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 2 

DESCRIPCIÓN 
 
Anticuerpos biespecíficos anti-WT1/HLA 
 
Campo técnico  5 
 
[0001] La presente invención se refiere en general a anticuerpos contra las proteínas citosólicas. Más particularmente, 
la invención se refiere a anticuerpos contra la proteína oncogénica tumoral de Wilm (WT1), específicamente a 
anticuerpos biespecíficos que reconocen un péptido WT1 junto con un antígeno de histocompatibilidad principal, así 
como un antígeno mostrado en la superficie de una célula efectora inmune.  10 
 
Antecedentes de la invención  
 
[0002] El desarrollo de anticuerpos monoclonales similares al receptor de células T terapéuticas (TCRM mAbs), que 
reconocen fragmentos de péptidos de las proteínas intracelulares clave en el contexto de moléculas MHC de clase I, 15 
está emergiendo como un nuevo enfoque para dirigir antígenos específicos de tumores intracelulares (Ags). La 
mayoría de los Ags específicos de tumores son proteínas intracelulares, inaccesibles a la terapia de mAb clásica. 
Estas moléculas son degradadas, procesadas y mostradas por las moléculas del MHC de clase I como complejos 
péptido/MHC, que son reconocidos por el TCR de los linfocitos T citotóxicos (CTL). En consecuencia, se han intentado 
numerosos enfoques dirigidos a desencadenar respuestas de células T hacia la baja densidad de complejos 20 
péptido/MHC específicos de tumores, con éxito limitado. La proteína tumoral de Wilms (WT1) es un Ag específico 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 sólidos. En tejido adulto 
normal, la proteína tiene una expresión limitada y baja, lo que la convierte en un objetivo ideal específico para el cáncer 
(Gessler et al. Nature. 1990; 346 (6280): 194-197; Menssen et al. Leukemia. 1995; 9 (6): 1060-1067; Oji y otros, Jpn 25 
J Cancer Res. 1999; 90 (2): 194-204). Tanto las células T específicas del epítopo WT1 como los anticuerpos contra la 
proteína completa WT1 se detectaron en pacientes con tumores malignos hematopoyéticos y tumores sólidos, lo que 
indica que WT1 es un antígeno 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). Además, se observó una 30 
correlación entre injerto contra leucemia y CTL detectables específicos para WT1 después del trasplante alogénico de 
células madre, lo que demuestra aún más la actividad terapéutica de estas células T.  
 
[0003] Un fragmento de péptido derivado de WT1, RMFPNAPYL (RMF; SEQ ID NO: 1), es el epítopo mejor estudiado 
y más validado para el reconocimiento de células T CD8 en el contexto de la molécula HLA-A0201. El epítopo de RMF 35 
se ha utilizado ampliamente en vacunas peptídicas o como diana de las células CD8 T transferidas de forma adoptiva 
expandidas ex vivo de pacientes con leucemia mieloide aguda (LMA), síndrome displásico mieloide (MDS) y varios 
tumores sólidos. Estos estudios demostraron la inmunogenicidad del epítopo peptídico, que se asoció con respuestas 
clínicas 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; 40 
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 Immunotherapy of Cancer: Cancer Immunotherapy - 2nd Annual 
Meeting; 2004; Mainz, Alemania).  
 
[0004] A pesar del progreso significativo en la inmunoterapia con células T, las respuestas clínicas objetivas se 45 
observan raramente. La ineficiencia de las terapias basadas en células T se ha atribuido a bajas afinidades de TCR, 
respuestas citotóxicas potentes e in vivo limitadas contra altas cargas tumorales, la falta de persistencia de células 
efectoras, tolerancia a tumores de auto-tumor y la inmunosupresión 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 epítope de WT1, se generó un mAb TCRm completamente humano 50 
específico para el complejo RMF/HLA-A0201. El mAb mostró una potente actividad terapéutica contra la leucemia que 
expresa WT1 y los tumores sólidos, 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), macrófagos, neutrófilos y otras células 55 
inmunes efectoras, que pueden ser extremadamente heterogéneas en pacientes con leucemias o cánceres, 
especialmente después de la terapia. Un enfoque alternativo y eficaz para mediar en la terapia citolítica de mAb es 
usar células T como células efectoras. Las células T se encuentran entre las células citotóxicas más potentes y 
representan el mayor número de células citotóxicas circulantes. Los enfoques recientes que agregan especificidad de 
mAb a las células T, como la transferencia adoptiva de células T diseñadas con receptores de antígenos quiméricos 60 
basados en anticuerpos (conocidos como CAR) y mAbs biespecíficos 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 biespecíficos están diseñadas 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 65 
reconocimiento intrínseco de TCR específico de Ag, las moléculas coestimuladoras y la expresión de HLA en las 
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células tumorales. También evita la vacunación, la administración de citoquinas o la expansión e infusión ex vivo de 
células T derivadas de pacientes específicas 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 5 
Blinatumomab (Amgen, Thousand Oaks, CA) biespecífico de células T (BiTE®), específico para el CD19 Ag de células 
pan B y la cadena de señalización CD3e del TCR, está ensayado por la FDA para el tratamiento de Linfoma de Hodgkin 
y leucemia linfocítica aguda (LLA).  
 
[0006] El documento WO 2012/135854 identifica y caracteriza proteínas de unión a antígeno, tales como anticuerpos, 10 
que son capaces de dirigirse a proteínas citosólicas/intracelulares, por ejemplo, la oncoproteína WT1. Los anticuerpos 
descritos se dirigen a un complejo péptido/MHC tal como aparecería típicamente en la superficie de una célula luego 
del procesamiento del antígeno de la proteína WT1 y la presentación por parte de la célula.  
 
[0007] El documento WO 2005/040220 enseña una construcción de unión específica a CD3 citotóxicamente activa 15 
que comprende un primer dominio que se une específicamente a CD3 humano y un segundo dominio de unión 
derivado de Ig.  
 
Resumen de la invención  
 20 
[0008] La invención proporciona un anticuerpo recombinante que comprende:  

 
(I) una primera parte de unión a antígeno que es capaz de unirse específicamente a WT1/HLA, que 
comprende uno de:  
 25 

(A) un fragmento variable de cadena única (scFV) que comprende una secuencia de aminoácidos 
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 aminoácidos seleccionadas del grupo 30 
que consiste en SEQ ID NOS: (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  
 
(C)  

 35 
(i) una VH CDR1 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 
38; una VH CDR2 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 
39; una VH CDR3 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 
40; una VL CDR1 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 
44; una VL CDR2 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 40 
45; y una VL CDR3 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID 
NO: 46;  
(ii) una VH CDR1 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 
2; una VH CDR2 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 
3; una VL CDR3 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 45 
4; una VL CDR1 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 
8; una VL CDR2 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 
9; y una VL CDR3 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID 
NO: 10;  
(iii) una VH CDR1 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 50 
20; una VH CDR2 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 
21; una VH CDR3 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 
22; una VL CDR1 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 
26; una VL CDR2 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 
27; y una VL CDR3 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID 55 
NO: 28;  
(iv) una VH CDR1 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 
56; una VH CDR2 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 
57; una VH CDR3 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 
58; una VL CDR1 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 60 
62; una VL CDR2 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 
63; y una VL CDR3 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID 
NO: 64;  
(v) una VH CDR1 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 
74; una VH CDR2 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 65 
75; una VL CDR3 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 
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76; una VL CDR1 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 
80; una VL CDR2 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 
81; y una VL CDR3 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID 
NO: 82; o  
(vi) una VH CDR1 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 5 
92; una VH CDR2 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 
93; una VH CDR3 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 
94; una VL CDR1 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 
98; una VL CDR2 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 
99; y una VL CDR3 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID 10 
NO: 100; y  

 
(II) una segunda porción de unión a antígeno que comprende:  

 
(A) un fragmento variable de cadena única (scFV) que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en 15 
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 aminoácidos 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 aminoácidos expuestas en las SEQ ID NO: 134 y 136.  20 

 
[0009] La invención también proporciona un ácido nucleico que codifica un anticuerpo recombinante de la invención. 
 
[0010] La invención también proporciona una composición farmacéutica que comprende un anticuerpo recombinante 
o ácido nucleico de la invención.  25 
 
[0011] La invención también proporciona la composición de anticuerpo o farmacéutica de la invención 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 crónica o leucemia aguda o cáncer WT1+. 
 30 
[0012] La invención 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 
composición que comprende el anticuerpo recombinante de acuerdo con la invención, en el que la respuesta de las 
células T primarias comprende estimular células T citotóxicas contra el primer antígeno 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 35 
antígeno tumoral y/o contra un segundo antígeno tumoral. 
 
[0013] Otras características de la invención se exponen en las reivindicaciones adjuntas.  
 
Resumen de la divulgación  40 
 
[0014] Los anticuerpos biespecíficos que se han descrito anteriormente están dirigidos a Ags de la superficie celular 
bien conocidos, de alta densidad, que no son específicos de tumor. La presente divulgación se refiere a anticuerpos 
biespecíficos derivados de un mAb TCRm, designado ESK. El anticuerpo biespecífico de ESK fue capaz de unirse 
selectivamente a células tumorales positivas para WT1/HLA-A0201 y mostró una potente actividad terapéutica en 45 
múltiples modelos de cáncer humano al redireccionar la citotoxicidad de las células T humanas. La redirección de la 
población de células T al cáncer se demostró mediante el rastreo de imágenes diana y de las células efectoras duales. 
Los anticuerpos biespecíficos de TCRm mAb descritos en el presente documento son un potente agente terapéutico 
que se dirige a un Ag específico del tumor intracelular de baja densidad expresado ampliamente, por ejemplo, WT1. 
Los anticuerpos biespecíficos descritos en el presente documento también son capaces de inducir una respuesta 50 
secundaria de células T específica para antígenos distintos de WT1.  
 
[0015] En un aspecto, la descripción se refiere a un anticuerpo recombinante que comprende una primera porción de 
unión a antígeno que se une específicamente a un péptido WT1 complejado con un antígeno principal complejo de 
histocompatibilidad tal como HLA-A2 y puede, por lo tanto, enlazarse con una célula WT1/HLA-A2+ incluso cuando 55 
WT1 está presente a baja densidad. El anticuerpo comprende además una segunda porción de unión a antígeno que 
se une específicamente a un antígeno 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 divulgación se refiere a un anticuerpo recombinante, en el que dicho anticuerpo recombinante 60 
comprende: (i) una primera porción de unión al antígeno que comprende: (A) una cadena pesada (HC) de la región 
variable que comprende HC-CDR1, HC-CDR2 y HC-CDR3; y una región variable de cadena ligera (LC) que 
comprende LC-CDR1, LC-CDR2 y LC-CDR3, que comprende secuencias de aminoácidos como se exponen en las 
Tablas 1-6; (B) un VH y un VL que comprenden las secuencias de aminoácidos primera y segunda como se exponen 
en las Tablas 1-6; o (C) un scFv que comprende una secuencia de aminoácidos como se expone en las Tablas 1-6; y 65 
(ii) una segunda porción de unión a antígeno que comprende una secuencia de aminoácidos como se muestra en la 
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Tabla 7. En una realización, el anticuerpo recombinante comprende la secuencia de aminoácidos mostrada en la 
Figura 10 (SEQ ID NO: 110).  
 
[0017] En otro aspecto, la descripción se refiere a un ácido nucleico que codifica un anticuerpo biespecífico 
recombinante descrito en este documento. 5 
 
[0018] En un aspecto relacionado, la descripción se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden el 
anticuerpo biespecífico recombinante y un excipiente farmacéuticamente aceptable. En otro aspecto, la descripción 
se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden un ácido nucleico que codifica el anticuerpo biespecífico 
recombinante y un excipiente farmacéuticamente aceptable.  10 
 
[0019] En aún otro aspecto, la descripción 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 aminoácidos de SEQ ID NO: 1 y una célula T citotóxica. En algunas realizaciones, la célula T citotóxica es una 
célula autóloga. 15 
  
[0020] En aún otro aspecto relacionado, la descripción 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 biespecífico recombinante descrito en el presente documento. En una realización, el método 
comprende además administrar al sujeto células T citotóxicas CD3+ que son autólogas. En una realización, la 20 
enfermedad positiva para WT1 es una leucemia crónica o leucemia aguda o cáncer WT1+, por ejemplo, leucemia 
mielocítica crónica, mieloma múltiple (MM), leucemia linfoblástica aguda (LLA), leucemia mieloide/mielógena aguda 
(LMA). Síndrome mielodisplásico (MDS), mesotelioma, cáncer de ovario, cánceres gastrointestinales, cáncer de 
mama, cáncer de próstata o glioblastoma.  
 25 
[0021] En un aspecto, la descripción se refiere a un anticuerpo biespecífico recombinante que comprende una primera 
parte de unión a antígeno que comprende uno de: (A) un fragmento variable de cadena única (scFV) que comprende 
una secuencia de aminoácidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 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 aminoácidos seleccionadas del grupo que consiste en SEQ ID NOS: (i) 30 
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 
aminoácidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 2, 20, 38, 56, 74, 92 y 116; y (b) una CDR2 de VH 
que comprende una secuencia de aminoácidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 3, 21, 39, 57, 75, 
93 y 117; y (c) una VL CDR3 que comprende una secuencia de aminoácidos seleccionada del grupo que consiste en 35 
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 aminoácidos 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 aminoácidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 
9, 27, 45, 63, 81, 99 y 123; y (c) una VL CDR3 que comprende una secuencia de aminoácidos seleccionada del grupo 
que consiste en las SEQ ID NO: 10, 28, 46, 64, 82, 100 y 124. El anticuerpo biespecífico recombinante comprende 40 
además una segunda unión a antígeno parte que comprende (A) un scFV que comprende la secuencia de aminoácidos 
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 aminoácidos establecidas en las SEQ 
ID NOS: 112 y 111 o la SEQ ID NOS: 134 y 136.  
 45 
[0022] En otro aspecto, la divulgación 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 administración de una composición que comprende 
un anticuerpo recombinante, dicho anticuerpo recombinante que comprende una primera porción de unión a antígeno 
y una segunda porción de unión al antígeno, en donde dicha primera porción de unión al antígeno se une 
específicamente a un primer antígeno tumoral y dicha segunda porción de unión al antígeno se une específicamente 50 
a un antígeno de superficie de las células efectoras inmunes, en donde la respuesta primaria de las células T 
comprende estimular las células T citotóxicas contra el primer antígeno 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 antígeno tumoral y/o 
contra un segundo antígeno tumoral. En un aspecto, la respuesta secundaria de las células T no requiere células 
presentadoras de antígenos o moléculas coestimuladoras. En otro aspecto, la respuesta secundaria de células Ts 55 
comprende estimular células T efectoras y/o células T de memoria contra el segundo antígeno tumoral. En un aspecto, 
el segundo antígeno tumoral es un antígeno tumoral no WT1-RMF.  
 
[0023] En aún otro aspecto, la divulgación se refiere a un método de producción de las células T efectoras y/o células 
T de memoria contra un antígeno tumoral que comprende la activación de una célula T con un anticuerpo biespecífico 60 
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 antígeno 
tumoral no WT1-RMF, por ejemplo, HER2-neu. 
 
[0024] Se pretende que la presente divulgación esté relacionada como un documento unificado, y debe entenderse 65 
que se contemplan todas las combinaciones de características descritas en este documento, incluso si la combinación 
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de características no se encuentra en la misma oración, párrafo o sección de esta divulgación. Con respecto a los 
aspectos de la divulgación descrita o reivindicada con "un" o "una", debe entenderse que estos términos significan 
"uno o más", a menos que el contexto requiera de manera inequívoca un significado más restringido. Con respecto a 
los elementos descritos como uno o más dentro de un conjunto, debe entenderse que todas las combinaciones dentro 
del conjunto están contempladas. Si los aspectos de la divulgación se describen como "que comprenden" una 5 
característica, también se contemplan realizaciones “que consisten en" o "que consiste esencialmente en" la 
característica.  
 
Breve descripción de los dibujos  
 10 
[0025]  
 

La Figura 1 muestra la unión selectiva de una realización de un anticuerpo biespecífico de ESK a células 
tumorales y células T humanas medida por citometría de flujo. SET-2 (1A), HL-60 (1B) o células T CD3 
humanas purificadas (1C) se tiñeron con anticuerpo ESK biespecífico o control a concentraciones de 10 15 
µg/ml, 1 µg/ml o 0,1 µg/ml, seguido de un mAb secundario específico para la etiqueta His conjugado con 
FITC. El anticuerpo biespecífico de ESK mostró una unión selectiva a las células SET-2 a las concentraciones 
de 10 µg/ml, 1 µg/ml y 0,1 µg/ml. El mAb secundario de control solo y el anticuerpo biespecífico de control en 
las concentraciones indicadas no se unieron a las células. Ninguno de ESK ni anticuerpos biespecíficos de 
control se unieron a HL-60 en todas las concentraciones ensayadas. Para las células T humanas en reposo, 20 
el anticuerpo ESK biespecífico mostró una unión más débil que el anticuerpo biespecífico de control. 
Intensidad de fluorescencia mediana (MFI) para anticuerpos específicos de ESK: 91,4, 41 y 13,2 a una 
concentración de 10 µg/ml, 1 µg/ml y 0,1 µg/ml, respectivamente. Para el control de anticuerpos biespecíficos: 
188, 153 y 26,2 a concentraciones de 10 µg/ml, 1 µg/ml y 0,1 µg/ml, respectivamente. (1D) El anticuerpo 
biespecífico de ESK induce la secreción de IFN-γ en presencia de células tumorales WT1+/HLA-A0201+. Las 25 
células T humanas y las células SET-2 en una proporción de 15:1 se incubaron con o sin el anticuerpo ESK 
biespecífico o el anticuerpo biespecífico de control a una concentración de 3 µg/ml, 1 µg/ml, 0,3 µg/ml, 0,1 
µg/ml o 0,03 µg/ml durante la noche. Los sobrenadantes se recogieron y la liberación de IFN-γ se midió con 
un kit ELISA. Los cultivos de células T solas o células T con células SET-2, más el anticuerpo biespecífico de 
control no mostraron ningún IFN-γ detectable. Por lo tanto, sus valores se restaron de los datos mostrados. 30 
Los datos muestran el promedio de cultivos duplicados y representan uno de dos experimentos similares.  

 
La Figura 2 muestra que el anticuerpo ESK biespecífico 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 relación E: T de 40:1, en presencia o ausencia de ESK o anticuerpo biespecífico de control 35 
en las concentraciones indicadas. La citotoxicidad de las células T se midió mediante la liberación de 51Cr 
después de 5 horas de incubación. 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 liberación de -51Cr de 6 h a una relación 
E: T de 100:1. La citotoxicidad mediada por anticuerpos biespecíficos de ESK por células T humanas cebadas 
con EBV se midió mediante un ensayo de liberación de 51Cr de 5 horas contra BV173 (2E), JMN (2F) y células 40 
de cáncer de ovario primario (2G) en la relación E: T indicada. Se utilizaron anticuerpos biespecíficos a 0,1 
µg/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 biespecífico induce la activación de células T en presencia de 45 
células autólogas de cáncer de ovario. Las PBMC de un paciente en los números indicados/pocillo se 
incubaron con células de cáncer de ovario autólogas irradiadas, en presencia de 0,1 µg/ml de ESK o de un 
anticuerpo biespecífico de control durante los primeros 3 días. (3A) Las células se cultivaron durante un total 
de 7 días y en el día 8, se agregaron células tumorales autólogas marcadas con 51Cr a las células efectoras 
a mil células/pocillo. La liberación de 51Cr se midió 6 h más tarde. (3B) Se incubaron PBMC, células autólogas 50 
de cáncer de ovario, o PBMC más células de cáncer de ovario con o sin ESK o control de anticuerpos 
biespecíficos a 0,1 µg/ml durante 7 días. Se añadió 3H-timidina durante la noche, y las células se recogieron 
al día siguiente. Los datos representan cultivos triplicados.  
 
La Figura 4 muestra que el anticuerpo ESK biespecífico trata efectivamente BV173 y ALL en ratones NSG. 55 
Dos millones de células BV173 se inyectaron i.v. en ratones el día 0, se confirmó el injerto tumoral el día 5 y 
los ratones se asignaron al azar a grupos de tratamiento. Diez millones de células T específicas de EBV se 
administraron por vía intravenosa en el día 6, seguidas de 20 µg de ESK1 o inyección de control i.v. con 
anticuerpos biespecíficos de 4 a 5 horas más tarde. Las células T se administraron una vez a la semana y 
los anticuerpos biespecíficos se administraron dos veces a la semana durante un total de tres semanas. (4A) 60 
La carga tumoral se mostró mediante imágenes de bioluminiscencia (BLI) de la parte frontal de los ratones. 
BLI en el día 6 mostró injerto de tumor antes del tratamiento. Los ratones que recibieron células T y 
anticuerpos biespecíficos de ESK mostraron una reducción significativa de la carga tumoral, especialmente 
en la médula ósea. (4B) La carga tumoral se calculó sumando la señal luminiscente de cada ratón en las dos 
posiciones anteriores y posteriores, y se trazó la señal promedio para cada grupo (n = 5). (4C) La GVHD se 65 
evaluó pesando ratones cada semana, y no se observó GVHD hasta los 49 días. (4D) El anticuerpo 
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biespecífico ESK inhibió 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 día 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 específicas de EBV se inyectaron por vía intravenosa en ratones, seguido de una 
inyección i.v. de 20 µg de anticuerpo biespecífico de ESK o su anticuerpo de control biespecífico. La inyección 5 
de anticuerpos biespecíficos se administró diariamente y las células T se administraron dos veces por semana 
durante un total de dos semanas. La inhibición del tumor en el día 18 y el día 23 después de la inoculación 
del tumor se muestra en vistas prona y supina para cada punto temporal. (4E) Datos del modelo de ratón 
ALL: el promedio de fotones/segundo de cinco ratones mostró una reducción de casi cien veces la carga 
tumoral en los ratones tratados con el anticuerpo biespecífico ESK después de más de 3 semanas.  10 
 
La Figura 5 muestra que el anticuerpo biespecífico ESK trata efectivamente la SET-2 AML en ratones NSG. 
En este modelo, se les dio diez millones de células T específicas para EBV i.v. dos veces a la semana y 20 
µg de anticuerpos biespecíficos fueron inyectados diariamente i.v. para un total de 6 días, después de 
confirmar el injerto del tumor en el día de carga 4. (5A) del tumor se muestra desde la parte posterior de los 15 
ratones para mostrar la infiltración de leucemia columnal, con el fin de mostrar la carga de leucemia en todos 
los grupos. La escala BLI aumentó aproximadamente 10 veces en las imágenes desde el día 7 en adelante. 
(5B) La carga tumoral se calculó sumando la señal luminiscente de cada ratón en las dos posiciones 
anteriores y posteriores, y se trazó la señal promedio para cada grupo (n = 5). (5C) La infiltración de leucemia 
también se evaluó mediante la parálisis de la extremidad causada por el daño al sistema nervioso central. 20 
Los ratones que recibieron células T y anticuerpos biespecíficos de ESK no mostraron parálisis del SNC. 
Cada barra muestra el promedio de cinco ratones/grupo.  
 
La Figura 6 muestra que el anticuerpo biespecífico de ESK media la retención de células T en la médula 
ósea de ratones portadores de tumores. (6A) Veinte millones de células T específicas de EBV transducidas 25 
con Renilla se inyectaron i.v. en ratones que habían sido injertados con células SET-2. Cuatro horas más 
tarde, 20 µg ESK o control anticuerpo biespecífico se administra por inyección i.v.. La distribución de células 
T se controló mediante imágenes de bioluminiscencia de Renilla, inmediatamente después de la inyección 
de células T (0 h), 4 horas después de la inyección de anticuerpos biespecíficos y luego todos los días durante 
un total de tres días. (6B) La señal de las células T se calculó sumando la señal luminiscente de cada ratón 30 
y se representó la señal promedio para cada grupo (n = 3). (6C) La carga de leucemia SET-2 se monitorizó 
simultáneamente mediante imágenes de bioluminiscencia de luciérnaga en los puntos de tiempo indicados. 
Los ratones que recibieron células T solo no mostraron señal de luciérnaga. Los ratones que recibieron 
células T y el anticuerpo ESK biespecífico mostraron una reducción dramática de la carga de leucemia, en 
comparación con los ratones que recibieron células SET-2. La inhibición del tumor se correlacionó con la 35 
retención de células T como se muestra en la Figura 7B.  
 
La Figura 7 muestra que el anticuerpo ESK biespecífico elimina las células JMN del mesotelioma peritoneal 
en ratones NSG. Tres mil células JMN se mezclaron con seis mil células T específicas de EBV y se inyectaron 
por vía i.p. en ratones. Una hora más tarde, se inyectó por vía intravenosa un anticuerpo ESK o biespecífico 40 
de control y se repitió durante 5 días consecutivos. El desarrollo del tumor se monitorizó mediante imágenes 
de bioluminiscencia de luciérnaga en los puntos de tiempo indicados. (7A) El día 1 (un día después del 
tratamiento) no mostró un tumor visible en los ratones tratados con anticuerpos biespecíficos de ESK, lo que 
sugiere la eliminación de células tumorales. (7B) El promedio de fotones/segundo de cinco ratones mostró 
una reducción de casi cien veces la carga tumoral en los ratones tratados con anticuerpos biespecíficos contra 45 
ESK después de más de 3 semanas.  
 
La Figura 8 muestra los resultados de un análisis de unión a FACS que compara la unión del anticuerpo 
biespecífico ESK1-L2K con el anticuerpo biespecífico ET901 + L2K y el anticuerpo biespecífico ET901 + 
OKT3.  50 
 
La Figura 9 muestra los resultados de un análisis de unión a FACS que compara la unión del anticuerpo 
biespecífico ESK1-L2K con el anticuerpo biespecífico ET901 + L2K y el anticuerpo biespecífico ET901 + 
OKT3.  
 55 
La Figura 10 muestra la secuencia de aminoácidos (SEQ ID NO: 110) de una realización de un anticuerpo 
biespecífico que comprende un scFv que se une específicamente a WT1/HLA-A2 y un scFv que se une 
específicamente a CD3.  
 
La Figura 11A es una PÁGINA de 1) ESK1/OKT3 (2 µg, reducido); 2) 901/OKT3 (2 µg, reducido); 3) SeeBlue 60 
Plus Pre-Stained Standard; 4) ESK1/OKT3 (2 µg, no reducido); 5) 901/OKT3 (2 µg, no reducido). 11B muestra 
los estándares.  
 
La Figura 12 muestra la asociación y la disociación del anticuerpo monoclonal biespecífico ESK1 contra el 
complejo WT1/HLA-A2.  65 
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La Figura 13 muestra los resultados de la purificación por cromatografía de intercambio catiónico de 
anticuerpo monoclonal biespecífico ESK1/OKT3 (13A) y una mezcla de ESK1 y OKT3 (13B).  
 
La Figura 14 muestra los resultados de la purificación por cromatografía de intercambio catiónico del 
anticuerpo monoclonal biespecífico ET901/OKT3 (14A) y una mezcla de 901 y OKT3 (14B).  5 
 
La Figura 15 muestra la unión hacia células Jurkat positivas para CD3 por FACS.  
 
La Figura 16 muestra los anticuerpos ESK biespecíficos que inducen la activación de células T en entornos 
autólogos. Las PBMC de un paciente HLA-A2 + con AML (antes de la recaída) se cocultivaron con blastos 10 
mieloides autólogos purificados de CD33+ (después de la recaída) en presencia o ausencia de ESK o 
anticuerpo control biespecífico a 20 µg/ml y las células se recolectaron y se tiñeron doble con CD33 para 
blastos (16B) y CD3 para células T (16A) el día 3 y el día 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 números de células absolutos se obtuvieron multiplicando el porcentaje de cada población por los números 15 
de células totales.  
 
La Figura 17 muestra la farmacocinética de un anticuerpo ESK biespecífico. Los datos representan el 
promedio de 3 ratones/grupo. (17A) La farmacocinética del anticuerpo biespecífico de ESK se determinó 
mediante el uso de la construcción marcada con 125I, inyectada por vía intravenosa en C57 BL6/J, o por vía 20 
intraperitoneal en ratones BALB/c, y la radioactividad de la sangre se midió durante 48-52 horas. El anticuerpo 
biespecífico inyectado por vía intravenosa se redistribuyó rápidamente de la sangre al tejido con una vida 
media alfa de 30 minutos, seguido de la depuración con una vida media beta de 5 horas. Después de la 
administración intraperitoneal, los niveles de anticuerpos biespecíficos aumentaron en la sangre, alcanzando 
un máximo de 3 horas después de la inyección. La construcción luego se aclaró con la misma vida media 25 
beta. La exposición total (área bajo la curva) de la inyección intravenosa fue mayor que con la inyección 
intraperitoneal. (17B) El patrón de biodistribución de los anticuerpos se determinó utilizando las mismas 
construcciones radiomarcadas. Después de 2 horas, se detectó un 3% o menos de la dosis/gramo inyectada 
en los tejidos principales distintos del estómago y el tracto intestinal, que elimina el yodo deshalogenado. 
Después de 4 horas, se detectó un 2% o menos de la dosis/gramo inyectada en los tejidos principales distintos 30 
del estómago. Después de 7 horas, se detectó un 1% o menos de la dosis/gramo inyectada en los tejidos 
principales que no sean el estómago.  
 
La Figura 18 muestra la expresión de antígenos tumorales en células de cáncer de ovario primario. (18A) La 
expresión de HLA-A2 en células de cáncer de ovario primario se midió tiñendo las células tumorales con el 35 
clon BBA,2 HLA-A2 anti-humano BB7,2 conjugado a FITC y su control de isotipo IgG2b/FITC de ratón. (18B) 
La expresión del complejo WT1 RMF/HLA-A2 en las mismas células tumorales se midió tiñendo las células 
con mAb ESK conjugado con APC a 3 µg/ml y su control de isotipo, IgG1/APC humana. (18C) La expresión 
de HER2-neu en las mismas células tumorales se midió tiñendo las células con Herceptin a 10 µg/ml o 1 
µg/ml, seguido de mAb IgG1 antihumano de cabra conjugado con FITC. Rituximab fue utilizado como control 40 
de isotipo.  
 
La Figura 19 muestra el anticuerpo ESK biespecífico que induce respuestas de células T secundarias a 
epítopos distintos de WT1 RMF en el contexto de las moléculas HLA-A2. (19A) Las PBMC de un paciente 
con cáncer de ovario se estimularon con células tumorales autólogas en una relación efector:diana de 5:1, 45 
en presencia de un anticuerpo biespecífico ESK-bi o un anticuerpo biespecífico de control a 0,1 µg/ml. IL-5 
humana (5 ng/ml) e IL-2 humana (10 unidades/ml) durante una semana y la respuesta específica del epítopo 
se midió mediante el ensayo elispot con IFN-g, contra células T2, pulsadas con péptidos indicados a 20 µg/ml. 
(19B) Las PBMC restantes del experimento en (A) se volvieron a estimular de la misma manera, en una 
relación efector/diana de 9:1, y la respuesta de las células T específicas del epítopo se midió mediante el 50 
ensayo elispot IFN-g. El mismo protocolo de estimulación y el ensayo IFN-g elispot se realizaron para 
comparar la respuesta de células T específica de epítopo entre (19C) células T CD3+ purificadas frente a 
PBMC agotadas de NK y macrófagos (indicado como T + B), o (19D) PBMC versus purificadas Células T 
CD3+, o células T estimuladas con células tumorales autólogas muertas. Las células tumorales muertas se 
generaron mediante descongelación frecuente sin DMSO. Los datos representan el promedio del cultivo de 55 
triplicado +/- DE. El sobrenadante de los co-cultivos de PBMC o células T purificadas con células autólogas 
de cáncer de ovario en presencia o ausencia de anticuerpos biespecíficos a 0,1 µg/ml, se recogieron después 
de 3 horas, 3 y 6 días e IFN-gamma (19E) y TNF-alfa (19F) se midieron mediante kits ELISA.  
 
La Figura 20 muestra la expresión de CD86 de la molécula coestimuladora en PBMC (panel superior) de 60 
un donante normal y células de cáncer de ovario de un paciente (panel inferior), medida mediante tinción de 
las células con mAb/PerCp antihumano de ratón de ratón o su control de isotipo en diferentes 
concentraciones. Control de isotipos: dilución 1:50, 100 y 200. Anticuerpo anti-CD86: dilución 1:50, 100 y 200. 

 
La Figura 21 muestra la generación de células efectoras citotóxicas de larga vida. (21A) Las PBMC del 65 
paciente de la Figura 19 se tiñeron con CD4, CD8, CD45RA, CD45RO y CCR7, antes y 7 semanas después 

E14803300
05-02-2020ES 2 742 224 T3

 



 9 

de la activación con el anticuerpo biespecífico ESK (0,1 µg/ml) en presencia de células tumorales autólogas. 
CD45RA y CD45RO versus CCR7 se mostraron en células T CD8 activadas. (21B) El gran aumento selectivo 
en las células T CD8 7 semanas después de la activación del anticuerpo biespecífico, medido por citometría 
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 5 
midió la citotoxicidad contra un tumor autólogo, SET-2 y células HL-60 mediante el ensayo estándar de 
liberación de 51Cr. Los datos representan el promedio de los pocillos triplicados.  

 
Descripción detallada de la invención  
 10 
[0026] A menos que se defina de otro modo en el presente documento, los términos científicos y técnicos utilizados 
en relación con la presente invención tendrán los significados que entienden comúnmente los expertos en la técnica. 
Además, a menos que el contexto lo requiera, los términos en singular incluirán pluralidades, y los términos en plural 
incluirán el singular. En general, las nomenclaturas utilizadas en relación con, y las técnicas de cultivo celular y tisular, 
biología molecular, inmunología, microbiología, genética y química de ácidos nucleicos y proteínas e hibridación 15 
descritas en este documento son aquellas bien conocidas y comúnmente utilizadas en la técnica. En la práctica de la 
presente invención, se utilizan muchas técnicas convencionales en inmunología, que están 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 periódicas); Recombinant 
Antibodies for Immunotherapy, Melvyn Little, ed. Cambridge University Press 2009.  20 
 
[0027] Las siguientes abreviaturas se usan en toda la aplicación y están destinadas en general a ser interpretadas 
constantemente con el significado de los términos tal como se conoce en la técnica:  
 

Ab: Anticuerpo 25 
 
ADCC: Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos 
 
LLA: Leucemia linfocítica aguda 
 30 
LMA: Leucemia mieloide aguda  
 
BiTE: Engendrador de células T biespecíficas 
 
CDC: Comotoxicidad dependiente complementaria  35 
 
CMC: Citotoxicidad mediada por complemento  
 
CDR: Región determinante de complementariedad (ver también HVR abajo)  
 40 
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  45 
 
CH2, 3: segundo y tercer dominios constantes de la cadena pesada  
 
CHO: ovario de hámster chino 
 50 
CML: leucemia mielógena crónica; también conocida como leucemia mielocítica crónica y leucemia mieloide 
crónica  
 
CTL: Células T citotóxicas  
 55 
Relación E:T: Efector: Relación de diana 
 
Fab: Fragmento de unión a anticuerpo  
 
FACS: Clasificación de células activadas por fluorescencia  60 
 
FBS: Suero bovino fetal  
 
FR: Región de marco de referencia  
 65 
GVHD: Enfermedad de huésped versus injerto 
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HC: cadena pesada  
 
HLA: antígeno leucocitario humano  
 5 
HVR-H: cadena pesada de la región hipervariable (ver también CDR)  
 
HVR-L: cadena ligera de la región hipervariable (ver también CDR)  
 
Ig: inmunoglobulina  10 
 
KD: constante de disociación  
 
kapagado: Tasa de disociación  
 15 
kencendido Tasa de asociación  
 
MHC: Complejo principal de histocompatibilidad  
 
MM: Mieloma múltiple  20 
 
scFv: Fragmento variable de cadena única  
 
VH: Cadena pesada variable incluye región hipervariable de cadena pesada y región marco variable de 
cadena pesada 25 
 
VL: Cadena ligera variable incluye cadena ligera región de estructura variable hipervariable y cadena ligera  
 
WT1: proteína tumoral de Wilms 1  

 30 
[0028] En la descripción que sigue, los términos utilizados en el presente documento están 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 continuación están destinadas a aclarar, pero no limitar, los 
términos definidos.  
 35 
[0029] Como se usa en el presente documento, "administrar" y "administración" se refieren a la aplicación de un 
ingrediente activo al cuerpo de un sujeto.  
 
[0030] "Anticuerpo" y "anticuerpos", como se conocen esos términos en la técnica, se refieren a proteínas de unión a 
antígeno del sistema inmune. El término "anticuerpo" como se menciona aquí incluye anticuerpos completos de 40 
longitud completa que tienen una región de unión a antígeno, y cualquier fragmento del mismo en el que se retiene la 
"porción de unión a antígeno" o "región de unión a antígeno", o cadenas individuales para Ejemplo, fragmento de una 
sola cadena variable (scFv), del mismo. Un "anticuerpo" natural es una glucoproteína que comprende al menos dos 
cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L) interconectadas por enlaces disulfuro. Cada cadena pesada se 
compone de una región variable de cadena pesada (abreviada aquí como VH) y una región constante de cadena 45 
pesada (CH). La región constante de la cadena pesada se compone de tres dominios, CH1, CH2 y CH3. Cada cadena 
ligera está compuesta por una región variable de cadena ligera (abreviada aquí como VL) y una región CL constante 
de cadena ligera. La región constante de la cadena ligera se compone de un dominio, CL. Las regiones VH y VL 
pueden subdividirse aún más en regiones de hipervariabilidad, denominadas regiones determinantes de 
complementariedad (CDR), intercaladas con regiones que están más conservadas, denominadas regiones marco 50 
(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 unión que interactúa con un antígeno. Las regiones constantes de los anticuerpos pueden 
mediar la unión 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 clásico.  55 
 
[0031] El término "porción de unión a antígeno" o "región de unión a antígeno" de un anticuerpo, como se usa aquí, 
se refiere a esa región o parte del anticuerpo que se une al antígeno y que confiere especificidad de antígeno al 
anticuerpo; los fragmentos de proteínas de unión a antígeno, por ejemplo, los anticuerpos incluyen uno o más 
fragmentos de un anticuerpo que conservan la capacidad de unirse específicamente a un antígeno (por ejemplo, un 60 
complejo péptido/HLA). Se ha demostrado que la función de unión a antígeno de un anticuerpo se puede realizar 
mediante fragmentos de un anticuerpo de longitud completa. Los ejemplos de fragmentos de unión a antígeno 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 región bisagra; un fragmento Fd que consiste en los dominios VH 65 
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 región determinante de 
complementariedad aislada (CDR). 
 
[0032] Además, aunque los dos dominios del fragmento Fv, VL y VH, están codificados por genes separados, pueden 
unirse, usando métodos recombinantes, por un enlazador sintético que les permite ser hecho como una sola cadena 5 
proteica en la que las regiones VL y VH se emparejan para formar moléculas monovalentes. Estos son conocidos 
como Fv de cadena única (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.  10 
 
[0033] Tal como se utiliza aquí, el término "cantidad eficaz" significa la cantidad de un compuesto o agente terapéutico 
que provocará la respuesta biológica o médica de un tejido, sistema, animal, o humano que está siendo buscada, por 
ejemplo, por un investigador o clínico.  
 15 
[0034] El término "cantidad terapéuticamente eficaz" significa cualquier cantidad que, en comparación con un sujeto 
correspondiente que no ha recibido dicha cantidad, da como resultado tratamiento mejorado, curación, prevención o 
mejora de una enfermedad, trastorno o efecto secundario, o una disminución en la tasa de avance de una enfermedad 
o trastorno. El término también incluye dentro de su alcance cantidades efectivas para mejorar la función fisiológica 
normal.  20 
 
[0035] La presente descripción se refiere a composiciones y métodos de tratamiento relacionados con los anticuerpos 
biespecíficos recombinantes. En un aspecto, la divulgación 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 
composición que comprende un anticuerpo recombinante, comprendiendo dicho anticuerpo recombinante una primera 25 
porción de unión a antígeno y una segunda unión de antígeno en la que dicha primera porción de unión a antígeno se 
une específicamente a un primer antígeno tumoral y dicha segunda porción de unión a antígeno se une 
específicamente a un antígeno de superficie de las células efectoras inmunitarias, en donde la respuesta de las células 
T principales comprende estimular las células T citotóxicas contra el primer antígeno 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 antígeno 30 
tumoral y/o contra un segundo antígeno tumoral. En un aspecto, el primer antígeno tumoral es WT1/HLA y el segundo 
antígeno tumoral es un antígeno tumoral no WT1-RMF. En un aspecto relacionado, la divulgación se refiere a un 
método para producir células T efectoras y/o células T de memoria contra un antígeno tumoral, opcionalmente un 
antígeno tumoral no WT1-RMF tal como HER2-neu. Los métodos de la presente divulgación pueden comprender 
además administrar una célula efectora inmune, por ejemplo, una célula citotóxica tal como una célula T citotóxica 35 
CD3+. A través de la producción de células T efectoras, por ejemplo, células T citotóxicas y/o células T de memoria 
contra un antígeno tumoral, los anticuerpos biespecíficos de la presente divulgación pueden así lograr un efecto de 
vacunación contra células tumorales y pueden usarse para generar células para su uso en la terapia adoptiva de 
células T. 
 40 
[0036] En otro aspecto, la presente descripción se refiere a una mejora de anticuerpo anti-WT1 útil para matar células 
positivas WT1. El anticuerpo anti-WT1 mejorado es un anticuerpo biespecífico con una primera porción de unión a 
antígeno que se une específicamente a WT1 cuando se presenta de forma restringida a la histocompatibilidad con 
HLA y una segunda porción de unión a antígeno que se une específicamente a un antígeno de superficie celular en la 
superficie de una célula efectora inmune, por ejemplo, CD3 y, por lo tanto, es capaz de enganchar células efectoras 45 
inmunes, por ejemplo, células T CD3+ (es decir, células T citotóxicas). En un aspecto, un anticuerpo recombinante o 
derivado o fragmento del mismo según la presente divulgación comprende: (i) una primera porción de unión a antígeno 
que comprende: (A) una región variable de cadena pesada (HC) que comprende HC-CDR1, HC-CDR2 y HC-CDR3; y 
una región variable de cadena ligera (LC) que comprende LC-CDR1, LC-CDR2 y LC-CDR3, que comprende 
secuencias de aminoácidos expuestas en las Tablas 1-6; (B) un VH y un VL que comprenden las secuencias de 50 
aminoácidos primera y segunda como se exponen en las Tablas 1-6; o (C) un scFv que comprende una secuencia de 
aminoácidos como se expone en las Tablas 1-6; y (ii) una segunda parte de unión a antígeno que comprende una 
secuencia de aminoácidos expuesta en la Tabla 7. En un aspecto, la primera parte de unión a antígeno y/o la segunda 
parte de unión a antígeno 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 55 
fragmento F(ab)2; un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab unidos por un puente disulfuro en la 
región 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 realización, el anticuerpo biespecífico tiene una primera parte de unión con una región de cadena 60 
pesada variable que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 50 y una región de cadena ligera variable 
que comprende la secuencia de aminoácidos SEQ ID NO: 52 o un scFv con la secuencia de aminoácidos de la SEQ 
ID NO: 54. Además, el anticuerpo biespecífico tiene una segunda porción de unión que comprende una región variable 
de la cadena ligera L2K que comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 111 y una cadena pesada 
L2K región variable que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 112. 65 
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[0038] En otras realizaciones, la porción de unión a WT1/HLA del anticuerpo biespecífico anti-WT1 de la invención 
comprende una o más de las secuencias de aminoácidos (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 5 
secuencias de cadena pesada y ligera hipervariables. 
 
[0040] En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una etiqueta de histidina para la purificación. En algunas 
realizaciones, el anticuerpo comprende un péptido señal y uno o más enlazadores que comprenden residuos de glicina 
y serina.  10 
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[0041] En una realización, el anticuerpo biespecífico de ESK1 comprende una primera porción de unión a antígeno 
específicamente a WT1/HLA-A2 y comprende una de las secuencias de aminoácidos de un anticuerpo WT1/HLA-A2 35 
como se establece en las Tablas 1-6 y una porción de unión a antígeno que se une a CD3 y comprende una secuencia 
de aminoácidos que se muestra en la Tabla 7 anterior. En una realización, el anticuerpo tiene la secuencia de 
aminoácidos mostrada en la Figura 10 (SEQ ID NO: 110). En otra realización, el anticuerpo biespecífico de ESK1 
comprende una primera porción de unión a antígeno que se une específicamente a WT1/HLA-A2 y comprende una 
de las secuencias de aminoácidos de un anticuerpo WT1/HLA-A2 como se muestra en la Tabla 8 y una porción de 40 
unión a antígeno que se une a OKT3 y comprende una secuencia de aminoácidos que se muestra en la Tabla 9.  
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[0042] Los anticuerpos biespecíficos recombinantes de la presente descripción también incluyen polipéptidos 
sustancialmente homólogos que tienen porciones de unión a antígeno 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 35 
a los péptidos descritos en las Tablas 1-9.  
 
[0043] Los anticuerpos biespecíficos de acuerdo con la presente divulgación pueden prepararse por cualquiera de una 
serie de técnicas convencionales. Por ejemplo, pueden producirse en sistemas de expresión recombinante, utilizando 
cualquier técnica conocida en la técnica. Véase, por ejemplo, Monoclonal Antibodies, Hybridomas: A New Dimension 40 
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 ácido nucleico que codifica una cadena polipeptídica (o parte de la misma) de un anticuerpo de 
interés, y manipular el ácido nucleico a través de tecnología de ADN recombinante. El ácido nucleico puede fusionarse 
con otro ácido nucleico de interés o alterarse (por ejemplo, mediante mutagénesis u otras técnicas convencionales) 45 
para agregar, eliminar o sustituir uno o más residuos de aminoácidos.  
 
[0044] Cualquier sistema de expresión conocido en la técnica puede ser utilizado para hacer los anticuerpos 
biespecíficos recombinantes de la presente divulgación. En general, las células huésped se transforman con un vector 
de expresión recombinante que comprende ADN que codifica un polipéptido deseado. Entre las células huésped que 50 
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 líneas celulares establecidas de origen mamífero. Los ejemplos de líneas celulares huésped de 
mamíferos adecuadas incluyen la línea COS-7 de células de riñón 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 hámster chino 55 
(CHO), células HeLa, líneas celulares BHK (ATCC CRL 10) y la línea celular CVI/EBNA derivada de la línea celular 
CVI (ATCC CCL 70) de riñón de mono verde como se describe por McMahan et al. al., 1991, EMBO J. 10: 2821. Los 
vectores de clonación y expresión apropiados para uso con huéspedes celulares bacterianos, fúngicos, de levadura y 
de mamíferos se describen en la técnica, por ejemplo, por Pouwels et al., Cloning Vectors: A Laboratory Manual, 
Elsevier, NY, 1985.  60 
 
[0045] Las células transformadas pueden ser cultivadas en condiciones que promueven la expresión del polipéptido, 
y el polipéptido recuperados por procedimientos de purificación de proteínas convencionales. Uno de tales 
procedimientos de purificación incluye el uso de cromatografía de afinidad, por ejemplo, sobre una matriz que tiene 
todo o una porción del antígeno unido a la misma. Los polipéptidos contemplados para su uso en el presente 65 
documento incluyen anticuerpos biespecíficos recombinantes sustancialmente homogéneos sustancialmente libres de 
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materiales endógenos contaminantes.  
 
[0046] En un aspecto, los anticuerpos biespecíficos de acuerdo con la presente descripción se producen a partir de 
células anfitrionas transformadas con un vector de expresión recombinante que codifica un péptido que tiene una 
primera porción de unión a antígeno y una segunda porción de unión a antígeno. En otro aspecto, un anticuerpo 5 
biespecífico de la presente divulgación se produce a partir de dos anticuerpos separados, es decir, un anticuerpo que 
tiene una primera porción de unión a antígeno y un anticuerpo que tiene una segunda porción de unión a antígeno, 
que están vinculados, por ejemplo, utilizando enlaces disulfuro.  
 
[0047] La secuencia de aminoácidos de los anticuerpos biespecíficos descritos en este documento puede ser 10 
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 más residuos de aminoácidos como 
resultado del procesamiento. Por ejemplo, en la totalidad o en una porción de los anticuerpos biespecíficos 
sustancialmente homogéneos, un aminoácido C-terminal de la cadena ligera o de la cadena pesada (o molécula de 
cadena única relevante) puede eliminarse mediante procesamiento proteolítico u otro procesamiento eso ocurre 15 
durante el cultivo, por ejemplo, el procesamiento de residuos Lys C-terminales. Alternativamente, se puede eliminar 
más de un residuo de aminoácido C-terminal, por ejemplo, dos aminoácidos C-terminales, o tres, cuatro o cinco 
aminoácidos C-terminales. De manera similar, los aminoácidos N-terminales pueden estar ausentes, por ejemplo, uno, 
dos, tres, cuatro o cinco aminoácidos N-terminales pueden estar ausentes.  
 20 
[0048] Alternativamente, o adicionalmente, los anticuerpos biespecíficos pueden someterse a modificaciones post-
traduccionales, por ejemplo, pero no limitado a, una glutamina se pueden ciclar o convertirse a ácido piroglutámico; 
Adicional o alternativamente, los aminoácidos pueden sufrir desamidación, isomerización, glicación y/u oxidación. Los 
polipéptidos de la invención pueden sufrir modificaciones postraduccionales adicionales, que incluyen glicosilación, 
por ejemplo, glicosilación ligada a N o ligada a O, en sitios que son bien conocidos en la técnica. Como se describió 25 
anteriormente, se pueden hacer cambios en la secuencia de aminoácidos de un polipéptido para evitar o minimizar 
tales alteraciones, o para facilitarlas en circunstancias en las que tal procesamiento es beneficioso. 
 
[0049] Los anticuerpos biespecíficos de acuerdo con la presente divulgación incluyen polipéptidos que se han 
modificado de alguna manera y por cualquier motivo, por ejemplo, para: (1) reducir la susceptibilidad a la proteólisis, 30 
(2) reducir la susceptibilidad a la oxidación, (3) alterar la afinidad de unión para formar complejos de proteínas, (4) 
alterar las afinidades de unión, y (4) conferir o modificar otras propiedades fisicoquímicas o funcionales. Además, las 
sustituciones de aminoácidos simples o múltiples (por ejemplo, sustituciones de aminoácidos conservativas) 
realizadas en una secuencia descrita en cualquiera de las Tablas 1-9 (por ejemplo, en la porción del polipéptido fuera 
del dominio o los dominios que forman contactos intermoleculares) están abarcadas por la presente divulgación. La 35 
sustitución sistemática de uno o más aminoácidos de una secuencia de consenso con un D-aminoácido del mismo 
tipo (por ejemplo, D-lisina en lugar de L-lisina) también se puede usar, por ejemplo, para generar péptidos más 
estables. Además, las secuencias de consenso se pueden usar para seleccionar residuos de aminoácidos para la 
sustitución; los expertos en la técnica reconocen que también pueden sustituirse residuos de aminoácidos adicionales. 
Los péptidos restringidos que comprenden una secuencia de consenso o una variación de secuencia de consenso 40 
sustancialmente idéntica pueden generarse por métodos conocidos en la técnica (Rizo y Gierasch Ann. Rev. Biochem. 
61: 387 (1992)).  
 
[0050] Los anticuerpos biespecíficos de acuerdo con la presente divulgación pueden comprender cualquier región 
constante conocida en la técnica. La región constante de la cadena ligera puede ser, por ejemplo, una región constante 45 
de la cadena ligera de tipo kappa o lambda, por ejemplo, una región constante de la cadena ligera de tipo kappa- o 
lambda. La región constante de la cadena pesada puede ser, por ejemplo, una región constante de la cadena pesada 
de tipo alfa, delta, épsilon, gamma o mu, por ejemplo, una región constante de cadena pesada humana de tipo alfa, 
delta, épsilon, gamma o mu. En un aspecto, la región constante de la cadena ligera o pesada es un fragmento, 
derivado, variante o muteína de una región constante que ocurre naturalmente.  50 
 
[0051] En otro aspecto, la divulgación se refiere a un derivado o análogo de un anticuerpo biespecífico de la presente 
divulgación. 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, albúmina (por ejemplo, albúmina de suero humano) y polietilenglicol (PEG). 55 
Los derivados tales como los derivados de anticuerpos unidos a albúmina y PEGilados pueden prepararse usando 
técnicas bien conocidas en la técnica. Un análogo puede ser un análogo no peptídico de un anticuerpo biespecífico 
descrito aquí. Los análogos no peptídicos se usan comúnmente en la industria farmacéutica como fármacos con 
propiedades análogas a las del péptido de plantilla. Estos tipos de compuestos no peptídicos se denominan "miméticos 
de péptidos" o "peptidomiméticos", véase, por ejemplo, Fauchere, J. Adv. Drug Res. 15:29 (1986); Veber y Frei Dinger 60 
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 biespecíficos de la presente divulgación se pueden usar para producir un efecto terapéutico 
o profiláctico equivalente. En general, los peptidomiméticos son estructuralmente similares a un polipéptido 
paradigmático (es decir, un polipéptido que tiene una propiedad bioquímica o actividad farmacológica deseada), tal 
como un anticuerpo humano, pero tienen uno o más enlaces peptídicos opcionalmente reemplazados por un enlace 65 
seleccionado del grupo que consiste en: -CH2NH-, -CH2S-, -CH2-CH2-, -CH=CH-(cis y trans), -COCH2-, -CH(OH)CH2-
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, y -CH2SO-, por métodos bien conocidos en la técnica.  
 
[0052] En un aspecto, un anticuerpo biespecífico recombinante de acuerdo con la presente descripción comprende: 
(i) una primera porción de unión a antígeno que comprende uno de: (A) un scFV que comprende una secuencia de 
aminoácidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOS: 18, 36, 54, 72, 90, 108 y 132; o (B) un dominio 5 
variable de cadena pesada (VH) y un dominio variable de cadena ligera (VL), en donde VH y VL, respectivamente, 
comprenden secuencias de aminoácidos 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; 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 aminoácidos 
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 2, 20, 38, 56, 74, 92 y 116; y (b) una VH CDR2 que comprende 10 
una secuencia de aminoácidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 3, 21, 39, 57, 75, 93 y 117; y 
(c) una VL CDR3 que comprende una secuencia de aminoácidos 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 
aminoácidos 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 aminoácidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 9, 27, 45, 63, 15 
81, 99 y 123; y (c) una VL CDR3 que comprende una secuencia de aminoácidos seleccionada del grupo que consiste 
en las SEQ ID NO: 10, 28, 46, 64, 82, 100 y 124; y (II) una segunda parte de unión a antígeno que comprende (A) un 
fragmento variable de cadena única (scFV) que comprende la secuencia de aminoácidos 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 aminoácidos establecidas en las SEQ ID NOS: 112 y 111 o la 20 
SEQ ID NOS: 134 y 136.  
 
[0053] En un aspecto, el anticuerpo recombinante comprende una primera porción de unión a antígeno que comprende 
uno de: (A) un scFV comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 18; o (B) una VH que 
comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 14 y una VL que comprende las secuencias de 25 
aminoácidos expuestas en la SEQ ID NO: 16; o (C) una VH CDR1 que comprende la secuencia de aminoácidos 
expuesta en la SEQ ID NO: 2; una VH CDR2 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID 
NO: 3; una VL CDR3 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 4; una VL CDR1 que 
comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 8; una VL CDR2 que comprende la secuencia 
de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 9; y una VL CDR3 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta 30 
en la SEQ ID NO: 10. 
 
[0054] En otro aspecto, el anticuerpo recombinante comprende una primera porción de unión a antígeno que 
comprende uno de: (A) un scFV comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 36; o (B) una 
VH que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 32 y una VL que comprende la secuencia 35 
de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 34; o (C) una VL CDR1 que comprende la secuencia de aminoácidos 
expuesta en la SEQ ID NO: 20; una VH CDR2 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID 
NO: 21; una VH CDR3 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 22; una VL CDR1 
que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 26; una VL CDR2 que comprende la 
secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 27; y una VL CDR3 que comprende la secuencia de 40 
aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 28.  
 
[0055] En otro aspecto, el anticuerpo recombinante comprende una primera porción de unión a antígeno que 
comprende uno de: scFV (A) que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 54; o (B) una 
VH que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 50 y una VL que comprende las 45 
secuencias de aminoácidos expuestas en la SEQ ID NO: 52; o (C) una VH CDR1 que comprende la secuencia de 
aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 38; una VH CDR2 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta 
en la SEQ ID NO: 39; una VH CDR3 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 40; 
una VL CDR1 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 44; una VL CDR2 que 
comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 45; y una VL CDR3 que comprende la secuencia 50 
de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 46.  
 
[0056] En otro aspecto, el anticuerpo recombinante comprende una primera porción de unión a antígeno que 
comprende uno de: scFV (A) que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 72; o (B) una 
VH que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 68 y una VL que comprende las 55 
secuencias de aminoácidos expuestas en la SEQ ID NO: 70; o (C) una VH CDR1 que comprende la secuencia de 
aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 56; una VH CDR2 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta 
en la SEQ ID NO: 57; una VH CDR3 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 58; 
una VL CDR1 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 62; una VL CDR2 que 
comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 63; y una VL CDR3 que comprende la secuencia 60 
de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 64.  
 
[0057] En otro aspecto, el anticuerpo recombinante comprende una primera porción de unión a antígeno que 
comprende uno de: scFV (A) que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 90; o (B) una 
VH que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 86 y una VL que comprende las 65 
secuencias de aminoácidos expuestas en la SEQ ID NO: 88; o (C) una VH CDR1 que comprende la secuencia de 
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aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 74; una VH CDR2 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta 
en la SEQ ID NO: 75; una VL CDR3 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 76; una 
VL CDR1 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 80; una VL CDR2 que comprende 
la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 81; y una VL CDR3 que comprende la secuencia de 
aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 82.  5 
 
[0058] En otro aspecto, el anticuerpo recombinante comprende una primera porción de unión a antígeno que 
comprende uno de: scFV (A) que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 108; o (B) una 
VH que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 104 y una VL que comprende la 
secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 106; o (C) una VH CDR1 que comprende la secuencia de 10 
aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 92; una VH CDR2 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta 
en la SEQ ID NO: 93; una VH CDR3 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 94; 
una VL CDR1 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 98; una VL CDR2 que 
comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 99; y una VL CDR3 que comprende la secuencia 
de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 100.  15 
 
[0059] En otro aspecto, el anticuerpo recombinante comprende una primera porción de unión a antígeno que 
comprende uno de: scFV (A) que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 132; o (B) una 
VH que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 128 y una VL que comprende la 
secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 130; o (C) una VH CDR1 que comprende la secuencia de 20 
aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 116; una VH CDR2 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta 
en la SEQ ID NO: 117; una VH CDR3 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 118; 
una VL CDR1 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 122; una VL CDR2 que 
comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 123; y una VL CDR3 que comprende la secuencia 
de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 124.  25 
 
[0060] En un aspecto, un anticuerpo recombinante de acuerdo con la presente divulgación comprende una primera 
porción de unión a antígeno comprende una región variable de cadena pesada que comprende CDR1, CDR2, y CDR3 
de una secuencia de VH y una región 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 30 
con la presente divulgación comprende una región variable de cadena pesada que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 
de la SEQ ID NO: 50 y una región 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 divulgación comprende una primera 
porción de unión a antígeno que comprende una región 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 35 
y/o comprende una región 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 divulgación comprende una región 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 región variable de cadena ligera que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 de la SEQ ID NO: 52 que es 40 
al menos 90% idéntica a la SEQ ID NO: 52.  
 
[0061] En otro aspecto, un anticuerpo recombinante de acuerdo con la presente divulgación comprende una segunda 
parte de unión a antígeno comprende una región variable de cadena pesada que comprende CDR1, CDR2, y CDR3 
de una secuencia de VH y una región variable de cadena ligera que comprende CDR1, CDR2, y CDR3 de una 45 
secuencia VL en la Tabla 7 o la Tabla 9. Por ejemplo, en un aspecto, un anticuerpo recombinante de acuerdo con la 
presente divulgación comprende una región variable de cadena pesada que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 de la 
SEQ ID NO: 111 y una región 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 divulgación comprende una primera porción 
de unión a antígeno que comprende una región variable de cadena pesada que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 de 50 
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 
región 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 divulgación comprende una región 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 región variable de 55 
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 porción de unión al antígeno y/o segunda porción de unión a antígeno de un 
anticuerpo biespecífico de la presente descripción son scFv. En un aspecto, el anticuerpo biespecífico según la 60 
presente invención comprende una primera porción de unión a antígeno que comprende un scFV que comprende la 
secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 18, 36, 54, 72, 90, 108 o 132 y/o una segunda parte de unión 
a antígeno que comprende un scFV que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 113. En 
otro aspecto, un anticuerpo biespecífico según la presente invención comprende una primera parte de unión a antígeno 
que comprende las seis CDR (VH CDR1, CDR2 y CDR3 y VL CDR1, CDR2 y CDR3) de la secuencia de aminoácidos 65 
establecida en la SEQ ID NO: 18, 36, 54, 72, 90, 108 o 132 y es al menos 90% idéntica a esa secuencia de scFV y/o 
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comprende una segunda porción de unión a antígeno que comprende las seis CDR (VH CDR1, CDR2 y CDR3 y VL 
CDR1, CDR2 y CDR3) de la secuencia de aminoácidos establecida en la SEQ ID NO: 113 y está en al menos 90% 
idéntica a esa secuencia scFV.  
 
[0063] En un aspecto, la primera porción de unión a antígeno de un anticuerpo biespecífico recombinante de la 5 
presente descripción se une específicamente a WT1 HLA y la segunda porción de unión a antígeno se une 
específicamente a un antígeno 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), macrófagos, 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 específicamente a CD3. En un aspecto, el anticuerpo recombinante se une a una 10 
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 descripción se refiere a un ácido nucleico que codifica un anticuerpo recombinante descrito 
en el presente documento. En un aspecto relacionado, una célula huésped se transforma con un vector de expresión 
que comprende un ácido nucleico de la presente descripción. En un aspecto, el ácido nucleico comprende una 15 
secuencia de ADN expuesta en cualquiera de las Tablas 1-9. 
 
[0065] En otro aspecto, la presente descripción se refiere a una composición farmacéutica que comprende un 
anticuerpo biespecífico recombinante descrito en el presente documento y un diluyente fisiológicamente aceptable, 
excipiente, o portador. Opcionalmente, la composición comprende adicionalmente uno o más agentes fisiológicamente 20 
activos, por ejemplo, un agente contra el cáncer, un adyuvante u otra sustancia inmunoestimulante, una sustancia 
anti-angiogénica, una sustancia analgésica, etc. En varias realizaciones particulares, la composición comprende uno, 
dos, tres, cuatro, cinco o seis agentes fisiológicamente activos además de un anticuerpo biespecífico recombinante.  
 
[0066] En un aspecto, una composición farmacéutica de la presente divulgación comprende un anticuerpo 25 
recombinante descrito en el presente documento con una o más sustancias seleccionadas del grupo que consiste de 
un tampón, un antioxidante tal como ácido ascórbico, un polipéptido de bajo peso molecular (tales como aquellos con 
menos de 10 aminoácidos), una proteína, un aminoácido, un carbohidrato tal como glucosa, sacarosa o dextrina, un 
agente quelante tal como EDTA, glutatión, un estabilizador y un excipiente. La solución salina tamponada neutra o la 
solución salina mezclada con albúmina sérica son ejemplos de diluyentes apropiados. De acuerdo con los estándares 30 
apropiados de la industria, también se pueden agregar conservantes como el alcohol bencílico. Una composición 
farmacéutica líquida puede incluir, por ejemplo, uno o más de los siguientes: un diluyente estéril como agua para 
inyección, solución salina, preferiblemente solución salina fisiológica, solución de Ringer, cloruro de sodio isotónico, 
aceites fijos que pueden servir como solvente o medio de suspensión, polietilenglicoles, glicerina, propilenglicol u otros 
solventes; agentes antibacterianos; antioxidantes; agentes quelantes; tampones y agentes para el ajuste de la 35 
tonicidad como el cloruro de sodio o la dextrosa. Una preparación parenteral se puede incluir en ampollas, jeringas 
desechables o viales de dosis múltiples de vidrio o plástico. Se prefiere el uso de solución salina fisiológica, y una 
composición farmacéutica inyectable es preferiblemente estéril. En un aspecto, la composición puede formularse como 
un liofilizado usando soluciones de excipientes apropiadas (por ejemplo, sacarosa) como diluyentes. Los componentes 
adecuados no son tóxicos para los receptores en las dosis y concentraciones empleadas. Otros ejemplos de 40 
componentes que pueden emplearse en formulaciones farmacéuticas se presentan en Remington’s Pharmaceutical 
Sciences, 16ª edición. (1980) y 20ª Ed. (2000), Mack Publishing Company, Easton, Pa.  
 
[0067] Tal como se entiende en la técnica, las composiciones farmacéuticas que comprenden los anticuerpos 
biespecíficos de la presente divulgación se administran a un sujeto de una manera apropiada a la indicación. Una 45 
composición farmacéutica de la presente descripción que comprende un anticuerpo recombinante descrito en el 
presente documento puede formularse para administrarse por cualquier vía que proporcione una dosis eficaz del 
anticuerpo biespecífico. Las composiciones farmacéuticas pueden administrarse mediante cualquier técnica 
adecuada, que incluye, entre otras, la parenteral, tópica o por inhalación. Si se inyecta, la composición farmacéutica 
se puede administrar, por ejemplo, por vía intraarticular, intravenosa, intramuscular, intralesional, intraperitoneal o 50 
subcutánea, mediante inyección en bolo o infusión continua. Se contempla la administración localizada, por ejemplo, 
en un sitio del tumor, como la administración transdérmica y la liberación sostenida de los implantes. El suministro por 
inhalación incluye, por ejemplo, inhalación nasal u oral, uso de un nebulizador, inhalación del antagonista en forma de 
aerosol, y similares. Otras alternativas incluyen gotas para los ojos; preparaciones orales que incluyen tabletas, 
cápsulas, jarabes, pastillas o chicles; y preparaciones tópicas tales como lociones, geles, aerosoles, parches y 55 
ungüentos.  
 
[0068] En un aspecto, la presente descripción se refiere a un método para matar una célula positiva para WT1 
comprende poner en contacto la célula con un anticuerpo biespecífico recombinante descrito en el presente documento 
y una célula efectora inmune. La presente divulgación también se refiere a un método de tratamiento de un sujeto que 60 
tiene una enfermedad positiva para WT1 que comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz 
de un anticuerpo recombinante biespecífico descrito en el presente documento. En un aspecto, el método comprende 
además administrar al sujeto una célula efectora inmune. En un aspecto, la célula efectora inmune es una célula 
citotóxica, por ejemplo, una célula asesina natural, macrófago o célula T. En un aspecto, las células T citotóxicas son 
una célula T citotóxica CD3+, opcionalmente, una célula T autóloga. En un aspecto, la enfermedad positiva para WT1 65 
es leucemia (crónica o aguda) o un cáncer positivo para WT1. Los ejemplos de cánceres positivos para WT1 incluyen, 
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pero no se limitan a, leucemia mielocítica crónica, mieloma múltiple (MM), leucemia linfoblástica aguda (LLA), leucemia 
mieloide aguda/mielógena (LMA), síndrome mielodisoplástico (MDS), mesotelioma, cáncer de ovario, cánceres 
gastrointestinales, cáncer de mama, cáncer de próstata y glioblastoma.  
 
[0069] La presente descripción se refiere por tanto a un método de tratamiento de un cáncer que comprende 5 
administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo o composición recombinante descritos en el 
presente documento a un paciente en necesidad del mismo. En un aspecto, el cáncer se selecciona del grupo que 
consiste en cáncer suprarrenal, carcinoma de células acínicas, neuroma acústico, melanoma lentigroso acral, 
acrospiroma, leucemia eosinofílica aguda, leucemia eritroide aguda, leucemia linfoblástica aguda, leucemia 
megocarioblástica aguda, leucemia monocítica aguda, leucemia promielocítica, adenocarcinoma, carcinoma adenoide 10 
quístico, 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, fibroma ameloblastico, 
linfoma anaplásico de células grandes, cáncer de tiroides anaplásico, linfoma angioinmunoblástico de células T, 
angiomiolipoma, angiosarcoma, astrocitoma, tumor rabdoide teratoide atípic, leucemia linfocítica crónica de células B, 15 
leucemia prolinfocítica de células B, linfoma de células B, carcinoma de células basales, cáncer del tracto biliar, cáncer 
de vejiga, blastoma, cáncer de huesos, tumor de Brenner, tumor de Brown, linfoma de Burkitt, cáncer de mama, cáncer 
de cerebro, carcinoma, carcinoma in situ, carcinosarcoma, tumor de cartílago, cementoma, sarcoma mieloide, 
condroma, cordoma, coriocarcinoma, papiloma del plexo coroideo, sarcoma de células claras del riñón, 
craneofarinigioma, linfoma cutáneo de células T, cáncer de cérvix, cáncer de colon, cáncer colorrectal, enfermedad de 20 
Degos, tumor desmoplásico de células redondas pequeñas, linfoma difuso de células B grandes, tumor neuroepitelial 
disembrioplástico, disgerminoma, carcinoma embrionario, neoplasma de la glándula endocrina, tumor del seno 
endodérmico, linfoma de células T asociado a enteropatía, cáncer de esófago, sarcoma de Ewing, feto in fetu, fibroma, 
fibrosarcoma, linfoma folicular, cáncer folicular de tiroides, ganglioneuroma, cáncer gastrointestinal, tumor de células 
germinales, coriocarcinoma gestacional, fibroblastinoma de células gigantes, tumor de células gigantes del hueso, 25 
tumor glial, glioblastoma, glioma, gliomatosis cerebral, glucagonoma, gonadoblastoma, tumor de células de la 
granulosa, ginandroblastoma, cáncer de vesícula biliar, cáncer gástrico, leucemia de células pilosas, 
hemangioblastoma, cáncer de cabeza y cuello, hemangiopericitoma, neoplasia hematológica, hepatoblastoma, linfoma 
hepatosplénico de células T, linfoma de Hodgkin, linfoma no Hodgkin, carcinoma lobular invasivo, cáncer del intestino, 
cáncer del riñón, cáncer laríngeo, lentigo maligno, carcinoma letal de la línea media, leucemia, tumor de células de 30 
Leydig, liposarcoma, cáncer de pulmón, linfangioma, linfangiosarcoma, linfoepitelioma, linfoma, leucemia linfocítica 
aguda, leucemia mielógena aguda, leucemia mielocítica crónica, cáncer de pulmón de células pequeñas, carcinoma 
de células no pequeñas, cáncer de pulmón de células no pequeñas, linfoma MALT, histiocitoma fibroso maligno, tumor 
maligno de la vaina del nervio periférico, tumor maligno del tritón, linfoma de células del manto, linfoma de células 
marginales de zona B, leucemia de mastocitos, tumor mediastinal de células germinales, carcinoma medular del seno, 35 
el cáncer medular de tiroides, el meduloblastoma, el melanoma, el meningioma, el cáncer de células de merkel, el 
mesotelioma, el carcinoma urotelial metastásico, el tumor mulleriano mixto, el tumor mucinoso, el mieloma múltiple, el 
mieloma múltiple, neoplasma del tejido musculoso, micosis fungoides, mixoide lipsarcoma, mixoma, mixosarcoma, 
carcinoma nasofaríngeo, neurinoma, neuroblastoma, neurofibroma, neuroma, melanoma nodular, cáncer ocular, 
oligoastrocitoma, oligodendroglioma, oncocitoma, meningioma de la vaina del nervio óptico, tumor del nervio óptico, 40 
cáncer oral, osteosarcoma, cáncer de ovario, cáncer de papilo, cáncer de papiota pineocitoma, pituicitoma, adenoma 
hipofisario, tumor hipofisario, citoma plasmático, poliembrioma, linfoma linfoblástico T precursor, linfoma primario del 
sistema nervioso central, linfoma por efusión primaria, cáncer peritoneal prematuro, cáncer de próstata, cáncer de 
páncreas, cáncer de faringe, pseudomixoma peritoneal, carcinoma de células renales, carcinoma medular renal, 
retinoblastoma, rabdomioma, rabdomiosarcoma, transformación de Richter, cáncer del recto, sarcoma, 45 
Schwannomatosis, seminoma, tumor de células de Sertoli, tumor de estroma gonadal del cordón sexual, carcinoma 
de células en anillo de sello, cáncer de piel, tumores pequeños de células redondas azules, carcinoma de células 
pequeñas, sarcoma de tejido blando, somatostatinoma, verruga, tumor columnal, linfoma esplénico de la zona 
marginal, carcinoma de células escamosas, sarcoma sinovial, enfermedad de Sezary, cáncer de intestino delgado, 
carcinoma de células escamosas, cáncer de estómago, linfoma de células T, cáncer de testículo, cáncer de tiroides, 50 
carcinoma de células de transición, garganta cáncer, cáncer de uraco, cáncer urogenital, carcinoma urotelial, 
melanoma uveal, cáncer uterino, carcinoma verrugoso, glioma de la vía visual, cáncer vulvar, cáncer vaginal, 
macroglobulinemia de Waldenstrom, tumor de Warthin y tumor de Wilms.  
 
[0070] En otro aspecto, la divulgación se refiere a un método para estimular una respuesta primaria de células T y una 55 
respuesta secundaria de células T en un sujeto que comprende la administración de una composición que comprende 
un anticuerpo recombinante, dicho anticuerpo recombinante que comprende una primera porción de unión a antígeno 
y segunda porción de unión al antígeno, en donde dicha primera porción de unión al antígeno se une específicamente 
a un primer antígeno tumoral y dicha segunda porción de unión al antígeno se une específicamente a un antígeno de 
superficie de las células efectoras inmunes, en donde la respuesta primaria de las células T comprende estimular las 60 
células T citotóxicas contra el primer antígeno 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 antígeno tumoral y/o contra un segundo 
antígeno tumoral. En un aspecto, el primer antígeno tumoral es WT1-HLA y el segundo antígeno tumoral es un 
antígeno tumoral no WT1/RMF. Los ejemplos de antígenos 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 65 
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 ósea, pulmón, hígado, cerebro, tracto genitourinario, tracto 
gastrointestinal y/o bazo.  
 
[0071] En un aspecto, la respuesta secundaria de células T comprende la estimulación de las células T efectoras y/o 5 
células T de memoria contra el primer antígeno tumoral y un segundo antígeno tumoral. En otro aspecto, la respuesta 
secundaria de las células T comprende estimular células T efectoras contra el segundo antígeno tumoral y no contra 
el primer antígeno tumoral. En un aspecto, la respuesta secundaria de las células T no requiere células presentadoras 
de antígenos (es decir, presentación 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 10 
CD8. En un aspecto relacionado, la respuesta secundaria de las células T es de larga duración, por ejemplo, que dura 
más de una semana, más de dos semanas, más de tres semanas, más de un mes o más 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 15 
células T de acuerdo con la presente divulgación comprende la administración de una composición que comprende 
un anticuerpo biespecífico recombinante descrito en el presente documento, por ejemplo, un anticuerpo biespecífico 
recombinante que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 110. En otro aspecto, el 
método comprende administrar un anticuerpo biespecífico que comprende una primera porción de unión a antígeno 
que se une específicamente a WT1/HLA y la respuesta secundaria de las células T comprende células T previamente 20 
activadas con un antígeno 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 biespecífico 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 25 
de células T contra un antígeno 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 biespecífico según la presente 
divulgación se puede administrar a células in vitro para activar y expandir una población de células T que tienen 
especificidad por un antígeno tumoral, por ejemplo, un antígeno tumoral no WT1-RMF. Una cantidad terapéuticamente 
eficaz de las células T puede administrarse a un sujeto que la necesite, por ejemplo, de forma autóloga, para tratar el 30 
cáncer. 
 
[0074] Sin pretender imponer ninguna teoría, la respuesta primaria de las células T y/o secundaria de las células T 
puede resultar de la capacidad del anticuerpo biespecífico de llevar un TCR de una célula T lo suficientemente cerca 
de una célula tumoral para reconocer MHC/péptidos epítopos directamente en el tumor. En un aspecto, la unión de la 35 
primera porción de unión a antígeno del anticuerpo biespecífico a un primer antígeno tumoral, por ejemplo, WT1/HLA, 
durante la fase de estimulación de células T puede bloquear el reconocimiento del primer antígeno tumoral del TCR 
afín de células T, lo que resulta en una respuesta secundaria de células T específica para un antígeno tumoral distinto 
del primer antígeno tumoral.  
 40 
[0075] La presente descripción se refiere por tanto a un método de producción de las células T efectoras y/o células 
T de memoria contra un antígeno tumoral que comprende la activación de una célula T con el anticuerpo recombinante 
descrito en el presente documento. En un aspecto, dichas células T producidas después de la activación son viables 
durante un período 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 45 
parte de unión a antígeno que se une a WT1/HLA, pero las células T efectoras y/o células T de memoria producidas 
están contra un antígeno 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 administración de un anticuerpo biespecífico aumenta la producción 50 
de células T CD8, dando como resultado una memoria efectora de larga duración. Los anticuerpos biespecíficos de 
acuerdo con la presente divulgación que tienen una primera porción de unión específica para WT1/HLA son, por lo 
tanto, capaces de inducir una respuesta vacunal contra antígenos tumorales no WT1, dando como resultado una 
terapia antitumoral amplia y eficaz.  
 55 
[0076] Los métodos de tratamiento de la presente descripción abarcan la mitigación o la prevención de al menos un 
síntoma o de otro aspecto de un trastorno, o la reducción de la gravedad de la enfermedad, y similares. En un aspecto, 
una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo biespecífico recombinante o una composición farmacéutica de 
la invención es una cantidad efectiva para inhibir el crecimiento de células positivas para WT1, reducir el tamaño/carga 
tumoral, prevenir la metástasis/infiltración de células tumorales y/o dar lugar a la muerte celular, por ejemplo, a través 60 
de la apoptosis o necrosis. En otro aspecto, un método que comprende administrar profilácticamente un anticuerpo 
biespecífico, por ejemplo, para inducir una respuesta secundaria de células T y producir células T de memoria, es 
eficaz para prevenir la aparición o recurrencia o para reducir la gravedad de una enfermedad. Un anticuerpo 
biespecífico o una composición farmacéutica descrita en este documento no necesita efectuar una cura completa, o 
erradicar cada síntoma o manifestación de una enfermedad, para constituir un agente terapéutico viable. Como se 65 
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 útiles. De manera 
similar, un tratamiento administrado profilácticamente no necesita ser completamente efectivo para prevenir la 
aparición de una afección para constituir un agente profiláctico viable. Simplemente reduciendo el impacto de una 
enfermedad (por ejemplo, reduciendo el número o la gravedad de sus síntomas, o aumentando la efectividad de otro 
tratamiento, o produciendo otro efecto beneficioso), o reduciendo la probabilidad de que la enfermedad ocurra o 5 
empeore en un sujeto, es suficiente.  
 
[0077] Las dosis y la frecuencia de administración para uso en los métodos de la presente divulgación pueden variar 
de acuerdo con factores tales como la vía de administración, los anticuerpos biespecíficos particulares empleados, la 
naturaleza y gravedad de la enfermedad a tratar, ya sea la afección es aguda o crónica, y el tamaño y la condición 10 
general del sujeto. Las dosis apropiadas se pueden determinar mediante procedimientos conocidos en la técnica 
pertinente, por ejemplo, en ensayos clínicos que pueden incluir estudios de aumento de dosis.  
 
[0078] Un anticuerpo biespecífico recombinante de la presente divulgación puede administrarse, por ejemplo, una vez 
o más de una vez, por ejemplo, a intervalos regulares durante un período de tiempo. En general, el anticuerpo 15 
recombinante o la composición farmacéutica se administra a un sujeto hasta que el sujeto manifiesta un grado de 
mejora médicamente relevante sobre la línea de base para el indicador o indicadores elegidos.  
 
[0079] En general, la cantidad de un anticuerpo biespecífico recombinante descrito en el presente documento presente 
en una dosis, o producida in situ por un polinucleótido que codifica presente en una dosis, varía de aproximadamente 20 
10 µg por kg a aproximadamente 20 mg por kg de anfitrión. Generalmente se prefiere el uso de la dosis mínima que 
sea suficiente para proporcionar una terapia eficaz. En general, los pacientes pueden ser monitoreados para 
determinar su efectividad terapéutica o profiláctica usando ensayos adecuados para la afección que se está tratando 
o previniendo; los ensayos serán familiares para los expertos en la técnica y algunos se describen en el presente 
documento.  25 
 
[0080] Los métodos descritos en este documento pueden incluir la administración oral de anticuerpo biespecífico 
descrito en este documento o la administración por inyección de una composición farmacéutica líquida. Cuando se 
administra en forma líquida, los tamaños de dosis adecuados variarán con el tamaño del sujeto, pero típicamente 
oscilarán entre aproximadamente 1 ml y aproximadamente 500 ml (comprendiendo entre aproximadamente 0,01 µg y 30 
aproximadamente 1000 µg por kg) para un sujeto de 10-60 kg. Las dosis óptimas generalmente se pueden determinar 
utilizando modelos experimentales y/o ensayos clínicos. La dosis óptima puede depender de la masa corporal, el área 
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 condición 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. 35 
 
[0081] En realizaciones particulares de los métodos descritos en el presente documento, el sujeto es un ser humano 
o animal no humano. Un sujeto que necesite los tratamientos descritos en el presente documento puede presentar 
síntomas o secuelas de una enfermedad, trastorno o afección descritos en el presente documento o puede estar en 
riesgo de desarrollar la enfermedad, trastorno o afección. Los animales no humanos que pueden tratarse incluyen 40 
mamíferos, por ejemplo, primates no humanos (por ejemplo, monos, chimpancés, gorilas), roedores (por ejemplo, 
ratas, ratones, jerbos, hámsters, hurones, conejos), lagomorfos, cerdos (por ejemplo, cerdos, cerdos en miniatura), 
equinos, caninos, felinos, bovinos y otros animales domésticos de granja y zoológicos.  
 
[0082] La presente descripción se entenderá más fácilmente por referencia al siguiente Ejemplo, que se proporciona 45 
a modo de ilustración y no se pretende que sea limitante.  
 
Ejemplo  
 
Materiales y métodos  50 
 
[0083] Muestras celulares, líneas celulares y anticuerpos. Células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de 
donantes sanos de tipo HLA y pacientes se obtuvieron mediante centrifugación de densidad Ficoll. Las fuentes para 
obtener leucemia humana y líneas celulares de tumores sólidos se describieron anteriormente (Dao et al., Supra). Las 
líneas celulares para este estudio incluyeron: líneas AML HL60, SET-2, línea Ph+ ALL BV173, líneas celulares de 55 
mesotelioma JMN y MSTO. Todas las células fueron tipificadas por HLA. Las líneas 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 CO2. Las células tumorales para todos los estudios en animales se transdujeron con GFP/luciferasa como se 
describió anteriormente (Dao et al., Supra). ESK1 y su IgG1 humana de control fueron producidos por Eureka 
Therapeutics Inc. (Emeryville, CA) y la conjugación de APC se realizó de acuerdo con las instrucciones de la 60 
fabricación (Dao et al., Supra). El anticuerpo monoclonal (mAb) contra HLA-A2 humano (clon BB7,2) conjugado a FITC 
o APC, y su isotipo de control de ratón IgG2b/FITC o APC se adquirieron de BD Biosciences (San Diego, CA). Los 
mAb anti-His de etiqueta de ratón conjugados con FITC o PE y los kits ELISA para IFN-γ humanos se adquirieron de 
Invitrogen, (NY). El sustrato de luciferasa de Renilla, ViviRenTM, se compró a Promega (Madison, WI).  
 65 
[0084] Péptidos. Todos los péptidos fueron comprados y sintetizados por Genemed Synthesis, Inc. (San Antonio, TX). 
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Secuencias de aminoácidos 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 unión a HLA-A2 de control se 
derivó del sarcoma de Ewing: QLQNPSYDK (SEQ ID NO: 142).  5 
 
[0085] Construcción, expresión y purificación de anticuerpos específicos contra ESK-Bi. En una realización, el 
anticuerpo biespecífico de una ESK1 es una sola cadena de anticuerpo biespecífico que comprende ESK1 scFv en el 
extremo N-terminal y un CD3ε scFv anti-humano de un anticuerpo monoclonal de ratón en el extremo C-terminal 
(Figura 10). GeneArt (Invitrogen) sintetizó los fragmentos de ADN que codifican el anticuerpo scFv de ESK1 y el 10 
anticuerpo CD3ε scFv antihumano y se subclonaron en el vector de expresión pGSN-Hyg de mamíferos de Eureka 
utilizando tecnología estándar de ADN. Se insertó una etiqueta de hexahistidina (His) corriente abajo del anticuerpo 
biespecífico de ESK1 en el extremo C-terminal para la purificación y detección de anticuerpos. 
 
[0086] Las células de ovario de hámster chino (CHO) se transfectaron con el vector de expresión de anticuerpo 15 
biespecífico ESK1 y la expresión estable se logró mediante la selección de medicamentos estándar 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 contenían moléculas de anticuerpo bi-específico 
ESK1 secretadas. El anticuerpo biespecífico ESK1 se purificó utilizando la columna HisTrap HP (GE healthcare) 
mediante el sistema FPLC AKTA. Brevemente, el cultivo de células CHO se clarificó y se cargó en la columna con 20 
baja concentración de imidazol (20 mM), y luego se usó un tampón de elución isocrático con alta concentración de 
imidazol (500 mM) para eluir la proteína de anticuerpo biespecífico de ESK1 unido. Se construyó un anticuerpo 
biespecífico de control negativo a partir de un anticuerpo IgG1 humano irrelevante (Cat Nº ET901, Eureka 
Therapeutics) que reemplaza ESK1 scFv.  
 25 
[0087] Análisis de citometría de flujo. Para la tinción de anticuerpos biespecíficos de ESK, se incubaron células T 
humanas, células tumorales o líneas celulares con diferentes concentraciones de anticuerpos biespecíficos de ESK o 
anticuerpos de control biespecíficos durante 30 minutos en hielo, se lavaron y se incubaron con mAbs secundarios 
contra etiqueta His. La expresión de HER2-neu en células de cáncer de ovario primario se midió tiñendo las células 
tumorales con Trastuzumab, seguido de IgG de cabra anti-humana secundaria. La expresión de HLA-A2 y la unión de 30 
ESK se determinaron mediante tinción directa de las células con los mAbs respectivos. El fenotipo de PBMC o células 
T de muestras de pacientes se caracterizó por la tinción directa de las células con mAbs para CD3, CD4, CD8, 
CD45RO, CD45RO, CCR7, CD19 o CD33 conjugados con diversos floróforos. Los datos de citometría de flujo se 
recopilaron en un FACS Calibur (Becton Dickinson) y se analizaron con el software FlowJo V8,7,1 y 9,4,8.  
 35 
[0088] Un estudio de unión se realizó para examinar anticuerpo biespecífico ESK1+ L2K de unión a células Jurkat 
(una línea celular humana de cáncer CD3+). Brevemente, se añadió anticuerpo biespecífico en dilución en serie 3x, a 
partir de 10 µg/ml a 0,5 x 106 células Jurkat. Las células se incubaron con un anticuerpo anti-etiqueta conjugado con 
FITC (Thermo Nº MA1-81891) a una dilución de 100x o un anticuerpo anti-His de ratón con o sin aloficocianina (APC)-
IgG de ratón (Biolegend Nº Poli4053) a una dilución de 1000x y se analizaron mediante citometría de flujo en un Guava 40 
EasyCyte 6HT (EMD Millipore). Los resultados se muestran en la Figura 8.  
 
[0089] A continuación, utilizando anticuerpos ESK1+ L2K, ET901 + L2K y ET901 + OKT3 a 10 µg/ml, se examinó la 
tinción 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. 45 
 
[0090] Una comparación de ESK1 y el anticuerpo biespecífico ESK1 de unión al complejo peptídico MHC1/WT1 fue 
determinada por análisis de ForteBio Octe. Los resultados se muestran en la siguiente tabla.  
 

Tabla 10 50 
 
 
 
 
 55 
 
[0091] Anticuerpo biespecífico de ESK1 de longitud completa: en una realización, el anticuerpo biespecífico 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 concentración final de 0,8 µg/ml de cada anticuerpo 
dentro de 0,5 ml. Se añadieron 12,5 µl de 2-mercaptoetilamina 1M (2-MEA) a la mezcla de reacción y la solución se 60 
incubó a 37°C durante 90 minutos. La 2-MEA se eliminó mediante columnas de desalinización Zeba (100-200 µl, 7 
kDA, Pierce). La solución se almacenó a 4°C durante la noche para permitir la re-oxidación de los enlaces disulfuro. 
Los valores de producción se muestran en la Tabla 11.  
 

 65 
 

Proteína kd

 

[1/s] Error en kd ka

 

[1/Ms] KD [nM] 

ESK1 ScFv 1,16E-3 1,54E-5 3,68E3 315 

ESK1 BiTE 7,04E-3 1,71E-4 1,98E4 355 
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Tabla 11 
 
 
 
 5 
 
 
 

[0092] La afinidad de unión se determinó usando ForteBio Octet QK. Se cargaron 5 µg/ml de MHC-WT1 biotinilado en 
el biosensor de estreptavidina. Después de eliminar el exceso de antígeno, las soluciones de ESK-1-OKT3, ESK1 y 10 
OKT3 se analizaron a 20 µg/ml, 10 µg/ml y 10 µg/ml, respectivamente, por sus constantes de asociación y disociación. 
Los parámetros de unión se calcularon utilizando el modelo de sitio de unión 1:1 y se muestran en la Tabla 12.  
 

Tabla 12 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 

[0093] Activación de células T mediadas por anticuerpos biespecíficos de ESK. Se aislaron células T CD3 de 
PBMC mediante separación de células inmunomagnéticas negativas usando un kit de aislamiento de células pan-T 
(Miltenyi Biotec Inc., San Diego, CA). El anticuerpo biespecífico de ESK o su anticuerpo biespecífico de control a 25 
diversas concentraciones se incubaron con células diana y células T CD3 purificadas a una relación efector/diana 
(E:T) diferente durante la noche o diferentes períodos de tiempo. Los líquidos sobrenadantes se recolectaron y la 
liberación de citoquinas se midió mediante ELISA para IFN-γ y TNF-α. Además, la activación de células T mediada 
por anticuerpos biespecíficos ESK en presencia de células tumorales autólogas de un paciente con cáncer de ovario 
se evaluó mediante proliferación celular, medida por la incorporación de 3H-timidina durante la noche después de 30 
siete días de co-incubación.  
 
[0094] Expansión de células T específicas de EBV y transducción de genes informadores. Las células T se 
enriquecieron a partir de PBMC por agotamiento de los monocitos por adhesión. Las células no adherentes se 
estimularon con células B transformadas con EBV autólogas irradiadas (EBV-BLCLs) generadas por transformación 35 
con la cepa B95,8 de EBV a una relación 20:1 de respuesta: estimulador (RS) y se cultivaron en medio de Yssel. que 
contiene 5% de HS (YH5; Géminis). A partir del día 7, se añadió interleucina-2 (IL-2) de 10 a 30 unidades/ml a los 
cultivos de células T cada 2-3 días (Collaborative Biomedical Products, Bedford, MA), y se volvieron a estimular 
semanalmente con los mismos EBV-BLCLs en una relación 4:1 R:S.  
 40 
[0095] Linfocitos T específicos a EBV se transdujeron con tdrrsRLuc de vector retroviral, se expandieron y 
enriquecieron por clasificación para PE, tal como se describe anteriormente (Doubrovina, E. et al. Blood 119 (11), 
2644-2655 (2012)). Los linfocitos T específicos 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 más tarde, se administró i.v. sustrato de luciferasa de Renilla de ViviRenTM.  45 
 
[0096] Citotoxicidad de células T redireccionadas por anticuerpos específicos contra ESK. El anticuerpo 
biespecífico ESK o su anticuerpo biespecífico de control a diversas concentraciones se incubaron con células diana y 
PBMC, células T CD3 purificadas o células T específicas de EBV a diferentes relaciones efector:diana (E:T) durante 
5 horas o durante la noche. La citotoxicidad se midió mediante el ensayo de liberación de 51Cr (después de 5 horas 50 
de incubación) o el ensayo de liberación de LDH (después de la incubación 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 autólogos se incubaron en presencia o ausencia de ESK o control biespecífico del anticuerpo a 20 
µg/ml y las células se recolectaron y se tiñeron por duplicado con CD33 para blastos de leucemia y CD3 para células 
T el día 3 y 4. Para el caso de pacientes con cáncer de ovario, las PBMC se incubaron con células autólogas de cáncer 55 
de ovario durante una semana y la citotoxicidad se midió mediante un ensayo de liberación de 51Cr.  
 
[0097] Estudios farmacocinéticos y de biodistribución. El anticuerpo biespecífico de ESK o el anticuerpo 
biespecífico de control se marcaron con 125I (PerkinElmer) utilizando el método de cloramina-T. Se hicieron reaccionar 
cien (100) µg de anticuerpo con 1 mCi 125I y 20 µg de cloramina T, se detuvieron con 200 µg de metabisulfito de Na, 60 
luego se separaron de 125I libres usando una columna 10DG equilibrada con 2% de albúmina de suero bovino en PBS. 
La actividad específica del producto fue de 6 mCi/mg. El anticuerpo biespecífico radiomarcado (2 µg) se diluyó con un 
anticuerpo biespecífico no etiquetado a 20 µg por dosis y se inyectó en ratones retroorbitalmente. La sangre se recogió 
en varios puntos de tiempo, se pesó y se midió en un contador gamma. A las 24 horas, los órganos se recolectaron, 
se pesaron y se midió la actividad en un contador gamma.  65 

Proteína Concentración 
(mg/ml) 

Volumen 
(ml) 

Cantidad 
(mg) 

Rendimiento 
teorético (mg) 

Tasa de 
recuperación 

ESK1 1,33 0,5 0,67 0,8 84% 

901 1,29 0,5 0,64 0,8 80% 

 

Proteína kd [1/s] Error en kd Ka [1/Ms] KD [nM] 

ESK1-OKT3 
(biespecífico) 

3,30E-3 4,17E-5 3,58E4 92,2 

ESK1 4,99E-3 6,78E-5 5,47E5 9,12 

OKT3 - - - - 
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[0098] Ensayos terapéuticos del anticuerpo biespecífico contra ESK en modelos NSG de xenoinjerto de tumor 
humano. Se utilizaron células T específicas de EBV humano para todos los modelos de xenoinjerto, ya que su 
especificidad antigénica había sido fuertemente sesgada hacia los Ag de EBV, en donde no deberían inducir GVHD. 
Para el modelo BV173 ALL, dos millones de células de leucemia humana BV173 se inyectaron i.v. en ratones NSG. 5 
En el día 5, se confirmó el injerto tumoral mediante la obtención de imágenes 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 día 6, se 
inyectaron por vía intravenosa diez millones de células T específicas de EBV en ratones. Cuatro a 6 horas más tarde, 
se inyectaron por vía intravenosa 20 µg de anticuerpo biespecífico ESK o su anticuerpo biespecífico de control y se 
repitió dos veces a la semana por un total de 6 veces durante las 3 semanas de tratamiento, junto con la inyección i.v. 10 
de células T una vez en una semana 2 veces. Para el modelo SET-2 AML, se inyectaron por vía intravenosa un millón 
de células en ratones, el injerto tumoral se confirmó el día 3 mediante imágenes de bioluminiscencia y los ratones se 
asignaron al azar a grupos de tratamiento. En el día 4, se inyectaron i.v. millones de células T específicas para EBV y 
6 horas más tarde, se inyectaron 20 µg de anticuerpo biespecífico de ESK o su anticuerpo biespecífico de control i.v. 
Durante el curso del tratamiento, se administraron células T dos veces por semana y se administraron anticuerpos 15 
biespecíficos todos los días durante un total de 6 días. En el modelo primario de ALL, cinco millones de células ALL 
fueron inyectadas i.v. en ratones NSG. El día 6, se confirmó el injerto tumoral mediante la obtención de imágenes 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 específicas de EBV en ratones, seguido de una inyección 
i.v. de 20 µg de anticuerpo biespecífico ESK o su anticuerpo biespecífico de control. La inyección de anticuerpos 20 
biespecíficos se administró 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 específicas de EBV y se inyectaron por vía intraperitoneal (i.p.) y una hora más tarde, se administraron 
20 µg de anticuerpo biespecífico ESK o control biespecífico inyectado en ratones. Los anticuerpos biespecíficos se 
administraron todos los días durante un total de 5 días. El crecimiento del tumor se controló mediante imágenes de 25 
luciferasa de luciérnaga al menos dos veces por semana, para todos los modelos animales.  
 
[0099] El anticuerpo ESK biespecífico indujo la respuesta secundaria de células T. PBMC, PBMC agotadas de 
células NK y macrófagos o células T CD3 purificadas de un paciente con cáncer de ovario se cultivaron con células 
de cáncer de ovario autólogas irradiadas (3000 rad) en una relación E:T de 4-5:1, en presencia o ausencia del 30 
anticuerpo biespecífico de ESK, o del anticuerpo biespecífico de control a 0,1 µg/ml, y la presencia de IL-5 humana (5 
ng/ml) e IL-2 humana (10 µg/ml) en medio RPMI1640 suplementado con 10% de plasma autólogo (AP) durante 6 días. 
El día 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 35 
no unido, y se bloqueó con RPMI 1640/plasma autólogo (AP) al 10% durante 2 horas a 37°C. Las células efectoras se 
plaquearon con células T2 (relación 4:1 E: APC) o células tumorales autólogas irradiadas u otras líneas celulares 
tumorales. Se añadieron varios péptidos de prueba a los pocillos a 20 µg/ml. Pocillos de control negativo contenían 
APCs y células T sin péptidos o con péptidos irrelevantes. Los pocillos de control positivo contenían células T más 
APC más 20 µg/ml de fitohemaglutinina (PHA, Sigma). Todas las condiciones se realizaron por triplicado. Las placas 40 
de microtitulación se incubaron durante 20 horas a 37°C y luego se lavaron exhaustivamente con PBS/Tween al 0,05% 
y 100 µl/pocillo de anticuerpo de detección biotinilado contra IFN-g humano (2 µg/ml; clon 7-B6-1; Mabtech) fue 
añadido. Las placas se incubaron durante 2 horas más a 37°C y el desarrollo de la mancha se realizó según 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 números de punto se determinaron automáticamente con el uso de un analizador de imágenes 45 
de video asistido por computadora con el software KS ELISPOT 4,0 (Carl Zeiss Vision).  
 
[0100] Las células T restantes se expandieron mediante la adición 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 autólogo 
a una relación efector: objetivo de 9:1 durante una semana en las mismas condiciones que para la primera estimulación 50 
y la respuesta de las células T se midió mediante IFN-g ELISPOT como se describe.  
 
Resultados  
 
[0101] Unión selectiva a células tumorales WT1+ HLA-A0201+ y células T. El mAb de ESK1 de longitud completa 55 
se une a un panel de líneas celulares de leucemia y líneas celulares de mesotelioma de forma restringida a WT1 y 
HLA-A0201 (Dao et al., Supra). La especificidad de unión del anticuerpo biespecífico ESK, una construcción scFv, fue 
probada. El ensayo de unión ForteBio Octet® (Menlo Park, CA) mostró una Kd de 355 nM del anticuerpo biespecífico 
de ESK. El anticuerpo biespecífico de ESK se unió a SET-2, una línea celular de AML doble positiva WT1 y HLA-
A0201, de manera dependiente de dosis, incluso a una concentración de 0,1 µg/ml, pero no se unió a HL-60. un WT1 60 
positivo, pero HLA-A0201 negativo, línea celular AML (FIG. 1A, 1B). No se observó una unión positiva del anticuerpo 
biespecífico de control a las células SET-2 o HL-60 en todas las concentraciones analizadas, lo que indica la 
especificidad del anticuerpo biespecífico de ESK. Ambos anticuerpos biespecíficos fueron capaces de unirse a las 
células CD3T humanas purificadas, sin embargo (Fig 1C). Estos resultados demostraron bi-especificidad en que el 
anticuerpo biespecífico ESK fue capaz de reconocer selectivamente las células tumorales que expresan WT1 y HLA-65 
A0201 y también las células T CD3 humanas.  
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[0102] Activación de células T y citotoxicidad contra células tumorales positivas a WT1 y HLA-A0201. Se ha 
demostrado que la activación de las células T por construcciones de anticuerpos biespecíficos depende del contacto 
proximal entre las células T y las células diana que expresan los antígenos diana. Esto es crucial para evitar la 
respuesta inflamatoria no deseada causada por la activación de las células T, ya que un brazo de la construcción de 5 
anticuerpo biespecífico reconoce el complejo invariante de señalización de CD3. En presencia de las células ESK-
biespecíficos de anticuerpos y de destino SET-2, un IFN-dependiente de la dosis γ se observó liberación a las 
concentraciones indicadas de anticuerpo biespecífico ESK (FIG. 1D). Las células T CD3 solas o incubadas con control 
biespecífico de anticuerpos en presencia de células SET-2 mostraron un nivel indetectable de IFN-γ y sus valores se 
restaron de los valores del grupo de anticuerpos biespecíficos de ESK.  10 
 
[0103] Se evaluó la potencia de la citotoxicidad de células T dirigida a anticuerpos biespecíficos 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 biespecífico ESK o de control diluido en serie durante 5 horas y se midió la lisis celular 
mediante liberación de 51Cr. El anticuerpo biespecífico de ESK indujo de forma dependiente la citotoxicidad de las 15 
células T contra la línea celular SET-2 de AML, pero no HL-60, que fue consistente con su especificidad de unión 
mostrada en la FIG. 1 (FIG. 2A, 2B). Cuando el tiempo de co-incubación se extendió a 16 h, la lisis de las células diana 
se incrementó hasta el 90% y el 80% a 3 µg/ml y 0,3 µg/ml de anticuerpos biespecíficos ESK, respectivamente. Del 
mismo modo, BV173 y los blastos de CML primaria (WT1+/HLA-A0201+) también fueron lisados por PBMC en 
presencia de anticuerpo biespecífico ESK de una manera dependiente de dosis en una incubación de 6 horas (FIG. 20 
2C, 2D), y la matanza de BV173 fue evidente a 0,01 µg/ml del anticuerpo biespecífico ESK. La muerte relativamente 
débil contra los blastos de CML podría deberse a un nivel más bajo de expresión de HLA-A2 y unión a ESK en esta 
muestra. El anticuerpo biespecífico de control no indujo ninguna citotoxicidad significativa, lo que indica que se requiere 
la especificidad diana para la activación de las células T.  
 25 
[0104] Se abordó la capacidad del anticuerpo biespecífico de ESK para redirigir la citotoxicidad de las células T que 
previamente se habían cebado repetidamente con un Ag diferente, como el EBV. El uso de tales células T podría 
potencialmente evitar la enfermedad de injerto contra huésped (GVHD) en modelos animales de xenoinjerto, ya que 
la especificidad antigénica de las células T debería estar fuertemente sesgada hacia solo Ag de EBV. Se ensayó la 
potencia de la destrucción de células T mediante la titulación de las relaciones efectoras: dianas (E:T) con anticuerpos 30 
biespecíficos de ESK a 0,1 µg/ml por liberación de 5 h-51 Cr. Se observó una potente destrucción dependiente de la 
dosis para el anticuerpo ESK biespecífico contra todas las células diana analizadas (FIG. 2E, 2F, 2G). Hubo casi 50% 
de muertes con relaciones E:T más altas y aproximadamente 25% de muertes con una relación E:T tan baja como 
1,6:1 para BV173 (FIG. 2E). La destrucción específica se observó para las células diana JMN, en una relación E:T de 
3,13 (FIG. 2F). De manera similar, se encontró una fuerte citotoxicidad contra las células primarias del cáncer de ovario 35 
que oscilaba entre más 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 biespecífico de control contra WT1+/HLA-A0201+ en la línea celular 
de mesotelioma JMN, ALL BV173, y las células primarias de cáncer de ovario (todas coexpresan WT1 y HLA-A0201). 
Estos resultados demostraron que el anticuerpo biespecífico ESK puede redirigir específicamente la citotoxicidad 
potente de las células T previamente activadas con una especificidad diferente a la WT1, para lisar las células 40 
tumorales que son WT1 y HLA-A0201 positivas.  
 
[0105] A continuación, se investigó más de cerca la activación mediada por anticuerpos biespecíficos de ESK y la 
citotoxicidad de las células T en un entorno autólogo, imitando la situación humana in vivo. Las PBMC de un paciente 
con cáncer de ovario se estimularon con células tumorales autólogas irradiadas en varias relaciones E:T según se 45 
indica, en presencia de 0,1 µg/ml de anticuerpo biespecífico ESK durante 7 días. La citotoxicidad se midió mediante 
la adición de células autólogas marcadas con 51Cr en un cultivo de 6 horas el día 8. Se observó un sacrificio 
dependiente de la dosis en los cultivos con anticuerpo biespecífico de ESK, incluso a 100 PBMC al comienzo de la 
estimulación (FIG. 3A). No se observó ninguna matanza en todos los grupos de control. En paralelo, la proliferación 
de células T se midió por incorporación de 3H-timidina al final del cultivo de ocho días (FIG. 3B). Se observó una 50 
proliferación celular significativa solo en los cultivos con anticuerpo ESK biespecífico. Ninguna de las PBMC, ni las 
células tumorales solas respondieron al anticuerpo específico de ESK o bi-control. Además, los cocultivos de PBMC 
con células tumorales autólogas solas, o con el anticuerpo biespecífico de control no mostraron proliferación de células 
T, lo que sugiere que las células T son tolerantes a los Ags autotumorales. Juntos, estos datos demostraron que la 
activación específica de las células T por el anticuerpo ESK biespecífico requería la presencia de células tumorales y 55 
que los anticuerpos biespecíficos de ESK podrían obligar a las células T a superar la tolerancia propia. La capacidad 
del anticuerpo biespecífico de ESK para inducir la proliferación de células T autólogas y la destrucción de sus células 
cancerosas diana se ilustró en un segundo modelo autólogo de un paciente con AML (FIG. 16A-16D).  
 
[0106] Terapia de la leucemia humana que expresa WT1/HLA-A0201 en ratones NSG. Se ensayó la eficacia 60 
terapéutica in vivo de anticuerpos biespecíficos de ESK en ratones NSG xenoinjertados intravenosamente 6 días antes 
con células BV173 Ph+ALL. En el momento del tratamiento, los ratones habían diseminado leucemia visible en el 
hígado, el bazo y la médula ósea. Las células T fueron inyectadas por vía intravenosa en ratones y seguidas de 
anticuerpos biespecíficos 4 horas más tarde. Se observó una inhibición dramática del tumor, que fue especialmente 
prominente en la médula ósea de ratones que recibieron anticuerpos biespecíficos de ESK, a partir de los tres días 65 
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 
biespecífico de ESK o células tumorales junto con células T y anticuerpo biespecífico de control mostraron un tumor 
creciente. El crecimiento y la carga masiva de tumores en la médula ósea y otros órganos (FIG. 4A). El promedio de 
intensidad de fotones de cinco ratones mostró una reducción del tumor de aproximadamente 10 veces en el grupo 
tratado con anticuerpos biespecíficos de ESK (FIG. 4B). Ninguna GVHD significativa se observó hasta 49 días después 5 
de la inoculación de tumor (FIG. 4C). Los resultados demostraron que el anticuerpos biespecífico de ESK podría 
participar de manera eficiente y dirigir una potente citotoxicidad de las células T para destruir las células diana BV173.  
 
[0107] Se ensayó la eficacia terapéutica in vivo del anticuerpo biespecífico de ESK en ratones NSG xenoinjertados 
por vía intravenosa con células de ALL primarias. Las células T se inyectaron por vía intravenosa en ratones, seguido 10 
de una inyección de anticuerpo biespecífico ESK. Todos los ratones en los grupos de control mostraron un crecimiento 
creciente del tumor y una carga masiva de tumores en la médula ósea y otros órganos. Se observó una inhibición 
tumoral selectiva de anticuerpos biespecíficos dramáticos, que fue especialmente prominente en la médula ósea de 
los ratones, que persistió más de 3 semanas, 9 días después de la interrupción del tratamiento (FIG. 4D). El promedio 
de intensidad de fotones de cinco ratones mostró una reducción del tumor de aproximadamente 10-20 veces en el 15 
grupo tratado con anticuerpos biespecíficos contra ESK que otros grupos de control (FIG. 4E). No se observó GVHD 
significativa clínicamente hasta 49 días después de la inoculación del tumor. 
 
[0108] Estos resultados demostraron que el anticuerpo biespecífico de ESK podría 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 20 
humanas específicas de EBV no mostraron una destrucción inespecífica y, por lo tanto, podrían usarse para abordar 
la actividad de anticuerpos biespecíficos en modelos de xenoinjerto. Este modelo sugirió, y se confirmó con un estudio 
farmacocinético que la administración dos veces a la semana de anticuerpos biespecíficos ESK no era suficiente, ya 
que su vida media era de solo unas pocas horas.  
 25 
[0109] Dado que el anticuerpo biespecífico de ESK parece ser más efectivo en el tratamiento de la leucemia de médula 
ósea como se muestra en el modelo BV173, se investigó este efecto en un modelo SET-2 de células AML más 
agresivas. Las células SET-2 tienden a migrar a la médula ósea rápidamente después del injerto. La dosis y el 
programa se guiaron por estudios farmacocinéticos que mostraron una vida media beta plasmática corta de 5 horas 
del anticuerpo biespecífico ESK (FIG. 17A). La dosis de tratamiento se aumentó a la inyección diaria de anticuerpos 30 
biespecíficos durante un total de 6 días consecutivos. Las células se administraron dos veces por semana. Los ratones 
recibieron tratamiento a partir del día 4 después de la inoculación del tumor, cuando se confirmó el injerto de leucemia 
por BLI (FIG. 5A, primera fila). Las células SET-2 crecen rápidamente en la médula ósea, y se observó una infiltración 
masiva de leucemia en la médula ósea de ratones que recibieron células SET-2 o SET-2 junto con las células T. Sin 
embargo, no se observó leucemia detectable en el grupo tratado con anticuerpos específicos contra ESK hasta 14 35 
días y solo se observó una carga de leucemia mínima hasta 18 días después del día 32, más 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 imágenes del día 7 al 18, con el fin de mostrar niveles bajos de leucemia en el punto de tiempo pretratado. El grupo 
de anticuerpos de control biespecífico mostró una carga de leucemia ligeramente retrasada al principio. Esto podría 
deberse a la activación de células T específicas de EBV por el brazo anti-CD3 del anticuerpo biespecífico de control, 40 
que tenía una afinidad de unión más fuerte para las células T que el anticuerpo biespecífico de ESK (FIG. 1C). Las 
células T específicas para EBV ya se habían activado y expandido varias veces in vitro, haciéndolas más susceptibles 
a una fuerte estimulación policlonal. Las células T activadas liberan citoquinas inflamatorias que podrían crear un 
ambiente hostil para las células tumorales. Si bien todos los ratones en el grupo tratado con anticuerpos biespecíficos 
contra ESK todavía estaban vivos después de un mes, solo hubo un 20% de supervivencia en los grupos de ratones 45 
tratados con células T solo o sin tratamiento (FIG. 5B). Los ratones en el grupo tratado con anticuerpos biespecíficos 
contra ESK no mostraron signos de parálisis del sistema nervioso central (SNC), causado por la infiltración de leucemia 
en la médula ósea vertebral hasta por 40 días, mientras que casi todos los animales en el grupo control se vieron 
afectados (FIG. 5C). Estos datos demostraron que el anticuerpo biespecífico ESK es un potente agente terapéutico 
contra las células de leucemia agresivas en la médula ósea.  50 
 
[0110] El anticuerpo biespecífico de ESK media la retención de células T en los sitios tumorales. Si bien se 
sabe que los anticuerpos biespecíficos 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 investigó si la eficacia terapéutica del 
anticuerpos biespecíficos de ESK fue el resultado de su capacidad para atraer la retención de células T y la 55 
persistencia en los sitios de leucemia en animales vivos. Diez millones de células T específicas de EBV transducidas 
con Renilla/luciferasa se inyectaron en ratones NSG tres días después de que las células de SET-2 AML positivas a 
GEF/luciferasa se injertaron, y 4 horas más tarde seguidas de una inyección de anticuerpos biespecíficos. La migración 
de células T se controló mediante imágenes de luminiscencia en el momento de la inyección de células T (0 h), 8 (es 
decir, 4 h después de la inyección de anticuerpos biespecíficos), 24, 48 y 72 h. Las células T migraron a los pulmones 60 
inmediatamente después de la inyección, luego se distribuyeron a otras partes, incluyendo el hígado, el bazo y la 
médula ósea a las 8 horas (FIG. 6A). La señal de las células T disminuyó gradualmente durante 72 horas. La inyección 
de células T seguida de un anticuerpo biespecífico de control mostró un patrón de distribución y un curso de tiempo 
similares a los de las células T solas. Sin embargo, los ratones tratados con anticuerpos biespecíficos de ESK 
mostraron un aumento significativo en las señales de las células T en los pulmones y BM de 4 a 20 horas, que duró 65 
hasta 72 horas. Las células disminuyeron sustancialmente en los pulmones, pero permanecieron en el hígado, el bazo 
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y la evacuación intestinal. La cuantificación de la intensidad de la bioluminiscencia mostró que 4 horas después de la 
inyección de anticuerpo biespecífico ESK, había aproximadamente tres veces más acumulación de células T en el 
hígado, el bazo y la médula ósea en comparación con los otros dos grupos de control (FIG. 6B). El seguimiento de la 
progresión de la leucemia al mismo tiempo reveló una correlación inversa entre la retención de células T y la carga de 
leucemia (FIG. 6C). Estos resultados proporcionaron una fuerte evidencia in vivo de que anticuerpos biespecíficos de 5 
ESK podría mediar la retención prolongada de las células T en los sitios de leucemia, y dirigió 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 biespecífico de ESK en dos modelos de xenoinjerto de leucemia, se investigó la eficacia del anticuerpo 10 
biespecífico de ESK en el tratamiento de tumores sólidos 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 específicas de EBV en una proporción diana-efector de 1:2 y se inyectaron de forma i.p. en ratones NSG. Los 
anticuerpos biespecíficos se inyectaron i.v. una hora más tarde y se repitieron durante 5 días consecutivos. Las 
imágenes de bioluminiscencia un día después no mostraron ningún tumor visible en los ratones tratados con el 15 
anticuerpo ESK biespecífico, mientras que los ratones en tres grupos de control mostraron una carga tumoral visible, 
lo que sugiere que el anticuerpo biespecífico ESK había eliminado las células tumorales (FIG. 7A). La supresión del 
tumor por el anticuerpo biespecífico ESK persistió hasta el día 23; 18 días después de la interrupción del tratamiento, 
solo se observó una carga tumoral mínima en los ratones. El promedio de la intensidad de bioluminiscencia de cinco 
ratones por grupo mostró una supresión tumoral persistente y aproximadamente más de 20 veces en el día 23 (FIG. 20 
7B).  
 
[0112] Farmacocinética: para determinar la farmacocinética del anticuerpo biespecífico de ESK, se inyectó la 
construcción marcada con 125I traza por vía intravenosa en C57 BL6/J, o por vía intraperitoneal en ratones BALB/c, y 
se midió la radioactividad de la sangre durante 48-52 horas. El anticuerpo biespecífico inyectado por vía intravenosa 25 
se redistribuyó rápidamente de la sangre al tejido con una vida media alfa de 30 minutos, seguido de la depuración 
con una vida media beta de 5 horas. Después del suministro intraperitoneal, los niveles de anticuerpos biespecíficos 
aumentaron en la sangre, alcanzando un máximo de 3 horas después de la inyección. La construcción luego se aclaró 
con la misma vida media beta. La exposición total (área bajo la curva) de la inyección intravenosa fue mayor que con 
la inyección intraperitoneal. El patrón de biodistribución de los anticuerpos se determinó utilizando las mismas 30 
construcciones radiomarcadas. Después de 24 horas, se detectó <1% de dosis inyectada/gramo en todos los tejidos 
(FIG. 17A, 17B).  
 
[0113] El anticuerpo biespecífico de ESK indujo una respuesta secundaria de células Ts a un epítopo HER2 en el 
contexto de HLA-A0201. El mecanismo de acción de los anticuerpos biespecíficos se ha atribuido a su efecto directo 35 
de unir las dianas de las células cancerosas y las células T para formar una sinapsis citolítica. Se investigó si dicho 
contacto proximal podría activar directamente las células T preexistentes en la población específica para otros 
antígenos tumorales expresados por las células tumorales autólogas para determinar si un anticuerpo biespecífico 
podría ejercer un efecto vacunal utilizando el modelo in vitro autólogo de un paciente positivo HLA-A*02:01 con cáncer 
de ovario. Las PBMC del paciente se cultivaron conjuntamente con sus células tumorales autólogas en presencia de 40 
un anticuerpo biespecífico ESK de dosis baja; una semana más tarde, las respuestas de células T restringidas a HLA-
A*02:01 específicas de epítopo se evaluaron mediante el ensayo ELISPOT de IFN-g. Los grupos de control que 
incluyen las células solas o con el anticuerpo biespecífico de control no mostraron ninguna liberación específica 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 epítopo HER2-neu-369, 45 
las células tumorales autólogas 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 autólogas contra 56 epítopos 
derivados de WT1 combinados, epítopos de WT1 RMF, AILDF05 o LDF; epítopo derivado de p53 264-273; Prame-
300, Prame-435; El epítope 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 mostró el 50 
reconocimiento de otros epítopos aún por definir que no son ni WT1 ni HER2-neu. Estos resultados demostraron 
claramente que el anticuerpo biespecífico de ESK podría inducir respuestas de células T secundarias a múltiples 
antígenos tumorales, proporcionando así un efecto vacunal inesperado.  
 
[0114] En principio, una respuesta secundaria de células T debería requerir APC profesionales entre las PBMC que 55 
podrían captar y presentar los antígenos intracelulares liberados después de la muerte de las células tumorales. 
Alternativamente, las células tumorales podrían activar directamente células T específicas de epítopos preexistentes 
durante el contacto próximo entre las células T y el tumor. Para aclarar el mecanismo, se investigó si el efecto de la 
vacuna podría ocurrir con células T purificadas y PBMC cargadas de células NK y células macrófagas (células T más 
B) frente a PBMC completas como células efectoras. Curiosamente, las células T solas como efectores todavía eran 60 
capaces de responder a HER2-neu, células tumorales autólogas y células SET-2, en una magnitud similar a la 
producida por las células T más B (FIG. 19C) o PBMC completas (FIG. 19D). Para excluir la posibilidad de la 
presentación en células T de estos antígenos autocáncer, las células T purificadas se cultivaron conjuntamente con 
lisados de células tumorales autólogas, generadas por congelación y descongelación repetitiva, en presencia o 
ausencia de anticuerpo biespecífico ESK. No se observó respuesta de células T contra el epítopo HER2-neu o las 65 
células tumorales en este contexto (Figura 19D). Estos resultados demostraron que ni las APC profesionales ni los 
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tumores epitópicos se requerían para la respuesta secundaria de células Ts inducidas por anticuerpos biespecíficos a 
HER2-neu u otros epítopos presentes en células tumorales, por lo tanto, la presentación cruzada no fue el mecanismo.  
 
[0115] También se examinó si la presentación de antígenos de células tumorales dependía de moléculas co-
estimuladoras. Mientras que los monocitos CD14+ de un donante sano mostraron una fuerte expresión de CD86, las 5 
células de cáncer de ovario tenían poca expresión de CD86. Los resultados indicaron que era improbable que una 
molécula clave coestimuladora CD86 estuviera involucrada en la presentación del antígeno de células tumorales (FIG. 
20). No se detectó expresión de CD86 o ICOSL. La falta de moléculas coestimuladoras es una de las razones por las 
que las células tumorales son células presentadoras de antígenos deficientes; sin embargo, ciertas citoquinas pueden 
proporcionar señales coestimulantes para cumplir con los requisitos para la activación de células T específicas de 10 
tumores. El anticuerpo biespecífico de ESK indujo la secreción de IFN-gamma y TNF-alfa tanto por las PBMC como 
por las células T (FIG. 19E-F).  
 
[0116] Para ensayar si el anticuerpo biespecífico ESK tenía algún efecto a largo plazo sobre la población de células 
T, las células T se expandieron in vitro en dosis bajas de IL-15 e IL-2, después de la primera activación por  anticuerpo 15 
biespecífico de ESK. Mientras que las células T en los grupos de control no sobrevivieron más de una semana en el 
cultivo, las células T activadas por anticuerpo biespecífico de ESK continuaron creciendo durante 2 meses, sin 
activación adicional. El análisis de fenotipo reveló que siete semanas después de la activación por anticuerpo 
biespecífico de ESK y tumor, las células T CD8 + aumentaron a 89% de la población y las células T CD4+ disminuyeron 
a 6% (FIG. 21A-B). Curiosamente, entre las células CD8+/CCR7-, las células CD45RA-/CD45RO+ aumentaron, lo que 20 
indica un fenotipo de memoria efectora. Es importante que, incluso en este punto de tiempo tardío, estas células T 
aún conservan su especificidad original a las células tumorales autólogas y las células de SET-2 AML (Figura 21C). 
Estos resultados indicaron que el anticuerpo biespecífico de ESK podría inducir respuestas de células T CD8 
secundarias específicas de larga duración.  
 25 
Discusión  
 
[0117] La presente descripción se refiere a la primera formación de anticuerpo biespecífico derivado de un mAB de 
tipo TCR. El anticuerpo biespecífico de ESK fue específico para el epítopo de RMF WT1 presentado por la molécula 
HLA-A0201. El anticuerpo ESK biespecífico mostró una potente actividad antitumoral contra múltiples cánceres, 30 
incluidas las células de LLA, AML, mesotelioma y cáncer de ovario primario, tanto in vitro como in vivo. El estudio 
presentado aquí 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 específica del tumor; 2) la densidad diana en las células tumorales es 
extremadamente baja, lo que proporciona una prueba de concepto que podría abrir la aplicación de anticuerpos 
biespecíficos a un universo de objetivos mucho más grande; 3) se demostraron los mecanismos de la actividad del 35 
anticuerpo biespecífico ESK in vivo con doble célula efectora simultánea y el rastreo de células diana (estudios previos 
de anticuerpos biespecíficos no lo han demostrado porque en la mayoría de los estudios en animales, las células T 
efectoras y las células diana se mezclaron antes de la inyección; 4) utilizando un sistema autólogo, se demostró que 
el anticuerpo biespecífico ESK podría romper la tolerancia de las células T para matar las células primarias del cáncer 
de ovario; 5) el anticuerpo biespecífico de ESK indujo respuestas de células T secundarias específicas de larga vida 40 
contra otros antígenos tumorales, como HER2-neu. Además, las respuestas de las células T secundarias no estaban 
mediadas por la presentación cruzada efectuada por las APC clásicas, sino que se debió a la interacción directa y 
físicamente cercana entre las células T y las células tumorales, fomentada por el anticuerpo biespecífico.  
 
[0118] Todas las construcciones de anticuerpos biespecíficos que se encuentran actualmente en el desarrollo de 45 
proteínas de la superficie celular diana, como CD19, CD33, antígeno de membrana específico de la próstata (PSMA) 
o receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGF), que son antígenos de linaje o diferenciación que se encuentran 
en células normales. En contraste, la presente divulgación demuestra por primera vez que una construcción de 
anticuerpo biespecífico similar a TCR es capaz de reconocer un epítope de baja densidad de un complejo péptido/MHC 
de una diana específica de tumor. Esto argumenta en contra de la opinión tradicional de que un constructo de 50 
anticuerpo biespecífico de scFv podría no ser adecuado para atacar un Ag de baja densidad porque la afinidad sería 
demasiado baja o la capacidad de activar la citotoxicidad por las células T sería insuficiente. La presente divulgación 
demuestra por primera vez que una construcción de anticuerpo biespecífico imitador de TCR es capaz de una potente 
actividad terapéutica en varios modelos de ratón tanto de tumores sólidos como hematopoyéticos, proporcionando la 
prueba de concepto para ampliar enormemente el desarrollo de anticuerpos biespecíficos dirigidos a otros antígenos 55 
tumorales intracelulares específicos del cáncer. Aunque se sabe a partir de ensayos in vitro que los anticuerpos 
biespecíficos ponen a las células T en contacto con las células cancerosas, tal mecanismo no se había observado 
previamente in vivo. La presente divulgación proporciona la prueba de concepto para el desarrollo futuro de mAbs 
biespecíficos dirigidos a otros Ags de tumores intracelulares. Por lo tanto, el anticuerpo biespecífico de ESK descrito 
aquí podría ampliar la aplicación terapéutica de la plataforma.  60 
 
[0119] En una realización, el anticuerpo biespecífico de ESK indujo actividad citotóxica rápida y potente in vitro contra 
linfoides y leucemias mieloides, mesotelioma, y células de cáncer de ovario primarias, co-expresión de WT1 y HLA-
A0201. La lisis de las células diana mediante células T en reposo o células T específicas de EBV se pudo detectar en 
una co-incubación de cinco horas, en comparación con los estudios con otras construcciones de anticuerpos 65 
biespecíficos que mostraron una muerte de células T después de más de 16 horas de cultivo. La actividad citolítica 
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del anticuerpo biespecífico de ESK podría mejorarse aún más por un período más largo de incubación, demostrado 
por hasta el 80-90% de la destrucción lograda con las células de SET-2 AML. Esto compartió una característica similar 
con otros mAbs biespecíficos de anticuerpos específicos para CD33 y CD19, lo que sugiere que el anticuerpo 
biespecífico ESK se adhiere a las células T a objetivos de forma serial. La secreción de IFN-g demostró además la 
activación de células T específicas de diana mediadas por anticuerpos biespecíficos de ESK. Una observación 5 
importante con relevancia clínica es que el anticuerpo biespecífico de ESK podría activar de manera eficiente las 
células T no manipuladas de un paciente con cáncer de ovario para proliferar y matar las células tumorales autólogas, 
lo que sugiere que la presencia de un anticuerpo biespecífico de ESK podría llevar a que células T superen la tolerancia 
al auto-tumor Ags. Se sabe que la infiltración de células T se observa con frecuencia en tumores sólidos. El peso 
molecular relativamente bajo del anticuerpo biespecífico permitiría una mejor penetración en tumores sólidos del 10 
anticuerpo biespecífico de ESK para activar células T anérgicas o que no responden para matar las células tumorales 
circundantes.  
 
[0120] La citotoxicidad in vitro de anticuerpo biespecífico ESK se evidenció in vivo también, como se muestra por su 
actividad terapéutica notablemente potente contra PH1+ALL, AML y mesotelioma en modelos de xenoinjerto. En 15 
ambos modelos de leucemia, la eliminación de las células tumorales fue evidente, especialmente en la médula ósea. 
Además, el anticuerpo ESK biespecífico previno y retrasó la parálisis del SNC, un rasgo característico de la leucemia 
causada por la infiltración de la médula ósea vertebral.  
 
[0121] La capacidad del anticuerpo biespecífico de ESK para matar las células de leucemia in vivo cuando se 20 
inyectaron las células T por separado de las células tumorales (un horario no utilizado normalmente en los 
experimentos de anticuerpos biespecíficos preclínicos), plantearon preguntas sobre el mecanismo de actividad de 
anticuerpos biespecíficos in vivo. El estudio con células SET-2 planteó aún más la cuestión de si el anticuerpo 
biespecífico ESK recluta y retiene activamente los efectores de células T en el objetivo. Estas preguntas se abordaron 
al rastrear simultáneamente células T efectoras y células SET-2 AML utilizando imágenes de bioluminiscencia dual. 25 
Había aproximadamente un aumento de tres veces en las células T en la médula ósea de los ratones tratados con 
anticuerpo biespecífico de ESK. La retención de células T estaba bien correlacionada con la reducción del tumor. La 
presente divulgación proporciona evidencia directa in vivo de que el anticuerpo biespecífico de ESK podría 
comprometer eficazmente las células T con dianas y matar las células tumorales in situ.  
 30 
[0122] Se investigó la actividad terapéutica del anticuerpo biespecífico ESK en un modelo de tumor sólido con un 
mesotelioma peritoneal humano en ratones NSG. El estudio PK mostró que la inyección i.v. del anticuerpo biespecífico 
ESK dio un nivel más alto en el torrente sanguíneo que la inyección i.p., pero que la vida media plasmática del 
anticuerpo biespecífico fue característicamente corta. Se observó una inhibición rápida y dramática de los tumores en 
los ratones tratados, lo que sugiere que el anticuerpo biespecífico de ESK obtuvo un acceso rápido a las células 35 
tumorales peritoneales. Los estudios de PK confirmaron las observaciones farmacocinéticas de otras construcciones 
de anticuerpos biespecíficos, lo que sugiere que la administración continua de anticuerpos biespecíficos contra ESK 
puede ser necesaria para lograr la mejor eficacia terapéutica.  
 
[0123] Similar a otras construcciones de anticuerpos biespecíficos, una limitación del anticuerpo biespecífico ESK es 40 
también la falta de una región Fc natural que impida la interacción con el receptor FcRn neonatal, que es necesario 
para retrasar el aclaramiento de mAb y para sangre más larga PK. Diseñar una forma bi-específica de mAb con 
especificidades de doble diana y mantener su arquitectura natural podría ofrecer una vida media más larga y podría 
mejorar significativamente su eficacia en la aplicación clínica. Curiosamente, se observó que el mAb ESK1 de longitud 
completa era más eficaz para erradicar las células BV173 de la leucemia diseminada en pulmón e hígado en ratones, 45 
mientras que el anticuerpo biespecífico de ESK parecía ser más efectivo en la médula ósea. Esto puede reflejar el 
contenido y los tipos de efectores encontrados en diferentes órganos del cuerpo (p.ej., macrófagos en el hígado y 
células T en la sangre y la médula ósea). Esta discrepancia también sugiere que las combinaciones de IgG de longitud 
completa y las formas de anticuerpos biespecíficos usadas juntas podrían 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 50 
hay muchas preguntas sin respuesta con respecto a sus posibles aplicaciones. El desarrollo de enfoques mAb 
biespecíficos para los mAb TCRm permitirá ampliar su alcance para incluir no solo antígenos específicos de tumores, 
sino también objetivos intracelulares y otros objetivos importantes de densidad ultra baja.  
 
[0124] Los mecanismos de acción de anticuerpos biespecíficos hasta la fecha se han atribuido a una interacción 55 
directa entre las células T y la diana celular especificada por el mAb. Un descubrimiento intrigante fue que el anticuerpo 
biespecífico de ESK para el epítopo RMF WT1 indujo una respuesta secundaria de células T altamente específica 
para otros antígenos del cáncer (y no el objetivo WT1), como el epítopo HER2-neu 369, en un modelo autólogo de 
cáncer de ovario. Se demostró que dicho contacto próximo entre las células T y las células diana podría reactivarse 
directamente (sin presentación cruzada) o las células T anérgicas que existían en el paciente, para reaccionar con 60 
otros antígenos del cáncer. Sorprendentemente, se detectó una respuesta de células T específica del epítopo HER2-
neu robusta y de larga duración, así como otras reactividades específicas del cáncer. Hubo un aumento en las células 
T CD8 con el fenotipo de la memoria efectora, lo que respaldó aún más la observación de nuevas respuestas de 
células T específicas de epítopo, porque las células T CD8 deben haberse activado para proliferar en respuesta a los 
epítopos restringidos HLA-A*02:01. La magnitud y la duración de la activación única del anticuerpo biespecífico ESK 65 
fue muy superior a la respuesta de células T específica del epítopo inducida por el péptido tradicional/APC 
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generalmente observada (Dao et al., Supra). De manera interesante, el anticuerpo biespecífico de ESK no indujo 
respuestas de células T contra el epítopo objetivo original WT1-RMF, a pesar de que el paciente tenía células T 
reactivas a WT1 en su circulación como consecuencia de una terapia celular adaptativa previa. Estos hallazgos fueron 
consistentes con la hipótesis de que el anticuerpo biespecífico está acercando los TCR de las células T a la célula 
tumoral para reconocer nuevos epítopos de MHC/péptido directamente en el tumor y que la unión del anticuerpo 5 
biespecífico de ESK a su péptido/epítopo MHC durante esta fase de estimulación de células T está bloqueando 
cualquier reconocimiento del epítope RMF/A0201 del TCR cognado  de las células T. 
 
[0125] La expansión de células T contra diversos antígenos 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 clínicas; 10 
este fenómeno se conoce como "propagación de epítopos", y se cree que está mediado por la presentación cruzada 
mediante el procesamiento de APC de las células tumorales apoptóticas (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 
opsonización mediada por anticuerpos de las células diana en APC (Hilchey et al. Blood 113 (16), 3809-3812 (2009)). 
 15 
[0126] El descubrimiento descrito en la presente de un nuevo mecanismo de acción para un mAb biespecífico puede 
tener particularmente importantes implicaciones para la terapia futura, como la infiltración de células T en los tumores 
sólidos se correlaciona con respuestas clínicas. Con su bajo peso molecular, los anticuerpos biespecíficos podrían 
penetrar en los tumores sólidos 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 biespecífico, sino también otros antígenos 20 
tumorales específicos no definidos. La expansión clonal de células T citotóxicas mediada por anticuerpos biespecíficos 
para una variedad de nuevos epítopos debería 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 antígenos, así como a promover 
la inmunidad de larga duración. Además, el efecto de la vacuna podría usarse para la expansión ex vivo antes de la 
terapia de células T adoptiva específica.  25 
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 25 
<210> 4 
<211> 10 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 30 
<220> 
<223> Polipéptido sintético 
 
<400> 4 
 35 
 
 
 
 
<210> 5 40 
<211> 30 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 45 
<223> Polinucleótido sintético 
 
<400> 5 
ggaggcacct tcagcagcta tgctatcagc 30 
 50 
<210> 6 
<211> 51 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 55 
<220> 
<223> Polinucleótido sintético 
 
<400> 6 
gggatcatcc ctatctttgg tacagcaaac tacgcacaga agttccaggg c 51 60 
 
<210> 7 
<211> 30 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 65 
 

E14803300
05-02-2020ES 2 742 224 T3

 



 50 

<220> 
<223> Polinucleótido sintéticoe 
 
<400> 7 
cggattcccc cgtactacgg tatggacgtc 30 5 
 
<210> 8 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 10 
 
<220> 
<223> Polipéptido sintético 
 
<400> 8 15 
 
 
 
 
 20 
<210> 9 
<211> 7 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 25 
<220> 
<223> Polipéptido sintético 
 
<400> 9 
 30 
 
 
 
 
<210> 10 35 
<211> 11 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 40 
<223> Polipéptido sintético 
 
<400> 10 
 
 45 
 
 
<210> 11 
<211> 39 
<212> ADN 50 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polinucleótido sintético 
 55 
<400> 11 
tctggaagca gctccaacat cggaagtaat tatgtatac 39 
 
<210> 12 
<211> 21 60 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polinucleótido sintético 65 
 

E14803300
05-02-2020ES 2 742 224 T3

 



 51 

<400> 12 
aggagtaatc agcggccctc a 21 
 
<210> 13 
<211> 33 5 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polinucleótido sintético 10 
 
<400> 13 
gcagcatggg atgacagcct gaatggtgtg gta 33 
 
<210> 14 15 
<211> 119 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> Polipéptido sintético 
 
<400> 14 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
<210> 15 
<211> 357 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 65 
<220> 

E14803300
05-02-2020ES 2 742 224 T3

 



 52 

<223> Polinucleótido sintético 
 
<400> 15 
 
 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
<210> 16 
<211> 111 20 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polipéptido sintético 25 
 
<400> 16 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
<210> 17 
<211> 333 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 65 
<220> 

E14803300
05-02-2020ES 2 742 224 T3

 



 53 

<223> Polinucleótido sintético 
 
<400> 17 
 
 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
<210> 18 
<211> 250 20 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polipéptido sintético 25 
 
<400> 18 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
 
 
 
 
 65 
 

E14803300
05-02-2020ES 2 742 224 T3

 



 54 

 
 
 
 
 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
 
 
 
 
 65 
 

E14803300
05-02-2020ES 2 742 224 T3

 



 55 

<210> 19 
<211> 750 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 5 
<220> 
<223> Polinucleótido sintético 
 
<400> 19 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
<210> 20 
<211> 12 
<212> PRT 40 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polipéptido sintético 
 45 
<400> 20 
 
 
 
 50 
 
<210> 21 
<211> 18 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 55 
 
<220> 
<223> Polipéptido sintético 
 
<400> 21 60 
 
 
 
 
 65 
 

E14803300
05-02-2020ES 2 742 224 T3

 



 56 

<210> 22 
<211> 9 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 5 
<220> 
<223> Polipéptido sintético 
 
<400> 22 
 10 
 
 
 
 
<210> 23 15 
<211> 36 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> Polinucleótido sintético 
 
<400> 23 
ggggacagtg tctctagcaa cagtgctgct tggaac 36 
 25 
<210> 24 
<211> 54 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 30 
<220> 
<223> Polinucleótido sintético 
 
<400> 24 
aggacatact acgggtccaa gtggtataat gattatgcag tatctgtgaa aagt 54 35 
 
<210> 25 
<211> 27 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 40 
 
<220> 
<223> Polinucleótido sintético 
 
<400> 25 45 
ggtcgcttag gggatgcttt tgatatc 27 
 
<210> 26 
<211> 11 
<212> PRT 50 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polipéptido sintético 
 55 
<400> 26 
 
 
 
 60 
 
<210> 27 
<211> 7 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 65 
 

E14803300
05-02-2020ES 2 742 224 T3

 



 57 

<220> 
<223> Polipéptido sintético 
 
<400> 27 
 5 
 
 
 
 
<210> 28 10 
<211> 9 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 15 
<223> Polipéptido sintético 
 
<400> 28 
 
 20 
 
 
<210> 29 
<211> 33 
<212> ADN 25 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polinucleótido sintético 
 30 
<400> 29 
cgggcaagtc agagcattag cagctattta aat 33 
 
<210> 30 
<211> 21 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polinucleótido sintético 40 
 
<400> 30 
gctgcatcca gtttgcaaag t 21 
 
<210> 31 45 
<211> 27 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 50 
<223> Polinucleótido sintético 
 
<400> 31 
caacagagtt acagtacccc tctcact 27 
 55 
<210> 32 
<211> 121 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 60 
<220> 
<223> Polipéptido sintético 
 
<400> 32 
 65 
 

E14803300
05-02-2020ES 2 742 224 T3

 



 58 

 
 
 
 
 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
<210> 33 
<211> 363 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polinucleótido sintético 40 
 
<400> 33 
 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 
<210> 34 
<211> 108 60 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polipéptido sintético 65 
 

E14803300
05-02-2020ES 2 742 224 T3

 



 59 

<400> 34 
 
 
 
 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
<210> 35 
<211> 324 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 35 
 
<220> 
<223> Polinucleótido sintético 
 
<400> 35 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
<210> 36 55 
<211> 250 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 60 
<223> Polipéptido sintético 
 
<400> 36 
 
 65 
 

E14803300
05-02-2020ES 2 742 224 T3

 



 60 

 
 
 
 
 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
 
 
 
 
 65 
 

E14803300
05-02-2020ES 2 742 224 T3

 



 61 

<210> 37 
<211> 750 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 5 
<220> 
<223> Polinucleótido sintético 
 
<400> 37 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
<210> 38 
<211> 10 40 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polipéptido sintético 45 
 
<400> 38 
 
 
 50 
 
 
<210> 39 
<211> 17 
<212> PRT 55 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polipéptido sintético 
 60 
<400> 39 
 
 
 
 65 
 

E14803300
05-02-2020ES 2 742 224 T3

 



 62 

 
 
 
 
 5 
 
 
<210> 40 
<211> 12 
<212> PRT 10 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polipéptido sintético 
 15 
<400> 40 
 
 
 
 20 
 
<210> 41 
<211> 30 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 25 
 
<220> 
<223> Polinucleótido sintético 
 
<400> 41 30 
ggatacagct tcaccaactt ctggatcagc 30 
 
<210> 42 
<211> 51 
<212> ADN 35 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polinucleótido sintético 
 40 
<400> 42 
agggttgatc ctggctactc ttatagcacc tacagcccgt ccttccaagg c 51 
 
<210> 43 
<211> 36 45 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polinucleótido sintético 50 
 
<400> 43 
gtacaatata gtggctacta tgactggttc gacccc 36 
 
<210> 44 55 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 60 
<223> Polipéptido sintético 
 
<400> 44 
 
 65 
 

E14803300
05-02-2020ES 2 742 224 T3

 



 63 

 
 
 
 
<210> 45 5 
<211> 7 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 10 
<223> Polipéptido sintético 
 
<400> 45 
 
 15 
 
 
 
<210> 46 
<211> 11 20 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polipéptido sintético 25 
 
<400> 46 
 
 
 30 
 
 
 
 
<210> 47 35 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 40 
<223> Polinucleótido sintético 
 
<400> 47 
tctggaagca gctccaacat cggaagtaat actgtaaac 39 
 45 
<210> 48 
<211> 21 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 50 
<220> 
<223> Polinucleótido sintético 
 
<400> 48 
agtaataatc agcggccctc a 21 55 
 
<210> 49 
<211> 33 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 60 
 
<220> 
<223> Polinucleótido sintético 
 
<400> 49 65 
gcagcatggg atgacagcct gaatggttgg gtg 33 

E14803300
05-02-2020ES 2 742 224 T3

 



 64 

 
<210> 50 
<211> 121 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 5 
 
<220> 
<223> Polipéptido sintético 
 
<400> 50 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
<210> 51 
<211> 363 
<212> ADN 50 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polinucleótido sintético 
 55 
<400> 51 
 
 
 
 60 
 
 
 
 
 65 
 

E14803300
05-02-2020ES 2 742 224 T3

 



 65 

 
 
 
 
 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
<210> 52 
<211> 111 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 20 
<220> 
<223> Polipéptido sintético 
 
<400> 52 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
<210> 53 
<211> 333 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 60 
 
<220> 
<223> Polinucleótido sintético 
 
<400> 53 65 
 

E14803300
05-02-2020ES 2 742 224 T3

 



 66 

 
 
 
 
 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
<210> 54 
<211> 253 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polipéptido sintético 20 
 
<400> 54 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
 
 
 
 
 65 
 

E14803300
05-02-2020ES 2 742 224 T3

 



 67 

 
 
 
 
 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
<210> 55 
<211> 759 
<212> ADN 55 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polinucleótido sintético 
 60 
<400> 55 
 
 
 
 65 
 

E14803300
05-02-2020ES 2 742 224 T3

 



 68 

 
 
 
 
 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
<210> 56 
<211> 10 25 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polipéptido sintético 30 
 
<400> 56 
 
 
 35 
 
<210> 57 
<211> 17 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 40 
 
<220> 
<223> Polipéptido sintético 
 
<400> 57 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
<210> 58 
<211> 9 55 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polipéptido sintético 60 
 
<400> 58 
 
 
 65 
 

E14803300
05-02-2020ES 2 742 224 T3

 



 69 

<210> 59 
<211> 30 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 5 
<220> 
<223> Polinucleótido sintético 
 
<400> 59 
ggctacaact ttagcaacaa gtggatcggc 30 10 
 
<210> 60 
<211> 51 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 
 
<220> 
<223> Polinucleótido sintético 
 
<400> 60 20 
atcatctatc ccggttactc ggacatcacc tacagcccgt ccttccaagg c 51 
 
<210> 61 
<211> 27 
<212> ADN 25 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polinucleótido sintético 
 30 
<400> 61 
cacacagctt tggccggctt tgactac 27 
 
<210> 62 
<211> 11 35 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polipéptido sintético 40 
 
<400> 62 
 
 
 45 
 
 
<210> 63 
<211> 7 
<212> PRT 50 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polipéptido sintético 
 55 
<400> 63 
 
 
 
 60 
<210> 64 
<211> 8 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 65 
<220> 

E14803300
05-02-2020ES 2 742 224 T3

 



 70 

<223> Polipéptido sintético 
 
<400> 64 
 
 5 
 
 
 
<210> 65 
<211> 33 10 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polinucleótido sintético 15 
 
<400> 65 
cgggccagtc agaatatcaa taagtggctg gcc 33 
 
<210> 66 20 
<211> 21 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 25 
<223> Polinucleótido sintético 
 
<400> 66 
aaggcgtcta gtttagaaag t 21 
 30 
<210> 67 
<211> 24 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 35 
<220> 
<223> Polinucleótido sintético 
 
<400> 67 
caacaatata atagttatgc gacg 24 40 
 
<210> 68 
<211> 118 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 45 
 
<220> 
<223> Polipéptido sintético 
 
<400> 68 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
 
 
 
 
 65 
 

E14803300
05-02-2020ES 2 742 224 T3

 



 71 

 
 
 
 
 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
<210> 69 
<211> 354 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 40 
<220> 
<223> Polinucleótido sintético 
<400> 69 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
<210> 70 
<211> 107 
<212> PRT 60 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polipéptido sintético 
 65 
<400> 70 

E14803300
05-02-2020ES 2 742 224 T3

 



 72 

 
 
 
 
 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
<210> 71 
<211> 321 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 35 
 
<220> 
<223> Polinucleótido sintético 
 
<400> 71 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
<210> 72 55 
<211> 246 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 60 
<223> Polipéptido sintético 
 
<400> 72 
 
 65 
 

E14803300
05-02-2020ES 2 742 224 T3

 



 73 

 
 
 
 
 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
 
 
 
 
 65 
 

E14803300
05-02-2020ES 2 742 224 T3

 



 74 

<210> 73 
<211> 738 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 5 
<220> 
<223> Polinucleótido sintético 
 
<400> 73 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
<210> 74 
<211> 10 
<212> PRT 40 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polipéptido sintético 
 45 
 
<400> 74 
 
 
 50 
 
 
<210> 75 
<211> 17 
<212> PRT 55 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polipéptido sintético 
 60 
<400> 75 
 
 
 
 65 
 

E14803300
05-02-2020ES 2 742 224 T3

 



 75 

 
 
 
 
 5 
 
 
<210> 76 
<211> 12 
<212> PRT 10 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polipéptido sintético 
 15 
<400> 76 
 
 
 
 20 
 
<210> 77 
<211> 30 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 25 
 
<220> 
<223> Polinucleótido sintético 
 
<400> 77 30 
gggttcacct ttgatgatta tggcatgagc 30 
 
<210> 78 
<211> 51 
<212> ADN 35 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polinucleótido sintético 
 40 
<400> 78 
ggtattaatt ggaatggtgg tagcacaggt tatgcagact ctgtgagggg c 51 
 
<210> 79 
<211> 36 45 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polinucleótido sintético 50 
 
<400> 79 
gagcgtggct acgggtacca tgatccccat gactac 36 
 
<210> 80 55 
<211> 11 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 60 
<223> Polipéptido sintético 
 
<400> 80 
 
 65 
 

E14803300
05-02-2020ES 2 742 224 T3

 



 76 

<210> 81 
<211> 7 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 5 
<220> 
<223> Polipéptido sintético 
 
<400> 81 
 10 
 
 
 
 
<210> 82 15 
<211> 11 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> Polipéptido sintético 
 
<400> 82 
 
 25 
 
 
 
<210> 83 
<211> 33 30 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polinucleótido sintético 35 
 
<400> 83 
gggagaaaca acattggaag taaaagtgtg cac 33 
 
<210> 84 40 
<211> 21 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 45 
<223> Polinucleótido sintético 
 
<400> 84 
gatgatagcg accggccctc a 21 
 50 
<210> 85 
<211> 33 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 55 
<220> 
<223> Polinucleótido sintético 
 
<400> 85 
caggtgtggg atagtagtag tgatcatgtg gta 33 60 
 
<210> 86 
<211> 121 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 65 
 

E14803300
05-02-2020ES 2 742 224 T3

 



 77 

<220> 
<223> Polipéptido sintético 
 
<400> 86 
 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
 
<210> 87 40 
<211> 363 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 45 
<223> Polinucleótido sintético 
 
<400> 87 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
 
 
 
 
<210> 88 65 
<211> 109 

E14803300
05-02-2020ES 2 742 224 T3

 



 78 

<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polipéptido sintético 5 
 
<400> 88 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
 
 40 
<210> 89 
<211> 327 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 45 
<220> 
<223> Polipéptido sintético 
 
<400> 89 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
 
 
 
 
<210> 90 65 
<211> 249 

E14803300
05-02-2020ES 2 742 224 T3

 



 79 

<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polipéptido sintético 5 
 
<400> 90 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
 
 
 
 
 65 
 

E14803300
05-02-2020ES 2 742 224 T3

 



 80 

<210> 91 
<211> 747 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 5 
<220> 
<223> Polinucleótido sintético 
 
<400> 91 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
<210> 92 
<211> 10 
<212> PRT 40 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polipéptido sintético 
 45 
 
<400> 92 
 
 
 50 
 
<210> 93 
<211> 16 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 55 
 
<220> 
<223> Polipéptido sintético 
 
<400> 93 60 

 
 
 
 

 65 
 

E14803300
05-02-2020ES 2 742 224 T3

 



 81 

<210> 94 
<211> 10 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 5 
<220> 
<223> Polipéptido sintético 
 
<400> 94 
 10 
 
 
 
 
<210> 95 15 
<211> 30 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> Polinucleótido sintético 
 
<400> 95 
gggttctccg tcagtggcac ctacatgggc 30 
 25 
<210> 96 
<211> 48 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 30 
<220> 
<223> Polinucleótido sintético 
 
<400> 96 
cttctttata gtggtggcgg cacataccac ccagcgtccc tgcagggc 48 35 
 
<210> 97 
<211> 29 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 40 
 
<220> 
<223> Polinucleótido sintético 
 
<400> 97 45 
gaggggcagg aggtggccac tttgactcc 29 
 
<210> 98 
<211> 14 
<212> PRT 50 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polipéptido sintético 
 55 
<400> 98 
 
 
 
 60 
 
<210> 99 
<211> 7 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 65 
 

E14803300
05-02-2020ES 2 742 224 T3

 



 82 

<220> 
<223> Polipéptido sintético 
 
<400> 99 
 5 
 
 
 
<210> 100 
<211> 11 10 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polipéptido sintético 15 
 
<400> 100 
 
 
 20 
 
<210> 101 
<211> 42 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 25 
 
<220> 
<223> Polinucleótido sintético 
 
<400> 101 30 
actgggagca gctccaacat cggggcaggt tatgatgtac ac 42 
 
<210> 102 
<211> 21 
<212> ADN 35 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polinucleótido sintético 
 40 
<400> 102 
ggtaacagca atcggccctc a 21 
 
<210> 103 
<211> 33 45 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polinucleótido sintético 50 
 
<400> 103 
gcagcatggg atgacagcct gaatggttat gtc 33 
 
<210> 104 55 
<211> 118 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 60 
<223> Polipéptido sintético 
 
<400> 104 
 
 65 
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 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
 
 40 
<210> 105 
<211> 354 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 45 
<220> 
<223> Polinucleótido sintético 
 
<400> 105 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
 
 
 
<210> 106 
<211> 112 65 
<212> PRT 
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<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polipéptido sintético 
 5 
<400> 106 
 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
<210> 107 
<211> 336 40 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polinucleótido sintético 45 
 
<400> 107 
 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
 
<210> 108 
<211> 251 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 65 
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<220> 
<223> Polipéptido sintético 
 
<400> 108 
 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
 
 
 
 
 65 
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 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
<210> 109 
<211> 753 
<212> ADN 40 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polinucleótido sintético 
 45 
<400> 109 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
 
 
 
 
 65 
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 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
<210> 110 30 
<211> 523 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 35 
<223> Polipéptido sintético 
 
<400> 110 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
 
 
 
 
 65 
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 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
 
 
 
 
 65 
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 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
 
 
 
 
 65 
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 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
<210> 111 
<211> 107 25 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polipéptido sintético 30 
 
<400> 111 
 
 
 35 
 
 
 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
 
 
 
 
 65 
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<210> 112 
<211> 119 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 5 
<220> 
<223> Polipéptido sintético 
 
 
<400> 112 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
<210> 113 
<211> 243 
<212> PRT 50 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polipéptido sintético 
 55 
 
<400> 113 
 
 
 60 
 
 
 
 
 65 
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 40 
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<210> 114 
<211> 1503 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 5 
<220> 
<223> Polinucleótido sintético 
 
<400> 114 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
 
 
 
 
 65 
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 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
<210> 115 
<211> 1575 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 55 
<220> 
<223> Polinucleótido sintético 
 
<400> 115 
 60 
 
 
 
 
 65 
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 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
<210> 116 
<211> 10 
<212> PRT 60 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polipéptido sintético 
 65 
<400> 116 
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<210> 117 5 
<211> 16 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 10 
<223> Polipéptido sintético 
 
<400> 117 
 
 15 
 
 
<210> 118 
<211> 12 
<212> PRT 20 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polipéptido sintético 
 25 
<400> 118 
 
 
 
 30 
<210> 119 
<211> 30 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 35 
<220> 
<223> Polinucleótido sintético 
 
<400> 119 
ggatacagct tcaccaactt ctggatcagc 30 40 
 
<210> 120 
<211> 51 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 45 
 
<220> 
<223> Polinucleótido sintético 
 
<400> 120 50 
agggttgatc ctggctactc ttatagcacc tacagcccgt ccttccaagg c 51 
 
<210> 121 
<211> 36 
<212> ADN 55 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polinucleótido sintético 
 60 
<400> 121 
gtacaatata gtggctacta tgactggttc gacccc 36 
 
<210> 122 
<211> 13 65 
<212> PRT 
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<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polipéptido sintético 
 5 
<400> 122 
 
 
 
 10 
 
<210> 123 
<211> 7 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 15 
 
<220> 
<223> Polipéptido sintético 
 
<400> 123 20 
 
 
 
 
<210> 124 25 
<211> 11 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 30 
<223> Polipéptido sintético 
 
<400> 124 
 
 35 
 
 
<210> 125 
<211> 39 
<212> ADN 40 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polinucleótido sintético 
 45 
<400> 125 
tctggaagca gctccaacat cggaagtaat actgtaaac 39 
 
<210> 126 
<211> 21 50 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polinucleótido sintético 55 
 
<400> 126 
agtaataatc agcggccctc a 21 
 
<210> 127 60 
<211> 33 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 65 
<223> Polinucleótido sintético 
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<400> 127 
gcagcatggg atgacagcct gaatggttgg gtg 33 
 
<210> 128 5 
<211> 451 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 10 
<223> Polipéptido sintético 
 
<400> 128 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
 
 
 
 
 65 
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 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
 
 
 
 
 65 
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 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
<210> 129 
<211> 1356 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 20 
 
<220> 
<223> Polinucleótido sintético 
 
<400> 129 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
 
 
 
 
 65 
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 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
<210> 130 
<211> 216 
<212> PRT 50 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polipéptido sintético 
 55 
<400> 130 
 
 
 
 60 
 
 
 
 
 65 
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 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
 
 
 
 
<210> 131 65 
<211> 651 
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<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polinucleótido sintético 5 
 
<400> 131 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
<210> 132 30 
<211> 253 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 35 
<223> Polipéptido sintético 
 
<400> 132 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
 
 
 
 
 65 
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 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
<210> 133 
<211> 759 
<212> ADN 55 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polinucleótido sintético 
 60 
<400> 133 
 
 
 
 65 
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 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
<210> 134 
<211> 449 25 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polipéptido sintético 30 
 
<400> 134 
 
 
 35 
 
 
 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
 
 
 
 
 65 
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 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
 
 
 
 
 65 
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 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
<210> 135 
<211> 1350 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 30 
<220> 
<223> Polinucleótido sintético 
 
<400> 135 
 35 
 
 
 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
 
 
 
 
 65 
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 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
 
 40 
 
 
 
<210> 136 
<211> 213 45 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polipéptido sintético 50 
 
<400> 136 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
 
 
 
 
 65 
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 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
<210> 137 
<211> 642 
<212> ADN 55 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polinucleótido sintético 
 60 
<400> 137 
 
 
 
 65 
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 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
<210> 138 
<211> 9 
<212> PRT 25 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polipéptido sintético 
 30 
<400> 138 
 
 
 
 35 
 
<210> 139 
<211> 9 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 40 
 
<220> 
<223> Polipéptido sintético 
 
<400> 139 45 
 
 
 
 
 50 
<210> 140 
<211> 10 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 55 
<220> 
<223> Polipéptido sintético 
 
<400> 140 
 60 
 
 
 
<210> 141 
<211> 9 65 
<212> PRT 
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<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polipéptido sintético 
 5 
<400> 141 
 
 
 
<210> 142 10 
<211> 9 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 15 
<223> Polipéptido sintético 
 
<400> 142 
  
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
 
 
 
 
 65 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Un anticuerpo recombinante que comprende: 

 
(I) una primera parte de unión a antígeno que es capaz de unirse específicamente a WT1 / HLA, que 5 
comprende uno de: 
 

(A) un fragmento variable de cadena única (scFV) que comprende una secuencia de aminoácidos 
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 10 
VH y VL, 
respectivamente, comprenden secuencias de aminoácidos 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 
(C) 15 
 

(i) una VH CDR1 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 
38; una VH CDR2 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 
39; una VH CDR3 que comprende la secuencia de aminoácidos establecida en la SEQ ID 
NO: 40; una VL CDR1 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ 20 
ID NO: 44; una VL CDR2 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ 
ID NO: 45; y una VL CDR3 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la 
SEQ ID NO: 46; 
(ii) una VH CDR1 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 
2; una VH CDR2 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 25 
3; una VH CDR3 que comprende la secuencia de aminoácidos establecida en la SEQ ID 
NO: 4; una VL CDR1 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID 
NO: 8; una VL CDR2 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID 
NO: 9; y una VL CDR3 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ 
ID NO: 10; 30 
(iii) una VH CDR1 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 
20; una VH CDR2 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 
21; una VH CDR3 que comprende la secuencia de aminoácidos establecida en la SEQ ID 
NO: 22; una VL CDR1 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ 
ID NO: 26; una VL CDR2 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ 35 
ID NO: 27; y una VL CDR3 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la 
SEQ ID NO: 28; 
(iv) una VH CDR1 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 
56; una VH CDR2 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 
57; una VH CDR3 que comprende la secuencia de aminoácidos establecida en la SEQ ID 40 
NO: 58; una VL CDR1 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ 
ID NO: 62; una VL CDR2 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ 
ID NO: 63; y una VL CDR3 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la 
SEQ ID NO: 64; 
(v) una VH CDR1 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 45 
74; una VH CDR2 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 
75; una VH CDR3 que comprende la secuencia de aminoácidos establecida en la SEQ ID 
NO: 76; una VL CDR1 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ 
ID NO: 80; una VL CDR2 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ 
ID NO: 81; y una VL CDR3 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la 50 
SEQ ID NO: 82; o 
(vi) una VH CDR1 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 
92; una VH CDR2 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 
93; una VH CDR3 que comprende la secuencia de aminoácidos establecida en la SEQ ID 
NO: 94; una VL CDR1 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ 55 
ID NO: 98; una VL CDR2 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ 
ID NO: 99; y una VL CDR3 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la 
SEQ ID NO: 100; 
y 
 60 

(II) una segunda porción de unión a antígeno que comprende: 
 

(A) un fragmento variable de cadena única (scFV) que comprende la secuencia de aminoácidos 
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 65 
VH y VL, 
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respectivamente, comprenden las secuencias de aminoácidos expuestas en las SEQ ID NO: 112 y 
111 o una cadena pesada y una cadena ligera, en la que la cadena pesada y la cadena ligera, 
respectivamente, comprenden las secuencias de aminoácidos establecidas en la SEQ ID NOS: 134 
y 136. 

 5 
2. El anticuerpo recombinante de la reivindicación 1, en el que: 

 
(I) la primera porción de unión a antígeno comprende uno de: 

 
(A) un scFV que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 18; o 10 
(B) una VH que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 14 y una VL 
que comprende las secuencias de aminoácidos expuestas en la SEQ ID NO: 16; o 
(C) una VH CDR1 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 2; una 
VH CDR2 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 3; una VH CDR3 
que comprende el conjunto de secuencias de aminoácidos adelante en la SEQ ID NO: 4; una VL 15 
CDR1 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 8; una VL CDR2 
que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 9; y una VL CDR3 que 
comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 10; 

 
(II) la primera porción de unión a antígeno comprende uno de: 20 

 
(A) un scFV que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 36; o 
(B) una VH que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 32 y una VL 
que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 34; o 
(C) una VH CDR1 que comprende la secuencia de aminoácidos establecida en SEQ ID NO: 20; una 25 
VH CDR2 que comprende la secuencia de aminoácidos establecida en SEQ ID NO: 21; una VH 
CDR3 que comprende la secuencia de aminoácidos establecida en SEQ ID NO: 22; una VL CDR1 
que comprende la secuencia de aminoácidos establecida en SEQ ID NO: 26; una VL CDR2 que 
comprende la secuencia de aminoácidos establecida en SEQ ID NO: 27; y una VL CDR3 que 
comprende la secuencia de aminoácidos establecida en SEQ ID NO: 28; 30 

 
(III) la primera porción de unión a antígeno comprende uno de: 

 
(A) un scFV que comprende la secuencia de aminoácidos establecida en SEQ ID NO: 54; o 
(B) una VH que comprende la secuencia de aminoácidos establecida en SEQ ID NO: 50 y una VL 35 
que comprende el amino secuencias ácidas establecidas en SEQ ID NO: 52; o 
(C) una VH CDR1 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 38; una 
VH CDR2 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 39; una VH 
CDR3 que comprende el conjunto de secuencias de aminoácidos adelante en la SEQ ID NO: 40; 
una VL CDR1 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 44; una VL 40 
CDR2 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 45; y una VL CDR3 
que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 46; 

 
(IV) la primera porción de unión a antígeno comprende uno de: 
 45 

(A) un scFV que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 72; o 
(B) una VH que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 68 y una VL 
que comprende las secuencias de aminoácidos expuestas en la SEQ ID NO: 70; o 
(C) una VH CDR1 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 56; una 
VH CDR2 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 57; una VH 50 
CDR3 que comprende el conjunto de secuencias de aminoácidos adelante en la SEQ ID NO: 58; 
una VL CDR1 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 62; una VL 
CDR2 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 63; y una VL CDR3 
que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 64; 

 55 
(V) la primera porción de unión a antígeno comprende uno de: 

 
(A) un scFV que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 90; o 
(B) una VH que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 86 y una VL 
que comprende las secuencias de aminoácidos expuestas en la SEQ ID NO: 88; o 60 
(C) una VH CDR1 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 74; una 
VH CDR2 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 75; una VH 
CDR3 que comprende el conjunto de secuencias de aminoácidos adelante en la SEQ ID NO: 76; 
una VL CDR1 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 80; una VL 
CDR2 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 81; y una VL CDR3 65 
que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 82; o 

E14803300
05-02-2020ES 2 742 224 T3

 



 114 

 
(VI) la primera porción de unión a antígeno comprende uno de: 

 
(A) un scFV que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 108; o 
(B) una VH que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 104 y una VL 5 
que comprende las secuencias de aminoácidos expuestas en la SEQ ID NO: 106; o 
(C) una VH CDR1 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 92; una 
VH CDR2 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 93; una VH 
CDR3 que comprende el conjunto de secuencias de aminoácidos adelante en la SEQ ID NO: 94; 
una VL CDR1 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 98; una VL 10 
CDR2 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 99; y una VL CDR3 
que comprende la secuencia de aminoácidos 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 porción de 
unión a antígeno y/o dicha segunda porción de unión a antígeno es un fragmento de anticuerpo seleccionado del grupo 15 
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 
región 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 porción de unión a antígeno y/o dicha segunda porción de unión a 
antígeno es un scFv. 20 
 
4. El anticuerpo recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que dicha primera porción de unión 
a antígeno se une específicamente a WT1/HLA y dicha segunda porción de unión a antígeno se une específicamente 
a un antígeno de superficie de células efectoras inmunes, opcionalmente en donde: 

 25 
(a) dicha célula efectora inmune se selecciona del grupo que consiste en células asesinas naturales (NK), 
macrófagos y células T; o 
(b) dicha célula efectora inmune es una célula CD3 + y el anticuerpo recombinante se une específicamente 
a CD3. 

 30 
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 específicamente a CD3, opcionalmente en donde dicho anticuerpo recombinante se une a una 35 
célula CD3 +. 
 

6. El anticuerpo recombinante de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, que comprende la secuencia de aminoácidos 
expuesta en la SEQ ID NO: 110. 
 40 
7. Un ácido nucleico que codifica un anticuerpo recombinante de cualquiera de las reivindicaciones 1-6. 
 
8. Una composición farmacéutica que comprende el anticuerpo recombinante de cualquiera de las reivindicaciones 1-
6 o el ácido nucleico de la reivindicación 7. 
 45 
9. El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1-6 o la composición de la reivindicación 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 
crónica o leucemia aguda o cáncer WT1+, opcionalmente en el que la enfermedad positiva para WT1 se selecciona 
del grupo que consiste en leucemia mielocítica crónica, mieloma múltiple (MM), leucemia linfoblástica aguda (LLA), 
mieloide aguda/leucemia mielógena (LMA), síndrome mielodisplásico (MDS), mesotelioma, cáncer de ovario, cánceres 50 
gastrointestinales, cáncer de mama, cáncer de próstata y glioblastoma. 
 
10. El anticuerpo o la composición para su uso de acuerdo con la reivindicación 9, que comprende además administrar 
al sujeto una célula efectora inmunitaria, en donde opcionalmente la célula efectora inmune es una célula citotóxica, 
una célula T citotóxica CD3+ o una célula T citotóxica CD3+ autóloga. 55 
 
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 
composición que comprende el anticuerpo recombinante según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en la que la 
respuesta de las células T primarias comprende estimular las células T citotóxicas contra el primer antígeno tumoral, 60 
y 
en donde la respuesta de las células T secundarias comprende estimular células T efectoras y/o células T de memoria 
contra el primer antígeno tumoral y/o contra un segundo antígeno tumoral. 
 
12. El anticuerpo para uso de acuerdo con la reivindicación 11, en el que el primer antígeno tumoral es WT1/HLA y el 65 
segundo antígeno tumoral es un antígeno tumoral no WT1-RMF, opcionalmente en el que el antígeno 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: 5 

 
(a) no requiere células presentadoras de antígeno o moléculas coestimuladoras; 
(b) comprende estimular células T efectoras y/o células T de memoria contra el segundo antígeno 
tumoral; 
(c) comprende un aumento en las células T CD8; 10 
(d) dura más de una semana; y/o 
(e) comprende células T que antes eran anérgicas y/o células T activadas previamente con un 
antígeno no WT1-RMF. 

 
14. El anticuerpo para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 11-13, en el que la respuesta de las 15 
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 
ósea, pulmón, hígado, cerebro, tracto genitourinario, tracto gastrointestinal y bazo. 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
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FIGURA 21B 

FIGURA 21C 
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