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 -1- Docket No: 3314.013AWO 

ANTICUERPOS TIPO RECEPTOR DE CÉLULAS T ESPECÍFICOS PARA UN 

PÉPTIDO WT1 PRESENTADO POR HLA-A2 

Referencia cruzada a solicitudes relacionadas 

[0001] Esta solicitud reivindica la prioridad de la solicitud provisional de EE.UU. Nº 

61/470,635, presentada el 1 de abril de 2011 y de la solicitud provisional de EE.UU. N º 

61/491,392 presentada el 31 de mayo de 2011. Estas solicitudes provisionales se incorporan 

para su referencia en su totalidad en la presente descripción. 

Declaración de derechos según la investigación federal desarrollada 

[0002] Esta invención se realizó con el apoyo del gobierno en virtud de las concesiones 

P01CA23766 y R01CA55349 otorgadas por los Institutos Nacionales de Salud de EE.UU. El 

gobierno tiene ciertos derechos sobre la presente invención. 

Listado de Secuencias 

[0003] Esta solicitud contiene una lista de secuencias, creada el 29 de marzo de 2012; el 

archivo en formato ASCII, se designa Listing_ST25.txt 3314013AWO_Sequence. El archivo 

se incorpora aquí en su totalidad como referencia en la solicitud. 

Campo técnico 

[0004] La presente invención se refiere en general a anticuerpos contra las proteínas 

citosólicas. Más particularmente, la presente invención se refiere a anticuerpos contra la 

proteína del oncogén del tumor de Wilms (WT1), específicamente a anticuerpos que 

reconocen un péptido WT1 en combinación con un antígeno de mayor histocompatibilidad. 

Antecedentes de la presente invención 

[0005] La proteína del oncogén del tumor de Wilms (WT1) es un objetivo atractivo para la 

inmunoterapia en la mayoría de las leucemias y una amplia gama de tipos de cáncer. La 

proteína WT1 es un factor de transcripción de los dedos de cinc que se expresa normalmente 

en tejidos mesodérmicos durante la embriogénesis. En el tejido adulto normal, la expresión 

de la WT1 se limita a bajos niveles en células CD34 + células madre hematopoyéticas pero se 

sobre-expresa en leucemias de múltiples linajes y en una amplia gama de tumores sólidos (1-
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2). Más recientemente, la expresión de WT1 se ha reportado como un marcador de la 

enfermedad residual mínima. El aumento de los niveles de transcripción en los pacientes con 

leucemia mieloide aguda (LMA) en remisión morfológica ha sido predictivo de recaída 

clínica abierta (3, 4). Por otra parte, se detectan los anticuerpos WT1 en pacientes con 

neoplasias hematopoyéticas y tumores sólidos, lo que indica que la proteína WT1 es un 

antígeno altamente inmunogénico (7). 

[0006] En su mayor parte, los anticuerpos monoclonales terapéuticos aprobados 

clínicamente (mAbs) reconocen las estructuras de las proteínas de superficie celular. La 

proteína WT1, sin embargo, es una proteína nuclear y, por lo tanto, es inaccesible a la terapia 

con anticuerpos clásicos. Hasta ahora, la inmunoterapia de marcado de WT1 se ha limitado a 

los enfoques celulares, destinados exclusivamente a la generación de células T CD8 (CTL) 

citotóxicas y específicas para WT1 con una respuesta de reconocimiento de los péptidos 

presentados en la superficie celular por moléculas de clase I de CMH. 

[0007] Para la inducción de respuestas de las CTL, las proteínas intracelulares son 

generalmente degradadas por el proteasoma o por endo/lisosomas, y los fragmentos 

peptídicos resultantes se unen a las moléculas del CMH de clase I o II. Estos complejos 

péptido-CMH se muestran en la superficie de la célula donde se proporcionan dianas para el 

reconocimiento de células T a través de una interacción péptido-CMH (pCMH)-receptor de 

células T (TCR) (8, 9). Las vacunas con péptidos derivados de la proteína WT1 inducen 

células T CD8 citotóxicas que son restringidas por HLA, las cuales son capaces de matar a 

las células tumorales. 

[0008] Para mejorar la eficacia, los antígenos del cáncer se pueden marcar en la terapia con 

anticuerpos monoclonales. La terapia con anticuerpos monoclonales (mAb) ha demostrado 

ejercer potentes efectos antitumorales mediante múltiples mecanismos, incluyendo la 

citotoxicidad dependiente del complemento (CDC), la citotoxicidad celular dependiente de 

anticuerpos (CDAC) y la inhibición celular directa o de los efectos inductores de la apoptosis 

en las células tumorales que sobre-expresan las moléculas diana. Además, los mAb se pueden 

utilizar como portadores para entregar específicamente un grupo citotóxico, tal como un 

radionucleóido, una droga citotóxica o una toxina para las células tumorales (18). 

[0009] Existiría un enorme beneficio si, además de un enfoque de inmunoterapia celular, 

estuviera disponible un enfoque de inmunoterapia humoral para marcar a los antígenos de las 
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células tumorales no-superficiales. Por lo tanto, un anticuerpo monoclonal (mAb) que imita 

aun receptor de células T en la que es específico para una blanco que comprende un 

fragmento de una proteína intracelular en conjunción con una molécula del CMH, por 

ejemplo, un complejo de péptido de WT1 /HLA-A2, sería un agente terapéutico novedoso y 

eficaz solo o como un vehículo capaz de suministrar reactivos potentes contra el cáncer, tales 

como fármacos, toxinas y elementos radiactivos. Tales mAbs también serían útiles como 

herramientas de diagnóstico o pronóstico. 

Resumen de la presente invención 

[0010] La presente descripción se identifica y caracteriza a las proteínas de unión a 

antígenos, tales como anticuerpos, que son capaces de marcar a las proteínas 

citosólicas/intracelulares, por ejemplo, a la oncoproteína WT1. Los anticuerpos descritos se 

dirigen a un complejo péptido / CMH ya que normalmente aparecen en la superficie de una 

célula seguido del procesamiento de antígenos de la proteína WT1 y de su presentación por la 

célula. A este respecto, los anticuerpos imitan a los receptores de células T en el que los 

anticuerpos tienen la capacidad de reconocer específicamente y unirse a un péptido de una 

manera restringido por el CMH, es decir, cuando el péptido se une a un antígeno del CMH. El 

complejo péptido / CMH recapitula al antígeno ya que sería como si apareciera normalmente 

en la superficie de una célula seguido del procesamiento y presentación de antígenos de la 

proteína WT1 a una célula T.   

[0011] Los anticuerpos revelados reconocen y se unen específicamente a epítopos de un 

complejo péptido/HLA-A2, en particular a un complejo de WT1/HLA-A0201. Los ejemplos 

de péptidos que son reconocidos por las proteínas de unión a antígeno de la presente 

invención como parte de un complejo HLA-péptido incluyen, pero no se limitan a, los que se 

muestran en la Tabla 7, por ejemplo, un péptido con la secuencia de aminoácidos 

RMFPNAPYL (SEC ID N º: 1). 

[0012] En un aspecto, por lo tanto, la presente invención se refiere a un anticuerpo aislado, 

o un fragmento de unión a antígeno del mismo, que se une a un péptido con la secuencia de 

aminoácidos, RMFPNAPYL, cuando dicho péptido está unido a un antígeno del CMH, tal 

como HLA-A2. 

[0013] En otro aspecto, la presente invención se refiere a una proteína aislada de unión a 

antígeno, un anticuerpo, o un fragmento de unión a antígeno del mismo, que comprende (A) 
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(i) una región variable de la cadena pesada (HC) que comprende HC-CDR1, CDR2 y HC-

HC-CDR3, respectivamente, que comprende las secuencias de aminoácidos SEQ ID NOS: 2, 

3, y 4, y una región variable de la cadena ligera (LC) que comprende LC-CDR1, CDR2 y LC-

LC-CDR3, respectivamente, que comprende las secuencias de aminoácidos SEQ ID NOS: 8, 

9 y 10, (ii) una región variable de cadena pesada (HC) que comprende la HC-CDR1, CDR2 y 

HC- HC-CDR3, respectivamente, que comprenden las secuencias de aminoácidos SEQ ID 

NOS: 20, 21 y 22, y una región variable de cadena ligera (LC) que comprende LC-CDR1, 

CDR2 y LC-LC-CDR3, respectivamente, que comprende las secuencias de aminoácidos SEQ 

ID NOS: 26 , 27 y 28; (iii) una región variable de la cadena pesada (HC) que comprende la 

HC-CDR1, CDR2 y HC-HC-CDR3, respectivamente, que comprende las secuencias de 

aminoácidos SEQ ID NOS: 38, 39 y 40, y una región variable de cadena ligera (LC ) que 

comprende LC-CDR1, CDR2 y LC-LC-CDR3, respectivamente, que comprende las 

secuencias de aminoácidos seleccionadas de las SEQ ID NOS: 44, 45 y 46; (iv) una región 

variable de cadena pesada (HC) que comprende la HC-CDR1, HC -CDR2 y CDR3-HC, 

respectivamente, que comprende las secuencias de aminoácidos SEQ ID NOS: 56, 57 y 58, y 

una región variable de cadena ligera (LC) que comprende LC-CDR1, CDR2 y LC-LC-CDR3, 

respectivamente, que comprende las secuencias de aminoácidos SEC ID NOS: 62, 63 y 64; 

(v) una región variable de cadena pesada (HC) que comprende la HC-CDR1, CDR2 y HC-

HC-CDR3, respectivamente, que comprende las secuencias de aminoácidos SEQ ID NOS: 

74, 75 y 76, y una región variable de cadena ligera (LC) que comprende LC-CDR1, CDR2 y 

LC-LC-CDR3, respectivamente, que comprende las secuencias de aminoácidos SEQ ID 

NOS: 80, 81 y 82; o (vi) una región variable de cadena pesada (HC) que comprende la HC- 

CDR1, CDR2 y HC-HC-CDR3, respectivamente, que comprende las secuencias de 

aminoácidos SEQ ID NOS: 92, 93 y 94, y una de región variable de cadena ligera (LC) que 

comprende LC-CDR1, CDR2 y LC-LC-CDR3, respectivamente, que comprende las 

secuencias de aminoácidos SEQ ID NOS: 98, 99 y 100. 

[0014] En otro aspecto, la presente invención se refiere a una proteína aislada de unión a 

antígeno, un anticuerpo, o un fragmento de unión a antígeno del mismo, que comprende una 

VH y VL que comprenden una primera y segunda secuencias de aminoácidos, 

respectivamente, seleccionadas entre las SEQ ID NOS: 14 y 16; 32 y 34, 50 y 52; 68 y 70, 86 

y 88, y 104 y 106. 
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[0015] En aún otro aspecto, la presente invención se refiere a una proteína aislada de unión 

a antígeno, un anticuerpo, o un fragmento de unión a antígeno del mismo, que comprende una 

secuencia de aminoácidos seleccionada entre SEC ID NOS: 18, 36, 54, 72, 90, and108. 

[0016] En un aspecto relacionado, la proteína aislada de unión a antígeno comprende una 

región de unión a antígeno como se describe en cualquiera de las Tablas 1-8. La proteína de 

unión a antígeno puede ser una proteína de fusión. 

[0017] En otro aspecto, la presente invención se refiere a un inmunoconjugado que 

comprende un primer componente que es una proteína de unión a antígeno, un anticuerpo o 

un fragmento de unión a antígeno del mismo como se describe en este documento. El 

inmunoconjugado comprende un segundo componente que es una citotoxina, un marcador 

detectable, un radioisótopo, un agente terapéutico, una proteína de unión o una molécula que 

tiene una segunda secuencia de aminoácidos. Cuando el segundo componente es una proteína 

de unión o un segundo anticuerpo, la proteína de unión o segundo anticuerpo tiene 

especificidad de unión para un objetivo que es diferente del complejo péptido-HLA para el 

cual la primera es específica. 

[0018] En un aspecto relacionado, por lo tanto, la presente invención se refiere a un 

anticuerpo biespecífico que comprende una proteína de unión a antígeno o un fragmento 

funcional de la misma como se describe en este documento. 

[0019] En aún otro aspecto, la presente invención se refiere a ácidos nucleicos que 

codifican proteínas de unión a antígeno, incluyendo los anticuerpos y receptores de antígenos 

quiméricos específicos para un complejo péptido/HLA de WT1, en particular, el complejo de 

péptido WT1 RMFPNAPYL/HLA-A0201. 

[0020] En otro aspecto relacionado, la presente invención se refiere a células que 

comprenden los ácidos nucleicos o proteínas de unión a antígenos descritos en este 

documento, incluyendo las células efectoras inmunes recombinantes, tales como, células T 

modificadas genéticamente para expresar un receptor de antígeno quimérico que comprende 

una región de unión a antígeno de acuerdo con la presente descripción. Las células que han 

sido diseñados para producir anticuerpos de acuerdo con la descripción también se son 

comprendidas porla presente invención. 
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[0021] En un aspecto relacionado, la presente invención se refiere a vectores que 

comprenden los ácidos nucleicos para codificar las proteínas de unión a antígenos descritos 

en este documento, incluyendo los vectores para facilitar la expresión y/o la secreción de una 

proteína de unión a antígeno tal como un anticuerpo o un receptor de antígeno quimérico de 

acuerdo con la presente divulgación. 

[0022] En un aspecto relacionado, la presente invención se refiere a composiciones 

farmacéuticas que comprenden a las proteínas de unión a antígeno, anticuerpos, ácidos 

nucleicos, vectores o células que comprenden los ácidos nucleicos o proteínas de unión a 

antígenos descritos en este documento, junto con un vehículo farmacéuticamente aceptable. 

[0023] En otro aspecto, la presente invención se refiere a un método para la detección de 

WT1 en la superficie de las células o tejidos usando los anticuerpos WT1 de la presente 

invención. 

[0024] En aún otro aspecto, la presente invención se refiere a métodos para el tratamiento 

de un sujeto que tiene una enfermedad WT1-positiva, que comprende administrar al sujeto 

una cantidad terapéuticamente eficaz de una proteína de unión a antígeno, del anticuerpo o de 

un fragmento de unión a antígeno del mismo, el ácido nucleico que codifica la proteína de 

unión al antígeno o al anticuerpo o a una célula que comprende a los ácidos nucleicos o 

proteínas como se describe aquí. La enfermedad WT1 positiva es una leucemia, leucemia 

aguda o crónica WT1+,un cáncer seleccionado de entre el grupo que consiste en leucemia 

mielocítica crónica, mieloma múltiple (MM), la leucemia linfoblástica aguda (LLA), 

leucemia mieloide / mielógena aguda (LMA), síndrome mielodisplásico ( MDS), 

mesotelioma, cáncer de ovario, cáncer gastrointestinal, cáncer de mama, cáncer de próstata y 

glioblastoma. En algunas modalidades, la proteína de unión a antígeno o anticuerpo es un 

conjugado del mismo que tiene un grupo citotóxico relacionado con la misma. 

Breve descripción de los dibujos  

[0025] La Figura 1 muestra la secuencia de aminoácidos de la proteína del tumor de Wilms, 

(N º de Acceso de GenBank P19544) con algunos péptidos restringidos por HLA en negrilla. 

El péptido 121-140 abarca además un 9-mer (subrayado), RMFPNAPYL (SEC ID N º: 1), 

que, junto con los análogos del mismo, ha demostrado que induce la actividad WT1- 

específica de células T citotóxicas. 
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[0026] La Figura 2 es un gráfico que muestra que la vacunación con peptidos WT1induce a 

las células T citotóxicas contra las células de leucemia WT1 +.  

[0027] La Figura 3 muestra los resultados de un ELISA de fagos para la unión específica de 

WT1/A2 (WA) frente al control PBS o R3/HLAA0201 (R3). 

[0028] La Figura 4 muestra la unión específica de los anticuerpos WT1de los fagos que 

sólo que se unen a células T2 pulsadas con péptido WT1A que fueron seleccionadas. 

[0029] La Figura 5 muestra la afinidad de unión de una IgG1 de longitud completa con un 

anticuerpo WT1 para el complejo RMF/A0201 probado por titulación del anticuerpo a 

concentraciones diferentes. Los resultados se muestran para las células T2 pulsadas con 

50ug/ml de RMF (panel superior). El anticuerpo de control se muestra en el panel inferior.  

[0030] La Figura 6 muestra la dependencia de la densidad del complejo RMF/HLA-A0201 

reconocido por anticuerpos WT1 en células T2 pulsadas con RMF (panel superior) o de 

control, RHAMM-R3 (panel inferior). 

[0031] La figura 7 muestra un vector de expresión para la expresión de anticuerpos 

humanos. 

[0032] La Figura 8 muestra los resultados del análisis de SDS-PAGE para los anticuerpos 

WT1/A2 en condiciones reductoras y no reductoras. 

[0033] La Figura 9 muestra los resultados de análisis de unión cinética de un anticuerpo 

WT1/A2 que demuestran la afinidad del anticuerpo hacia WT1/A2. 

[0034] La Figura 10 muestra la afinidad (KD) de la unión del anticuerpo alcomplejo 

WT1/A2. 

[0035] La Figura 11 muestra la intensidad de la fluorescencia media (IFM) por citometría 

de flujo de la titulación de los péptidos en la unión a algunas formas de realización, mAb clon 

5 (panel superior), clon 15 (panel central) y el control (panel inferior) con células T2 vivas, 

pulsadas mediante concentraciones variables de péptido, WT1-A, WT1-A1 o de control. 

[0036] La Figura 12 muestra los resultados de la titulación de los péptidos en la unión de 

un anticuerpo WT1, el mAb 5 (panel superior), mAb 15 (panel inferior) con células T2 vivas, 

pulsadas mediante concentraciones variables de péptido WT1A. 
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[0037] La Figura 13 muestra la especificidad de unión de una forma de realización, el 

anticuerpo mAb 5, a diferentes concentraciones (superior 50 mg/ml; media25 µg/ml, y 12.5 

g/ml inferior) del péptido (R3, A1-WT1, WT1-A o sin péptido.) 

[0038] La Figura 14 muestra la especificidad de unión de una forma de realización, el 

anticuerpo mAb 15, a diferentes concentraciones (superior 50 mg/ml; 25 g/ml inferior) del 

péptido (R3, A1-WT1, WT1-A o sin péptido). 

[0039] La Figura 15 muestra la unión dependiente de la dosis del mAb 5 (panel superior) y 

15 (panel inferior) a las células T2 pulsadas con WT1-A, WT1-A1, o con el péptido 

RHAMM-R3. 

[0040] La Figura 16 muestra la unión de mAb 5 y 15 a U266, una línea celular de mieloma. 

[0041] La Figura 17 muestra la unión de mAb 15 a BV173, una línea celular derivada de un 

individuo con leucemia aguda positiva-(PH1). 

[0042] La Figura 18 muestra la unión específica de ESK1 (# 13) al complejo WT1/A2 en la 

superficie de las células T2 pulsadas con el péptido WT1. 

[0043] Las Figuras 19 y 20 muestran que el anticuerpo WT1 es capaz de reconocer al 

péptido RMF en el que se realiza una sustitución de diferentes posiciones del péptido RMF 

con alanina (véase también la Tabla 10) y que la pérdida de unión vista con la sustitución de 

la posición 1 por cualquier residuo que sea de alanina (WT1-A1-B) o tirosina (WT1-A1), no 

era debida a la reducción de la afinidad de unión del péptido a la molécula HLA-A2, ya que 

ambos péptidos mostraron la unión más fuerte en el ensayo de estabilización T2 utilizando el 

anticuerpo específico mAb para el clon BB7 de la molécula HLA-A2. 

[0044] La Figura 21 muestra el reconocimiento por anticuerpos WT1 del complejo 

naturalmente presentado RMF/HLA-A0201 en la superficie celular de las líneas celulares de 

mesotelioma humanos, JMN (WT1+/ A0201+) pero no de MSTO (WT1+ / HLA-A0201). 

[0045] La figura 22 muestra la unión de anticuerpos WT1 al CML humano derivado de la 

línea celular BV173. 

[0046] La Figura 23 es un análisis de Scatchard basado en la unión del anticuerpo WT1 a 

células JMN y muestra una constante de avidez de aproximadamente 0,2 nM. 
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[0047] La Figura 24 muestra la unión del anticuerpo WT1 a un panel de células de 

mesotelioma y de leucemia. 

[0048] La Figura 25 muestra los resultados de un análisis de citometría de flujo cerrada en 

células AML eruptivasCD33 y CD34 dobles positivas de un paciente HLA-A2positivo la. 

ESK1 se une a las células eruptivas de leucemia. 

[0049] La Figura 26 muestra los resultados de un análisis de citometría de flujo cerrada en 

en células AML eruptivas CD33 y CD34 dobles positivas de un paciente HLA-A2 negativo 

WT1mAb ESK1 no se unió a las células eruptivas. 

[0050] La figura 27 muestra al WT1mAb ESK1 mediada por ADCC contra las células T2 

pulsadas con el péptido RMF. 

[0051] La Figura 28 muestra la capacidad del anticuerpo WT1 para mediar ADCC con 

efectores humanos en JMN y en la línea celular de leucemia BV173 (panel inferior), pero no 

en las células MSTO. 

[0052] La Figura 29 muestra que los anticuerpos monoclonales WT1 son eficaces contra la 

línea celular de leucemia humana BV173 pero no contra las células HL60, que no son HLA-

A2 +. 

[0053] La figura 30 muestra que los anticuerpos WT1 inducen ADCC contra erupciones 

primarias de AML en un paciente HLA-A2 positivo. 

[0054] La Figura 31 muestra los resultados del tratamiento de la BV173 humana en ratones 

NSG usando los anticuerpos de la presente invención. 

[0055] La Figura 32 muestra que en los puntos de tiempo posteriores, los ratones tratados 

con un único anticuerpo WT1 comenzaron a recaer, mientras que los anticuerpos con 

efectores curaron a 2 de 5 ratones. 

[0056] La Figura 33 muestra que el anticuerpo WT1 reduce significativamente la carga 

tumoral en una manera dependiente de la dosis. 

[0057] La Figura 34 muestra que el anticuerpo con hidratos de carbono alterados en Fc 

(MAGE) es más activo en la ADCC que el anticuerpo original. 
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Descripción detallada de la presente invención 

[0058] Todas las publicaciones, patentes y otras referencias citadas en este documento se 

incorporan para su referencia en la presente descripción en su totalidad. 

[0059] En la práctica de la presente invención, se utilizan muchas técnicas convencionales 

en biología molecular, microbiología, biología celular, bioquímica, e inmunología, que están 

dentro del campo de la técnica. Estas técnicas se describen en mayor detalle, por ejemplo, en 

Molecular Cloning: a Laboratory Manual 3 ª edición, Sambrook JF y DW Russell, ed. Cold 

Spring Harbor Laboratory Press, 2001; anticuerpos recombinantes para inmunoterapia, 

Melvyn Little, ed. Cambridge University Press 2009, "Síntesis de oligonucleótidos" (MJ 

Gait, ed, 1984.) "Animal Cell Culture" (RI Freshney, ed, 1987.), "Methods in Enzymology" 

(Academic Press, Inc.), "Current Protocols en Biología Molecular "(FM Ausubel et al, eds, 

1987, y actualizaciones periódicas..)," PCR: Reacción en Cadena Polimerasa ", (Mullis et al, 

ed, 1994)," Una guía práctica para la clonación molecular " (Perbal BeARNrd V., 1988); 

"Phage Display: A Laboratory Manual" (Barbas et al, 2001.). El contenido de estas 

referencias y otras referencias que contienen protocolos estándar, ampliamente conocidos por 

las personas medianamente versadas en la materia, incluyendo instrucciones de los 

fabricantes se incorporan aquí para su referencia como parte de la presente descripción. Las 

siguientes abreviaturas se usan a lo largo de la aplicación: 

[0060] Ab: Anticuerpo 

[0061] ADCC: Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos 

[0062] ALL: leucemia linfocítica aguda 

[0063] AML: Leucemia mieloide aguda 

[0064] APC: Célula presentadora de antígeno 

[0065] β2M: microglobulina-Beta-2 

[0066] BiTE: Células T Bi- específicas de unión de anticuerpos  

[0067] CAR: Receptor quimérico de antígeno  

[0068] CDC: Citotoxicidad dependiente del complemento 
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[0069] CMC: citotoxicidad mediada por el Complemento  

[0070] CDR: Región determinante de complementariedad (véase también a continuación 

HVR) 

[0071] CL: Dominio constante de la cadena ligera 

[0072] CH1: Primer dominio constante de la cadena pesada 

[0073] CH1, 2, 3: Primero, segundo y tercer dominios constantes de la cadena pesada 

[0074] CH2, 3: Segundo y tercer dominios constantes de la cadena pesada 

[0075] CHO: Ovario de hámster chino 

[0076] CTL: Células T citotóxicas  

[0077] Razón E:T: Razón efector:objetivo 

[0078] Fab: Fragmento de unión del anticuerpo 

[0079] FACS: Clasificación de células asistida por citometría de flujo 

[0080] FBS: Suero fetal bovino 

[0081] FR: Región Marco 

[0082] HC: Cadena pesada 

[0083] HLA: Antígeno leucocitario humano 

[0084] HVR-H:  Región hipervariable de cadena pesada (véase también  CDR) 

[0085] HVR-L:  Región hipervariable de cadena de ligera (véase también  CDR) 

[0086] Ig: Inmunoglobulina 

[0087] IRES: Sitio de entrada interno del ribosoma  

[0088] KD: Constante de disociación 

[0089] koff: Tasa de disociación 
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[0090] kon: Tasa de Asociación 

[0091] CMH: Complejo mayor de histocompatibilidad 

[0092] MM: Mieloma múltiple 

[0093] scFv: Fragmento variable de cadena sencilla 

[0094] TCR: Receptor de células T 

[0095] VH: Cadena pesada variable que incluye una región hipervariable de la cadena 

pesada y la región marco variable de cadena pesada 

[0096] VL: Cadena ligera variable incluye la luz región hipervariable de la cadena y de la 

región marco variable de cadena ligera 

[0097] WT1: Proteína del tumor de Wilms 1 

[0098] En la descripción que sigue, ciertas convenciones estarán seguidas en lo que 

respecta al uso de la terminología. En general, los términos utilizados en este documento 

están destinados a interpretarse de manera coherente con el significado de esos términos 

como son conocidos por las personas medianamente versadas en la técnica. 

[0099] Una "proteína de unión a antígeno" es una proteína o polipéptido que comprende 

una región de unión al antígeno o porción de unión a antígeno, es decir, tiene una fuerte 

afinidad a otra molécula a la que se une. Las proteínas de unión a antígenos abarcan 

anticuerpos, receptores de antígenos quiméricos (CAR) y proteínas de fusión. 

[00100] "Anticuerpo" y "anticuerpos", tal como estos términos son conocidos en la técnica 

se refieren a las proteínas de unión a antígeno del sistema inmune. El término "anticuerpo" 

como se refiere en el presente documento, incluye anticuerpos completos de longitud 

completa que tienen una región de unión al antígeno, y cualquier fragmento de la misma en la 

que se retiene la "porción de unión al antígeno" o "región de unión a antígeno", o cadenas 

individuales, por ejemplo, un fragmento variable de cadena sencilla (scFv), de los mismos. 

Un "anticuerpo" de origen natural es una glicoproteína que comprende al menos dos cadenas 

pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L) interconectadas mediante enlaces disulfuro. Cada 

cadena pesada está compuesta de una región variable de cadena pesada (abreviada en este 

documento como VH) y una región constante de cadena pesada (CH). La región constante de 
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cadena pesada está compuesta de tres dominios, CH1, CH2 y CH3. Cada cadena ligera 

comprende una región variable de cadena ligera (en adelante abreviado como VL) y una 

región constante de cadena ligera CL. La región constante de la cadena ligera está compuesta 

de un dominio, CL. Las regiones VH y VL pueden subdividirse en regiones de 

hipervariabilidad, denominadas regiones determinantes de la complementariedad (CDR), 

intercaladas con regiones que están más conservadas, denominadas regiones marco (FR). 

Cada VH y VL está compuesta de tres CDR y cuatro FR dispuestas desde el extremo amino al 

extremo carboxi-terminal 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 

interacciona con un antígeno. Las regiones constantes de los anticuerpos pueden mediar la 

unión de la inmunoglobulina a tejidos hospederos o factores, incluyendo varias células del 

sistema inmune (por ejemplo, células efectoras) y el primer componente del sistema clásico 

del complemento (C1q). 

[00101] 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 las 

proteínas de unión a antígeno, por ejemplo, los anticuerpos incluyen uno o más fragmentos de 

un anticuerpo que retienen la capacidad de unirse específicamente a un antígeno (por 

ejemplo, un complejo de péptido / HLA). Se ha demostrado que la función de unión a 

antígeno de un anticuerpo puede llevarse a cabo por fragmentos de un anticuerpo de longitud 

completa. Ejemplos de fragmentos de unión a antígeno comprendidos por la expresión 

"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 mediante un puente disulfuro 

en la región de bisagra; un fragmento Fd que consiste de los dominios VH yCH1; un 

fragmento Fv que consiste de los dominios VL y VH de un único brazo de un anticuerpo;. un 

fragmento dAb (Ward et al, 1989 Naturaleza 341:544-546), que consiste en un dominio VH, y 

una región determinante de la complementariedad (CDR) aislada. 

[00102] Además, aunque los dos dominios VL y VH del fragmento Fv, están codificados por 

genes separados, pueden unirse, usando métodos recombinantes, mediante un enlazador 

sintético que les permite ser formarse como una sola cadena proteica en la que las regiones 

VL y VH se emparejan para formar moléculas monovalentes. Estas son conocidas como Fv de 
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cadena sencilla (scFv); véase, por ejemplo, Bird et al, 1988 Ciencia 242:423-426; Y Huston 

et al, 1988 Proc.. Natl. Acad. Ciencia. 85:5879-5883. Estos fragmentos de anticuerpo se 

obtienen usando técnicas convencionales conocidas por las personas medianamente versadas 

en la técnica, y los fragmentos son cribados por su utilidad de la misma manera que los 

anticuerpos intactos. 

[00103] Un "anticuerpo aislado" o una "proteína aislada de unión a antígeno" es uno(a) que 

ha sido identificado(a) y separado(a) y / o recuperado(a) de un componente de su entorno 

natural. Los "Anticuerpos sintéticos" o "anticuerpos recombinantes" son originados 

generalmente por medio de tecnología recombinante o utilizando técnicas de síntesis de 

péptidos conocidos por las personas medianamente versadas en la técnica. 

[00104] Tradicionalmente, el complejo CMH-péptido sólo podía ser reconocido por un 

receptor de células T (TCR), lo que limita nuestra capacidad de detectar un epítopo de interés 

utilizando ensayos de lectura basados en células T. En la presente descripción, se describen 

las proteínas de unión a antígeno, incluyendo anticuerpos, que tienen una región de unión a 

antígeno sobre la base de los scFv que se seleccionan a partir de bibliotecas de presentación 

de fagos de scFv humanos recombinantes utilizando complejos HLA-péptido. Estas 

moléculas demostraron una especificidad exquisita, por ejemplo como se muestra con los 

anticuerpos anti-WT1 que reconocen sólo complejos de HLA-A2-RMFPNAPYL. Además, 

junto con su incapacidad para unirse a los complejos HLA que contienen otros péptidos, las 

moléculas también fueron incapaces de unirse a los propios péptidos, lo que demuestra aún 

más su especificidad similar a la del TCR. 

[00105] Los scFv seleccionados de la divulgación mediante presentación de fagos fueron 

ensayados inicialmente por su capacidad de unirse al péptido presentado en la superficie de 

las células HLA-positivas. Después las células T2 se incubaron en presencia del péptido, los 

anticuerpos marcados con fluorescencia se podrían utilizar para reconocer selectivamente las 

células unidas con antígeno utilizando citometría de flujo. 

[00106] En algunas modalidades, la presente invención incluye anticuerpos que tienen la 

secuencia de scFv fusionada a uno o más dominios constantes de las cadenas pesadas para 

formar un anticuerpo con una región Fc de una inmunoglobulina humana para producir una 

proteína bivalente, aumentando así la avidez global y la estabilidad del anticuerpo. Además, 

la porción Fc permite la conjugación directa con otras moléculas, incluyendo pero no 
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limitando a los colorantes fluorescentes, citotoxinas, radioisótopos etc. con el anticuerpo, por 

ejemplo, para su uso en estudios de cuantificación antigénica, para inmovilizar el anticuerpo 

en mediciones de afinidad, para el objetivo de entregar de un agente terapéutico, para la 

prueba de citotoxicidad mediada por Fc usando células efectoras inmunes y muchas otras 

aplicaciones. 

[00107] Los resultados presentados aquí resaltan la especificidad, la sensibilidad y la 

utilidad de los anticuerpos de la presente invención en la selección de complejos CMH-

péptido. 

[00108] Las moléculas de la presente invención se basan en la identificación y selección de 

fragmentos de cadena sencilla (scFv variables) utilizando la visualización de fagos, la 

secuencia de aminoácidos de la que confiere especificidad de las moléculas para el péptido 

restringido del CMH de interés y forma la base de la todas las proteínas de unión de la 

divulgación. El scFv, por lo tanto, se puede utilizar para diseñar un conjunto diverso de 

moléculas de "anticuerpos", incluyendo, por ejemplo, anticuerpos de longitud completa, 

fragmentos de los mismos, tales como Fab y F(ab')2, minicuerpos, proteínas de fusión, 

incluyendo fusiones scFv-Fc, anticuerpos multivalentes, es decir, anticuerpos que tienen más 

de una especificidad para el mismo antígeno o para antígenos diferentes, por ejemplo, 

anticuerpos biespecíficos de células T de acoplamiento (BiTE), tricuerpos, etc (véase Cuesta 

et al.,: Multivalent antibodies: when design surpasses evolution.Trends in Biotechnology 

28:355-362 2010). 

[00109] En una modalidad en la que la proteína de unión a antígeno es un anticuerpo de 

longitud completa, las cadenas pesada y ligera de un anticuerpo de la presente invención 

pueden ser de longitud completa (por ejemplo, un anticuerpo puede incluir al menos una, y 

preferiblemente dos cadenas pesadas completas , y al menos una, y preferiblemente dos, 

cadenas ligeras completas) o puede incluir una porción de unión al antígeno (un Fab, F(ab')2, 

Fv o un fragmento Fv de cadena ("scFv")). En otras modalidades, la región constante de la 

cadena pesada del anticuerpo se selecciona entre, por ejemplo, IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgM, 

IgA1, IgA2, IgD, e IgE. En algunas formas de realización, el isotipo de la inmunoglobulina se 

selecciona de IgG1, IgG2, IgG3, e IgG4, más en particular, IgG1 (por ejemplo, IgG1 

humana). La elección del tipo de anticuerpo dependerá de la función efectora inmune del 

anticuerpo que ha sido diseñado para desencadenar. 
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[00110] En la construcción de una inmunoglobulina recombinante son conocidos las 

personas medianamente versadas en la técnica, las secuencias de aminoácidos apropiadas 

para las regiones constantes de varios isotipos y los métodos para la producción de una 

amplia gama de anticuerpos de inmunoglobulina. 

[00111] En una modalidad, el anticuerpo u otra proteína de unión a antígeno es un scFv o 

anti-WT1/HLA-A2 o un fragmento de unión a antígeno del mismo que tiene una región de 

unión a antígeno que comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 18 y se une 

específicamente a un péptido con la secuencia de aminoácidos RMFPNAPYL (SEC ID N º: 

1), en relación con el HLA-A0201. En algunas formas de realización, el anticuerpo anti-WT1 

es una proteína de fusión scFv-Fc o una IgG humana de longitud completa con las regiones 

VH y VL o CDR seleccionados de la Tabla 1. 

 

Tabla 1 

Antígeno WT1 (Ext002 # 3) 

Péptido RMFPNAPYL (SEC ID N º: 1) 

CDRS: 1 2 3 

VH GGTFSSYAIS  

(SEQ ID NO: 2) 

GIIPIFGTANYAQKFQG 

(SEQ ID NO: 3) 

RIPPYYGMDV 

(SEQ ID NO: 4) 

ADN ggaggcaccttcagcagcta

tgctatcagc  

(SEQ ID NO: 5) 

gggatcatccctatctttggtacagc

aaactacgcacagaagttccaggg

c (SEC ID N º: 6) 

cggattcccccgtactacggtatgg

acgtc (SEQ ID NO: 7) 

VL SGSSSNIGSNYVY 

(SEC ID N º: 8) 

RSNQRPS 

(SEQ ID NO: 9) 

AAWDDSLNGVV 

(SEQ ID NO: 10) 
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Antígeno WT1 (Ext002 # 3) 

Péptido RMFPNAPYL (SEC ID N º: 1) 

ADN 

tctggaagcagctccaacat

cggaagtaattatgtatac 

(SEC ID N º: 11) 

aggagtaatcagcggccctca 

(SEC ID N º: 12) 

gcagcatgggatgacagcctgaat

ggtgtggta 

 (SEQ ID NO: 13) 

H Completo QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYAISWVRQAPGQGLEW

MGGIIPIFGTANYAQKFQGRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCA

RRIPPYYGMDVWGQGTTVTVSS (SEQ ID NO: 14) 

ADN caggtgcagctggtgcagtctggggctgaggtgaagaagcctgggtcctcggtgaaggtctcctgcaaggcttct

ggaggcaccttcagcagctatgctatcagctgggtgcgacaggcccctggacaagggcttgagtggatgggag

ggatcatccctatctttggtacagcaaactacgcacagaagttccagggcagagtcacgattaccgcggacgaat

ccacgagcacagcctacatggagctgagcagcctgagatctgaggacacggccgtgtattactgtgcgagacg

gattcccccgtactacggtatggacgtctggggccaagggaccacggtcaccgtctcctca (SEQ ID NO: 

15) 

VL Completo  QTVVTQPPSASGTPGQRVTISCSGSSSNIGSNYVYWYQQLPGTAPKLLIY

RSNQRPSGVPDRFSGSKSGTSASLAISGPRSVDEADYYCAAWDDSLNGV

VFGGGTKLTVLG (SEQ ID NO: 16) 

ADN Cagactgtggtgactcagccaccctcagcgtctgggacccccgggcagagggtcaccatctcttgttctggaag

cagctccaacatcggaagtaattatgtatactggtaccaacagctcccaggaacggcccccaaactcctcatctat

aggagtaatcagcggccctcaggggtccctgaccgattctctggctccaagtctggcacctcagcctccctggcc

atcagtgggccccggtccgtggatgaggctgattattactgtgcagcatgggatgacagcctgaatggtgtggtat

tcggcggagggaccaagctgaccgtcctaggt (SEQ ID NO: 17) 

scFv 

 

QTVVTQPPSASGTPGQRVTISCSGSSSNIGSNYVYWYQQLPGTAPKLLIY

RSNQRPSGVPDRFSGSKSGTSASLAISGPRSVDEADYYCAAWDDSLNGV

VFGGGTKLTVLGSRGGGGSGGGGSGGGSLEMAQVQLVQSGAEVKKP

GSSVKVSCKASGGTFSSYAISWVRQAPGQGLEWMGGIIPIFGTANYAQK

FQGRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARRIPPYYGMDVWGQ

GTTVTVSS (SEQ ID NO: 18) 
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Antígeno WT1 (Ext002 # 3) 

Péptido RMFPNAPYL (SEC ID N º: 1) 

ADN 

 

cagactgtggtgactcagccaccctcagcgtctgggacccccgggcagagggtcaccatctcttgttctggaagc

agctccaacatcggaagtaattatgtatactggtaccaacagctcccaggaacggcccccaaactcctcatctata

ggagtaatcagcggccctcaggggtccctgaccgattctctggctccaagtctggcacctcagcctccctggcca

tcagtgggccccggtccgtggatgaggctgattattactgtgcagcatgggatgacagcctgaatggtgtggtatt

cggcggagggaccaagctgaccgtcctaggttctagaggtggtggtggtagcggcggcggcggctctggtg

gtggatccctcgagatggcccaggtgcagctggtgcagtctggggctgaggtgaagaagcctgggtcctcggt

gaaggtctcctgcaaggcttctggaggcaccttcagcagctatgctatcagctgggtgcgacaggcccctggaca

agggcttgagtggatgggagggatcatccctatctttggtacagcaaactacgcacagaagttccagggcagagt

cacgattaccgcggacgaatccacgagcacagcctacatggagctgagcagcctgagatctgaggacacggcc

gtgtattactgtgcgagacggattcccccgtactacggtatggacgtctggggccaagggaccacggtcaccgtc

tcctca (SEQ ID NO: 19) 

 

[00112] En otra forma de realización, el anticuerpo o la proteína de unión a antígeno es un 

anticuerpo anti-WT1 scFv o un fragmento de unión a antígeno del mismo que tiene una 

región de unión al antígeno que comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 

36 y se une específicamente a un péptido con la secuencia de aminoácidos de RMFPNAPYL 

(SEQ ID NO: 1), en relación con el HLA-A0201. En otras formas de realización, el 

anticuerpo anti-WT-1 es una proteína de fusión scFv-Fc o una IgG humana de longitud 

completa con las regiones VH y VL o CDR seleccionados de la Tabla 2. 

 

Tabla 2 

Antígeno WT1 (Ext002 # 5) 

Péptido RMFPNAPYL (SEC ID N º: 1) 

CDRS 1 2 3 
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Antígeno WT1 (Ext002 # 5) 

Péptido RMFPNAPYL (SEC ID N º: 1) 

VH GDSVSSNSAAWN 

(SEC ID N º: 20) 

RTYYGSKWYNDYAVS

VKS (SEC ID N º: 21) 

GRLGDAFDI  

(SEQ ID NO: 22) 

ADN ggggacagtgtctctagcaac

agtgctgcttggaac (SEC 

ID N º: 23) 

aggacatactacgggtccaagtggt

ataatgattatgcagtatctgtgaaa

agt (SEC ID N º: 24) 

ggtcgcttaggggatgcttttgatat

c (SEC ID N º: 25) 

VL RASQSISSYLN  

(SEQ ID NO: 26) 

AASSLQS  

(SEQ ID NO: 27) 

QQSYSTPLT  

(SEQ ID NO: 28) 

ADN cgggcaagtcagagcattagc

agctatttaaat  

(SEQ ID NO: 29) 

gctgcatccagtttgcaaagt 

(SEQ ID NO: 30) 

caacagagttacagtacccctctc

act (SEC ID N º: 31) 

VH Completo  QVQLQQSGPGLVKPSQTLSLTCAISGDSVSSNSAAWNWIRQSPSRGLEW

LGRTYYGSKWYNDYAVSVKSRITINPDTSKNQFSLQLNSVTPEDTAVY

YCARGRLGDAFDIWGQGTMVTVSS (SEQ ID NO: 32) 

ADN caggtacagctgcagcagtcaggtccaggactggtgaagccctcgcagaccctctcactcacctgtgccatctcc

ggggacagtgtctctagcaacagtgctgcttggaactggatcaggcagtccccatcgagaggccttgagtggctg

ggaaggacatactacgggtccaagtggtataatgattatgcagtatctgtgaaaagtcgaataaccatcaacccag

acacatccaagaaccagttctccctgcagctgaactctgtgactcccgaggacacggctgtgtattactgtgcaag

aggtcgcttaggggatgcttttgatatctggggccaagggacaatggtcaccgtctcttca (SEQ ID NO: 

33) 

VL Completo  DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYA

ASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSYSTPLTFGGG

TKVDIKR (SEQ ID NO: 34) 
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Antígeno WT1 (Ext002 # 5) 

Péptido RMFPNAPYL (SEC ID N º: 1) 

ADN gacatccagatgacccagtctccatcctccctgtctgcatctgtaggagacagagtcaccatcacttgccgggcaa

gtcagagcattagcagctatttaaattggtatcagcagaaaccagggaaagcccctaagctcctgatctatgctgca

tccagtttgcaaagtggggtcccatcaaggttcagtggcagtggatctgggacagatttcactctcaccatcagca

gtctgcaacctgaagattttgcaacttactactgtcaacagagttacagtacccctctcactttcggcggagggacc

aaagtggatatcaaacgt (SEQ ID NO: 35) 

scFv 

 

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYA

ASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSYSTPLTFGGG

TKVDIKRSRGGGGSGGGGSGGGGSLEMAQVQLQQSGPGLVKPSQTL

SLTCAISGDSVSSNSAAWNWIRQSPSRGLEWLGRTYYGSKWYNDYAVS

VKSRITINPDTSKNQFSLQLNSVTPEDTAVYYCARGRLGDAFDIWGQGT

MVTVSS (SEQ ID NO: 36) 

ADN 

 

gacatccagatgacccagtctccatcctccctgtctgcatctgtaggagacagagtcaccatcacttgccgggcaa

gtcagagcattagcagctatttaaattggtatcagcagaaaccagggaaagcccctaagctcctgatctatgctgca

tccagtttgcaaagtggggtcccatcaaggttcagtggcagtggatctgggacagatttcactctcaccatcagca

gtctgcaacctgaagattttgcaacttactactgtcaacagagttacagtacccctctcactttcggcggagggacc

aaagtggatatcaaacgttctagaggtggtggtggtagcggcggcggcggctctggtggtggtggatccctc

gagatggcccaggtacagctgcagcagtcaggtccaggactggtgaagccctcgcagaccctctcactcacct

gtgccatctccggggacagtgtctctagcaacagtgctgcttggaactggatcaggcagtccccatcgagaggcc

ttgagtggctgggaaggacatactacgggtccaagtggtataatgattatgcagtatctgtgaaaagtcgaataacc

atcaacccagacacatccaagaaccagttctccctgcagctgaactctgtgactcccgaggacacggctgtgtatt

actgtgcaagaggtcgcttaggggatgcttttgatatctggggccaagggacaatggtcaccgtctcttca (SEQ 

ID NO: 37) 

 

[00113] En otra forma de realización, el anticuerpo o la proteína de unión a antígeno es un 

anticuerpo anti-WT1 scFv o un fragmento de unión a antígeno del mismo que tiene una 

región de unión a antígeno que comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 54 

y se une específicamente a un péptido con la secuencia de aminoácidos RMFPNAPYL (SEC 
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ID N º: 1), en relación con el HLA-A0201. En otras formas de realización, el anticuerpo anti-

WT-1 es una proteína de fusión scFv-Fc o una IgG humana de longitud completa con las 

regiones VH y VL o CDR seleccionados de la Tabla 3. 

Tabla 3 

Antígeno WT1 (Ext002 # 13) 

Péptido RMFPNAPYL (SEC ID N º: 1) 

CDRS 1 2 3 

VH  GYSFTNFWIS 

(SEQ ID NO: 38) 

RVDPGYSYSTYSPSFQ

G (SEC ID N º: 39) 

VQYSGYYDWFDP 

(SEQ ID NO: 40) 

ADN ggatacagcttcaccaacttct

ggatcagc 

 (SEQ ID NO: 41) 

agggttgatcctggctactcttata

gcacctacagcccgtccttccaag

gc 

 (SEQ ID NO: 42) 

gtacaatatagtggctactatgact

ggttcgacccc 

 (SEQ ID NO: 43) 

VL  SGSSSNIGSNTVN 

(SEQ ID NO: 44) 

SNNQRPS 

(SEQ ID NO: 45) 

AAWDDSLNGWV 

(SEQ ID NO: 46) 

ADN tctggaagcagctccaacatc

ggaagtaatactgtaaac 

(SEC ID N º: 47) 

agtaataatcagcggccctca 

(SEQ ID NO: 48) 

gcagcatgggatgacagcctgaa

tggttgggtg  

(SEQ ID NO: 49) 

VH Completo  QMQLVQSGAEVKEPGESLRISCKGSGYSFTNFWISWVRQMPGKGLEW

MGRVDPGYSYSTYSPSFQGHVTISADKSTSTAYLQWNSLKASDTAMY

YCARVQYSGYYDWFDPWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 50) 
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Antígeno WT1 (Ext002 # 13) 

Péptido RMFPNAPYL (SEC ID N º: 1) 

ADN cagatgcagctggtgcagtccggagcagaggtgaaagagcccggggagtctctgaggatctcctgtaagggtt

ctggatacagcttcaccaacttctggatcagctgggtgcgccagatgcccgggaaaggcctggagtggatggg

gagggttgatcctggctactcttatagcacctacagcccgtccttccaaggccacgtcaccatctcagctgacaa

gtctaccagcactgcctacctgcagtggaacagcctgaaggcctcggacaccgccatgtattactgtgcgagag

tacaatatagtggctactatgactggttcgacccctggggccagggaaccctggtcaccgtctcctca (SEQ 

ID NO: 51) 

VL Completo  

 

QAVVTQPPSASGTPGQRVTISCSGSSSNIGSNTVNWYQQVPGTAPKLLI

YSNNQRPSGVPDRFSGSKSGTSASLAISGLQSEDEADYYCAAWDDSLN

GWVFGGGTKLTVLG (SEQ ID NO: 52) 

ADN caggctgtggtgactcagccaccctcagcgtctgggacccccgggcagagggtcaccatctcttgttctggaag

cagctccaacatcggaagtaatactgtaaactggtaccagcaggtcccaggaacggcccccaaactcctcatct

atagtaataatcagcggccctcaggggtccctgaccgattctctggctccaagtctggcacctcagcctccctgg

ccatcagtgggctccagtctgaggatgaggctgattattactgtgcagcatgggatgacagcctgaatggttggg

tgttcggcggagggaccaagctgaccgtcctaggt (SEQ ID NO: 53) 

scFv 

 

QAVVTQPPSASGTPGQRVTISCSGSSSNIGSNTVNWYQQVPGTAPKLLI

YSNNQRPSGVPDRFSGSKSGTSASLAISGLQSEDEADYYCAAWDDSLN

GWVFGGGTKLTVLGSRGGGGSGGGGSGGGGSLEMAQMQLVQSGA

EVKEPGESLRISCKGSGYSFTNFWISWVRQMPGKGLEWMGRVDPGYS

YSTYSPSFQGHVTISADKSTSTAYLQWNSLKASDTAMYYCARVQYSG

YYDWFDPWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 54) 
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Antígeno WT1 (Ext002 # 13) 

Péptido RMFPNAPYL (SEC ID N º: 1) 

ADN 

 

caggctgtggtgactcagccaccctcagcgtctgggacccccgggcagagggtcaccatctcttgttctggaag

cagctccaacatcggaagtaatactgtaaactggtaccagcaggtcccaggaacggcccccaaactcctcatct

atagtaataatcagcggccctcaggggtccctgaccgattctctggctccaagtctggcacctcagcctccctgg

ccatcagtgggctccagtctgaggatgaggctgattattactgtgcagcatgggatgacagcctgaatggttggg

tgttcggcggagggaccaagctgaccgtcctaggttctagaggtggtggtggtagcggcggcggcggctctgg

tggtggtggatccctcgagatggcccagatgcagctggtgcagtccggagcagaggtgaaagagcccgggg

agtctctgaggatctcctgtaagggttctggatacagcttcaccaacttctggatcagctgggtgcgccagatgcc

cgggaaaggcctggagtggatggggagggttgatcctggctactcttatagcacctacagcccgtccttccaag

gccacgtcaccatctcagctgacaagtctaccagcactgcctacctgcagtggaacagcctgaaggcctcgga

caccgccatgtattactgtgcgagagtacaatatagtggctactatgactggttcgacccctggggccagggaac

cctggtcaccgtctcctca (SEQ ID NO: 55) 

 

[00114] En otra forma de realización, el anticuerpo o la proteína de unión a antígeno es un 

anticuerpo anti-WT1 scFv o un fragmento de unión a antígeno del mismo que tiene una 

región de unión a antígeno que comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 72 

y que se une específicamente a un péptido con la secuencia de aminoácidos RMFPNAPYL 

(SEC ID N º: 1), en relación con el HLA-A0201. En otras formas de realización, el 

anticuerpo anti-WT-1 es una proteína de fusión scFv-Fc o una IgG humana de longitud 

completa con las regiones VH y VL o CDR seleccionados de la Tabla 4. 

Tabla 4 

Antígeno WT1 (Ext002 # 15) 

Péptido RMFPNAPYL (SEC ID N º: 1) 

CDRS 1 2 3 

VH GYNFSNKWIG  

(SEQ ID NO: 56) 

IIYPGYSDITYSPSFQG 

(SEQ ID NO: 57) 

HTALAGFDY 

(SEQ ID NO: 58) 
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Antígeno WT1 (Ext002 # 15) 

Péptido RMFPNAPYL (SEC ID N º: 1) 

ADN ggctacaactttagcaacaagt

ggatcggc  

(SEQ ID NO: 59) 

atcatctatcccggttactcggacat

cacctacagcccgtccttccaaggc 

(SEC ID N º: 60) 

cacacagctttggccggctttgact

ac (SEC ID N º: 61) 

VL RASQNINKWLA 

(SEQ ID NO: 62) 

KASSLES 

(SEQ ID NO: 63) 

QQYNSYAT 

(SEQ ID NO: 64) 

ADN Cgggccagtcagaatatcaat

aagtggctggcc 

(SEQ ID NO: 65) 

aaggcgtctagtttagaaagt 

(SEC ID N º: 66) 

caacaatataatagttatgcgacg 

(SEC ID N º: 67) 

VH Completo  QVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYNFSNKWIGWVRQLPGRGLEWI

AIIYPGYSDITYSPSFQGRVTISADTSINTAYLHWHSLKASDTAMYYCVR

HTALAGFDYWGLGTLVTVSS (SEQ ID NO: 68) 

ADN Caggtgcagctggtgcagtctggagcagaggtgaaaaagcccggagagtctctgaagatctcctgtaagggttc

tggctacaactttagcaacaagtggatcggctgggtgcgccaattgcccgggagaggcctggagtggatagcaa

tcatctatcccggttactcggacatcacctacagcccgtccttccaaggccgcgtcaccatctccgccgacacgtc

cattaacaccgcctacctgcactggcacagcctgaaggcctcggacaccgccatgtattattgtgtgcgacacaca

gctttggccggctttgactactggggcctgggcaccctggtcaccgtctcctca (SEQ ID NO: 69) 

VL Completo  DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASQNINKWLAWYQQRPGKAPQLLIY

KASSLESGVPSRFSGSGSGTEYTLTISSLQPDDFATYYCQQYNSYATFGQ

GTKVEIKR (SEQ ID NO: 70) 

ADN gacatccagatgacccagtctccttccaccctgtctgcatctgtaggagacagagtcacaatcacttgccgggcca

gtcagaatatcaataagtggctggcctggtatcagcagagaccagggaaagcccctcagctcctgatctataagg

cgtctagtttagaaagtggggtcccatctaggttcagcggcagtggatctgggacagaatacactctcaccatcag

cagcctgcagcctgatgattttgcaacttattactgccaacaatataatagttatgcgacgttcggccaagggacca

aggtggaaatcaaacgt (SEQ ID NO: 71) 
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Antígeno WT1 (Ext002 # 15) 

Péptido RMFPNAPYL (SEC ID N º: 1) 

scFv 

 

DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASQNINKWLAWYQQRPGKAPQLLIY

KASSLESGVPSRFSGSGSGTEYTLTISSLQPDDFATYYCQQYNSYATFGQ

GTKVEIKRSRGGGGSGGGGSGGGGSLEMAQVQLVQSGAEVKKPGES

LKISCKGSGYNFSNKWIGWVRQLPGRGLEWIAIIYPGYSDITYSPSFQGR

VTISADTSINTAYLHWHSLKASDTAMYYCVRHTALAGFDYWGLGTLV

TVSS (SEQ ID NO: 72) 

ADN 

 

gacatccagatgacccagtctccttccaccctgtctgcatctgtaggagacagagtcacaatcacttgccgggcca

gtcagaatatcaataagtggctggcctggtatcagcagagaccagggaaagcccctcagctcctgatctataagg

cgtctagtttagaaagtggggtcccatctaggttcagcggcagtggatctgggacagaatacactctcaccatcag

cagcctgcagcctgatgattttgcaacttattactgccaacaatataatagttatgcgacgttcggccaagggacca

aggtggaaatcaaacgttctagaggtggtggtggtagcggcggcggcggctctggtggtggtggatccctcg

agatggcccaggtgcagctggtgcagtctggagcagaggtgaaaaagcccggagagtctctgaagatctcctgt

aagggttctggctacaactttagcaacaagtggatcggctgggtgcgccaattgcccgggagaggcctggagtg

gatagcaatcatctatcccggttactcggacatcacctacagcccgtccttccaaggccgcgtcaccatctccgcc

gacacgtccattaacaccgcctacctgcactggcacagcctgaaggcctcggacaccgccatgtattattgtgtgc

gacacacagctttggccggctttgactactggggcctgggcaccctggtcaccgtctcctca (SEQ ID NO: 

73) 

 

[00115] En otra forma de realización, el anticuerpo o la proteína de unión a antígeno es un 

anticuerpo anti-WT1 scFv o un fragmento de unión a antígeno del mismo que tiene una 

región de unión a antígeno que comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 90 

y se une específicamente a un péptido con la secuencia de aminoácidos RMFPNAPYL (SEC 

ID N º: 1), en relación con el HLA-A0201. En otras formas de realización, el anticuerpo anti-

WT-1 es una proteína de fusión scFv-Fc o una IgG humana de longitud completa con las 

regiones VH y VL o CDR seleccionados de la Tabla 5. 
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Tabla 5 

Antígeno WT1 (Ext002 # 18) 

Péptido RMFPNAPYL (SEC ID N º: 1) 

CDRS: 1 2 3 

VH GFTFDDYGMS  

(SEQ ID NO: 74) 

GINWNGGSTGYADS

VRG (SEC ID N º: 75) 

ERGYGYHDPHDY 

(SEQ ID NO: 76) 

ADN gggttcacctttgatgattatgg

catgagc 

 (SEQ ID NO: 77) 

ggtattaattggaatggtggtagc

acaggttatgcagactctgtgag

gggc (SEC ID N º: 78) 

gagcgtggctacgggtaccatga

tccccatgactac 

 (SEQ ID NO: 79) 

VL GRNNIGSKSVH 

(SEQ ID NO: 80) 

DDSDRPS 

(SEQ ID NO: 81) 

QVWDSSSDHVV 

(SEQ ID NO: 82) 

ADN gggagaaacaacattggaagt

aaaagtgtgcac  

(SEQ ID NO: 83) 

gatgatagcgaccggccctca 

(SEQ ID NO: 84) 

caggtgtgggatagtagtagtga

tcatgtggta  

(SEQ ID NO: 85) 

VH Completo  

 

EVQLVQSGGGVVRPGGSLRLSCAASGFTFDDYGMSWVRQAPGKGL

EWVSGINWNGGSTGYADSVRGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDT

ALYYCARERGYGYHDPHDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 86) 

ADN gaagtgcagctggtgcagtctgggggaggtgtggtacggcctggggggtccctgagactctcctgtgcagc

ctctgggttcacctttgatgattatggcatgagctgggtccgccaagctccagggaaggggctggagtgggtc

tctggtattaattggaatggtggtagcacaggttatgcagactctgtgaggggccgattcaccatctccagaga

caacgccaagaactccctgtatctgcaaatgaacagtctgagagccgaggacacggccttgtattactgtgcg

agagagcgtggctacgggtaccatgatccccatgactactggggccaaggcaccctggtgaccgtctcctca 

(SEQ ID NO: 87) 
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Antígeno WT1 (Ext002 # 18) 

Péptido RMFPNAPYL (SEC ID N º: 1) 

VL Completo  

 

QSVVTQPPSVSVAPGKTARITCGRNNIGSKSVHWYQQKPGQAPVLV

VYDDSDRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISRVEAGDEADYYCQVWDSS

SDHVVFGGGTKLTVLG (SEQ ID NO: 88) 

ADN cagtctgtcgtgacgcagccgccctcggtgtcagtggccccaggaaagacggccaggattacctgtgggag

aaacaacattggaagtaaaagtgtgcactggtaccagcagaagccaggccaggcccctgtgctggtcgtcta

tgatgatagcgaccggccctcagggatccctgagcgattctctggctccaactctgggaacacggccaccct

gaccatcagcagggtcgaagccggggatgaggccgactattactgtcaggtgtgggatagtagtagtgatca

tgtggtattcggcggagggaccaagctgaccgtcctaggt (SEQ ID NO: 89) 

scFv 

 

QSVVTQPPSVSVAPGKTARITCGRNNIGSKSVHWYQQKPGQAPVLV

VYDDSDRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISRVEAGDEADYYCQVWDSS

SDHVVFGGGTKLTVLGSRGGGGSGGGGSGGSLEMAEVQLVQSGG

GVVRPGGSLRLSCAASGFTFDDYGMSWVRQAPGKGLEWVSGINWN

GGSTGYADSVRGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTALYYCARER

GYGYHDPHDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 90) 

ADN 

 

cagtctgtcgtgacgcagccgccctcggtgtcagtggccccaggaaagacggccaggattacctgtgggag

aaacaacattggaagtaaaagtgtgcactggtaccagcagaagccaggccaggcccctgtgctggtcgtcta

tgatgatagcgaccggccctcagggatccctgagcgattctctggctccaactctgggaacacggccaccct

gaccatcagcagggtcgaagccggggatgaggccgactattactgtcaggtgtgggatagtagtagtgatca

tgtggtattcggcggagggaccaagctgaccgtcctaggttctagaggtggtggtggtagcggcggcggc

ggctctggtggatccctcgagatggccgaagtgcagctggtgcagtctgggggaggtgtggtacggcctg

gggggtccctgagactctcctgtgcagcctctgggttcacctttgatgattatggcatgagctgggtccgccaa

gctccagggaaggggctggagtgggtctctggtattaattggaatggtggtagcacaggttatgcagactctg

tgaggggccgattcaccatctccagagacaacgccaagaactccctgtatctgcaaatgaacagtctgagag

ccgaggacacggccttgtattactgtgcgagagagcgtggctacgggtaccatgatccccatgactactggg

gccaaggcaccctggtgaccgtctcctca (SEQ ID NO: 91) 
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[00116] En otra forma de realización, el anticuerpo o la proteína de unión a antígeno es un 

anticuerpo anti-WT1 scFv o un fragmento de unión a antígeno del mismo que tiene una 

región de unión a antígeno que comprende la secuencia de aminoácidos de la SEC ID N º: 

108 y se une específicamente a un péptido con la secuencia de aminoácidos RMFPNAPYL 

(SEC ID N º: 1), en relación con el HLA-A0201. En otras formas de realización, el 

anticuerpo anti-WT-1 es una proteína de fusión scFv-Fc o una IgG humana de longitud 

completa con las regiones VH y VL o CDR seleccionados de la Tabla 6. 

Tabla 6 

Antígeno WT1 (Ext002 # 23) 

Péptido RMFPNAPYL (SEQ ID NO. 1) 

CDRS: 1 2 3 

VH GFSVSGTYMG 

(SEQ ID NO. 92) 

LLYSGGGTYHPASLQG 

(SEQ ID NO. 93) 

GGAGGGHFDS 

(SEQ ID NO. 94) 

ADN gggttctccgtcagtggcacct

acatgggc (SEQ ID NO. 

95) 

cttctttatagtggtggcggcacata

ccacccagcgtccctgcagggc 

(SEQ ID NO. 96) 

gaggggcaggaggtggccactt

tgactcc (SEQ ID NO. 

97) 

VL TGSSSNIGAGYDVH 

(SEQ ID NO. 98) 

GNSNRPS 

(SEQ ID NO. 99) 

AAWDDSLNGYV 

(SEQ ID NO. 100) 

ADN actgggagcagctccaacatc

ggggcaggttatgatgtacac 

(SEQ ID NO. 101) 

ggtaacagcaatcggccctca 

(SEQ ID NO. 102) 

gcagcatgggatgacagcctga

atggttatgtc 

(SEQ ID NO. 103) 

VH Completo  EVQLVETGGGLLQPGGSLRLSCAASGFSVSGTYMGWVRQAPGKGLEW

VALLYSGGGTYHPASLQGRFIVSRDSSKNMVYLQMNSLKAEDTAVYY

CAKGGAGGGHFDSWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO. 104) 
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Antígeno WT1 (Ext002 # 23) 

Péptido RMFPNAPYL (SEQ ID NO. 1) 

ADN Gaggtgcagctggtggagaccggaggaggcttgctccagccgggggggtccctcagactctcctgtgcagcct

ctgggttctccgtcagtggcacctacatgggctgggtccgccaggctccagggaagggactggagtgggtcgca

cttctttatagtggtggcggcacataccacccagcgtccctgcagggccgattcatcgtctccagagacagctcca

agaatatggtctatcttcaaatgaatagcctgaaagccgaggacacggccgtctattactgtgcgaaaggagggg

caggaggtggccactttgactcctggggccaaggcaccctggtgaccgtctcctca  (SEQ ID NO. 105) 

VL Completo  QSVLTQPPSVSGAPGQRVTISCTGSSSNIGAGYDVHWYQQLPGTAPKLLI

YGNSNRPSGVPDRFSGSKSGTSASLAISGLQSEDEADYYCAAWDDSLN

GYVFGTGTKLTVLG(SEQ ID NO. 106) 

ADN cagtctgtgttgacgcagccgccctcagtgtctggggccccagggcagagggtcaccatctcctgcactgggag

cagctccaacatcggggcaggttatgatgtacactggtaccagcagcttccaggaacagcccccaaactcctcat

ctatggtaacagcaatcggccctcaggggtccctgaccgattctctggctccaagtctggcacctcagcctccctg

gccatcagtgggctccagtctgaggatgaggctgattattactgtgcagcatgggatgacagcctgaatggttatgt

cttcggaactgggaccaagctgaccgtcctaggt (SEQ ID NO. 107) 

scFv 

 

QSVLTQPPSVSGAPGQRVTISCTGSSSNIGAGYDVHWYQQLPGTAPKLLI

YGNSNRPSGVPDRFSGSKSGTSASLAISGLQSEDEADYYCAAWDDSLN

GYVFG 

TGTKLTVLGSRGGGGSGGGGSGGGGSLEMAEVQLVETGGGLLQPGG

SLRLSCAASGFSVSGTYMGWVRQAPGKGLEWVALLYSGGGTYHPASL

QGRFIVSRDSSKNMVYLQMNSLKAEDTAVYYCAKGGAGGGHFDSWG

QGTLVTVSS (SEQ ID NO. 108) 
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Antígeno WT1 (Ext002 # 23) 

Péptido RMFPNAPYL (SEQ ID NO. 1) 

ADN 

 

cagtctgtgttgacgcagccgccctcagtgtctggggccccagggcagagggtcaccatctcctgcactgggag

cagctccaacatcggggcaggttatgatgtacactggtaccagcagcttccaggaacagcccccaaactcctcat

ctatggtaacagcaatcggccctcaggggtccctgaccgattctctggctccaagtctggcacctcagcctccctg

gccatcagtgggctccagtctgaggatgaggctgattattactgtgcagcatgggatgacagcctgaatggttatgt

cttcggaactgggaccaagctgaccgtcctaggttctagaggtggtggtggtagcggcggcggcggctctggt

ggtggtggatccctcgagatggccgaggtgcagctggtggagaccggaggaggcttgctccagccgggggg

gtccctcagactctcctgtgcagcctctgggttctccgtcagtggcacctacatgggctgggtccgccaggctcca

gggaagggactggagtgggtcgcacttctttatagtggtggcggcacataccacccagcgtccctgcagggccg

attcatcgtctccagagacagctccaagaatatggtctatcttcaaatgaatagcctgaaagccgaggacacggcc

gtctattactgtgcgaaaggaggggcaggaggtggccactttgactcctggggccaaggcaccctggtgaccgt

ctcctca (SEQ ID NO. 109) 

 

[00117] Otras formas de realización de los anticuerpos descritos y de las proteínas de unión 

a antígeno comprenden aquellas que comprenden las regiones pesadas y ligeras 

hipervariables y las regiones constantes, por ejemplo, como se muestra en las Tablas 7 

(cadena pesada), 8 (cadena ligera) y 9 (regiones constantes). 

 

Tabla 7 

 

Grupo I 

CDR-H1 CDR-H2 CDR-H3 SEQ 

ID 

N º. 

EXT002-

12 (166) 

SNAVAWN RTYRGSTYY --- ALSV G-SNSAFDF 119-

121 

EXT002-

5 (184) 

SNSAAWN RTYYGSKWYNDYAVSV GRLGDAFDI 122-

124 
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EXT002-

8 (184) 

SDGAAWN RTYYRSKWYNDYAVSV GDYYYGMDV 125-

127 

Consenso 

(191) 

SNAAAWN RTYYGSKWYNDYAVSV T AFDI 128-

130 

     

Grupo II     

EXT002-

14 (163) 

SYWIS RIDPSDSYTNYSPSFQG GD ------ YDFYLDP - 131-

133 

EXT002-

25 (163) 

SYGIS WISAYNGNTNYAQKLQG DLYSSGWYESYYYGMDV 134-

136 

EXT002-

3 (186) 

SYAIS GIIPIFGTANYAQKFQG RIP-P ------ YYGMDV 137-

139 

EXT002-

30 (163) 

SYGIS WISAHNGNTNYAQKLQG DR ------- VWFGDLSD 134, 

140, 

141 

EXT002-

33 (163) 

SYAIS GIIPIFGTANYAQKEQG NYDFWSG ----- DAFDI 137, 

142, 

143 

Consenso 

(188) 

SYAIS  IP G TNYAQKFQG FY GMDV 137, 

144, 

145 

     

Grupo 

III 

    

EXT002- DYGMS GINWNGGSTGYADSV ERGY-GYHDPHDY 146-
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34 (161) 148 

EXT002-

40 (157) 

NYTMN SISLSGAYIYYADSL EGYSSSVYDAFDL 149-

151 

EXT002-

45 (165) 

SYGMH GILSDGGKDYYVDSV CSSN-YGNDAFDI 152-

154 

EXT002-

48 (165) 

TYSMN SISSGAYSIFYADSV DQYYGDKWDAFDI 155-

157 

Consenso 

(170) 

SYGMN SISS GGSIYYADSV E YY WDAFDI 158-

160 

Tabla 8 

 

 

Grupo I 

CDR-L1 CDR-L2 CDR-L3 SEQ ID 

NOS. 

EXT002-1 (46) CSGSSSNIGS-NTVN SNNQRPSG AAWDDSLNG - 

WVFG 

161-163 

EXT002-10 (46) CSGSSSNIGS-NTVN SNNQRPSG EAWDDSLKG - PVFG 161, 

162, 164 

EXT002-12 (22) CTGSSSNIGAGYDV

H 

GNSNRPSG QSYDSSLSADNYVFG 165-167 

EXT002-13 (46) CSGSSSNIGS-NTVN SNNQRPSG AAWDDSLNG - 

WVFG 

161-163 

EXT002-2 (46) CSGSSSNIGR-NIVN SNIERPSG ASWDDSLNG - VLFG 168-170 

EXT002-20 (46) CSGSRSNIAS-

NGVG 

KNDQRPSG SAWDDSLDGH-

VVFG 

171-173 
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EXT002-23 (46) CTGSSSNIGAGYDV

H 

GNSNRPSG AAWDDSLNG - 

YVFG 

165, 

166, 174 

EXT002-25 (22) CSGSSSNIGS-Stvn SNSQRPSG AAWDDSLNG - 

VVFG 

175-177 

EXT002-3 (46) CSGSSSNIGS-NYVY RSNQRPSG AAWDDSLNG - 

VVFG 

178, 

179, 177 

EXT002-30 (22) CSGSSSNIGR-NTVN SNNQRPSG AAWDDSLNG - 

YVFG 

180, 

162, 174 

EXT002-33 (22) CSGSSSNIGN-DYVS DNNKRPSG GTWDNSLSA - WVFG 181-183 

EXT002-36 (22) CSGSSSNIGS-NSVY NNNQRPSG ATWDDSLSG - WVFG 184-186 

EXT002-40 (22) CSGSSSNIGS-NYVY RNNQRPSG AAWDDSLSA - 

WVFG 

178, 

187, 188 

EXT002-42 (46) CSGSTSNIGS-YYVS DNNNRPSG GTWDSSLSA - WVFG 189-191 

EXT002-45 (22) CSGSSSNIGN-NYVS DNNKRPSG GTWDSSLSA - WVFG 192, 

182, 191 

EXT002-48 (22) CSGSNSNIGT-NTVT SNFERPSG SAWDDSFNG - PVFG 193-195 

EXT002-6 (46) CSGSSSNIGS-NYVS RNNQRPSG AAWDDGLRG - 

YVFG 

196, 

187, 197 

EXT002-9 (22) CSGSSSNIGS-NTVN SNNQRPSG EAWDDSLKG - PVFG 161, 

162, 164 

Consenso (46) CSGSSSNIGS N V  NNQRPSG AAWDDSL T WVFG 161-163 

     

Grupo II     

EXT002-24 (24) RASQSISSYLN AASSLQS QQSYSTP - T 198-200 
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EXT002-31 (24) RASQGISNYLA AASTLQS QKYNSAPGVT 201-203 

EXT002-35 (24) RASQSINGWLA RASTLQS QQSSSLP-FT 204-206 

EXT002-5 (48) RASQSISSYLN AASSLQS QQSYSTP-LT 198-200 

EXT002-7 (48) RASQGISYYLA AASTLKS QQLNSYP-LT 207-209 

EXT002-B (48) RASQSISSYLN AASSLQS QQSYSTP-WT 198-200 

Consenso (48) RASQSISSYLN AASSLQS QQSYSTP LT 198-200 

     

Grupo III     

EXT002-16 (23) GGNNIGSKSVH DDSDRPS QVWDSSSDHPV 210-212 

EXT002-17 (47) GGNNIGSKSVH DDSDRPS QVWDSSGDHPV 210, 

211, 213 

EXT002-19 (47) GGNNIGSKSVH YDSDRPS QVWDSSSDHPV 210, 

214, 212 

EXT002-21 (19) GGTNIGSRFVH DDSDRPS QVWDSSGDHPV 215, 

211, 213 

EXT002-22 (47) GGNNVESKSVH YDRDRPS EVWDSGSDHPV 216-218 

EXT002-32 (23) GGKNIGSKSVH YDSDRPS QVWDSGSDHYV 219, 

214, 220 

EXT002-34 (23) GGNNIGSKSVH DDSDRPS QVWISSGDRVI 210, 

211, 221 

EXT002-43 (23) GGDNIGSQGVH YDTDRPS QVWGASSDHPV 222-224 

Consenso (47) GGNNIGSKSVH YDSDRPS QVWDSSSDHPV 210, 

214, 212 
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Grupo IV     

EXT002-11 (47) TGTSSDVGGYNYV

S 

DVSKRPS GIYTYSDSW - V 225-227 

EXT002-14 (23) TGTSSDVGGYNYV

S 

DVGNRPS SSYTSSSTR - V 225, 

228, 229 

EXT002-26 (23) TGTRSDVGLYNYV

A 

DVIYRPG SSYTNTGTV - L 230-232 

EXT002-4 (47) TGTSSDFGDYDYVS DVSDRPS QSYDSSLSGSGV 233-235 

Consenso (47) TGTSSDVGGYNYV

S 

DVS RPS SSYTSS S V 225, 

234, 229 

Tabla 9 

 

Regiones constantes 

región constante de 

cadena pesada de la 

IgG1 humana y 

secuencia del 

dominio Fc 

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNS

GALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVN

HKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPK

PKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNA

KTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKAL

PAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGF

YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKS

RWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO. 

236)  
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Cadena ligera 

humana (kappa) 

TVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKV

DNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVY

ACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SEQ ID NO. 237) 

 

     

     

Cadena ligera 

humana (lambda) 

QPKANPTVTLFPPSSEELQANKATLVCLISDFYPGAVTVAWK

ADGSPVKAGVETTKPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSY

SCQVTHEGSTVEKTVAPTECS (SEQ ID NO. 238) 
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[00118] La presente invención se refiere a proteínas recombinantes de unión a antígeno, 

anticuerpos y fragmentos de unión a antígeno de los mismos que reconocen 

específicamente epítopos de un complejo formado por un fragmento de péptido/proteína 

derivada de una proteína intracelular, y una molécula del CMH de clase I, por ejemplo, 

como el complejo debe mostrarse en la superficie de la célula durante la presentación de 

los antígenos. Las cadenas pesada y ligera de un anticuerpo de la presente invención 

pueden ser de longitud completa (por ejemplo, un anticuerpo puede incluir al menos una, 

y preferiblemente dos, cadenas pesadas completas, y al menos una, y preferiblemente 

dos, cadenas ligeras completas) o puede incluir una porción de unión al antígeno (un Fab, 

F (ab')2, Fv o un fragmento Fv de cadena ("scFv")). En otras formas de realización, la 

región constante de la cadena pesada del anticuerpo se selecciona de entre, por ejemplo, 

IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgM, IgA1, IgA2, IgD, e IgE, en particular se elige entre, por 

ejemplo, IgG1, IgG2, IgG3, e IgG4, más en particular, IgG1 (por ejemplo, IgG1 

humana). En otra forma de realización, la región constante de la cadena ligera del 

anticuerpo se selecciona de entre, por ejemplo las regiones, kappa o lambda, 

particularmente kappa. 

[00119] Los anticuerpos y las proteínas de unión a antígeno de la presente invención están 

destinadas a abarcar anticuerpos biespecíficos, incluyendo anticuerpos biespecíficos de unión 

a células T, es decir, anticuerpos que comprenden dos dominios variables del anticuerpo 

sobre una única cadena de polipéptido que son capaces de unirse a dos antígenos separados. 

Cuando una primera porción de un anticuerpo biespecífico se une a un antígeno en una célula 

tumoral, por ejemplo, y una segunda porción de un anticuerpo biespecífico reconoce un 

antígeno en la superficie de una célula inmune humana efectora, el anticuerpo es capaz de 

reponer la actividad de esa célula efectora mediante la unión específica del antígeno efector 

sobre la célula inmune humana efectora. En algunos casos, los anticuerpos biespecíficos, por 

lo tanto, son capaces de formar una unión entre las células efectoras, por ejemplo, células T y 

células tumorales, mejorando de este modo la función efectora. 

[00120] En una forma de realización, la región constante / región marco es alterada, por 

ejemplo, mediante sustitución de aminoácidos, para modificar las propiedades del anticuerpo 

(por ejemplo, para aumentar o disminuir la afinidad de unión a uno o más antígenos, la unión 

al receptor Fc, hidratos de carbono del anticuerpo, por ejemplo, glicosilación, etc. 
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fucosilación, el número de residuos de cisteína, la función de la célula efectora, la función del 

complemento o la introducción de un sitio de conjugación). Por otra parte, también se 

contempla la conjugación del anticuerpo con un fármaco, toxina, radioisótopo, citoquina, 

péptido inflamatorio o citotóxico. 

[00121] En una forma de realización, el anticuerpo es un anticuerpo anti -WT1/A2 y 

comprende la región constante de la IgG1 humana y el dominio Fc que se muestra en la Tabla 

9. En una forma de realización, el anticuerpo comprende una secuencia kappa anti-WT1/A2 

humana, o una secuencia humano lambda que tiene la secuencia expuesta en la Tabla 9. Las 

secuencias de aminoácidos de algunas regiones determinantes de la complementariedad 

(CDRs) de los anticuerpos de la presente invención se muestran en las Tablas 1-8. 

[00122] La presente invención se basa en la identificación de secuencias de unión 

específicos a antígenos de la que se puede producir una variedad de proteínas de unión a 

antígeno. Además de los anticuerpos específicos para un antígeno que representa un complejo 

de fragmento de proteína (péptido)/HLA similar al que normalmente es reconocido por un 

receptor de células T tras el procesamiento y presentación de antígenos de la proteína de la 

célula T, la identificación de las secuencias de aminoácidos y de ácidos nucleicos tal como se 

describen en este documento para la preparación de anticuerpos también se puede utilizar 

para generar otras moléculas de unión a antígeno, incluyendo receptores de antígenos 

quiméricos (CARs), con especificidad para el complejo de fragmento de proteína 

(péptido)/HLA. Estos pueden ser incorporados en las células para que sean específicamente 

citotóxicos para la célula que expresa el antígeno. 

[00123] La presente invención emplea un enfoque novedoso para la obtención de 

anticuerpos terapéuticos de cualquier proteína, incluyendo aquellas proteínas que son 

inaccesibles debido a que no se expresan en la superficie celular. Casi cualquier proteína 

intracitoplasmática o intranuclear(en adición a las proteínas de la superficie celular) es una 

diana potencial para el enfoque descrito en este documento. Esto incluye, pero no se limita a, 

proteínas oncogénicas, factores de transcripción, enzimas, etc. 

[00124] Con el fin de apuntar los antígenos tumorales derivados de proteínas intracelulares o 

nucleares, se requiere el desarrollo de un anticuerpo terapéutico de enfoque no común. Este 

enfoque es generar mAb recombinantes que reconocen el complejo de péptido/CMH 

expresado en la superficie celular, con la misma especificidad que un receptor de células T 
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(TCR). Tales mAbs comparten homología funcional con las TCR respecto al reconocimiento 

del objetivo, pero confieren una mayor afinidad y capacidad de unión con agentes citotóxicos 

potentes que los anticuerpos caracterizados. Técnicamente, como los mAb semejantes a TCR 

pueden ser generados mediante técnicas convencionales de hibridoma conocidos por las 

personas medianamente versadas en la técnica, para producir anticuerpos humanos, 

humanizados o quiméricos. 

[00125] Por otra parte, Se prefieren los anticuerpos monoclonales totalmente humanos para 

uso terapéutico en los seres humanos ya que los anticuerpos murinos causan una reacción de 

inmunogenicidad, conocida como la respuesta HAMA (24, 25), (anticuerpos humanos anti-

ratón) cuando se administran a los seres humanos, causando efectos secundarios graves, 

incluyendo anafilaxis y reacciones de hipersensibilidad. Esta reacción de inmunogenicidad se 

activa por el sistema inmune humano que reconoce a los anticuerpos murinos como 

extranjeros debido a secuencias de aminoácidos ligeramente diferentes de los anticuerpos 

humanos naturales. Los métodos de humanización conocidos en la técnica (26, 27) se pueden 

emplear para reducir la inmunogenicidad de los anticuerpos de origen murino (28). 

[00126] Recientemente, el uso de bibliotecas de expresión de fagos ha hecho posible 

seleccionar un gran número de repertorios Ab de Abs únicos y raros contra epítopos muy 

definidos (para más detalles sobre la visualización de fagos ver McCafferty et al, Phage 

antibodies: filamentous phage displaying antibody variable domains. Nature, 348: 552-554) 

Así pues, ha llegado a ser posible la rápida identificación de los fragmentos de un Fab 

humano o un Fv de cadena sencilla (scFv) altamente específica para el tumor de las 

moléculas de complejos péptido-CMH-antígeno derivados (19-22). Más recientemente, las 

inmuno-toxinas, generadas por la fusión de Fab similar a TCR específico para melanoma Ag 

MART-1 26-35/A2 o gp100 280-288/A2 a una forma truncada de endotoxinas de 

Pseudomonas, ha demostrado que inhibe el crecimiento del melanoma humano tanto in vitro 

como in vivo (23). Además, mediante la ingeniería es posible generar directamente los mAb 

de longitud completa usando fragmentos Fab, un mAb humano terapéutico,  sin permanecer 

meses de tiempo trabajando que se necesitan normalmente para el desarrollo de mAbs 

terapéuticos. La presente invención implica el desarrollo de un mAb semejante a TCR, 

completamente humano que reconoce, por ejemplo, el complejo péptido/HLA-A2 WT1 

(RMFPNAPYL, SEQ ID NO: 1) para la terapia del cáncer. 
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[00127] Los anticuerpos recombinantes con especificidad similar a TCR representan una 

herramienta nueva y valiosa para la investigación y para las aplicaciones terapéuticas de la 

inmunología tumoral y de la inmunoterapia.  El WT1 es un antígeno tumoral bien establecido 

y validado que se ha investigado en todo el mundo como un marcador, factor de pronóstico y 

diana terapéutica. Se priorizó recientemente como el antígeno tumoral principal por un grupo 

de trabajo del NCI (29).  

Identificación de péptidos con unión altamente predictiva a las moléculas de HLA  

[00128] En una forma de realización, la presente invención se refiere a un método para la 

generación de anticuerpos que se unen específicamente a los péptidos restringidos por HLA, 

que, cuando se presentan como parte de un complejo péptido/CMH son capaces de provocar 

una respuesta específica de células T citotóxicas. Las moléculas de HLA de clase I presentan 

péptidos endógenos derivados de cerca de 8-12 aminoácidos de longitud a linfocitos T CD8 + 

citotóxicos. Los péptidos que serán utilizados en el método de la presente invención son 

general y aproximadamente de 6-22 aminoácidos de longitud, y en algunas formas de 

realización, entre aproximadamente 9 y 20 aminoácidos y comprenden una secuencia de 

aminoácidos derivada de una proteína de interés, por ejemplo, la proteína humana WT1(No 

de acceso GenBank. P19544) o un análogo dela misma. 

[00129] Los péptidos adecuados para su uso en la generación de anticuerpos de acuerdo con 

el método de la presente invención se pueden determinar sobre la base de la presencia de 

fragmentos de unión de HLA-A0201 y de los sitios de escisión para proteasomas e inmune-

proteasomas utilizando modelos de predicción de ordenador conocidos por las personas 

medianamente versadas en el arte. Para la predicción de los sitios de unión del CMH de clase 

I, estos modelos incluyen, pero no se limitan a, ProPred1 (que se describe con más detalle en 

Singh and Raghava, ProPred: prediction of HLA-DR binding sites. BIOINFORMATICS 

17(12):1236-1237 2001). y SYFPEITHI (véase Schuler et al. SYFPEITHI, Database for 

Searching and T-Cell Epitope Prediction. in Immunoinformatics Methods in Molecular 

Biology, vol 409(1): 75-93 2007). 

[00130] HLA-A*0201 se expresa en el 39-46% de todos los caucásicos y por lo tanto, 

representa una elección adecuada de antígeno de CMH para su uso en el presente método. 

Para la preparación de una forma de realización de un antígeno peptídico WT1, se 

identificaron las secuencias de aminoácidos y los epítopos putativos de la unión de CD8 + de 
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las moléculas de HLA-A0201 utilizando el algoritmo de predicción de la base de datos 

SYFPEITHI (see Schuler et al. SYFPEITHI, Database for Searching and T-Cell Epitope 

Prediction. in Immunoinformatics Methods in Molecular Biology, vol 409(1): 75-93 2007). 

[00131] Una vez se han identificado los péptidos apropiados, se puede realizar la síntesis de 

los péptidos de acuerdo con protocolos bien conocidos por las personas medianamente 

versadas en la técnica.  Debido a su tamaño relativamente pequeño, los péptidos de la 

presente invención pueden ser sintetizados directamente en solución o sobre un soporte sólido 

de acuerdo con técnicas convencionales de síntesis de péptidos. Varios sintetizadores 

automáticos están disponibles comercialmente y pueden utilizarse de acuerdo con protocolos 

conocidos. La síntesis de péptidos en fase de solución se ha convertido en un procedimiento 

bien establecido para la producción de péptidos sintéticos a gran escala y, como tal, es un 

método alteARNtivo adecuado para la preparación de los péptidos de la presente invención. 

(Véase, por ejemplo, Solid Phase Peptide Synthesis by John Morrow Stewart and Martin et 

al. Application of Almez-mediated Amidation Reactions to Solution Phase Peptide Synthesis, 

Tetrahedron Letters Vol. 39, pages 1517-1520 1998.) 

[00132] Cada uno de los péptidos utilizados en los protocolos descritos en este documento 

fue comprado y sintetizado por Genemed Synthesis, Inc. (San Antonio, TX) usando la 

química de fluorenilmetoxicarbonilo y la síntesis en fase sólida, y se purificaron mediante 

cromatografía líquida de alta presión. La calidad de los péptidos se evaluó mediante análisis 

de cromatografía líquida de alto rendimiento, y el peso molecular esperado se observó 

mediante espectrometría de masas asistida por matriz de desorción láser. Los péptidos eran 

estériles y entre un 70% y 90% puros. Los péptidos se disolvieron en DMSO y se diluyeron 

en PBS (pH 7,4) o solución salina a 5 mg/ml y se almacenaron a -80 °C. 

[00133] Con posterioridad a la selección de los péptidos, se prueba la actividad de unión de 

los péptidos seleccionados utilizando la línea celular T2 de procesamiento de antígenos-

deficiente, lo que aumenta la expresión de HLA-A cuando se estabiliza por un péptido en la 

ranura de presentación de antígenos. Brevemente, las células T2 se pulsaron con el péptido 

durante un tiempo suficiente para inducir la expresión de HLA-A. La expresión de HLA-A en 

las células T2 se mide entonces mediante inmunotinción con un anticuerpo monoclonal 

marcado con fluorescencia específico para HLA-A (por ejemplo, BB7.2) y mediante una 

citometría de flujo. El índice de fluorescencia (FI) se calcula como la intensidad media de la 

fluorescencia (IMF) de HLA-A0201 en las células T2 como se determina por análisis de 
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clasificación de células activadas por fluorescencia, usando la fórmula FI = (IMF [células 

T2con péptido / IFM] [T2 células sin péptido] -1. 

[00134] Los receptor de células T totalmente humano (TCR), como los anticuerpos de la 

proteína del oncogén del tumor de Wilms (WT1) se produjeron usando el método descrito en 

este documento. Los anticuerpos anti-WT1 similares a TCR generados mediante la tecnología 

de presentación en fagos son específicos para un complejo péptido WT1 /HLA similar a la 

que inducen las células T CD8 citotóxicas restringidas por HLA. 

[00135] La secuencia de la proteína WT1 se cribó mediante el algoritmo SYFPEITHI y los 

péptidos WT1 (por ejemplo, los péptidos designados 428, 328, y 122) fueron identificados 

como que habían predicho la alta afinidad de unión a múltiples moléculas de HLA que están 

altamente expresados en la población caucásica. El péptido 428 se extiende por los 

aminoácidos 428 a 459 de WT1, el péptido 328 se extiende por los aminoácidos 328 a 349 de 

WT1, y el péptido 122 se extiende por los aminoácidos 122-140 de WT1 (véase la Figura 1). 

[00136] Los péptidos heterocíclicos también pueden ser diseñados mediante sustituciones 

conservadoras de aminoácidos de los residuos de unión al CMH estimadas para mejorar la 

afinidad hacia el alelo de clase 1 del CMH, tal como se predijo por el algoritmo de 

predicción. El péptido WT1 122 comprende en su interior un epítopo conocido CD8+ (126-

134). En una forma de realización, por lo tanto, se puede utilizar un péptido modificado del 

péptido que abarca los residuos de aminoácidos 126-134 del WT1 y contiene un aminoácido 

modificado en dichas posiciones. Los péptidos utilizados para la mutagénesis de alanina del 

WT1A (RFM a menos que se indique otra cosa) fueron nombrados en base a la posición en la 

que se hizo la sustitución. Ejemplos de WT1 péptidos que pueden ser utilizados se muestran 

en la Tabla 10 junto con péptidos irrelevantes, RHAMM-R3 y EW. 

Tabla 10 

WT1A (RMF) RMFPNAPYL SEC ID N º:. 1 

WT1A1-B AMFPNAPYL SEC ID N º:. 110 

WT1A-3 RMAPNAPYL SEC ID N º:. 111 

WT1A-4 RMFANAPYL SEC ID N º:. 112 

WT1A-5 RMFPAAPYL SEC ID N º:. 113 
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WT1A-7 RMFPNAAYL SEC ID N º:. 114 

WT1A-8 RMFPNAPAL SEC ID N º:. 115 

RHAMM-R3 ILSLELMKL SEC ID N º:. 116 

EW QLQNPSYDK SEC ID N º:. 117 

RSDELVRHHNMHQRNMTKL SEC ID N º:. 118 

PGCNKRYFKLSHLQMHSRKHTG SEC ID N º:. 119 

SGQARMFPNAPYLPSCLES SEC ID N º:. 120 

SGQAYMFPNAPYLPSCLES SEC ID N º:. 121 

 

[00137] Una vez que un péptido adecuado ha sido identificado, el antígeno diana para ser 

utilizado en la selección de la biblioteca de visualización de fagos, que es, un complejo 

péptido/HLA (por ejemplo, péptido WT1/HLA-A0201) se prepara mediante la unión del 

péptido y del antígeno de histocompatibilidad que juntos en solución pueden formar al 

complejo. 

Selección de un scFv de alta afinidad contra un péptido WT1 

[00138] El siguiente paso es la selección de un fagos que se une con alta afinidad al antígeno 

diana de interés, a partir del fago en una biblioteca de presentación en fagos humana, que no 

se une o bien que no se unen con baja afinidad. Esto se logra mediante una unión interactiva 

del fago al antígeno, que está unido a un soporte sólido, por ejemplo, perlas o células de 

mamífero seguido por la retirada del fago no unido y de la elución específicamente del fago 

unido. En una forma de realización, los antígenos están biotinilados primero para la 

inmovilización de, por ejemplo, “Dynabeads” M-280 conjugadas con estreptavidina. La 

biblioteca de fagos se incuba con las células, perlas u otro soporte sólido y el fago que no se 

unió se elimina mediante lavado. Los clones que se unen son seleccionados y evaluados. 

[00139] Una vez seleccionados, se ensayaron los clones scFv positivos para determinar su 

unión a los complejos de HLA-A2/péptido en la superficie celular T2 en vivo mediante una 

citometría de flujo indirecta. Brevemente, los clones de los fagos se incubaron con células T2 

que han sido pulsadas con péptido WT1 A, o un péptido irrelevante (de control). Las células 
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se lavan y luego son cubiertas con un mAb de proteína de ratón anti-M13. Las células se 

lavaron de nuevo y se marcaron con un FITC de cabra (Fab)2 anti-Ig de ratón antes de la 

citometría de flujo. 

[00140] En otras formas de realización, los anticuerpos anti-WT1/A pueden comprender una 

o más sustituciones de aminoácidos de la región marco diseñado para mejorar la estabilidad 

de la proteína, la unión de los anticuerpos, los niveles de expresión o para introducir un sitio 

para la conjugación de agentes terapéuticos. Estos scFv se utilizan entonces para producir una 

Ig monoclonal recombinante humana de acuerdo con los métodos conocidos por las personas 

medianamente versadas en la técnica. 

[00141] En los métodos para la reducción de la proliferación de las células de leucemia 

también se incluye, los que comprenden células de leucemia en contacto con un anticuerpo 

WT1 de la presente invención. En un aspecto relacionado, los anticuerpos de la presente 

invención pueden utilizarse para la prevención o tratamiento de la leucemia. La 

administración de anticuerpos terapéuticos es una terapia conocida en la técnica. 

 

Conjugados de anticuerpos con agentes anticancerígenos 

[00142] Los anticuerpos monoclonales representan el vehículo preferido para el suministro 

dirigido de agentes bioactivos a sitios con cáncer, incluyendo anticuerpos basados en entrega 

de citotóxicos, radionucleidos o citoquinas inmunomoduladoras. Los conjugados de los 

anticuerpos de la presente invención con agentes terapéuticos, incluyendo, sin limitación, a 

fármacos (tales como calecheamicina, aureastatina, doxorrubicina), o toxinas (tales como 

ricina, difteria, gelonina) o radioisótopos que emiten partículas alfa o beta (tal como, 90Y, 

131I, 225Ac, 213Bi, 223Ra y 227Th), péptidos inflamatorios (tales como IL-2, TNF, IFN-γ) 

están abarcados por la presente invención. 

[00143] Composiciones farmacéuticas y métodos de tratamiento 

[00144] Los anticuerpos WT1 de la presente invención se pueden administrar para 

tratamientos terapéuticos a un paciente que sufre de una condición patológica de tumor o 

asociado a WT1 en una cantidad suficiente para prevenir, inhibir, o reducir la progresión del 

tumor o afección patológica. La progresión incluye, por ejemplo, el crecimiento, invasión, 
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metástasis y / o recurrencia del tumor o afección patológica. Las cantidades eficaces para este 

uso dependerán de la gravedad de la enfermedad y del estado general del propio sistema 

inmune del paciente. Los programas de dosificación también variarán con el estado de la 

enfermedad y el estado del paciente, y variarán típicamente de una dosis única en bolo o 

infusión continua a múltiples administraciones al día (por ejemplo, cada 4-6 horas), o según 

lo indicado por el médico tratante y la condición del paciente.  

[00145] La identificación de las condiciones médicas tratables por los anticuerpos WT1de la 

presente invención está bien dentro de la capacidad y conocimiento de un experto en la 

técnica. Por ejemplo, los individuos humanos que, o bien están sufriendo de una enfermedad 

leucémica clínicamente significativa o que están en riesgo de desarrollar síntomas 

clínicamente significativos son adecuados para la administración de los presentes anticuerpos 

WT1. Un médico experto en la técnica puede determinar fácilmente, por ejemplo, por el uso 

de pruebas clínicas, examen físico e historial médico/familiar, si un individuo es un candidato 

para dicho tratamiento. 

[00146] Ejemplos no limitativos de condiciones patológicas caracterizadas por la expresión 

de WT1 incluyen a la leucemia mieloide crónica, la leucemia linfoblástica aguda (LLA), 

leucemia mieloide / mielógena aguda (AML) y el síndrome mielodisplásico (MDS). Además, 

los tumores sólidos, en general y, en particular, los tumores asociados con mesotelioma, 

cáncer de ovario, cáncer gastrointestinal, cáncer de mama, cáncer de próstata y el 

glioblastoma son susceptibles de tratamiento utilizando anticuerpos WT1. 

[00147] En otra forma de realización, la presente invención proporciona por lo tanto, un 

método de tratamiento de una condición médica mediante la administración de un anticuerpo 

WT1 de la presente invención en combinación con uno o más agentes. Por ejemplo, una 

realización de la presente invención proporciona un método de tratamiento de una condición 

médica mediante la administración de un anticuerpo WT1 de la presente invención con un 

agente antineoplásico o antiangiogénico. El anticuerpo WT1 puede estar ligado 

químicamente o biosintéticamente a uno o más de los agentes antineoplásicos o 

antiangiogénicos. 

[00148] Se puede usar cualquier método o vía adecuada para administrar un anticuerpo WT1 

de la presente invención, y opcionalmente, coadministrar agentes antineoplásicos y/o 

antagonistas de otros receptores. Las vías de administración incluyen, por ejemplo, la 
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administración oral, intravenosa, intraperitoneal, subcutánea, o intramuscular. Cabe destacar, 

sin embargo, que la presente invención no se limita a ningún método o vía de administración 

particular.  

[00149] Se observa que un anticuerpo WT1 de la presente invención puede ser administrado 

como un conjugado, que se une específicamente al receptor y entrega una, carga útil letal 

seguida de una inteARNlización tóxica ligando-toxina.  

[00150] Se entiende que los anticuerpos WT1 de la presente invención se pueden 

administrar en la forma de una composición que además comprende un vehículo 

farmacéuticamente aceptable. Los vehículos farmacéuticamente aceptables adecuados 

incluyen, por ejemplo, uno o más entre agua, solución salina, solución salina tamponada con 

fosfato, dextrosa, glicerol, etanol y similares, así como combinaciones de los mismos. Los 

vehículos farmacéuticamente aceptables pueden comprender además cantidades menores de 

sustancias auxiliares tales como agentes humectantes o emulsionantes, conservantes o 

tampones, que potencian la vida útil o la eficacia de las proteínas de unión. Las 

composiciones de la inyección pueden, como es bien conocido en la técnica, formularse de 

forma que proporcionen una liberación rápida, sostenida o retardada del ingrediente activo 

después de la administración al mamífero. 

[00151] Otros aspectos de la presente invención incluyen, sin limitación, el uso de 

anticuerpos y ácidos nucleicos que los codifican para el tratamiento de la enfermedad 

asociada con WT1, para aplicaciones de diagnóstico y pronóstico, así como el uso como 

herramientas de investigación para la detección de WT1 en células y tejidos. Las 

composiciones farmacéuticas que comprenden los anticuerpos y ácidos nucleicos descritos 

están abarcadas por la presente invención. Los vectores que comprenden los ácidos nucleicos 

de la presente invención para el tratamiento basado en anticuerpos por la inmunoterapia 

vectorizada también se contemplan en la presente invención. Los vectores incluyen vectores 

de expresión que permiten la expresión y secreción de anticuerpos, así como los vectores que 

se dirigen a la expresión en la superficie celular de las proteínas de unión a antígeno, tales 

como receptores quiméricos de antígenos. 

[00152] Las células que comprenden los ácidos nucleicos, por ejemplo, las células que han 

sido transfectadas con los vectores de la presente invención están también abarcados en la 

divulgación. 
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[00153] Para uso en aplicaciones de diagnóstico y de investigación, se proporcionan también 

kits que contienen un anticuerpo WT1 o ácidos nucleicos de la presente invención, los 

reactivos de ensayo, tampones, y similares. 

[00154] El método de la presente invención se describirá ahora en más detalle con respecto a 

las modalidades representativas. 

Materiales 

[00155] Muestras de células, líneas celulares y anticuerpos. Después del consentimiento 

informado en la Junta de Revisión de Memorial del Sloan-Kettering Cancer Institutional 

Center y de la aprobación de los protocolos, las células mononucleares de la sangre periférica 

(PBMC) de donantes sanos son HLA-mecanografiadas y se obtuvieron las células de los 

pacientes por centrifugación de densidad de Ficoll.Las fuentes para la obtención de las líneas 

celulares de mesotelioma humanos se han descrito previamente (29). Las líneas celulares 

incluyen: H-Meso1A, JMN, VAMT, H2452, H2373, H28, MSTO, Meso 11, Meso 34, Meso 

37, Meso 47 y Meso 56. Todas las células fueron HLA mecanografiadas por el Departamento 

de Inmunología Celular del Sloan-Kettering Cancer Institutional Center. Las líneas celulares 

de leucemia LAMA81, BV173 y 697, (WT1 +, A0201 +) fueron amablemente 

proporcionadas por el doctor HJ Stauss (University College London, Londres, Reino Unido). 

La línea de células de melanoma MEWO (WT1-, A201 +), SKLY16 (linfoma de células B.; 

WT1, A0201 +); K562, RwLeu4, y HL60, todas las leucemias WT1+, y una línea celular T2 

deficiente de TAP- se obtuvieron de la American Type Culture Collection.Las líneas 

celulares se cultivaron en medio RPMI 1640 suplementado con 5% de FCS, penicilina, 

estreptomicina, 2 mmol/L de glutamina, y 2-mercaptoetanol a 37 ºC yCO2al. 5% 

[00156] El anticuerpo monoclonal humano contra HLA-A2 (clon BB7.2) conjugado con 

FITC o APC, y su control de isotipo de ratón IgG2b/FITC o APC, para CD3, CD19, CD56, 

CD33, CD34 humanos o de ratón, (BD Biosciences, San Diego), el F(ab)2 de cabra anti-IgG 

humana conjugado con PE o FITC y el F(ab)2 de cabra anti Ig de ratón conjugado con 

fluorescencia (Invitrogen, Ciudad) fueron adquiridos. El mAb de ratón para HLA-clase I 

(W6/32) se obtuvo del anticuerpo monoclonal de centro facilitado del MSKCC.   

[00157] Péptidos. Todos los péptidos fueron adquiridos y sintetizados por Genemed 

Synthesis, Inc. (San Antonio, TX). Los péptidos fueron puros en un porcentaje mayor al 90% 

(Tabla 1.) Los péptidos se disolvieron en DMSO y se diluyeron en solución salina a 5 mg/ml 
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y se congelaron a-180°C. Los complejos de péptido WT1 biotinilado de una sola cadena 

/HLA-A0201 y RHAMM-3/HLA-A0201 fueron sintetizados para replegar los péptidos 

recombinantes con HLA-A2 y microglobulinabeta2 (β 2M) facilitado en el tetrámero en el 

MSKCC. 

[00158] Animales. Se adquirieron ratones NOD.Cg-Prkdc scid IL2rgtm1Wjl/SzJ De ocho a 

10 semanas de edad, conocidos como ratones NOD scid gamma (GSN), al Jackson 

Laboratory (Bar Harbor, ME) o fueron obtenidos a partir de las instalaciones para la cría de 

animales del MSKCC. 

Métodos 

[00159] Análisis de citometría de flujo. Para la tinción de la superficie celular, las células 

fueron incubadas con mAbs apropiados durante 30 minutos en hielo, se lavaron y se 

incubaron con reactivos de anticuerpos secundarios cuando fue necesario. Los datos de la 

citometría de flujo se recogieron en un FACS Calibur (Becton Dickinson) y se analizaron con 

software FlowJo V8.7.1 y 9.4.8. 

[00160] Selección y caracterización del scFv específico para loscomplejos del péptido 

WT1/HLA-A0201.  Una biblioteca de presentación en fagos de anticuerpos scFv humana se 

utilizó para la selección de clones de los mAb. Con el fin de reducir el cambio 

conformacional del complejo CMH1 se introduce mediante la inmovilización sobre 

superficies de plástico, se utilizó un método de paneo de solución en lugar de la placa 

convencional de paneo. En resumen, los antígenos biotinilados fueron mezclados primero con 

la biblioteca de fagos scFv humanos, entonces los complejos antígeno-anticuerpo scFv se 

precipitaron por “Dynabeads” conjugadas con estreptavidina M-280 a través de una rejilla 

magnética. Los clones unidos se eluyeron a continuación y se utilizaron para infectar E. coli 

XL1-Azul. Los clones del fago scFv expresados en las bacterias se purificaron (35, 36). Se 

realizó un paneo durante 3-4 ciclos para enriquecer a los clones de los scFv de fagos que se 

unen específicamente al complejo HLA-A0201/WT1. Los clones positivos se determinaron 

por el método de ELISA estándar contra la cadena los complejos de HLA-A0201/WT1 de 

péptidos individuales biotinilados. Los clones positivos fueron probados adicionalmente para 

medir su unión a los complejos HLA-A2/péptido en las superficies de células vivas mediante 

una citometría de flujo, utilizando una línea celular T2 deficiente en TAP HLA-A0201+. Las 

células T2 fueron pulsadas con péptidos (50ug/ml) en medio RPMI 1640 libre de suero, en 
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presencia de β2 M ON 20 mg/ml. Las células se lavaron, y la tinción se llevó a cabo mediante 

los siguientes pasos.  

[00161] Las células se tiñeron primero con clones de fagospurificados de scFv, y seguido de 

esto se realizó una tinción con un mAb de ratón anti-M13, y, finalmente, el conjugado de 

F(ab)2 de cabra anti- Ig de ratón con FITC. Cada paso de la tinción se llevó a cabo entre 30 -

60 minutos en hielo y las células se lavaron dos veces entre cada paso de la tinción. 

[00162] Ingeniería demAb de longitud completa usando los fragmentos seleccionados de 

scFv. La IgG1 humana de longitud completa de los clones de fagos seleccionados fueron 

producidos en células HEK293 y enlíneas celulares de ovario de hámster chino (CHO), tal 

como se describe (37). En resumen, las regiones variables del anticuerpo se subclonaron en 

vectores de expresión de mamíferos, que se combina con regiones humanas constantes 

lambda o kappa de la cadena ligera y las secuencias de regiones constantes de la IgG1 

humana. El peso molecular de los anticuerpos IgG de longitud completa purificada se midió 

en condiciones tanto reductoras como no reductoras mediante electroforesis. 

[00163] Receptores de antígenos quiméricos de ingeniería y células efectoras inmunes. Los 

ácidos nucleicos que codifican a los anticuerpos y a las proteínas de unión al antígeno 

identificados en este documento se pueden utilizar en de células efectoras inmunes 

recombinantes obtenidas mediante ingeniería. Los métodos y los vectores para generar alas 

células T genéticamente modificadas, por ejemplo, son conocidos en la técnica (véase 

Brentjens et al., Safety and persistence of adoptively transferred autologous CD19-targeted T 

cells in patients with relapsed or chemotherapy refractory B-cell leukemias inBlood  

118(18):4817-4828, , noviembre de 2011). 

[00164] Caracterización de la IgG1 humana de longitud completa para el complejo 

WT1p/A2.Inicialmente, las especificidades de los anticuerpos monoclonales totalmente 

humanos IgG1 para el complejo del péptido WT1/A2 se determinaron mediante la tinción de 

las células T2 sometidas a pulsos con o sin péptidos de control RMF o RHAMM-R3, 

seguidos anticuerpos monoclonales F(ab)2 de cabra anti- IgG humana secundarios 

conjugados con PE o FITC. La intensidad de la fluorescencia se midió mediante citometría de 

flujo. Se utilizó el mismo método para determinar la unión de los mAb a las células tumorales 

frescas y a las líneas celulares. 
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[00165] Radioinmunoanálisis.ElAb1 WT1 se marcó con 125-I (PerkinElmer) usando el 

método de la cloramina-T (38). se hizo reaccionar 100 microgramos de anticuerpo con 1mCi 

125-I y 20 microgramos de cloramina-T, se inactivó con 200µg de metabisulfito de Na, luego 

se separa del 125-I libre utilizando una columna 10DG (company) equilibrada con 2% de 

suero de albúmina bovina en PBS. Las actividades específicas de los productos estaban en el 

rango de 7-8 mCi / mg. 

[00166] Líneas celulares Hematopoyéticas, líneas celulares adherentes (cosechadas con un 

separador de células no enzimático (nombre)), las PBMC de donantes normales y pacientes 

de AML se obtuvieron como se ha descrito. Las células se lavaron una vez con PBS y se 

volvieron a suspender en suero humano al 2% en PBS a 107 células/ml en 00. Las células 

(106 tubos por duplicado) se incubaron con 125-I marcado con AB1 WT1  (1µg/mL) durante 

45 minutos en hielo, después se lavaron extensivamente con albúmina sérica bovina al1% en 

PBS a 00. Para determinar la unión específica, se ensayó un conjunto duplicado de células 

después de la pre-incubación en la presencia de un exceso de 50 veces deAB1 WT1  sin 

marcar durante 20 minutos en hielo. La radioactividad de la unión se midió mediante un 

contador gamma, la unión específica se determinó, y el número de anticuerpos unidos por 

célula se calculó a partir de la actividad específica. 

[00167] Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC). Las células diana fueron 

utilizadas para la ADCC, donde las células T2 pulsadas con o sin péptidos WT1 o RHAAM-

3, y las líneas de células tumorales sin un péptido pulsante. Se incubaron el AB1 WT1  o su 

control de isotipo de IgG1 humana en diversas concentraciones con las células diana y con 

los PBMCs frescos en diferentes  relaciones efector: diana (E: T) durante 16 hrs. El 

sobrenadante se cosechó y la citotoxicidad se midió mediante un ensayo de liberación de 

LDH utilizando un kit no radioreactivo Cytotox 96 de Promega después de su instrucción. La 

citotoxicidad se mide también mediante un estándar de 4 horas de ensayo de liberación de 

51Cr  

[00168] Transducción y selección de células positivas de luciferasa / GFP.Las Células 

BV173 y JMN eran modificadas mediante ingeniería genética para expresar un alto nivel de 

la proteína de fusión GFP-luciferasa, utilizando vectores lentivirales que contienen un 

plásmido que codifica a la luc / GFP (39). Utilizando la clonación de células individuales, 

sólo las células que muestran la expresión de GFP en un alto nivel fueron seleccionadas 
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mediante un análisis de citometría de flujo y se mantuvieron y utilizaron para el estudio de 

los animales. 

[00169] Ensayos terapéuticos del AB1 WT1  en un modelo de xenoinjerto de leucemia 

humana NSG.   Dos millones de células de leucemia humana BV173 se inyectaron IV en 

ratones NSG. En el día 5, el injerto del tumor fue confirmado mediante imágenes de 

luciferasa de luciéARNga en todos los ratones que habían de ser tratados; los ratones fueron 

divididos al azar en diferentes grupos de tratamiento. En el día 6 y el día 10, el mAb AB1 

WT1  o el mAb de control de isotipo fueron inyectados IV. En los animales que también 

recibieron células efectoras humanas con o sin mAb, las células (CD34 y CD3-agotado 

PBMCs humanos de donantes sanos) fueron inyectados IV en ratones (107 células/ratón) 4 h 

antes de la inyección del mAb. El crecimiento del tumor se evaluó por la formación de las 

imágenes de luminiscencia de una vez a dos veces por semana, y se evaluó la actividad 

clínica diaria. 

[00170]  Selección y caracterización de scFv específicos para los complejos péptido WT1 

/HLA-A0201.  La selección de un scFv específico de WT1 se consigue utilizando un péptido 

derivado de WT1 9-mer que comprende los aminoácidos 126-134 (RMFPNAPYL, SEC ID 

Nº:1) de WT1. Este péptido ha demostrado que al ser procesado y presentado por HLA-

A0201 puede inducir Células T CD8+ citotóxicas que son capaces de matar a las células 

tumorales positivas para WT1. 

[00171] Los datos representativos de un paciente con LMA después de 6 vacunas con un 

péptido MGR WT1 se muestran en la Figura 2 como evidencia de que los péptidos de WT1 

son inmunogénicos en los seres humanos. Las Células T CD3 fueron estimuladas con 

péptidos WT1-A (aminoácidos 126-134) y la citotoxicidad se midió utilizando un ensayo de 

liberación de 51Cr estándar contra líneas celulares 697 (A0201 + WT1 +) o Skly-16 (WT1-

A0201 +). Las células Skly-16 pulsadas con péptido WT1-A o EW irrelevante se utilizaron 

como controles positivos y negativos para la especificidad de la matanza. Las relaciones 

efector: diana (E: T) se indican en el eje-X. Los datos demuestran que las células T mataron a 

las células WT1 + tumorales de una manera restringido por HLA-A0201. 

[00172] Las bibliotecas de presentación en fagos están bien establecidas y los métodos de 

detección son conocidos por las personas medianamente versadas en la técnica y se utilizan 

para seleccionar fragmentos scFv altamente específicos para un complejo de péptido WT1-A 
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/HLA-A2. En una forma de realización, un anticuerpo scFv de una biblioteca de presentación 

de fagos humanos (7 x 1010 clones) se utilizó para la selección de clones de mAb. Con el fin 

de reducir el cambio conformacional del complejo CMH1 introducido mediante la 

inmovilización sobre superficies de plástico, se utiliza un método paneo de solución en lugar 

de la placa convencional de paneo. En resumen, los antígenos biotinilados fueron mezclados 

primero con la biblioteca de fagos scFv humano, entonces los complejos antígeno-anticuerpo 

scFv fagos fueron precipitados mediante“Dynabeads2 conjugados con estreptavidina M-280 

a través de una rejilla magnética. 

[00173] Los clones unidos se eluyen a continuación y se utilizan para infectar E. coli XL1-

azul. Los clones expresados del fago scFv en las bacterias se purificaron (35, 36). se realizó 

un paneo durante 3-4 ciclos para enriquecer a los clones scFv de los fagos que se unen al 

complejo HLA-A0201/péptido WT1 específicamente. Los clones positivos fueron 

determinaron por el método de ELISA estándar contra la cadena de complejos HLA-

A0201/WT1 de péptidos individuales biotinilados (Figura 3). Los clones positivos fueron 

probados en su unión a complejos HLA-A2/péptido en las superficies de células vivas 

mediante citometría de flujo, utilizando una, línea celular deficiente en TAP HLA-A0201 +, 

T2. Las células T2 se pulsaron con péptidos (50µg/ml) en suero libre de medio RPMI 1640, 

en presencia de 20µg/ml de β2 M durante la noche. Las células se lavaron, y la tinción se 

realizó como se indica a continuación. 

[00174] Las células se tiñeron primero con clones purificados de fago scFv, seguido de un 

tinción con un mAb de ratón anti-M13, y finalmente, unF(ab)2 de cabra anti-Ig de ratón 

conjugado con FITC. Cada paso de la tinción se llevó a cabo durante 30-60 minutos en hielo. 

Las células se lavaron dos veces entre cada etapa de la tinción. Los resultados se muestran en 

la Figura 4. El clon del fago de AB1 WT1  demostró unirse a células T2 pulsadas con sólo un 

péptido WT1-(RMFPNAPYL: en lo sucesivo abreviado como RMF), pero no a las células 

solas T2, o a las células T2 pulsadas con péptido de control EW, o con péptido heterocíclico 

WT1. 

[00175] La afinidad de unión de la IgG1 de longitud completa de AB1 WT1  al complejo 

péptido/A0201 se ensayó por titulación de AB1 WT1  bajo las concentraciones indicadas. Las 

células T2 se pulsaron con 50 mg/ml o 10µg/ml, seguido de un F (ab) secundario de cabra 

anti- IgG humana/PE. Los resultados se muestran en la Figura 5. 
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[00176] La figura 6 muestra la densidad del complejo péptido/HLA-A0201 reconocido por 

el WT1 ab. Las células T2 se pulsaron durante la noche (ON) con RMF (panel superior) o 

con péptidos RHAMM-R3 (panel inferior) bajo las concentraciones indicadas, y se analizó la 

unión de Ab1 WT1, Ab3 WT1  y Ab5 WT1   a una concentración de 1 µg/ml mediante una 

citometría de flujo. 

 

Tabla 11: Resumen del paneo de los fagos  de WTI/A2 

[00177] Se ensayaron los clones positivos de scFv para determinar su unión a los complejos 

HLA-A2/péptido en la superficie celular mediante una citometría de flujo indirecta en vivo 

en: (i) En células T2 TAPA0201+ deficientes de HLA pulsadas con péptido WT1 o con un 

        

Bibliotecas de Fagos 
Rondas de 

paneo 

Número de 

clon 

individual 

analizado 

Tasa de 

solución 

positiva de 

ELISA  

Número de 

clones 

únicos 

scFv-spleen A 4 72 41/96 13 

scFv-spleen B 4 47 3/47 2 

scFv-spleen C 3 58 0/58 0 

scFv-PBMC A 4 68 34/68 10 

scFv-PBMC B 3 90 19/90 7 

Fab-spleen A 4 12 2/12 0 

Fab-spleen B 4 36 0/36 0 

Fab-spleen C  4 24 2/24 1 

Fab-spleen C  3 72 38/72 5 

Fab-spleen D  4 72 4/72 1 

Fab-spleen D  4 72 4/72 3 
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péptido irrelevante, (ii) líneas celulares WT1+  HLAA0201+ tales como BV173, U266 y un 

control WTI-HLA-A0201+, línea celular SKLY-16 o línea celular WT1+ HLA-A0201-, K562, 

sin ser pulsada con el péptido. Este último determina el reconocimiento y la afinidad de unión 

del scFv al complejo WT1p/A2 procesado naturalmente en las células tumorales. 

[00178] Fueron seleccionados un total de 28 clones de fagos por su capacidad para producir 

mAb específicos para el complejo WTI- péptido/A2. El reconocimiento del complejo 

WT1p/A2 en células vivas fue medido por la unión del fago de scFv a células T2 pulsadas 

con el péptido WTI-A y los otros péptidos HLA-A2 de unión (50 µg/ml). Estos incluyen: 

solamente células T2, células T2 pulsadas con péptido WTI-A; células T2 pulsadas con 

péptido WT1 heterocíclico-A1; células T2 pulsadas con péptido EW irrelevante (HLA-A0201 

de unión de péptido 9-mer, derivado del sarcoma de Ewing), o RHAMM-R3 (Figura 4). 

 

Tabla 12 

Clon # 
Positivo para unirse a Tot2 

pulsadas con WT1A 

Seleccionado para la 

construcción de unaIgG1 de 

longitud completa 

1 +  

2 +  

3 + + 

4 +  

5 + + 

6 +  

7   

8 +  

9   

10   

11   

12   

13 + + 
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14   

15 + + 

16   

17 +  

18 + + 

19 +  

20 +  

21   

22 +  

23 + + 

24-28   

 

Ingeniería de los mAb de longitud completa usando los fragmentos seleccionados de scFv.   

[00179] La tecnología de presentación en fagos permite la rápida selección y producción de 

scFv específicas de antígeno y de fragmentos Fab, que son útiles dentro y fuera de sí mismos, 

o que pueden desarrollarse más para proporcionar anticuerpos completos, proteínas de unión 

a antígeno o fragmentos de unión a antígeno de los mismos. Los mAbs completos con 

dominios Fc tienen un número de ventajas sobre los anticuerpos scFv y Fab. En primer lugar, 

sólo Abs ejercen la función inmunológica, tales como CDC y ADCC mediados a través del 

dominio Fc. En segundo lugar, los mAb bivalentes ofrecen una afinidad de unión al antígeno 

más fuerte que el monómero Fab o Abs. En tercer lugar, la vida media y el aclaramiento renal 

de plasma será diferente con los Fab y con los mAb bivalentes. Las características y ventajas 

particulares de cada uno pueden ser adaptados a la estrategia planificada del efector. En 

cuarto lugar, los mAb bivalentes puede ser internalizados a diferentes velocidades de scFv y 

que los Fab, alterando a la función inmune o a la función del portador. Los emisores alfa, por 

ejemplo, no necesitan ser internalizado para matar a los objetivos, pero muchos fármacos y 

toxinas se beneficiarán de la internalización del complejo inmune. En una forma de 

realización, por lo tanto, una vez que los clones scFv específicos para WT1p/A2 fueron 

obtenidos a partir de bibliotecas de presentación de fagos, un mAb de IgG de longitud 

completa fue producido usando los fragmentos scFv. 
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[00180] Para producir una IgG monoclonal humana recombinante en células de ovario de 

hámster chino (CHO), se diseñó un mAb IgG de longitud completa basado en un método 

conocido por las personas medianamente versadas en la técnica (Tomomatsu et al., 

Production of human monoclonal antibodies against FceRIa by a method combining in vitro 

immunization with phage display. Biosci Biotechnol Biochem 73(7): 1465-1469 2009). En 

resumen, las regiones variables del anticuerpo se subclonaron en vectores de expresión en 

mamíferos (Figura 7), con la coincidencia de que las regiones lambda o kappa constantes de 

la cadena ligera corresponden a las secuencias de la subclase Fc de la IgG1 (por ejemplo, 

véase la Tabla 9) (33,34). Los anticuerpos purificados de longitud completa de IgG mostraron 

un peso molecular esperado bajo condiciones tanto reductoras como no reductoras (Figura 8). 

El análisis de la unión cinética (35) confirmó la unión específica de la IgG de longitud 

completa a WT1/A2, con una KD en el rango nanomolar (Figuras 9 y 10.)  

Ejemplo 1 

Selección de un scFv específico para el complejo WT1p/A2 usando una biblioteca de 

presentación de fagos completamente humanos.  

[00181] La presentación en fagos contra el complejo HLA-A0201/ péptido WT1 se realizó 

para las rondas de paneo 3-4 con el fin de enriquecer los clones de los fagos scFv que se unen 

específicamente al complejo HLA-A0201/ péptido WT1. Los clones individuales scFv de los 

fagos positivos para el complejo de WT1 péptido/A2 se determinaron mediante ELISA y los 

clones que poseían secuencias únicas de codificación de ADN fueron sometidos a una 

caracterización adicional. Para probar si el scFv se unía al complejo WT1p/A2 en células 

vivas, los clones de los fagos positivos se ensayaron en la unión a una línea celular T2 HLA-

A0201-positiva TAP deficiente. Las células T2 sólo pueden presentar péptidos exógenos y 

por lo tanto han sido ampliamente utilizados para la detección de epítopos específicos 

presentados por las moléculas de HLA-A2. Se rastreó un total de 35 clones de fago en células 

T2 y 15 clones mostraron una unión específica a las células T2 pulsadas sólo con péptido 

WT1 RMF, pero no a las células T2 solas o pulsados con péptido de control RHAMM-3 

(Figura 4). Los clones scFv de fago eran incapaces de unirse a varias líneas de células 

tumorales que son WT1-y HLA-A2 positivas lo que sugiere la afinidad del scFv era débil, en 

comparación con el mAb de longitud completa bivalente. 

Ejemplo 2 
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Generación de una IgG1 humana de longitud completa.   

[00182] La función inmunológica, tal como CDC y ADCC depende del dominio Fc de la 

IgG bivalente. Además, los mAb bivalentes ofrecen avidez de unión al antígeno más fuerte 

que el scFv monomérico Abs. Por lo tanto, fueron seleccionados 6 clones del fago ScFv entre 

15 clones de fagos positivos para producir la IgG1 monoclonal humano de longitud completa 

en células HEK293 y células de ovario de hámster chino (CHO). En resumen, las regiones 

variables de los mAbs fueron sub-clonadas en vectores de expresión de mamíferos donde las 

regiones lambda o kappa humana eran constantes de cadena ligera y correspondian con las 

secuencias de la región constante de la IgG1 humanas. Los anticuerpos purificados de 

longitud completa de IgG mostraron un peso molecular esperado bajo condiciones tanto 

reductoras como no reductoras (Figura 8). Cinco clones fueron diseñados con éxito en la 

IgG1 humana. 

 

Ejemplo 3 

Especificidad y avidez de unión del mAb IgG1 

Unión a líneas celulares humanas.  

Las células T2 pulsadas con o sin péptidos MMR o RHAMM-3 fueron utilizadas inicialmente 

para determinar la especificidad de unión del mAb. Tres de cinco IgG1 humanas, incluyendo 

WT1 Ab1, mostraron unión específica a las células T2 que se pulsaron sólo con péptido 

WT1, pero no  a las células T2 solas o T2 pulsadas un con péptido de control RHAMM-R3. 

La avidez de unión del mAb se incrementó sustancialmente (50 a 100 veces), en comparación 

con sus parentales clones scFv de fago. Dos mAbs entre los cinco mostraron unión a células 

T2 solos o pulsadas con el péptido de control RHAMM-R3, aunque la unión se ha mejorado 

en gran medida mediante un pulso de las células con el péptido RMF. Esto sugiere que estos 

dos mAb también tenían gran avidez de epítopos de la molécula HLA-A2 solo y por lo tanto, 

fueron excluidos de análisis adicionales. Esto no fue inesperado, ya que ha sido un problema 

común para la producción de tales mAb contra complejos de péptido/CMH, dado el 

predominio  de epítopos de la molécula del CMH de clase I dentro de los complejos. 

También sugiere que la especificidad precisa del mAb para los complejos no podría 

determinarse fácilmente en la etapa del scFv, debido a la menor afinidad en comparación con 

el mAb IgG1 bivalente. 
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[00183] La afinidad de unión de los tres mAb restantes específicos para el complejo 

WT1p/A2 se investigó primero en células T2 pulsadas con o sin MMR y el péptidode control 

RHAMM-R3 (50 µg/ml) mediante titulación de los mAbs. El mab AB1 WT1  mostró la 

unión más fuerte, hasta una concentración de 0.01µg/ml. El isotipo control de la IgG1 

humana no mostró ninguna unión en cualquiera de las concentraciones ensayadas (Figura 5). 

Además del WT1 Ab1, los otros dos mAb, Ab3 WT1  y AB5 WT1  , mostraron una unión 

específica en un intervalo de <1 µg/ml de las concentraciones de mAb utilizados. El 

reconocimiento específico del mAb también dependía de la densidad antigénica en la 

superficie celular. Las células T2 se pulsaron con RMF o péptidos R3 en 50, 25, 12,5, 6,25, 

3,13 y 1,6 µg/ml; en la prueba de mAb se usaron los mAb a una concentración de 1µg/ml 

para el ensayo de unión a T2. AB1 WT1  podría detectar el complejo RMF péptido/A2 en 

células T2 de una manera dependiente de la concentración a concentraciones tan bajas como 

1,6 µg/ml, con una intensidad de fluorescencia significativamente mayor que la de los otros 2 

mAb (Figura 6). Estos resultados confirman además que el AB1 WT1  poseía el más alto 

grado de avidez por el complejo RMFp/A0201. 

Ejemplo 4 

Mapeo del epítopo. 

[00184] Para investigar con más precisión el epítopo de reconocimiento del WT1 Ab1, los 

péptidos RMF fueron sustituidos en las posiciones 1, 3, 4, 5, 6, 7 y 8 con alanina y se 

pulsaron sobre células T2 y se ensayaron para la unión a Ab1 WT1. Las posiciones 2 y 9 de 

la RMF se dejaron intactas, ya que estos son los restos de anclaje para la unión del péptido a 

la molécula HLA-A0201. A excepción de la posición 1, las sustituciones de alanina en las 

otras posiciones no afectan en gran medida la unión del Ab1 WT1, en comparación con el 

péptido nativo RMF (Figura 19). Sin embargo, la sustitución de la posición 1 por cualquier 

aminoácido distinto de alanina (WT1-A1-B) o tirosina (WT1-A1), abrogó completamente la 

unión de Ab1 WT1. La pérdida de la unión no era debida a la reducción de la afinidad de 

unión del péptido a la molécula HLA-A2, ya que ambos péptidos demostraron la unión más 

fuerte en el ensayo de estabilización T2 utilizando el mAb específico para la molécula HLA-

A2, clon BB7 (Figura 20). Estos resultados muestran que la arginina en la posición 1 del 

péptido RMF es uno de los más cruciales para el reconocimiento del WT1 Ab1. El papel de 

los residuos en las posiciones # 2 y 9, no puede ser evaluado. 
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[00185] La siguiente cuestión importante es si el AB1 WT1  era capaz de reconocer al 

epítopo WT1 RMF procesado naturalmente presentado por las moléculas de HLA-A0201 en 

la superficie celular. Un panel de líneas celulares se seleccionó sobre la base de la expresión 

de ARNm de WT1 y se determinó el genotipo HLA (Tabla 12). 

 

Tabla 12 

Mesotelioma / tumor sólido 
genotipo 

HLA-A2  

ARNm 

de WT1  

AB WT1 

vinculante 

Relación 

de 

BB7.2: 

Isotipo 

JMN + + + 248 

Meso 37 + + + 68 

Meso 47 + (02xx) + + 17 

H2452 + + + 20 

Meso34 + + + 37.3 

Meso-56 + (02xx) + + 23 

H2373 + + - 1.6 

MSTO - + - 1.4 

VAMT - 3 + - NT 

Mewo + - - 3 

Leucemias y otras líneas de 

células hematopoyéticas  

    

BV173 + + + + 196 

BA25 + ? + 117,5 

ALL-3 + + + 60 

U266 + + - 1.8 

697 + 5 + - 4.1 
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Mesotelioma / tumor sólido 
genotipo 

HLA-A2  

ARNm 

de WT1  

AB WT1 

vinculante 

Relación 

de 

BB7.2: 

Isotipo 

LAMA + 2 + - 6 

Skly-16 + - - 1.9 

HL-60 - 3 + - 0.4 

K562 - 2 + - 1.5 

T2 + NT - > 20 

 

[00186] Se estimó el nivel de expresión del ARNm de WT1 de acuerdo a un estudio previo 

(Rena), mediante una PCR-RT cuantitativa. 

[00187]   Entre las 7 líneas celulares humanas de mesotelioma que son positivas tanto para 

HLA-A0201 como para WT1 ARNm, ElAB1 WT1  se unió a 6 de las 7 líneas de células, 

pero no a las células que eran o HLA-A0201 negativo (MSTO y VAMT) o a las células 

negativas para ARNm de WT1, tal como la línea celular de melanoma, Mewo (Figura 21).   

[00188] Del mismo modo, entre las 9 líneas celulares de leucemia ensayadas, El AB1 WT1  

se unió a 3 líneas de células BV173 (Figura 22), BA25 y ALL-3, que son positivas tanto para 

ARNm de WT1 y HLA-A0201, pero no a las líneas celulares HLA-A2-negativos HL60 y 

K562, que se han demostrado que expresan un alto nivel de transcripciones de WT1 en 

numerosos estudios. 

[00189] Como era de esperar, la intensidad de la unión del AB1 WT1  también parece estar 

asociada directamente con el nivel de expresión de las moléculas de HLA-A0201, como se 

muestra en las células del mesotelioma H2373, en las líneas celulares de leucemia y LAMA 

697, y en la línea celular de mieloma U266. Aunque estas líneas celulares fueron positivas 

para ambas transcripciones WT1 y HLA-A2, el nivel de expresión de la HLA-A2 fue bajo 

(Tabla 12) y el mAb no mostró unión. Por otra parte, los resultados obtenidos con células T2 

argumentan en contra de la posibilidad de unión de AB1 WT1 Ab1 a moléculas solas de 

HLA-A0201 como en células T2 que expresaron un alto nivel de la molécula de HLA-A2. En 
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particular, AB1 WT1  no se une a células T2 solas o pulsadas con péptidos de unión-A0201-

HLA R3 y otros tales como el derivado del sarcoma de Ewing (EW) o el péptido 

heterocíclico para el péptido RMF, WT1-A1; estos dos péptidos han demostrado tener una 

mayor afinidad por la molécula HLA-A0201 en ensayo de estabilización de T2 (28). Estos 

resultados proporcionan fuertes evidencias de que el reconocimiento del AB1 WT1  fue 

específico para los epítopos mixtos que el péptido RMF y para la molécula A0201 en un 

complejo. La unión de los otros dos mAb, Ab3 WT1  y AB5 WT1, a las células BV173 y 

JMN era también más débil que la unión del Ab1WT1. 

Ejemplo 5 

Cuantificación de los sitios de unión de WT1 en las células. 

[00190] Se utilizó un radioinmunoensayo utilizando un AB1 WT1 marcado con 125Ipara 

confirmar la especificidad del anticuerpo para las líneas celulares WT1+ HLA-A0201+, para 

determinar una constante de afinidad y para evaluar el número de sitios de unión de los 

anticuerpos por célula en un panel de líneas celulares. El análisis de Scatchard basado en la 

unión a las células JMN mostró una constante de avidez de alrededor de 0,2 nM (Figura 23). 

Esta cifra fue confirmada mediante una interferometría mediante un dispositivo Bio Forte. El 

AB1 WT1 marcado con 125-I-se utilizó para confirmar la especificidad del anticuerpo para 

las líneas celulares WT1+ HLA-A0201+, y para evaluar el número de sitios de unión de los 

anticuerpos en un panel de líneas celulares (Figura 24). Porque no podemos determinar si el 

mAb bivalente es vinculante para 1 o 2 complejos en la superficie, los epítopos totales por 

célula podrían ser tan alto como el doble del número de los sitios de unión del mAb. Una vez 

más, el AB1 WT1  se unió a JMN, ALL-3, BA25, BV173, que son positivas tanto para HLA-

A0201 y ARNm de  WT1, pero no a las células HLA-A0201 negativas (HL60) o células de 

ARNm de WT1 negativas (Skly-16). El AB1 WT1  no se unió a las células 697, que son 

ambos HLA-A0201 y WT1 positivas, pero que contienen niveles bajos de HLA-A0201 

(Tabla 12), lo que confirma que es necesario un cierto nivel total de complejo CMH para 

presentar al péptido WT1 suficientemente ante una WT1 de unión a Ab1. Las células T2 

pulsadas con RMF se unieron al mayor número de mAb (50.000 por célula), seguido por las 

células JMN que se unían ~ 6x103AB1 WT1  moléculas por célula, la traducción de entre 

6x103 y 1.2x104de los complejos péptido RMF/A2 por célula suponiendo la unión del 

anticuerpo monovalente o bivalente, respectivamente. Las tres líneas celulares de leucemia 

positivas unidas entre 1 x 103 y 2 x103a las moléculas de WT1 ab1, o 2 x103-4 x103 sitios de 
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unión (Figura 24). Estos resultados se confirmaron mediante una citometría de flujo 

cuantitativa. 

Ejemplo 6 

Unión de Ab1 WT1 a muestras de pacientes leucémicos. 

[00191]  A continuación se investigó si el AB1 WT1 es capaz de detectar al epítopo de RMF 

en células primarias de AML. El radioinmunoensayo mostró una unión significativa del AB1 

WT1 a los blastocitos de las células AML del paciente 1, que es HLA-A2 positivo y WT1 

ARNm+. El AB1 WT1 se une a las células dobles positivas CD33+ y CD34+ que dan cuenta 

de más del 83% de las poblaciones de células enteras (Figura 25). El AB1 WT1  no se unió a 

las células de otros 3 pacientes que son ya sea HLA-A2 positivo pero ARNm negativo o 

HLA-A2 negativo. El AB1 WT1  no se unió a PBMCs de HLA-A2 ya sea donantes sanos 

positivos o negativos. Los resultados fueron confirmados mediante un análisis de citometría 

de flujo. El AB1 WT1  no mostró unión significativa a las erupciones de los pacientes que 

eran A0201 negativos (Figura 26). Los resultados fueron consistentes con los resultados 

obtenidos con la expresión del ARNm de las células. Estos datos confirman que el nivel de 

RMFp/HLA-A0201 en la superficie de las células de leucemia es adecuado para permitir la 

reactividad con el AB1 WT1 y que los niveles de WT1 en células sanas negativas no son 

significativos. 

Ejemplo 7 

AB1 WT1  media la ADCC en contra las células tumorales 

[00192] Se considera que la ADCC es uno de los principales mecanismos efectores delos 

mAb terapéuticos en los seres humanos. En presencia de PBMC humanas, el AB1 WT1  

media a la ADCC de PBMC dependiente de la dosis frente a las células T2 cargadas con el 

péptido RMF, pero no a células T2 solas o células T2 pulsadas con el péptido de control R3 

(Figura 27). Es importante destacar que, elAB1 WT1  era capaz de mediar la ADCC contra el 

epítopo RMF naturalmente presentado por la molécula HLA-A0201 en las células tumorales, 

tales como las de la línea celular de mesotelioma, JMN (Figura 33), y la línea celular de 

leucemia BV173 (Figura 34), pero no en células negativas HLA-A2 MSTO (Figura 28) o de 

HL-60 (Figura 29). La Eliminación de células se observó consistentemente a concentraciones 

de 1µg/ml o por debajo delAB1 WT1 utilizando a las PBMC como células efectoras 
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procedentes de múltiples donantes sanos. Es importante destacar que, elAB1 WT1  también 

mató a blastocitos primarios de las AML A0201-positivas que fueron positivos para la unión 

de Ab1 WT1, pero no las erupciones que eran HLA-A0201 negativas (Figura 30). Estos 

resultados demostraron que elAB1 WT1  media la ADCC específica contra las células que 

expresan de forma natural al RMF y al complejo HLA-A0201 en niveles fisiológicos, así 

como en líneas celulares. 

Ejemplo 8 

AB1 WT1  elimina a las células humanas de leucemia en ratones NSG 

[00193] Se comprobó la eficacia delAB1 WT1 in vivo en ratones NOD SCID gamma (NSG) 

transplantados por vía intravenosa 6 días antes con BV173 bcr / leucemia linfoblástica aguda 

positiva abl. En el momento del tratamiento, los ratones tenían leucemia en el hígado, el 

bazo, y BM visibles mediante imágenes de luciferasa. Los ratones NSG que carecen de 

células B maduras, NK y T-, y la hipótesis de que la introducción de las células efectoras 

humanas (CD3, CD34-, PBMCs) junto con el tratamiento cpn AB1 WT1  recapitularía in 

vivo los efectos antitumorales como la ADCC mediada observados en in vitro. La inyección 

de los efectores junto con dos dosis de 100 µg de AB1 WT1  casi inhibe el crecimiento del 

tumor en comparación con los controles (Figura 31). Este efecto era duradero durante el 

transcurso del experimento (Figura 32). Curiosamente, al principio de los ensayos, por sí 

solos o en combinación con el control de IgG las células efectoras aparecieron para promover 

un crecimiento más rápido de la leucemia con respecto a los ratones inyectados solo con 

leucemia, lo que demuestra que el efecto antitumoral no tenía relación con los efectores por sí 

mismos. Varios de los ratones a los que se les administraron efectores (con o sin mAb de 

control) murieron temprano en el experimento con la infiltración masiva de la BV173. 

[00194] Sorprendentemente, el tratamiento con  Ab1 WT1sin efectores humanos también 

reduce drásticamente la carga tumoral, así como el AB1 WT1 combinado con efectores de 

aproximadamente 30 días (Figura 32), aunque los tumores finalmente recayeron mucho más 

rápidamente en el grupo que sólo recibió Ab1 WT1, en comparación con AB1 WT1 

combinado con el grupo de efectores (Figura 32). Se confirmó el efecto solo del AB1 WT1  

de y se valoró la dosis para evaluar la potencia. El AB1 WT1  solo produjo una marcada 

reducción en la carga tumoral en los puntos de tiempo iniciales en todas las dosis probadas 

(25-100 µg por veces 2 dosis). Los tumores en todos los grupos de tratamiento disminuyeron 
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lentamente después de que la terapia con anticuerpos se detuvo, y por el día 23 (13 días 

después de la última inyección del anticuerpo), se observaba significativamente la recaída de 

más tumores en el grupo de 25 µg en comparación con el grupo de dosis de 100 µg, lo que 

indica una dosis -la respuesta a la terapia Ab1 WT1 (Figura 33). Antes del tratamiento, los 

ratones muestran la mayor carga del tumor en el hígado, que fue expulsado rápidamente por 

el WT1 Ab1. Después de la recaída, el tumor en el grupo de dosis más alta de desarrollar 

apareció principalmente en la médula ósea, mientras que del tumor volvió más rápidamente 

en el hígado en los ratones tratados con la dosis más baja. 

Ejemplo 9 

Anticuerpos obtenidos mediante ingeniería para mejorar sus capacidades citotóxicos. 

[00195] Los anticuerpos biespecíficos se construyen para reconocer tanto al complejo 

WT1/A2 y al CD3 en las células T inmunes como se ha descrito (43,44) con un Fc de IgG1 

humana. Se espera que los anticuerpos biespecíficos puedan reclutar y dirigir a las células T 

citotóxicas hacia las células cancerosas WT1/A2 positivas, mientras que el mantienen las 

funciones efectoras Fc y tienen una larga vida media in vivo. Tres mecanismos están 

implicados en la destrucción específica de las células cancerosas mediadas por anticuerpos 

biespecíficos: i) muerte por las células T activadas, ii) actividad de ADCC, iii) actividad 

CDC. Se pueden construir otros formatos de anticuerpos biespecíficos, tales moléculas scFv 

en tándem (taFv), diacuerpos (dB), o diacuerpos de cadena sencilla (SCDB), y proteínas de 

fusión con albúmina de suero humano (45, 46, 47, 48), pero están desprovistos de funciones 

efectoras Fc y cuentan con distintos perfiles farmacocinéticos. 

[00196] El objetivo de actividad específica-ADCC de WT1/A2 se potencia mediante la 

expresión de anticuerpos de forma recombinante en células de glicol CHO obtenidas 

mediante ingeniería- como se describe en las Patentes de EE.UU. 8.025.879; 8.080.415, y 

8.084.022. El oligosacárido modificado de N-glicanos en la Asn297 altera las funciones 

efectoras de la siguiente manera: 1) mayor unión a CD16/FcRIIIa para la mejora de la 

actividad ADCC mediada por las células asesinas naturales humanos, 2) reducen la afinidad 

de unión a CD32b/FcRIIb, un inhibidor del receptor expresado en múltiples tipos de células 

inmunes (excepto las células NK), para la mejora de la actividad ADCC mediada por células 

efectoras tales como neutrófilos y de la presentación de antígeno por las células DC (50, 51, 
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52) y los macrófagos. Se espera que los anticuerpos mejorados puedan lograr una mayor 

eficacia en el tratamiento del cáncer in vivo. 

[00197] La glicosilación (específicamente la fucosilación)  de las variantes de Fc de IgG se 

pueden producir usando las células hospederas de expresión y los métodos descritos en las 

patentes US 8.025.879; 8.080.415, y 8.084.022, los contenidos de la cual se incorporan por 

referencia. Brevemente, el ARN mensajero (ARNm) que codifica para la cadena pesada o 

ligera de los anticuerpos descritos en este documento, se obtiene mediante el empleo de 

técnicas estándar de purificación y de aislamiento de ARN y, opcionalmente, aislamiento 

basado en el tamaño. Los ADNc correspondientes a los ARNm que codifican para la cadena 

pesada o ligera se producen entonces y se aislan usando técnicas conocidas en la técnica, tales 

como la construcción de una biblioteca de ADNc, la construcción de bibliotecas de fagos y de 

cribado o PCR-RT utilizando cebadores específicos pertinentes. En algunas formas de 

realización, la secuencia de ADNc puede ser uno que está fabricada total o parcialmente 

utilizando técnicas conocidas en la manipulación de ADN in vitro para producir un ADNc 

específico deseado. La secuencia de ADNc puede colocarse entonces en un vector que 

contiene un promotor en el marco de lectura con el gen y que es compatible con la célula 

hospedera modificada  con un contenido bajo de fucosa.  

[00198] Se conocen en la técnica numerosos plásmidos que contienen promotores 

apropiados, secuencias de control, sitios de unión al ribosoma, y sitios de terminación de la 

transcripción, y opcionalmente marcadores, estos incluyen, pero no se limitan a, los vectores 

descritos en las Patentes de EE.UU. Nos. 4.663.283 y 4.456.748. En una forma de 

realización, el ADNc que codifica la cadena ligera y el que codifica para la cadena pesada 

pueden insertarse en plásmidos de expresión separados. En una realización alternativa, el 

ADNc que codifica la cadena ligera y el que codifica para la cadena pesada pueden estar 

insertados juntos en el mismo plásmido, siempre y cuando cada uno sea regulado por un 

promotor adecuado y controlado en la traducción. Los resultados se muestran en la Figura 34. 
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REIVINDICACIONES  

Lo que se reivindica es: 

1. Un anticuerpo aislado, o un fragmento de unión a antígeno del mismo, que 

comprende: 

(A) (i) una región variable de cadena pesada (HC) que comprende la HC-CDR1, 

CDR2 y HC-HC-CDR3, respectivamente, que comprende las secuencias de 

aminoácidos SEQ ID NOS: 2, 3, y 4, y una región variable de cadena ligera (LC) que 

comprende LC-CDR1, CDR2 y LC-LC-CDR3, respectivamente, que comprenden 

secuencias de aminoácidos SEQ ID NOS: 8, 9 y 10; 

   (ii) una región variable de cadena pesada (HC) que comprende las HC-CDR1, 

CDR2 y HC-HC-CDR3, respectivamente, que comprende las secuencias de 

aminoácidos SEQ ID NOS: 20, 21 y 22, y una región variable de cadena ligera (LC) 

que comprende las LC- CDR1, CDR2 y LC-LC-CDR3, respectivamente, que 

comprende las secuencias de aminoácidos SEQ ID NOS: 26, 27 y 28; 

 (iii) una región variable de cadena pesada (HC) que comprende las HC-CDR1, 

CDR2 y HC-HC-CDR3, respectivamente, que comprende las secuencias de 

aminoácidos SEQ ID NOS: 38, 39 y 40, y una región variable de cadena ligera (LC) 

que comprende las LC- CDR1, CDR2 y LC-LC-CDR3, respectivamente, que 

comprende las secuencias de aminoácidos SSEQ ID NOS: 44, 45 y 46;  

 (iv) una región variable de cadena pesada (HC) que comprende las HC-CDR1, 

CDR2 y HC-HC-CDR3, respectivamente, que comprende las secuencias de 

aminoácidos SEQ ID NOS: 56, 57 y 58, y una región variable de cadena ligera (LC) 

que comprende las LC- CDR1, CDR2 y LC-LC-CDR3, respectivamente, que 

comprende las secuencias de aminoácidos SSEQ ID NOS: 62, 63 y 64;  

 (v) una región variable de cadena pesada (HC) que comprende las HC-CDR1, 

CDR2 y HC-HC-CDR3, respectivamente, que comprende las secuencias de 

aminoácidos SEQ ID NOS: 74, 75 y 76, y una región variable de cadena ligera (LC) 

que comprende las LC- CDR1, CDR2 y LC-LC-CDR3, respectivamente, que 

comprende las secuencias de aminoácidos S SEQ ID NOS: 80, 81 y 82, o 
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 (vi)una región variable de cadena pesada (HC) que comprende las HC-CDR1, 

CDR2 y HC-HC-CDR3, respectivamente, que comprende las secuencias de 

aminoácidos SEQ ID NOS: 92, 93 y 94, y una región variable de cadena ligera (LC) 

que comprende las LC- CDR1, CDR2 y LC-LC-CDR3, respectivamente, que 

comprende las secuencias de aminoácidos SEQ ID NOS: 98, 99 y 100; o 

(B) una VH y VL que comprenden una primera y segunda secuencia de aminoácidos, 

respectivamente, seleccionado entre las SEQ ID NOS: 14 y 16; 32 y 34, 50 y 52; 68 y 

70, 86 y 88, y 104 y 106; o 

(C) una secuencia de aminoácidos seleccionada entre las SEC ID NOS: 18, 36, 54, 72, 

90, and108. 

2. Un anticuerpo aislado, o un fragmento de unión a antígeno del mismo, que 

comprende: 

(A) una región variable de cadena pesada (HC) que comprende las HC-CDR1, CDR2 

y HC-HC-CDR3, respectivamente, que comprende las secuencias de aminoácidos 

seleccionadas de las SEQ ID NOS: (i) 2, 3, y 4; (ii) 20, 21 y 22, (iii) 38, 39 y 40; (iv) 

56, 57 y 58; (v) 74, 75 y 76, y (vi) 92, 93 y 94; y 

 (B) una región variable de cadena ligera (LC) que comprende las LC-CDR1, CDR2 y 

LC-LC-CDR3, respectivamente, que comprende las secuencias de aminoácidos 

seleccionadas de las SEQ ID NOS: (i) 8, 9 y 10, (ii) 26, 27 y 28; (iii) 44, 45 y 46; (iv) 

62, 63 y 64; (v) 80, 81 y 82, y (vi) 98, 99 y 100. 

3. Un anticuerpo aislado, o un fragmento de unión a antígeno del mismo, que 

comprende: 

 una VH y VL que comprenden una primera y segunda secuencias de aminoácidos, 

respectivamente, seleccionadas entre las SEQ ID NOS: (i) 14 y 16, (ii) 32 y 34; (iii) 

50 y 52; (iv) 68 y 70; (v ) 86 y 88, y (vi) 104 y 106. 

4. Un anticuerpo aislado, o un fragmento de unión a antígeno del mismo, que 

comprende una secuencia de aminoácidos seleccionada de SEC ID NOS: 18, 36, 54, 72, 90, y 

108. 
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5. El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el anticuerpo 

comprende una región de marco de la región variable humana. 

6. El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el anticuerpo es 

totalmente humano. 

7. El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dicho anticuerpo 

se une específicamente a un péptido WT1 unido a HLA-A2. 

8. El anticuerpo de la reivindicación 7, en el que dicho péptido WT1 tiene la secuencia 

de aminoácidos RMFPNAPYL. 

9. El anticuerpo de la reivindicación 7, en el que dicho HLA-A2 es HLA-A0201. 

10. El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que el fragmento de 

unión a antígeno de dicho anticuerpo es un Fab, Fab ', F (ab') 2, Fv o un Fv de cadena sencilla 

(scFv). 

11. El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, conjugado con un agente 

terapéutico. 

12. El anticuerpo de la reivindicación 11, en el que dicho agente terapéutico es un 

fármaco, toxina, radioisótopo, proteína o péptido. 

13. Un ácido nucleico aislado que codifica un anticuerpo de cualquiera de las 

reivindicaciones 1 a 4. 

14. Un ácido nucleico aislado que comprende: 

(A) (i) Una primera, segunda y tercera secuencias de nucleótidos seleccionados del 

grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 5, 6 y 7; 23, 24 y 25; 41, 42 y 43; 58, 59 y 

60; 77, 78 y 79, y 95, 96 y 97; y 

 (ii) Las secuencias de nucleótidos cuarta, quinta y sexta seleccionados del grupo 

que consiste en las SEQ ID NOS: 11, 12 y 13; 29, 30 y 31; 47, 48 y 49; 65, 66 y 67; 

83, 84 y 85; y 101, 102 y 103; o 
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(B) Una primera y segunda secuencias de nucleótidos seleccionados del grupo que 

consiste de las SEQ ID NOS: 15 y 17; 33 y 35, 51 y 53; 69 y 71, 87 y 89 y 105 y 107; 

o 

(C) una secuencia de nucleótidos seleccionada del grupo que consiste de las SEQ ID 

NOS: 19, 37, 55, 73, 91 y 109. 

15. Un ácido nucleico aislado que comprende: 

(A) Una primera, segunda y tercera secuencias de nucleótidos seleccionados del grupo 

que consiste en las SEQ ID NOS: (i) 5, 6 y 7, (ii) 23, 24 y 25; (iii) 41, 42 y 43; (iv) 58, 

59 y 60; (v) 77, 78 y 79, y (vi) 95, 96 y 97; y 

 (B) Las secuencias de nucleótidos cuarta, quinta y sexta seleccionados del grupo que 

consiste en las SEQ ID NOS: (vii) 11, 12 y 13; (viii) 29, 30 y 31; (ix) 47, 48 y 49; (x) 

65, 66 y 67; (xi) 83, 84 y 85, y (xii) 101, 102 y 103. 

16. El ácido nucleico de la reivindicación 15, en el que dicha primera, segunda y tercera 

secuencias de nucleótidos que codifican las HC-CDR1, CDR2 y HC-HC-CDR3, 

respectivamente, de un anticuerpo y dichas secuencias de nucleótidos cuarta, quinta y sexta 

codifican las LC-CDR1, LC -LC-CDR2 y CDR3, respectivamente, de dicho anticuerpo. 

17. Un ácido nucleico aislado que comprende una primera y segunda secuencias de 

nucleótidos, respectivamente, seleccionadas del grupo que consiste en las SEQ ID NOS: (i) 

15 y 17, (ii) 33 y 35; (iii) 51 y 53; (iv) y 69 71; (v) 87 y 89 y (vi) 105 y 107. 

18. El ácido nucleico de la reivindicación 17, en el que dicha primera secuencia de 

nucleótidos que codifica una VH, y dicha segunda secuencia de nucleótidos que codifica una 

VL de un anticuerpo. 

19. Un ácido nucleico aislado, que comprende una secuencia de nucleótidos seleccionada 

del grupo que consiste de las SEQ ID NOS: 19, 37, 55, 73, 91 y 109. 

20. El ácido nucleico de la reivindicación 19, en el que dicho ácido nucleico codifica un 

scFv.  

21. Un vector que comprende un ácido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 

13 a 20. 
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22. Una célula que comprende un ácido nucleico de una cualquiera de las 

reivindicaciones 13 a 20. 

23. La célula de la reivindicación 22, en el que dicha célula expresa en su superficie un 

anticuerpo de las reivindicaciones 1 a 4. 

24. Un método para la detección de WT1 en una célula o tejido completo, comprendiendo 

dicho método: 

(A) poner en contacto una célula o tejido con un anticuerpo o un fragmento de unión a 

antígeno del mismo que se une específicamente a un WT1peptide que se une a HLA-

A2, en el que dicho anticuerpo comprende un marcador detectable; 

(B) determinar la cantidad de anticuerpo unido a dicha célula o tejido mediante la 

medición de la cantidad del marcador detectable asociado con dicha célula o tejido, en 

el que la cantidad de anticuerpo unido indica la unión de WT1 en dicha célula o 

tejido. 

25. El método de la reivindicación 24, en el que el anticuerpo se une específicamente a un 

péptido WT1 con la secuencia de aminoácidos RMFPNAPYL (SEC ID N º: 1), unido a HLA-

A2. 

26. El método de la reivindicación 25, en el que el péptido WT1 está unido a HLA-

A0201. 

27. El método de la reivindicación 24, en el que el anticuerpo es un anticuerpo aislado o 

un fragmento de unión a antígeno de los mismos que comprende uno de: 

(A) (i) una región variable de cadena pesada (HC) que comprende las HC-CDR1, 

CDR2 y HC-HC-CDR3, respectivamente, que comprende las secuencias de 

aminoácidos SEQ ID NOS: 2, 3, y 4, y una región variable de cadena ligera (LC) que 

comprende las LC- CDR1, CDR2 y LC-LC-CDR3, respectivamente, que comprende 

las secuencias de aminoácidos  SEQ ID NOS: 8, 9 y 10; 

   (ii) una región variable de cadena pesada (HC) que comprende las HC-CDR1, 

CDR2 y HC-HC-CDR3, respectivamente, que comprende las secuencias de 

aminoácidos SEQ ID NOS: 20, 21 y 22, y una región variable de cadena ligera (LC) 
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que comprende las LC- CDR1, CDR2 y LC-LC-CDR3, respectivamente, que 

comprende las secuencias de aminoácidos SEQ ID NOS: 26, 27 y 28; 

 (iii) una región variable de cadena pesada (HC) que comprende las HC-CDR1, 

CDR2 y HC-HC-CDR3, respectivamente, que comprende las secuencias de 

aminoácidos SEQ ID NOS: 38, 39 y 40y una región variable de cadena ligera (LC) 

que comprende las LC- CDR1, CDR2 y LC-LC-CDR3, respectivamente, que 

comprende las secuencias de aminoácidos seleccionadas de las SEQ ID NOS: 44, 45 y 

46;  

 (iv) una región variable de cadena pesada (HC) que comprende las HC-CDR1, 

CDR2 y HC-HC-CDR3, respectivamente, que comprende las secuencias de 

aminoácidos SEQ ID NOS: 56, 57 y 58, y una región variable de cadena ligera (LC) 

que comprende las LC- CDR1, CDR2 y LC-LC-CDR3, respectivamente, que 

comprende las secuencias de aminoácidos SEQ ID NOS: 62, 63 y 64;  

 (v) una región variable de cadena pesada (HC) que comprende las HC-CDR1, 

CDR2 y HC-HC-CDR3, respectivamente, que comprende las secuencias de 

aminoácidos SEQ ID NOS: 74, 75 y 76, y una región variable de cadena ligera (LC) 

que comprende las LC- CDR1, CDR2 y LC-LC-CDR3, respectivamente, que 

comprende las secuencias de aminoácidosSEQ ID NOS: 80, 81 y 82, o 

 (vi) una región variable de cadena pesada (HC) que comprende las HC-CDR1, 

CDR2 y HC-HC-CDR3, respectivamente, que comprende las secuencias de 

aminoácidos SEQ ID NOS: 92, 93 y 94, y una región variable de cadena ligera (LC) 

que comprende las LC- CDR1, CDR2 y LC-LC-CDR3, respectivamente, que 

comprende las secuencias de aminoácidos SEQ ID NOS: 98, 99 y 100; o 

(B) una VH y VL que comprende una primera y segunda secuencias de aminoácidos, 

respectivamente, seleccionadas de SEQ ID NOS: 14 y 16; 32 y 34, 50 y 52; 68 y 70, 

86 y 88, y 104 y 106; o 

(C) una secuencia de aminoácidos seleccionada de SEC ID NOS: 18, 36, 54, 72, 90, 

and108. 

28. Un kit que comprende un anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4. 
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29. El uso de un anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para el tratamiento 

de una enfermedad WT1positiva. 

30. Una composición farmacéutica que comprende un anticuerpo de cualquiera de las 

reivindicaciones 1 a 4 y un vehículo farmacéuticamente aceptable. 

31. Un método para el tratamiento de un sujeto que tiene una enfermedad WT1 positiva, 

que comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo o 

fragmento de unión a antígeno del mismo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4. 

32. El método de la reivindicación 31, en el que la enfermedad WT1 positiva es una 

leucemia crónica o leucemia aguda o cáncer WT1+. 

33. El método de la reivindicación 31, en el que la enfermedad WT1-positiva se 

selecciona entre el grupo que consiste en leucemia mielocítica crónica, mieloma múltiple 

(MM), leucemia linfoblástica aguda (LLA), leucemia mieloide/mielógena aguda (LMA), 

síndrome mielodisplásico ( MDS), mesotelioma, cáncer de ovario, cáncer gastrointestinal, 

cáncer de mama, cáncer de próstata y glioblastoma. 

34. El método de la reivindicación 34, en el que dicho anticuerpo es un conjugado que 

tiene un residuo citotóxico relacionado con la misma. 

35. Un método para el tratamiento de un sujeto que tiene una enfermedad WT1 positiva, 

que comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un ácido 

nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 13 a 20. 

36. El método de la reivindicación 35, en el que la enfermedad WT1 positiva es una 

leucemia crónica, leucemia aguda o cáncer WT+. 

37. El método de la reivindicación 35, en el que la enfermedad WT1-positiva se 

selecciona entre el grupo que consiste en leucemia mielocítica crónica, mieloma múltiple, la 

leucemia linfoblástica aguda (LLA), leucemia mieloide/mielógena aguda (LMA), síndrome 

mielodisplásico (MDS), mesotelioma, cáncer de ovario, cáncer gastrointestinal, cáncer de 

mama, cáncer de próstata y el glioblastoma. 

38. El uso de un ácido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 13 a 20 para el 

tratamiento de una enfermedad positiva WT1. 
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39. Una composición farmacéutica que comprende un ácido nucleico de cualquiera de las 

reivindicaciones 13 a 20. 

40. Un  método para matar a un célula WT1+, comprendiendo dicho método: 

Poner en contacto la célula con un anticuerpo o fragmento de unión a antígeno del 

mismo que se une específicamente a un péptido WT1 que está unido a HLA-A2. 

41. El método de la reivindicación 40, en el que dicho anticuerpo o fragmento de unión a 

antígeno del mismo tiene un residuo citotóxico relacionado con el mismo. 
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RESUMEN DE LA DIVULGACIÓN 

La presente invención proporciona proteínas de unión a antígeno que se unen 

específicamente a la proteína del tumor de Wilms (WT1), incluyendo anticuerpos 

humanizados, quiméricos y totalmente humanos contra WT1, fragmentos de anticuerpos, 

receptores de antígenos quiméricos (CARs), proteínas de fusión, y conjugados de los mismos. 

Las proteínas y los anticuerpos de unión a antígeno se unen a un péptido WT1 restringido por 

HLA-A0201-. Tales anticuerpos, fragmentos, proteínas de fusión y conjugados de los mismos 

son útiles para el tratamiento de cánceres asociados con la proteína WT1, incluyendo, por 

ejemplo, cáncer de mama, cáncer de ovario, cáncer de próstata, leucemia mielocítica crónica, 

mieloma múltiple, la leucemia linfoblástica aguda (LLA), leucemia mieloide aguda/Síndrome 

de la leucemia mielógena (AML) y mielodisplásico (MDS). En formas de realización más 

particulares, los anticuerpos anti- WT1/A pueden comprender una o más sustituciones de 

aminoácidos de la región marco diseñados para mejorar la estabilidad de la proteína, la unión 

de anticuerpos y/o los niveles de expresión. 

 







































































3314.013A-130926-Sequence Listing
                         SEQUENCE LISTING

<110>  Memorial Sloan-Kettering Cancer Center
       SCHEINBERG, David A.
       DAO, Tao
       LIU, Cheng
       YAN, Su
 
<120>  ANTIBODIES TO CYTOSOLIC PEPTIDES

<130>  3314.013AWO

<150>  61/470,635
<151>  2011-04-01

<150>  61/491,392
<151>  2011-05-31

<160>  238   

<170>  PatentIn version 3.5

<210>  1
<211>  9
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  1

Arg Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu 
1               5                   

<210>  2
<211>  10
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  2

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

<210>  3
<211>  17
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  3

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

Gly 
    

<210>  4
<211>  10
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens
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<400>  4

Arg Ile Pro Pro Tyr Tyr Gly Met Asp Val 
1               5                   10  

<210>  5
<211>  30
<212>  DNA
<213>  Homo sapiens

<400>  5
ggaggcacct tcagcagcta tgctatcagc                                        30

<210>  6
<211>  51
<212>  DNA
<213>  Homo sapiens

<400>  6
gggatcatcc ctatctttgg tacagcaaac tacgcacaga agttccaggg c                51

<210>  7
<211>  30
<212>  DNA
<213>  Homo sapiens

<400>  7
cggattcccc cgtactacgg tatggacgtc                                        30

<210>  8
<211>  13
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  8

Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ser Asn Tyr Val Tyr 
1               5                   10              

<210>  9
<211>  7
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  9

Arg Ser Asn Gln Arg Pro Ser 
1               5           

<210>  10
<211>  11
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  10
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Ala Ala Trp Asp Asp Ser Leu Asn Gly Val Val 
1               5                   10      

<210>  11
<211>  39
<212>  DNA
<213>  Homo sapiens

<400>  11
tctggaagca gctccaacat cggaagtaat tatgtatac                              39

<210>  12
<211>  21
<212>  DNA
<213>  Homo sapiens

<400>  12
aggagtaatc agcggccctc a                                                 21

<210>  13
<211>  33
<212>  DNA
<213>  Homo sapiens

<400>  13
gcagcatggg atgacagcct gaatggtgtg gta                                    33

<210>  14
<211>  119
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  14

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

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

Ala Ile Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met 
        35                  40                  45              

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

Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Glu Ser Thr Ser Thr Ala Tyr 
65                  70                  75                  80  

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

Ala Arg Arg Ile Pro Pro Tyr Tyr Gly Met Asp Val Trp Gly Gln Gly 

Página 3



3314.013A-130926-Sequence Listing
            100                 105                 110         

Thr Thr Val Thr Val Ser Ser 
        115                 

<210>  15
<211>  357
<212>  DNA
<213>  Homo sapiens

<400>  15
caggtgcagc tggtgcagtc tggggctgag gtgaagaagc ctgggtcctc ggtgaaggtc       60

tcctgcaagg cttctggagg caccttcagc agctatgcta tcagctgggt gcgacaggcc      120

cctggacaag ggcttgagtg gatgggaggg atcatcccta tctttggtac agcaaactac      180

gcacagaagt tccagggcag agtcacgatt accgcggacg aatccacgag cacagcctac      240

atggagctga gcagcctgag atctgaggac acggccgtgt attactgtgc gagacggatt      300

cccccgtact acggtatgga cgtctggggc caagggacca cggtcaccgt ctcctca         357

<210>  16
<211>  111
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  16

Gln Thr Val Val Thr Gln Pro Pro Ser Ala Ser Gly Thr Pro Gly Gln 
1               5                   10                  15      

Arg Val Thr Ile Ser Cys Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ser Asn 
            20                  25                  30          

Tyr Val Tyr Trp Tyr Gln Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu Leu 
        35                  40                  45              

Ile Tyr Arg Ser Asn Gln Arg Pro Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser 
    50                  55                  60                  

Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Ser Gly Pro Arg 
65                  70                  75                  80  

Ser Val Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Ala Trp Asp Asp Ser Leu 
                85                  90                  95      

Asn Gly Val Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly 
            100                 105                 110     

<210>  17
<211>  333
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<212>  DNA
<213>  Homo sapiens

<400>  17
cagactgtgg tgactcagcc accctcagcg tctgggaccc ccgggcagag ggtcaccatc       60

tcttgttctg gaagcagctc caacatcgga agtaattatg tatactggta ccaacagctc      120

ccaggaacgg cccccaaact cctcatctat aggagtaatc agcggccctc aggggtccct      180

gaccgattct ctggctccaa gtctggcacc tcagcctccc tggccatcag tgggccccgg      240

tccgtggatg aggctgatta ttactgtgca gcatgggatg acagcctgaa tggtgtggta      300

ttcggcggag ggaccaagct gaccgtccta ggt                                   333

<210>  18
<211>  250
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  18

Gln Thr Val Val Thr Gln Pro Pro Ser Ala Ser Gly Thr Pro Gly Gln 
1               5                   10                  15      

Arg Val Thr Ile Ser Cys Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ser Asn 
            20                  25                  30          

Tyr Val Tyr Trp Tyr Gln Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu Leu 
        35                  40                  45              

Ile Tyr Arg Ser Asn Gln Arg Pro Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser 
    50                  55                  60                  

Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Ser Gly Pro Arg 
65                  70                  75                  80  

Ser Val Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Ala Trp Asp Asp Ser Leu 
                85                  90                  95      

Asn Gly Val Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly Ser 
            100                 105                 110         

Arg Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Leu 
        115                 120                 125             

Glu Met Ala Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys 
    130                 135                 140                 

Pro Gly Ser Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Gly Thr Phe 
145                 150                 155                 160 
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Ser Ser Tyr Ala Ile Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu 
                165                 170                 175     

Glu Trp Met Gly Gly Ile Ile Pro Ile Phe Gly Thr Ala Asn Tyr Ala 
            180                 185                 190         

Gln Lys Phe Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Glu Ser Thr Ser 
        195                 200                 205             

Thr Ala Tyr Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val 
    210                 215                 220                 

Tyr Tyr Cys Ala Arg Arg Ile Pro Pro Tyr Tyr Gly Met Asp Val Trp 
225                 230                 235                 240 

Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser 
                245                 250 

<210>  19
<211>  750
<212>  DNA
<213>  Homo sapiens

<400>  19
cagactgtgg tgactcagcc accctcagcg tctgggaccc ccgggcagag ggtcaccatc       60

tcttgttctg gaagcagctc caacatcgga agtaattatg tatactggta ccaacagctc      120

ccaggaacgg cccccaaact cctcatctat aggagtaatc agcggccctc aggggtccct      180

gaccgattct ctggctccaa gtctggcacc tcagcctccc tggccatcag tgggccccgg      240

tccgtggatg aggctgatta ttactgtgca gcatgggatg acagcctgaa tggtgtggta      300

ttcggcggag ggaccaagct gaccgtccta ggttctagag gtggtggtgg tagcggcggc      360

ggcggctctg gtggtggatc cctcgagatg gcccaggtgc agctggtgca gtctggggct      420

gaggtgaaga agcctgggtc ctcggtgaag gtctcctgca aggcttctgg aggcaccttc      480

agcagctatg ctatcagctg ggtgcgacag gcccctggac aagggcttga gtggatggga      540

gggatcatcc ctatctttgg tacagcaaac tacgcacaga agttccaggg cagagtcacg      600

attaccgcgg acgaatccac gagcacagcc tacatggagc tgagcagcct gagatctgag      660

gacacggccg tgtattactg tgcgagacgg attcccccgt actacggtat ggacgtctgg      720

ggccaaggga ccacggtcac cgtctcctca                                       750

<210>  20
<211>  12
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens
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<400>  20

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

<210>  21
<211>  18
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  21

Arg Thr Tyr Tyr Gly Ser Lys Trp Tyr Asn Asp Tyr Ala Val Ser Val 
1               5                   10                  15      

Lys Ser 
        

<210>  22
<211>  9
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  22

Gly Arg Leu Gly Asp Ala Phe Asp Ile 
1               5                   

<210>  23
<211>  36
<212>  DNA
<213>  Homo sapiens

<400>  23
ggggacagtg tctctagcaa cagtgctgct tggaac                                 36

<210>  24
<211>  54
<212>  DNA
<213>  Homo sapiens

<400>  24
aggacatact acgggtccaa gtggtataat gattatgcag tatctgtgaa aagt             54

<210>  25
<211>  27
<212>  DNA
<213>  Homo sapiens

<400>  25
ggtcgcttag gggatgcttt tgatatc                                           27

<210>  26
<211>  11
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens
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<400>  26

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

<210>  27
<211>  7
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  27

Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser 
1               5           

<210>  28
<211>  9
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  28

Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro Leu Thr 
1               5                   

<210>  29
<211>  33
<212>  DNA
<213>  Homo sapiens

<400>  29
cgggcaagtc agagcattag cagctattta aat                                    33

<210>  30
<211>  21
<212>  DNA
<213>  Homo sapiens

<400>  30
gctgcatcca gtttgcaaag t                                                 21

<210>  31
<211>  27
<212>  DNA
<213>  Homo sapiens

<400>  31
caacagagtt acagtacccc tctcact                                           27

<210>  32
<211>  121
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  32
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Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gln 
1               5                   10                  15      

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Ile Ser Gly Asp Ser Val Ser Ser Asn 
            20                  25                  30          

Ser Ala Ala Trp Asn Trp Ile Arg Gln Ser Pro Ser Arg Gly Leu Glu 
        35                  40                  45              

Trp Leu Gly Arg Thr Tyr Tyr Gly Ser Lys Trp Tyr Asn Asp Tyr Ala 
    50                  55                  60                  

Val Ser Val Lys Ser Arg Ile Thr Ile Asn Pro Asp Thr Ser Lys Asn 
65                  70                  75                  80  

Gln Phe Ser Leu Gln Leu Asn Ser Val Thr Pro Glu Asp Thr Ala Val 
                85                  90                  95      

Tyr Tyr Cys Ala Arg Gly Arg Leu Gly Asp Ala Phe Asp Ile Trp Gly 
            100                 105                 110         

Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser 
        115                 120     

<210>  33
<211>  363
<212>  DNA
<213>  Homo sapiens

<400>  33
caggtacagc tgcagcagtc aggtccagga ctggtgaagc cctcgcagac cctctcactc       60

acctgtgcca tctccgggga cagtgtctct agcaacagtg ctgcttggaa ctggatcagg      120

cagtccccat cgagaggcct tgagtggctg ggaaggacat actacgggtc caagtggtat      180

aatgattatg cagtatctgt gaaaagtcga ataaccatca acccagacac atccaagaac      240

cagttctccc tgcagctgaa ctctgtgact cccgaggaca cggctgtgta ttactgtgca      300

agaggtcgct taggggatgc ttttgatatc tggggccaag ggacaatggt caccgtctct      360

tca                                                                    363

<210>  34
<211>  108
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  34

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly 
1               5                   10                  15      
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Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Tyr 
            20                  25                  30          

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

Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 
    50                  55                  60                  

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

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

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Asp Ile Lys Arg 
            100                 105             

<210>  35
<211>  324
<212>  DNA
<213>  Homo sapiens

<400>  35
gacatccaga tgacccagtc tccatcctcc ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc       60

atcacttgcc gggcaagtca gagcattagc agctatttaa attggtatca gcagaaacca      120

gggaaagccc ctaagctcct gatctatgct gcatccagtt tgcaaagtgg ggtcccatca      180

aggttcagtg gcagtggatc tgggacagat ttcactctca ccatcagcag tctgcaacct      240

gaagattttg caacttacta ctgtcaacag agttacagta cccctctcac tttcggcgga      300

gggaccaaag tggatatcaa acgt                                             324

<210>  36
<211>  250
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  36

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

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

Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile 
        35                  40                  45              
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Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 
    50                  55                  60                  

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

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

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Asp Ile Lys Arg Ser Arg Gly Gly 
            100                 105                 110         

Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Leu Glu Met 
        115                 120                 125             

Ala Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser 
    130                 135                 140                 

Gln Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Ile Ser Gly Asp Ser Val Ser Ser 
145                 150                 155                 160 

Asn Ser Ala Ala Trp Asn Trp Ile Arg Gln Ser Pro Ser Arg Gly Leu 
                165                 170                 175     

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

Ala Val Ser Val Lys Ser Arg Ile Thr Ile Asn Pro Asp Thr Ser Lys 
        195                 200                 205             

Asn Gln Phe Ser Leu Gln Leu Asn Ser Val Thr Pro Glu Asp Thr Ala 
    210                 215                 220                 

Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Gly Arg Leu Gly Asp Ala Phe Asp Ile Trp 
225                 230                 235                 240 

Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser 
                245                 250 

<210>  37
<211>  750
<212>  DNA
<213>  Homo sapiens

<400>  37
gacatccaga tgacccagtc tccatcctcc ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc       60

atcacttgcc gggcaagtca gagcattagc agctatttaa attggtatca gcagaaacca      120

gggaaagccc ctaagctcct gatctatgct gcatccagtt tgcaaagtgg ggtcccatca      180

Página 11



3314.013A-130926-Sequence Listing

aggttcagtg gcagtggatc tgggacagat ttcactctca ccatcagcag tctgcaacct      240

gaagattttg caacttacta ctgtcaacag agttacagta cccctctcac tttcggcgga      300

gggaccaaag tggatatcaa acgttctaga ggtggtggtg gtagcggcgg cggcggctct      360

ggtggtggtg gatccctcga gatggcccag gtacagctgc agcagtcagg tccaggactg      420

gtgaagccct cgcagaccct ctcactcacc tgtgccatct ccggggacag tgtctctagc      480

aacagtgctg cttggaactg gatcaggcag tccccatcga gaggccttga gtggctggga      540

aggacatact acgggtccaa gtggtataat gattatgcag tatctgtgaa aagtcgaata      600

accatcaacc cagacacatc caagaaccag ttctccctgc agctgaactc tgtgactccc      660

gaggacacgg ctgtgtatta ctgtgcaaga ggtcgcttag gggatgcttt tgatatctgg      720

ggccaaggga caatggtcac cgtctcttca                                       750

<210>  38
<211>  10
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  38

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

<210>  39
<211>  17
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  39

Arg Val Asp Pro Gly Tyr Ser Tyr Ser Thr Tyr Ser Pro Ser Phe Gln 
1               5                   10                  15      

Gly 
    

<210>  40
<211>  12
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  40

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

<210>  41
<211>  30
<212>  DNA
<213>  Homo sapiens
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<400>  41
ggatacagct tcaccaactt ctggatcagc                                        30

<210>  42
<211>  51
<212>  DNA
<213>  Homo sapiens

<400>  42
agggttgatc ctggctactc ttatagcacc tacagcccgt ccttccaagg c                51

<210>  43
<211>  36
<212>  DNA
<213>  Homo sapiens

<400>  43
gtacaatata gtggctacta tgactggttc gacccc                                 36

<210>  44
<211>  13
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  44

Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ser Asn Thr Val Asn 
1               5                   10              

<210>  45
<211>  7
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  45

Ser Asn Asn Gln Arg Pro Ser 
1               5           

<210>  46
<211>  11
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  46

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

<210>  47
<211>  39
<212>  DNA
<213>  Homo sapiens

<400>  47
tctggaagca gctccaacat cggaagtaat actgtaaac                              39
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<210>  48
<211>  21
<212>  DNA
<213>  Homo sapiens

<400>  48
agtaataatc agcggccctc a                                                 21

<210>  49
<211>  33
<212>  DNA
<213>  Homo sapiens

<400>  49
gcagcatggg atgacagcct gaatggttgg gtg                                    33

<210>  50
<211>  121
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  50

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

Ser Leu Arg Ile Ser Cys Lys Gly Ser Gly Tyr Ser Phe Thr Asn Phe 
            20                  25                  30          

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

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

Gln Gly His Val Thr Ile Ser Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr 
65                  70                  75                  80  

Leu Gln Trp Asn Ser Leu Lys Ala Ser Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys 
                85                  90                  95      

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

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 
        115                 120     

<210>  51
<211>  363
<212>  DNA
<213>  Homo sapiens
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<400>  51
cagatgcagc tggtgcagtc cggagcagag gtgaaagagc ccggggagtc tctgaggatc       60

tcctgtaagg gttctggata cagcttcacc aacttctgga tcagctgggt gcgccagatg      120

cccgggaaag gcctggagtg gatggggagg gttgatcctg gctactctta tagcacctac      180

agcccgtcct tccaaggcca cgtcaccatc tcagctgaca agtctaccag cactgcctac      240

ctgcagtgga acagcctgaa ggcctcggac accgccatgt attactgtgc gagagtacaa      300

tatagtggct actatgactg gttcgacccc tggggccagg gaaccctggt caccgtctcc      360

tca                                                                    363

<210>  52
<211>  111
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  52

Gln Ala Val Val Thr Gln Pro Pro Ser Ala Ser Gly Thr Pro Gly Gln 
1               5                   10                  15      

Arg Val Thr Ile Ser Cys Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ser Asn 
            20                  25                  30          

Thr Val Asn Trp Tyr Gln Gln Val Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu Leu 
        35                  40                  45              

Ile Tyr Ser Asn Asn Gln Arg Pro Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser 
    50                  55                  60                  

Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Ser Gly Leu Gln 
65                  70                  75                  80  

Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Ala Trp Asp Asp Ser Leu 
                85                  90                  95      

Asn Gly Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly 
            100                 105                 110     

<210>  53
<211>  333
<212>  DNA
<213>  Homo sapiens

<400>  53
caggctgtgg tgactcagcc accctcagcg tctgggaccc ccgggcagag ggtcaccatc       60

tcttgttctg gaagcagctc caacatcgga agtaatactg taaactggta ccagcaggtc      120

ccaggaacgg cccccaaact cctcatctat agtaataatc agcggccctc aggggtccct      180
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gaccgattct ctggctccaa gtctggcacc tcagcctccc tggccatcag tgggctccag      240

tctgaggatg aggctgatta ttactgtgca gcatgggatg acagcctgaa tggttgggtg      300

ttcggcggag ggaccaagct gaccgtccta ggt                                   333

<210>  54
<211>  253
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  54

Gln Ala Val Val Thr Gln Pro Pro Ser Ala Ser Gly Thr Pro Gly Gln 
1               5                   10                  15      

Arg Val Thr Ile Ser Cys Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ser Asn 
            20                  25                  30          

Thr Val Asn Trp Tyr Gln Gln Val Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu Leu 
        35                  40                  45              

Ile Tyr Ser Asn Asn Gln Arg Pro Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser 
    50                  55                  60                  

Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Ser Gly Leu Gln 
65                  70                  75                  80  

Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Ala Trp Asp Asp Ser Leu 
                85                  90                  95      

Asn Gly Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly Ser 
            100                 105                 110         

Arg Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser 
        115                 120                 125             

Leu Glu Met Ala Gln Met Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys 
    130                 135                 140                 

Glu Pro Gly Glu Ser Leu Arg Ile Ser Cys Lys Gly Ser Gly Tyr Ser 
145                 150                 155                 160 

Phe Thr Asn Phe Trp Ile Ser Trp Val Arg Gln Met Pro Gly Lys Gly 
                165                 170                 175     

Leu Glu Trp Met Gly Arg Val Asp Pro Gly Tyr Ser Tyr Ser Thr Tyr 
            180                 185                 190         
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Ser Pro Ser Phe Gln Gly His Val Thr Ile Ser Ala Asp Lys Ser Thr 
        195                 200                 205             

Ser Thr Ala Tyr Leu Gln Trp Asn Ser Leu Lys Ala Ser Asp Thr Ala 
    210                 215                 220                 

Met Tyr Tyr Cys Ala Arg Val Gln Tyr Ser Gly Tyr Tyr Asp Trp Phe 
225                 230                 235                 240 

Asp Pro Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 
                245                 250             

<210>  55
<211>  759
<212>  DNA
<213>  Homo sapiens

<400>  55
caggctgtgg tgactcagcc accctcagcg tctgggaccc ccgggcagag ggtcaccatc       60

tcttgttctg gaagcagctc caacatcgga agtaatactg taaactggta ccagcaggtc      120

ccaggaacgg cccccaaact cctcatctat agtaataatc agcggccctc aggggtccct      180

gaccgattct ctggctccaa gtctggcacc tcagcctccc tggccatcag tgggctccag      240

tctgaggatg aggctgatta ttactgtgca gcatgggatg acagcctgaa tggttgggtg      300

ttcggcggag ggaccaagct gaccgtccta ggttctagag gtggtggtgg tagcggcggc      360

ggcggctctg gtggtggtgg atccctcgag atggcccaga tgcagctggt gcagtccgga      420

gcagaggtga aagagcccgg ggagtctctg aggatctcct gtaagggttc tggatacagc      480

ttcaccaact tctggatcag ctgggtgcgc cagatgcccg ggaaaggcct ggagtggatg      540

gggagggttg atcctggcta ctcttatagc acctacagcc cgtccttcca aggccacgtc      600

accatctcag ctgacaagtc taccagcact gcctacctgc agtggaacag cctgaaggcc      660

tcggacaccg ccatgtatta ctgtgcgaga gtacaatata gtggctacta tgactggttc      720

gacccctggg gccagggaac cctggtcacc gtctcctca                             759

<210>  56
<211>  10
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  56

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

<210>  57
<211>  17
<212>  PRT
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<213>  Homo sapiens

<400>  57

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

Gly 
    

<210>  58
<211>  9
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  58

His Thr Ala Leu Ala Gly Phe Asp Tyr 
1               5                   

<210>  59
<211>  30
<212>  DNA
<213>  Homo sapiens

<400>  59
ggctacaact ttagcaacaa gtggatcggc                                        30

<210>  60
<211>  51
<212>  DNA
<213>  Homo sapiens

<400>  60
atcatctatc ccggttactc ggacatcacc tacagcccgt ccttccaagg c                51

<210>  61
<211>  27
<212>  DNA
<213>  Homo sapiens

<400>  61
cacacagctt tggccggctt tgactac                                           27

<210>  62
<211>  11
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  62

Arg Ala Ser Gln Asn Ile Asn Lys Trp Leu Ala 
1               5                   10      

<210>  63
<211>  7
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<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  63

Lys Ala Ser Ser Leu Glu Ser 
1               5           

<210>  64
<211>  8
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  64

Gln Gln Tyr Asn Ser Tyr Ala Thr 
1               5               

<210>  65
<211>  33
<212>  DNA
<213>  Homo sapiens

<400>  65
cgggccagtc agaatatcaa taagtggctg gcc                                    33

<210>  66
<211>  21
<212>  DNA
<213>  Homo sapiens

<400>  66
aaggcgtcta gtttagaaag t                                                 21

<210>  67
<211>  24
<212>  DNA
<213>  Homo sapiens

<400>  67
caacaatata atagttatgc gacg                                              24

<210>  68
<211>  118
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  68

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

Ser Leu Lys Ile Ser Cys Lys Gly Ser Gly Tyr Asn Phe Ser Asn Lys 
            20                  25                  30          

Trp Ile Gly Trp Val Arg Gln Leu Pro Gly Arg Gly Leu Glu Trp Ile 
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        35                  40                  45              

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

Gln Gly Arg Val Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Ile Asn Thr Ala Tyr 
65                  70                  75                  80  

Leu His Trp His Ser Leu Lys Ala Ser Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys 
                85                  90                  95      

Val Arg His Thr Ala Leu Ala Gly Phe Asp Tyr Trp Gly Leu Gly Thr 
            100                 105                 110         

Leu Val Thr Val Ser Ser 
        115             

<210>  69
<211>  354
<212>  DNA
<213>  Homo sapiens

<400>  69
caggtgcagc tggtgcagtc tggagcagag gtgaaaaagc ccggagagtc tctgaagatc       60

tcctgtaagg gttctggcta caactttagc aacaagtgga tcggctgggt gcgccaattg      120

cccgggagag gcctggagtg gatagcaatc atctatcccg gttactcgga catcacctac      180

agcccgtcct tccaaggccg cgtcaccatc tccgccgaca cgtccattaa caccgcctac      240

ctgcactggc acagcctgaa ggcctcggac accgccatgt attattgtgt gcgacacaca      300

gctttggccg gctttgacta ctggggcctg ggcaccctgg tcaccgtctc ctca            354

<210>  70
<211>  107
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  70

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

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

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

Tyr Lys Ala Ser Ser Leu Glu Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 
    50                  55                  60                  
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Ser Gly Ser Gly Thr Glu Tyr Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro 
65                  70                  75                  80  

Asp Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Asn Ser Tyr Ala Thr 
                85                  90                  95      

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

<210>  71
<211>  321
<212>  DNA
<213>  Homo sapiens

<400>  71
gacatccaga tgacccagtc tccttccacc ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcaca       60

atcacttgcc gggccagtca gaatatcaat aagtggctgg cctggtatca gcagagacca      120

gggaaagccc ctcagctcct gatctataag gcgtctagtt tagaaagtgg ggtcccatct      180

aggttcagcg gcagtggatc tgggacagaa tacactctca ccatcagcag cctgcagcct      240

gatgattttg caacttatta ctgccaacaa tataatagtt atgcgacgtt cggccaaggg      300

accaaggtgg aaatcaaacg t                                                321

<210>  72
<211>  246
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  72

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

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

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

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

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

Asp Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Asn Ser Tyr Ala Thr 
                85                  90                  95      
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Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Ser Arg Gly Gly Gly 
            100                 105                 110         

Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Leu Glu Met Ala 
        115                 120                 125             

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Glu 
    130                 135                 140                 

Ser Leu Lys Ile Ser Cys Lys Gly Ser Gly Tyr Asn Phe Ser Asn Lys 
145                 150                 155                 160 

Trp Ile Gly Trp Val Arg Gln Leu Pro Gly Arg Gly Leu Glu Trp Ile 
                165                 170                 175     

Ala Ile Ile Tyr Pro Gly Tyr Ser Asp Ile Thr Tyr Ser Pro Ser Phe 
            180                 185                 190         

Gln Gly Arg Val Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Ile Asn Thr Ala Tyr 
        195                 200                 205             

Leu His Trp His Ser Leu Lys Ala Ser Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys 
    210                 215                 220                 

Val Arg His Thr Ala Leu Ala Gly Phe Asp Tyr Trp Gly Leu Gly Thr 
225                 230                 235                 240 

Leu Val Thr Val Ser Ser 
                245     

<210>  73
<211>  738
<212>  DNA
<213>  Homo sapiens

<400>  73
gacatccaga tgacccagtc tccttccacc ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcaca       60

atcacttgcc gggccagtca gaatatcaat aagtggctgg cctggtatca gcagagacca      120

gggaaagccc ctcagctcct gatctataag gcgtctagtt tagaaagtgg ggtcccatct      180

aggttcagcg gcagtggatc tgggacagaa tacactctca ccatcagcag cctgcagcct      240

gatgattttg caacttatta ctgccaacaa tataatagtt atgcgacgtt cggccaaggg      300

accaaggtgg aaatcaaacg ttctagaggt ggtggtggta gcggcggcgg cggctctggt      360

ggtggtggat ccctcgagat ggcccaggtg cagctggtgc agtctggagc agaggtgaaa      420

aagcccggag agtctctgaa gatctcctgt aagggttctg gctacaactt tagcaacaag      480
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tggatcggct gggtgcgcca attgcccggg agaggcctgg agtggatagc aatcatctat      540

cccggttact cggacatcac ctacagcccg tccttccaag gccgcgtcac catctccgcc      600

gacacgtcca ttaacaccgc ctacctgcac tggcacagcc tgaaggcctc ggacaccgcc      660

atgtattatt gtgtgcgaca cacagctttg gccggctttg actactgggg cctgggcacc      720

ctggtcaccg tctcctca                                                    738

<210>  74
<211>  10
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  74

Gly Phe Thr Phe Asp Asp Tyr Gly Met Ser 
1               5                   10  

<210>  75
<211>  17
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  75

Gly Ile Asn Trp Asn Gly Gly Ser Thr Gly Tyr Ala Asp Ser Val Arg 
1               5                   10                  15      

Gly 
    

<210>  76
<211>  12
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  76

Glu Arg Gly Tyr Gly Tyr His Asp Pro His Asp Tyr 
1               5                   10          

<210>  77
<211>  30
<212>  DNA
<213>  Homo sapiens

<400>  77
gggttcacct ttgatgatta tggcatgagc                                        30

<210>  78
<211>  51
<212>  DNA
<213>  Homo sapiens

<400>  78
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ggtattaatt ggaatggtgg tagcacaggt tatgcagact ctgtgagggg c                51

<210>  79
<211>  36
<212>  DNA
<213>  Homo sapiens

<400>  79
gagcgtggct acgggtacca tgatccccat gactac                                 36

<210>  80
<211>  11
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  80

Gly Arg Asn Asn Ile Gly Ser Lys Ser Val His 
1               5                   10      

<210>  81
<211>  7
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  81

Asp Asp Ser Asp Arg Pro Ser 
1               5           

<210>  82
<211>  11
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  82

Gln Val Trp Asp Ser Ser Ser Asp His Val Val 
1               5                   10      

<210>  83
<211>  33
<212>  DNA
<213>  Homo sapiens

<400>  83
gggagaaaca acattggaag taaaagtgtg cac                                    33

<210>  84
<211>  21
<212>  DNA
<213>  Homo sapiens

<400>  84
gatgatagcg accggccctc a                                                 21

Página 24



3314.013A-130926-Sequence Listing
<210>  85
<211>  33
<212>  DNA
<213>  Homo sapiens

<400>  85
caggtgtggg atagtagtag tgatcatgtg gta                                    33

<210>  86
<211>  121
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  86

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

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Asp Asp Tyr 
            20                  25                  30          

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

Ser Gly Ile Asn Trp Asn Gly Gly Ser Thr Gly Tyr Ala Asp Ser Val 
    50                  55                  60                  

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

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

Ala Arg Glu Arg Gly Tyr Gly Tyr His Asp Pro His Asp Tyr Trp Gly 
            100                 105                 110         

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 
        115                 120     

<210>  87
<211>  363
<212>  DNA
<213>  Homo sapiens

<400>  87
gaagtgcagc tggtgcagtc tgggggaggt gtggtacggc ctggggggtc cctgagactc       60

tcctgtgcag cctctgggtt cacctttgat gattatggca tgagctgggt ccgccaagct      120

ccagggaagg ggctggagtg ggtctctggt attaattgga atggtggtag cacaggttat      180

gcagactctg tgaggggccg attcaccatc tccagagaca acgccaagaa ctccctgtat      240

ctgcaaatga acagtctgag agccgaggac acggccttgt attactgtgc gagagagcgt      300
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ggctacgggt accatgatcc ccatgactac tggggccaag gcaccctggt gaccgtctcc      360

tca                                                                    363

<210>  88
<211>  109
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  88

Gln Ser Val Val Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Val Ala Pro Gly Lys 
1               5                   10                  15      

Thr Ala Arg Ile Thr Cys Gly Arg Asn Asn Ile Gly Ser Lys Ser Val 
            20                  25                  30          

His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Val Leu Val Val Tyr 
        35                  40                  45              

Asp Asp Ser Asp Arg Pro Ser Gly Ile Pro Glu Arg Phe Ser Gly Ser 
    50                  55                  60                  

Asn Ser Gly Asn Thr Ala Thr Leu Thr Ile Ser Arg Val Glu Ala Gly 
65                  70                  75                  80  

Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Val Trp Asp Ser Ser Ser Asp His 
                85                  90                  95      

Val Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly 
            100                 105                 

<210>  89
<211>  327
<212>  DNA
<213>  Homo sapiens

<400>  89
cagtctgtcg tgacgcagcc gccctcggtg tcagtggccc caggaaagac ggccaggatt       60

acctgtggga gaaacaacat tggaagtaaa agtgtgcact ggtaccagca gaagccaggc      120

caggcccctg tgctggtcgt ctatgatgat agcgaccggc cctcagggat ccctgagcga      180

ttctctggct ccaactctgg gaacacggcc accctgacca tcagcagggt cgaagccggg      240

gatgaggccg actattactg tcaggtgtgg gatagtagta gtgatcatgt ggtattcggc      300

ggagggacca agctgaccgt cctaggt                                          327

<210>  90
<211>  249
<212>  PRT
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<213>  Homo sapiens

<400>  90

Gln Ser Val Val Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Val Ala Pro Gly Lys 
1               5                   10                  15      

Thr Ala Arg Ile Thr Cys Gly Arg Asn Asn Ile Gly Ser Lys Ser Val 
            20                  25                  30          

His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Val Leu Val Val Tyr 
        35                  40                  45              

Asp Asp Ser Asp Arg Pro Ser Gly Ile Pro Glu Arg Phe Ser Gly Ser 
    50                  55                  60                  

Asn Ser Gly Asn Thr Ala Thr Leu Thr Ile Ser Arg Val Glu Ala Gly 
65                  70                  75                  80  

Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Val Trp Asp Ser Ser Ser Asp His 
                85                  90                  95      

Val Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly Ser Arg Gly 
            100                 105                 110         

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Ser Leu Glu Met Ala 
        115                 120                 125             

Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Gly Gly Val Val Arg Pro Gly Gly 
    130                 135                 140                 

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Asp Asp Tyr 
145                 150                 155                 160 

Gly Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val 
                165                 170                 175     

Ser Gly Ile Asn Trp Asn Gly Gly Ser Thr Gly Tyr Ala Asp Ser Val 
            180                 185                 190         

Arg Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr 
        195                 200                 205             

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr Cys 
    210                 215                 220                 

Ala Arg Glu Arg Gly Tyr Gly Tyr His Asp Pro His Asp Tyr Trp Gly 
225                 230                 235                 240 
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Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 
                245                 

<210>  91
<211>  747
<212>  DNA
<213>  Homo sapiens

<400>  91
cagtctgtcg tgacgcagcc gccctcggtg tcagtggccc caggaaagac ggccaggatt       60

acctgtggga gaaacaacat tggaagtaaa agtgtgcact ggtaccagca gaagccaggc      120

caggcccctg tgctggtcgt ctatgatgat agcgaccggc cctcagggat ccctgagcga      180

ttctctggct ccaactctgg gaacacggcc accctgacca tcagcagggt cgaagccggg      240

gatgaggccg actattactg tcaggtgtgg gatagtagta gtgatcatgt ggtattcggc      300

ggagggacca agctgaccgt cctaggttct agaggtggtg gtggtagcgg cggcggcggc      360

tctggtggat ccctcgagat ggccgaagtg cagctggtgc agtctggggg aggtgtggta      420

cggcctgggg ggtccctgag actctcctgt gcagcctctg ggttcacctt tgatgattat      480

ggcatgagct gggtccgcca agctccaggg aaggggctgg agtgggtctc tggtattaat      540

tggaatggtg gtagcacagg ttatgcagac tctgtgaggg gccgattcac catctccaga      600

gacaacgcca agaactccct gtatctgcaa atgaacagtc tgagagccga ggacacggcc      660

ttgtattact gtgcgagaga gcgtggctac gggtaccatg atccccatga ctactggggc      720

caaggcaccc tggtgaccgt ctcctca                                          747

<210>  92
<211>  10
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  92

Gly Phe Ser Val Ser Gly Thr Tyr Met Gly 
1               5                   10  

<210>  93
<211>  16
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  93

Leu Leu Tyr Ser Gly Gly Gly Thr Tyr His Pro Ala Ser Leu Gln Gly 
1               5                   10                  15      

<210>  94
<211>  10
<212>  PRT
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<213>  Homo sapiens

<400>  94

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

<210>  95
<211>  30
<212>  DNA
<213>  Homo sapiens

<400>  95
gggttctccg tcagtggcac ctacatgggc                                        30

<210>  96
<211>  48
<212>  DNA
<213>  Homo sapiens

<400>  96
cttctttata gtggtggcgg cacataccac ccagcgtccc tgcagggc                    48

<210>  97
<211>  30
<212>  DNA
<213>  Homo sapiens

<400>  97
ggaggggcag gaggtggcca ctttgactcc                                        30

<210>  98
<211>  14
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  98

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

<210>  99
<211>  7
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  99

Gly Asn Ser Asn Arg Pro Ser 
1               5           

<210>  100
<211>  11
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  100
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Ala Ala Trp Asp Asp Ser Leu Asn Gly Tyr Val 
1               5                   10      

<210>  101
<211>  42
<212>  DNA
<213>  Homo sapiens

<400>  101
actgggagca gctccaacat cggggcaggt tatgatgtac ac                          42

<210>  102
<211>  21
<212>  DNA
<213>  Homo sapiens

<400>  102
ggtaacagca atcggccctc a                                                 21

<210>  103
<211>  33
<212>  DNA
<213>  Homo sapiens

<400>  103
gcagcatggg atgacagcct gaatggttat gtc                                    33

<210>  104
<211>  118
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  104

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

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

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

Ala Leu Leu Tyr Ser Gly Gly Gly Thr Tyr His Pro Ala Ser Leu Gln 
    50                  55                  60                  

Gly Arg Phe Ile Val Ser Arg Asp Ser Ser Lys Asn Met Val Tyr Leu 
65                  70                  75                  80  

Gln Met Asn Ser Leu Lys Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala 
                85                  90                  95      
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Lys Gly Gly Ala Gly Gly Gly His Phe Asp Ser Trp Gly Gln Gly Thr 
            100                 105                 110         

Leu Val Thr Val Ser Ser 
        115             

<210>  105
<211>  354
<212>  DNA
<213>  Homo sapiens

<400>  105
gaggtgcagc tggtggagac cggaggaggc ttgctccagc cgggggggtc cctcagactc       60

tcctgtgcag cctctgggtt ctccgtcagt ggcacctaca tgggctgggt ccgccaggct      120

ccagggaagg gactggagtg ggtcgcactt ctttatagtg gtggcggcac ataccaccca      180

gcgtccctgc agggccgatt catcgtctcc agagacagct ccaagaatat ggtctatctt      240

caaatgaata gcctgaaagc cgaggacacg gccgtctatt actgtgcgaa aggaggggca      300

ggaggtggcc actttgactc ctggggccaa ggcaccctgg tgaccgtctc ctca            354

<210>  106
<211>  112
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  106

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

Arg Val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ala Gly 
            20                  25                  30          

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

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

Ser Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Ser Gly Leu 
65                  70                  75                  80  

Gln Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Ala Trp Asp Asp Ser 
                85                  90                  95      

Leu Asn Gly Tyr Val Phe Gly Thr Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly 
            100                 105                 110         

<210>  107
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<211>  336
<212>  DNA
<213>  Homo sapiens

<400>  107
cagtctgtgt tgacgcagcc gccctcagtg tctggggccc cagggcagag ggtcaccatc       60

tcctgcactg ggagcagctc caacatcggg gcaggttatg atgtacactg gtaccagcag      120

cttccaggaa cagcccccaa actcctcatc tatggtaaca gcaatcggcc ctcaggggtc      180

cctgaccgat tctctggctc caagtctggc acctcagcct ccctggccat cagtgggctc      240

cagtctgagg atgaggctga ttattactgt gcagcatggg atgacagcct gaatggttat      300

gtcttcggaa ctgggaccaa gctgaccgtc ctaggt                                336

<210>  108
<211>  251
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  108

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

Arg Val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ala Gly 
            20                  25                  30          

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

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

Ser Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Ser Gly Leu 
65                  70                  75                  80  

Gln Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Ala Trp Asp Asp Ser 
                85                  90                  95      

Leu Asn Gly Tyr Val Phe Gly Thr Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly 
            100                 105                 110         

Ser Arg Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly 
        115                 120                 125             

Ser Leu Glu Met Ala Glu Val Gln Leu Val Glu Thr Gly Gly Gly Leu 
    130                 135                 140                 

Leu Gln Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe 
145                 150                 155                 160 
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Ser Val Ser Gly Thr Tyr Met Gly Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys 
                165                 170                 175     

Gly Leu Glu Trp Val Ala Leu Leu Tyr Ser Gly Gly Gly Thr Tyr His 
            180                 185                 190         

Pro Ala Ser Leu Gln Gly Arg Phe Ile Val Ser Arg Asp Ser Ser Lys 
        195                 200                 205             

Asn Met Val Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Ala Glu Asp Thr Ala 
    210                 215                 220                 

Val Tyr Tyr Cys Ala Lys Gly Gly Ala Gly Gly Gly His Phe Asp Ser 
225                 230                 235                 240 

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 
                245                 250     

<210>  109
<211>  753
<212>  DNA
<213>  Homo sapiens

<400>  109
cagtctgtgt tgacgcagcc gccctcagtg tctggggccc cagggcagag ggtcaccatc       60

tcctgcactg ggagcagctc caacatcggg gcaggttatg atgtacactg gtaccagcag      120

cttccaggaa cagcccccaa actcctcatc tatggtaaca gcaatcggcc ctcaggggtc      180

cctgaccgat tctctggctc caagtctggc acctcagcct ccctggccat cagtgggctc      240

cagtctgagg atgaggctga ttattactgt gcagcatggg atgacagcct gaatggttat      300

gtcttcggaa ctgggaccaa gctgaccgtc ctaggttcta gaggtggtgg tggtagcggc      360

ggcggcggct ctggtggtgg tggatccctc gagatggccg aggtgcagct ggtggagacc      420

ggaggaggct tgctccagcc gggggggtcc ctcagactct cctgtgcagc ctctgggttc      480

tccgtcagtg gcacctacat gggctgggtc cgccaggctc cagggaaggg actggagtgg      540

gtcgcacttc tttatagtgg tggcggcaca taccacccag cgtccctgca gggccgattc      600

atcgtctcca gagacagctc caagaatatg gtctatcttc aaatgaatag cctgaaagcc      660

gaggacacgg ccgtctatta ctgtgcgaaa ggaggggcag gaggtggcca ctttgactcc      720

tggggccaag gcaccctggt gaccgtctcc tca                                   753

<210>  110
<211>  9
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens
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<400>  110

Ala Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu 
1               5                   

<210>  111
<211>  9
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  111

Arg Met Ala Pro Asn Ala Pro Tyr Leu 
1               5                   

<210>  112
<211>  9
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  112

Arg Met Phe Ala Asn Ala Pro Tyr Leu 
1               5                   

<210>  113
<211>  9
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  113

Arg Met Phe Pro Ala Ala Pro Tyr Leu 
1               5                   

<210>  114
<211>  9
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  114

Arg Met Phe Pro Asn Ala Ala Tyr Leu 
1               5                   

<210>  115
<211>  9
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  115

Arg Met Phe Pro Asn Ala Pro Ala Leu 
1               5                   

<210>  116
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<211>  9
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  116

Ile Leu Ser Leu Glu Leu Met Lys Leu 
1               5                   

<210>  117
<211>  9
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  117

Gln Leu Gln Asn Pro Ser Tyr Asp Lys 
1               5                   

<210>  118
<211>  449
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  118

Met Gly Ser Asp Val Arg Asp Leu Asn Ala Leu Leu Pro Ala Val Pro 
1               5                   10                  15      

Ser Leu Gly Gly Gly Gly Gly Cys Ala Leu Pro Val Ser Gly Ala Ala 
            20                  25                  30          

Gln Trp Ala Pro Val Leu Asp Phe Ala Pro Pro Gly Ala Ser Ala Tyr 
        35                  40                  45              

Gly Ser Leu Gly Gly Pro Ala Pro Pro Pro Ala Pro Pro Pro Pro Pro 
    50                  55                  60                  

Pro Pro Pro Pro His Ser Phe Ile Lys Gln Glu Pro Ser Trp Gly Gly 
65                  70                  75                  80  

Ala Glu Pro His Glu Glu Gln Cys Leu Ser Ala Phe Thr Val His Phe 
                85                  90                  95      

Ser Gly Gln Phe Thr Gly Thr Ala Gly Ala Cys Arg Tyr Gly Pro Phe 
            100                 105                 110         

Gly Pro Pro Pro Pro Ser Gln Ala Ser Ser Gly Gln Ala Arg Met Phe 
        115                 120                 125             

Pro Asn Ala Pro Tyr Leu Pro Ser Cys Leu Glu Ser Gln Pro Ala Ile 
    130                 135                 140                 
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Arg Asn Gln Gly Tyr Ser Thr Val Thr Phe Asp Gly Thr Pro Ser Tyr 
145                 150                 155                 160 

Gly His Thr Pro Ser His His Ala Ala Gln Phe Pro Asn His Ser Phe 
                165                 170                 175     

Lys His Glu Asp Pro Met Gly Gln Gln Gly Ser Leu Gly Glu Gln Gln 
            180                 185                 190         

Tyr Ser Val Pro Pro Pro Val Tyr Gly Cys His Thr Pro Thr Asp Ser 
        195                 200                 205             

Cys Thr Gly Ser Gln Ala Leu Leu Leu Arg Thr Pro Tyr Ser Ser Asp 
    210                 215                 220                 

Asn Leu Tyr Gln Met Thr Ser Gln Leu Glu Cys Met Thr Trp Asn Gln 
225                 230                 235                 240 

Met Asn Leu Gly Ala Thr Leu Lys Gly Val Ala Ala Gly Ser Ser Ser 
                245                 250                 255     

Ser Val Lys Trp Thr Glu Gly Gln Ser Asn His Ser Thr Gly Tyr Glu 
            260                 265                 270         

Ser Asp Asn His Thr Thr Pro Ile Leu Cys Gly Ala Gln Tyr Arg Ile 
        275                 280                 285             

His Thr His Gly Val Phe Arg Gly Ile Gln Asp Val Arg Arg Val Pro 
    290                 295                 300                 

Gly Val Ala Pro Thr Leu Val Arg Ser Ala Ser Glu Thr Ser Glu Lys 
305                 310                 315                 320 

Arg Pro Phe Met Cys Ala Tyr Pro Gly Cys Asn Lys Arg Tyr Phe Lys 
                325                 330                 335     

Leu Ser His Leu Gln Met His Ser Arg Lys His Thr Gly Glu Lys Pro 
            340                 345                 350         

Tyr Gln Cys Asp Phe Lys Asp Cys Glu Arg Arg Phe Ser Arg Ser Asp 
        355                 360                 365             

Gln Leu Lys Arg His Gln Arg Arg His Thr Gly Val Lys Pro Phe Gln 
    370                 375                 380                 

Cys Lys Thr Cys Gln Arg Lys Phe Ser Arg Ser Asp His Leu Lys Thr 
385                 390                 395                 400 
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His Thr Arg Thr His Thr Gly Lys Thr Ser Glu Lys Pro Phe Ser Cys 
                405                 410                 415     

Arg Trp Pro Ser Cys Gln Lys Lys Phe Ala Arg Ser Asp Glu Leu Val 
            420                 425                 430         

Arg His His Asn Met His Gln Arg Asn Met Thr Lys Leu Gln Leu Ala 
        435                 440                 445             

Leu 
    

<210>  119
<211>  7
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  119

Ser Asn Ala Val Ala Trp Asn 
1               5           

<210>  120
<211>  13
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  120

Arg Thr Tyr Arg Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Leu Ser Val 
1               5                   10              

<210>  121
<211>  8
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  121

Gly Ser Asn Ser Ala Phe Asp Phe 
1               5               

<210>  122
<211>  7
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  122

Ser Asn Ser Ala Ala Trp Asn 
1               5           

<210>  123
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<211>  16
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  123

Arg Thr Tyr Tyr Gly Ser Lys Trp Tyr Asn Asp Tyr Ala Val Ser Val 
1               5                   10                  15      

<210>  124
<211>  9
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  124

Gly Arg Leu Gly Asp Ala Phe Asp Ile 
1               5                   

<210>  125
<211>  7
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  125

Ser Asp Gly Ala Ala Trp Asn 
1               5           

<210>  126
<211>  16
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  126

Arg Thr Tyr Tyr Arg Ser Lys Trp Tyr Asn Asp Tyr Ala Val Ser Val 
1               5                   10                  15      

<210>  127
<211>  9
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  127

Gly Asp Tyr Tyr Tyr Gly Met Asp Val 
1               5                   

<210>  128
<211>  7
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  128

Ser Asn Ala Ala Ala Trp Asn 
1               5           
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<210>  129
<211>  16
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  129

Arg Thr Tyr Tyr Gly Ser Lys Trp Tyr Asn Asp Tyr Ala Val Ser Val 
1               5                   10                  15      

<210>  130
<211>  5
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  130

Gly Ala Phe Asp Ile 
1               5   

<210>  131
<211>  5
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  131

Ser Tyr Trp Ile Ser 
1               5   

<210>  132
<211>  17
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  132

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

Gly 
    

<210>  133
<211>  9
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  133

Gly Asp Tyr Asp Phe Tyr Leu Asp Pro 
1               5                   

<210>  134
<211>  5
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<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  134

Ser Tyr Gly Ile Ser 
1               5   

<210>  135
<211>  17
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  135

Trp Ile Ser Ala Tyr Asn Gly Asn Thr Asn Tyr Ala Gln Lys Leu Gln 
1               5                   10                  15      

Gly 
    

<210>  136
<211>  17
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  136

Asp Leu Tyr Ser Ser Gly Trp Tyr Glu Ser Tyr Tyr Tyr Gly Met Asp 
1               5                   10                  15      

Val 
    

<210>  137
<211>  5
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  137

Ser Tyr Ala Ile Ser 
1               5   

<210>  138
<211>  17
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  138

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

Gly 
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<210>  139
<211>  10
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  139

Arg Ile Pro Pro Tyr Tyr Gly Met Asp Val 
1               5                   10  

<210>  140
<211>  17
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  140

Trp Ile Ser Ala His Asn Gly Asn Thr Asn Tyr Ala Gln Lys Leu Gln 
1               5                   10                  15      

Gly 
    

<210>  141
<211>  10
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  141

Asp Arg Val Trp Phe Gly Asp Leu Ser Asp 
1               5                   10  

<210>  142
<211>  17
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  142

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

Gly 
    

<210>  143
<211>  12
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  143

Asn Tyr Asp Phe Trp Ser Gly Asp Ala Phe Asp Ile 
1               5                   10          
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<210>  144
<211>  12
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  144

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

<210>  145
<211>  6
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  145

Phe Tyr Gly Met Asp Val 
1               5       

<210>  146
<211>  5
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  146

Asp Tyr Gly Met Ser 
1               5   

<210>  147
<211>  15
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  147

Gly Ile Asn Trp Asn Gly Gly Ser Thr Gly Tyr Ala Asp Ser Val 
1               5                   10                  15  

<210>  148
<211>  12
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  148

Glu Arg Gly Tyr Gly Tyr His Asp Pro His Asp Tyr 
1               5                   10          

<210>  149
<211>  5
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  149

Página 42



3314.013A-130926-Sequence Listing

Asn Tyr Thr Met Asn 
1               5   

<210>  150
<211>  15
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  150

Ser Ile Ser Leu Ser Gly Ala Tyr Ile Tyr Tyr Ala Asp Ser Leu 
1               5                   10                  15  

<210>  151
<211>  13
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  151

Glu Gly Tyr Ser Ser Ser Val Tyr Asp Ala Phe Asp Leu 
1               5                   10              

<210>  152
<211>  5
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  152

Ser Tyr Gly Met His 
1               5   

<210>  153
<211>  15
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  153

Gly Ile Leu Ser Asp Gly Gly Lys Asp Tyr Tyr Val Asp Ser Val 
1               5                   10                  15  

<210>  154
<211>  12
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  154

Cys Ser Ser Asn Tyr Gly Asn Asp Ala Phe Asp Ile 
1               5                   10          

<210>  155
<211>  5
<212>  PRT
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<213>  Homo sapiens

<400>  155

Thr Tyr Ser Met Asn 
1               5   

<210>  156
<211>  15
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  156

Ser Ile Ser Ser Gly Ala Tyr Ser Ile Phe Tyr Ala Asp Ser Val 
1               5                   10                  15  

<210>  157
<211>  13
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  157

Asp Gln Tyr Tyr Gly Asp Lys Trp Asp Ala Phe Asp Ile 
1               5                   10              

<210>  158
<211>  5
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  158

Ser Tyr Gly Met Asn 
1               5   

<210>  159
<211>  14
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  159

Ser Ile Ser Ser Gly Gly Ser Ile Tyr Tyr Ala Asp Ser Val 
1               5                   10                  

<210>  160
<211>  9
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  160

Glu Tyr Tyr Trp Asp Ala Phe Asp Ile 
1               5                   
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<210>  161
<211>  14
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  161

Cys Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ser Asn Thr Val Asn 
1               5                   10                  

<210>  162
<211>  8
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  162

Ser Asn Asn Gln Arg Pro Ser Gly 
1               5               

<210>  163
<211>  13
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  163

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

<210>  164
<211>  13
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  164

Glu Ala Trp Asp Asp Ser Leu Lys Gly Pro Val Phe Gly 
1               5                   10              

<210>  165
<211>  15
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  165

Cys Thr Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ala Gly Tyr Asp Val His 
1               5                   10                  15  

<210>  166
<211>  8
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  166

Gly Asn Ser Asn Arg Pro Ser Gly 
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1               5               

<210>  167
<211>  15
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  167

Gln Ser Tyr Asp Ser Ser Leu Ser Ala Asp Asn Tyr Val Phe Gly 
1               5                   10                  15  

<210>  168
<211>  14
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  168

Cys Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Arg Asn Ile Val Asn 
1               5                   10                  

<210>  169
<211>  8
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  169

Ser Asn Ile Glu Arg Pro Ser Gly 
1               5               

<210>  170
<211>  13
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  170

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

<210>  171
<211>  14
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  171

Cys Ser Gly Ser Arg Ser Asn Ile Ala Ser Asn Gly Val Gly 
1               5                   10                  

<210>  172
<211>  8
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens
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<400>  172

Lys Asn Asp Gln Arg Pro Ser Gly 
1               5               

<210>  173
<211>  14
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  173

Ser Ala Trp Asp Asp Ser Leu Asp Gly His Val Val Phe Gly 
1               5                   10                  

<210>  174
<211>  13
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  174

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

<210>  175
<211>  14
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  175

Cys Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ser Ser Thr Val Asn 
1               5                   10                  

<210>  176
<211>  8
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  176

Ser Asn Ser Gln Arg Pro Ser Gly 
1               5               

<210>  177
<211>  13
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  177

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

<210>  178
<211>  14
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<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  178

Cys Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ser Asn Tyr Val Tyr 
1               5                   10                  

<210>  179
<211>  8
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  179

Arg Ser Asn Gln Arg Pro Ser Gly 
1               5               

<210>  180
<211>  14
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  180

Cys Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Arg Asn Thr Val Asn 
1               5                   10                  

<210>  181
<211>  14
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  181

Cys Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Asn Asp Tyr Val Ser 
1               5                   10                  

<210>  182
<211>  8
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  182

Asp Asn Asn Lys Arg Pro Ser Gly 
1               5               

<210>  183
<211>  13
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  183

Gly Thr Trp Asp Asn Ser Leu Ser Ala Trp Val Phe Gly 
1               5                   10              
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<210>  184
<211>  14
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  184

Cys Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ser Asn Ser Val Tyr 
1               5                   10                  

<210>  185
<211>  8
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  185

Asn Asn Asn Gln Arg Pro Ser Gly 
1               5               

<210>  186
<211>  13
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  186

Ala Thr Trp Asp Asp Ser Leu Ser Gly Trp Val Phe Gly 
1               5                   10              

<210>  187
<211>  8
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  187

Arg Asn Asn Gln Arg Pro Ser Gly 
1               5               

<210>  188
<211>  13
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  188

Ala Ala Trp Asp Asp Ser Leu Ser Ala Trp Val Phe Gly 
1               5                   10              

<210>  189
<211>  14
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  189
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Cys Ser Gly Ser Thr Ser Asn Ile Gly Ser Tyr Tyr Val Ser 
1               5                   10                  

<210>  190
<211>  8
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  190

Asp Asn Asn Asn Arg Pro Ser Gly 
1               5               

<210>  191
<211>  13
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  191

Gly Thr Trp Asp Ser Ser Leu Ser Ala Trp Val Phe Gly 
1               5                   10              

<210>  192
<211>  14
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  192

Cys Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Asn Asn Tyr Val Ser 
1               5                   10                  

<210>  193
<211>  14
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  193

Cys Ser Gly Ser Asn Ser Asn Ile Gly Thr Asn Thr Val Thr 
1               5                   10                  

<210>  194
<211>  8
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  194

Ser Asn Phe Glu Arg Pro Ser Gly 
1               5               

<210>  195
<211>  13
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens
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<400>  195

Ser Ala Trp Asp Asp Ser Phe Asn Gly Pro Val Phe Gly 
1               5                   10              

<210>  196
<211>  14
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  196

Cys Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ser Asn Tyr Val Ser 
1               5                   10                  

<210>  197
<211>  13
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  197

Ala Ala Trp Asp Asp Gly Leu Arg Gly Tyr Val Phe Gly 
1               5                   10              

<210>  198
<211>  11
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  198

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

<210>  199
<211>  7
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  199

Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser 
1               5           

<210>  200
<211>  8
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  200

Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro Thr 
1               5               

<210>  201
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<211>  11
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  201

Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Asn Tyr Leu Ala 
1               5                   10      

<210>  202
<211>  7
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  202

Ala Ala Ser Thr Leu Gln Ser 
1               5           

<210>  203
<211>  10
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  203

Gln Lys Tyr Asn Ser Ala Pro Gly Val Thr 
1               5                   10  

<210>  204
<211>  11
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  204

Arg Ala Ser Gln Ser Ile Asn Gly Trp Leu Ala 
1               5                   10      

<210>  205
<211>  7
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  205

Arg Ala Ser Thr Leu Gln Ser 
1               5           

<210>  206
<211>  9
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  206

Gln Gln Ser Ser Ser Leu Pro Phe Thr 
1               5                   
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<210>  207
<211>  11
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  207

Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Tyr Tyr Leu Ala 
1               5                   10      

<210>  208
<211>  7
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  208

Ala Ala Ser Thr Leu Lys Ser 
1               5           

<210>  209
<211>  9
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  209

Gln Gln Leu Asn Ser Tyr Pro Leu Thr 
1               5                   

<210>  210
<211>  11
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  210

Gly Gly Asn Asn Ile Gly Ser Lys Ser Val His 
1               5                   10      

<210>  211
<211>  7
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  211

Asp Asp Ser Asp Arg Pro Ser 
1               5           

<210>  212
<211>  11
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  212
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Gln Val Trp Asp Ser Ser Ser Asp His Pro Val 
1               5                   10      

<210>  213
<211>  11
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  213

Gln Val Trp Asp Ser Ser Gly Asp His Pro Val 
1               5                   10      

<210>  214
<211>  7
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  214

Tyr Asp Ser Asp Arg Pro Ser 
1               5           

<210>  215
<211>  11
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  215

Gly Gly Thr Asn Ile Gly Ser Arg Phe Val His 
1               5                   10      

<210>  216
<211>  11
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  216

Gly Gly Asn Asn Val Glu Ser Lys Ser Val His 
1               5                   10      

<210>  217
<211>  7
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  217

Tyr Asp Arg Asp Arg Pro Ser 
1               5           

<210>  218
<211>  11
<212>  PRT
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<213>  Homo sapiens

<400>  218

Glu Val Trp Asp Ser Gly Ser Asp His Pro Val 
1               5                   10      

<210>  219
<211>  11
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  219

Gly Gly Lys Asn Ile Gly Ser Lys Ser Val His 
1               5                   10      

<210>  220
<211>  11
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  220

Gln Val Trp Asp Ser Gly Ser Asp His Tyr Val 
1               5                   10      

<210>  221
<211>  11
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  221

Gln Val Trp Ile Ser Ser Gly Asp Arg Val Ile 
1               5                   10      

<210>  222
<211>  11
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  222

Gly Gly Asp Asn Ile Gly Ser Gln Gly Val His 
1               5                   10      

<210>  223
<211>  7
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  223

Tyr Asp Thr Asp Arg Pro Ser 
1               5           
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<210>  224
<211>  11
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  224

Gln Val Trp Gly Ala Ser Ser Asp His Pro Val 
1               5                   10      

<210>  225
<211>  14
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  225

Thr Gly Thr Ser Ser Asp Val Gly Gly Tyr Asn Tyr Val Ser 
1               5                   10                  

<210>  226
<211>  7
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  226

Asp Val Ser Lys Arg Pro Ser 
1               5           

<210>  227
<211>  10
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  227

Gly Ile Tyr Thr Tyr Ser Asp Ser Trp Val 
1               5                   10  

<210>  228
<211>  7
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  228

Asp Val Gly Asn Arg Pro Ser 
1               5           

<210>  229
<211>  10
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  229

Ser Ser Tyr Thr Ser Ser Ser Thr Arg Val 
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1               5                   10  

<210>  230
<211>  14
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  230

Thr Gly Thr Arg Ser Asp Val Gly Leu Tyr Asn Tyr Val Ala 
1               5                   10                  

<210>  231
<211>  7
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  231

Asp Val Ile Tyr Arg Pro Gly 
1               5           

<210>  232
<211>  10
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  232

Ser Ser Tyr Thr Asn Thr Gly Thr Val Leu 
1               5                   10  

<210>  233
<211>  14
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  233

Thr Gly Thr Ser Ser Asp Phe Gly Asp Tyr Asp Tyr Val Ser 
1               5                   10                  

<210>  234
<211>  7
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  234

Asp Val Ser Asp Arg Pro Ser 
1               5           

<210>  235
<211>  12
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens
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<400>  235

Gln Ser Tyr Asp Ser Ser Leu Ser Gly Ser Gly Val 
1               5                   10          

<210>  236
<211>  330
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  236

Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys 
1               5                   10                  15      

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

Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser 
        35                  40                  45              

Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser 
    50                  55                  60                  

Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr 
65                  70                  75                  80  

Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys 
                85                  90                  95      

Arg Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys 
            100                 105                 110         

Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro 
        115                 120                 125             

Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys 
    130                 135                 140                 

Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp 
145                 150                 155                 160 

Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu 
                165                 170                 175     

Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu 
            180                 185                 190         

His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn 
        195                 200                 205             

Página 58



3314.013A-130926-Sequence Listing

Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly 
    210                 215                 220                 

Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu 
225                 230                 235                 240 

Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr 
                245                 250                 255     

Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn 
            260                 265                 270         

Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe 
        275                 280                 285             

Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn 
    290                 295                 300                 

Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr 
305                 310                 315                 320 

Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys 
                325                 330 

<210>  237
<211>  106
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  237

Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln 
1               5                   10                  15      

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

Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser 
        35                  40                  45              

Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr 
    50                  55                  60                  

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

His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro 
                85                  90                  95      
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Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys 
            100                 105     

<210>  238
<211>  105
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  238

Gln Pro Lys Ala Asn Pro Thr Val Thr Leu Phe Pro Pro Ser Ser Glu 
1               5                   10                  15      

Glu Leu Gln Ala Asn Lys Ala Thr Leu Val Cys Leu Ile Ser Asp Phe 
            20                  25                  30          

Tyr Pro Gly Ala Val Thr Val Ala Trp Lys Ala Asp Gly Ser Pro Val 
        35                  40                  45              

Lys Ala Gly Val Glu Thr Thr Lys Pro Ser Lys Gln Ser Asn Asn Lys 
    50                  55                  60                  

Tyr Ala Ala Ser Ser Tyr Leu Ser Leu Thr Pro Glu Gln Trp Lys Ser 
65                  70                  75                  80  

His Arg Ser Tyr Ser Cys Gln Val Thr His Glu Gly Ser Thr Val Glu 
                85                  90                  95      

Lys Thr Val Ala Pro Thr Glu Cys Ser 
            100                 105 
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