisina en lugar de L-lisina) también se puede usar, por ejemplo, para generar péptidos mas
estables. Ademas, las secuencias de consenso se pueden usar para seleccionar residuos de aminoacidos para la
sustitucion; los expertos en la técnica reconocen que también pueden sustituirse residuos de aminoacidos adicionales.
Los péptidos restringidos que comprenden una secuencia de consenso o0 una variacién de secuencia de consenso
sustancialmente idéntica pueden generarse por métodos conocidos en la técnica (Rizo y Gierasch Ann. Rev. Biochem.
61: 387 (1992)).

[0050] Los anticuerpos biespecificos de acuerdo con la presente divulgacion pueden comprender cualquier region
constante conocida en la técnica. La regién constante de la cadena ligera puede ser, por ejemplo, una region constante
de la cadena ligera de tipo kappa o lambda, por ejemplo, una regién constante de la cadena ligera de tipo kappa- o
lambda. La region constante de la cadena pesada puede ser, por ejemplo, una region constante de la cadena pesada
de tipo alfa, delta, épsilon, gamma o mu, por ejemplo, una regién constante de cadena pesada humana de tipo alfa,
delta, épsilon, gamma o mu. En un aspecto, la regiéon constante de la cadena ligera o pesada es un fragmento,
derivado, variante o muteina de una region constante que ocurre naturalmente.

[0051] En otro aspecto, la divulgacién se refiere a un derivado o analogo de un anticuerpo biespecifico de la presente
divulgacion. Un derivado puede comprender cualquier molécula o sustancia que imparta una propiedad deseada,
como una mayor vida media en un uso particular. Los ejemplos de moléculas que se pueden usar para formar un
derivado incluyen, pero no se limitan a, albumina (por ejemplo, albumina de suero humano) y polietilenglicol (PEG).
Los derivados tales como los derivados de anticuerpos unidos a albumina y PEGilados pueden prepararse usando
técnicas bien conocidas en la técnica. Un analogo puede ser un analogo no peptidico de un anticuerpo biespecifico
descrito aqui. Los analogos no peptidicos se usan comunmente en la industria farmacéutica como farmacos con
propiedades analogas a las del péptido de plantilla. Estos tipos de compuestos no peptidicos se denominan "miméticos
de péptidos" o "peptidomiméticos", véase, por ejemplo, Fauchere, J. Adv. Drug Res. 15:29 (1986); Veber y Frei Dinger
TINS p. 392 (1985); y Evans et al. J. Med. Chem. 30: 1229 (1987). Los miméticos de péptidos que son estructuralmente
similares a los anticuerpos biespecificos de la presente divulgacion se pueden usar para producir un efecto terapéutico
o profilactico equivalente. En general, los peptidomiméticos son estructuralmente similares a un polipéptido
paradigmatico (es decir, un polipéptido que tiene una propiedad bioquimica o actividad farmacolégica deseada), tal
como un anticuerpo humano, pero tienen uno o mas enlaces peptidicos opcionalmente reemplazados por un enlace
seleccionado del grupo que consiste en: -CH2NH-, -CH2S-, -CH2-CH2-, -CH=CH-(cis y trans), -COCH2-, -CH(OH)CH2-
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, ¥ -CH2S0-, por métodos bien conocidos en la técnica.

[0052] En un aspecto, un anticuerpo biespecifico recombinante de acuerdo con la presente descripciéon comprende:
(i) una primera porcién de unién a antigeno que comprende uno de: (A) un scFV que comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOS: 18, 36, 54, 72, 90, 108 y 132; o (B) un dominio
variable de cadena pesada (VH) y un dominio variable de cadena ligera (VL), en donde VH y VL, respectivamente,
comprenden secuencias de aminoacidos seleccionadas del grupo que consiste en SEQ ID NOS: (i) 14 y 16; (ii) 32 y
34; (i) 50 y 52; (iv) 68 y 70; (v) 86 y 88; (vi) 104 y 106; y (vii) 128 y 130; o (C) (i) las siguientes tres regiones
determinantes de complementariedad de VH (CDR): (a) una VH CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 2, 20, 38, 56, 74, 92y 116; y (b) una VH CDR2 que comprende
una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 3, 21, 39, 57, 75,93y 117;y
(c) una VL CDR3 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID
NO: 4, 22, 40, 58, 76, 94 y 118, y (ii) las siguientes tres VL CDR: (a) una VL CDR1 que comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 8, 26, 44, 62, 80, 98y 122; y (b) una VL CDR2
que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 9, 27, 45, 63,
81,99y 123; y (c) una VL CDRS3 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste
en las SEQ ID NO: 10, 28, 46, 64, 82, 100 y 124; y (ll) una segunda parte de unién a antigeno que comprende (A) un
fragmento variable de cadena Unica (scFV) que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
113; o (B) un dominio variable de cadena pesada (VH) y un dominio variable de cadena ligera (VL), en donde VH y
VL, respectivamente, comprenden las secuencias de aminoacidos establecidas en las SEQ ID NOS: 112y 111 0 la
SEQ ID NOS: 134 y 136.

[0053] En un aspecto, el anticuerpo recombinante comprende una primera porcion de unién a antigeno que comprende
uno de: (A) un scFV comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 18; o (B) una VH que
comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 14 y una VL que comprende las secuencias de
aminoacidos expuestas en la SEQ ID NO: 16; o (C) una VH CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos
expuesta en la SEQ ID NO: 2; una VH CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID
NO: 3; una VL CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 4; una VL CDR1 que
comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 8; una VL CDR2 que comprende la secuencia
de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 9; y una VL CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta
en la SEQ ID NO: 10.

[0054] En otro aspecto, el anticuerpo recombinante comprende una primera porcién de uniéon a antigeno que
comprende uno de: (A) un scFV comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 36; o (B) una
VH que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 32 y una VL que comprende la secuencia
de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 34; o (C) una VL CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos
expuesta en la SEQ ID NO: 20; una VH CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID
NO: 21; una VH CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 22; una VL CDR1
que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 26; una VL CDR2 que comprende la
secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 27; y una VL CDR3 que comprende la secuencia de
aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 28.

[0055] En otro aspecto, el anticuerpo recombinante comprende una primera porcién de uniéon a antigeno que
comprende uno de: scFV (A) que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 54; o (B) una
VH que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 50 y una VL que comprende las
secuencias de aminoacidos expuestas en la SEQ ID NO: 52; o (C) una VH CDR1 que comprende la secuencia de
aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 38; una VH CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta
en la SEQ ID NO: 39; una VH CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 40;
una VL CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 44; una VL CDR2 que
comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 45; y una VL CDR3 que comprende la secuencia
de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 46.

[0056] En otro aspecto, el anticuerpo recombinante comprende una primera porcién de unién a antigeno que
comprende uno de: scFV (A) que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 72; o (B) una
VH que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 68 y una VL que comprende las
secuencias de aminoacidos expuestas en la SEQ ID NO: 70; o (C) una VH CDR1 que comprende la secuencia de
aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 56; una VH CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta
en la SEQ ID NO: 57; una VH CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 58;
una VL CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 62; una VL CDR2 que
comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 63; y una VL CDR3 que comprende la secuencia
de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 64.

[0057] En otro aspecto, el anticuerpo recombinante comprende una primera porcién de unién a antigeno que
comprende uno de: scFV (A) que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 90; o (B) una
VH que comprende la secuencia de aminoéacidos expuesta en la SEQ ID NO: 86 y una VL que comprende las
secuencias de aminoacidos expuestas en la SEQ ID NO: 88; o (C) una VH CDR1 que comprende la secuencia de
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aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 74; una VH CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta
en la SEQ ID NO: 75; una VL CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 76; una
VL CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 80; una VL CDR2 que comprende
la secuencia de aminoéacidos expuesta en la SEQ ID NO: 81; y una VL CDR3 que comprende la secuencia de
aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 82.

[0058] En otro aspecto, el anticuerpo recombinante comprende una primera porcién de unidon a antigeno que
comprende uno de: scFV (A) que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 108; o (B) una
VH que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 104 y una VL que comprende la
secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 106; o (C) una VH CDR1 que comprende la secuencia de
aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 92; una VH CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta
en la SEQ ID NO: 93; una VH CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 94;
una VL CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 98; una VL CDR2 que
comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 99; y una VL CDR3 que comprende la secuencia
de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 100.

[0059] En otro aspecto, el anticuerpo recombinante comprende una primera porcién de uniéon a antigeno que
comprende uno de: scFV (A) que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 132; o (B) una
VH que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 128 y una VL que comprende la
secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 130; o (C) una VH CDR1 que comprende la secuencia de
aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 116; una VH CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta
en la SEQ ID NO: 117; una VH CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 118;
una VL CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 122; una VL CDR2 que
comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 123; y una VL CDR3 que comprende la secuencia
de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 124.

[0060] En un aspecto, un anticuerpo recombinante de acuerdo con la presente divulgacion comprende una primera
porcion de uniodn a antigeno comprende una regién variable de cadena pesada que comprende CDR1, CDR2, y CDR3
de una secuencia de VH y una regién variable de cadena ligera que comprende CDR1, CDR2, y CDR3 de una
secuencia VL en cualquiera de las Tablas 1-6 u 8. Por ejemplo, en un aspecto, un anticuerpo recombinante de acuerdo
con la presente divulgacién comprende una region variable de cadena pesada que comprende CDR1, CDR2 y CDR3
de la SEQ ID NO: 50 y una regién variable de cadena ligera que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO:
52. En otro aspecto, un anticuerpo recombinante de acuerdo con la presente divulgacion comprende una primera
porcién de union a antigeno que comprende una region variable de cadena pesada que comprende CDR1, CDR2, y
CDR3 de una secuencia VH en cualquiera de las Tablas 1-6 u 8 que es al menos el 90% idéntica a esa secuencia VH
y/o comprende una regioén variable de cadena ligera que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 de una secuencia VL en
esa misma Tabla que es al menos 90% idéntica a esa secuencia VL. Por ejemplo, en un aspecto, un anticuerpo
recombinante de acuerdo con la presente divulgacion comprende una region variable de cadena pesada que
comprende CDR1, CDR2 y CDR3 de la SEQ ID NO: 50 que es al menos 90% idéntica a la SEQ ID NO: 50 y/o
comprende una regién variable de cadena ligera que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 de la SEQ ID NO: 52 que es
al menos 90% idéntica a la SEQ ID NO: 52.

[0061] En otro aspecto, un anticuerpo recombinante de acuerdo con la presente divulgacién comprende una segunda
parte de union a antigeno comprende una region variable de cadena pesada que comprende CDR1, CDR2, y CDR3
de una secuencia de VH y una region variable de cadena ligera que comprende CDR1, CDR2, y CDR3 de una
secuencia VL en la Tabla 7 o la Tabla 9. Por ejemplo, en un aspecto, un anticuerpo recombinante de acuerdo con la
presente divulgacion comprende una region variable de cadena pesada que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 de la
SEQ ID NO: 111 y una region variable de cadena ligera que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 111.
En otro aspecto, un anticuerpo recombinante de acuerdo con la presente divulgacion comprende una primera porcion
de union a antigeno que comprende una region variable de cadena pesada que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 de
una secuencia VH en la Tabla 7 o la Tabla 9 que es al menos 90% idéntica a esa secuencia VH y/o comprende una
region variable de cadena ligera que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 de una secuencia VL en esa misma Tabla que
es al menos 90% idéntica a esa secuencia VL. Por ejemplo, en un aspecto, un anticuerpo recombinante de acuerdo
con la presente divulgacién comprende una region variable de cadena pesada que comprende CDR1, CDR2 y CDR3
de la SEQ ID NO: 112 que es al menos 90% idéntica a la SEQ ID NO: 112 y/o comprende una region variable de
cadena ligera que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 de la SEQ ID NO: 111 que es al menos 90% idéntica a la SEQ
ID NO: 111.

[0062] En un aspecto, la primera porciéon de unién al antigeno y/o segunda porcién de uniéon a antigeno de un
anticuerpo biespecifico de la presente descripcion son scFv. En un aspecto, el anticuerpo biespecifico segun la
presente invencién comprende una primera porcion de unién a antigeno que comprende un scFV que comprende la
secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 18, 36, 54, 72, 90, 108 o 132 y/o una segunda parte de union
a antigeno que comprende un scFV que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 113. En
otro aspecto, un anticuerpo biespecifico segun la presente invencién comprende una primera parte de unioén a antigeno
que comprende las seis CDR (VH CDR1, CDR2 y CDR3 y VL CDR1, CDR2 y CDR3) de la secuencia de aminoacidos
establecida en la SEQ ID NO: 18, 36, 54, 72, 90, 108 0 132 y es al menos 90% idéntica a esa secuencia de scFV y/o
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comprende una segunda porcidon de union a antigeno que comprende las seis CDR (VH CDR1, CDR2 y CDR3 y VL
CDR1, CDR2 y CDR3) de la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 113 y esta en al menos 90%
idéntica a esa secuencia scFV.

[0063] En un aspecto, la primera porcion de uniéon a antigeno de un anticuerpo biespecifico recombinante de la
presente descripcion se une especificamente a WT1 HLA y la segunda porcion de unién a antigeno se une
especificamente a un antigeno en la superficie de una célula efectora inmune. En otro aspecto, la célula efectora
inmune se selecciona del grupo que consiste en células asesinas naturales (NK), macrofagos, células T y
combinaciones de las mismas. En otro aspecto, la célula efectora inmune es una célula CD3+. En un aspecto adicional,
el anticuerpo recombinante se une especificamente a CD3. En un aspecto, el anticuerpo recombinante se une a una
célula WT1-HLA2+, por ejemplo, una célula WT1/HLA2+ que tiene una baja densidad de WT1/HLA2 en su superficie.

[0064] En un aspecto, la descripcidn se refiere a un acido nucleico que codifica un anticuerpo recombinante descrito
en el presente documento. En un aspecto relacionado, una célula huésped se transforma con un vector de expresién
que comprende un acido nucleico de la presente descripcion. En un aspecto, el acido nucleico comprende una
secuencia de ADN expuesta en cualquiera de las Tablas 1-9.

[0065] En otro aspecto, la presente descripcidon se refiere a una composicién farmacéutica que comprende un
anticuerpo biespecifico recombinante descrito en el presente documento y un diluyente fisioldgicamente aceptable,
excipiente, o portador. Opcionalmente, la composicion comprende adicionalmente uno o mas agentes fisioldgicamente
activos, por ejemplo, un agente contra el cancer, un adyuvante u otra sustancia inmunoestimulante, una sustancia
anti-angiogénica, una sustancia analgésica, etc. En varias realizaciones particulares, la composicion comprende uno,
dos, tres, cuatro, cinco o seis agentes fisiologicamente activos ademas de un anticuerpo biespecifico recombinante.

[0066] En un aspecto, una composicion farmacéutica de la presente divulgacién comprende un anticuerpo
recombinante descrito en el presente documento con una o mas sustancias seleccionadas del grupo que consiste de
un tampodn, un antioxidante tal como acido ascorbico, un polipéptido de bajo peso molecular (tales como aquellos con
menos de 10 aminoacidos), una proteina, un aminoacido, un carbohidrato tal como glucosa, sacarosa o dextrina, un
agente quelante tal como EDTA, glutation, un estabilizador y un excipiente. La solucion salina tamponada neutra o la
solucion salina mezclada con albumina sérica son ejemplos de diluyentes apropiados. De acuerdo con los estandares
apropiados de la industria, también se pueden agregar conservantes como el alcohol bencilico. Una composicion
farmacéutica liquida puede incluir, por ejemplo, uno o mas de los siguientes: un diluyente estéril como agua para
inyeccion, solucion salina, preferiblemente solucion salina fisioldgica, solucion de Ringer, cloruro de sodio isoténico,
aceites fijos que pueden servir como solvente o medio de suspension, polietilenglicoles, glicerina, propilenglicol u otros
solventes; agentes antibacterianos; antioxidantes; agentes quelantes; tampones y agentes para el ajuste de la
tonicidad como el cloruro de sodio o la dextrosa. Una preparacion parenteral se puede incluir en ampollas, jeringas
desechables o viales de dosis multiples de vidrio o plastico. Se prefiere el uso de solucion salina fisioldgica, y una
composicion farmacéutica inyectable es preferiblemente estéril. En un aspecto, la composicion puede formularse como
un liofilizado usando soluciones de excipientes apropiadas (por ejemplo, sacarosa) como diluyentes. Los componentes
adecuados no son téxicos para los receptores en las dosis y concentraciones empleadas. Otros ejemplos de
componentes que pueden emplearse en formulaciones farmacéuticas se presentan en Remington’s Pharmaceutical
Sciences, 162 edicién. (1980) y 202 Ed. (2000), Mack Publishing Company, Easton, Pa.

[0067] Tal como se entiende en la técnica, las composiciones farmacéuticas que comprenden los anticuerpos
biespecificos de la presente divulgacién se administran a un sujeto de una manera apropiada a la indicacion. Una
composicion farmacéutica de la presente descripcion que comprende un anticuerpo recombinante descrito en el
presente documento puede formularse para administrarse por cualquier via que proporcione una dosis eficaz del
anticuerpo biespecifico. Las composiciones farmacéuticas pueden administrarse mediante cualquier técnica
adecuada, que incluye, entre otras, la parenteral, topica o por inhalacion. Si se inyecta, la composicién farmacéutica
se puede administrar, por ejemplo, por via intraarticular, intravenosa, intramuscular, intralesional, intraperitoneal o
subcutanea, mediante inyeccién en bolo o infusiéon continua. Se contempla la administracién localizada, por ejemplo,
en un sitio del tumor, como la administracién transdérmica y la liberacion sostenida de los implantes. El suministro por
inhalacion incluye, por ejemplo, inhalacion nasal u oral, uso de un nebulizador, inhalacién del antagonista en forma de
aerosol, y similares. Ofras alternativas incluyen gotas para los ojos; preparaciones orales que incluyen tabletas,
capsulas, jarabes, pastillas o chicles; y preparaciones tépicas tales como lociones, geles, aerosoles, parches y
unguentos.

[0068] En un aspecto, la presente descripciéon se refiere a un método para matar una célula positiva para WT1
comprende poner en contacto la célula con un anticuerpo biespecifico recombinante descrito en el presente documento
y una célula efectora inmune. La presente divulgacion también se refiere a un método de tratamiento de un sujeto que
tiene una enfermedad positiva para WT1 que comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz
de un anticuerpo recombinante biespecifico descrito en el presente documento. En un aspecto, el método comprende
ademas administrar al sujeto una célula efectora inmune. En un aspecto, la célula efectora inmune es una célula
citotoxica, por ejemplo, una célula asesina natural, macrofago o célula T. En un aspecto, las células T citotoxicas son
una célula T citotoxica CD3*, opcionalmente, una célula T autéloga. En un aspecto, la enfermedad positiva para WT1
es leucemia (crénica o aguda) o un cancer positivo para WT1. Los ejemplos de canceres positivos para WT1 incluyen,
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pero no se limitan a, leucemia mielocitica crénica, mieloma multiple (MM), leucemia linfoblastica aguda (LLA), leucemia
mieloide aguda/mielégena (LMA), sindrome mielodisoplastico (MDS), mesotelioma, cancer de ovario, canceres
gastrointestinales, cancer de mama, cancer de prostata y glioblastoma.

[0069] La presente descripciéon se refiere por tanto a un método de tratamiento de un cancer que comprende
administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo o composicion recombinante descritos en el
presente documento a un paciente en necesidad del mismo. En un aspecto, el cancer se selecciona del grupo que
consiste en cancer suprarrenal, carcinoma de células acinicas, neuroma acustico, melanoma lentigroso acral,
acrospiroma, leucemia eosinofilica aguda, leucemia eritroide aguda, leucemia linfoblastica aguda, leucemia
megocarioblastica aguda, leucemia monocitica aguda, leucemia promielocitica, adenocarcinoma, carcinoma adenoide
quistico, adenoma, tumor odontogénico adenomatoide, carcinoma adenoescamoso, neoplasia del tejido adiposo,
carcinoma adrenocortical, leucemia/linfoma de células T en adultos, leucemia agresiva de células NK, linfoma
relacionado con el SIDA, rabdomiosarcoma alveolar, sarcoma alveolar de partes blandas, fiboroma ameloblastico,
linfoma anaplasico de células grandes, cancer de tiroides anaplasico, linfoma angioinmunoblastico de células T,
angiomiolipoma, angiosarcoma, astrocitoma, tumor rabdoide teratoide atipic, leucemia linfocitica cronica de células B,
leucemia prolinfocitica de células B, linfoma de células B, carcinoma de células basales, cancer del tracto biliar, cancer
de vejiga, blastoma, cancer de huesos, tumor de Brenner, tumor de Brown, linfoma de Burkitt, cancer de mama, cancer
de cerebro, carcinoma, carcinoma in situ, carcinosarcoma, tumor de cartilago, cementoma, sarcoma mieloide,
condroma, cordoma, coriocarcinoma, papiloma del plexo coroideo, sarcoma de células claras del rifidn,
craneofarinigioma, linfoma cutaneo de células T, cancer de cérvix, cancer de colon, cancer colorrectal, enfermedad de
Degos, tumor desmoplasico de células redondas pequefias, linfoma difuso de células B grandes, tumor neuroepitelial
disembrioplastico, disgerminoma, carcinoma embrionario, neoplasma de la glandula endocrina, tumor del seno
endodérmico, linfoma de células T asociado a enteropatia, cancer de eséfago, sarcoma de Ewing, feto in fetu, fiboroma,
fibrosarcoma, linfoma folicular, cancer folicular de tiroides, ganglioneuroma, cancer gastrointestinal, tumor de células
germinales, coriocarcinoma gestacional, fibroblastinoma de células gigantes, tumor de células gigantes del hueso,
tumor glial, glioblastoma, glioma, gliomatosis cerebral, glucagonoma, gonadoblastoma, tumor de células de la
granulosa, ginandroblastoma, céncer de vesicula biliar, cancer géastrico, leucemia de células pilosas,
hemangioblastoma, cancer de cabeza y cuello, hemangiopericitoma, neoplasia hematolégica, hepatoblastoma, linfoma
hepatosplénico de células T, linfoma de Hodgkin, linfoma no Hodgkin, carcinoma lobular invasivo, cancer del intestino,
cancer del rifién, cancer laringeo, lentigo maligno, carcinoma letal de la linea media, leucemia, tumor de células de
Leydig, liposarcoma, cancer de pulmon, linfangioma, linfangiosarcoma, linfoepitelioma, linfoma, leucemia linfocitica
aguda, leucemia mieldégena aguda, leucemia mielocitica crénica, cancer de pulmén de células pequefas, carcinoma
de células no pequefias, cancer de pulmén de células no pequefias, linfoma MALT, histiocitoma fibroso maligno, tumor
maligno de la vaina del nervio periférico, tumor maligno del triton, linfoma de células del manto, linfoma de células
marginales de zona B, leucemia de mastocitos, tumor mediastinal de células germinales, carcinoma medular del seno,
el cancer medular de tiroides, el meduloblastoma, el melanoma, el meningioma, el cancer de células de merkel, el
mesotelioma, el carcinoma urotelial metastasico, el tumor mulleriano mixto, el tumor mucinoso, el mieloma multiple, el
mieloma multiple, neoplasma del tejido musculoso, micosis fungoides, mixoide lipsarcoma, mixoma, mixosarcoma,
carcinoma nasofaringeo, neurinoma, neuroblastoma, neurofiboroma, neuroma, melanoma nodular, cancer ocular,
oligoastrocitoma, oligodendroglioma, oncocitoma, meningioma de la vaina del nervio dptico, tumor del nervio 6ptico,
cancer oral, osteosarcoma, cancer de ovario, cancer de papilo, cancer de papiota pineocitoma, pituicitoma, adenoma
hipofisario, tumor hipofisario, citoma plasmatico, poliembrioma, linfoma linfoblastico T precursor, linfoma primario del
sistema nervioso central, linfoma por efusiéon primaria, cancer peritoneal prematuro, cancer de préstata, cancer de
pancreas, cancer de faringe, pseudomixoma peritoneal, carcinoma de células renales, carcinoma medular renal,
retinoblastoma, rabdomioma, rabdomiosarcoma, transformacion de Richter, cancer del recto, sarcoma,
Schwannomatosis, seminoma, tumor de células de Sertoli, tumor de estroma gonadal del cordén sexual, carcinoma
de células en anillo de sello, cancer de piel, tumores pequefios de células redondas azules, carcinoma de células
pequefas, sarcoma de tejido blando, somatostatinoma, verruga, tumor columnal, linfoma esplénico de la zona
marginal, carcinoma de células escamosas, sarcoma sinovial, enfermedad de Sezary, cancer de intestino delgado,
carcinoma de células escamosas, cancer de estomago, linfoma de células T, cancer de testiculo, cancer de tiroides,
carcinoma de células de transicion, garganta cancer, cancer de uraco, cancer urogenital, carcinoma urotelial,
melanoma uveal, cancer uterino, carcinoma verrugoso, glioma de la via visual, cancer vulvar, cancer vaginal,
macroglobulinemia de Waldenstrom, tumor de Warthin y tumor de Wilms.

[0070] En otro aspecto, la divulgacion se refiere a un método para estimular una respuesta primaria de células T y una
respuesta secundaria de células T en un sujeto que comprende la administracién de una composicion que comprende
un anticuerpo recombinante, dicho anticuerpo recombinante que comprende una primera porcidn de union a antigeno
y segunda porcion de unién al antigeno, en donde dicha primera porcién de unién al antigeno se une especificamente
a un primer antigeno tumoral y dicha segunda porcién de union al antigeno se une especificamente a un antigeno de
superficie de las células efectoras inmunes, en donde la respuesta primaria de las células T comprende estimular las
células T citotdxicas contra el primer antigeno tumoral, y en el que la respuesta secundaria de células Ts comprende
estimular células T efectoras y/o células T de memoria contra el primer antigeno tumoral y/o contra un segundo
antigeno tumoral. En un aspecto, el primer antigeno tumoral es WT1-HLA y el segundo antigeno tumoral es un
antigeno tumoral no WT1/RMF. Los ejemplos de antigenos tumorales no WT1/RMF incluyen, pero no se limitan a,
HER2-neu, mesotelina, Terc, Muc 16, MuC1, PSMA y otros conocidos en la técnica (Cheever et al. Clinical cancer
research: an official journal of the American Association for Cancer Research. 2009; 15 (17): 5323-37). En un aspecto,
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la respuesta primaria de las células T y/o la respuesta secundaria de las células T comprende un aumento de las
células T en un sitio del tumor, por ejemplo, médula 6sea, pulmdn, higado, cerebro, tracto genitourinario, tracto
gastrointestinal y/o bazo.

[0071] En un aspecto, la respuesta secundaria de células T comprende la estimulacion de las células T efectoras y/o
células T de memoria contra el primer antigeno tumoral y un segundo antigeno tumoral. En otro aspecto, la respuesta
secundaria de las células T comprende estimular células T efectoras contra el segundo antigeno tumoral y no contra
el primer antigeno tumoral. En un aspecto, la respuesta secundaria de las células T no requiere células presentadoras
de antigenos (es decir, presentacion cruzada) o moléculas coestimulantes como CD86 o ligando coestimulador
inducible (ICOSL). En otro aspecto, la respuesta secundaria de las células T comprende un aumento en las células T
CD8. En un aspecto relacionado, la respuesta secundaria de las células T es de larga duracion, por ejemplo, que dura
mas de una semana, mas de dos semanas, mas de tres semanas, mas de un mes o mas de dos meses. En un
aspecto, la respuesta secundaria de las células T comprende células T que antes eran anérgicas.

[0072] En un aspecto, un método para estimular una respuesta primaria de células T y una respuesta secundaria de
células T de acuerdo con la presente divulgacién comprende la administracién de una composicion que comprende
un anticuerpo biespecifico recombinante descrito en el presente documento, por ejemplo, un anticuerpo biespecifico
recombinante que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 110. En otro aspecto, el
método comprende administrar un anticuerpo biespecifico que comprende una primera porcion de union a antigeno
que se une especificamente a WT1/HLA y la respuesta secundaria de las células T comprende células T previamente
activadas con un antigeno no WT1-RMF.

[0073] En un aspecto, la respuesta primaria de células T y/o respuesta secundaria de células T ocurre in vivo. Por
ejemplo, un anticuerpo biespecifico descrito en este documento puede administrarse a un paciente que lo necesite en
una cantidad eficaz para estimular una respuesta primaria de células T contra WT1/HLA y una respuesta secundaria
de células T contra un antigeno tumoral no WT1-RMF. En otro aspecto, la respuesta primaria de las células T y/o la
respuesta secundaria de las células T se produce ex vivo. Por ejemplo, un anticuerpo biespecifico segun la presente
divulgacion se puede administrar a células in vitro para activar y expandir una poblacién de células T que tienen
especificidad por un antigeno tumoral, por ejemplo, un antigeno tumoral no WT1-RMF. Una cantidad terapéuticamente
eficaz de las células T puede administrarse a un sujeto que la necesite, por ejemplo, de forma autéloga, para tratar el
cancer.

[0074] Sin pretender imponer ninguna teoria, la respuesta primaria de las células T y/o secundaria de las células T
puede resultar de la capacidad del anticuerpo biespecifico de llevar un TCR de una célula T lo suficientemente cerca
de una célula tumoral para reconocer MHC/péptidos epitopos directamente en el tumor. En un aspecto, la unién de la
primera porcion de unién a antigeno del anticuerpo biespecifico a un primer antigeno tumoral, por ejemplo, WT1/HLA,
durante la fase de estimulacion de células T puede bloquear el reconocimiento del primer antigeno tumoral del TCR
afin de células T, lo que resulta en una respuesta secundaria de células T especifica para un antigeno tumoral distinto
del primer antigeno tumoral.

[0075] La presente descripcidn se refiere por tanto a un método de produccion de las células T efectoras y/o células
T de memoria contra un antigeno tumoral que comprende la activacion de una célula T con el anticuerpo recombinante
descrito en el presente documento. En un aspecto, dichas células T producidas después de la activacion son viables
durante un periodo prolongado de tiempo, por ejemplo, al menos una semana, al menos dos semanas, al menos tres
semanas, al menos un mes o al menos dos meses. En un aspecto, el anticuerpo recombinante comprende una primera
parte de union a antigeno que se une a WT1/HLA, pero las células T efectoras y/o células T de memoria producidas
estan contra un antigeno tumoral no WT1-RMF, por ejemplo, HER2-neu, mesotelin, Terc, Muc 16, MuC1, PSMA, y
otros conocidos en la técnica. En un aspecto, las células T efectoras y/o las células T de memoria se producen in vivo.
En otro aspecto, las células T efectoras y/o las células T de memoria se producen ex vivo, por ejemplo, para uso en
terapia adoptiva de células T. En un aspecto, la administracion de un anticuerpo biespecifico aumenta la produccion
de células T CD8, dando como resultado una memoria efectora de larga duracién. Los anticuerpos biespecificos de
acuerdo con la presente divulgacion que tienen una primera porcion de union especifica para WT1/HLA son, por lo
tanto, capaces de inducir una respuesta vacunal contra antigenos tumorales no WT1, dando como resultado una
terapia antitumoral amplia y eficaz.

[0076] Los métodos de tratamiento de la presente descripcion abarcan la mitigacion o la prevencién de al menos un
sintoma o de otro aspecto de un trastorno, o la reduccién de la gravedad de la enfermedad, y similares. En un aspecto,
una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo biespecifico recombinante o una composicion farmacéutica de
la invencion es una cantidad efectiva para inhibir el crecimiento de células positivas para WT1, reducir el tamafio/carga
tumoral, prevenir la metastasis/infiltracion de células tumorales y/o dar lugar a la muerte celular, por ejemplo, a través
de la apoptosis o necrosis. En otro aspecto, un método que comprende administrar profilacticamente un anticuerpo
biespecifico, por ejemplo, para inducir una respuesta secundaria de células T y producir células T de memoria, es
eficaz para prevenir la aparicion o recurrencia o para reducir la gravedad de una enfermedad. Un anticuerpo
biespecifico o una composicion farmacéutica descrita en este documento no necesita efectuar una cura completa, o
erradicar cada sintoma o manifestacion de una enfermedad, para constituir un agente terapéutico viable. Como se
reconoce en la técnica, los agentes terapéuticos pueden reducir la gravedad de un estado de enfermedad dado, pero
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no es necesario que se eliminen todas las manifestaciones de la enfermedad para que se consideren Utiles. De manera
similar, un tratamiento administrado profilacticamente no necesita ser completamente efectivo para prevenir la
aparicion de una afeccion para constituir un agente profilactico viable. Simplemente reduciendo el impacto de una
enfermedad (por ejemplo, reduciendo el nimero o la gravedad de sus sintomas, o aumentando la efectividad de otro
tratamiento, o produciendo otro efecto beneficioso), o reduciendo la probabilidad de que la enfermedad ocurra o
empeore en un sujeto, es suficiente.

[0077] Las dosis y la frecuencia de administracion para uso en los métodos de la presente divulgacion pueden variar
de acuerdo con factores tales como la via de administracion, los anticuerpos biespecificos particulares empleados, la
naturaleza y gravedad de la enfermedad a tratar, ya sea la afeccién es aguda o cronica, y el tamafio y la condicién
general del sujeto. Las dosis apropiadas se pueden determinar mediante procedimientos conocidos en la técnica
pertinente, por ejemplo, en ensayos clinicos que pueden incluir estudios de aumento de dosis.

[0078] Un anticuerpo biespecifico recombinante de la presente divulgacion puede administrarse, por ejemplo, una vez
0 mas de una vez, por ejemplo, a intervalos regulares durante un periodo de tiempo. En general, el anticuerpo
recombinante o la composicién farmacéutica se administra a un sujeto hasta que el sujeto manifiesta un grado de
mejora médicamente relevante sobre la linea de base para el indicador o indicadores elegidos.

[0079] En general, la cantidad de un anticuerpo biespecifico recombinante descrito en el presente documento presente
en una dosis, o producida in situ por un polinucleétido que codifica presente en una dosis, varia de aproximadamente
10 pg por kg a aproximadamente 20 mg por kg de anfitrion. Generalmente se prefiere el uso de la dosis minima que
sea suficiente para proporcionar una terapia eficaz. En general, los pacientes pueden ser monitoreados para
determinar su efectividad terapéutica o profilactica usando ensayos adecuados para la afeccion que se esta tratando
o previniendo; los ensayos seran familiares para los expertos en la técnica y algunos se describen en el presente
documento.

[0080] Los métodos descritos en este documento pueden incluir la administracién oral de anticuerpo biespecifico
descrito en este documento o la administracion por inyeccion de una composiciéon farmacéutica liquida. Cuando se
administra en forma liquida, los tamafios de dosis adecuados variaran con el tamafo del sujeto, pero tipicamente
oscilaran entre aproximadamente 1 ml y aproximadamente 500 ml (comprendiendo entre aproximadamente 0,01 ug y
aproximadamente 1000 ug por kg) para un sujeto de 10-60 kg. Las dosis 6ptimas generalmente se pueden determinar
utilizando modelos experimentales y/o ensayos clinicos. La dosis éptima puede depender de la masa corporal, el area
corporal, el peso o el volumen de sangre del sujeto. Como se describe en el presente documento, la dosis apropiada
también puede depender de la condicién del paciente, es decir, el estadio de la enfermedad, el estado general de
salud, la edad, el sexo, el peso y otros factores familiares para un experto en la técnica médica.

[0081] En realizaciones particulares de los métodos descritos en el presente documento, el sujeto es un ser humano
0 animal no humano. Un sujeto que necesite los tratamientos descritos en el presente documento puede presentar
sintomas o secuelas de una enfermedad, trastorno o afeccién descritos en el presente documento o puede estar en
riesgo de desarrollar la enfermedad, trastorno o afeccién. Los animales no humanos que pueden tratarse incluyen
mamiferos, por ejemplo, primates no humanos (por ejemplo, monos, chimpanceés, gorilas), roedores (por ejemplo,
ratas, ratones, jerbos, hamsters, hurones, conejos), lagomorfos, cerdos (por ejemplo, cerdos, cerdos en miniatura),
equinos, caninos, felinos, bovinos y otros animales domésticos de granja y zooldgicos.

[0082] La presente descripcion se entendera mas facilmente por referencia al siguiente Ejemplo, que se proporciona
a modo de ilustracion y no se pretende que sea limitante.

Ejemplo
Materiales y métodos

[0083] Muestras celulares, lineas celulares y anticuerpos. Células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de
donantes sanos de tipo HLA y pacientes se obtuvieron mediante centrifugacion de densidad Ficoll. Las fuentes para
obtener leucemia humana y lineas celulares de tumores solidos se describieron anteriormente (Dao et al., Supra). Las
lineas celulares para este estudio incluyeron: lineas AML HL60, SET-2, linea Ph+ ALL BV173, lineas celulares de
mesotelioma JMN y MSTO. Todas las células fueron tipificadas por HLA. Las lineas celulares se cultivaron en RPMI
1640 suplementado con 5% de FCS, penicilina, estreptomicina, 2 mmol/L de glutamina, y 2-mercaptoetanol a 37 C/5%
de COq2. Las células tumorales para todos los estudios en animales se transdujeron con GFP/luciferasa como se
describié anteriormente (Dao et al., Supra). ESK1 y su IgG1 humana de control fueron producidos por Eureka
Therapeutics Inc. (Emeryville, CA) y la conjugacion de APC se realizé de acuerdo con las instrucciones de la
fabricacion (Dao et al., Supra). El anticuerpo monoclonal (mAb) contra HLA-A2 humano (clon BB7,2) conjugado a FITC
0 APC, y su isotipo de control de ratén IgG2b/FITC o APC se adquirieron de BD Biosciences (San Diego, CA). Los
mADb anti-His de etiqueta de ratén conjugados con FITC o PE y los kits ELISA para IFN-y humanos se adquirieron de
Invitrogen, (NY). El sustrato de luciferasa de Renilla, ViviRen™, se compré a Promega (Madison, WI).

[0084] Péptidos. Todos los péptidos fueron comprados y sintetizados por Genemed Synthesis, Inc. (San Antonio, TX).
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Secuencias de aminoacidos para HER2-neu-369-377: KIFGSLAFL (SEQ ID NO: 138); p53 264-272: LFEVRVCAC
(SEQ ID NO: 139); WT1: RMFPNAPYL (SEQ ID NO: 1); Prame-300: ALYVDSLFFL (SEQ ID NO: 140); p435:
NLTHVLYPV (SEQ ID NO: 141). WT1-NQM, AILDF, LDF y el total de péptidos combinados se describieron
anteriormente (Doubrovina et al. Blood. 2012 Aug 23; 120 (8): 1633-46). El péptido de union a HLA-A2 de control se
derivé del sarcoma de Ewing: QLQNPSYDK (SEQ ID NO: 142).

[0085] Construccion, expresion y purificacion de anticuerpos especificos contra ESK-Bi. En una realizacion, el
anticuerpo biespecifico de una ESK1 es una sola cadena de anticuerpo biespecifico que comprende ESK1 scFv en el
extremo N-terminal y un CD3¢ scFv anti-humano de un anticuerpo monoclonal de ratén en el extremo C-terminal
(Figura 10). GeneArt (Invitrogen) sintetizd los fragmentos de ADN que codifican el anticuerpo scFv de ESK1 y el
anticuerpo CD3¢ scFv antihumano y se subclonaron en el vector de expresion pGSN-Hyg de mamiferos de Eureka
utilizando tecnologia estandar de ADN. Se inserté una etiqueta de hexahistidina (His) corriente abajo del anticuerpo
biespecifico de ESK1 en el extremo C-terminal para la purificacion y deteccion de anticuerpos.

[0086] Las células de ovario de hamster chino (CHO) se transfectaron con el vector de expresion de anticuerpo
biespecifico ESK1 y la expresion estable se logré mediante la seleccién de medicamentos estandar con metionina
sulfoximina (MSX), un método basado en glutamina sintetasa (GS) (Fan, et al. Biotechnology Bioengineering. 109 (4),
1007-1005 (2012)). Se recogieron sobrenadantes de células CHO que contenian moléculas de anticuerpo bi-especifico
ESK1 secretadas. El anticuerpo biespecifico ESK1 se purifico utilizando la columna HisTrap HP (GE healthcare)
mediante el sistema FPLC AKTA. Brevemente, el cultivo de células CHO se clarificd y se cargd en la columna con
baja concentracion de imidazol (20 mM), y luego se usé un tampoén de elucidn isocratico con alta concentracion de
imidazol (500 mM) para eluir la proteina de anticuerpo biespecifico de ESK1 unido. Se construyd un anticuerpo
biespecifico de control negativo a partir de un anticuerpo IgG1 humano irrelevante (Cat N° ET901, Eureka
Therapeutics) que reemplaza ESK1 scFv.

[0087] Analisis de citometria de flujo. Para la tincién de anticuerpos biespecificos de ESK, se incubaron células T
humanas, células tumorales o lineas celulares con diferentes concentraciones de anticuerpos biespecificos de ESK o
anticuerpos de control biespecificos durante 30 minutos en hielo, se lavaron y se incubaron con mAbs secundarios
contra etiqueta His. La expresion de HER2-neu en células de cancer de ovario primario se midio tifiendo las células
tumorales con Trastuzumab, seguido de IgG de cabra anti-humana secundaria. La expresion de HLA-A2 y la union de
ESK se determinaron mediante tincion directa de las células con los mAbs respectivos. El fenotipo de PBMC o células
T de muestras de pacientes se caracterizé por la tincién directa de las células con mAbs para CD3, CD4, CD8,
CD45R0O, CD45R0, CCR?7, CD19 o CD33 conjugados con diversos floréforos. Los datos de citometria de flujo se
recopilaron en un FACS Calibur (Becton Dickinson) y se analizaron con el software FlowJo V8,7,1y 9,4,8.

[0088] Un estudio de union se realizd para examinar anticuerpo biespecifico ESK1+ L2K de unién a células Jurkat
(una linea celular humana de cancer CD3"). Brevemente, se afiadié anticuerpo biespecifico en dilucion en serie 3x, a
partir de 10 pg/ml a 0,5 x 108 células Jurkat. Las células se incubaron con un anticuerpo anti-etiqueta conjugado con
FITC (Thermo N° MA1-81891) a una dilucién de 100x o un anticuerpo anti-His de ratén con o sin aloficocianina (APC)-
IgG de ratén (Biolegend N° Poli4053) a una dilucion de 1000x y se analizaron mediante citometria de flujo en un Guava
EasyCyte 6HT (EMD Millipore). Los resultados se muestran en la Figura 8.

[0089] A continuacion, utilizando anticuerpos ESK1+ L2K, ET901 + L2K 'y ET901 + OKT3 a 10 pg/ml, se examino la
tincion de las células Jurkat por FITC anti-His. Se usaron FITC ET901 y APC ET901 (ET901 es una IgG1
completamente humana) como control. Los resultados se muestran en la Figura 9.

[0090] Una comparacion de ESK1 y el anticuerpo biespecifico ESK1 de unién al complejo peptidico MHC1/WT1 fue
determinada por analisis de ForteBio Octe. Los resultados se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 10
Proteina ka [1/s] Error en kq ka [1/Ms] Kb [nM]
ESK1 ScFv 1,16E-3 1,54E-5 3,68E3 315
ESK1 BiTE 7,04E-3 1,71E-4 1,98E4 355

[0091] Anticuerpo biespecifico de ESK1 de longitud completa: en una realizacion, el anticuerpo biespecifico de
ESK-1 es un anticuerpo de longitud completa. Brevemente, se combinaron ESK1 o ET901 (control negativo) y anti-
CD3 (OKT3) en proporciones equimolares, produciendo una concentracion final de 0,8 pyg/ml de cada anticuerpo
dentro de 0,5 ml. Se afhadieron 12,5 pl de 2-mercaptoetilamina 1M (2-MEA) a la mezcla de reaccion y la solucion se
incub6 a 37°C durante 90 minutos. La 2-MEA se eliminé mediante columnas de desalinizacion Zeba (100-200 pl, 7
kDA, Pierce). La solucion se almacend a 4°C durante la noche para permitir la re-oxidacion de los enlaces disulfuro.
Los valores de produccién se muestran en la Tabla 11.
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Tabla 11
Proteina | Concentraciéon | Volumen Cantidad Rendimiento Tasa de
(mg/ml) (ml) (mg) teorético (mg) recuperacion
ESK1 1,33 0,5 0,67 0,8 84%
901 1,29 0,5 0,64 0,8 80%

[0092] La afinidad de union se determiné usando ForteBio Octet QK. Se cargaron 5 pg/ml de MHC-WT1 biotinilado en
el biosensor de estreptavidina. Después de eliminar el exceso de antigeno, las soluciones de ESK-1-OKT3, ESK1 y
OKT3 se analizaron a 20 yg/ml, 10 ug/mly 10 pg/ml, respectivamente, por sus constantes de asociacion y disociacion.
Los parametros de union se calcularon utilizando el modelo de sitio de unién 1:1 y se muestran en la Tabla 12.

Tabla 12
Proteina ka [1/s] Error en ka Ka [1/Ms] Kb [nM]
ESK1-OKT3 3,30E-3 4,17E-5 3,58E4 92,2
(biespecifico)
ESK1 4,99E-3 6,78E-5 5,47E5 9,12
OKT3 - - - -

[0093] Activacion de células T mediadas por anticuerpos biespecificos de ESK. Se aislaron células T CD3 de
PBMC mediante separacion de células inmunomagnéticas negativas usando un kit de aislamiento de células pan-T
(Miltenyi Biotec Inc., San Diego, CA). El anticuerpo biespecifico de ESK o su anticuerpo biespecifico de control a
diversas concentraciones se incubaron con células diana y células T CD3 purificadas a una relacion efector/diana
(E:T) diferente durante la noche o diferentes periodos de tiempo. Los liquidos sobrenadantes se recolectaron y la
liberacion de citoquinas se midi6 mediante ELISA para IFN-y y TNF-a. Ademas, la activaciéon de células T mediada
por anticuerpos biespecificos ESK en presencia de células tumorales autélogas de un paciente con cancer de ovario
se evalué mediante proliferaciéon celular, medida por la incorporacién de 3H-timidina durante la noche después de
siete dias de co-incubacién.

[0094] Expansion de células T especificas de EBV y transduccion de genes informadores. Las células T se
enriquecieron a partir de PBMC por agotamiento de los monocitos por adhesion. Las células no adherentes se
estimularon con células B transformadas con EBV autdlogas irradiadas (EBV-BLCLs) generadas por transformacion
con la cepa B95,8 de EBV a una relacion 20:1 de respuesta: estimulador (RS) y se cultivaron en medio de Yssel. que
contiene 5% de HS (YH5; Géminis). A partir del dia 7, se afiadi¢ interleucina-2 (IL-2) de 10 a 30 unidades/ml a los
cultivos de células T cada 2-3 dias (Collaborative Biomedical Products, Bedford, MA), y se volvieron a estimular
semanalmente con los mismos EBV-BLCLs en una relacién 4:1 R:S.

[0095] Linfocitos T especificos a EBV se transdujeron con tdrrsRLuc de vector retroviral, se expandieron y
enriquecieron por clasificacion para PE, tal como se describe anteriormente (Doubrovina, E. et al. Blood 119 (11),
2644-2655 (2012)). Los linfocitos T especificos de EBV transducidos se cultivaron en un matraz G-rex (Wilson Wolf
Manufacturing Corporation). Para el estudio de rastreo de células T in vivo, se inyectaron diez millones de células en
ratones y 4 horas mas tarde, se administro i.v. sustrato de luciferasa de Renilla de ViviRen™.

[0096] Citotoxicidad de células T redireccionadas por anticuerpos especificos contra ESK. El anticuerpo
biespecifico ESK o su anticuerpo biespecifico de control a diversas concentraciones se incubaron con células diana y
PBMC, células T CD3 purificadas o células T especificas de EBV a diferentes relaciones efector:diana (E:T) durante
5 horas o durante la noche. La citotoxicidad se midié mediante el ensayo de liberacion de 5'Cr (después de 5 horas
de incubacion) o el ensayo de liberacion de LDH (después de la incubacion durante la noche) utilizando el kit Cytotox
96 no radiorreactivo de Promega siguiendo sus instrucciones. En un caso de un paciente con AML, se combinaron
PBMC y blastos autélogos se incubaron en presencia o ausencia de ESK o control biespecifico del anticuerpo a 20
pg/mly las células se recolectaron y se tifieron por duplicado con CD33 para blastos de leucemia y CD3 para células
T eldia 3y 4. Para el caso de pacientes con cancer de ovario, las PBMC se incubaron con células autélogas de cancer
de ovario durante una semana y la citotoxicidad se midié mediante un ensayo de liberacion de %'Cr.

[0097] Estudios farmacocinéticos y de biodistribucion. El anticuerpo biespecifico de ESK o el anticuerpo
biespecifico de control se marcaron con '2°| (PerkinElmer) utilizando el método de cloramina-T. Se hicieron reaccionar
cien (100) ug de anticuerpo con 1 mCi "2l y 20 ug de cloramina T, se detuvieron con 200 ug de metabisulfito de Na,
luego se separaron de 2] libres usando una columna 10DG equilibrada con 2% de albumina de suero bovino en PBS.
La actividad especifica del producto fue de 6 mCi/mg. El anticuerpo biespecifico radiomarcado (2 pg) se diluy6 con un
anticuerpo biespecifico no etiquetado a 20 pg por dosis y se inyectd en ratones retroorbitalmente. La sangre se recogi6
en varios puntos de tiempo, se peso y se midié en un contador gamma. A las 24 horas, los 6rganos se recolectaron,
se pesaron y se midié la actividad en un contador gamma.
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[0098] Ensayos terapéuticos del anticuerpo biespecifico contra ESK en modelos NSG de xenoinjerto de tumor
humano. Se utilizaron células T especificas de EBV humano para todos los modelos de xenoinjerto, ya que su
especificidad antigénica habia sido fuertemente sesgada hacia los Ag de EBV, en donde no deberian inducir GVHD.
Para el modelo BV173 ALL, dos millones de células de leucemia humana BV173 se inyectaron i.v. en ratones NSG.
En el dia 5, se confirmé el injerto tumoral mediante la obtencién de imagenes de luciferasa de luciérnaga en todos los
ratones que se iban a tratar; Los ratones se dividieron al azar en diferentes grupos de tratamiento. En el dia 6, se
inyectaron por via intravenosa diez millones de células T especificas de EBV en ratones. Cuatro a 6 horas mas tarde,
se inyectaron por via intravenosa 20 pg de anticuerpo biespecifico ESK o su anticuerpo biespecifico de control y se
repitié dos veces a la semana por un total de 6 veces durante las 3 semanas de tratamiento, junto con la inyeccion i.v.
de células T una vez en una semana 2 veces. Para el modelo SET-2 AML, se inyectaron por via intravenosa un millén
de células en ratones, el injerto tumoral se confirm¢é el dia 3 mediante imagenes de bioluminiscencia y los ratones se
asignaron al azar a grupos de tratamiento. En el dia 4, se inyectaron i.v. millones de células T especificas para EBV y
6 horas mas tarde, se inyectaron 20 ug de anticuerpo biespecifico de ESK o su anticuerpo biespecifico de control i.v.
Durante el curso del tratamiento, se administraron células T dos veces por semana y se administraron anticuerpos
biespecificos todos los dias durante un total de 6 dias. En el modelo primario de ALL, cinco millones de células ALL
fueron inyectadas i.v. en ratones NSG. El dia 6, se confirmo el injerto tumoral mediante la obtenciéon de imagenes de
luciferasa de luciérnaga en todos los ratones que se iban a tratar; Los ratones se dividieron al azar en diferentes grupos
de tratamiento. Se inyectaron i.v. 30 millones de células T especificas de EBV en ratones, seguido de una inyeccion
i.v. de 20 pg de anticuerpo biespecifico ESK o su anticuerpo biespecifico de control. La inyeccion de anticuerpos
biespecificos se administré diariamente y las células T se administraron dos veces por semana durante un total de
dos semanas. Para el modelo de mesotelioma JMN, se mezclaron trescientas mil células tumorales con seiscientos
mil células T especificas de EBV y se inyectaron por via intraperitoneal (i.p.) y una hora mas tarde, se administraron
20 ug de anticuerpo biespecifico ESK o control biespecifico inyectado en ratones. Los anticuerpos biespecificos se
administraron todos los dias durante un total de 5 dias. El crecimiento del tumor se control6 mediante imagenes de
luciferasa de luciérnaga al menos dos veces por semana, para todos los modelos animales.

[0099] El anticuerpo ESK biespecifico indujo la respuesta secundaria de células T. PBMC, PBMC agotadas de
células NK y macrofagos o células T CD3 purificadas de un paciente con cancer de ovario se cultivaron con células
de cancer de ovario autélogas irradiadas (3000 rad) en una relacién E:T de 4-5:1, en presencia o ausencia del
anticuerpo biespecifico de ESK, o del anticuerpo biespecifico de control a 0,1 ug/ml, y la presencia de IL-5 humana (5
ng/ml) e IL-2 humana (10 pg/ml) en medio RPMI1640 suplementado con 10% de plasma autélogo (AP) durante 6 dias.
El dia 7, las células se recogieron y se lavaron y se usaron como efectores para el ensayo ELISPOT de IFN-g. En
resumen, las placas HA-Multiscreen (Millipore) se recubrieron con 100 ml de anticuerpo anti-IFN-g humano (10 Ag/ml;
clon 1-D1K; Mabtech) en PBS, se incubaron durante la noche a 4°C, se lavaron con PBS para eliminar el anticuerpo
no unido, y se bloqued con RPMI 1640/plasma autélogo (AP) al 10% durante 2 horas a 37°C. Las células efectoras se
plaquearon con células T2 (relacion 4:1 E: APC) o células tumorales autdlogas irradiadas u otras lineas celulares
tumorales. Se afhadieron varios péptidos de prueba a los pocillos a 20 ug/ml. Pocillos de control negativo contenian
APCs y células T sin péptidos o con péptidos irrelevantes. Los pocillos de control positivo contenian células T mas
APC mas 20 yg/ml de fitohemaglutinina (PHA, Sigma). Todas las condiciones se realizaron por triplicado. Las placas
de microtitulacién se incubaron durante 20 horas a 37°C y luego se lavaron exhaustivamente con PBS/Tween al 0,05%
y 100 pl/pocillo de anticuerpo de deteccion biotinilado contra IFN-g humano (2 pg/ml; clon 7-B6-1; Mabtech) fue
afnadido. Las placas se incubaron durante 2 horas mas a 37°C y el desarrollo de la mancha se realizé segun lo descrito
(May et al. Clinical cancer research: an official journal of the American Association for Cancer Research. 2007; 13(15
Pt 1):4547-55.). Los numeros de punto se determinaron automaticamente con el uso de un analizador de imagenes
de video asistido por computadora con el software KS ELISPOT 4,0 (Carl Zeiss Vision).

[0100] Las células T restantes se expandieron mediante la adicion de medio fresco con IL-15 e IL-2 una vez a la
semana, hasta 7-8 semanas. En algunos casos, las células T restantes se volvieron a estimular con un tumor autélogo
a una relacion efector: objetivo de 9:1 durante una semana en las mismas condiciones que para la primera estimulacion
y la respuesta de las células T se midié mediante IFN-g ELISPOT como se describe.

Resultados

[0101] Unién selectiva a células tumorales WT1+ HLA-A0201+ y células T. El mAb de ESK1 de longitud completa
se une a un panel de lineas celulares de leucemia y lineas celulares de mesotelioma de forma restringida a WT1 y
HLA-A0201 (Dao et al., Supra). La especificidad de unién del anticuerpo biespecifico ESK, una construccion scFv, fue
probada. El ensayo de union ForteBio Octet® (Menlo Park, CA) mostré una Kq de 355 nM del anticuerpo biespecifico
de ESK. El anticuerpo biespecifico de ESK se uni6é a SET-2, una linea celular de AML doble positiva WT1 y HLA-
A0201, de manera dependiente de dosis, incluso a una concentracién de 0,1 pg/ml, pero no se unié a HL-60. un WT1
positivo, pero HLA-A0201 negativo, linea celular AML (FIG. 1A, 1B). No se observd una union positiva del anticuerpo
biespecifico de control a las células SET-2 o HL-60 en todas las concentraciones analizadas, lo que indica la
especificidad del anticuerpo biespecifico de ESK. Ambos anticuerpos biespecificos fueron capaces de unirse a las
células CD3T humanas purificadas, sin embargo (Fig 1C). Estos resultados demostraron bi-especificidad en que el
anticuerpo biespecifico ESK fue capaz de reconocer selectivamente las células tumorales que expresan WT1 y HLA-
A0201 y también las células T CD3 humanas.
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[0102] Activacion de células T y citotoxicidad contra células tumorales positivas a WT1 y HLA-A0201. Se ha
demostrado que la activacion de las células T por construcciones de anticuerpos biespecificos depende del contacto
proximal entre las células T y las células diana que expresan los antigenos diana. Esto es crucial para evitar la
respuesta inflamatoria no deseada causada por la activacion de las células T, ya que un brazo de la construccion de
anticuerpo biespecifico reconoce el complejo invariante de sefalizaciéon de CD3. En presencia de las células ESK-
biespecificos de anticuerpos y de destino SET-2, un IFN-dependiente de la dosis y se observo liberacion a las
concentraciones indicadas de anticuerpo biespecifico ESK (FIG. 1D). Las células T CD3 solas o incubadas con control
biespecifico de anticuerpos en presencia de células SET-2 mostraron un nivel indetectable de IFN-y y sus valores se
restaron de los valores del grupo de anticuerpos biespecificos de ESK.

[0103] Se evalud la potencia de la citotoxicidad de células T dirigida a anticuerpos biespecificos de ESK contra células
diana que co-expresan WT1 y HLA-A0201. Las células T en reposo purificadas se incubaron conjuntamente con
células diana con anticuerpo biespecifico ESK o de control diluido en serie durante 5 horas y se midié6 la lisis celular
mediante liberacion de ®'Cr. El anticuerpo biespecifico de ESK indujo de forma dependiente la citotoxicidad de las
células T contra la linea celular SET-2 de AML, pero no HL-60, que fue consistente con su especificidad de unién
mostrada en la FIG. 1 (FIG. 2A, 2B). Cuando el tiempo de co-incubacion se extendio a 16 h, la lisis de las células diana
se incrementod hasta el 90% y el 80% a 3 pug/mly 0,3 pg/ml de anticuerpos biespecificos ESK, respectivamente. Del
mismo modo, BV173 y los blastos de CML primaria (WT1+/HLA-A0201+) también fueron lisados por PBMC en
presencia de anticuerpo biespecifico ESK de una manera dependiente de dosis en una incubacién de 6 horas (FIG.
2C, 2D), y la matanza de BV173 fue evidente a 0,01 pug/ml del anticuerpo biespecifico ESK. La muerte relativamente
débil contra los blastos de CML podria deberse a un nivel mas bajo de expresion de HLA-A2 y unién a ESK en esta
muestra. El anticuerpo biespecifico de control no indujo ninguna citotoxicidad significativa, lo que indica que se requiere
la especificidad diana para la activacion de las células T.

[0104] Se abordé la capacidad del anticuerpo biespecifico de ESK para redirigir la citotoxicidad de las células T que
previamente se habian cebado repetidamente con un Ag diferente, como el EBV. El uso de tales células T podria
potencialmente evitar la enfermedad de injerto contra huésped (GVHD) en modelos animales de xenoinjerto, ya que
la especificidad antigénica de las células T deberia estar fuertemente sesgada hacia solo Ag de EBV. Se ensayo¢ la
potencia de la destruccion de células T mediante la titulacion de las relaciones efectoras: dianas (E:T) con anticuerpos
biespecificos de ESK a 0,1 ug/ml por liberacion de 5 h-51 Cr. Se observé una potente destruccion dependiente de la
dosis para el anticuerpo ESK biespecifico contra todas las células diana analizadas (FIG. 2E, 2F, 2G). Hubo casi 50%
de muertes con relaciones E:T mas altas y aproximadamente 25% de muertes con una relacion E:T tan baja como
1,6:1 para BV173 (FIG. 2E). La destruccion especifica se observé para las células diana JMN, en una relaciéon E:T de
3,13 (FIG. 2F). De manera similar, se encontré una fuerte citotoxicidad contra las células primarias del cancer de ovario
que oscilaba entre mas del 50% y el 20% de muertes en las diversas relaciones E:T (FIG. 2G). No hubo muerte en los
cultivos con células T solas, o con el anticuerpo biespecifico de control contra WT1+/HLA-A0201+ en la linea celular
de mesotelioma JMN, ALL BV173, y las células primarias de cancer de ovario (todas coexpresan WT1 y HLA-A0201).
Estos resultados demostraron que el anticuerpo biespecifico ESK puede redirigir especificamente la citotoxicidad
potente de las células T previamente activadas con una especificidad diferente a la WT1, para lisar las células
tumorales que son WT1 y HLA-A0201 positivas.

[0105] A continuacion, se investigd mas de cerca la activacion mediada por anticuerpos biespecificos de ESK y la
citotoxicidad de las células T en un entorno autodlogo, imitando la situaciéon humana in vivo. Las PBMC de un paciente
con cancer de ovario se estimularon con células tumorales autologas irradiadas en varias relaciones E:T segun se
indica, en presencia de 0,1 ug/ml de anticuerpo biespecifico ESK durante 7 dias. La citotoxicidad se midié mediante
la adicion de células autdlogas marcadas con 5'Cr en un cultivo de 6 horas el dia 8. Se observé un sacrificio
dependiente de la dosis en los cultivos con anticuerpo biespecifico de ESK, incluso a 100 PBMC al comienzo de la
estimulacion (FIG. 3A). No se observo ninguna matanza en todos los grupos de control. En paralelo, la proliferacion
de células T se midi6 por incorporacion de 3H-timidina al final del cultivo de ocho dias (FIG. 3B). Se observé una
proliferacién celular significativa solo en los cultivos con anticuerpo ESK biespecifico. Ninguna de las PBMC, ni las
células tumorales solas respondieron al anticuerpo especifico de ESK o bi-control. Ademas, los cocultivos de PBMC
con células tumorales autdlogas solas, o con el anticuerpo biespecifico de control no mostraron proliferacion de células
T, lo que sugiere que las células T son tolerantes a los Ags autotumorales. Juntos, estos datos demostraron que la
activacion especifica de las células T por el anticuerpo ESK biespecifico requeria la presencia de células tumorales y
que los anticuerpos biespecificos de ESK podrian obligar a las células T a superar la tolerancia propia. La capacidad
del anticuerpo biespecifico de ESK para inducir la proliferacién de células T autdlogas y la destruccion de sus células
cancerosas diana se ilustré en un segundo modelo autélogo de un paciente con AML (FIG. 16A-16D).

[0106] Terapia de la leucemia humana que expresa WT1/HLA-A0201 en ratones NSG. Se ensayo la eficacia
terapéutica in vivo de anticuerpos biespecificos de ESK en ratones NSG xenoinjertados intravenosamente 6 dias antes
con células BV173 Ph+ALL. En el momento del tratamiento, los ratones habian diseminado leucemia visible en el
higado, el bazo y la médula 6sea. Las células T fueron inyectadas por via intravenosa en ratones y seguidas de
anticuerpos biespecificos 4 horas mas tarde. Se observé una inhibicién dramatica del tumor, que fue especialmente
prominente en la médula ésea de ratones que recibieron anticuerpos biespecificos de ESK, a partir de los tres dias
posteriores al tratamiento y persistencia hasta 3 semanas (FIG. 4A). Por el contrario, todos los ratones en los grupos
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de control que incluyeron a los ratones recibieron células tumorales, tumor junto con células T, tumor con anticuerpo
biespecifico de ESK o células tumorales junto con células T y anticuerpo biespecifico de control mostraron un tumor
creciente. El crecimiento y la carga masiva de tumores en la médula 6sea y otros érganos (FIG. 4A). El promedio de
intensidad de fotones de cinco ratones mostré una reduccion del tumor de aproximadamente 10 veces en el grupo
tratado con anticuerpos biespecificos de ESK (FIG. 4B). Ninguna GVHD significativa se observo hasta 49 dias después
de la inoculacion de tumor (FIG. 4C). Los resultados demostraron que el anticuerpos biespecifico de ESK podria
participar de manera eficiente y dirigir una potente citotoxicidad de las células T para destruir las células diana BV173.

[0107] Se ensayo la eficacia terapéutica in vivo del anticuerpo biespecifico de ESK en ratones NSG xenoinjertados
por via intravenosa con células de ALL primarias. Las células T se inyectaron por via intravenosa en ratones, seguido
de una inyeccién de anticuerpo biespecifico ESK. Todos los ratones en los grupos de control mostraron un crecimiento
creciente del tumor y una carga masiva de tumores en la médula dsea y otros 6rganos. Se observé una inhibicion
tumoral selectiva de anticuerpos biespecificos dramaticos, que fue especialmente prominente en la médula 6sea de
los ratones, que persistio mas de 3 semanas, 9 dias después de la interrupcion del tratamiento (FIG. 4D). El promedio
de intensidad de fotones de cinco ratones mostré una reduccién del tumor de aproximadamente 10-20 veces en el
grupo tratado con anticuerpos biespecificos contra ESK que otros grupos de control (FIG. 4E). No se observé GVHD
significativa clinicamente hasta 49 dias después de la inoculacion del tumor.

[0108] Estos resultados demostraron que el anticuerpo biespecifico de ESK podria participar eficazmente y redirigir la
potente citotoxicidad de las células T para matar las células de la leucemia primaria. Como se esperaba, las células T
humanas especificas de EBV no mostraron una destruccién inespecifica y, por lo tanto, podrian usarse para abordar
la actividad de anticuerpos biespecificos en modelos de xenoinjerto. Este modelo sugirio, y se confirmé con un estudio
farmacocinético que la administracion dos veces a la semana de anticuerpos biespecificos ESK no era suficiente, ya
que su vida media era de solo unas pocas horas.

[0109] Dado que el anticuerpo biespecifico de ESK parece ser mas efectivo en el tratamiento de la leucemia de médula
6sea como se muestra en el modelo BV173, se investigé este efecto en un modelo SET-2 de células AML mas
agresivas. Las células SET-2 tienden a migrar a la médula 6sea rapidamente después del injerto. La dosis y el
programa se guiaron por estudios farmacocinéticos que mostraron una vida media beta plasmatica corta de 5 horas
del anticuerpo biespecifico ESK (FIG. 17A). La dosis de tratamiento se aumenté a la inyeccién diaria de anticuerpos
biespecificos durante un total de 6 dias consecutivos. Las células se administraron dos veces por semana. Los ratones
recibieron tratamiento a partir del dia 4 después de la inoculacién del tumor, cuando se confirmd el injerto de leucemia
por BLI (FIG. 5A, primera fila). Las células SET-2 crecen rapidamente en la médula ésea, y se observé una infiltracion
masiva de leucemia en la médula ésea de ratones que recibieron células SET-2 o SET-2 junto con las células T. Sin
embargo, no se observd leucemia detectable en el grupo tratado con anticuerpos especificos contra ESK hasta 14
dias y solo se observé una carga de leucemia minima hasta 18 dias después del dia 32, mas de una semana después
de que se suspendiera el tratamiento. La ganancia en la escala BLI se redujo uniformemente en todos los grupos para
las imagenes del dia 7 al 18, con el fin de mostrar niveles bajos de leucemia en el punto de tiempo pretratado. El grupo
de anticuerpos de control biespecifico mostré una carga de leucemia ligeramente retrasada al principio. Esto podria
deberse a la activacion de células T especificas de EBV por el brazo anti-CD3 del anticuerpo biespecifico de control,
que tenia una afinidad de unién mas fuerte para las células T que el anticuerpo biespecifico de ESK (FIG. 1C). Las
células T especificas para EBV ya se habian activado y expandido varias veces in vitro, haciéndolas mas susceptibles
a una fuerte estimulacién policlonal. Las células T activadas liberan citoquinas inflamatorias que podrian crear un
ambiente hostil para las células tumorales. Si bien todos los ratones en el grupo tratado con anticuerpos biespecificos
contra ESK todavia estaban vivos después de un mes, solo hubo un 20% de supervivencia en los grupos de ratones
tratados con células T solo o sin tratamiento (FIG. 5B). Los ratones en el grupo tratado con anticuerpos biespecificos
contra ESK no mostraron signos de paralisis del sistema nervioso central (SNC), causado por la infiltracion de leucemia
en la médula ésea vertebral hasta por 40 dias, mientras que casi todos los animales en el grupo control se vieron
afectados (FIG. 5C). Estos datos demostraron que el anticuerpo biespecifico ESK es un potente agente terapéutico
contra las células de leucemia agresivas en la médula 6sea.

[0110] EI anticuerpo biespecifico de ESK media la retencion de células T en los sitios tumorales. Si bien se
sabe que los anticuerpos biespecificos enganchan eficazmente a las células T para destruir objetivos in vitro, no se
han informado estudios in vivo que documenten el mecanismo in vivo. Se investigd si la eficacia terapéutica del
anticuerpos biespecificos de ESK fue el resultado de su capacidad para atraer la retenciéon de células T y la
persistencia en los sitios de leucemia en animales vivos. Diez millones de células T especificas de EBV transducidas
con Renilla/luciferasa se inyectaron en ratones NSG tres dias después de que las células de SET-2 AML positivas a
GEF/luciferasa se injertaron, y 4 horas mas tarde seguidas de una inyeccion de anticuerpos biespecificos. La migracion
de células T se control6 mediante imagenes de luminiscencia en el momento de la inyeccién de células T (0 h), 8 (es
decir, 4 h después de la inyeccidn de anticuerpos biespecificos), 24, 48 y 72 h. Las células T migraron a los pulmones
inmediatamente después de la inyeccion, luego se distribuyeron a otras partes, incluyendo el higado, el bazo y la
médula 6sea a las 8 horas (FIG. 6A). La sefal de las células T disminuyé gradualmente durante 72 horas. La inyeccion
de células T seguida de un anticuerpo biespecifico de control mostré un patrén de distribucion y un curso de tiempo
similares a los de las células T solas. Sin embargo, los ratones tratados con anticuerpos biespecificos de ESK
mostraron un aumento significativo en las sefiales de las células T en los pulmones y BM de 4 a 20 horas, que duré
hasta 72 horas. Las células disminuyeron sustancialmente en los pulmones, pero permanecieron en el higado, el bazo
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y la evacuacion intestinal. La cuantificacion de la intensidad de la bioluminiscencia mostré que 4 horas después de la
inyeccion de anticuerpo biespecifico ESK, habia aproximadamente tres veces mas acumulacion de células T en el
higado, el bazo y la médula 6sea en comparacion con los otros dos grupos de control (FIG. 6B). El seguimiento de la
progresion de la leucemia al mismo tiempo revel6 una correlacién inversa entre la retencion de células T y la carga de
leucemia (FIG. 6C). Estos resultados proporcionaron una fuerte evidencia in vivo de que anticuerpos biespecificos de
ESK podria mediar la retencion prolongada de las células T en los sitios de leucemia, y dirigi6 la citotoxicidad de las
células T a las células tumorales que expresaban WT1 y HLA-A0201.

[0111] Terapia de mesotelioma en ratones NSG. Habiendo demostrado la potente actividad terapéutica del
anticuerpo biespecifico de ESK en dos modelos de xenoinjerto de leucemia, se investigd la eficacia del anticuerpo
biespecifico de ESK en el tratamiento de tumores sodlidos agresivos utilizando un modelo i.p. para simular el
mesotelioma de la cavidad peritoneal. Las células de mesotelioma JTN WT1+/HLA-A0201+ se mezclaron con células
T especificas de EBV en una proporcion diana-efector de 1:2 y se inyectaron de forma i.p. en ratones NSG. Los
anticuerpos biespecificos se inyectaron i.v. una hora mas tarde y se repitieron durante 5 dias consecutivos. Las
imagenes de bioluminiscencia un dia después no mostraron ningun tumor visible en los ratones tratados con el
anticuerpo ESK biespecifico, mientras que los ratones en tres grupos de control mostraron una carga tumoral visible,
lo que sugiere que el anticuerpo biespecifico ESK habia eliminado las células tumorales (FIG. 7A). La supresion del
tumor por el anticuerpo biespecifico ESK persistié hasta el dia 23; 18 dias después de la interrupcién del tratamiento,
solo se observo una carga tumoral minima en los ratones. El promedio de la intensidad de bioluminiscencia de cinco
ratones por grupo mostré una supresion tumoral persistente y aproximadamente mas de 20 veces en el dia 23 (FIG.
7B).

[0112] Farmacocinética: para determinar la farmacocinética del anticuerpo biespecifico de ESK, se inyecto la
construccion marcada con 29| traza por via intravenosa en C57 BL6/J, o por via intraperitoneal en ratones BALB/c, y
se midio la radioactividad de la sangre durante 48-52 horas. El anticuerpo biespecifico inyectado por via intravenosa
se redistribuyd rapidamente de la sangre al tejido con una vida media alfa de 30 minutos, seguido de la depuracion
con una vida media beta de 5 horas. Después del suministro intraperitoneal, los niveles de anticuerpos biespecificos
aumentaron en la sangre, alcanzando un maximo de 3 horas después de la inyeccién. La construccion luego se aclaré
con la misma vida media beta. La exposicion total (area bajo la curva) de la inyeccién intravenosa fue mayor que con
la inyeccioén intraperitoneal. El patron de biodistribucion de los anticuerpos se determind utilizando las mismas
construcciones radiomarcadas. Después de 24 horas, se detecté <1% de dosis inyectada/gramo en todos los tejidos
(FIG. 17A, 17B).

[0113] EIl anticuerpo biespecifico de ESK indujo una respuesta secundaria de células Ts a un epitopo HER2 en el
contexto de HLA-A0201. El mecanismo de accién de los anticuerpos biespecificos se ha atribuido a su efecto directo
de unir las dianas de las células cancerosas y las células T para formar una sinapsis citolitica. Se investigé si dicho
contacto proximal podria activar directamente las células T preexistentes en la poblacion especifica para otros
antigenos tumorales expresados por las células tumorales autélogas para determinar si un anticuerpo biespecifico
podria ejercer un efecto vacunal utilizando el modelo in vitro autélogo de un paciente positivo HLA-A*02:01 con cancer
de ovario. Las PBMC del paciente se cultivaron conjuntamente con sus células tumorales autélogas en presencia de
un anticuerpo biespecifico ESK de dosis baja; una semana mas tarde, las respuestas de células T restringidas a HLA-
A*02:01 especificas de epitopo se evaluaron mediante el ensayo ELISPOT de IFN-g. Los grupos de control que
incluyen las células solas o con el anticuerpo biespecifico de control no mostraron ninguna liberaciéon especifica de
IFN-g. Las células tumorales del paciente expresaron tanto WT1 RMF como HER2-neu en su superficie celular (FIG.
18A-C). Sorprendentemente, se indujo una fuerte respuesta secundaria de células T contra el epitopo HER2-neu-369,
las células tumorales autdlogas solas y las células SET-2 AML, mucho después de que terminaran las interacciones
mediadas por ESK-bi(FIG. 19A-F). No se pudo medir ninguna respuesta en estas células autélogas contra 56 epitopos
derivados de WT1 combinados, epitopos de WT1 RMF, AILDF05 o LDF; epitopo derivado de p53 264-273; Prame-
300, Prame-435; El epitope EWings del sarcoma EW, MuC1-15, -16, y -18; o células HL60. Dado que SET-2 no
expresa HER2-neu, y las células T no reconocieron WT1 RMF, la respuesta de las células T contra SET-2 mostro el
reconocimiento de otros epitopos aun por definir que no son ni WT1 ni HER2-neu. Estos resultados demostraron
claramente que el anticuerpo biespecifico de ESK podria inducir respuestas de células T secundarias a multiples
antigenos tumorales, proporcionando asi un efecto vacunal inesperado.

[0114] En principio, una respuesta secundaria de células T deberia requerir APC profesionales entre las PBMC que
podrian captar y presentar los antigenos intracelulares liberados después de la muerte de las células tumorales.
Alternativamente, las células tumorales podrian activar directamente células T especificas de epitopos preexistentes
durante el contacto proximo entre las células T y el tumor. Para aclarar el mecanismo, se investigo si el efecto de la
vacuna podria ocurrir con células T purificadas y PBMC cargadas de células NK y células macrofagas (células T mas
B) frente a PBMC completas como células efectoras. Curiosamente, las células T solas como efectores todavia eran
capaces de responder a HER2-neu, células tumorales autélogas y células SET-2, en una magnitud similar a la
producida por las células T mas B (FIG. 19C) o PBMC completas (FIG. 19D). Para excluir la posibilidad de la
presentacion en células T de estos antigenos autocancer, las células T purificadas se cultivaron conjuntamente con
lisados de células tumorales autélogas, generadas por congelacion y descongelacion repetitiva, en presencia o
ausencia de anticuerpo biespecifico ESK. No se observé respuesta de células T contra el epitopo HER2-neu o las
células tumorales en este contexto (Figura 19D). Estos resultados demostraron que ni las APC profesionales ni los
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tumores epitdpicos se requerian para la respuesta secundaria de células Ts inducidas por anticuerpos biespecificos a
HER2-neu u otros epitopos presentes en células tumorales, por lo tanto, la presentacién cruzada no fue el mecanismo.

[0115] También se examiné si la presentacion de antigenos de células tumorales dependia de moléculas co-
estimuladoras. Mientras que los monocitos CD14+ de un donante sano mostraron una fuerte expresion de CD86, las
células de cancer de ovario tenian poca expresion de CD86. Los resultados indicaron que era improbable que una
molécula clave coestimuladora CD86 estuviera involucrada en la presentacién del antigeno de células tumorales (FIG.
20). No se detecto expresion de CD86 o ICOSL. La falta de moléculas coestimuladoras es una de las razones por las
que las células tumorales son células presentadoras de antigenos deficientes; sin embargo, ciertas citoquinas pueden
proporcionar sefales coestimulantes para cumplir con los requisitos para la activacién de células T especificas de
tumores. El anticuerpo biespecifico de ESK indujo la secrecion de IFN-gamma y TNF-alfa tanto por las PBMC como
por las células T (FIG. 19E-F).

[0116] Para ensayar si el anticuerpo biespecifico ESK tenia algun efecto a largo plazo sobre la poblacién de células
T, las células T se expandieron in vitro en dosis bajas de IL-15 e IL-2, después de la primera activacion por anticuerpo
biespecifico de ESK. Mientras que las células T en los grupos de control no sobrevivieron mas de una semana en el
cultivo, las células T activadas por anticuerpo biespecifico de ESK continuaron creciendo durante 2 meses, sin
activacion adicional. El analisis de fenotipo revelé que siete semanas después de la activaciéon por anticuerpo
biespecifico de ESK 'y tumor, las células T CD8 + aumentaron a 89% de la poblacién y las células T CD4* disminuyeron
a 6% (FIG. 21A-B). Curiosamente, entre las células CD8+/CCR7-, las células CD45RA-/CD45R0O+ aumentaron, lo que
indica un fenotipo de memoria efectora. Es importante que, incluso en este punto de tiempo tardio, estas células T
aun conservan su especificidad original a las células tumorales autélogas y las células de SET-2 AML (Figura 21C).
Estos resultados indicaron que el anticuerpo biespecifico de ESK podria inducir respuestas de células T CD8
secundarias especificas de larga duracion.

Discusion

[0117] La presente descripcion se refiere a la primera formacion de anticuerpo biespecifico derivado de un mAB de
tipo TCR. El anticuerpo biespecifico de ESK fue especifico para el epitopo de RMF WT1 presentado por la molécula
HLA-A0201. El anticuerpo ESK biespecifico mostré una potente actividad antitumoral contra multiples canceres,
incluidas las células de LLA, AML, mesotelioma y cancer de ovario primario, tanto in vitro como in vivo. El estudio
presentado aqui se distingue de los estudios anteriores, ya que: 1) el mAb es un mAb similar a TCR que permite el
reconocimiento de una diana intracelular especifica del tumor; 2) la densidad diana en las células tumorales es
extremadamente baja, lo que proporciona una prueba de concepto que podria abrir la aplicacion de anticuerpos
biespecificos a un universo de objetivos mucho mas grande; 3) se demostraron los mecanismos de la actividad del
anticuerpo biespecifico ESK in vivo con doble célula efectora simultanea y el rastreo de células diana (estudios previos
de anticuerpos biespecificos no lo han demostrado porque en la mayoria de los estudios en animales, las células T
efectoras y las células diana se mezclaron antes de la inyeccion; 4) utilizando un sistema autélogo, se demostré que
el anticuerpo biespecifico ESK podria romper la tolerancia de las células T para matar las células primarias del cancer
de ovario; 5) el anticuerpo biespecifico de ESK indujo respuestas de células T secundarias especificas de larga vida
contra otros antigenos tumorales, como HER2-neu. Ademas, las respuestas de las células T secundarias no estaban
mediadas por la presentacion cruzada efectuada por las APC clasicas, sino que se debié a la interaccién directa y
fisicamente cercana entre las células T y las células tumorales, fomentada por el anticuerpo biespecifico.

[0118] Todas las construcciones de anticuerpos biespecificos que se encuentran actualmente en el desarrollo de
proteinas de la superficie celular diana, como CD19, CD33, antigeno de membrana especifico de la prostata (PSMA)
o receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGF), que son antigenos de linaje o diferenciacién que se encuentran
en células normales. En contraste, la presente divulgacion demuestra por primera vez que una construccion de
anticuerpo biespecifico similar a TCR es capaz de reconocer un epitope de baja densidad de un complejo péptido/MHC
de una diana especifica de tumor. Esto argumenta en contra de la opinion tradicional de que un constructo de
anticuerpo biespecifico de scFv podria no ser adecuado para atacar un Ag de baja densidad porque la afinidad seria
demasiado baja o la capacidad de activar la citotoxicidad por las células T seria insuficiente. La presente divulgacion
demuestra por primera vez que una construccion de anticuerpo biespecifico imitador de TCR es capaz de una potente
actividad terapéutica en varios modelos de ratén tanto de tumores sélidos como hematopoyéticos, proporcionando la
prueba de concepto para ampliar enormemente el desarrollo de anticuerpos biespecificos dirigidos a otros antigenos
tumorales intracelulares especificos del cancer. Aunque se sabe a partir de ensayos in vitro que los anticuerpos
biespecificos ponen a las células T en contacto con las células cancerosas, tal mecanismo no se habia observado
previamente in vivo. La presente divulgacién proporciona la prueba de concepto para el desarrollo futuro de mAbs
biespecificos dirigidos a otros Ags de tumores intracelulares. Por lo tanto, el anticuerpo biespecifico de ESK descrito
aqui podria ampliar la aplicacién terapéutica de la plataforma.

[0119] En una realizacion, el anticuerpo biespecifico de ESK indujo actividad citotdxica rapida y potente in vitro contra
linfoides y leucemias mieloides, mesotelioma, y células de cancer de ovario primarias, co-expresion de WT1 y HLA-
A0201. La lisis de las células diana mediante células T en reposo o células T especificas de EBV se pudo detectar en
una co-incubacion de cinco horas, en comparacion con los estudios con otras construcciones de anticuerpos
biespecificos que mostraron una muerte de células T después de mas de 16 horas de cultivo. La actividad citolitica
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del anticuerpo biespecifico de ESK podria mejorarse ain mas por un periodo mas largo de incubacion, demostrado
por hasta el 80-90% de la destruccion lograda con las células de SET-2 AML. Esto compartié una caracteristica similar
con otros mAbs biespecificos de anticuerpos especificos para CD33 y CD19, lo que sugiere que el anticuerpo
biespecifico ESK se adhiere a las células T a objetivos de forma serial. La secrecion de IFN-g demostré ademas la
activacion de ceélulas T especificas de diana mediadas por anticuerpos biespecificos de ESK. Una observacion
importante con relevancia clinica es que el anticuerpo biespecifico de ESK podria activar de manera eficiente las
células T no manipuladas de un paciente con cancer de ovario para proliferar y matar las células tumorales autélogas,
lo que sugiere que la presencia de un anticuerpo biespecifico de ESK podria llevar a que células T superen la tolerancia
al auto-tumor Ags. Se sabe que la infiltracién de células T se observa con frecuencia en tumores solidos. El peso
molecular relativamente bajo del anticuerpo biespecifico permitiria una mejor penetracion en tumores sélidos del
anticuerpo biespecifico de ESK para activar células T anérgicas o que no responden para matar las células tumorales
circundantes.

[0120] La citotoxicidad in vitro de anticuerpo biespecifico ESK se evidencié in vivo también, como se muestra por su
actividad terapéutica notablemente potente contra PH1+ALL, AML y mesotelioma en modelos de xenoinjerto. En
ambos modelos de leucemia, la eliminacién de las células tumorales fue evidente, especialmente en la médula 6sea.
Ademas, el anticuerpo ESK biespecifico previno y retraso la paralisis del SNC, un rasgo caracteristico de la leucemia
causada por la infiltracién de la médula ésea vertebral.

[0121] La capacidad del anticuerpo biespecifico de ESK para matar las células de leucemia in vivo cuando se
inyectaron las células T por separado de las células tumorales (un horario no utilizado normalmente en los
experimentos de anticuerpos biespecificos preclinicos), plantearon preguntas sobre el mecanismo de actividad de
anticuerpos biespecificos in vivo. El estudio con células SET-2 planteé aun mas la cuestion de si el anticuerpo
biespecifico ESK recluta y retiene activamente los efectores de células T en el objetivo. Estas preguntas se abordaron
al rastrear simultaneamente células T efectoras y células SET-2 AML utilizando imagenes de bioluminiscencia dual.
Habia aproximadamente un aumento de tres veces en las células T en la médula ésea de los ratones tratados con
anticuerpo biespecifico de ESK. La retencién de células T estaba bien correlacionada con la reduccion del tumor. La
presente divulgacion proporciona evidencia directa in vivo de que el anticuerpo biespecifico de ESK podria
comprometer eficazmente las células T con dianas y matar las células tumorales in situ.

[0122] Se investigd la actividad terapéutica del anticuerpo biespecifico ESK en un modelo de tumor sélido con un
mesotelioma peritoneal humano en ratones NSG. El estudio PK mostré que la inyeccion i.v. del anticuerpo biespecifico
ESK dio un nivel mas alto en el torrente sanguineo que la inyeccién i.p., pero que la vida media plasmatica del
anticuerpo biespecifico fue caracteristicamente corta. Se observé una inhibicion rapida y dramatica de los tumores en
los ratones tratados, lo que sugiere que el anticuerpo biespecifico de ESK obtuvo un acceso rapido a las células
tumorales peritoneales. Los estudios de PK confirmaron las observaciones farmacocinéticas de otras construcciones
de anticuerpos biespecificos, lo que sugiere que la administracion continua de anticuerpos biespecificos contra ESK
puede ser necesaria para lograr la mejor eficacia terapéutica.

[0123] Similar a otras construcciones de anticuerpos biespecificos, una limitaciéon del anticuerpo biespecifico ESK es
también la falta de una region Fc natural que impida la interaccion con el receptor FcRn neonatal, que es necesario
para retrasar el aclaramiento de mAb y para sangre mas larga PK. Disefiar una forma bi-especifica de mAb con
especificidades de doble diana y mantener su arquitectura natural podria ofrecer una vida media mas larga y podria
mejorar significativamente su eficacia en la aplicacion clinica. Curiosamente, se observé que el mAb ESK1 de longitud
completa era mas eficaz para erradicar las células BV173 de la leucemia diseminada en pulmoén e higado en ratones,
mientras que el anticuerpo biespecifico de ESK parecia ser mas efectivo en la médula 6sea. Esto puede reflejar el
contenido y los tipos de efectores encontrados en diferentes 6rganos del cuerpo (p.ej., macréfagos en el higado y
células T en la sangre y la médula 6sea). Esta discrepancia también sugiere que las combinaciones de IgG de longitud
completa y las formas de anticuerpos biespecificos usadas juntas podrian proporcionar efectos aditivos, si se pudiera
determinar la dosis y el programa apropiados. El TCR terapéutico en el desarrollo de mAb es relativamente reciente y
hay muchas preguntas sin respuesta con respecto a sus posibles aplicaciones. El desarrollo de enfoques mAb
biespecificos para los mAb TCRm permitira ampliar su alcance para incluir no solo antigenos especificos de tumores,
sino también objetivos intracelulares y otros objetivos importantes de densidad ultra baja.

[0124] Los mecanismos de accion de anticuerpos biespecificos hasta la fecha se han atribuido a una interaccion
directa entre las células Ty la diana celular especificada por el mAb. Un descubrimiento intrigante fue que el anticuerpo
biespecifico de ESK para el epitopo RMF WT1 indujo una respuesta secundaria de células T altamente especifica
para otros antigenos del cancer (y no el objetivo WT1), como el epitopo HER2-neu 369, en un modelo autélogo de
cancer de ovario. Se demostré que dicho contacto proximo entre las células T y las células diana podria reactivarse
directamente (sin presentacién cruzada) o las células T anérgicas que existian en el paciente, para reaccionar con
otros antigenos del cancer. Sorprendentemente, se detecté una respuesta de células T especifica del epitopo HER2-
neu robusta y de larga duracién, asi como otras reactividades especificas del cancer. Hubo un aumento en las células
T CD8 con el fenotipo de la memoria efectora, lo que respaldd aun mas la observacion de nuevas respuestas de
células T especificas de epitopo, porque las células T CD8 deben haberse activado para proliferar en respuesta a los
epitopos restringidos HLA-A*02:01. La magnitud y la duracién de la activacion unica del anticuerpo biespecifico ESK
fue muy superior a la respuesta de células T especifica del epitopo inducida por el péptido tradicional/APC
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generalmente observada (Dao et al., Supra). De manera interesante, el anticuerpo biespecifico de ESK no indujo
respuestas de células T contra el epitopo objetivo original WT1-RMF, a pesar de que el paciente tenia células T
reactivas a WT1 en su circulaciéon como consecuencia de una terapia celular adaptativa previa. Estos hallazgos fueron
consistentes con la hipotesis de que el anticuerpo biespecifico estd acercando los TCR de las células T a la célula
tumoral para reconocer nuevos epitopos de MHC/péptido directamente en el tumor y que la unién del anticuerpo
biespecifico de ESK a su péptido/epitopo MHC durante esta fase de estimulacion de células T esta bloqueando
cualquier reconocimiento del epitope RMF/A0201 del TCR cognado de las células T.

[0125] La expansion de células T contra diversos antigenos tumorales no presentes en la vacuna original se ha
detectado en pacientes que recibieron vacunas o infusiones de células T y se ha asociado con respuestas clinicas;
este fendbmeno se conoce como "propagacion de epitopos”, y se cree que esta mediado por la presentaciéon cruzada
mediante el procesamiento de APC de las células tumorales apoptéticas (Corbiere, V. et al. Cancer Res. 71 (4), 1253-
1262 (2011)). Se ha informado un efecto de la vacuna de mAb a CD20; el efecto también parece estar mediado por la
opsonizacién mediada por anticuerpos de las células diana en APC (Hilchey et al. Blood 113 (16), 3809-3812 (2009)).

[0126] El descubrimiento descrito en la presente de un nuevo mecanismo de accién para un mAb biespecifico puede
tener particularmente importantes implicaciones para la terapia futura, como la infiltracién de células T en los tumores
solidos se correlaciona con respuestas clinicas. Con su bajo peso molecular, los anticuerpos biespecificos podrian
penetrar en los tumores sdlidos para activar las células T anérgicas o que no responden para destruir las células
tumorales que expresan no solo la diana antigénica conocida del anticuerpo biespecifico, sino también otros antigenos
tumorales especificos no definidos. La expansion clonal de células T citotdxicas mediada por anticuerpos biespecificos
para una variedad de nuevos epitopos deberia contribuir en gran medida a su eficacia terapéutica a largo plazo al
prevenir el escape de variantes de células cancerosas o células de baja densidad de antigenos, asi como a promover
la inmunidad de larga duracion. Ademas, el efecto de la vacuna podria usarse para la expansion ex vivo antes de la
terapia de células T adoptiva especifica.
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<400> 27

Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser
1 5

<210> 28

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 28

Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro Leu Thr
1 5

<210> 29

<211>33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledtido sintético

<400> 29
cgggcaagtc agagcattag cagctattta aat 33

<210> 30

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledtido sintético

<400> 30
gctgcatcca gtttgcaaag t 21

<210> 31

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledtido sintético

<400> 31
caacagagtt acagtacccc tctcact 27

<210> 32
<211> 121

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 32

57
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Gln Val

Thr

Leu

Ala

Sar

Leu
50

Trp

Val
&5

Ser

Gln Phe

Tyr

Tyr

Gln Gly

<210> 33

<211> 363
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

Gln Leu

Ser

Ala
35

Gly
Val Lys
Lau

Ser

Ala
100

Cys

Thr
115

Met

<223> Polinucledtido sintético

<400> 33

caggtacagc
acctgtgeca
cagtccccat
aatgattatg
cagttcotoce
agaggteget

tca

<210> 34

<211> 108
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

tgcagcagte
tetoegggga
cgagaggoct
cagtatctgt
tgoagctgaa

taggggatge

<223> Polipéptido sintético

Gln

Thr

Thr

Ser

Gln
85

Val

ES 2742224 T3

Gln Ser

Ala

Cys

Trp Ile

Gly

Ile

ATg

Pro Gly

10

Ser Gly

Gln Sar

40

Tyr Tyr

35

Arg Ile

70

Asn
Gly

Arg

Thr Val

Gly

Thr

Ser

Ser

Ser Lys

Ile

Asn

Thr
a0

Val

Gly
105

Asp

Ser

120

aggtccagga
cagtgteteot
tgagtggctg
gaaaagtoga
ctotgtgact

ttttgatate

ctggtgaago
agcaacagtg
ggaaggacat
ataaccatca
cocgaggaca

tggggccaag

58

Val

Asp Ser

Pro Ser

Trp Tyr

&0

Pro
75

Asp

Pro Glu

Ala FPhe

cotogoagac
ctgettggaa
actacgggtc
acccagacac
cggotgtgta

ggacaatggt

Lys

Val

Asn

Thr

Asp

Asp

S5er
15

Fro

Ser Ser

Gly Leu

Asp Tyr

Ser Lys

Thr Ala

95

Ile
110

Trp

cctctecacte
ctggatcagyg
caagtggtat
atccaagaac
ttactgtgca

cacogtotet

Gln

Asn

Glu

Ala

Asn

80

Val

Gly

60
120
180
240
200
360

363
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<400> 34

Asp

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

<210> 35
<211> 324
<212> ADN

Ile Gln

Arg Val

Asn Trp
35

Ala Ala

50

Gly Ser

Asp Phe

Phe Gly

<213> Secuencia artificial

<220>

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly
100

<223> Polinucledtido sintético

<400> 35

gacatoccaga
atcacttgec
gggaaagooe
aggttcagtg
gaagattttg

gggaccaaag

<210> 36
<211> 250
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 36

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr
B85

Gly

tgacccagte
gggcaagtca
ctaagcteoet
gcoagtggatc
caacttacta

tggatatcaa

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

tecatecteo
gagcattago
gatctatget
tgggacagat

ctgtcaacag

acgt

ES 2742224 T3

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

108

59

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

a0

Ila

ctgtctgoat
agctatttaa
gcatcocagtte

ttcactctca

agttacagta

Leu

Gln

Ala

Ile
75

Bar

Ser Ala

Ser Ile

FPro Lys
45

Ser Arg
&0

Ser Ser

Tyr Ser

Lys Arg

ctgtaggaga
attggtatea
tgcaaagtgyg
ccatcagcag

ceccctetecac

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Thr

val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Leu

cagagtcaco

gcagaaacca

ggteocoatea

tctgcaacct

tttcggogga

&0

120

180

240

300

324
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Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Gly

Gln

145

Asn

Glu

Ala

Asn

Val

225

Gly

Ile

Asn

Ala

50

Gly

Asp

Fhe

Gly

Gln
130

Thr

Ser

Tzp

Val

Gln
210

Tyr

Gln

Gln

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Ser
115

Val

Leu

Ala

Leu

Ser

135

Phe

Gly

Met

Thr

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

100

Gly

Gln

Ser

Ala

Gly

180

val

Ser

Cys

Thr

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Gly

Gly

Leu

Leau

Trp

165

Arg

Lys

Leu

Ala

Mat
245

Gln

Thr

Gln

Asp

T0

Tyr

Thr

Gly

Gln

Thr

150

Asn

Thr

Ser

Gln

230

Val

ES 2742224 T3

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Lys

Gly

Gln

135

Cys

Trp

Tyr

Arg

Leau

215

Gly

Thr

Fro

Pro

40

Ser

The

Cys

Val

Ser
120

Ala

Ile

Tyr

Ile

200

Asn

Arg

Val

Ser

Ala

Gly

Gly

Leu

Gln

Asp

105

Gly

Gly

Ile

Arg

Gly

185

Thr

Ser

Leu

Sar

60

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Gly

Pro

Ser

Gln

170

Ser

Ile

Val

Gly

Sar
250

Gln

Ala

Pro

Tle

75

Ser

Lys

Gly

Gly

Gly

155

Ser

Lys

Asn

Thr

235

Ser

Ser

Pro

Ser

€0

Ser

Tyr

Gly

Leu

140

Asp

Pro

Trp

Pro

Pro

220

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ser

Sar
125

Val

Ser

Ser

Tyr

Asp

205

Glu

Fhe

Ser

Ser

Lau

Fhe

Thr

Arg

110

Lau

Lys

Val

Arg

Asn

1%0

Thr

Asp

Asp

Val

Ser

Lau

Ser

Gln

Pro

L

Gly

Glu

Pro

Ser

Gly

175

Asp

Ser

Thr

Ile

Gly

Tyr

Ila

Gly

Pro

80

Leu

Gly

Ser

Ser

160

Leu

Tyr

Lys

Ala

240
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<210> 37

<211> 750
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polinucledtido sintético

<400> 37

gacatoccaga
atcacttgcc
gggaaagcee
aggttocagtyg
gaagattttg
gggaccasaag
ggtggtggtyg
gtgaageccet
aacagtgctg
aggacatact

accatcaacc

gaggacacgg

ggocaaggga

<210> 38
<211>10
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

tgacccagte
gggcaagtca
ctaagctoct
gocagtggatc
caacttacta
tggatatcaa
gatcoctoga
cgcagacoct
cttggaactg

acgggtcoaa

cCagacacatc

ctgtgtatta

caatggtcac

<223> Polipéptido sintético

<400> 38

<210> 39
<211>17
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2742224 T3

toccatecteo
gagcattagec
gatctatget
tgggacagat
ctgtcaacag
acgttctaga
gatggcccag
ctecactcaceo
gatcaggcag

gtggtataat

caagaaccag

ctgtgoaaga

cgtetettea

ctgtotgeoat
agctatttaa
goatccagtt
ttcactctca
agttacagta
ggtggrtggtg
gtacagectge
tgtgccatct
tcococccatoga
gattatgeag

tteteocetge

ggtegettag

ctgtaggaga
attggtatca
tgocaaagtgyg
ccatcagcag
cccotocteac
gtagcggogyg
agcagtoagyg
coggggacag

gaggccttga

tateotgtgaa

agctgaacto

gggatgottt

cagagtcacc
gocagaaacca
ggteoccatca
toctgoaacct
tttoggogga
cggeggetot
tocaggactg
tgtetectage
gtggctagga
aagtocgaata

tgtgactcoc

tgatateotgg

Gly Tyr Ser Phe Thr Asn Fhe Trp Ile Ser
10

1

<223> Polipéptido sintético

<400> 39

5

61

60
120
180
240
300
360
420
480
540
&00

660

720

750
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ES 2742 224 T3

Arg Val Asp Pro Gly Tyr Ser Tyr Ser Thr Tyr Ser Pro Ser Phe Gln

1 5 10

Gly

<210> 40

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 40

Val Gln Tyr Ser Gly Tyr Tyr Asp Trp Phe Asp Pro
1 5 10

<210> 41

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledtido sintético

<400> 41
ggatacagct tcaccaactt ctggatcagc 30

<210> 42

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledtido sintético

<400> 42
agggttgatc ctggctactc ttatagcacc tacagcccgt ccttccaagg ¢ 51

<210> 43

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledtido sintético

<400> 43
gtacaatata gtggctacta tgactggttc gacccc 36

<210> 44
<211>13

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 44

62
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ES 2742 224 T3

Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ser Asn Thr Val Asn

1 5

<210> 45

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 45

10

Ser Asn Asn Gln Arg Pro Ser

1

<210> 46

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 46

5

Ala Ala Trp Asp Asp Ser Leu Asn Gly Trp Val

<210> 47

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledtido sintético

<400> 47
tctggaagca gctccaacat cggaagtaat actgtaaac 39

<210> 48

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledtido sintético

<400> 48
agtaataatc agcggccctc a 21

<210> 49

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledtido sintético

<400> 49
gcagcatggg atgacagcct gaatggttgg gtg 33

63

10
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<210> 50
<211>121
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 50

Gln
1

Ser

Trp

Gly

Gln

65

Leu

Rla

Gln

<210> 51
<211> 363
<212> ADN

Met

Ile

Arg

50

Gly

Gln

Gly

Gln

Arg

Ser

a5

val

His

Trp

Val

Thr
115

<213> Secuencia artificial

<220>

Lau

Ile
20

Tep

Asp

Val

Asn

Gln

100

Leu

<223> Polinucledtido sintético

<400> 51

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser
85

Tyr

val

ES 2742224 T3

Gln

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Ser

Thr

Ser

Lys

Gln

Tyr

58

Ser

Lys

Gly

Val

Gly

Gly

Met

40

Ser

Ala

Ala

Tyr

Ser
120

64

Ala

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Ser

Tyr
105

Ser

Glu

10

Gly

Gly

Sar

Lys

Asp

Asp

Val

Tyr

Lys

Ser
75

Trp

Lys

Ser

Gly

Tyr

&0

Thr

Ala

FPhe

Glu

Fhe

Leu

45

Sar

Ser

Mat

Asp

Pro

Thr

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Pro
110

Tzp

Sar

Tyr

Trp

Glu

Fhe

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly
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cagatgcageo
tococtgtaagg
coogggaaag
agoccgtoot
ctgcagtgga

tatagtgget

tca

<210> 52

<211> 111
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

tggtgcagte
gttoctggata
goctggagty
toccaaggoca
acagcctgaa

actatgactyg

<223> Polipéptido sintético

<400> 52

Gln
1

Ala

Arg Val

Thr Val

Ile Tyr

50

Gly
65

Ser
Glu

Sar

Asn Gly

<210> 53

<211> 333
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

Val vVal

Ile
20

Thr

Asn
35

Trp

Ser Asn

Ser

Lys

Agp Glu

Thr

Ser

Tyr

Asn

Gly

Ala

ES 2742224 T3

cggagcagag
cagcttcocacco
gatggggagy
cgtcaccatc
ggoctaggac

gttogaceoo

Gln Pro

Cys Ser

Gln Gln

Gln
55

Thr
T0

Ser

Asp Tyr

85

Val
100

Trp

<223> Polinucledtido sintético

<400> 53

Fhe

Gly

gtgaaagagec
aacttctgga
gttgatcctyg
tcagctgaca
accgccatgt

tggggccagyg

Pro Ser

Ser
25

Gly

Val
40

Fro

Pro Ser

Ala Ser

Tyr

Cys

Thr
105

Gly

65

ccggggagte
tcagotgggt
gotactectta
agtctaccag
attactgtge

gaaccotggt

Ala
10

Ser

Ser Ser

Gly Thr

Gly Val

Ala
75

Ala
90

Rla

Lys Leu

Gly

Asn

Ala

Fro

60

Ile

Trp

tctgaggatc
gogocagatg
tagcacctac
cactgoctac

gagagtacaa

cacegtetes

Thr Pro

Ile

Gly

Pro
45

Lys

Asp Arg

Ser Gly

Asp Asp

Val Leu

110

Gly
15

Sar

Lau

Phe

Eer
95

Gly

60
120
180
240
300
360

363

Gln

Asn

Ser

Gln
80

Leu
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caggctgtgg
tottgttotg
cocaggaacgy
gaccgattct
tctgaggatyg

ttcggoggag

<210> 54

<211> 253
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

tgactcagco
gaagoagaoto
coccoccaaact
ctggctccaa
aggcotgatta

ggaccaagct

<223> Polipéptido sintético

<400> 54

EFln Ala
1

Arg Val

Thr Val

Val

Thr

Asn

Val
5

20

35

Ila Tyr
50

Ser

Thr

Ile Ser

Trp Tyr

Asn Asn

ES 2742 224 T3

accctcagog
caacatogga
coctocatctat
gtctggcace
ttactgtgea

gaccgtocta

GZln Fro

Cys Ser

Gln Gln

Gln Arg

35

tctgggacee
agtaatactg
agtaataatec
tcagoctece
goatgggatg
ggt

Fro Ser

ccgggcagag
taaactggta
agocggoccto
tggoccatcag

acagectgaa

10

Gly Ser
25

Val Pro
40

Pro Ser

66

Gly Val

&0

ggtcaccatc
ccagoaggte
aggggtcoct
tgggctcocag

tggttgggtyg

Ala Ser Gly Thr Fro

Ser Ser Asn Ile Gly

30

Gly Thr Ala Pro Lys

45

Pro Asp Arg

&0
120
180
240
300
333
Gly Gln
15
Ser Asn
Leun Leu
Pha Sar
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Gly

Ser

Asn

Arg

Leu

Glu

145

Phe

Leu

Ser

Ser

Met

225

Asp

<210> 55
<211> 759
<212> ADN

Sar

Glu

Gly

Gly

Glu

130

Pro

Thr

Glu

Pro

Thr

210

Tyr

Fro

Lys

Asp

Trp

Gly

115

Met

Gly

Asn

Trp

Ser

135

Ala

Tyr

Trp

<213> Secuencia artificial

<220>

Sar

Glu

Val

100

Gly

Ala

Glu

Phe

Met

180

Phe

Tyr

Cys

Gly

<223> Polinucledtido sintético

<400> 55

caggctgtgg tgactcagec acccteocageg totgggacce cogggoagag ggtcaccatce

tettgttotg gaageoagete caacatcgga agtaatactg taaactggta ccagocaggtce

Gly

Ala

85

Phe

Gly

Gln

Sar

Trp

165

Gly

Gln

Lau

Ala

Gln
245

ES 2742 224 T3

Thr

70

Asp

Gly

Ser

Met

Lau

150

Ile

Arg

Gly

Gln

Arg

230

Gly

Ser

Tyr

Gly

Gly

Gln

135

Arg

Ser

Val

His

Trp

215

Val

Thr

Ala

Tyr

Gly

Gly

120

Leu

Ile

Trp

Asp

Val

200

Asn

Gln

Leu

67

Ser

Cys

Thr

105

Gly

Val

Sar

Val

Pro

185

Thr

Ser

Tyr

val

Lau

20

Lys

Gly

Gln

Cysa

Arg

170

Gly

Ile

Leau

Ser

Thr
250

Ala

75

Leu

Ser

Ser

Lys=

155

Gln

Tyr

Ser

Lys

Gly

235

val

Ila

Trp

Thr

Gly

Gly

140

Gly

Ser

Ala

Ala

220

Tyr

Ser

Ser

Val

Gly

125

Ala

Ser

Pro

Tyr

Asp

205

Ser

Tyr

Ser

Gly

Asp

Leu

110

Gly

Glu

Gly

Gly

Ser

190

Lys

Asp

Asp

Leu

Ser

a5

Gly

Gly

Val

Tyr

Lys

175

Thr

Ser

Thr

Trp

Gln

BO

Leu

Ser

Ser

Lys

Sar

160

Gly

Tyr

Thr

Ala

Phe
240

120
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ES 2742 224 T3

ccaggaacgg ccocccaaact ccoteatctat agtaataatc agoggeooccte aggggtocct 180
gaccgattcot ctggotccaa gtotggeacce tcagectocce tggocatcag tgggoetccag 240
totgaggatg aggctgatta ttactgtgeca gecatgggatg acagoctgaa tgogttgggtg 300
ttcggeggag ggaccaaget gacegtocta ggtteoctagag gtggtggtgg tagoggogge 360
ggcggetectg gtggtggtgg atcecectogag atggoccaga tgcagcetggt gcagtococgga 420
goagaggtga aagagoccogg ggagtotctg aggatcteoet ghtaagggtte tggatacage 480
ttcaccaact toctggatcag ctgggtgoge cagatgocog ggaaaggoct ggagtggatg 540
gggagggttg atcctggeta ctettatage acctacagec cgtocttoca aggocacgto 600
accatctecag ctgacaagtec taccagcact geoctacctge agtggaacag cectgaaggeoe 660
tcggacaccg ccatgtatta ctgtgcocgaga gtacaatata gtggeotacta tgactggtte 720
gaccoctggg gocagggaac cotggtocace gtcteoctea 759

<210> 56

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 56

Gly Tyr Asn Phe Ser Asn Lys Trp Ile Gly
1 5 10

<210> 57

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 57
Ile Ile Tyr Pro Gly Tyr Ser Asp Ile Thr Tyr Ser Pro Ser Phe Gln
1 5 10 15
Gly

<210> 58

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 58

His Thr Ala Leu Ala Gly FPhe Asp Tyr
1 5

68
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ES 2742 224 T3

<210> 59

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledtido sintético

<400> 59
ggctacaact ttagcaacaa gtggatcggc 30

<210> 60

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledtido sintético

<400> 60
atcatctatc ccggttactc ggacatcacc tacagcccgt ccttccaagg ¢ 51

<210> 61

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledtido sintético

<400> 61
cacacagctt tggccggctt tgactac 27

<210> 62

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 62

Arg Ala Ser Gln Asn Ile Asn Lys Trp Leu Ala

1 5 10

<210> 63

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 63
Lys Ala Ser Ser Leu Glu Ser
1 5

<210> 64

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

69
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<223> Polipéptido sintético

<400> 64

Gln Gln Tyr Asn Ser Tyr Ala Thr

1

<210> 65

<211>33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledtido sintético

<400> 65
cgggccagtc agaatatcaa taagtggctg gec 33

<210> 66

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledtido sintético

<400> 66
aaggcgtcta gtttagaaag t 21

<210> 67

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledtido sintético

<400> 67
caacaatata atagttatgc gacg 24

<210> 68

<211>118

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 68

ES 2742 224 T3
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Gln vVal

Ser

Leu

Trp Ile

Gln

Lys

Gly

Leu Val

Ile Ser

20

Trp Val

35

Ile
50

Ala

Gln
65

Gly
His

Leu

Val Arg

Leu Val

Ile

Trp

His

Thr

Tyr Pro

Val

Thr

Ser
as

His

Thr Ala

100

Val Ser

115

<210> 69

<211> 354
<212> ADN
<213> Secuencia artificia

<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 69

caggtgcagc
tectgtaagg
cccgggagag
agccegteoot
ctgoactgge

gctttggoeg

<210>70

<211> 107
<212> PRT
<213> Secuencia artificia

<220>

tggtgcagte
gttectggcta
gcectggagtg
tccaaggecg
acageoctgaa

gctttgacta

<223> Polipéptido sintético

<400> 70

ES 2742 224 T3

Gln Ser

Cys

Lys

Arg Gln

Gly

Gly

Leu

Ala

Ser
25

Fro

40

Gly Tyr

55

Ile
70

Ser

Leu Lys

Leu Ala

Ser

tggagcagag
caactttagc
gatagcaatc
cgtcaccate
ggoctoggac

ctggggecctg

Ser

Ala

Ala

Gly

Asp

Asp

Ser

FPhe
105

Glu

10

Gly

Gly

Ile

Thr

Asp

90

Asp

gtgaaaaagc

aacaagtgga

atctatccog

tocogoogaca

acogecatgt

ggcaccctgg

71

Val

Tyr

Thr

Ser

75

Thr

Tyr

ccggagagtc
toggetgggt
gttactogga
cgtccattaa
attattgtgt

tocacogteto

Lys

Asn

Gly

Tyr

&0

Ile

Ala

Trp

Lys

Phe

Leu

45

Ser

Asn

Met

Gly

Pro

Ser

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Leu
110

Gly

15

Asn

Trp

Ser

Ala

Ty

85

Gly

tctgaagate

gcgccaattg

catcacctac

cacegeetac

gogacacaca

ctca

Glu

Lys

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Thr

60

120

180

240

300

354
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Azp Ile

Asp

Arg

Leu Ala

Gln

Val

Trp

Met Thr

Thr Ile

20

Tyr Gln

35

Tyr Lys

50

Ser

65

Gly
Asp

Asp

Phe Gly

<210> 71

<211> 321
<212> ADN
<213> Secuencia artificia

<220>

Ala

Sar

Phe

Gln

Ser Ser

Thr

Gly

Thr
85

Ala

Gly Thr

100

<223> Polinucledtido sintético

<400> 71

gacatccaga
atcacttgecc
gggaaagcco
aggttcageg

gatgattttg

accaaggtgg

<210> 72

<211> 246
<212> PRT
<213> Secuencia artificia

<220>

tgaccecagte
gggccagtca
ctcagoctoct
gcagtggatc
caacttatta

aaatcaaacg

<223> Polipéptido sintético

<400> 72

ES 2742 224 T3

Gln Ser

Thr

Cys

Gln

Pro

Arg

Pro

Thr
10

Ser

Ala Ser

25

Gly Lys

40

Glu
55

Leu

Glu
70

Tyr

Tyr Tyr

Lys Val

tocctteocace
gaatatcaat
gatctataag
tgggacagaa
ctgccaacaa

t

Ser

Thr

Cys

Glu

Gly Vval

Leu Thr

Gln Gln

20

Ile
105

Lys

ctgtctgeat
aagtggctgg

gogtctagtt

tacactctca

tataatagtt

72

Leu Ser

Gln Asn

Ala Pro

Ala

Ile

Gln

Val
15

Sar

Asn
30

Lys

Leu Leu

45

Ser
&0

Pro

Ile
75

Ser

Tyr Asn

ctgtaggaga
cctggtatca
tagaaagtgg
ccatcagcag

atgcgacgtt

Arg

Sar

Ser

Phe Ser

Gln

Leu

Ala
95

Tyvr

cagagtcaca
gcagagacca
ggtocccatct

cctgeoagect

cggccaaggyg

Gly

Irp

Ile

Gly

Pro

BO

Thr

60

120

130

240

300

321
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Tyr

Sar

63

Asp

Fhe

Gly

Gln

Sar
145

Trp

Gln

Val
225

Ile

Ala

Lys

50

Gly

Asp

Gly

val

130

Ile

Ile

Gly

His

210

val

Gln

Val

s

Ala

Sar

Fha

Gln

Gly

115

Gln

Lya

Gly

Ile

195

Trp

His

The

Mat

Thr
20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

100

Gly

Leu

Ile

Trp

Tyr

180

Val

Hism

Thr

Val

Ila

Gln

Ser

Thr

ES

Thr

Gly

val

Ser

Val

165

Ser

Rla

Sar

ES 2742224 T3

Gln

Thr

Gln

Glu

70

Lysa

Gly

Gln

Cya

150

Gly

Ile

Leau
230

Ser

Cys

Arg

Glu

Tyr

Tyr

Val

Ser
135

Lys

Gln

Tyr

Lys
215

Ala

Pro

Azg

Pro

40

Sar

Thr

Cys

Glu

Gly

120

Gly

Gly

Leau

Ser

Ala

200

Ala

Gly

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Gln

Ile

105

Gly

Ala

Pro

Asp

185

AsE

Sar

Phe

245

73

Thr

10

Sar

Lys

Val

Thr

Gln
90

Lys

Gly

Glu

Gly

Gly

Ile

Thr

Asp

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Gly

Val

Tyr

135

Thr

Ser

Thr

Tyr
235

Ser

Asn

Pro

Ser

Sar

Sar

Sar

Lys

140

Gly

Tyre

Ila

Ala

220

Trp

Ala

Ile

Gln
45

Arg

Sear

Sar

125

Lys

Phe

Laau

Eer

Asn

205

Gly

Asn
3o

Leu

Phe

Tyr

Gly

110

Glu

Pro

Ser

Glu

Pro
130

Val

15

Lys

Leu

Sar

Gln

Ala

95

Gly

Mat

Gly

Trp
175

Ser

Gly

Gly

TIp

Ile

Gly

Pro

80

Gly

Ala

Glu

Lya

160

Ila

Phe

Thr
240
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<210>73

<211>738
<212> ADN
<213> Secuencia artificia

<220>

<223> Polinucledtido sintético

<400> 73

gacatccaga
atcacttgoc
gggaaagccc
aggttcageg
gatgattttyg
accaaggtgg
ggtggtggat
aagcccggag
tggatcggct
cccggttact
gacacgtoca

atgtattatt

ctggtcaccg

<210> 74
<211>10
<212> PRT
<213> Secuencia artificia

<220>

tgaccecagte
gggcoccagtoa
ctecagcteoct
gcagtggate
caacttatta
aaatcaaacg
ccctogagat
agtetetgaa
gggtgegeca
cggacatcac
ttaacaccge

gtgtgcgaca

tcteecteca

<223> Polipéptido sintético

<400> 74

<210>75
<211> 17
<212> PRT
<213> Secuencia artificia

<220>

ES 2742 224 T3

tececttecace
gaatatcaat
gatctataag
tgggacagaa
ctgeocaacaa
ttctagaggt
ggooccaggtg
gatetoctgt
attgooocggg
ctacagcccg
ctacctgeoac

cacagctttg

ctgtetgeat
aagtggotgg
gogtctagtt
tacactcteca
tataatagtt
ggtggtggta
cagctggtge
aagggttetg
agaggoctgg
tecttocaag
tggcacagec

gocggotttg

ctgtaggaga
coctggtatea
tagaaagtgg
ccatcagecag
atgegacgtt
goggcggcgg
agtctggage
gotacaactt
agtggatagoc
gecegogtcac
tgaaggeocteo

actactgggg

cagagtcaca
goagagaccoa
ggtcccatct
cctgeoagoct
cggccaaggg
cggctctggt
agaggtgaaa
tagcaacaag
aatcatctat
catctcocegee
ggacaccgcc

cctgggoace

Gly Phe Thr Phe Asp Asp Tyr Gly Met Ser

1

<223> Polipéptido sintético

<400> 75

5

74

10

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
T20

738
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ES 2742 224 T3

Gly Ile Asn Trp Asn Gly Gly Ser Thr Gly Tyr Ala Asp Ser Val Arg

1 5

Gly

<210>76

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 76

10

15

Glu Arg Gly Tyr Gly Tyr His Asp Pro His Asp Tyr

1 5

<210> 77

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledtido sintético

<400> 77
gggttcacct ttgatgatta tggcatgage 30

<210>78

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledtido sintético

<400> 78
ggtattaatt ggaatggtgg tagcacaggt tatgcagact ctgtgagggg c 51

<210>79

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledtido sintético

<400> 79
gagcgtggct acgggtacca tgatccccat gactac 36

<210> 80

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 80

Gly Arg Asn Asn Ile Gly Ser Lys Ser Val His

1 5

75

10

10
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<210> 81

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 81

Asp Asp Ser Asp Arg Pro Ser

1

<210> 82

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 82

Gln Val Trp Asp Ser Ser Ser Asp His Val Val

1

<210> 83

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledtido sintético

<400> 83
gggagaaaca acattggaag taaaagtgtg cac 33

<210> 84

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledtido sintético

<400> 84
gatgatagcg accggccctc a 21

<210> 85

<211>33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledtido sintético

<400> 85
caggtgtggg atagtagtag tgatcatgtg gta 33

<210> 86

<211> 121

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

ES 2742 224 T3

5

76

5
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<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 86

Glu
1

Ser Leu

Gly

Met

Gly
50

Ser

Gly

Leu Gln

Ala Arg

Gln Gly

Val Gln

Arg

Ser

35

Ile

Glu

Thr

Leu Val

Leu Ser

20

Trp Val

Asn

Trp

Phe Thr

Ser

85

Asn

Arg Gly

100

Leu Val

115

<210> 87

<211> 363
<212> ADN
<213> Secuencia artificia

<220>

<223> Polinucledtido sintético

<400> 87

gaagtgcage

tectgtgeoag
ccagggaagg
gcagactotg
ctgcaaatga
ggctacgggt

tca

<210> 88
<211> 109

tggtgcagte

cctetgggtt
ggctggagtg
tgaggggeceg
acagtctgag

accatgatece

ES 2742 224 T3

Gln Ser

Cys Ala

Arg Gln

Ala

Ala

Gly Gly

10

Ser
25

Gly

Pro Gly

40

Gly
55

Asn

Ile
70

Ser

Lau

Gly

Tyr

Thr Val

Gly

Arg

Ala

Tyr

Ser

Ser Thr

Asp Asn

Glu Asp

80

His
105

Asp

Ser

120

tgggggaggt

cacctttgat
ggtctetggt
attcacecatc
agccgaggac

coatgactac

gtggtacgge

gattatggeca
attaattgga
tccagagaca
acggocttgt

tggggcocaag

77

Val val

Thr

Fhe

Lys Gly

Phe

Leu

Pro Gly

15

Asp
30

Asp

Glu Trp

45

Gly Tyr

60

Ala
15

Lys

Thr Ala

FPro His

ctggagggte

tgagetgggt
atggtggtag
acgccaagaa
attactgtge

gcaccctggt

Ala

Asn

Leu

Asp

Asp Ser

Ser Leu

Tyr Tyr

95

Tyr
110

Irp

cctgagacte

cogocaaget
cacaggttat
ctoceocctgtat
gagagagcgt

gaccgtetee

Gly

Tyr

Val

val

Tyr

B0

Cys

Gly

60

120
180
240
300
360

363
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<212> PRT
<213> Secuencia artificia

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 88

Gln Ser Val Val Thr
1 5

Ile Thr

20

Thr Ala

Arg

His Trp Tyr Gln Gln

Asp Asp Ser

50

Asp Arg

Asn Ser Asn Thr

65

Gly

Asp Glu Ala Asp Tyr

85

Val Val Phe Gly

100

Gly

<210> 89

<211> 327

<212> ADN

<213> Secuencia artificia

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 89

cagtctgtceg tgacgcageoco

acctgtggga gaaacaacat

caggcocctg tgetggtogt

ttctotggot ccaactctgg

gatgaggeocog actattactg
ggagggacca agctgaccgt

<210> 90
<211> 249

ES 2742 224 T3

Gln Pro

Cys Gly
Pro

Lys

Ser
55

Fro

Ala
70

Thr

Tyr Cys

Gly Thr

goccctoggtg

tggaagtaaa

ctatgatgat
gaacacggcc
toaggtgtgg

cctaggt

Pro Ser

Asn
25

Arg
Gly Gln
Gly Ile
Leu

Thre

Gln Val

Leu
105

Lys

tcagtggece

agtgtgcact

agcgaccggo
accctgacca

gatagtagta

78

Val
10

Asn

Ala

Pro

Ile

Trp
a0

Thr

Sar vVal

Ile Gly

Pro Val

Glu Arg

&0

Ser
75

Asp Ser

Val Leu

caggaaagac

ggtaccagca

cctoagggat

tcagcagggt

gtgatcatgt

Ala Pro

Ber Lys

30

Leu Val

45

Fhe Ser

Val Glu

Ser Ser

Gly

ggccaggatt

gaagccaggo

ccoctgagega
cgaagcocggg

ggtattogge

Gly

15

Ser

val

Gly

Ala

Asp
95

Lys

Val

Tyr

Ser

Gly
80

His

&0

120

180
240
300

327
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<212> PRT

<213> Secuencia artificia

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 90

Glo

Thr

His

Asp

Asn

&5

wal

Gly

Gla

Ear

145

Gly

Ear

L

Ala
225

Gln

Sar

Ala

Trp

Asp

50

Ser

Glu

Wal

Gly

Val

130

Meat

Gly

Gly

Gln

210

Gly

Val

Tyr

35

Sar

Gly

Ala

Phe

Gy

115

Gln

Ila

Elu

Yal

Ile

20

Gln

Agp

Asn

Asp

Gly

100

Sar

TP

Asn
120

Fha

Asn

The

GElm

Arg

Thr

Ty

BE

Gly

Gly

Val

Ser

val
1658

Trp

Thr

Ser

Gly

Val
245

ES 2742224 T3

Gln

Cys

Ly=

PFEQ

Ala

T0

Tyr

Gly

Gly

Gln

Cys

150

Arg

Asn

Ila

L

Tyr

230

Thr

Pro

Gly

Bra

Sar

55

Thr

Cys

Thr

Gly

Sar

135

Ala

Gln

Gly

Sar

kg

215

Gly

Val

Fro

Gly
410

Gly

Glon

Lya

Gly

120

Gly

Ala

ala

Gly

200

hla

Tyr

Gln

Ila

Thr

Val

Lieia

105

Sar

Gly

Sar

Pro

Sar

135

ASD

GElu

His

Sar

79

Yal

1o

AEn

Ala

Fro

Ilg

Tep

a0

The

Gly

Gly

Gly

Gly
170

Thr

Asn

hap

Aep

Sar

Ile

Fra

Glu

Ser

T35

hsp

wal

Gly

Val

Phe
155

Lys

Gly

Ala

Pra
235

Val

Ely

Val

Arg

&l

hrg

Ser

Ser

VYal
140

Thr

Gly

Tyr

Lys

Ala

220

Hism

Ala

Ser

-]

45

Pha

Val

Ear

Gly

Liau

125

Arg

Fhe

Ala

Asn

205

Lo

hep

Pro

Lya

30

Val

Glu

Ear

Far

1140

Glu

Fro

Glu

150

Sar

Tyr

Ty

Gly

15

Ser

Val

Gly

Ala

hsp
45

Gly

TEp
178

Tyr

Trp

Lys

Val

Tyr

Sar

Gly

ao

His

Gly

Ala

Gly

Tyr

1&0

val

Val

Tyr

Cys

Gly
240
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<210> 91

<211> 747
<212> ADN
<213> Secuencia artificia

<220>

<223> Polinucledtido sintético

<400> 91

cagtctgteg
acctgbtggga
caggcccoctg
tteteotgget
gatgaggccg
ggagggacca
tectggtggat
cggectyggyg
ggcatgaget
tggaatggtg
gacaacgeoca
ttgtattact

caaggcaccc

<210> 92
<211>10
<212> PRT
<213> Secuencia artificia

<220>

tgacgecageocc
gaaacaacat
tgeotggtegt
ccaactctgg
actattactg
agctgaccgt
ccctogagat
ggtcoctgag
gggtccgcca
gtagcacagg
agaactececct
gtgcgagaga

tggtgacegt

<223> Polipéptido sintético

<400> 92

<210> 93
<211> 16
<212> PRT
<213> Secuencia artificia

<220>

ES 2742 224 T3

geocteggtyg
tggaagtaaa
ctatgatgat
gaacacggcc
tcaggtgtgg
cctaggttet
ggccgaagtyg
actctoctgt
agctocaggg
ttatgcagac
gtatctgcaa

gogtggctac

cteocctca

tcagtggece
agtgtgcact
agcgacecgge
accctgacca
gatagtagta
agaggtggtg
cagctggtge
goagcototg
aaggggetgg
tctgtgaggg
atgaacagtc

gggtaccatg

caggaaagac
ggtaccagca
cctcagggat
tcagcagggt
gtgatcatgt
gtggtagegg
agtctggggg
ggttcacctt
agtgggtcte
gcogattcac
tgagagcoga

atcccoccatga

ggcocaggatt
gaagccaggc
coctgagoga
cgaagccggg
ggtatteogge
cggcgygcgygc
aggtgtggta
tgatgattat
tggtattaat
catctcocaga
ggacacggcc

ctactggggc

Gly Phe Ser Val Ser Gly Thr Tyr Met Gly

1

<223> Polipéptido sintético

<400> 93

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

1

5

5

10

80

10

15

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

747
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ES 2742 224 T3

<210> 94

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 94

Gly Gly Ala Gly Gly Gly His Phe Asp Ser
1 5 10

<210> 95

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledtido sintético

<400> 95
gggttctceg tcagtggeac ctacatggge 30

<210> 96

<211>48

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledtido sintético

<400> 96
cttctttata gtggtggecgg cacataccac ccagcegtcce tgcaggge 48

<210> 97

<211>29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledtido sintético

<400> 97
gaggggcagg aggtggccac tttgactcc 29

<210> 98

<211>14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 98

Thr Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ala Gly Tyr Asp Val His
1 5 10

<210> 99

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

81
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ES 2742 224 T3

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 99

Gly Asn Ser Asn Arg Pro Ser
1 5

<210> 100

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 100

Ala Ala Trp Asp Asp Ser Leu Asn Gly Tyr Val
1 5 10

<210> 101

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledtido sintético

<400> 101
actgggagca gctccaacat cggggcaggt tatgatgtac ac 42

<210> 102

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledtido sintético

<400> 102
ggtaacagca atcggccctc a 21

<210> 103

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledtido sintético

<400> 103
gcagcatggg atgacagcct gaatggttat gtc 33

<210> 104
<211>118

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 104

82
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Glu Val

Ser Leu

Tyr

Ala Leu

50

Gly
65

Gln
Lys

Gly

Leu Val

<210> 105
<211> 354
<212> ADN
<213> Secuencia artificia

<220>

Gln Leun

Leu
20

Arg
Gly Trp
Leu

Tyr

Phe Ile

Ser

Asn

Ala
100

Gly

Thr Val

<223> Polinucledtido sintético

<400> 105

gaggtgcage
tcctgtgoag
ccagggaagg
gegteococtge
caaatgaata

ggaggtggcc

<210> 106
<211> 112
<212> PRT

tggtggagac
coctetgggtt
gactggagtg
agggeocgatt
goctgaaage

actttgactc

Val

Ser

val

Ser

Val

Leau

85

Gly

Ser

ES 2742 224 T3

&lu Thr

Cys Ala

Gln

Gly Gly

55

Ser
70

Arg

Lys Ala

Gly Gly

Ser

cggaggaggc

ctoegtoagt

ggtcgcactt

catcgtctee
cgaggacacg

ctggggccaa

Gly

Gly

Leu

10

Ala Ser

25

Ala
40

Fro
Gly Thr
Ser

Asp

Glu

Gly

Gly

Tyr

Ser

Thr

Fhe

Lys=s

His
60

Lys
75

Ala

90

Phe
105

His

115

ttgcteocage
ggcacctaca
ctttatagtg
agagacagct
gocgtotatt

ggcaccctgg

83

Asp

Ser

cgggggggte
tgggctgggt
gtggcggcac
ccaagaatat
actgtgogaa

tgaccgtctco

Leu

Ser

Gly

Pro

Asn

Vval

Gln Pro

Ser
30

Val

Leu Glu

45

Ala Ser

Met WVal

Tyr

Tyr

Gln
110

Gly

cctocagacte
cocgocagget
ataccaccca
ggtctatett
aggaggggca

ctca

Gly

15

Gly

Trp

Leu

Tyr

Cys

95

Gly

Gly

Thr

vVal

Gln

Leu
a0

Ala

Thr

60
120
180
240
300

354
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<213> Secuencia artificia

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 106

Gln
1

Ser

Arg Val

Tyr Asp

Val

Thr

Val

Lau Thr

Ile Ser

20

His Trp

35

Ile
50

Leu

Sar

65

Gly
Gln

Ser

Leu Asn

<210> 107
<211> 336
<212> ADN
<213> Secuencia artificia

<220>

Tyr

Ser

Glu

Gly

Gly Asn

Ser

Lys

Glu
a5

Asp

Tyr Val

100

<223> Polinucledtido sintético

<400> 107

cagtctgtgt
tocctgecactg
cttocaggaa
cctgacogat
cagtcotgagg

gtcttcocggaa

<210> 108
<211> 251
<212> PRT
<213> Secuencia artificia

tgacgcagcc
ggagcagctc
cagcccccaa
tctectggete
atgaggctga

ctgggaccaa

ES 2742 224 T3

Gln Pro

Cys Thr

Tyr Gln

Ser Asn

55

Gly Thr

70

Ala A=sp

Phe Gly

gcectcagtg
caacatcggg
actccteatc
caagtctgge
ttattactgt

gotgacogto

Pro

Gly

Gln

40

Arg

Ser

Thr

Val
10

Ser

Ser Ser

25

Leu Pro

Fro Ser

Ala Ser

Tyr Cys

Gly Thr

105

tectggggococ

gcaggttatg

tatggtaaca
acctcagect
gecagcatggg

ctaggt

84

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Ala

Lys

cagggcagag ggtcaccatc
atgtacactg gtaccagcag
gcaatoggoec ctcaggggtc
ccctggeocat cagtgggete

atgacageocot gaatggttat

Gly

Asn

Thr

Vval

&0

Ala

Ala

Leu

Ala

Ile

Ala

45

Pro

Ile

Trp

Thr

Pro

Gly

Pro

Asp

Ser

Asp

Val
110

Gly

15

Ala

Lys

Arg

Gly

Asp

Leu

Gln

Gly

Lau

FPhe

Leu

BO

Ser

Gly

60

120

180

240

300

336
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<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 108

Gln
1

Arg

Tyr

Leu

Ser

65

Gln

Leu

Sar

Sar

Val

Asp

Ile

50

Gly

Ser

Asn

Arg

Val

Thr

Val

35

Tyr

Ser

Glu

Gly

Gly
115

Lau

Ile

20

His

Gly

Lys

Asp

Iyr

100

Gly

Thr

Ser

Trp

Asn

Ser

Glu

85

val

Gly

ES 2742 224 T3

Gln

Cys

Tyr

Ser

Gly

70

Ala

Fhe

Gly

Fro

Thr

Gln

Asn

55

Thr

Asp

Gly

Ser

Pro

Gly

Gln

40

Arg

Ser

Tyr

Gly
120

85

Ser

Ser
25

Leu

Fro

Ala

Tyr

Gly

105

Gly

Val

10

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys

90

Thr

Gly

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

15

Ala

Lys

Gly

Gly

ASn

Thr

Val

&0

Ala

Ala

Leu

Ser

Ala

Il=

Ala

45

Pro

Ile

Trp

Thr

Gly
125

Fro

Gly

30

Pro

Asp

Ser

Asp

Val

110

Gly

Gly

15

Ala

Lys

Arg

Gly

Asp

Leu

Gly

Gln

Gly

Leu

Phe

Leu

BO

Ser

Gly

Gly
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Ser

Leu

145

Ser

Gly

Pro

Asn

val
225

Trp

<210> 109
<211> 753
<212> ADN

Leu

130

Gln

Val

Leu

Ala

Met

210

Iyr

Gly

Glu

Pro

Ser

Glu

Ser

135

Val

Tyr

Gln

<213> Secuencia artificial

<220>

Gly

Gly

Trp

180

Leu

Tyr

Cys

Gly

<223> Polinucledtido sintético

<400> 109

Ala

Gly

Thr

165

val

Gln

Leu

Ala

Thr
245

ES 2742 224 T3

Glu

Ser

150

Tyr

Ala

Gly

Gln

Lys
230

Val

135

Leu

Mat

Leu

Arg

Met

215

Gly

Val

Gln

Gly

Leu

Fhe

200

Asn

Gly

Thr

86

Leu

Leu

Trp

Tyr

185

Ile

Ser

Ala

Val

Val

Ser

Val

170

sSer

val

Leu

Gly

Ser
250

Glu

Cys

155

Gly

Ser

Lys

Gly

235

Ser

Thr

140

Ala

Gln

Gly

Arg

Ala
220

Gly

Gly

Ala

Ala

Asp
205

Glu

His

Gly

Ser

Pro

Thr

190

Ser

Asp

Phe

Gly

Gly

Gly

175

Tyr

Ser

Thr

Asp

Leu

Phe

160

Lys

His

Lys

Ala

Ser
240
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cagtectgtgt
tocctgeactg
ctteocaggaa
cctgaccgat
cagtctgagg
gtcttoggaa
ggeggegget
ggaggagget
tcogtoagtg
gtogoactto

atcgtctoca

gaggacacgg

tggggccaag

<210> 110
<211> 523
<212> PRT
<213> Secuencia artificia

<220>

tgacgcageoc
ggagcagctc
cagcccccaa
tctetggete
atgaggctga
ctgggaccaa
ctggtggtgg
tgctocageo
gcacctacat
tttatagtgg

gagacagctc

cocgtoctatta

gcaccctggt

<223> Polipéptido sintético

<400> 110

ES 2742 224 T3

gcoctecagtg
caacatcggg
actccteate
caagtctgge
ttattactgt
gctgacegte
tggatcecte
gggggggtee
gggctgggte
tggcggoaca

caagaatatg

ctgtgcgaaa

gaccgtctce

toctggggoce
gocaggttatyg
tatggtaaca
acctcagecct
gcagcatggg
ctaggttcta
gagatggeceg
ctcagactct
cgccaggete
taccacccag

gtctatctte

ggaggggcag

tca

87

cagggcagag
atgtacactg
gcaatcggoc
ccctggeocat
atgacagcct
gaggtggtgg
aggtgecagect
cctgtgeage
cagggaaggg
cgtcoctgea

aaatgaatag

gaggtggcca

ggtcaccatc
gtaccagcag
ctcaggggte
cagtgggecte
gaatggttat
tggtagegge
ggtggagace
ctctgggtte
actggagtgg
gggccgatte

cctgaaagcc

ctttgactec

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660

720

753
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Gln

Thr

Tle

65

Gly

Ser

Asn

Lau
145

GZlu

Phe

Gly

Ala

Val

Val

50

Tyr

Ser

Glu

Gly

Gly

130

Glu

Fro

Thr

Trp

Val

Thr

35

ASn

Ser

Lys

Asp

Trp

115

Gly

Gly

Asn

Ser

Val

20

Ila

Trp

Asn

Ser

Glu

100

Val

Gly

Ala

Glu

Fhe
180

Cys

Thr

Ser

Tyr

Asn

Gly

85

Ala

Phe

Gly

Gln

Ser
165

Trp

ES 2742 224 T3

Ile

Gln

Cys

Gln

Gln

70

Thr

Asp

Gly

Ser

Met

150

Leu

Ile

Ile

Pro

Ser

Gln

55

Ser

Tyr

Gly

Gly

135

Gln

Arg

Ser

Leu

Pro

Gly

Val

Pro

Ala

Tyr

Gly

120

Gly

Leau

Ile

Trp

Fhe

Ser

25

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys

105

Thr

Gly

Val

Ser

Val
185

88

Leu

10

Ala

Ser

Gly

Gly

Leu

90

Ala

Lys

Gly

Gln

Cys
170

Val

Ser

Ser

Thr

Val

15

Ala

Ala

Lau

Ser

Ser

155

Lys

Gln

Ala

Gly

Asn

Ala

&0

Pro

Ile

Trp

Thr

Gly

140

Gly

Gly

Thr

Thr

Ila

45

Pro

Asp

Ser

Val

125

Gly

Ala

Ser

Pro

Ala

Pro

30

Gly

Lys

Arg

Gly

Asp

110

Lau

Gly

Glu

Gly

Gly
130

Thr

15

Gly

Sar

Leu

Phe

Leu

85

Ser

Gly

Gly

Val

Tyr

175

Lys

Gly

Gln

As=n

Leu

Ser

Gln

Leu

Sar

Ser

Lys

160

Ser

Gly
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Leu

Ser

Ser

225

Asp

Gly

Gly

2035

Tep

Zer

Tyr

Gl
385

ser

Gln

Ser

Glu

Pro

210

Thr

Tyr

Pro

Ser

Ala

290

T!H.‘

Ile

Val

T!H.‘

Cys

370

Gly

Gly

Sar

Cye

Trp

135

Ser

Ala

Tyr

Trp

Asp

275

Ser

Thr

Gly

Lys

Met

355

Ala

Gly

Pro

Arg
435

Met

Fhe

Tyr

Cys

Gly

280

val

val

Mat

Tyr

Gly

240

Glu

Arg

The

Ser

Ala

420

Ala

Gly

Gln

Leu

Ala

245

Glo

Gln

Lysz

Hig

Ile

325

Lga

TE"I‘

val

Gly

405

Thr

Ser

ES 2742224 T3

Arg

Gly

Zln

230

Arg

Gly

Liu

Wal

Trp

310

Asn

Sar

T?I‘

350

Gly

Leau

EZln

val

Hisg

215

Trp

val

The

val

Ser

295

val

Pro

Thr

Ser

lﬁp

375

val

Ser

Ser

Ser

Asp

200

val

Asn

Gln

Gln
280

Cys

Ser

Ile

L

380

Rap

Ser

Gly

val
440

Pro

Thr

Ser

Tyr

val

263

Ser

Lye

Gln

345

His

Gly

Sar
425

89

Gly

Ile

Leu

Ser

250

Gly

Ala

Gly

330

Ser

Tyr

Gly

Ala

410

Pro

Tyr

TyE

Ser

Lys=

235

Gly

val

Ala

Ser

Pro

315

Tyr

Asp

Glu

Cys

Glu

395

Asp

Gly

Ser

Ala

220

TyEr

sSar

Glu

Gly

300

Gly

Thre

Lys

Asp

Lugia

380

Gly

Asp

zlu

AsSn

Tyr

205

Asp

Ser

Tyr

Ser

Val

285

Tyr

Gln

ASD

Ser

Thz
365

.I.EP

Ile

Arg

TEP
445

Ser

Lys

Asp

Asp

Gly

270

Lys

Thr

Gly

Tyr

Thr

350

Ala

Thl'l'."

Ser

val

Ala

430

Tyr

Thr

sSer

Thre

Trp

255

Gly

Lys

Fhe

Lau

Ala

335

Zer

The

Trp

Thre

Leu
415

Thre

Gln

YL

Thr

Rla

240

Fhe

Gly

Pro

Thr

Glu

320

Rap

Thr

TFI‘

Gly

Gly

400

Thr

Lau

Gln
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Lys

Ala
465

Tyr

Tyr

Lys

<210> 111
<211>107
<212> PRT

PFeo

450

Ser

Sar

Cya

Val

Gly

Gly

Lau

Eln

Glu
515

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 111

Asp
1

GEly

Tyr

Ser

63

Glu

Thr

Asp

Glu

Asn

Asp

Gly

Asp

Phe

Ilg

Trp

35

Thr

Sar

Ala

Gly

Lys

Wal

Thr

Gln

500

Ila

Val

Ala

20

Ty

Ser

Gly

Ala

Gly
100

Ala

ES 2742 224 T3

Pro

Fro Ala

470

Ila Asn

485

Trp

Lys

Thr

Gln

Lys

Thr

Thr

g5

Gly

Ser

His

Thre

Leu

Gln

Val

Asp

70

T:.rr

Thr

Lys
455

Arg

Sar

Axg

Fhe

Lau

Ser Asn

His

Gln

Ser

Lrs

Ala
55

Tyr

Tyr

Lys

His
520

Ser

Cys

Fro

40

Ser

Sarc

cys

Val

90

Trp

Ber

Glu

Pro

505

His

Pro

Gly

Ely

Gln

Glu
105

Ile

Gly

Ala

430

Leu

His

Ala
10

Lys

Val

The

GLln

30

Ile

Tyr

Ser

475

Glu

Thr

His

The

Ser

Ala

Pro

Ila
75

Trp

Lys

Asp Thr Ser

460

Gly Ser Gly

Asp Ala Ala

Phe Gly Gly

Gln

Pro

Ala

60

Ser

Bar

Ser

Lys
45

Ber

510

Val

30

Arg

Fhe

Lasu

Agn

Lys vVal

Thr Asp
480

Thr Tyr

435

Gly Thr

Ser
15

Ser

Trp

Ser

Glu

Pro
95

Pro

Tyr

Ila

Ely

Ala
a0
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<210> 112
<211>119
<212> PRT

<213> Secuencia artificia

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 112

hsp
1

Ser

Thr

Gly

Lys

65

Ala

Thr

<210> 113

<211> 243
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Val

Val

Mat

Tyr

50

Gly

Glu

Thr

Gln

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

T:IFI'

Val
115

L

Wal
20

Irp

Fhe

Ser

Tyr

100

Thr

<223> Polipéptido sintético

<400> 113

val

Ser

Val

Fro

Thr

Ser

BS

Gln

Cya

Arg

Ser

Il

70

Leu

Asp Asp

Val

Ser

ES 2742 224 T3

Ser

Lys

Gln

His

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Thr

Ser

Thl'r

Ala

Ser

25

Tyr

Asp

Zlu

Cys
105

91

zlu

10

Ely

Gly

Thr

Lys

Lau

Val

TYE

Gln

Asn

S5ar

15

Thr

lﬂp

Lys

Thr

GLly

Tyr

60

Thr

Bla

'I':.rr

Lys

Ehe

Lozid

45

Ala

Thr

TI:F-

Prg

Thr

30

Glu

hAsp

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

Irp

Ser

Ala

Tyr

95

Gln

Ala

Tyr

Ila

Val

Tyr

80

Cys

Gly
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Asp

Ser

Thr

Gly

I.H'I

85

Ala

Thr

Gly

Pro

145

Gly

Gly

Gln
225

Glu

Val

Wal

Met

Tyr

50

Gly

Glu

Thr

Ser

130

Ala

Ala

Lys

Val

Thr

210

Gln

Ila

Gln

Lys

His

35

Ile

Arg

Lau

Tyr

Val

115

Gly

Thr

Ser

Ala

Fro

195

Ila

Trp

Lars

Leu

Val
20

Trp

Asn

Fhe

Sar

Tyr

100

Thr

Gly

Lau

Gln

Fro

1840

Ala

Aan

Sar

val

Ser

Val

Fro

Thr

Sar

83

Agp

Val

Ser

Sar

Ser

165

Lysa

Arg

Sar

Ser

ES 2742224 T3

Gln

Cya

Rrg

Ser

Ilg

70

Lau

Asp

S5ar

Gly

Lan

150

Val

Arg

Ehe

Ll

Asn
230

Ser

Lys

Glo

Thr

His

Ser

Gly
135

Bar

Ser

Trp

Ser

Glu

215

Pro

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Thre

Sar

TH‘I‘."

Gly

120

Ala

Fro

Tyr

Ila

Gly

200

Ala

Lau

Ala

Ser

25

Pro

Tyr

.ﬁ.EP

Glu

Cys

105

Glu

Asp

Gly

Met

Ty

185

Ser

Glu

92

Glu

10

Gly

Gly

Thr

In!ll'ﬂ-

Lgu

Gly

Glu

Asn

170

Asp

Gly

Asp

Fhe

Val

Tyr

Glo

Asn

Ser

75

lﬂp

Ile

155

Trp

Thr

Ser

Ala

Gly
235

Lys

Thr

Gly

Tyr

LA

Thr

hla

Tyr

Sar

Val

140

Tyr

Sar

Gly

Ala

220

Gly

Lys

BFhe

Lz

45

Ala

Ser

Trp

Thr
125

EZln

Lys

Thr

205

Thr

Gly

Pro

Thr

30

Glu

Asp

Thr

TyT

Gly

110

Gly

Thr

Lan

Gln

val

130

Aep

Tyr

Thr

Gly

15

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Gln

Sar

Gln

Sar

Lya

175

Ala

Ty

TyE

Lys

Ala

Tyr

Ile

Val

Tyr

g0

Cys

Gly

Gly

Ser

Cys

1gl

Fro

Sar

Ser

Cys

Val
240
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<210> 114
<211> 1503
<212> ADN
<213> Secuencia artificia

<220>
<223> Polinucledtido sintético

<400> 114

caggotgtog tgactcagoo tecttotget totggoacce ctggocagag aghtgaccateo

teotgotoog gotoctooto caacatogge tocaacacog tgaactggta tcagoaggtg

ES 2742 224 T3

93

&l

120
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cooggoacog
gacagattect
totgaggacg
ttoggoggag
ggaggatctg
googaagtga
tttacoaact
ggcagagtgg
accatcagog
tocogacacog
gacoootggg
cagotgatge
aaagotagog
cagggactgg
totgbgaagy
ctgtoctece
cactacstgee
acctotactg
cagtotocag
tococagtoog
tggatotacy
tetggoaceg
tactgocago

aag

cocccaaget
ctggctotaa
aggocgacta
goaccaagok
goggaggagy
aagagcoctgg
totggatcag
acoooggoeta
cogacaagto
cocatgtacta
gooagggoan
agagoggags
gotatacott
aatggatogg
googgttoao
tgagatocoga
tggactactyg
gatctggggg
coaccctgto
tgtoctacat
acacctccaa

actacteccoct

agtggtocteo

<210> 115
<211> 1575
<212> ADN
<213> Secuencia artificia

<220>
<223> Polinucledtido sintético

<400> 115

ES 2742 224 T3

gotgatotac
gtocoggoaco
ctactgogoco
gacagtgotyg
ctetetggaa
cgagtocotg
ctgggtgoga
ctocctactac
tacctocaceo
ctgtgocogyg
cctegtgaca
tgaagtgaag
caccoggtac
ctacatoaac
catcacoaco
ggacacogot
gggacaggga
aagtggtggt
totgagooca
gaattggtat
ggtggeetet
gaccatcaac

caacoooctg

tetaacaace
toogoocteoeo
goctgggacy
ggaagtagag
atggceocaga
ocggatocteocot
cagatgocog
acotacteco

goctacctgo
gtgoagtaca
gtgtctagtyg
aaacctggeg
accatgoact
coctoococggg
gataagteeca
acctactatt
accacagtga
totggoggeg
ggogagagag
cagoagaage
ggcgtgccag
agooctggaag

acctttggag

94

agoggeocto
tggctatoto
attctotgaa
goggtggoegy
tgoagetggt
goaagggoto
goaagggoot
acagettoca
agtggaacte

goggctacta

goggaggagy
actocgtgaa
gggtgegoca
gotacaccaa
coagoacoga
gogocoggta
oogtgtoote
ctgacgacat
ctaccctgto
ctggoaagge
coeggtttte
cogaggacgo

goggcaccaa

cggogbgoos
tggooctgoag
cggotgggty
atctggtgge
geagtotgge
cggotacage
ggaatggatg
gggccacgtg
cctgaaggeo
cgattggttec
atcogacgtg
ggtgtoctge
ggeanotgga
ctaocgoogac
ttacatggaa
ctacgacgac
tggogaggge
cgtgotgaco
ctgoagagaoc
coctaagogg
cggatotgge
tgocacctat

ggtggaaate

180

240

3040

360

420

480

540

&00

660

720

T8O

840

00

60

10240

10840

1140

1200

1260

1320

13840

1440

15040

1503
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atgggetggt

actocagocto

tectoctoca

cocaagotge
ggoctctaagt
googactact
accaagotga
ggagggggct
gagootggog
tggatcagct
cooggotact
gacaagtcta

atgtactact

cagggoaceoo
agoggagety
tatacecttca
tggatocggot
cggttoacoa
agatoogageg
gactactggg
toctgggggaa
acococtgtoto
toctacatga
acctocaagg
tactoccctga
tggtoctoca

catcaccact

<210> 116
<211>10

<212> PRT
<213> Secuencia artificia

<220>

cotgoeatcat
cttotgetto

acateggeteo

tgatctacte
coggoaccto
actgeogoogo
cagtgctggy
ctotggaaat
agtccotgog
gggtgogaca
coetactocac
cotccacogo
gtgccogggt
togtgacagt
aagtgaagaa
cooggtacas
acatcaacoo
toaccacoga
acaccgotac
gacagggaan
gtggtggtto
tgagcoccagg
attggtatca
tggectetgg
ccatcaacag
agocootgaa

gatag

<223> Polipéptido sintético

<400> 116

ES 2742 224 T3

aoctgtttotg
tggocacococt

caacacogtg

taacaaccag
cgoctoocctg
ctgggacgat
aagtagagge
ggcccagatg
gatctootgo
gatgoooggo
ctactoocooo
ctacctgcag
gocagtacagc
gtctagtgge
acctggegaos
catgeactgg
ctoocogggge
taagtocace
ctactattge
cacagbtgace
tggoggogoct
cgagagagoct
goagaageot
cgtgecagoe
coctggaagoc

ctttggagge

gtggotaceg
ggooagagag

aactggtate

cggooctoog
gotatctotg
tototgaacy
ggtggcggat
cagotggtgo
aagggctocog
aagggcoctgg
agoktocagg
tggaactcco
ggctactacg
gggggaggat
tooghtgaagg
gtgegocagy
tacaccaact
agoacegett
goooggtact
gtgtoctetg
gacgacatog
apootgtoct
ggoaaggoca
cggtttteeg
gaggacgctyg

ggcacoaagy

95

coacaggooa
tgaccatcto

agcaggtgeon

gogtgecoga
goctgeoagto
gorgggrgre
ctggtggegy
agtetggoge
gotacagott
aatggatggg
gocacgtgac
tgaaggooto
attggttoga
oogacgtgoa
tgtoctgoaa
cacctggaca
acgcococgacto
acatggaact
acgacgacoa
gogagggoac
tgoctgacooa
goagagooto
ctaageggtyg
gatctggete
ccacctatta

tggaaatcaa

ggctgtegty
ctgetoogge

cggocacogeo

cagattetet
tgaggacgag
cggeggagge
aggatokbgge
cgaagtgaaa
taccaactte
cagagtggac
catcagogoo
cgacaccgoo
ccooctgggge
gotggtgoag
agotagogges
gggactggaa
tgtgaaggge
gtooctocoty
ctactgootyg
ctetactgga
gtoctoocagcoo
cocagtoogtg
gatotacgac
tggoacegac
ctgocageag

goaccaccat

&0

120

180

240

300

3a0

420

480

540

600

Ga0

720

780

B40

00

a0

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1575
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ES 2742 224 T3

Gly Tyr Sear Pha Thr Asn Phe Trp Ile Sar

1 3

<210> 117

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 117

Arg Val Asp Pro Gly Tyre Sar Tyr Sar Thr Tyr Sar Pro Sear Phe Gln

1 5 10

<210> 118

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 118

Val Gln Tyr Ser Gly Tyr Tyr Asp Trp Fhe Asp Pro

1 5 10

<210> 119

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledtido sintético

<400> 119
ggatacagct tcaccaactt ctggatcagc 30

<210> 120

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledtido sintético

<400> 120
agggttgatc ctggctactc ttatagcacc tacagcccgt ccttccaagg ¢ 51

<210> 121

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledtido sintético

<400> 121
gtacaatata gtggctacta tgactggttc gacccc 36

<210> 122

<211>13
<212> PRT

96

10
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 122

Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ser Asn Thr Val Asn
5

1

<210> 123

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 123

<210> 124

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 124

<210> 125

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polinucledtido sintético

<400> 125

Ser Rsn Asn Gln Arg Pro Sar

1

ES 2742 224 T3

5

Ala Ala Trp Asp Asp Ser Leu Asn Gly Trp Val
5

tctggaagca gctccaacat cggaagtaat actgtaaac 39

<210> 126

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polinucledtido sintético

<400> 126
agtaataatc agcggccctc a 21

<210> 127

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polinucledtido sintético

97
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<400> 127

gcagcatggg atgacagcct gaatggttgg gtg 33

<210> 128
<211> 451
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 128

Gln

1

Sar

Trp

Gly

Eln

65

Leau

Ala

Gln

val

Leau

Ile

Arg

a0

Ely

Gln

Gly

Phe
130

Gln

Ser

35

Val

Hig

Trp

Val

Thr
118

Fro

L

Ila

20

Tep

Asp

Yal

Asn

Gln

100

L@

Leu

val

Ser

val

Fro

Thr

Sar

25

Tyr

Val

Ala

ES 2742 224 T3

Gln

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leau

Ser

Thr

Fro

Ser

Lys

Gl

Tyr

a5

Ser

Lys

Ely

val

Ser

135

Ely

Gly

Met

440

S5ar

Ala

Ala

Tyr

Ser

120

Ser

98

Ala

Sar

25

Pro

Tyr

Asp

Sar

Tyr
105

Sar

Lys=

zlu
10

Gly

Sar

Lys

Asp

Ala

Ser

val

Tyr

Lys

Thr

Ser

15

Thr

Trp

Sar

The

Lys

Ser

Gly

Tyr

60

Thr

hla

Fhe

Thr

Ser

140

Glu

Phe

Lizu
45

Ber

Aap

Lys
125

Gly

Pro

Thr

30

Glu

Frao

Thr

Tyr

Fro
110

Gly

Gly

Gly

Asn

Tep

Sar

Ala

Tyr

95

Trp

Feo

Thre

Glu

Fhe

Fhea

Tyr

B0

Cys

Ely

Sar

Ala
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Ala

145

Ser

Vval

Pro

I.ﬁ."ﬂ

Asp

225

Gly

Ila

Glu

His

Lys

Glu

T:,.rr

Trp
385

Trp

Ser

Pro

210

Lys

Pro

Sar

LEP

ASn

2590

val

Glu

Lye

Thr

Thr
370

Glu

Gly

Asn

Gln

Ser

195

Ser

Thr

Ser

Arg

Pro

275

val

Tyr

Thr

Leu
355

Ser

Cys

Sgr

Ser

180

Ser

Agn

His

wal

The

260

Glu

Lysa

Sar

Lys

Ile

340

Fra

Lau

Asn

Leu

Gly

165

Sar

Leu

Thr

Thr

Fhe

245

FrQ

Val

Thr

val

Cys

325

Eer

Fro

Val

Gly

Val

130

Ala

Gly

Gly

L!l.'

Cys

230

Leu

Glu

Lf.ﬂ

Lys

Ligix

310

Lys

Lys

Ser

Lf.ﬂ

EZln
350

ES 2742224 T3

Lys

Thr

val

215

Pro

Fhe

Val

Fhe

Pro

295

Thr

val

Ala

Arg

Gly

375

Pro

Asp

Thre

Iy

Gln

200

Asp

Pro

Fro

Thre

Asn

280

val

Sar

Ly=

Asp

360

Phe

Glu

Tyr

sSer

Ser

185

L:lF'E

Cys

PEQ

Cys

265

Trp

Glu

AZn

Gly

345

Glu

T:lF'I'

Asn

99

FPhe

Gly

170

L

Tyr

Pro

Lys
250

Val

Tyr

zlu

His

Lys

330

E1ln

Lau

Pro

Asgn

Pro

155

val

Ser

Ile

val

Ala

235

Pro

val

Val

Gln

Gln

315

Ala

Pro

Thre

Ser

TYE
395

Glu

Hig

Eer

Cys

Glu

220

Pro

Ly=

val

Asp

TYE

300

Asp

L

Iu:r"ﬂ

Asp
380

Lys=

Pro

Thr

Val

Asn

205

Pro

Glu

hep

.I.EP

Gly

285

Ala

Trp

Pro

Glu

AST

365

Ila

Wal

Fhe

wal

130

wal

I.'f 8

Thr

Wal

270

Wal

Ser

Ala

Pro

350

Gln

Ala

Thr

Thr

Pro

175

Thre

Eer

Leu

Leu

255

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

335

Gln

val

val

Pro

val

160

val

Hig

Cys

Gly

240

Hig

Val

TYE

Gly

320

Il

val

Sar

Glu

Bro
400



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Val Lew Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met

4240

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser

435

Fro Gly Lys
450

<210> 129
<211> 1356
<212> ADN
<213> Secuencia artificia

<220>
<223> Polinucledtido sintético

<400> 129

405

ES 2742 224 T3

440

425

100

4140

445

430

415
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cagatgcagc
toctgoaagg
coccggoaagyg
toocococaget
ctgoagtgga
tacagogget
tetgettcca
gggggcacay
tegtggaact
tcaggactet
acctacatct
cccaaatctt
ggacegtcag
cctgaggtea
tggtacgtgg
gocagoacgt
aaggagtaca
tocaaagccoa

gagctgaceca

atcgecegtgg
gtgotggact
tggocagoagy

acgocagaaga

<210> 130
<211> 216
<212> PRT
<213> Secuencia artificia

<220>

tggtgcagtec
gotooggeta
gococtggaatg
toccagggoca
actccotgaa
actacgattg

ccaagggcoc

cggocotggy
caggcgecct
actccoteoag
gcaacgtgaa
gtgacaaaac
tcttootott
catgcgtggt
acggogtgga
accgtgtggt
agtgcaaggt
aagggoagoo

agaaccaggt

agtgggagag
cocgacggeto
ggaacgtcott

gectoteect

<223> Polipéptido sintético

<400> 130

ES 2742224 T3

tggcgecgaa
ctoctttace
gatgggcaga
cgtgaccate
ggoctocgac
gttogacoee
ateggtctte
ctgoctggte
gaccagcgge
cagegtggtg
tcacaagccc
tcacacatge
ccococaaaa
ggtggacgty
ggtgecataat
cagogtoote
ctocaacaaa
cogagaacoa

cagocctgace

caatgggoag
cttottecte

cteatgotoe

gteteegggt

gtgaaagagco
aacttctgga
gtggaccccg
teocogocgaca
accgocatgt
tggggccagg
cocecctggeac
aaggactact
gtgcacacct
accgtgeoect
agcaacacca
ccaccgtgcc
cocaaggaca
agccacgaag
gocaagacaa
accgtcotgo
gocctoooag
caggtgtaca

tgocctggteoa

coggagaaca
tacagcaggo

gtgatgeatg

aaatga

101

ctggegagto
tcageotgggt
gectacagcta
agtotaccte
actactgcge
gecaccetegt
cotactocaa
toccogaace
tocoggocgt
ccagcagctt
aggtggacaa
cagcacctga
coctoatgat
accctgaggt
agoogoeggga
accaggactyg
cococatoga
coctgoocoo

aaggcttcta

actacaagac
tocacogtgga

aggctotgoa

cctgeggate
gcgacagatg
ctocacctac
cacogoctac
cagagtgcag
gacagtgteoe
gagcacctot
ggtgacggtyg
cctacagtoc
gggcacccag
gagagttgag
actcctgggg
ctoceggace
caagttcaac
ggagceagtac
gctgaatggo
gaaaaccate
atocogggat

tococcagogac

cacgoctooo

caagagoagyg

caaccactac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
G600
G660
T20
780
240
200
260

1020
1080

1140

1200
1260
1320

1356



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Gln

Arg

Thr

Ila

Gly

Sar

Asn

Pro

Leu

Pro

145

Ala

Ala

Arg

Thre

<210> 131
<211> 651

Ala

Val

Val

Tyr

a0

Ser

Glu

Ely

Lys

Eln

130

Gly

Gly

Ala

Ser

Val
210

val

Thr

Agn

as

Sar

Lys

Asp

Trp

Ala

115

Ala

Ala

Val

Ser

Tyr

135

hla

Wal

Ila
20

Trp

Asn

Ser

Glu

Wal
104

Asan

Val

Glu

Ser
180

Ser

Pro

Thr

Ser

TyE

hAsn

Gly

hAla

BS

Phe

Pra

Lys

Thre

Thr

165

Tyr

Cye

Thr

ES 2742 224 T3

Gln

Cys

Gln

Gln

Thr

70

Asp

Ely

The

Ala

Val

150

Thr

Liew

Gln

Glu

Pro

Sar

Gln

Ser

Ely

Val

135

Ala

Lys

Ser

Val

Cys
215

Pro

val

40

Fro

Ala

Tyr

Ely

The

120

Leu

Irp

Fro

Lieu

Thr

200

Sar

102

Ser

Sar

25

Pro

Sar

Ber

Cys

105

Val

Lys

Sar

Thr

185

Hig

Ala
10

Sar

Gly

Gly

Lau

Ala

30

Lys

Phe

Cys

Ala

Lys

170

Fro

Elu

Sar

Sear

Thr

Val

Ala

15

Ala

Leu

Prao

Leu

Asp

155

Gln

Glu

Gly

Gly

Ala

Fro

&0

Ile

Thr

Pro

Ile
140

GLly

Ser

Gln

Ser

Thr

Ile

PrEo

45

Asp

Ser

Asp

Val

Ser
125

Ser

Asn

irp

Thr
205

Pro

Gly
30

Lys

Asp

Leu
110

Sar

Asp

Asn

Lys
190

Val

Gly

15

Sar

L

Fhe

Leu

Sar

a5

Gly

Glu

Fhe

Val

Lys

175

Ser

Glu

Gln

Asn

Loz

Ser

Gln

B0

Lau

Gln

Glu

Tyr

Lys

160

Tyr

His

Lys
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polinucledtido sintético

<400> 131

caggckgteg
tectgotceg
cocoggoacoeg
gacagattct
tetgaggacyg
ttoggoggag
ctgttoccoe
tocogacttot
googgogtagg
tacctgtcoco

cacgagggct

<210> 132
<211> 253
<212> PRT
<213> Secuencia artificia

<220>

tgacteageoo
gotoctecte
cococaagot
ctggctetaa
aggoogacta
goaccaagot
catocteoga
acococtggoge
aaaccaccaa
tgaccoctga

coacegtgga

<223> Polipéptido sintético

<400> 132

Gln Ala Val Val Thr Gln Pro Pro Ser Ala Ser Gly Thr Pro Gly Gln

1

Arg Val Thr Ile Ser Cys Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ser Asn

20

ES 2742 224 T3

tecttetgot
caacatogge
gotgatotac
gtoceggeoace
ctactgogos
gacagtgotg
ggaactgoag
cgtgacegtyg
gocctocaag
goagtggaag

aaagacogtg

5

tetggoacoo
tocaacaceq
toctaacaaco
teegoctoce
gectgggacg
ggoocagocta
gotaacaagg
gootggaagyg
cagtocaaca
toococacoeggt

getectaceg

10

25

103

ctggoccagag
tgaactggta
agoggoecto
tggotatete
attoteotgaa
aggooaacoo
cocaccotogt
ctgatggate
acaaatacgcoc
cotacageotyg

agtgotoeta

agtgaccate
tcageaggtyg
eggegtgoog
tggectgoag
cggetgggtg
tacocgtgacc
gtgoetgate
toctgtgaag
cgectoctoo
ccaagtgaco

g

15

30

&0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

651
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<210> 133
<211> 759
<212> ADN

Thr

Ile

Gly

635

Sar

Asn

Arg

Lau

Glu

145

Fhe

Ser

Ser

225

Asp

Val

Thl'r

50

Ser

Glu

Gly

Gly

Glu

130

Brao

Thr

Glu

Brao

Thr

210

Tyr

Pro

hsn

35

Ser

Lys

hsp

Trp

Gly

115

Gly

ABD

Trp

Ser

135

Ala

Tyr

Trp

<213> Secuencia artificial

<220>

Trp

AZn

Sar

Glu

Wal

100

Gly

Ala

Glu

Phe

Mat

180

Phe

Tyx

Cys

Gly

<223> Polinucledtido sintético

<400> 133

Tyr

ABnN

Gly

hla

85

Fhe

Gly

Gln

Ser

Trp

165

Gly

E1ln

Leu

Ala

E1ln
245

Gln

Gln

Thr

T0

Asp

Gly

Ser

Mat

Leu

150

Ile

Arg

Gly

Gln

Arg

230

Gly

ES 2742 224 T3

Gln

Arg
55

Ser

Tyr

Gly

Gly

Gln

135

Ser

Val

His

Trp

215

Val

Thr

Wal

40

Pro

Ala

Tyr

Gly

Gly

120

Lau

Ile

Trp

Asp

Val

200

Asn

Gln

Leu

Fro

Ser

Sar

Cys

Thr

105

Gly

val

Ser

Val

Pro

185

Thr

Ser

Tyr

Val

104

Gly

Gly

Lau

Ala

90

Lys

Gly

Gln

Cyse

Arg

170

Gly

Ile

Leu

Ser

Thr
250

Thr

Val

Ala

75

Ala

Ser

Sar

Lys

155

Gln

Tyr

Ser

Lys

Gly

235

Val

Ala

Pro

60

Ila

Trp

Thr

Gly

Gly

140

Gly

Mat

Sar

Ala

Ala

220

Tyr

Eer

Fro

45

HSP

Sar

hsp

Val

Gly

125

Ala

Ser

Pro

Tyr

Asp

205

Ser

Tyr

Ber

Lys

Arg

Gly

Asp

Leu

110

Gly

Glu

aly

Gly

Sar

130

Lys

Asp

Asp

Len

Phe

L

Sar

895

Gly

Gly

val

Tyr

Lys

175

Thr

Ser

Thr

Trp

Leau

Ser

Gln

B0

Lau

Ser

Sar

Lys

Ser

160

Gly

Tyr

Thr

Ala

Fha
240
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<210> 134
<211> 449

<212> PRT
<213> Secuencia artificia

<220>

caggctgtgg
tcttgttctg
ccaggaacgg
gaccgattct
tctgaggatg
tteggeggag
ggcggctetg
gcagaggtga
ttcaccaact
gggagggttg
accatctcag

tcggacaccg

gacccctggg

tgactcagec
gaagcagctc
cccccaaact
ctggctccaa
aggctgatta
ggaccaagct
gtggtggtgg
aagagcccgg
tctggatcag
atcctggcta
ctgacaagtc
ccatgtatta

gccagggaac

<223> Polipéptido sintético

<400> 134

Gln

Ser

Thr

Gly

50

Lys

Leau

val Gln

Leu Arg

Mat His

Tyr Ile

Asp Arg

Gln Met

Leu

Leu
20

Trp

35

Asn

Phe

Asp

wal

Ser

Val

Fro

Thr

Ser

ES 2742 224 T3

acccteageg
caacatcgga
cctcatctat
gtctggcacce
ttactgtgea
gaccgtecta
atccctcegag
ggagtctctg
ctgggtgcge
ctcttatage
taccagcact
ctgtgcgaga

cctggtcace

Gln Ser

Cye Lys

Arg Gln

Sar Arg

55

Ile
T0

Ser

Leu Arg

tctgggacce
agtaatactg
agtaataatc
tcagectece
gcatgggatg
ggttctagag
atggcccaga
aggatctcct
cagatgceceg
acctacagcc
gcctacctge
gtacaatata

gtctecctca

GCly Gly

Ala Ser

25

Ala
40

Fro

Gly

Tyr

Asp

Pro Glu

105

Gly

19

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

ccgggcagag
taaactggta
agcggccecte
tggccatcag
acagcctgaa
gtggtggtgg
tgcagctggt
gtaagggtte
ggaaaggect
cgtccttcca
agtggaacag

gtggctacta

val val

Tyr Thr

Ly= Gly

Asn Tyr

&0

Eer

15

Lys

Thr Gly

ggtcaccate
ccagcaggtc
aggggtccct
tgggctccag
tggttgggtg
tagcggegge
gcagtccgga
tggatacage
ggagtggatg
aggccacgtc
cctgaaggcce

tgactggttc

Gln Pro

15

Thr
a0

Fhe

Leu Glu

45

Asn Gln

RAsn

Thr

Val Tyr

Gly

Arg

Trp

Lys

Ala

Phe

Tyr

Ila

cys

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

759
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Ala

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

225

Ser

Fro

Ala

Val
305

Tyr

Thr

Arg

Fro

Leu
130

Cye

Sar

Ber

Ser

Asn

210

His

val

Thr

Glu

Lys

230

Sar

Lys=

Ile

THI‘

Val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Thr

Phe

Fro

wval

275

Thr

Val

Cys

Ser

TyE

100

Thr

Pro

Val

Ala

GEly

180

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

260

Lys

Lye

Leu

Lys=

Lye
340

Agp

Val

Ser

Lyg

Leu

1635

Leu

Thr

Val

Fro

Phe

245

Val

Fhe

Pro

Thr

Vval

325

Ala

ES 2742 224 T3

BEP

Sar

Ser

Agp

150

Thr

Tyr

Gln

Bsp

Pro

230

Pro

han

Arg

Val

310

Sar

Lye

Hig

Sar

Lys

135

TYE

Sar

Ser

Thr

Lys

215

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

295

Lau

Asn

Gly

TYI‘

Ala

120

Ser

Fhe

Gly

Leu

Tyr

200

Arg

Pro

ye

Val

Tyr

280

Elu

His

Lys

Eln

Cy=a

105

Sar

Thr

Pro

Val

Ser

185

Ile

YVal

Ala

Pro

Val

2635

Wal

Gln

Gln

Ala

Pro
345

106

Leu

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cye

Glu

Pro

Lys

250

Val

hap

Tyr

hsp

Leu

330

Arg

hap

Lys

Gly

Pro

155

Thr

Val

Agn

Fro

Glu

235

Rap

Rsp

Gly

Ala

Tzp
315

Fro

Glu

T ¥r

Gly

Gly

140

val

Fha

Val

val

Lys

220

Leu

Thr

val

Val

Ser

300

Leu

hla

Pro

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Fro

Thr

Agn

205

Ser

Leu

Leu

Bar

Glu

285

Thr

Asn

PFro

Gln

Gly

110

Ser

Ala

wval

Ala

Val

130

Hig

Cys

GEly

Met

Hig

270

Val

Tyr

Gly

Ile

val
350

Gln

Val

Ala

Ser

Val

175

Bro

Lya

Asp

Gly

Ile

255

Glu

His

Lys

Glu
335

Tyr

Gly

Fhe

Leu

Trp

180

Leau

Ser

Pro

Lys

Fro

240

Ser

Asp

Asn

wval

Glu

320

Lys=

Thr
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Leau

Cya

Ser
385

hsp

Ser

Ala

Lya

<210> 135

<211> 1350

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

Fro

Leu

370

Asn

Ser

Arg

Leu

<223> Polinucledtido sintético

<400> 135

Pro

355

val

Gly

Asp

Trp

His
435

Ser

Lys

GE1ln

Gly

Eln

420

Asn

ES 2742 224 T3

Gly

Pro

Ber

405

Eln

His

hap

Fhe

z1lu

380

Fhe

Gly

Tyr

Glu

Tyr

375

AEn

Leu

ABn

Thr

Leu

360

Pro

Asn

Leun

wal

Gln
440

107

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Fhe

425

Lys

Lya

Asp

Lys

Ser

410

Ser

Ser

hen

Ile

Thr

3495

Lys

Cye

Leu

Gln

Ala

380

Thr

Leu

Eer

Ser

Wal

365

Val

PFro

Thr

Yal

Leu
445

Sar

Glu

Pro

Val

430

Ser

Leu

Trp

val

Asp

415

Hie

Pro

Thr

Glu

Leu

400

Lyse

Glu

Gly
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caggbgoage
tocotgoaagg
Cooggoaagg
aaccagaagt
ctgoagatgg
gacgaccact
tocagoaagyg
acagoggoco
aactcaggog
ctctactcee
atctgoaacg
tettgtgaca

teagtotteoe

gtoacatgeg
gtggacggog
acgtaccogtyg
tacaagtgca
goocaaaggge
accaagaacc
gtggagtggg
gactoogacg
caggggaacy

aagagootet

<210> 136
<211> 213
<212> PRT
<213> Secuencia artificia

<220>

tggtgoagto
cotooggota
goctggagty
toaaggaceg
actccctgeg
actgoctgga
goocatoggt
tgggctgoct
coctgaccag
tocagecagogt
tgaatcacaa
aaactoacac

tottocoocoa

tggtggtgga
tggaggtgea
tggteagogt
aggtctccaa
agoocogaga
aggteagoot
agageaatgg
gotocttocot
tottotoatyg

cootgtatog

<223> Polipéptido sintético

<400> 136

ES 2742 224 T3

cggoggoggo
caccttoace
gateggetac
gtteaccate
gocoogaggac
ctactggggeo
cttoooootg
ggtcaaggac
cggegtgoac
gotgaccgtg
gooccagoaac
atgoocacog

dasacofaaq

cgtgagooan
taatgocaag
cctocaccgte
caaagoccte
accacaggtg
gacotgootyg
goagoocggay
cctotacage
ctoogbtgatg

gggtasatga

gtggtgcage
cggtacacoa
atcaaccockt
tocogggaca
acoggegtgt
cagggcacoo
goagoctoot
tactteoccoog
accttocegg
cocctcocagea
accaaggtag
tgoocagoas

gacaccoteoa

gaagacootg
acaaagoogo
ctgocaccagg
coagoocoooa
tacaccotgo
gtoaaagget
ajdcaactaca
aagctocacog

catgaggota

108

cocggooggte
tgoactgggt
cooggggcta
actoocaagaa
acttctgoge
coegtgacogt
coaagagoac
aacoggtgac
cogtoctaca
gcocttgggoac
acaagagagt
ctgaactoot

tgatotecog

aggtoaagtt
gugaggagoa
actggotgaa
tocgagaaaac
cooccatooog
tetatoccag
aAgacoasgos
tggacaagag

tgocacaagoa

cotgoggotg
goggeaggoo
caccaactac
cacogaectte
coggtactac

gtecteogoo

ctotggggge
ggtgtogtagg
gtooctoagga
ccagacctac
tgagoccaaa
gaggggacey

gaccoctgag

caactggtag
gtacgocage
tggcaaggag
catctocaaa
ggatgagoty
cgacatogeo
teocoegtgetyg
caggtggoag

ctacacgoag

&0

120

lgg

240

300

380

420

480

540

600

660

TZ0

T8O

240

a00

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

13350
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<210> 137
<211> 642
<212> ADN

Asp

Asp

Asn

Asp

Gly

65

hsp

Fhe

Ser

Ala

Val

145

Sar

Thr

Cys

hgn

Ile

hrg

Trp

Thz

50

Ser

Ile

Gly

Wal

Ber

130

Gln

val

Lau

Glu

Arg
210

<213> Secuencia artificial

<220>

Gln

val

Tyr

35

Sar

Gly

Ala

Gln

Fhe

115

Val

Trp

The

Thr

Val

135

ely

<223> Polinucledtido sintético

<400> 137

Met

Thr

20

Gln

Lys

Thr

Thr

Gly

1404

Tle

Val

Lys

Glu

Lau

180

Thr

Glu

Thr

Ile

Gln

Lau

hep

Tyr

85

Thr

Fhe

Cys

val

Gln

165

Sar

His

Cys

ES 2742 224 T3

Gln

Thr

Ala

Tyrc

70

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asp

1540

Asp

Lys

E1ln

Ser

Cys

Fra

Sar

55

Thr

Cye

Leu

Ero

Leu

135

ASn

Ser

Ala

Gly

Pro Ser

Ser Ala
25

Gly Lys

Gly Val

Fhe Thr

Gln Gln

Gln Ile

105

Ser RAsp
120

Asn Asn

Ala Leu

Lys Asp

Asp Tyr

185

Leu Ser
200

109

Ser

10

Ser

Ala

Fro

Ila

30

Thr

E1lu

Phe

Gln

Sar

170

zlu

Ser

Leu

Ser

Fro

Sar

Ser

75

Ser

hrg

Eln

Tyr

Ser

155

The

Lys

Pro

Ser

Ser

Lys

Ary

&0

Ser

Ser

Thr

Leu

Brao

140

Gly

Tyr

His

Wal

Ala

val

Arg
45

Pha

han

Val

Lys

125

hArg

ASD

Sar

Lys

Thr
205

Ser

Ser

Trp

Sar

Gln

Ero

Rla

110

Ser

Glu

Ser

Lau

val

190

Lys

Val

15

Tyr

Ila

Gly

Fro

FPhe

5

Ala

Gly

Ala

Gln

Sar

175

Tyr

Ser

Gly

Met

Tyr

Sar

Glu

80

Thr

Pro

Thr

Lya

Glu

160

Ser

Ala

Phe
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gacatccaga
atcacctget
aaggoccocoa
ttotooggot
gacatogeocoa
accaagotgeo
gacgagcage
cgggaggooa
tcegtgaceg

tocaaggoog
tcctcoccecceg

<210> 138

<211>9

<212> PRT
<213> Secuencia artificia

<220>

tgaccoagte
cogoctocte
agocggtggat
coggotoogg
cotactactyg
agatcaccog
tgaagtocogy
aggtgoagtyg
agcaggactec
actacgagaa

tgaccaagtc

<223> Polipéptido sintético

<400> 138

<210> 139

<211>9

<212> PRT
<213> Secuencia artificia

<220>

ES 2742 224 T3

cocctectee
ctoogtgteo
ctacgacacce
caccgactac
ccagoagtog
gacegtggec
caccgectoe
gaaggtggac
caaggactece
goacaaggtg

cttcaaccgg

ctgtoogoat
tacatgaact
tocaagotgg
accttocacca
tooctecaace
goececkoog
gtggtgtgoc
aacgecotge
acctactccc
taocgootgog

ggogagtgot

coegtgggoga
ggtaccagca
cotooggegt
totoctooct
coktcacett
tgttcatectt
tgctgaacaa
agtooggoaa
tgtcctecac
aggtgaceoca

ag

Lys Ile Phe Gly Ser Leu Ala Phe Leu

1

<223> Polipéptido sintético

<400> 139

<210> 140

<211>10

<212> PRT
<213> Secuencia artificia

<220>

5

Leu Phe Glu Val Arg Val Cys Ala Cys

1

<223> Polipéptido sintético

<400> 140

<210> 141

<211>9

<212> PRT

5

cocggrtgace
gaccoooggo
gooctooogyg
geagocogag
cggccaggge
cococcooctog
cttctaccec
ctocoaggag

cctgaccectg

ccagggecty

Ala Leu Tyr Val Rsp Ser Leu Fhe Fhe Leu
10

1

5

110

&0

120

180

240

300

360

420

480

540

&600

642
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 141

<210> 142

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 142

ES 2742 224 T3

Asn Leu Thr His Val Leu Tyr Pro Val
1 5

Gln Leu Gln Asn Pro Ser Tyr Asp Lys
1 s

111
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ES 2742 224 T3

REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo recombinante que comprende:

(I) una primera parte de union a antigeno que es capaz de unirse especificamente a WT1 / HLA, que
comprende uno de:

(A) un fragmento variable de cadena unica (scFV) que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consta de SEQ ID NOS: 54, 18, 36, 72, 90, 108 y 132; o

(B) un dominio variable de cadena pesada (VH) y un dominio variable de cadena ligera (VL), donde
VH y VL,
respectivamente, comprenden secuencias de aminoacidos seleccionadas del grupo que consiste en
SEQ ID NO: (i) 50 y 52; (ii) 14 y 16; (iii) 32 y 34; (iv) 68 y 70; (v) 86 y 88; (vi) 104 y 106; y (vii) 128 y
130; o
(€)

(i) una VH CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
38; una VH CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
39; una VH CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID
NO: 40; una VL CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ
ID NO: 44; una VL CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ
ID NO: 45; y una VL CDRS3 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la
SEQ ID NO: 46;

(ii) una VH CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
2; una VH CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
3; una VH CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID
NO: 4; una VL CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID
NO: 8; una VL CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID
NO: 9; y una VL CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ
ID NO: 10;

(iii) una VH CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
20; una VH CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
21; una VH CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID
NO: 22; una VL CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ
ID NO: 26; una VL CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ
ID NO: 27; y una VL CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la
SEQ ID NO: 28;

(iv) una VH CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
56; una VH CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
57; una VH CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID
NO: 58; una VL CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ
ID NO: 62; una VL CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ
ID NO: 63; y una VL CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la
SEQ ID NO: 64;
(v) una VH CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
74; una VH CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
75; una VH CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID
NO: 76; una VL CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ
ID NO: 80; una VL CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ
ID NO: 81; y una VL CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la
SEQ ID NO: 82; o
(vi) una VH CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
92; una VH CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
93; una VH CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID
NO: 94; una VL CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ
ID NO: 98; una VL CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ
ID NO: 99; y una VL CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la
SEQ ID NO: 100;

y

(1) una segunda porcién de unién a antigeno que comprende:

(A) un fragmento variable de cadena Unica (scFV) que comprende la secuencia de aminoacidos
expuesta en la SEQ ID NO: 113; o

(B) un dominio variable de cadena pesada (VH) y un dominio variable de cadena ligera (VL), donde
VH y VL,

112



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2742 224 T3

respectivamente, comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 112y
111 o una cadena pesada y una cadena ligera, en la que la cadena pesada y la cadena ligera,
respectivamente, comprenden las secuencias de aminoacidos establecidas en la SEQ ID NOS: 134
y 136.

2. El anticuerpo recombinante de la reivindicacién 1, en el que:

() la primera porcién de unién a antigeno comprende uno de:

(A) un scFV que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 18; o

(B) una VH que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 14 y una VL
que comprende las secuencias de aminoacidos expuestas en la SEQ ID NO: 16; o

(C) una VH CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 2; una
VH CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 3; una VH CDR3
que comprende el conjunto de secuencias de aminoacidos adelante en la SEQ ID NO: 4; una VL
CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 8; una VL CDR2
que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 9; y una VL CDR3 que
comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 10;

(1) la primera porcion de union a antigeno comprende uno de:

(A) un scFV que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 36; o

(B) una VH que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 32 y una VL
que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 34; o

(C) una VH CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID NO: 20; una
VH CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID NO: 21; una VH
CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID NO: 22; una VL CDR1
que comprende la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID NO: 26; una VL CDR2 que
comprende la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID NO: 27; y una VL CDR3 que
comprende la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID NO: 28;

(1) la primera porcién de union a antigeno comprende uno de:

(A) un scFV que comprende la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID NO: 54; o

(B) una VH que comprende la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID NO: 50 y una VL
que comprende el amino secuencias acidas establecidas en SEQ ID NO: 52; o

(C) una VH CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 38; una
VH CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 39; una VH
CDR3 que comprende el conjunto de secuencias de aminoacidos adelante en la SEQ ID NO: 40;
una VL CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 44; una VL
CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 45; y una VL CDR3
que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 46;

(IV) la primera porcion de union a antigeno comprende uno de:

(A) un scFV que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 72; o

(B) una VH que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 68 y una VL
que comprende las secuencias de aminoacidos expuestas en la SEQ ID NO: 70; o

(C) una VH CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 56; una
VH CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 57; una VH
CDR3 que comprende el conjunto de secuencias de aminoacidos adelante en la SEQ ID NO: 58;
una VL CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 62; una VL
CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 63; y una VL CDR3
que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 64;

(V) la primera porcion de unién a antigeno comprende uno de:

(A) un scFV que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 90; o

(B) una VH que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 86 y una VL
que comprende las secuencias de aminoacidos expuestas en la SEQ ID NO: 88; o

(C) una VH CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 74; una
VH CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 75; una VH
CDR3 que comprende el conjunto de secuencias de aminoacidos adelante en la SEQ ID NO: 76;
una VL CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 80; una VL
CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 81; y una VL CDR3
que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 82; o
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(VI) la primera porcion de union a antigeno comprende uno de:

(A) un scFV que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 108; o
(B) una VH que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 104 y una VL
que comprende las secuencias de aminoacidos expuestas en la SEQ ID NO: 106; o

(C) una VH CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 92; una
VH CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 93; una VH
CDR3 que comprende el conjunto de secuencias de aminoacidos adelante en la SEQ ID NO: 94;
una VL CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 98; una VL
CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 99; y una VL CDR3
que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 100.

3. El anticuerpo recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en el que dicha primera porcion de
union a antigeno y/o dicha segunda porcion de union a antigeno es un fragmento de anticuerpo seleccionado del grupo
que consiste en un fragmento Fab; un fragmento monovalente que consiste en los dominios VL, VH, CL y CH1; un
fragmento F(ab)2; un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab unidos por un puente disulfuro en la
region de la bisagra; un fragmento Fv que consta de los dominios VL y VH de un solo brazo de un anticuerpo; y un
scFv, preferiblemente en el que dicha primera porcidon de unién a antigeno y/o dicha segunda porcion de unién a
antigeno es un scFv.

4. El anticuerpo recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que dicha primera porcién de union
a antigeno se une especificamente a WT1/HLA y dicha segunda porcién de unién a antigeno se une especificamente
a un antigeno de superficie de células efectoras inmunes, opcionalmente en donde:

(a) dicha célula efectora inmune se selecciona del grupo que consiste en células asesinas naturales (NK),
macréfagos y células T; o

(b) dicha célula efectora inmune es una célula CD3 + y el anticuerpo recombinante se une especificamente
a CD3.

5. El anticuerpo recombinante de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que dicho anticuerpo recombinante:

(a) se une a una célula WT1/HLA2*, opcionalmente en donde la célula WT1/HLA2* tiene una baja densidad
de WT1/HLA2 en su superficie; y

(b) se une especificamente a CD3, opcionalmente en donde dicho anticuerpo recombinante se une a una
célula CD3 +.

6. El anticuerpo recombinante de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, que comprende la secuencia de aminoacidos
expuesta en la SEQ ID NO: 110.

7. Un acido nucleico que codifica un anticuerpo recombinante de cualquiera de las reivindicaciones 1-6.

8. Una composicién farmacéutica que comprende el anticuerpo recombinante de cualquiera de las reivindicaciones 1-
6 o el acido nucleico de la reivindicacion 7.

9. El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1-6 o la composicion de la reivindicacion 8 para uso en un método
para tratar una enfermedad positiva para WT1 en un sujeto en el que la enfermedad positiva para WT1 es una leucemia
cronica o leucemia aguda o cancer WT1*, opcionalmente en el que la enfermedad positiva para WT1 se selecciona
del grupo que consiste en leucemia mielocitica crénica, mieloma multiple (MM), leucemia linfoblastica aguda (LLA),
mieloide aguda/leucemia mielégena (LMA), sindrome mielodisplasico (MDS), mesotelioma, cancer de ovario, canceres
gastrointestinales, cancer de mama, cancer de préstata y glioblastoma.

10. El anticuerpo o la composicidn para su uso de acuerdo con la reivindicacion 9, que comprende ademas administrar
al sujeto una célula efectora inmunitaria, en donde opcionalmente la célula efectora inmune es una célula citotdxica,
una célula T citotéoxica CD3* o una célula T citotdoxica CD3* autéloga.

11. Un anticuerpo recombinante de cualquiera de las reivindicaciones 1-6 para uso en un método para estimular una
respuesta de células T primaria y una respuesta secundaria de células T en un sujeto que comprende administrar una
composicion que comprende el anticuerpo recombinante segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en la que la
respuesta de las células T primarias comprende estimular las células T citotoxicas contra el primer antigeno tumoral,

en donde la respuesta de las células T secundarias comprende estimular células T efectoras y/o células T de memoria
contra el primer antigeno tumoral y/o contra un segundo antigeno tumoral.

12. El anticuerpo para uso de acuerdo con la reivindicacion 11, en el que el primer antigeno tumoral es WT1/HLA y el
segundo antigeno tumoral es un antigeno tumoral no WT1-RMF, opcionalmente en el que el antigeno tumoral no WT1-
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RMF se selecciona del grupo formado por HER2-neu, mesotelina, Terc, Muc 16, Muc 1, PSMA y Pr1.
13. El anticuerpo para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 11-12:
(I) en donde la respuesta de las células T secundarias:

(a) no requiere células presentadoras de antigeno o moléculas coestimuladoras;

(b) comprende estimular células T efectoras y/o células T de memoria contra el segundo antigeno
tumoral;

(c) comprende un aumento en las células T CDS8;

(d) dura mas de una semana; y/o

(e) comprende células T que antes eran anérgicas y/o células T activadas previamente con un
antigeno no WT1-RMF.

14. El anticuerpo para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 11-13, en el que la respuesta de las
células T primarias y/o la respuesta secundaria. La respuesta de las células T comprende un aumento en las células
T en un sitio del tumor, opcionalmente en donde el sitio del tumor se selecciona del grupo que consiste en médula
Osea, pulmédn, higado, cerebro, tracto genitourinario, tracto gastrointestinal y bazo.
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FIGURA 11A
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FIGURA 11B
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FIGURA 13A
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FIGURA 13B
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FIGURA 14A
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FIGURA 14B
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FIGURA 15
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FIGURA 16A FIGURA 16B
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FIGURA 17A
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CANCER DE OVARIO
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FIGURA 19E
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FIGURA 21B
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