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ANEXOS )
Comprebante de pago de la tasa de presentacidon de {a solicitud.

Documento gque acredita la existencia y representacién legal cuando el solicitante sea persona
juridica. ;

Poderes, si fuere el caso. Adjunto copia simple.

Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante.
Declaraciones. Declaracion bajo la regla 4.17 (ii) del PCT.
Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcidn, reivindicaciones, dibujos).

Traduccién de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcidn, reivindicaciones,
dibujos).

Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen
Preliminar (IPEA). :

Traduccion del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA.
De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas. ’

De ser el caso, certificado de deposito del material biolégico.
Arte final 12 x 12.

De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero '
por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencion de esta ;
solicitud. ' '

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional.

Otros. Busgueda Internacional
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7 @ Solicito la concesion de la patente,

NOMBRE: CARLOS R. OLARTE FIRMA: <~
C.C. 75.782.747 Btd T.P._74.29
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(57) Abstract: The present invention provides antigen bind-
ing proteins that specitically bind to Wilms' tumor protein
(WT1), including humanized, chimeric and fully human an-
tibodies against WT1, antibody fragments, chimeric antigen
receptors (CARs), fusion proteins, and conjugates thereof.
The antigen binding proteins and antibodies bind to HLA-
A0201-restricted WT1 peptide. Such antibodies, fragments,
fusion proteins and conjugates thereof are useful for the
treatment of WT1 associated cancers, including for example,
breast cancer, ovarian cancer, prostate cancer, chronic myel-
ocytic leukemia, multiple myeloma, acute lymphoblastic
leukemia (ALL), acute myeloid/myelogenous leukemia
(AML) and myelodysplastic syndrome (MDS). In more par-
ticular embodiments, the anti-WT1/A antibodies may com-
prise one or more framework region amino acid substitu-
tions designed to improve protein stability, antibody binding
and/or expression levels.
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ANTIBODIES TO CYTOSOLIC PEPTIDES

Cross-Reference to Related Applications

[0001] This application claims priority from U.S. Provisional Application No.
61/470,635, filed April 1, 2011, and U.S. Provisional Application No. 61/491,392 filed
May 31, 2011. These Provisional Applications are hereby incorporated by reference

in their entirety into the present disclosure.

Statement of Rights Under Federally-Sponsored Research

[0002] This invention was made with government support under grants
P01CA23766 and RO1CA55349 awarded by the U.S. National Institutes of Health.
The government has certain rights in the invention.

Sequence Listing

[0003] This application contains a Sequence Listing, created on March 29, 2012,
the file, in ASCII format, is designated 3314013AWOQO_Sequence Listing_ST25.txt .
The file is hereby incorporated by reference in its entirety into the application

Technical Field

[0004] The present invention relates generally to antibodies against cytosolic
proteins. More particularly, the invention relates to antibodies against Wilm's tumor
oncogene protein (WT1), specifically antibodies that recognize a WT1 peptide in
conjunction with a major histocompatability antigen.

Background of the Invention

[0005] The Wilms’ tumor oncogene protein (WT1) is an attractive target for
immunotherapy for most leukemias and a wide range of cancers. WT1 is a zinc
finger transcription factor that is normally expressed in mesodermal tissues during
embryogenesis. In normal adult tissue, WT1 expression is limited to low levels in
CD34" hematopoietic stem cells but is over-expressed in leukemias of multiple
lineages and a wide range of solid tumors (1-2). More recently, WT1 expression has

been reported to be a marker of minimal residual disease. Increasing transcript
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levels in patients with acute myeloid leukemia (AML) in morphologic remission have
been predictive of overt clinical relapse (3, 4). Furthermore, antibodies to WT1 are
detected in patients with hematopoietic malignancies and solid tumors, indicating
that WT1 is a highly immunogenic antigen (7).

[0006] For the most part, clinically approved therapeutic monoclonal antibodies
(mAbs) recognize structures of cell surface proteins. WT1, however, is a nuclear
protein and, therefore, is inaccessible to classical antibody therapy. Up until now,
immunotherapy targeting WT1 has been limited to cellular approaches, exclusively
aimed at generating WT1-specific cytotoxic CD8 T cell (CTL) responses that

recognize peptides presented on the cell surface by MHC class | molecules.

[0007] For induction of CTL responses, intracellular proteins are usually degraded
by the proteasome or endo/lysosomes, and the resulting peptide fragments bind to
MHC class | or Il molecules. These peptide-MHC complexes are displayed at the cell
surface where they provide targets for T cell recognition via a peptide-MHC (pMHC)-
T cell receptor (TCR) interaction (8, 9). Vaccinations with peptides derived from the
WT1 protein induce HLA-restricted cytotoxic CD8 T cells, which are capable of killing

tumor cells.

[0008] To improve efficacy, cancer antigens can be targeted with monoclonal
antibody therapy. Monoclonal antibody (mAb) therapy has been shown to exert
powerful antitumor effects by multiple mechanisms, including complement-
dependent cytotoxicity (CDC), antibody-dependent cellular cytotoxicity (ADCC) and
direct cell inhibition or apoptosis-inducing effects on tumor cells that over-express
the target molecules. Furthermore, mAb can be used as carriers to specifically
deliver a cytotoxic moiety such as a radionuclide, cytotoxic drug or toxin to the tumor
cells (18).

[0009] A tremendous benefit would exist if, in addition to a cellular immunotherapy
approach, a humoral immunotherapy approach was available to target non-cell
surface tumor antigens. Therefore, a monoclonal antibody (mAb) that mimics a T
cell receptor in that it is specific for a target comprising a fragment of an intracellular
protein in conjunction with an MHC molecule, for example, a WT1 peptide/HLA-A2

complex, would be a novel and effective therapeutic agent alone or as a vehicle
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capable of delivering potent anti-cancer reagents, such as drugs, toxins and
radioactive elements. Such mAbs would also be useful as diagnostic or prognostic
tools.

Summary of the Invention

[0010] The present disclosure identifies and characterizes antigen-binding proteins,
such as antibodies, that are able to target cytosolic/intracellular proteins, for
example, the WT1 oncoprotein. The disclosed antibodies target a peptide/MHC
complex as it would typically appear on the surface of a cell following antigen
processing of WT1 protein and presentation by the cell. In that regard, the
antibodies mimic T-cell receptors in that the antibodies have the ability to specifically
recognize and bind to a peptide in an MHC-restricted fashion, that is, when the
peptide is bound to an MHC antigen. The peptide/MHC complex recapitulates the
antigen as it would typically appear on the surface of a cell following antigen
processing and presentation of the WT1 protein to a T-cell.

[0011] The antibodies disclosed specifically recognize and bind to epitopes of a
peptide/HLA-A2 complex, particularly a WT1/HLA-A0201 complex. Examples of
peptides that are recognized by the antigen-binding proteins of the invention as part
of an HLA-peptide complex include, but are not limited to, those shown in Table 7,
for example, a peptide with the amino acid sequence RMFPNAPYL (SEQ ID NO: 1.)

[0012] In one aspect, therefore, the invention relates to an isolated antibody, or
antigen-binding fragment thereof, that binds to a peptide with the amino acid
sequence, RMFPNAPYL, when said peptide is bound to an MHC antigen, such as
HLA-A2.

[0013] In another aspect, the invention relates to an isolated antigen-binding
protein, antibody, or antigen-binding fragment thereof, comprising (A) (i) a heavy
chain (HC) variable region comprising HC-CDR1, HC-CDR2 and HC-CDR3
respectively, comprising amino acid sequences SEQ ID NOS: 2, 3, and 4; and a light
chain (LC) variable region comprising LC-CDR1, LC-CDR2 and LC-CDR3
respectively, comprising amino acid sequences SEQ ID NOS: 8, 9 and 10; (ii) a
heavy chain (HC) variable region comprising HC-CDR1, HC-CDR2 and HC-CDR3

respectively, comprising amino acid sequences SEQ ID NOS: 20, 21and 22; and a
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light chain (LC) variable region comprising LC-CDR1, LC-CDR2 and LC-CDR3
respectively, comprising amino acid sequences SEQ ID NOS: 26, 27 and 28; (iii) a
heavy chain (HC) variable region comprising HC-CDR1, HC-CDR2 and HC-CDR3
respectively, comprising amino acid sequences SEQ ID NOS: 38, 39 and 40; and a
light chain (LC) variable region comprising LC-CDR1, LC-CDR2 and LC-CDR3
respectively, comprising amino acid sequences selected from SEQ ID NOS: 44, 45
and 46; (iv) a heavy chain (HC) variable region comprising HC-CDR1, HC-CDR2 and
HC-CDRa3 respectively, comprising amino acid sequences SEQ ID NOS: 56, 57 and
58; and a light chain (LC) variable region comprising LC-CDR1, LC-CDR2 and LC-
CDRa3 respectively, comprising amino acid sequences SEQ ID NOS: 62, 63 and 64,
(v) a heavy chain (HC) variable region comprising HC-CDR1, HC-CDR2 and HC-
CDRa3 respectively, comprising amino acid sequences SEQ ID NOS: 74, 75 and 76;
and a light chain (LC) variable region comprising LC-CDR1, LC-CDR2 and LC-CDR3
respectively, comprising amino acid sequences SEQ ID NOS: 80, 81 and 82; or (vi)
a heavy chain (HC) variable region comprising HC-CDR1, HC-CDR2 and HC-CDR3
respectively, comprising amino acid sequences SEQ ID NOS: 92, 93 and 94; and a
light chain (LC) variable region comprising LC-CDR1, LC-CDR2 and LC-CDR3
respectively, comprising amino acid sequences SEQ ID NOS: 98, 99 and 100.

[0014] In another aspect, the invention relates to an isolated antigen-binding
protein, antibody, or antigen-binding fragment thereof, comprising a Vy and V.
comprising first and second amino acid sequences, respectively, selected from SEQ
ID NOS: 14 and 16; 32 and 34; 50 and 52; 68 and 70; 86 and 88; and 104 and 106.

[0015] In yet another aspect, the invention relates to an isolated antigen-binding
protein, antibody, or antigen-binding fragment thereof,comprising an amino acid
sequence selected from SEQ ID NOS: 18, 36, 54, 72, 90, and108.

[0016] In a related aspect, the isolated antigen-binding protein comprises an
antigen-binding region as disclosed in any of Tables 1-8. The antigen-binding
protein may be a fusion protein.

[0017] In another aspect, the invention relates to an immunoconjugate comprising a
first component which is an antigen-binding protein, antibody or antigen-binding

fragment thereof as disclosed herein. The immunoconjugate comprises a second
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component that is a cytotoxin, a detectable label, a radioisotope, a therapeutic agent,
a binding protein or a molecule having a second amino acid sequence. Where the
second component is a binding protein or second antibody, the binding protein or
second antibody has binding specificity for a target that is different from the HLA-

peptide complex for which the first is specific.

[0018] In a related aspect, therefore, the present invention relates to bispecific
antibody comprising an antigen-binding protein or functional fragment thereof as
described herein.

[0019] In yet another aspect, the invention relates to nucleic acids that encode
antigen binding proteins, including antibodies and chimeric antigen receptors specific
for a WT1 peptide/HLA complex, in particular the complex of WT1 peptide
RMFPNAPYL/HLA-A0201.

[0020] In another related aspect, the invention relates to cells comprising the
nucleic acids or antigen binding proteins disclosed herein, including recombinant
immune effector cells, such as, T-cells genetically modified to express a chimeric
antigen receptor comprising an antigen binding region in accordance with the
present disclosure. Cells which have been engineered to produce antibodies in
accordance with the disclosure are also encompassed by the invention.

[0021] In a related aspect, the invention relates to vectors comprising the nucleic
acids to encode the antigen binding proteins disclosed herein, including vectors to
facilitate expression and/or secretion of an antigen binding protein such as an
antibody or chimeric antigen receptor in accordance with the present disclosure.

[0022] In a related aspect, the invention relates to pharmaceutical compositions
comprising the antigen binding proteins, antibodies, nucleic acids, vectors or cells
comprising the nucleic acids or antigen binding proteins disclosed herein, together

with a pharmaceutically acceptable carrier.

[0023] In another aspect, the invention relates to a method for detecting WT1 on
the surface of cells or tissues using WT1 antibodies of the invention.
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[0024] In yet another aspect, the invention relates to methods for treatment of a
subject having a WT1-positive disease, comprising administering to the subject a
therapeutically effective amount of an antigen binding protein, antibody or antigen
binding fragment thereof, nucleic acid encoding the antigen binding protein or
antibody or a cell comprising the nucleic acids or proteins as disclosed herein. The
WT1-positive disease is a chronic leukemia, acute leukemia or WT1" cancer
selected from the group consisting of chronic myelocytic leukemia, multiple myeloma
(MM), acute lymphoblastic leukemia (ALL), acute myeloid/myelogenous leukemia
(AML), myelodysplastic syndrome (MDS), mesothelioma, ovarian cancer,
gastrointestinal cancers, breast cancer, prostate cancer and glioblastoma. In some
embodiments, the antigen binding protein or antibody is a conjugate thereof having a
cytotoxic moiety linked thereto.

Brief Description of the Drawings

[0025] Figure 1 shows the amino acid sequence of Wilms tumor protein, (GenBank
Accession No. P19544) with some HLA-restricted peptides bolded. The 121-140
peptide further encompasses a 9-mer (underlined), RMFPNAPYL (SEQ ID NO: 1),
which, in addition to analogs thereof, has been shown to induce WT1-specific

cytotoxic T-cell activity.

[0026] Figure 2 is a graph showing that vaccination with WT1peptides induces
cytotoxic T cells against WT1" leukemia cells.

[0027] Figure 3 shows the results of a phage ELISA for specific binding of WT1/A2
(WA) versus PBS control or R3/HLAA0201 (R3).

[0028] Figure 4 shows specific binding of only WT1 phage antibodies that bind to
T2 cells pulsed with WT1A peptide were selected.

[0029] Figure 5 shows the binding affinity of a full-length 1IgG1 of a WT1 antibody to
RMF/A0201 complex tested by titration of the antibody at various concentrations.
Results are shown for T2 cells pulsed with 50ug/ml RMF (upper panel). Control
antibody is shown in the lower panel.
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[0030] Figure 6 shows the dependence on density of RMF/HLA-A0201 complex
recognized by WT1 antibody on T2 cells pulsed with RMF (upper panel) or control,
RHAMM-R3 (lower panel).

[0031] Figure 7 shows an expression vector for expression of human antibodies.

[0032] Figure 8 shows the results of SDS-PAGE analysis of WT1/A2 antibodies

under reducing and non-reducing conditions.

[0033] Figure 9 shows the results of kinetic binding analysis of an WT1/A2 antibody
demonstrating affinity of the antibody toward WT1/A2.

[0034] Figure 10 shows the affinity (Kp) of antibody binding to WT1/A2 complex.

[0035] Figure 11 shows the mean fluorescence intensity (MFI) by flow cytometry of
peptide titration on binding of some embodiments, mAb clone 5 (upper panel), clone
15 (middle panel) and control (lower panel) to live T2 cells pulsed with varying

concentrations of peptide, WT1-A, WT1-A1 or control.

[0036] Figure 12 shows the results of peptide titration on binding of a WT1
antibody, mAb 5 (upper panel), mAb 15 (lower panel) to live T2 cells pulsed with
varying concentrations of WT1A peptide.

[0037] Figure 13 shows the binding specificity of one embodiment, mAb 5, at
different concentrations (50 pg/ml upper; 25 pg/ml middle; and 12.5 ug/ml lower) of
peptide (R3, WT1-A1, WT1-A or no peptide.)

[0038] Figure 14 shows the binding specificity of one embodiment, mAb 15, at
different concentrations (50 pg/ml upper; 25 pg/ml lower) of peptide (R3, WT1-A1,
WT1-A or no peptide).

[0039] Figure 15 shows dose-dependent binding of mAbs 5 (upper panel) and 15
(lower panel) to T2 cells pulsed with WT1-A, WT1-A1, or RHAMM-R3 peptide.

[0040] Figure 16 shows binding of mAbs 5 and 15 to U266, a myeloma cell line.

[0041] Figure 17 shows binding of mAb 15 to BV173, a cell line derived from an

individual with (Ph1)-positive acute leukemia.
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[0042] Figure 18 shows the specific binding of ESK1 (#13) to WT1/A2 complex on
the surface of T2 cells pulsed with WT1 peptide.

[0043] Figure 19 and 20 show that WT1 antibody is able to recognize RMF peptide
in which substitution of different positions of the RMF peptide with alanine is made
(see also Table 10) and that the loss of binding seen with substitution of position 1
by either alanine (WT1-A1-B) or tyrosine (WT1-A1), was not due to the reduction of
peptide binding affinity to the HLA-A2 molecule, as both peptides showed the
strongest binding in T2 stabilization assay using the mAb specific for the HLA-A2

molecule, clone BB7.

[0044] Figure 21 shows recognition by WT1 antibody of naturally presented
RMF/HLA-A0201 complex on the cell surface of human mesothelioma cell lines,
JMN (WT1%/A0201%) but not MSTO (WT1*/HLA-A0201°).

[0045] Figure 22 shows binding of WT1 antibodies to human CML-derived cell line
BV173.

[0046] Figure 23 is a Scatchard analysis based on binding of WT1 antibody to JMN
cells and shows an avidity constant of about 0.2nM.

[0047] Figure 24 shows WT1 antibody binding to a panel of mesothelioma and

leukemia cells.

[0048] Figure 25 shows the results of flow cytometric analyses gated on CD33 and
CD34 double positive AML blast cells from an HLA-A2 positive patient. ESK1 binds

to the leukemia blasts.

[0049] Figure 26 shows the results of flow cytometric analyses gated on CD33 and
CD34 double positive AML blast cells from an HLA-A2 negative patient. WT1mAb
ESK1 did not bind to the blasts.

[0050] Figure 27 shows WT1mAb ESK1 mediated ADCC against T2 cells pulsed
with RMF peptide.

[0051] Figure 28 shows the ability of WT1 antibody to mediate ADCC with human
effectors in JMN and leukemia cell line BV173 (lower panel) but not MSTO cells.
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[0052] Figure 29 shows that WT1 mAbs are effective against human leukemia cell
line BV173 but not HL60 cells, which are not HLA-A2".

[0053] Figure 30 shows that WT1 antibody induces ADCC against primary AML
blasts from an HLA-A2 positive patient.

[0054] Figure 31shows the results of treatment of human BV173 in NSG mice using

antibodies of the invention.

[0055] Figure 32 shows that at later time points, mice treated with WT1 antibody
only began to relapse, while antibody with effectors cured 2 of 5 mice.

[0056] Figure 33 shows that WT1 antibody significantly reduces tumor burden in a

dose-dependent manner.

[0057] Figure 34 shows that antibody with altered carbohydrate in Fc (MAGE) is

more active in ADCC than original antibody.

Detailed Description of the Invention

[0058] All publications, patents and other references cited herein are incorporated

by reference in their entirety into the present disclosure.

[0059] In practicing the present invention, many conventional techniques in
molecular biology, microbiology, cell biology, biochemistry, and immunology are
used, which are within the skill of the art. These techniques are described in greater
detail in, for example, Molecular Cloning: a Laboratory Manual 3rd edition, J.F.
Sambrook and D.W. Russell, ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press 2001;
Recombinant Antibodies for Immunotherapy, Melvyn Little, ed. Cambridge University
Press 2009; "Oligonucleotide Synthesis" (M. J. Gait, ed., 1984); "Animal Cell Culture"
(R. I. Freshney, ed., 1987); "Methods in Enzymology" (Academic Press, Inc.);
"Current Protocols in Molecular Biology" (F. M. Ausubel et al., eds., 1987, and
periodic updates); "PCR: The Polymerase Chain Reaction”, (Mullis et al., ed., 1994);
"A Practical Guide to Molecular Cloning" (Perbal Bernard V., 1988); "Phage Display:
A Laboratory Manual" (Barbas et al., 2001). The contents of these references and
other references containing standard protocols, widely known to and relied upon by
those of skill in the art, including manufacturers’ instructions are hereby incorporated
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by reference as part of the present disclosure. The following abbreviations are used

throughout the application:

[0060]

[0061]

[0062]

[0063]

[0064]

[0065]

[0066]

[0067]

[0068]

[0069]

[0070]

[0071]

[0072]

[0073]

[0074]

[0075]

[0076]

[0077]

[0078]

[0079]

Ab: Antibody

ADCC: Antibody-dependent cellular cytotoxicity

ALL: Acute lymphocytic leukemia

AML: Acute myeloid leukemia

APC: Antigen presenting cell

B2M: Beta-2-microglobulin

BIiTE: Bi-specific T cell engaging antibody

CAR: Chimeric antigen receptor

CDC: Complement dependent cytotoxicity

CMC: Complement mediated cytotoxicity

CDR: Complementarity determining region (see also HVR below)
C.: Constant domain of the light chain

CH;: 1 constant domain of the heavy chain

CHy, 2, 3: 1, 2" and 3" constant domains of the heavy chain
CHy, 3: 2" and 3" constant domains of the heavy chain
CHO: Chinese hamster ovary

CTL: Cytotoxic T cell

E:T Ratio: Effector:Target ratio

Fab: Antibody binding fragment

FACS: Flow assisted cytometric cell sorting
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[0080] FBS: Fetal bovine serum

[0081] FR: Framework region

[0082] HC: Heavy chain

[0083] HLA: Human leukocyte antigen

[0084] HVR-H: Hypervariable region-heavy chain (see also CDR)
[0085] HVR-L: Hypervariable region-light chain (see also CDR)
[0086] Ilg: Immunoglobulin

[0087] IRES: Internal ribosome entry site

[0088] Kp: Dissociation constant

[0089] Kkof: Dissociation rate

[0090] Kkon: Association rate

[0091] MHC: Major histocompatibility complex

[0092] MM: Multiple myeloma

[0093] scFv: Single-chain variable fragment

[0094] TCR: T cell receptor

[0095] Vu: Variable heavy chain includes heavy chain hypervariable region and

heavy chain variable framework region

[0096] V.: Variable light chain includes light chain hypervariable region and light

chain variable framework region
[0097] WT1: Wilms tumor protein 1

[0098] In the description that follows, certain conventions will be followed as

regards the usage of terminology. Generally, terms used herein are intended to be
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interpreted consistently with the meaning of those terms as they are known to those
of skill in the art.

[0099] An “antigen-binding protein” is a protein or polypeptide that comprises an
antigen-binding region or antigen-binding portion, that is, has a strong affinity to
another molecule to which it binds. Antigen-binding proteins encompass antibodies,

chimeric antigen receptors (CARs) and fusion proteins.

[00100] "Antibody" and "antibodies" as those terms are known in the art refer to
antigen binding proteins of the immune system. The term "antibody" as referred to
herein includes whole, full length antibodies having an antigen-binding region, and
any fragment thereof in which the "antigen-binding portion" or "antigen-binding
region" is retained, or single chains, for example, single chain variable fragment
(scFv), thereof. A naturally occurring "antibody" is a glycoprotein comprising at least
two heavy (H) chains and two light (L) chains inter-connected by disulfide bonds.
Each heavy chain is comprised of a heavy chain variable region (abbreviated herein
as Vy) and a heavy chain constant (CH) region. The heavy chain constant region is
comprised of three domains, CH1, CH2 and CH3. Each light chain is comprised of a
light chain variable region (abbreviated herein as V) and a light chain constant C.
region. The light chain constant region is comprised of one domain, C,. The V4 and
V| regions can be further subdivided into regions of hypervariability, termed
complementarity determining regions (CDR), interspersed with regions that are more
conserved, termed framework regions (FR). Each V4 and V| is composed of three
CDRs and four FRs arranged from amino-terminus to carboxy-terminus in the
following order: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. The variable regions of
the heavy and light chains contain a binding domain that interacts with an antigen.
The constant regions of the antibodies may mediate the binding of the
immunoglobulin to host tissues or factors, including various cells of the immune
system (e.g., effector cells) and the first component (C1q) of the classical

complement system.

[00101] The term "antigen-binding portion" or "antigen-binding region" of an
antibody, as used herein, refers to that region or portion of the antibody that binds to
the antigen and which confers antigen specificity to the antibody; fragments of

antigen-binding proteins, for example, antibodies includes one or more fragments of
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an antibody that retain the ability to specifically bind to an antigen (e.g., an
peptide/HLA complex). It has been shown that the antigen-binding function of an
antibody can be performed by fragments of a full-length antibody. Examples of
antigen-binding fragments encompassed within the term "antibody fragments" of an
antibody include a Fab fragment, a monovalent fragment consisting of the V|, Vi, CL
and CH1 domains; a F(ab), fragment, a bivalent fragment comprising two Fab
fragments linked by a disulfide bridge at the hinge region; a Fd fragment consisting
of the Vy and CH1 domains; a Fv fragment consisting of the V| and V,; domains of a
single arm of an antibody; a dAb fragment (Ward et al., 1989 Nature 341:544-5406),
which consists of a Vi domain; and an isolated complementarity determining region
(CDR).

[00102] Furthermore, although the two domains of the Fv fragment, V_and Vy, are
coded for by separate genes, they can be joined, using recombinant methods, by a
synthetic linker that enables them to be made as a single protein chain in which the
V| and Vy regions pair to form monovalent molecules. These are known as single
chain Fv (scFv); see e.g., Bird et al., 1988 Science 242:423-426; and Huston et al.,
1988 Proc. Natl. Acad. Sci. 85:5879-5883. These antibody fragments are obtained
using conventional techniques known to those of skill in the art, and the fragments

are screened for utility in the same manner as are intact antibodies.

[00103] An "isolated antibody" or “isolated antigen-binding protein” is one which has
been identified and separated and/or recovered from a component of its natural
environment. "Synthetic antibodies" or "recombinant antibodies" are generally
generated using recombinant technology or using peptide synthetic techniques
known to those of skill in the art.

[00104] Traditionally, the MHC-peptide complex could only be recognized by a T-cell
receptor (TCR), limiting our ability to detect an epitope of interest using T cell-based
readout assays. In the present disclosure, antigen binding proteins, including
antibodies, having an antigen-binding region based on scFvs that are selected from
human scFv phage display libraries using recombinant HLA-peptide complexes are
described. These molecules demonstrated exquisite specificity, for example as
shown with anti-WT1 antibodies that recognize only HLA-A2-RMFPNAPYL
complexes. In addition, along with their inability to bind to HLA-complexes
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containing other peptides, the molecules were also unable to bind to the peptides
themselves, further demonstrating their TCR-like specificity.

[00105] The scFvs of the disclosure selected by phage display were initially tested
for their ability to bind to peptide presented on the surface of HLA-positive cells.
After T2 cells were incubated in the presence of peptide, fluorescently labeled
antibodies could be used to selectively recognize the antigen pulsed cells using flow

cytometry.

[00106] In some embodiments, the invention includes antibodies that have the scFv
sequence fused to one or more constant domains of the heavy to form an antibody
with an Fc region of a human immunoglobulin to yield a bivalent protein, increasing
the overall avidity and stability of the antibody. In addition, the Fc portion allows the
direct conjugation of other molecules, including but not limited to fluorescent dyes,
cytotoxins, radioisotopes etc. to the antibody for example, for use in antigen
quantitation studies, to immobilize the antibody for affinity measurements, for
targeted delivery of a therapeutic agent, to test for Fc-mediated cytotoxicity using
immune effector cells and many other applications.

[00107] The results presented here highlight the specificity, sensitivity and utility of
the antibodies of the invention in targeting MHC-peptide complexes.

[00108] The molecules of the invention are based on the identification and selection
of single chain variable fragments (scFv) using phage display, the amino acid
sequence of which confers the molecules' specificity for the MHC restricted peptide
of interest and forms the basis of all antigen binding proteins of the disclosure. The
scFv, therefore, can be used to design a diverse array of "antibody" molecules,
including, for example, full length antibodies, fragments thereof, such as Fab and
F(ab')2, minibodies, fusion proteins, including scFv-Fc fusions, multivalent antibodies,
that is, antibodies that have more than one specificity for the same antigen or
different antigens, for example, bispecific T-cell engaging antibodies (BiTe),
tribodies, etc. (see Cuesta et al., Multivalent antibodies: when design surpasses
evolution. Trends in Biotechnology 28:355-362 2010).

[00109] In an embodiment in which the antigen-binding protein is a full length

antibody, the heavy and light chains of an antibody of the invention may be full-
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length (e.g., an antibody can include at least one, and preferably two, complete
heavy chains, and at least one, and preferably two, complete light chains) or may
include an antigen-binding portion (a Fab, F(ab')z, Fv or a single chain Fv fragment
("scFv")). In other embodiments, the antibody heavy chain constant region is chosen
from, e.g., IgG1, 1gG2, 19G3, 1gG4, IgM, IgA1, IgA2, IgD, and IgE. In some
embodiments, the immunoglobulin isotype is selected from 1gG1, 1gG2, IgG3, and
lgG4, more particularly, IgG1 (e.g., human IgG1). The choice of antibody type will
depend on the immune effector function that the antibody is designed to elicit.

[00110] In constructing a recombinant immunoglobulin, appropriate amino acid
sequences for constant regions of various immunoglobulin isotypes and methods for

the production of a wide array of antibodies are known to those of skill in the art.

[00111] In one embodiment, the antibody or other antigen binding protein is an anti-

WT1/HLA-A2 scFv or or antigen-binding fragment thereof having an antigen binding

region that comprises the amino acid sequence of SEQ ID NO: 18 and specifically
binds to a peptide with the amino acid sequence RMFPNAPYL (SEQ ID NO: 1) in
conjunction with HLA-A0201. In some embodiments, the anti-WT1 antibody is a

scFv-Fc fusion protein or full length human IgG with VH and VL regions or CDRs

selected from Table 1.

Table 1
WT1 (Ext002 #3)
Antigen
Peptide RMFPNAPYL (SEQ ID NO: 1)
CDRs: 1 2 3
VH GGTFSSYAIS GIIPIFGTANYAQKFQG RIPPYYGMDV
(SEQ ID NO: 2) (SEQ ID NO: 3) (SEQ ID NO: 4)
DNA ggaggcaccttcagcag | gggatcatccctatctttggtac | cggattcccecgtactacggtat
ctatgctatcagc agcaaactacgcacagaagtt | ggacgtc (SEQ ID NO: 7)
(SEQ ID NO: 5) ccagggc (SEQ ID NO:
6)
VL SGSSSNIGSNYVY RSNQRPS AAWDDSLNGVV
(SEQ ID NO: 8) (SEQ ID NO: 9) (SEQ ID NO: 10)
tctggaagcagctccaac | aggagtaatcagcggcecctca | gcagcatgggatgacagcectg
DNA atcggaagtaattatgtat | (SEQ ID NO: 12) aatggtgtggta
ac (SEQ ID NO: 11) (SEQ ID NO: 13)
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Antigen

WT1 (Ext002 #3)

Peptide

RMFPNAPYL (SEQ ID NO: 1)

Full
VH

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYAISWVRQAPGQGLE
WMGGIIPIFGTANYAQKFQGRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYY
CARRIPPYYGMDVWGQGTTVTVSS (SEQ ID NO: 14)

DNA

caggtgcagctggtgcagtctggggctgaggtgaagaagcctgggtcctcggtgaaggtcetectge
aaggcttctggaggcaccttcagcagctatgctatcagctgggtgcgacaggeccctggacaagg
gcttgagtggatgggagggatcatccctatctttggtacagcaaactacgcacagaagttccaggg
cagagtcacgattaccgcggacgaatccacgagcacagcctacatggagctgagcagcctgag
atctgaggacacggccgtgtattactgtgcgagacggattcccccgtactacggtatggacgtctgg
ggccaagggaccacggtcaccgtctcctca (SEQ ID NO: 15)

Full
VL

QTVVTQPPSASGTPGQRVTISCSGSSSNIGSNYVYWYQQLPGTAPKL
LIYRSNQRPSGVPDRFSGSKSGTSASLAISGPRSVDEADYYCAAWDD
SLNGVVFGGGTKLTVLG (SEQ ID NO: 16)

DNA

cagactgtggtgactcagccaccctcagcegtctgggacccccgggcagagggtcaccatctcttgtt
ctggaagcagctccaacatcggaagtaattatgtatactggtaccaacagctcccaggaacggcec
cccaaactcctcatctataggagtaatcagcggccctcaggggtccctgaccgattctctggcteca
agtctggcacctcagcctccctggccatcagtgggccccggtccgtggatgaggcetgattattactgt
gcagcatgggatgacagcctgaatggtgtggtaticggcggagggaccaagctgaccgtcctagg
t (SEQ ID NO: 17)

scFv

QTVVTQPPSASGTPGQRVTISCSGSSSNIGSNYVYWYQQLPGTAPKL
LIYRSNQRPSGVPDRFSGSKSGTSASLAISGPRSVDEADYYCAAWDD

SLNGVVFGGGTKLTVLGSRGGGGSGGGGSGGGSLEMAQVQLVQSG
AEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYAISWVRQAPGQGLEWMGGIIPIFG
TANYAQKFQGRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARRIPPYY

GMDVWGQGTTVTVSS

(SEQ ID NO: 18)

DNA

cagactgtggtgactcagccaccctcagcegtctgggacccccgggcagagggtcaccatctcttgtt
ctggaagcagctccaacatcggaagtaattatgtatactggtaccaacagctcccaggaacggcec
cccaaactcctcatctataggagtaatcagcggccctcaggggtccctgaccgattctctggcteca
agtctggcacctcagcctcecctggccatcagtgggccccggtccgtggatgaggctgattattactgt
gcagcatgggatgacagcctgaatggtgtggtaticggcggagggaccaagctgaccgtcctagg
ttctagaggtggtggtggtagcggcggcggcggctctggtggtggatccctcgagatggce
ccaggtgcagctggtgcagtctggggctgaggtgaagaagcctgggtcctcggtgaaggtctectg
caaggcttctggaggcaccttcagcagctatgctatcagctgggtgcgacaggceccctggacaag
ggcttgagtggatgggagggatcatccctatctttggtacagcaaactacgcacagaagttccagg
gcagagtcacgattaccgcggacgaatccacgagcacagcctacatggagctgagcagcectga
gatctgaggacacggccgtgtattactgtgcgagacggattccccecgtactacggtatggacgtctg
gggccaagggaccacggtcaccgtctcctca (SEQ ID NO: 19)

[00112] In another embodiment, the antibody or antigen binding protein is an anti-

WT1 scFv or antigen-binding fragment thereof that has an antigen binding region

that comprises the amino acid sequence of SEQ ID NO: 36 and specifically binds to
a peptide with the amino acid sequence RMFPNAPYL (SEQ ID NO: 1) in conjunction
with HLA-A0201. In other embodiments, the anti-WT-1 antibody is a scFv-Fc fusion
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protein or full length human IgG with VH and VL regions or CDRs selected from

Table 2.

Table 2

Antigen

WT1 (Ext002 #5)

Peptide

RMFPNAPYL (SEQ ID NO: 1)

CDRs

1 2 3

VH

GDSVSSNSAAWN | RTYYGSKWYNDYAVS GRLGDAFDI
(SEQ ID NO: 20) | VKS (SEQ ID NO: 21) (SEQ ID NO: 22)

DNA

ggggacagtgtctctagc | aggacatactacgggtccaag | ggtcgcttaggggatgcttitga
aacagtgctgcttggaac | tggtataatgattatgcagtatct | tatc (SEQ ID NO: 25)
(SEQ ID NO: 23) gtgaaaagt (SEQ ID NO:
24)

VL

RASQSISSYLN AASSLQS QQSYSTPLT
(SEQ ID NO: 26) (SEQ ID NO: 27) (SEQ ID NO: 28)

DNA

cgggcaagtcagagcatt | gctgcatccagtttgcaaagt caacagagttacagtacccct
agcagctatttaaat (SEQ ID NO: 30) ctcact (SEQ ID NO: 31)
(SEQ ID NO: 29)

Full
VH

QVQLQQSGPGLVKPSQTLSLTCAISGDSVSSNSAAWNWIRQSPSRGL
EWLGRTYYGSKWYNDYAVSVKSRITINPDTSKNQFSLQLNSVTPEDTA
VYYCARGRLGDAFDIWGQGTMVTVSS (SEQ ID NO: 32)

DNA

caggtacagctgcagcagtcaggtccaggactggtgaagccctcgcagaccctctcactcacctgt
gccatctccggggacagtgtctctagcaacagtgctgcttggaactggatcaggcagtccccatceg

agaggccttgagtggctgggaaggacatactacgggtccaagtggtataatgattatgcagtatctg
tgaaaagtcgaataaccatcaacccagacacatccaagaaccagttctccctgcagetgaactct

gtgactcccgaggacacggctgtgtattactgtgcaagaggtcgcettaggggatgcttttgatatctgg
ggccaagggacaatggtcaccgtctcttca (SEQ ID NO: 33)

Full
VL

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIY
AASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSYSTPLT
FGGGTKVDIKR (SEQ ID NO: 34)

DNA

gacatccagatgacccagtctccatcctcectgtctgcatctgtaggagacagagtcaccatcacttg
ccgggcaagtcagagcattagcagctatttaaattggtatcagcagaaaccagggaaagccccta
agctcctgatctatgctgcatccagtttgcaaagtggggtcccatcaaggttcagtggcagtggatct
gggacagatttcactctcaccatcagcagtctgcaacctgaagattttgcaacttactactgtcaaca
gagttacagtacccctctcactttcggcggagggaccaaagtggatatcaaacgt (SEQ 1D
NO: 35)
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Antigen

WT1 (Ext002 #5)

Peptide

RMFPNAPYL (SEQ ID NO: 1)

scFv

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIY
AASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSYSTPLT

FGGGTKVDIKRSRGGGGSGGGGSGGGGSLEMAQVQLQQSGPGLVK
PSQTLSLTCAISGDSVSSNSAAWNWIRQSPSRGLEWLGRTYYGSKWY
NDYAVSVKSRITINPDTSKNQFSLQLNSVTPEDTAVYYCARGRLGDAF

DIWGQGTMVTVSS

(SEQ ID NO: 36)

DNA

gacatccagatgacccagtctccatcctcectgtctgcatctgtaggagacagagtcaccatcacttg
ccgggcaagtcagagcattagcagctatttaaattggtatcagcagaaaccagggaaagccccta
agctcctgatctatgctgcatccagtttgcaaagtggggtcccatcaaggttcagtggcagtggatct

gggacagatttcactctcaccatcagcagtctgcaacctgaagattttgcaacttactactgtcaaca
gagttacagtacccctctcactitcggcggagggaccaaagtggatatcaaacgttctagaggtg

gtggtggtagcggcggcggceggctctggtggtggtggatccctcgagatggecccaggtac
agctgcagcagtcaggtccaggactggtgaagccctcgcagaccctctcactcacctgtgccatct
ccggggacagtgtctctagcaacagtgcetgcttggaactggatcaggcagtccccatcgagaggce
cttgagtggctgggaaggacatactacgggtccaagtggtataatgattatgcagtatctgtgaaaa
gtcgaataaccatcaacccagacacatccaagaaccagttctccctgcagcetgaactctgtgacte
ccgaggacacggctgtgtattactgtgcaagaggtcgcttaggggatgcttttgatatctggggccaa
gggacaatggtcaccgtctctica (SEQ ID NO: 37)

[00113] In another embodiment, the antibody or antigen binding protein is an anti-

WT1 scFv or antigen binding fragment thereof that has an antigen binding region

that comprises the amino acid sequence of SEQ ID NO: 54 and specifically binds to
a peptide with the amino acid sequence RMFPNAPYL (SEQ ID NO: 1) in conjunction
with HLA-A0201. In other embodiments, the anti-WT-1 antibody is a scFv-Fc fusion
protein or full length human IgG with VH and VL regions or CDRs selected from

Table 3.
Table 3
WT1 (Ext002 #13)
Antigen
Peptide RMFPNAPYL (SEQ ID NO: 1)
CDRs: 1 2 3
VH GYSFTNFWIS RVDPGYSYSTYSPSF VQYSGYYDWFDP
(SEQ ID NO: 38) QG (SEQ ID NO: 39) (SEQ ID NO: 40)
DNA ggatacagcttcaccaact | agggttgatcctggctactctta | gtacaatatagtggctactatg
tctggatcagc tagcacctacagcccgtccttc | actggttcgacccce
(SEQ ID NO: 41) caaggc (SEQ ID NO: 43)
(SEQ ID NO: 42)
VL | SGSSSNIGSNTVN SNNQRPS AAWDDSLNGWYV

(SEQ ID NO: 44) (SEQ ID NO: 45) (SEQ ID NO: 46)
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Antigen

WT1 (Ext002 #13)

Peptide

RMFPNAPYL (SEQ ID NO: 1)

DNA

tctggaagcagctccaac | agtaataatcagcggccctca | gcagcatgggatgacagcect
atcggaagtaatactgtaa | (SEQ ID NO: 48) gaatggttgggtg
ac (SEQ ID NO: 47) (SEQ ID NO: 49)

Full VH

QMQLVQSGAEVKEPGESLRISCKGSGYSFTNFWISWVRQMPGKGLE
WMGRVDPGYSYSTYSPSFQGHVTISADKSTSTAYLQWNSLKASDTA
MYYCARVQYSGYYDWFDPWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 50)

DNA

cagatgcagctggtgcagtccggagcagaggtgaaagagcccggggagtctctgaggatctect
gtaagggttctggatacagcttcaccaacttctggatcagctgggtgcgccagatgcccgggaaa
ggcctggagtggatggggagggttgatcctggctactcttatagcacctacagcccgtccticcaag
gccacgtcaccatctcagctgacaagtctaccagcactgcctacctgcagtggaacagcectgaag
gcctcggacaccgcecatgtattactgtgcgagagtacaatatagtggctactatgactggticgacc
cctggggcecagggaaccctggtcaccgtetectca (SEQ ID NO: 51)

Full
VL

QAVVTQPPSASGTPGQRVTISCSGSSSNIGSNTVNWYQQVPGTAPK
LLIYSNNQRPSGVPDRFSGSKSGTSASLAISGLQSEDEADYYCAAWD
DSLNGWVFGGGTKLTVLG (SEQ ID NO: 52)

DNA

caggctgtggtgactcagccaccctcagcgtctgggacccccgggcagagggtcaccatctcttgt
tctggaagcagctccaacatcggaagtaatactgtaaactggtaccagcaggtcccaggaacgg
cccccaaactectcatctatagtaataatcagcggcecctcaggggtecctgaccgattctctggcte
caagtctggcacctcagcctccctggccatcagtgggcetccagtctgaggatgaggcetgattattac
tgtgcagcatgggatgacagcctgaatggttgggtgticggcggagggaccaagctgaccgtect
aggt (SEQ ID NO: 53)

scFv

QAVVTQPPSASGTPGQRVTISCSGSSSNIGSNTVNWYQQVPGTAPK
LLIYSNNQRPSGVPDRFSGSKSGTSASLAISGLQSEDEADYYCAAWD
DSLNGWVFGGGTKLTVLGSRGGGGSGGGGSGGGGSLEMAQMQLY
QSGAEVKEPGESLRISCKGSGYSFTNFWISWVRQMPGKGLEWMGR
VDPGYSYSTYSPSFQGHVTISADKSTSTAYLQWNSLKASDTAMYYCA
RVQYSGYYDWFDPWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 54)

DNA

caggctgtggtgactcagccaccctcagcgtctgggacccccgggcagagggtcaccatctcttgt
tctggaagcagctccaacatcggaagtaatactgtaaactggtaccagcaggtcccaggaacgg
cccccaaactectcatctatagtaataatcagcggcecctcaggggtecctgaccgattctctggcte

caagtctggcacctcagcctccctggccatcagtgggctccagtctgaggatgaggctgattattac
tgtgcagcatgggatgacagcctgaatggttgggtgticggcggagggaccaagctgaccgtect
aggttctagaggtggtggtggtagcggcggeggeggcetetggtggtggtggatcectcgagatgg

cccagatgcagctggtgcagtccggagcagaggtgaaagagceccggggagtctctgaggatct

cctgtaagggttctggatacagcttcaccaacttctggatcagctgggtgcgccagatgcccggga
aaggcctggagtggatggggagggttgatcctggctactcttatagcacctacagcccgtecttcca
aggccacgtcaccatctcagctgacaagtctaccagcactgcctacctgcagtggaacagcectga
aggcctcggacaccgccatgtattactgtgcgagagtacaatatagtggctactatgactggttcga
ccectggggecagggaaccctggtcaccgtctectca (SEQ ID NO: 55)

[00114] In another embodiment, the antibody or antigen binding protein is an anti-

WT1 scFv or antigen binding fragment thereof that has an antigen binding region

that comprises the amino acid sequence of SEQ ID NO: 72 and specifically binds to
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a peptide with the amino acid sequence RMFPNAPYL (SEQ ID NO:1) in conjunction
with HLA-A0201. In other embodiments, the anti-WT-1 antibody is a scFv-Fc fusion
protein or full length human IgG with VH and VL regions or CDRs selected from

Table 4.

Table 4

Antigen

WT1 (Ext002 #15)

Peptide

RMFPNAPYL (SEQ ID NO: 1)

CDRs

1 2 3

VH

GYNFSNKWIG IYPGYSDITYSPSFQG HTALAGFDY
(SEQ ID NO: 56) (SEQ ID NO: 57) (SEQ ID NO: 58)

DNA

ggctacaactttagcaaca | atcatctatcccggttactcgga | cacacagctttggccggctttg
agtggatcggc catcacctacagcccgtccttc | actac (SEQ ID NO: 61)
(SEQ ID NO: 59) caaggc (SEQ ID NO:
60)

VL

RASQNINKWLA KASSLES QQYNSYAT
(SEQ ID NO: 62) (SEQ ID NO: 63) (SEQ ID NO: 64)

DNA

Cgggccagtcagaatatc | aaggcgtctagtttagaaagt | caacaatataatagttatgcga
aataagtggctggcc (SEQ ID NO: 66) cg (SEQ ID NO: 67)
(SEQ ID NO: 65)

Full
VH

QVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYNFSNKWIGWVRQLPGRGLE
WIAIIYPGYSDITYSPSFQGRVTISADTSINTAYLHWHSLKASDTAMYYC
VRHTALAGFDYWGLGTLVTVSS (SEQ ID NO: 68)

DNA

caggtgcagctggtgcagtctggagcagaggtgaaaaagcccggagagtctctgaagatctectg
taagggttctggctacaactttagcaacaagtggatcggctgggtgcgccaattgcccgggagagg
cctggagtggatagcaatcatctatcccggttactcggacatcacctacagcccgtccttccaaggce
cgcgtcaccatctccgccgacacgtccattaacaccgcectacctgcactggcacagcectgaagge
ctcggacaccgccatgtattattgtgtgcgacacacagctttggccggctttgactactggggcectgg
gcaccctggtcaccgtctcctca

(SEQ ID NO: 69)

Full
VL

DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASQNINKWLAWYQQRPGKAPQLLI
YKASSLESGVPSRFSGSGSGTEYTLTISSLQPDDFATYYCQQYNSYAT
FGQGTKVEIKR (SEQ ID NO: 70)

DNA

gacatccagatgacccagtctccttccaccctgtctgcatctgtaggagacagagtcacaatcacttg
ccgggccagtcagaatatcaataagtggctggcectggtatcagcagagaccagggaaagceccct
cagctcctgatctataaggcgtctagtttagaaagtggggtcccatctaggttcagcggcagtggatc
tgggacagaatacactctcaccatcagcagcctgcagcctgatgattttgcaacttattactgccaac
aatataatagttatgcgacgttcggccaagggaccaaggtggaaatcaaacgt (SEQ ID NO:
71)

scFv

DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASQNINKWLAWYQQRPGKAPQLLI
YKASSLESGVPSRFSGSGSGTEYTLTISSLQPDDFATYYCQQYNSYAT
FGQGTKVEIKRSRGGGGSGGGGSGGGGSLEMAQVQLVQSGAEVKK
PGESLKISCKGSGYNFSNKWIGWVRQLPGRGLEWIAIIYPGYSDITYSP
SFQGRVTISADTSINTAYLHWHSLKASDTAMYYCVRHTALAGFDYWGL
GTLVTVSS (SEQ ID NO: 72)
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WT1 (Ext002 #15)

Antigen
Peptide RMFPNAPYL (SEQ ID NO: 1)
DNA gacatccagatgacccagtctccttccaccctgtctgcatctgtaggagacagagtcacaatcacttg

ccgggccagtcagaatatcaataagtggcetggcectggtatcagcagagaccagggaaagceccct
cagctcctgatctataaggcgtctagtttagaaagtggggtcccatctaggttcagcggcagtggatc
tgggacagaatacactctcaccatcagcagcctgcagcctgatgattttgcaacttattactgccaac
aatataatagttatgcgacgttcggccaagggaccaaggtggaaatcaaacgttctagaggtggt
ggtggtagcggcggcggcggctctggtggtggtggatccctcgagatggcccaggtgcag
ctggtgcagtctggagcagaggtgaaaaagcccggagagtctctgaagatctectgtaagggttct
ggctacaactttagcaacaagtggatcggctgggtgcgcecaattgcccgggagaggcectggagtg
gatagcaatcatctatcccggttactcggacatcacctacagcccgtccticcaaggecgcegtcacce
atctccgcecgacacgtccattaacaccgcectacctgcactggcacagcectgaaggcectcggacac
cgccatgtattattgtgtgcgacacacagctttggccggctttgactactggggcctgggcaccctggt
caccgtctcctca (SEQ ID NO: 73)

[00115] In another embodiment, the antibody or antigen binding protein is an anti-
WT1 scFv or antigen binding fragment thereof that has an antigen binding region
that comprises the amino acid sequence of SEQ ID NO: 90 and specifically binds to
a peptide with the amino acid sequence RMFPNAPYL (SEQ ID NO: 1) in conjunction
with HLA-A0201. In other embodiments, the anti-WT-1 antibody is a scFv-Fc fusion
protein or full length human IgG with VH and VL regions or CDRs selected from
Table 5.

Table 5
WT1 (Ext002 #18)
Antigen
Peptide RMFPNAPYL (SEQ ID NO: 1)
CDRs: 1 2 3
VH GFTFDDYGMS GINWNGGSTGYADS ERGYGYHDPHDY
(SEQ ID NO: 74) VRG (SEQ ID NO: 75) (SEQ ID NO: 76)
DNA gggttcacctitgatgattat | ggtattaattggaatggtggt | gagcgtggctacgggtacca
ggcatgagc agcacaggttatgcagactc | tgatccccatgactac
(SEQ ID NO: 77) tgtgaggggc (SEQ ID (SEQ ID NO: 79)
NO: 78)
VL GRNNIGSKSVH DDSDRPS QVWDSSSDHVV
(SEQ ID NO: 80) (SEQ ID NO: 81) (SEQ ID NO: 82)
DNA gggagaaacaacattgg | gatgatagcgaccggccctc | caggtgtgggatagtagtagt
aagtaaaagtgtgcac a gatcatgtggta
(SEQ ID NO: 83) (SEQ ID NO: 84) (SEQ ID NO: 85)
Full | EVQLVQSGGGVVRPGGSLRLSCAASGFTFDDYGMSWVRQAPGKG
VH | LEWVSGINWNGGSTGYADSVRGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAE
DTALYYCARERGYGYHDPHDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 86)
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WT1 (Ext002 #18)

Antigen
Peptide RMFPNAPYL (SEQ ID NO: 1)
DNA gaagtgcagctggtgcagtctgggggaggtgtggtacggcectggggggtccctgagactctect

gtgcagcctctgggttcacctttgatgattatggcatgagctgggtccgccaagcetccagggaag
gggctggagtgggtctctggtattaatiggaatggtggtagcacaggttatgcagactctgtgagg
ggccgattcaccatctccagagacaacgccaagaactccctgtatctgcaaatgaacagtctg
agagccgaggacacggccttgtattactgtgcgagagagcgtggctacgggtaccatgatccc
catgactactggggccaaggcaccctggtgaccgtctectca (SEQ ID NO: 87)

Full | QSVVTQPPSVSVAPGKTARITCGRNNIGSKSVHWYQQKPGQAPVL
VL | VVYDDSDRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISRVEAGDEADYYCQVW
DSSSDHVVFGGGTKLTVLG (SEQ ID NO: 88)

DNA cagtctgtcgtgacgcagccgccctcggtgtcagtggccccaggaaagacggccaggattac
ctgtgggagaaacaacattggaagtaaaagtgtgcactggtaccagcagaagccaggccag
gcccctgtgetggtegtctatgatgatagcgaccggcecctcagggatccctgagegattctctgg
ctccaactctgggaacacggccaccctgaccatcagcagggtcgaagccggggatgaggcec
gactattactgtcaggtgtgggatagtagtagtgatcatgtggtaticggcggagggaccaagct
gaccgtcctaggt (SEQ ID NO: 89)

scFv | QSVVTQPPSVSVAPGKTARITCGRNNIGSKSVHWYQQKPGQAPVL
VVYDDSDRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISRVEAGDEADYYCQVW

DSSSDHVVFGGGTKLTVLGSRGGGGSGGGGSGGSLEMAEVQLVQ
SGGGVVRPGGSLRLSCAASGFTFDDYGMSWVRQAPGKGLEWVS

GINWNGGSTGYADSVRGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTALYY
CARERGYGYHDPHDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 90)

DNA cagtctgtcgtgacgcagccgccctcggtgtcagtggccccaggaaagacggccaggattac
ctgtgggagaaacaacattggaagtaaaagtgtgcactggtaccagcagaagccaggccag
gcccctgtgetggtegtctatgatgatagcgaccggcecctcagggatccctgagegattctctgg
ctccaactctgggaacacggccaccctgaccatcagcagggtcgaagccggggatgaggcec
gactattactgtcaggtgtgggatagtagtagtgatcatgtggtaticggcggagggaccaagct
gaccgtcctaggttctagaggtggtggtggtagcggcggcecggecggcetctggtggatcecce
tcgagatggccgaagtgcagctggtgcagtctgggggaggtgtggtacggcectggggggtce
ctgagactctcctgtgcagcctctgggttcacctttgatgattatggcatgagcetgggtccgecaag
ctccagggaaggggctggagtgggtctctggtattaattggaatggtggtagcacaggttatgca
gactctgtgaggggccgattcaccatctccagagacaacgccaagaactccctgtatctgcaa
atgaacagtctgagagccgaggacacggccttgtattactgtgcgagagagcgtggctacggg
taccatgatccccatgactactggggccaaggcaccctggtgaccgtctectca (SEQ ID
NO: 91)

[00116] In another embodiment, the antibody or antigen binding protein is an anti-
WT1 scFv or antigen binding fragment thereof that has an antigen binding region
that comprises the amino acid sequence of SEQ ID NO: 108 and specifically binds to
a peptide with the amino acid sequence RMFPNAPYL (SEQ ID NO: 1) in conjunction
with HLA-A0201. In other embodiments, the anti-WT-1 antibody is a scFv-Fc fusion
protein or full length human IgG with VH and VL regions or CDRs selected from
Table 6.
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PCT/US2012/031892

Antigen

WT1 (Ext002 #23)

Peptide

RMFPNAPYL (SEQ ID NO. 1)

CDRs

1

2

3

VH

GFSVSGTYMG
(SEQ ID NO. 92)

LLYSGGGTYHPASLQ
G
(SEQ ID NO. 93)

GGAGGGHFDS
(SEQ ID NO. 94)

DNA

gggttctcegtcagtggeac
ctacatgggc(SEQ ID
NO. 95)

cttctttatagtggtggcggceac
ataccacccagcgtccctgca

gggc

gaggggcaggaggtggcee
actttgactcc (SEQ ID
NO. 97)

(SEQ ID NO. 96)

VL

TGSSSNIGAGYDVH
(SEQ ID NO. 98)

GNSNRPS
(SEQ ID NO. 99)

AAWDDSLNGYV
(SEQ ID NO. 100)

DNA

actgggagcagctccaac
atcggggcaggttatgatgt
acac

(SEQ ID NO. 101)

ggtaacagcaatcggccctca
(SEQ ID NO. 102)

gcagcatgggatgacagcct
gaatggttatgtc
(SEQ ID NO. 103)

Full
VH

EVQLVETGGGLLQPGGSLRLSCAASGFSVSGTYMGWVRQAPGKGLE
WVALLYSGGGTYHPASLQGRFIVSRDSSKNMVYLQMNSLKAEDTAVY
YCAKGGAGGGHFDSWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO. 104)

DNA

gaggtgcagctggtggagaccggaggaggcttgctccagecegggggggtccctcagactctectg
tgcagcctctgggttctcegtcagtggcacctacatgggetgggtccgecaggetccagggaaggg
actggagtgggtcgcacttctttatagtggtggcggcacataccacccagcgtccctgcagggcecg
attcatcgtctccagagacagctccaagaatatggtctatcticaaatgaatagcctgaaagccgag
gacacggccgtctattactgtgcgaaaggaggggcaggaggtggccactttgactcctggggeca
aggcaccctggtgaccgtctcctca

(SEQ ID NO. 105)

Full
VL

QSVLTQPPSVSGAPGQRVTISCTGSSSNIGAGYDVHWYQQLPGTAPK
LLIYGNSNRPSGVPDRFSGSKSGTSASLAISGLQSEDEADYYCAAWD
DSLNGYVFGTGTKLTVLG (SEQ ID NO. 106)

DNA

cagtctgtgttgacgcagccgccctcagtgtctggggccccagggcagagggtcaccatctectge
actgggagcagctccaacatcggggcaggttatgatgtacactggtaccagcagcttccaggaac
agcccccaaactcctcatctatggtaacagcaatcggecctcaggggtcecctgaccgattctctgge
tccaagtctggcacctcagcctcectggccatcagtgggctccagtctgaggatgaggctgattatta
ctgtgcagcatgggatgacagcctgaatggttatgtcticggaactgggaccaagctgaccgtccta
ggt (SEQ ID NO. 107)

scFv

QSVLTQPPSVSGAPGQRVTISCTGSSSNIGAGYDVHWYQQLPGTAPK
LLIYGNSNRPSGVPDRFSGSKSGTSASLAISGLQSEDEADYYCAAWD
DSLNGYVFG
TGTKLTVLGSRGGGGSGGGGSGGGGSLEMAEVQLVETGGGLLQPG
GSLRLSCAASGFSVSGTYMGWVRQAPGKGLEWVALLYSGGGTYHPA
SLQGRFIVSRDSSKNMVYLQMNSLKAEDTAVYYCAKGGAGGGHFDS
WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO. 108)
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WT1 (Ext002 #23)

Antigen
Peptide RMFPNAPYL (SEQ ID NO. 1)
DNA cagtctgtgttgacgcagccgccctcagtgtctggggccccagggcagagggtcaccatctectge

actgggagcagctccaacatcggggcaggttatgatgtacactggtaccagcagcttccaggaac
agcccccaaactcctcatctatggtaacagcaatcggecctcaggggtcecctgaccgattctctgge
tccaagtctggcacctcagcctcectggecatcagtgggctccagtctgaggatgaggctgattatta
ctgtgcagcatgggatgacagcctgaatggttatgtcticggaactgggaccaagctgaccgtccta
ggttctagaggtggtggtggtagcggcggcggcggctctggtggtggtggatccctegag
atggccgaggtgcagctggtggagaccggaggaggcttgctccageccgggggggtecctcaga
ctctcetgtgcagcectctgggttctccgtcagtggcacctacatgggetgggtececgecaggctecagg
gaagggactggagtgggtcgcacttctttatagtggtggcggcacataccacccagcegtccctgca
gggccgattcatcgtctccagagacagctccaagaatatggtctatcttcaaatgaatagectgaaa
gccgaggacacggccgtctattactgtgcgaaaggaggggcaggaggtggccactttgactcectg
gggccaaggcaccctggtgaccgtctcctca (SEQ ID NO. 109)

[00117] Other embodiments of the disclosed antibodies and antigen binding proteins

encompass those comprising light and heavy hypervariable regions and constant

regions, for example as shown in Tables 7 (heavy chain), 8 (light chain) and 9

(constant regions).

Table 7

CDR- CDR-H2 CDR-H3 SEQ

H1 D

Group I NO.
EXT002-12(166) | SNAVAWN | RTYRGSTYY---ALSV G-SNSAFDF 119-
121

EXT002-5(184) SNSAAWN [ RTYYGSKWYNDYAVSV GRLGDAFDI 122-
124

EXT002-8(184) SDGAAWN [ RTYYRSKWYNDYAVSV GDYYYGMDV 125-
127

Consensus(191) SNAAAWN [ RTYYGSKWYNDYAVSV G AFDI 128-
130

Group 11

EXT002-14(163) | SYWIS RIDPSDSYTNYSPSFQG | GD-—=-—-—-- YDEYLDP-- 131-
133
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EXT002-25(163) | SYGIS WISAYNGNTNYAQKLQOG | DLYSSGWYESYYYGMDV 134-
136
EXT002-3(186) SYATS GIIPIFGTANYAQKFOG | RIP—P-—-—-—-—-- YYGMDV 137-
139
EXT002-30(163) | SYGIS WISAHNGNTNYAQKLQOG | DR——=—=——— VWEGDLSD 134,
140,
141
EXT002-33(163) | SYAIS GIIPIFGTANYAQKEQG | NYDEWSG-——-—-- DAFDI 137,
142,
143
Consensus(188) SYATS I P G TNYAQKFQG FY GMDV 137,
144,
145
Group 111
EXT002-34(161) | DYGMS GINWNGGSTGYADSV ERGY-GYHDPHDY 146-
148
EXT002-40(157) | NYTMN SISLSGAYIYYADSL EGYSSSVYDAFDL 149-
151
EXT002-45(165) | SYGMH GILSDGGKDYYVDSV CSSN-YGNDAFDI 152-
154
EXT002-48(165) | TYSMN SISSGAYSIFYADSV DOYYGDKWDAFDI 155-
157
Consensus (170) SYGMN SISS GGSIYYADSV E YY WDAFDI 158-
160
Table 8
CDR-L1 CDR-L2 CDR-L3 SEQ ID
NOS.
Group 1
EXT002-1 (46) CSGSSSNIGS-NTVN | SNNOQRPSG AAWDDSLNG--WVEG 161-163
EXT002-10 (46) CSGSSSNIGS-NTVN | SNNOQRPSG EAWDDSLKG--PVFG 161,
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EXT002-12 (22) CTGSSSNIGAGYDVH | GNSNRPSG OSYDSSLSADNYVEG 165-167
EXT002-13 (46) CSGSSSNIGS-NTVN | SNNOQRPSG AAWDDSLNG--WVEG 161-163
EXT002-2 (46) CSGSSSNIGR-NIVN | SNIERPSG ASWDDSLNG--VLFG 168-170
EXT002-20 (46) CSGSRSNIAS-NGVG | KNDOQRPSG SAWDDSLDGH-VVEG 171-173
EXT002-23 (46) CTGSSSNIGAGYDVH | GNSNRPSG AAWDDSLNG--YVFEG 165,
166, 174
EXT002-25 (22) CSGSSSNIGS-STVN | SNSQRPSG AAWDDSLNG--VVEG 175-177
EXT002-3 (46) CSGSSSNIGS-NYVY | RSNOQRPSG AAWDDSLNG--VVEG 178,
179, 177
EXT002-30 (22) CSGSSSNIGR-NTVN | SNNQRPSG AAWDDSLNG--YVFEG 180,
162, 174
EXT002-33 (22) CSGSSSNIGN-DYVS | DNNKRPSG GTWDNSLSA--WVFEG 181-183
EXT002-36 (22) CSGSSSNIGS-NSVY | NNNQRPSG ATWDDSLSG--WVEG 184-186
EXT002-40 (22) CSGSSSNIGS-NYVY | RNNQRPSG AAWDDSLSA--WVEG 178,
187, 188
EXT002-42 (46) CSGSTSNIGS-YYVS | DNNNRPSG GTWDSSLSA--WVEG 189-191
EXT002-45 (22) CSGSSSNIGN-NYVS | DNNKRPSG GTWDSSLSA--WVEG 192,
182, 191
EXT002-48 (22) CSGSNSNIGT-NTVT | SNFERPSG SAWDDSENG--PVFEG 193-195
EXT002-6 (46) CSGSSSNIGS-NYVS | RNNQRPSG AAWDDGLRG--YVFEG 196,
187, 197
EXT002-9 (22) CSGSSSNIGS-NTVN | SNNOQRPSG EAWDDSLKG--PVFG 161,
162, 164
Consensus (46) CSGSSSNIGS N V NNORPSG AAWDDSL G WVEG 161-163
Group 11
EXT002-24 (24) RASQSISSYLN AASSLOS QOSYSTP—-T 198-200
EXT002-31 (24) RASQGISNYLA AASTLOS OKYNSAPGVT 201-203
EXT002-35 (24) RASQSINGWLA RASTLOS QOSSSLP-FT 204-206
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EXT002-5 (48) RASQSISSYLN AASSLOS QOSYSTP-LT 198-200
EXT002-7 (48) RASQGISYYLA AASTLKS QOQOLNSYP-LT 207-209
EXT002-B (48) RASQSISSYLN AASSLOS QOSYSTP-WT 198-200
Consensus (48) RASQSISSYLN AASSLOS QOSYSTP LT 198-200
Group 111
EXT002-16 (23) GGNNIGSKSVH DDSDRPS QVWDSSSDHPV 210-212
EXTO002-17 (47) GGNNIGSKSVH DDSDRPS QVWDSSGDHPV 210,
211,213
EXT002-19 (47) GGNNIGSKSVH YDSDRPS QVWDSSSDHPV 210,
214,212
EXT002-21 (19) GGTNIGSREVH 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 OQVWGASSDHPV 222-224
Consensus (47) GGNNIGSKSVH YDSDRPS QVWDSSSDHPV 210,
214,212
Group IV
EXT002-11 (47) TGTSSDVGGYNYVS DVSKRPS GIYTYSDSW—V 225-227
EXT002-14 (23) TGTSSDVGGYNYVS DVGNRPS SSYTSSSTR—V 225,
228,229
EXT002-26 (23) TGTRSDVGLYNYVA DVIYRPG SSYTNTGTV—L 230-232
EXT002-4 (47) TGTSSDEGDYDYVS DVSDRPS OSYDSSLSGSGV 233-235
Consensus (47) TGTSSDVGGYNYVS DVS RPS SSYTSS S \Y% 225,
234,229
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Table 9

Constant Regions

Human heavy chain | ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL
constant region and | TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNT
IgG1 Fc domain KVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEPPKPKDTLMISR
sequence TPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOPREPQ
VYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKT
TPPVLDSDGSEFEFLYSKLTVDKSRWOOGNVESCSVMHEALHNHYTOK
SLSLSPGK (SEQ ID NO. 236)

Human light chain TVAAPSVEIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEY PREAKVOWKVDNAL
(kappa) OSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHOG
LSSPVTKSFNRGEC (SEQ ID NO. 237)

Human light chain OPKANPTVITLEFPPSSEELOANKATLVCLISDEYPGAVIVAWKADGS

(lambda) PVKAGVETTKPSKOSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQOVTHEG

STVEKTVAPTECS (SEQ ID NO. 238)
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[00118] The invention relates to recombinant antigen-binding proteins,
antibodies and antigen binding fragments thereof that specifically recognize
epitopes of a complex of a peptide/protein fragment derived from an intracellular
protein, and an MHC class | molecule, for example, as the complex might be
displayed at the cell surface during antigen presentation. The heavy and light
chains of an antibody of the invention may be full-length (e.g., an antibody can
include at least one, and preferably two, complete heavy chains, and at least
one, and preferably two, complete light chains) or may include an antigen-binding
portion (a Fab, F(ab')z, Fv or a single chain Fv fragment ("scFv")). In other
embodiments, the antibody heavy chain constant region is chosen from, e.g.,
IgG1, 1gG2, 19G3, I1gG4, IgM, IgA1, IgA2, IgD, and IgE, particularly chosen from,
e.g., IgG1, 19G2, IgG3, and IgG4, more particularly, IgG1 (e.g., human IgG1). In
another embodiment, the antibody light chain constant region is chosen from,

e.g., kappa or lambda, particularly kappa.

[00119] The antibodies and antigen binding proteins of the present invention are
intended to encompass bispecific antibodies, including bispecific T-cell engaging
antibodies, that is, antibodies comprising two antibody variable domains on a single
polypeptide chain that are able to bind two separate antigens. Where a first portion
of a bispecific antibody binds an antigen on a tumor cell for example and a second
portion of a bispecific antibody recognizes an antigen on the surface of a human
immune effector cell, the antibody is capable of recruiting the activity of that effector
cell by specifically binding to the effector antigen on the human immune effector cell.
In some instances, bispecific antibodies, therefore, are able to form a link between
effector cells, for example, T cells and tumor cells, thereby enhancing effector

function.

[00120] In one embodiment, the constant region/framework region is altered, for
example, by amino acid substitution, to modify the properties of the antibody (e.g., to
increase or decrease one or more of: antigen binding affinity, Fc receptor binding,
antibody carbohydrate, for example, glycosylation, fucosylation etc , the number of
cysteine residues, effector cell function, effector cell function, complement function or

introduction of a conjugation site). Furthermore, conjugation of the antibody to a
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drug, toxin, radioisotope, cytokine, inflammatory peptide or cytotoxic agent is also
contemplated.

[00121] In one embodiment, the antibody is an anti -WT1/A2 antibody and
comprises the human IgG1 constant region and Fc domain shown in Table 9. In one
embodiment, the anti-WT1/A2 antibody comprises a human kappa sequence, or a
human lambda sequence having the sequence set forth in Table 9. The amino acid
sequences for some complementarity determining regions (CDRs) of antibodies of
the invention are shown in Tables 1-8.

[00122] The present invention is based on the identification of antigen-specific
binding sequences from which a variety of antigen-binding proteins can be produced.
In addition to antibodies specific for an antigen that represents a protein fragment
(peptide)/HLA complex similar to that typically recognized by a T-cell receptor
following antigen processing and presentation of the protein to the T-cell,
identification of amino acid and nucleic sequences as disclosed herein for the
preparation of antibodies can also be used to generate other antigen-binding
molecules including chimeric antigen receptors (CARs), with specificity for the
protein fragment (peptide)/HLA complex. These can be incorporated into cells to
make them specifically ctyotoxic to the antigen expressing cell.

[00123] The present invention employs a novel approach to obtaining therapeutic
antibodies to any protein, including those proteins that are inaccessible because they
are not expressed on the cell surface. Nearly any intracytoplasmic or intranuclear
protein (in addition to cell surface proteins) is a potential target for the approach
described herein. This includes, but is not limited to, oncogenic proteins,

transcription factors, enzymes, etc.

[00124] In order to target tumor antigens derived from intracellular or nuclear
proteins, development of a therapeutic antibody an uncommon approach was
required. This approach is to generate recombinant mAbs that recognize the
peptide/MHC complex expressed on the cell surface, with the same specificity as a
T-cell receptor (TCR). Such mAbs share functional homology with TCRs regarding
target recognition, but confer higher affinity and capabilities of arming with potent

cytotoxic agents that antibodies feature. Technically, TCR-like mAbs may be
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generated by conventional hybridoma techniques known to those of skill in the art, to

produce human, humanized or chimeric antibodies.

[00125] Furthermore, fully-human mAbs are preferred for therapeutic use in humans
because murine antibodies cause an immunogenicity reaction, known as the HAMA
(human anti-mouse antibodies) response (24, 25), when administered to humans,
causing serious side effects, including anaphylaxis and hypersensitivity reactions.
This immunogenicity reaction is triggered by the human immune system recognizing
the murine antibodies as foreign because of slightly different amino acid sequences
from natural human antibodies. Humanization methods known in the art (26, 27) can
be employed to reduce the immunogenicity of murine-derived antibodies (28).

[00126] Recently, the use of phage display libraries has made it possible to select
large numbers of Ab repertoires for unique and rare Abs against very defined
epitopes (for more details on phage display see McCafferty et al., Phage antibodies:
filamentous phage displaying antibody variable domains. Nature, 348: 552-554.) The
rapid identification of human Fab or single chain Fv (ScFV) fragments highly specific
for tumor antigen-derived peptide-MHC complex molecules has thus become
possible (19-22). More recently, immuno-toxins, generated by fusing TCR-like Fab
specific for melanoma Ag MART-1 26-35/A2 or gp100 280-288/A2 to a truncated
form of Pseudomonas endotoxin, have been shown to inhibit human melanoma
growth both in vitro and in vivo (23). In addition, by engineering full-length mAb using
the Fab fragments, it is possible to directly generate a therapeutic human mAb, by-
passing months of time-consuming work, normally needed for developing therapeutic
mADbs. The present invention involves the development of a TCR-like, fully human
mAD that recognizes, for example, the WT1 peptide/HLA-A2 complex (RMFPNAPYL,
SEQ ID NO: 1) for cancer therapy.

[00127] Recombinant antibodies with TCR-like specificity represent a new and
valuable tool for research and therapeutic applications in tumor immunology and
immunotherapy. WT1 is a well-established and validated tumor antigen that has
been investigated throughout the world as a marker, prognostic factor and
therapeutic target. It was recently prioritized as the top priority tumor antigen by an
NCI task force (29).
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Identification of peptides with high predictive binding to HLA molecules

[00128] In one embodiment, the present invention relates to a method for the
generation of antibodies that specifically bind to HLA-restricted peptides, which,
when presented as part of a peptide/MHC complex are able to elicit a specific
cytotoxic T-cell response. HLA class | molecules present endogenous derived
peptides of about 8-12 amino acids in length to CD8" cytotoxic T lymphocytes.
Peptides to be used in the method of the present invention are generally about 6-22
amino acids in length, and in some embodiments, between about 9 and 20 amino
acids and comprise an amino acid sequence derived from a protein of interest, for

example, human WT1protein (Genbank accession no. P19544) or an analog thereof.

[00129] Peptides suitable for use in generating antibodies in accordance with the
method of the present invention can be determined based on the presence of HLA-
A0201-binding motifs and the cleavage sites for proteasomes and immune-
proteasomes using computer prediction models known to those of skill in the art. For
predicting MHC class | binding sites, such models include, but are not limited to,
ProPred1 (described in more detail in Singh and Raghava, ProPred: prediction of
HLA-DR binding sites. BIOINFORMATICS 17(12):1236-1237 2001), and 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)

[00130] HLA-A*0201 is expressed in 39-46% of all caucasians and therefore,
represents a suitable choice of MHC antigen for use in the present method. For
preparation of one embodiment of a WT1 peptide antigen, amino acid sequences
and predicted binding of putative CD84" epitopes to HLA-A0201 molecules were
identified using the predictive algorithm of the SYFPEITHI database (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] Once appropriate peptides have been identified, peptide synthesis may be
done in accordance with protocols well known to those of skill in the art. Because of
their relatively small size, the peptides of the invention may be directly synthesized in

solution or on a solid support in accordance with conventional peptide synthesis
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techniques. Various automatic synthesizers are commercially available and can be
used in accordance with known protocols. The synthesis of peptides in solution
phase has become a well-established procedure for large-scale production of
synthetic peptides and as such is a suitable alternative method for preparing the
peptides of the invention. (See for example, 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] Each of the peptides used in the protocols described herein was purchased
and synthesized by Genemed Synthesis, Inc. (San Antonio, TX) using
fluorenylmethoxycarbonyl chemistry and solid-phase synthesis and purified by high-
pressure liquid chromatography. The quality of the peptides was assessed by high-
performance liquid chromatography analysis, and the expected molecular weight
was observed using matrix-assisted laser desorption mass spectrometry. Peptides
were sterile and 70% to 90% pure. The peptides were dissolved in DMSO and
diluted in PBS (pH 7.4) or saline at 5 mg/mL and stored at —-80°C.

[00133] Subsequent to peptide selection, binding activity of selected peptides is
tested using the antigen-processing-deficient T2 cell line, which increases
expression of HLA-A when stabilized by a peptide in the antigen-presenting groove.
Briefly, T2 cells are pulsed with peptide for a time sufficient to induce HLA-A
expression. HLA-A expression of T2 cells is then measured by immunostaining with
a fluorescently labeled monoclonal antibody specific for HLA-A (for example, BB7.2)
and flow cytometry. Fluorescence index (Fl) is calculated as the mean fluorescence
intensity (MFI) of HLA-A0201 on T2 cells as determined by fluorescence-activated
cell-sorting analysis, using the formula FI= (MFI[T2 cells with peptide]/MFI [T2 cells
without peptide] -1.

[00134] Fully human T-cell receptor (TCR)-like antibodies to Wilm’s tumor
oncognene protein (WT1) were produced using the method disclosed herein. TCR-
like anti-WT1 antibodies generated by phage display technology are specific for a
WT1 peptide/HLA complex similar to that which induces HLA-restricted cytotoxic
CD8 T-cells.
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[00135] The WT1 protein sequence was screened using the SYFPEITHI algorithm
and WT1 peptides (for example, peptides designated 428, 328, and 122) were
identified that had predicted high-affinity binding to multiple HLA molecules that are
highly expressed in the Caucasian population. Peptide 428 spans WT1 amino acids
428-459, peptide 328 spans WT1 amino acids 328-349, and peptide 122 spans WT1
amino acids 122-140 (see Figure 1)

[00136] Heteroclitic peptides can also be designed by conservative amino acid
substitutions of MHC-binding residues expected to enhance the affinity toward the
MHC class 1 allele, as predicted by the prediction algorithm. WT1 peptide 122
comprises within it a known CD8" epitope (126-134). In one embodiment, therefore,
a modified peptide of the peptide that spans the WT1 amino acid residues 126-134
and contains a modified amino acid at positions may be used. Peptides used for
alanine mutagenesis of WT1A (otherwise designated RFM) were named based on
the position where the substitution was made. Examples of WT1 peptides which may
be used are shown in Table 10 along with irrelevant peptides, RHAMM-R3 and EW.

Table 10

WT1A (RMF) RMFPNAPYL SEQ ID NO.: 1
WT1A1-B AMFPNAPYL SEQ ID NO.: 110
WT1A-3 RMAPNAPYL SEQIDNO.: 111
WT1A-4 RMFANAPYL SEQ ID NO.: 112
WT1A-5 RMFPAAPYL SEQ ID NO.: 113
WT1A-7 RMFPNAAYL SEQ ID NO.: 114
WT1A-8 RMFPNAPAL SEQ ID NO.: 115
RHAMM-R3 ILSLELMKL SEQ ID NO.: 116
EW QLQNPSYDK SEQ ID NO.: 117
RSDELVRHHNMHQRNMTKL SEQ ID NO.: 118
PGCNKRYFKLSHLQMHSRKHTG SEQ ID NO.: 119
SGQARMFPNAPYLPSCLES SEQ ID NO.: 120
SGQAYMFPNAPYLPSCLES SEQ ID NO.: 121
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[00137] Once a suitable peptide has been identified, the target antigen to be used
for phage display library screening, that is, a peptide/HLA complex (for example,
WT1 peptide/HLA-A0201) is prepared by bringing the peptide and the
histocompatibility antigen together in solution to form the complex.

Selecting a high affinity ScFV against a WT1 peptide

[00138] The next step is the selection of phage that bind to the target antigen of
interest with high affinity, from phage in a human phage display library that either do
not bind or that bind with lower affinity. This is accomplished by iterative binding of
phage to the antigen, which is bound to a solid support, for example, beads or
mammalian cells followed by removal of non-bound phage and by elution of
specifically bound phage. In one embodiment, antigens are first biotinylated for
immobilization to, for example, streptavidin-conjugated Dynabeads M-280. The
phage library is incubated with the cells, beads or other solid support and non
binding phage is removed by washing. Clones that bind are selected and tested.

[00139] Once selected, positive scFv clones are tested for their binding to HLA-
A2/peptide complexes on live T2 cell surfaces by indirect flow cytometry. Briefly,
phage clones are incubated with T2 cells that have been pulsed with Wt1-A peptide,
or an irrelevant peptide (control). The cells are washed and then with a mouse anti-
M13 coat protein mAb. Cells are washed again and labeled with a FITC-goat (Fab),
anti-mouse Ig prior to flow cytometry.

[00140] In other embodiments, the anti-WT1/A antibodies may comprise one or
more framework region amino acid substitutions designed to improve protein
stability, antibody binding, expression levels or to introduce a site for conjugation of
therapeutic agents. These scFv are then used to produce recombinant human

monoclonal Igs in accordance with methods known to those of skill in the art.

[00141] Methods for reducing the proliferation of leukemia cells is also included,
comprising contacting leukemia cells with a WT1 antibody of the invention. In a
related aspect, the antibodies of the invention can be used for the prevention or

treatment of leukemia. Administration of therapeutic antibodies is known in the art.
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Antibody Conjugates with Anti-Cancer Agents

[00142] Monoclonal antibodies represent the preferred vehicle for the targeted
delivery of bioactive agents to cancer sites, including antibody-based delivery of
cytotoxics, radionuclides or immunomodulatory cytokines. Conjugates of the
antibodies of the invention with therapeutic agents, including without limitation, drugs
(such as calecheamicin, aureastatin, doxorubicin), or toxins (such as ricin,
diphtheria, gelonin) or radioisotopes emitting alpha or beta particles ( such as, Y,
131 225A¢, 2°Bi, #°Ra and #"Th), inflammatory peptides (such as IL2, TNF, IFN-y)

are encompassed by the invention.
[00143] Pharmaceutical Compositions and Methods of Treatment

[00144] WT1 antibodies of the present invention can be administered for therapeutic
treatments to a patient suffering from a tumor or WT1-associated pathologic
condition in an amount sufficient to prevent, inhibit, or reduce the progression of the
tumor or pathologic condition. Progression includes, e.g, the growth, invasiveness,
metastases and/or recurrence of the tumor or pathologic condition. Amounts
effective for this use will depend upon the severity of the disease and the general
state of the patient's own immune system. Dosing schedules will also vary with the
disease state and status of the patient, and will typically range from a single bolus
dosage or continuous infusion to multiple administrations per day (e.g., every 4-6
hours), or as indicated by the treating physician and the patient's condition.

[00145] The identification of medical conditions treatable by WT1antibodies of the
present invention is well within the ability and knowledge of one skilled in the art. For
example, human individuals who are either suffering from a clinically significant
leukemic disease or who are at risk of developing clinically significant symptoms are
suitable for administration of the present WT1 antibodies. A clinician skilled in the art
can readily determine, for example, by the use of clinical tests, physical examination
and medical/family history, if an individual is a candidate for such treatment.

[00146] Non-limiting examples of pathological conditions characterized by WT1
expression include chronic myelocytic leukemia, acute lymphoblastic leukemia
(ALL), acute myeloid/myelogenous leukemia (AML) and myelodysplastic syndrome

(MDS). Additionally, solid tumors, in general and in particular, tumors associated
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with mesothelioma, ovarian cancer, gastrointestinal cancers, breast cancer, prostate

cancer and glioblastoma are amenable to treatment using WT1 antibodies.

[00147] In another embodiment, therefore, the present invention provides a method
of treating a medical condition by administering a WT1 antibody of the present
invention in combination with one or more other agents. For example, an
embodiment of the present invention provides a method of treating a medical
condition by administering a WT1 antibody of the present invention with an
antineoplastic or antiangiogenie agent. The WT1 antibody can be chemically or

biosynthetically linked to one or more of the antineoplastic or antiangiogenic agents.

[00148] Any suitable method or route can be used to administer a WT1 antibody of
the present invention, and optionally, to coadminister antineoplastic agents and/or
antagonists of other receptors. Routes of administration include, for example, oral,
intravenous, intraperitoneal, subcutaneous, or intramuscular administration. It should
be emphasized, however, that the present invention is not limited to any particular

method or route of administration.

[00149] It is noted that a WT1 antibody of the present invention can be administered
as a conjugate, which binds specifically to the receptor and delivers a toxic, lethal
payload following ligand-toxin internalization.

[00150] It is understood that WT1 antibodies of the invention will be administered in
the form of a composition additionally comprising a pharmaceutically acceptable
carrier. Suitable pharmaceutically acceptable carriers include, for example, one or
more of water, saline, phosphate buffered saline, dextrose, glycerol, ethanol and the
like, as well as combinations thereof. Pharmaceutically acceptable carriers may
further comprise minor amounts of auxiliary substances such as wetting or
emulsifying agents, preservatives or buffers, which enhance the shelf life or
effectiveness of the binding proteins. The compositions of the injection may, as is
well known in the art, be formulated so as to provide quick, sustained or delayed

release of the active ingredient after administration to the mammal.

[00151] Other aspects of the invention include without limitation, the use of
antibodies and nucleic acids that encode them for treatment of WT1 associated

disease, for diagnostic and prognostic applications as well as use as research tools
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for the detection of WT1 in cells and tissues. Pharmaceutical compositions
comprising the disclosed antibodies and nucleic acids are encompassed by the
invention. Vectors comprising the nucleic acids of the invention for antibody-based
treatment by vectored immunotherapy are also contemplated by the present
invention. Vectors include expression vectors which enable the expression and
secretion of antibodies, as well as vectors which are directed to cell surface

expression of the antigen binding proteins, such as chimeric antigen receptors.

[00152] Cells comprising the nucleic acids, for example cells that have been
transfected with the vectors of the invention are also encompassed by the

disclosure.

[00153] For use in diagnostic and research applications, kits are also provided that
contain a WT1 antibody or nucleic acids of the invention, assay reagents, buffers,
and the like.

[00154] The method of the present invention will now be described in more detail
with respect to representative embodiments.

Materials

[00155] Cell samples, cell lines and antibodies. After informed consent on Memorial
Sloan-Kettering Cancer Center Institutional Review Board approved protocols,
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from HLA-typed healthy donors and
patients were obtained by Ficoll density centrifugation. The sources for obtaining
human mesothelioma cell lines are described previously (29). The cell lines include:
H-Meso1A, JMN , VAMT, H2452 , H2373, H28, MSTO, Meso 11, Meso 34, Meso 37,
Meso 47, and Meso 56. All cells were HLA typed by the Department of Cellular
Immunology at Memorial Sloan-Kettering Cancer Center. Leukemia cell lines
LAMA81, BV173, and 697, (WT1+, A0201+) were kindly provided by Dr. H. J.
Stauss (University College London, London, United Kingdom). Melanoma cell line
MeWo (WT1-, A201+), SKLY16 (B-cell ymphoma; WT1-, A0201+); K562, RwLeu4,
and HLG0, all WT1+ leukemias, and a TAP-deficient T2 cell line were obtained from
the American Type Culture Collection. The cell lines were cultured in RPMI 1640
supplemented with 5% FCS, penicillin, streptomycin, 2 mmol/L glutamine, and 2-
mercaptoethanol at 37 C/5% CO2.
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[00156] Monoclonal Ab against human HLA-A2 (clone BB7.2) conjugated to FITC or
APC, and its isotype control mouse IgG2b/FITC or APC, to human or mouse CD3,
CD19, CD56, CD33, CD34 (BD Biosciences, San Diego), goat F(ab)2 anti-human
IgG conjugated with PE or FITC and goat F(ab)2 anti-mouse Ig’s conjugated to
fluorescent (In Vitrogen, City) were purchased. Mouse mADb to HLA-class | (W6/32)
was obtained from the MSKCC Monoclonal antibody Core Facility.

[00157] Peptides. All peptides were purchased and synthesized by Genemed
Synthesis, Inc. (San Antonio, TX). Peptides were > 90% pure. (Table 1.) The
peptides were dissolved in DMSO and diluted in saline at 5 mg/mL and frozen at-
180C. Biotinylated single chain WT1peptide/HLA-A0201 and RHAMM-3/HLA-A0201
complexes were synthesized by refolding the peptides with recombinant HLA-A2 and
beta2 microglobulen (p2M) at the Tetramer facility at MSKCC.

[00158] Animals. Eight to 10 week-old NOD.Cg-Prkdc scid IL2rgtm 1Wijl/SzJ mice,
known as NOD scid gamma (NSG), were purchased from the Jackson Laboratory
(Bar Harbor, ME) or obtained from MSKCC animal breeding facility.

Methods

[00159] Flow cytometry analysis. For cell surface staining, cells were incubated with
appropriate mAbs for 30 minutes on ice, washed, and incubated with secondary
antibody reagents when necessary. Flow cytometry data were collected on a FACS
Calibur (Becton Dickinson) and analyzed with FlowJo V8.7.1 and 9.4.8 software.

[00160] Selection and characterization of scFv specific for WT1 peptide/HLA-A0201
complexes. A human scFv antibody phage display library was used for the selection
of mAD clones. In order to reduce the conformational change of MHC1 complex
introduces by immobilizing onto plastic surfaces, a solution panning method was
used in place of conventional plate panning. In brief, biotinylated antigens were first
mixed with the human scFv phage library, then the antigen-scFv antibody complexes
were ppulled down by streptavidin-conjugated Dynabeads M-280 through a magnetic
rack. Bound clones were then eluted and were used to infect E.Coli XL1-Blue. The
scFv phage clones expressed in the bacteria were purified (35, 36). Panning was
performed for 3-4 cycles to enrich scFv phage clones binding to HLA-A0201/WTH1
complex specifically. Positive clones were determined by standard ELISA method
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against biotinylated single chain HLA-A0201/WT1 peptide complexes. Positive
clones were further tested for their binding to HLA-A2/peptide complexes on live cell
surfaces by flow cytometry, using a TAP-deficient, HLA-A0201+ cell line, T2. T2
cells were pulsed with peptides (50ug/ml) in the serum-free RPMI1640 medium, in
the presence of 20 pg/ml 2 M ON. The cells were washed, and the staining was
performed in following steps.

[00161] The cells were first stained with purified scFv phage clones, and followed by
staining with a mouse anti-M13 mADb, and finally the goat F(ab)2 anti-mouse Ig’s
conjugate to FITC. Each step of the staining was done between 30 -60 minutes on
ice and the cells were washed twice between each step of the staining.

[00162] Engineering full length mAb using the selected ScFv fragments. Full-length
human IgG1 of the selected phage clones were produced in HEK293 and Chinese
hamster ovary (CHO) cell lines, as described (37). In brief, antibody variable regions
were subcloned into mammalian expression vectors, with matching human lambda
or kappa light chain constant region and human IgG1 constant region sequences.
Molecular weight of the purified full length IgG antibodies were measured under both

reducing and non-reducing conditions by electrophoresis.

[00163] Engineering chimeric antigen receptors and immune effector cells. Nucleic
acids that encode antibodies and antigen binding proteins identified herein can be
used engineer recombinant immune effector cells. Methods and vectors to generate
genetically modified T-cells, for example, are known in the art (See Brentjens et al.,
Safety and persistence of adoptively transferred autologous CD19-targeted T cells in
patients with relapsed or chemotherapy refractory B-cell leukemias in Blood
118(18):4817-4828, November 2011).

[00164] Characterization of the full-length human 1gG1 for the WT1p/A2 complex.
Initially, specificities of the fully human 1gG1 mAbs for the WT1peptide/A2 complex
were determined by staining T2 cells pulsed with or without RMF or RHAMM-R3
control peptides, followed by secondary goat F(ab)2 anti-human IgG mAb conjugate
to PE or FITC. The fluorescence intensity was measured by flow cytometry. The
same method was used to determine the binding of the mAbs to fresh tumor cells

and cell lines.
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[00165] Radioimmunoassays. WT1 ab1 was labeled with 125-1 (PerkinElmer) using
the chloramine-T method (38). 100ug antibody was reacted with 1mCi 125-1 and
20ug chloramine-T, quenched with 200ug Na metabisulfite, then separated from free
125-1 using a 10DG column (company) equilibrated with 2% bovine serum albumin in

PBS. Specific activities of products were in the range of 7-8 mCi/mg.

[00166] Hematopoietic cell lines, adherent cell lines (harvested with a non-enzymatic
cell stripper (name)), PBMCs from normal donors and AML patients were obtained
as described. Cells were washed once with PBS and re-suspended in 2% human
serum in PBS at 107 cells/mL at 0°. Cells (10° tube in duplicate) were incubated
with125-I-labeled WT1 AB1 (1ug/mL) for 45 minutes on ice, then washed extensively
with 1% bovine serum albumin in PBS at 0°. To determine specific binding, a
duplicate set of cells was assayed after pre-incubation in the presence of 50-fold
excess unlabeled WT1 AB1 for 20 minutes on ice. Bound radioactivity was
measured by a gamma counter, specific binding was determined, and the number of
bound antibodies per cell was calculated from specific activity.

[00167] Antibody-dependent cellular cytotoxicity (ADCC). Target cells used for
ADCC were T2 cells pulsed with or without WT1 or RHAAM-3 peptides, and tumor
cell lines without peptide pulsing. WT1 ab1 or its isotype control human IgG1 at
various concentrations were incubated with target cells and fresh PBMCs at
different effector: target (E:T) ratio for 16 hrs. The supernatant were harvested and
the cytotoxicity was measured by LDH release assay using Cytotox 96 non-
radioreactive kit from Promega following their instruction. Cytotoxicity is also
measured by standard 4 hours 51Cr-release assay.

[00168] Transduction and selection of luciferase/GFP positive cells. BV173 and
JMN cells were engineered to express high level of GFP-luciferase fusion protein,
using lentiviral vectors containing a plasmid encoding the luc/GFP (39). Using single
cell cloning, only the cells showing high level GFP expression were selected by flow
cytometry analysis and were maintained and used for the animal study.

[00169] Therapeutic trials of the WT1 ab1 in a human leukemia xenograft NSG
model. Two million BV173 human leukemia cells were injected IV into NSG mice.

On day 5, tumor engraftment was confirmed by firefly luciferase imaging in all mice
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that were to be treated; mice were then randomly divided into different treatment
groups. On day 6 and day 10, mAb WT1 ab1 or the isotype control mAb were
injected IV. In animals that also received human effector cells with or without mADb,
cells (CD34 and CD3-depleted healthy donor human PBMCs) were injected IV into

mice (107 cells/mouse) 4 hr before the mAb injections. Tumor growth was assessed

by luminescence imaging once to twice a week, and clinical activity was assessed

daily.

[00170] Selection and characterization of scFv specific for WT1 peptide/HLA-A0201
complexes. Selection of an WT1-specific scFV is achieved using a 9-mer WT1-
derived peptide comprising amino acids 126-134 (RMFPNAPYL, SEQ ID NO: 1) of
WT1. This peptide has been shown to be processed and presented by HLA-A0201
to induce cytotoxic CD8" T cells that are capable of killing WT1-positive tumor cells.

[00171] Representative data from a patient with AML after 6 vaccinations with a
WT1 RMF peptide are shown in Figure 2 as evidence that the WT1 peptides are
immunogenic in humans. CD3 T cells were stimulated with WT1-A peptide (amino
acids 126-134) and cytotoxicity was measured using a standard >'Cr release assay
against 697 (A0201" WT1%) or SKLY-16 (A0201 * WT1") cell lines. The SKLY-16
cells pulsed with WT1-A or irrelevant peptide EW were used as positive and negative
controls for the specificity of the killing. Effector: Target (E:T) ratios are indicated on
the X-axis. Data demonstrates that T cells killed WT1" tumor cells in a HLA- A0201-

restricted manner.

[00172] Well established phage display libraries and screening methods known to
those of skill in the art were used to select scFv fragments highly specific for an
WT1-A peptide/HLA-A2 complex. In one embodiment, a human scFv antibody
phage display library (7 x 10" clones) was used for the selection of mAb clones. In
order to reduce the conformational change of MHC1 complex introduced by
immobilizing onto plastic surfaces, a solution panning method was used in place of
conventional plate panning. In brief, biotinylated antigens were first mixed with the
human scFv phage library, then the antigen-scFv phage antibody complexes were
pulled down by streptavidin-conjugated Dynabeads M-280 through a magnetic rack.
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[00173] Bound clones were then eluted and were used to infect E.Coli XL1-Blue.
The scFv phage clones expressed in the bacteria were purified (35, 36). Panning
was performed for 3-4 cycles to enrich scFv phage clones binding to HLA-
A0201/WT1 complex specifically. Positive clones were determined by standard
ELISA method against biotinylated single chain HLA-A0201/WT1 peptide complexes
(Figure 3). Positive clones were further tested for their binding to HLA-A2/peptide
complexes on live cell surfaces by flow cytometry, using a TAP-deficient, HLA-
A0201" cell line, T2. T2 cells were pulsed with peptides (50ug/ml) in serum-free
RPMI1640 medium, in the presence of 20 ug/ml 2 M overnight. The cells were

washed, and staining was performed as follows.

[00174] The cells were first stained with purified scFv phage clones, followed by
staining with a mouse anti-M13 mAD, and finally, a goat F(ab), anti-mouse Ig
conjugated to FITC. Each step of the staining was done for 30-60 minutes on ice.
The cells were washed twice between each staining step. Results are shown in
Figure 4. The phage clone of WT1 ab1 was shown to bind to T2 cells pulsed with
only WT1-A peptide (RMFPNAPYL: abbreviated hereinafter as RMF), but not to T2
cells alone, T2 cells pulsed with control EW peptide, or heteroclitic peptide WT1-A.

[00175] Binding affinity of the full-length IgG1 of WT1 ab1 to the peptide/A0201
complex was tested by titration of WT1 ab1 at indicated concentrations. T2 cells
were pulsed with 50 ug/ml or 10ug/ml, followed by secondary goat F(ab) anti-human
IgG/PE. Results are shown in Figure 5.

[00176] Figure 6 shows the density of peptide/HLA-A0201 complex recognized by
WT1 ab. T2 cells were pulsed overnight (ON) with RMF (upper panel) or RHAMM-
R3 (lower panel) peptides at indicated concentrations, and binding of WT1 ab1, WT1
ab3 and WT1 ab5 at a concentration of 1 ug/ml was analyzed by flow cytometry.
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Table 11: Summary of phage panning for WTI/A2
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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

[00177] The positive scFv clones were tested for their binding to HLA-A2/peptide
complexes on live cell surfaces by indirect flow cytometry on: (i) a TAP deficient HLA-
A0201" T2 cells pulsed with WT1 peptide or irrelevant peptide; (i) a WT1+ HLA-
A0201" cell lines such as BV173, U266 and control WTI" HLA-A0201" cell line SKLY-
16, or WT1" HLA-A0201" cell line, K562, without pulsing with the peptide. The latter
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determine the recognition and binding affinity of the scFv to the naturally processed

WT1p/A2 complex on tumor cells.

[00178] A total of 28 phage clones were screened for their ability to produce mAb
specific for the WTI-A peptide/A2 complex. The recognition of the WT1p/A2
complex on live cells was measured by the binding of the phage scFv to T2 cells
pulsed with the WTI-A peptide and the other HLA-A2-binding peptides (50 ug/ml).
These include: T2 cells alone; T2 cells pulsed with WTI-A peptide; T2 cells pulsed
with heteroclitic peptide WT1-A1; T2 cells pulsed with irrelevant EW peptide
(HLA-A0201- binding 9-mer peptide, derived from Ewing sarcoma) or RHAMM-R3
(Figure 4).

Table 12
Clone # Positive for binding toT2 Selected for Construction of
pulsed with WT1A full-length IgG1

1 +

2 +

3 + +

4 +

5 + +

6 +

7

8 +

9

10

11

12

13 + +

14

15 + +




WO 2012/135854 PCT/US2012/031892

46

16

17 +

18 + +
19 +

20 +

21

22 +

23 + +

24-28

Engineering full length mAb using the selected ScFv fragments.

[00179] Phage display technology allows for the rapid selection and production of
antigen-specific scFv and Fab fragments, which are useful in and of themselves, or
which can be further developed to provide complete antibodies, antigen binding
proteins or antigen binding fragments thereof. Complete mAbs with Fc domains
have a number of advantages over the scFv and Fab antibodies. First, only full
length Abs exert immunological function such as CDC and ADCC mediated via Fc
domain. Second, bivalent mAbs offer stronger antigen-binding affinity than
monomeric Fab Abs. Third, plasma half- life and renal clearance will be different with
the Fab and bivalent mAb. The particular features and advantages of each can be
matched to the planned effector strategy. Fourth, bivalent mAb may be internalized
at different rates than scFv and Fab, altering immune function or carrier function.
Alpha emitters, for example, do not need to be internalized to kill the targets, but
many drugs and toxins will benefit from internalization of the immune complex. In
one embodiment, therefore, once scFv clones specific for WT1p/A2 were obtained
from phage display libraries, a full length IgG mAb using the scFv fragments was

produced.

[00180] To produce recombinant human monoclonal IgG in Chinese hamster ovary

(CHO) cells, a full length IgG mAb was engineered based on a method known to



WO 2012/135854 PCT/US2012/031892
47

those of skill in the art (Tomomatsu et al., Production of human monoclonal
antibodies against FceRla by a method combining in vitro immunization with phage
display. Biosci Biotechnol Biochem 73(7): 1465-1469 2009). Briefly, antibody
variable regions were subcloned into mammalian expression vectors (Figure 7), with
matching Lambda or Kappa light chain constant sequences and IgG1 subclass Fc
(for example, see Table 9) (33,34). Purified full length IgG antibodies showed
expected molecular weight under both reducing and non-reducing conditions (Figure
8). Kinetic binding analysis (35) confirmed specific binding of full length IgG to
WT1/A2, with a KD in nanomolar range (Figures 9 and 10.)

EXAMPLE 1

Selection of ScFv specific for WT1p/A2 complex using a fully human phage display
library.

[00181] Phage display against HLA-A0201/WT1 peptide complex was performed for
3-4 panning rounds to enrich the scFv phage clones binding to HLA-A0201/WTH1
peptide complex specifically. Individual scFv phage clones positive for the WT1
peptide/A2 complex were determined by ELISA and the clones that possessed
unique DNA coding sequences were subjected to further characterization. To test if
the ScFv bound to the WT1p/A2 complex on live cells, the positive phage clones
were tested for binding to a TAP deficient, HLA-A0201-positive cell line, T2. T2 cells
can only present the exogenous peptides and therefore have been widely used for
detection of specific epitopes presented by HLA-A2 molecules. A total 35 phage
clones were screened on T2 cells and 15 clones showed specific binding to T2 cells
pulsed with only WT1 RMF peptide, but not to T2 cells alone or pulsed with control
RHAMM-3 peptide (Figure 4). The scFv phage clones were unable to bind to
several tumor cell lines that are WT1- and HLA-AZ2 positive suggesting the affinity of

the ScFv was weak, compared to full-length bivalent mAD.
EXAMPLE 2
Generation of full-length human IgG1.

[00182] Immunological function such as CDC and ADCC depend on the Fc domain
of bivalent IgG. In addition, bivalent mAbs offer stronger antigen-binding avidity than
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monomeric scFv Abs. Therefore, 6 ScFv phage clones among 15 positive phage
clones were selected to produce the full-length human monoclonal IgG1 in HEK293
and Chinese hamster ovary (CHO) cells. In brief, variable regions of the mAbs were
sub-cloned into mammalian expression vectors with matching human lambda or
kappa light chain constant region and human IgG1 constant region sequences.
Purified full length IgG antibodies showed expected molecular weight under both
reducing and non-reducing conditions (Figure 8). Five clones were successfully

engineered into human IgG1.

EXAMPLE 3
Specificity and binding avidity of the IlgG1 mAb
Binding to human cell lines.

T2 cells, pulsed with or without RMF or RHAMM-3 peptides initially were used to
determine the binding specificity of the mAb. Three out of five human IgG1,
including WT1 ab1, showed specific binding to the T2 cells that were pulsed only
with WT1 peptide, but not to T2 alone or T2 pulsed with control peptide RHAMM-R3.
The binding avidity of the mAb were substantially enhanced (50 to 100 fold),
compared to their parental scFv phage clones. Two mAbs among the five showed
binding to T2 cells alone or pulsed with the control peptide RHAMM-R3, although the
binding was greatly enhanced by pulsing the cells with RMF peptide. This suggested
that these two mAD also had high avidity for epitopes on the HLA-A2 molecule alone
and therefore were excluded from further investigation. This was not unexpected, as
it has been a common problem for producing such mAb against peptide/MHC
complexes, given the predominance of the MHC class | molecule epitopes within the
complexes. It also suggests that the precise specificity of the mAb for the complexes
might not be determined easily at the scFv stage, due to the lower affinity compared
to the bivalent IgG1 mAD.

[00183] The binding affinity of the three remaining mAb specific for the WT1p/A2
complex first was investigated on T2 cells pulsed with or without RMF and control
RHAMM-R3 peptides (50 ug/ml) by titration of the mAbs. Mab WT1 ab1 showed the

strongest binding, down to a concentration of 0.01ug/ml. Isotype control human
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lgG1 showed no binding at any concentrations tested (Figure 5). In addition to WT1
ab1, the two other mAb, WT1 ab3 and WT1 ab5, showed specific binding at a range
of <1 ug/ml of the mAb concentrations used. The specific recognition of the mAb
also depended on the antigenic density on the cell surface. T2 cells were pulsed with
RMF or R3 peptides at 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13 and 1.6 ug/ml; the test mAb were
used at Tug/ml for the T2 binding assay. WT1 ab1 could detect the RMF peptide/A2
complex on T2 cells in a concentration-dependent manner at concentrations as low
as 1.6 ug/ml, with significantly higher fluorescence intensity than the other 2 mAb
(Figure 6). These results further confirmed that the WT1 ab1 possessed the highest
avidity for the RMFp/A0201 complex.

EXAMPLE 4
Epitope mapping.

[00184] To investigate with more precision the epitope for WT1 ab1 recognition,
RMF peptides were substituted at positions 1, 3, 4, 5, 6, 7 and 8 with alanine and
pulsed onto T2 cells and were tested for binding of WT1 ab1. Positions 2 and 9 of
the RMF were left intact, as these are the anchor residues for peptide binding to the
HLA-A0201 molecule. Except for position 1, alanine substitutions at other positions
did not greatly affect the binding of the WT1 ab1, as compared to the native RMF
peptide (Figure 19). However, substitution of position 1 by either alanine (WT1-A1-B)
or tyrosine (WT1-A1), completely abrogated the binding of WT1 ab1. The loss of
binding was not due to the reduction of peptide binding affinity to the HLA-A2
molecule, as both peptides showed the strongest binding in T2 stabilization assay
using the mAb specific for the HLA-A2 molecule, clone BB7 (Figure 20). These
results show that the arginine at position 1 of the RMF peptide is one of the most
crucial for the WT1 ab1 recognition. The role of the residues at positions #2 and 9,
could not be assessed.

[00185] The next important question was whether WT1 ab1 was able to recognize
naturally processed WT1 epitope RMF presented by HLA-A0201 molecules on the
cell surface. A panel of cell lines was selected based on the expression of WT1
MRNA and HLA genotyping (Table 12).
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Table 12
Mesothelioma/solid HLA-AZ | WT1 | wT1AB | R0 0f
tumor genotype | mRNA | binding Isoty.pt.e
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
Leukemias and other
hematopoietic cell lines
BV173 + ++ + 196
BA25 + ? + 117.5
ALL-3 + + + 60
U266 + + - 1.8
697 + 5+ - 4.1
LAMA + 2+ - 6
SKLY-16 + - - 1.9
HL-60 - 3+ - 0.4
K562 - 2+ - 1.5
T2 + NT - >20
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[00186] WT1 mRNA expression level was estimated according to a previous study
(Rena), by quantitative RT-PCR.

[00187] Among 7 human mesothelioma cell lines that are positive for both HLA-
A0201 and WT1 mRNA, WT1 ab1 bound to 6 out of 7 cell lines, but not to the cells
that were either HLA-A0201 negative (MSTO and VAMT) or WT1 mRNA negative,

such as melanoma cell line, Mewo (Figure 21).

[00188] Similarly, among 9 leukemia cell lines tested, WT1 ab1 bound to 3 cell lines
BV173 (Figure 22), BA25 and ALL-3, that are positive for both WT1 mRNA and
HLA-A0201, but not to HLA-A2-negative cell lines HL60 and K562, that have been

demonstrated to express a high level of WT1 transcripts in numerous studies.

[00189] As expected, intensity of binding of the WT1 AB1 also appeared to be
directly associated with the expression level of HLA-A0201molecule, as shown in
mesothelioma cells H2373, leukemia cell lines 697 and LAMA, and myeloma cell line
U266. Although these cell lines were positive for both WT1 transcripts and HLA-AZ2,
the expression level of the HLA-A2 was low (Table 12) and the mAb did not show
binding. On the other hand, the results obtained with T2 cells argue against the
possibility of WT1 ab1 binding to HLA- A0201 alone as T2 cells expressed a high
level of HLA-A2 molecule. Notably, WT1 ab1 did not bind to T2 cells alone or pulsed
with R3 and other HLA-A0201-binding peptides such as Ewing sarcoma-derived
(EW) or the heteroclitic peptide for the RMF peptide, WT1-A1; these two peptides
have been shown to have higher affinity for the HLA-A0201 molecule in T2
stabilization assay (28). These results provided strong evidences that WT1 ab1
recognition was specific for epitopes jointly composed of the RMF peptide and the
A0201 molecule in a complex. The binding of the other two mAb, WT1 ab3 and WT1
ab5, to the BV173 and JMN cells was also weaker than WT1 ab1.

EXAMPLE 5
Quantitation of WT1 ab1Binding Sites on Cells.

[00190] A radioimmunoassay using 125l-labeled WT1 ab1 was used to confirm the
specificity of the antibody for WT1" HLA-A0201" cell lines, to determine an affinity
constant and to assess the number of antibody binding sites per cell on a panel of
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cell lines. Scatchard analysis based on binding to JMN cells showed an avidity
constant of about 0.2nM (Figure 23). This number was confirmed by interferometry
using a Forte Bio device. 125-I-labeled WT1 ab1 was used to confirm the specificity
of the antibody for WT1* HLA-A0201" cell lines, and to assess the number of
antibody binding sites on a panel of cell lines (Figure 24). Because we cannot
determine whether the bivalent mAb is binding to 1 or 2 complexes on the surface,
total epitopes per cell could be as high as twice the number of mADb binding sites.
Again, WT1 ab1 bound to JMN, ALL-3, BA25, BV173, which are positive for both
HLA-A0201 and WT1 mRNA, but not HLA-A0201 negative (HL60) or WT1 mRNA
negative (SKLY-16) cells. WT1 ab1 did not bind to 697 cells, which are both HLA-
A0201 and WT1 positive, but contain low levels of HLA-A0201 (Table 12), confirming
that a certain level of total MHC complex is needed to present sufficient WT1 peptide
for WT1 ab1 binding. T2 pulsed with RMF bound the highest number of mAb
(50,000 per cell), followed by JMN cells which bound ~6x10° WT1 ab1 molecules per
cell, translating to between 6x10°% and 1.2x10* RMFpeptide/A2 complexes per cell
assuming monovalent or bivalent antibody binding, respectively. The three positive
leukemia cell lines bound between 1 x10° and 2 x10° WT1 ab1 molecules, or 2 x10°-
4 x10° binding sites (Figure 24). These results were confirmed by quantitative flow

cytometry.
EXAMPLE 6
WT1 ab1 Binding to leukemic patient samples.

[00191] We next investigated if WT1 ab1 is able to detect the RMF epitope on
primary AML cells. Radioimmunoassay showed significant binding of the WT1 AB1
to AML blasts of patient 1, who is HLA-A2 positive and WT1 mRNA" . WT1 abf1
bound to CD33" and CD34" double positive cells that account for more than 83% of
the whole cell populations (Figure 25). WT1 ab1 did not bind to the cells of 3 other
patients who are either HLA-A2 positive but mMRNA negative or HLA-A2 negative.
WT1 ab1 did not bind to PBMCs from either HLA-AZ2 positive or negative healthy
donors. The results were confirmed by flow cytometry analysis. WT1 AB1 did not
show significant binding to the blasts from the patients who were A0201 negative
(Figure 26). The results were consistent with the results obtained with mRNA
expression of the cells. These data confirm that the level of RMFp/HLA-A0201 on
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the surface of leukemia cells is adequate to allow reactivity with the WT1 ab1 and
the levels on WT1 negative healthy cells is not significant.

EXAMPLE 7

WT1 AB1 mediates ADCC against tumor cells

[00192] ADCC is considered to be one of the major effector mechanisms of
therapeutic mAb in humans. In the presence of human PBMC, WT1 ab1 mediated
dose-dependent PBMC ADCC against the T2 cells loaded with RMF peptide, but not
T2 cells alone or T2 cells pulsed with control R3 peptide (Figure 27). Importantly,
WT1 ab1 was able to mediate ADCC against naturally presented RMF epitope by
HLA-A0201 molecule on tumor cells, such as the mesothelioma cell line, JMN
(Figure 33), and the leukemia cell line BV173 (Figure 34), but not the HLA-A2
negative cells MSTO (Figure 28) or HL-60 (Figure 29). The killing was consistently
observed at 1ug/ml or below of WT1 ab1 using PBMCs as effector cells from multiple
healthy donors. Importantly, WT1 ab1 also killed primary A0201-positive AML blasts
that were positive for the WT1 ab1 binding, but not the blasts that were HLA-A0201
negative (Figure 30). These results demonstrated that WT1 ab1 mediates specific
ADCC against cells that naturally express RMF and HLA-A0201 complex at
physiologic levels as well as on cell lines.

EXAMPLE 8

WT1 AB1 eliminates human leukemia cells in NSG mice

[00193] The efficacy of WT1 ab1 in vivo was tested in NOD SCID gamma (NSG)
mice xenografted intravenously 6 days previously with BV173 bcr/abl positive acute
lymphoblastic leukemia. At the time of treatment, mice had leukemia in their liver,
spleen, and BM visible by luciferase imaging. NSG mice lack mature B-, T- and NK-
cells, and we hypothesized that introducing human effector cells (CD3", CD34",
PBMCs) along with WT1 ab1 treatment would recapitulate in vivo the ADCC-
mediated anti-tumor effects observed in vitro. Injection of effectors along with two
100 pg doses of WT1 ab1 nearly ablated tumor growth compared to controls (Figure
31). This effect was durable over the course of the experiment (Figure 32).

Interestingly, early on in the trials, effector cells alone or combined with control IgG



WO 2012/135854 PCT/US2012/031892
54

appeared to promote more rapid growth of leukemia relative to mice injected with
leukemia alone, demonstrating that the anti-tumor effect was unrelated to the
effectors by themselves. Several of the mice given effectors (with or without control
mAD) died early in the experiment with massive infiltration of the BV173.

[00194] Surprisingly, WT1 ab1 treatment without human effectors also dramatically
reduced tumor burden as well as the WT1 ab1 combined with effectors for
approximately 30 days (Figure 32), though tumors eventually relapsed far more
quickly in the WT1 ab1 alone group, when compared to WT1 ab1 combined with
effectors group (Figure 32). We confirmed the effect of WT1 ab1 alone and titrated
the dosage to evaluate potency. WT1 ab1 alone produced a marked reduction in
tumor burden at early time points at all doses tested (25-100 ug times 2 doses).
Tumors in all treatment groups relapsed slowly after antibody therapy was stopped;
and by day 23 (13 days after the last antibody injection), significantly more tumor
relapse could be observed in the 25 pug group compared to the 100 ug dose group,
indicating a dose-response to WT1 ab1 therapy (Figure 33). Before treatment, mice
displayed the largest tumor burden in the liver, which was quickly cleared by WT1
ab1. Upon relapse, tumor in the highest dose group appeared to develop mainly in
bone marrow, while tumor returned more quickly to the liver in mice treated with the

lowest dose.
EXAMPLE 9
Engineering antibodies to enhance their cytotoxic abilities.

[00195] Bispecific antibodies are constructed that recognize both WT1/A2 complex
and CD3 on immune T cells as described (43,44) with a human IgG1 Fc. Bispecific
antibodies are expected to recruit and target cytotoxic T cells to WT1/A2 positive
cancer cells, while maintaining Fc effector functions and long half life in vivo. Three
mechanisms are involved in the specific killing of cancer cells mediated by bispecific
antibodies: i) killing by activated T cells; ii) ADCC activity; iii)) CDC activity. Other
formats of bispecific antibodies can be constructed, such tandem scFv molecules
(taFv), diabodies (Db), or single chain diabodies (scDb), and fusion protein with
human serum albumin (45, 46, 47, 48), but are devoid of Fc effector functions with

distinct pharmacokinetic profiles.
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[00196] WT1/A2 target specific-ADCC activity is enhanced by expressing antibodies
recombinantly in glycol-engineered CHO cells as described in U.S. patents
8,025,879; 8,080,415; and 8,084,022. The modified oligosaccharide N-glycan on
Asn297 alters effector functions as follows: 1) higher affinity binding to CD16/FcRllla
for improved ADCC activity mediated by human Natural Killer cells; 2) reduced
binding affinity to CD32b/FcRIIb, an inhibitory receptor expressed in multiple types of
immune cells (except NK cells), for improved ADCC activity mediated by effector
cells such as neutrophils and antigen presentation by macrophage and DC cells (50,
51, 52). Enhanced antibodies are expected to achieve better efficacy for cancer

treatment in vivo.

[00197] Glycosylation (specifically fucosylation ) variants of IgG Fc can be produced
using host expression cells and methods described in U.S. patents 8,025,879;
8,080,415; and 8,084,022, the contents of which are incorporated by reference.
Briefly, messenger RNA (mRNA) coding for heavy or light chain of the antibodies
disclosed herein, is obtained by employing standard techniques of RNA isolation
purification and optionally size based isolation. cDNAs corresponding to mRNAs
coding for heavy or light chain are then produced and isolated using techniques
known in the art, such as cDNA library construction, phage library construction and
screening or RT-PCR using specific relevant primers. In some embodiments, the
cDNA sequence may be one that is wholly or partially manufactured using known in
vitro DNA manipulation techniques to produce a specific desired cDNA. The cDNA
sequence can then be positioned in a vector which contains a promoter in reading
frame with the gene and compatible with the low fucose-modified host cell.

[00198] Numerous plasmids that contain appropriate promoters, control sequences,
ribosome binding sites, and transcription termination sites, and optionally convenient
markers are known in the art, these include but are not limited to, vectors described
in U.S. Pat. Nos. 4,663,283 and 4,456,748. In one embodiment, the cDNA coding for
the light chain and that coding for the heavy chain may be inserted into separate
expression plasmids. In an alternative embodiment, the cDNA coding for the light
chain and that coding for the heavy chain may be inserted together in the same
plasmid, so long as each is under suitable promoter and translation control. Results

are shown in Figure 34.
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CLAIMS

What is claimed is:

1.

An isolated antibody, or antigen-binding fragment thereof, comprising one of:

(A) (i) a heavy chain (HC) variable region comprising HC-CDR1, HC-CDR2
and HC-CDRa3 respectively, comprising amino acid sequences SEQ ID NOS:
2, 3, and 4; and a light chain (LC) variable region comprising LC-CDR1, LC-
CDR2 and LC-CDR3 respectively, comprising amino acid sequences SEQ ID
NOS: 8, 9 and 10;

(i) a heavy chain (HC) variable region comprising HC-CDR1, HC-CDR2
and HC-CDRa3 respectively, comprising amino acid sequences SEQ ID NOS:
20, 21and 22; and a light chain (LC) variable region comprising LC-CDR1,
LC-CDR2 and LC-CDRa3 respectively, comprising amino acid sequences SEQ
ID NOS: 26, 27 and 28,;

(iif) a heavy chain (HC) variable region comprising HC-CDR1, HC-CDR2
and HC-CDRa3 respectively, comprising amino acid sequences SEQ ID NOS:
38, 39 and 40; and a light chain (LC) variable region comprising LC-CDR1,
LC-CDR2 and LC-CDRa3 respectively, comprising amino acid sequences
selected from SEQ ID NOS: 44, 45 and 46;

(iv) a heavy chain (HC) variable region comprising HC-CDR1, HC-CDR2
and HC-CDRa3 respectively, comprising amino acid sequences SEQ ID NOS:
56, 57 and 58; and a light chain (LC) variable region comprising LC-CDR1,
LC-CDR2 and LC-CDRa3 respectively, comprising amino acid sequences SEQ
ID NOS: 62, 63 and 64;

(v) a heavy chain (HC) variable region comprising HC-CDR1, HC-CDR2
and HC-CDRa3 respectively, comprising amino acid sequences SEQ ID NOS:
74,75 and 76; and a light chain (LC) variable region comprising LC-CDR1,
LC-CDR2 and LC-CDRa3 respectively, comprising amino acid sequences SEQ
ID NOS: 80, 81 and 82; or

(vi) a heavy chain (HC) variable region comprising HC-CDR1, HC-CDR2
and HC-CDRa3 respectively, comprising amino acid sequences SEQ ID NOS:
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92, 93 and 94; and a light chain (LC) variable region comprising LC-CDR1,
LC-CDR2 and LC-CDRa3 respectively, comprising amino acid sequences SEQ
ID NOS: 98, 99 and 100; or

(B) a V4 and V. comprising first and second amino acid sequences,
respectively, selected from SEQ ID NOS: 14 and 16; 32 and 34; 50 and 52;
68 and 70; 86 and 88; and 104 and 106; or

(C) an amino acid sequence selected from SEQ ID NOS: 18, 36, 54, 72, 90,
and108.

An isolated antibody, or antigen-binding fragment thereof, comprising:

(A) a heavy chain (HC) variable region comprising HC-CDR1, HC-CDR2 and

HC-CDRa3 respectively, comprising amino acid sequences selected from SEQ
ID NOS: (i) 2, 3, and 4; (ii) 20, 21and 22; (iii) 38, 39 and 40; (iv) 56, 57 and 58;
(v) 74, 75 and 76 ; and (vi) 92, 93 and 94; and

(B) a light chain (LC) variable region comprising LC-CDR1, LC-CDR2 and LC-
CDRa3 respectively, comprising amino acid sequences selected from SEQ ID
NOS: (i) 8, 9 and 10; (ii) 26, 27 and 28; (iii) 44, 45 and 46; (iv) 62, 63 and 64;
(v) 80, 81 and 82; and (vi) 98, 99 and 100.

An isolated antibody, or antigen-binding fragment thereof, comprising:

a Vy and V| comprising first and second amino acid sequences, respectively,
selected from SEQ ID NOS: (i) 14 and 16; (ii) 32 and 34; (iii) 50 and 52; (iv)
68 and 70; (v) 86 and 88; and (vi) 104 and 106.

An isolated antibody, or antigen-binding fragment thereof, comprising an
amino acid sequence selected from SEQ ID NOS: 18, 36, 54, 72, 90, and108.

The antibody of any of claims 1 to 4, wherein the antibody comprises a human

variable region framework region.

6.

7.

The antibody of any of claims 1 to 4, wherein the antibody is fully human.

The antibody of any of claims 1 to 4, wherein said antibody specifically binds

to an WT1 peptide bound to HLA-A2.
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8. The antibody of claim 7, wherein said WT1 peptide has the amino acid
sequence RMFPNAPYL.

9. The antibody of claim 7, wherein said HLA-A2 is HLA-A0201.

10.  The antibody of any of claims 1 to 9, wherein the antigen-binding fragment of

said antibody is an Fab, Fab', F(ab')., Fv or single chain Fv (scFv).
11.  The antibody of any of claims 1 to 9 conjugated to a therapeutic agent.

12.  The antibody of claim 11, wherein said therapeutic agent is a drug, toxin,
radioisotope, protein, or peptide.

13.  Anisolated nucleic acid that encodes an antibody of any of claims 1 to 4.

14.  Anisolated nucleic acid comprising:

(A) (i) first, second and third nucleotide sequences selected from the group
consisting of SEQ ID NOS: 5, 6 and 7; 23, 24 and 25; 41, 42 and 43; 58, 59
and 60; 77, 78 and 79; and 95, 96 and 97; and

(i) fourth, fifth and sixth nucleotide sequences selected from the group
consisting of SEQ ID NOS: 11, 12 and 13; 29, 30 and 31; 47, 48 and 49; 65,
66 and 67; 83, 84 and 85; and 101, 102 and 103; or

(B) first and second nucleotide sequences selected from the group consisting
of SEQ ID NOS: 15 and 17; 33 and 35; 51 and 53; 69 and 71; 87 and 89 and
105 and 107; or

(C) a nucleotide sequence selected from the group consisting of SEQ ID
NOS: 19, 37, 55, 73, 91 and 109.

15.  Anisolated nucleic acid comprising:

(A) first, second and third nucleotide sequences selected from the group
consisting of SEQ ID NOS: (i) 5, 6 and 7; (ii) 23, 24 and 25; (iii) 41, 42 and 43;
(iv) 58, 59 and 60; (v) 77, 78 and 79; and (vi) 95, 96 and 97; and
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(B) fourth, fifth and sixth nucleotide sequences selected from the group
consisting of SEQ ID NOS: (vii) 11, 12 and 13; (viii) 29, 30 and 31; (ix) 47, 48
and 49; (x) 65, 66 and 67; (xi) 83, 84 and 85; and (xii) 101, 102 and 103.

16.  The nucleic acid of claim 15, wherein said first, second and third nucleotide
sequences encode HC-CDR1, HC-CDR2 and HC-CDRS3, respectively of an antibody
and said fourth, fifth and sixth nucleotide sequences encodes LC-CDR1, LC-CDR2
and LC-CDRS3, respectively of said antibody.

17.  Anisolated nucleic acid comprising first and second nucleotide sequences
respectively, selected from the group consisting of SEQ ID NOS: (i) 15 and 17; (ii) 33
and 35; (iii) 51 and 53; (iv) 69 and 71; (v) 87 and 89 and (vi)105 and 107.

18.  The nucleic acid of claim 17, wherein said first nucleotide sequence encodes

a Vy, and said second nucleotide sequence encodes a V. of an antibody.

19.  Anisolated nucleic acid, comprising a nucleotide sequence selected from the
group consisting of SEQ ID NOS: 19, 37, 55, 73, 91 and 109.

20. The nucleic acid of claim 19, wherein said nucleic acid encodes an scFv.
21. A vector comprising a nucleic acid of any one of claims 13 to 20.
22.  Acell comprising a nucleic acid of any one of claims 13 to 20.

23. The cell of claim 22, wherein said cell expresses on its surface an antibody of

claims 1 to 4.

24. A method for detecting WT1 in a whole cell or tissue, said method comprising:

(A) contacting a cell or tissue with an antibody or antigen-binding fragment
thereof that specifically binds to a WT1peptide that is bound to HLA-A2,

wherein said antibody comprises a detectable label;

(B) determining the amount of antibody bound to said cell or tissue by
measuring the amount of detectable label associated with said cell or tissue,
wherein the amount of bound antibody indicates the mount of WT1 in said cell

or tissue.
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25. The method of claim 24, wherein the antibody specifically binds to a WT1
peptide with the amino acid sequence RMFPNAPYL (SEQ ID NO: 1), bound to HLA-
A2.

26. The method of claim 25, wherein the WT1 peptide is bound to HLA-A0201.

27. The method of claim 24, wherein the antibody is an isolated antibody or
antigen-binding fragment thereof comprising one of:

(A) (i) a heavy chain (HC) variable region comprising HC-CDR1, HC-CDR2
and HC-CDRa3 respectively, comprising amino acid sequences SEQ ID NOS:
2, 3, and 4; and a light chain (LC) variable region comprising LC-CDR1, LC-
CDR2 and LC-CDR3 respectively, comprising amino acid sequences SEQ ID
NOS: 8, 9 and 10;

(i) a heavy chain (HC) variable region comprising HC-CDR1, HC-CDR2
and HC-CDRa3 respectively, comprising amino acid sequences SEQ ID NOS:
20, 21and 22; and a light chain (LC) variable region comprising LC-CDR1,
LC-CDR2 and LC-CDRa3 respectively, comprising amino acid sequences SEQ
ID NOS: 26, 27 and 28,;

(iif) a heavy chain (HC) variable region comprising HC-CDR1, HC-CDR2
and HC-CDRa3 respectively, comprising amino acid sequences SEQ ID NOS:
38, 39 and 40; and a light chain (LC) variable region comprising LC-CDR1,
LC-CDR2 and LC-CDRa3 respectively, comprising amino acid sequences
selected from SEQ ID NOS: 44, 45 and 46;

(iv) a heavy chain (HC) variable region comprising HC-CDR1, HC-CDR2
and HC-CDRa3 respectively, comprising amino acid sequences SEQ ID NOS:
56, 57 and 58; and a light chain (LC) variable region comprising LC-CDR1,
LC-CDR2 and LC-CDRa3 respectively, comprising amino acid sequences SEQ
ID NOS: 62, 63 and 64;

(v) a heavy chain (HC) variable region comprising HC-CDR1, HC-CDR2
and HC-CDRa3 respectively, comprising amino acid sequences SEQ ID NOS:
74,75 and 76; and a light chain (LC) variable region comprising LC-CDR1,
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LC-CDR2 and LC-CDRa3 respectively, comprising amino acid sequences SEQ
ID NOS: 80, 81 and 82; or

(vi) a heavy chain (HC) variable region comprising HC-CDR1, HC-CDR2
and HC-CDRa3 respectively, comprising amino acid sequences SEQ ID NOS:
92, 93 and 94; and a light chain (LC) variable region comprising LC-CDR1,
LC-CDR2 and LC-CDRa3 respectively, comprising amino acid sequences SEQ
ID NOS: 98, 99 and 100; or

(B) a Vy and V. comprising first and second amino acid sequences,
respectively, selected from SEQ ID NOS: 14 and 16; 32 and 34; 50 and 52;
68 and 70; 86 and 88; and 104 and 106; or

(C) an amino acid sequence selected from SEQ ID NOS: 18, 36, 54, 72, 90,
and108.

28. A kit comprising an antibody of any of claims 1 to 4.

29. Use of an antibody of any of claims 1 to 4 for the treatment of a WT1 positive
disease.

30. A pharmaceutical composition comprising an antibody of any of claims 1 to 4

and a pharmaceutically acceptable carrier.

31. A method for treatment of a subject having a WT1-positive disease,
comprising administering to the subject a therapeutically effective amount of an
antibody or antigen binding fragment thereof of any of claims 1 to 4.

32. The method of claim 31, wherein the WT1-positive disease is a chronic

leukemia or acute leukemia or WT1* cancer.

33. The method of claim 31, wherein the WT1-positive disease is selected from
the group consisting of chronic myelocytic leukemia, multiple myeloma (MM), acute
lymphoblastic leukemia (ALL), acute myeloid/myelogenous leukemia (AML),
myelodysplastic syndrome (MDS), mesothelioma, ovarian cancer, gastrointestinal
cancers, breast cancer, prostate cancer and glioblastoma.
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34. The method of claim 34, wherein said antibody is a conjugate having a
cytotoxic moiety linked thereto.

35. A method for treatment of a subject having a WT1-positive disease,
comprising administering to the subject a therapeutically effective amount of a

nucleic acid of any of claims 13 to 20.

36. The method of claim 35, wherein the WT1-positive disease is a chronic

leukemia, acute leukemia or WT* cancer.

37. The method of claim 35, wherein the WT1-positive disease is selected from
the group consisting of chronic myelocytic leukemia, multiple myeloma, acute
lymphoblastic leukemia (ALL), acute myeloid/myelogenous leukemia (AML),
myelodysplastic syndrome (MDS), mesothelioma, ovarian cancer, gastrointestinal
cancers, breast cancer, prostate cancer and glioblastoma.

38. Use of a nucleic acid of any of claims 13 to 20 for the treatment of a WT1
positive disease.

39. A pharmaceutical composition comprising a nucleic acid of any of claims 13 to
20.

40. A method for killing a WT1" cell, said method comprising:

contacting the cell with an antibody or antigen-binding fragment thereof that
specifically binds to a WT1peptide that is bound to HLA-A2.

41. The method of claim 40, wherein said antibody or antigen-binding fragment

thereof has a cytotoxic moiety linked thereto.
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ANTICUERPOS TIPO RECEPTOR DE CELULAS T ESPECIFICOS PARA UN
PEPTIDO WT1 PRESENTADO POR HLA-A2

Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

[0001] Esta solicitud reivindica la prioridad de la solicitud provisional de EE.UU. N°
61/470,635, presentada el 1 de abril de 2011 y de la solicitud provisional de EE.UU. N °
61/491,392 presentada el 31 de mayo de 2011. Estas solicitudes provisionales se incorporan

para su referencia en su totalidad en la presente descripcion.

Declaracién de derechos segin la investigacion federal desarrollada

[0002] Esta invencion se realizé con el apoyo del gobierno en virtud de las concesiones
PO1CA23766 y RO1CAS55349 otorgadas por los Institutos Nacionales de Salud de EE.UU. El

gobierno tiene ciertos derechos sobre la presente invencion.

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 aqui en su totalidad como referencia en la solicitud.

Campo técnico

[0004] La presente invencion se refiere en general a anticuerpos contra las proteinas
citosOlicas. Mds particularmente, la presente invencién se refiere a anticuerpos contra la
proteina del oncogén del tumor de Wilms (WTI), especificamente a anticuerpos que

reconocen un péptido WT1 en combinacién con un antigeno de mayor histocompatibilidad.

Antecedentes de la presente invencion

[0005] La proteina del oncogén del tumor de Wilms (WT1) es un objetivo atractivo para la
inmunoterapia en la mayoria de las leucemias y una amplia gama de tipos de cédncer. La
proteina WT1 es un factor de transcripcion de los dedos de cinc que se expresa normalmente
en tejidos mesodérmicos durante la embriogénesis. En el tejido adulto normal, la expresion
de la WT1 se limita a bajos niveles en células CD34 + células madre hematopoyéticas pero se

sobre-expresa en leucemias de multiples linajes y en una amplia gama de tumores s6lidos (1-
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2). Mas recientemente, la expresion de WT1 se ha reportado como un marcador de la
enfermedad residual minima. El aumento de los niveles de transcripcién en los pacientes con
leucemia mieloide aguda (LMA) en remision morfolégica ha sido predictivo de recaida
clinica abierta (3, 4). Por otra parte, se detectan los anticuerpos WT1 en pacientes con
neoplasias hematopoyéticas y tumores sdlidos, lo que indica que la proteina WT1 es un

antigeno altamente inmunogénico (7).

[0006] En su mayor parte, los anticuerpos monoclonales terapéuticos aprobados
clinicamente (mAbs) reconocen las estructuras de las proteinas de superficie celular. La
proteina WTT1, sin embargo, es una proteina nuclear y, por lo tanto, es inaccesible a la terapia
con anticuerpos cldsicos. Hasta ahora, la inmunoterapia de marcado de WT1 se ha limitado a
los enfoques celulares, destinados exclusivamente a la generacion de células T CD8 (CTL)
citotoxicas y especificas 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 inducciéon de respuestas de las CTL, las proteinas intracelulares son
generalmente degradadas por el proteasoma o por endo/lisosomas, y los fragmentos
peptidicos 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 interaccion péptido-CMH (pCMH)-receptor de
células T (TCR) (8, 9). Las vacunas con péptidos derivados de la proteina WT1 inducen
células T CD8 citotéxicas que son restringidas por HLA, las cuales son capaces de matar a

las células tumorales.

[0008] Para mejorar la eficacia, los antigenos del cancer se pueden marcar en la terapia con
anticuerpos monoclonales. La terapia con anticuerpos monoclonales (mAb) ha demostrado
ejercer potentes efectos antitumorales mediante multiples mecanismos, incluyendo la
citotoxicidad dependiente del complemento (CDC), la citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (CDAC) y la inhibicidn celular directa o de los efectos inductores de la apoptosis
en las células tumorales que sobre-expresan las moléculas diana. Ademas, los mAb se pueden
utilizar como portadores para entregar especificamente un grupo citotdxico, tal como un

radionucledido, una droga citotéxica o una toxina para las células tumorales (18).

[0009] Existiria un enorme beneficio si, ademds de un enfoque de inmunoterapia celular,

estuviera disponible un enfoque de inmunoterapia humoral para marcar a los antigenos 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 especifico para una blanco que comprende un
fragmento de una proteina intracelular en conjuncién con una molécula del CMH, por
ejemplo, un complejo de péptido de WT1 /HLA-A2, seria un agente terapéutico novedoso y
eficaz solo o como un vehiculo capaz de suministrar reactivos potentes contra el cancer, tales
como farmacos, toxinas y elementos radiactivos. Tales mAbs también serian ttiles como

herramientas de diagndstico o prondstico.

Resumen de la presente invencion

[0010] La presente descripciéon se identifica y caracteriza a las proteinas de unién a
antigenos, tales como anticuerpos, que son capaces de marcar a las proteinas
citosolicas/intracelulares, por ejemplo, a la oncoproteina 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 antigenos de la proteina WT1 y de su presentacion 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 especificamente y unirse a un péptido de una
manera restringido por el CMH, es decir, cuando el péptido se une a un antigeno del CMH. El
complejo péptido / CMH recapitula al antigeno ya que seria como si apareciera normalmente
en la superficie de una célula seguido del procesamiento y presentacion de antigenos de la

proteina WT1 a una célula T.

[0011] Los anticuerpos revelados reconocen y se unen especificamente a epitopos de un
complejo péptido/HLA-A2, en particular a un complejo de WT1/HLA-A0201. Los ejemplos
de péptidos que son reconocidos por las proteinas de unién a antigeno de la presente
invencién 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 aminodcidos

RMFPNAPYL (SECID N °: 1).

[0012] En un aspecto, por lo tanto, la presente invencion se refiere a un anticuerpo aislado,
o un fragmento de unién a antigeno del mismo, que se une a un péptido con la secuencia de
aminodcidos, RMFPNAPYL, cuando dicho péptido estd unido a un antigeno del CMH, tal
como HLA-A2.

[0013] En otro aspecto, la presente invencion se refiere a una proteina aislada de unién a

antigeno, un anticuerpo, o un fragmento de unién a antigeno del mismo, que comprende (A)
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(i) una regién variable de la cadena pesada (HC) que comprende HC-CDR1, CDR2 y HC-
HC-CDR3, respectivamente, que comprende las secuencias de aminoacidos SEQ ID NOS: 2,
3, y 4, y una regién variable de la cadena ligera (LC) que comprende LC-CDR1, CDR2 y LC-
LC-CDR3, respectivamente, que comprende las secuencias de aminodcidos SEQ ID NOS: 8,
9y 10, (ii) una region variable de cadena pesada (HC) que comprende la HC-CDR1, CDR2 y
HC- HC-CDR3, respectivamente, que comprenden las secuencias de aminodcidos SEQ ID
NOS: 20, 21 y 22, y una region variable de cadena ligera (LC) que comprende LC-CDRI,
CDR2 y LC-LC-CDR3, respectivamente, que comprende las secuencias de aminoacidos SEQ
ID NOS: 26, 27 y 28; (iii) una regién variable de la cadena pesada (HC) que comprende la
HC-CDRI1, CDR2 y HC-HC-CDR3, respectivamente, que comprende las secuencias de
aminoacidos SEQ ID NOS: 38, 39 y 40, y una regién variable de cadena ligera (LC ) que
comprende LC-CDRI1, CDR2 y LC-LC-CDR3, respectivamente, que comprende las
secuencias de aminodcidos seleccionadas de las SEQ ID NOS: 44, 45 y 46; (iv) una regién
variable de cadena pesada (HC) que comprende la HC-CDRI1, HC -CDR2 y CDR3-HC,
respectivamente, que comprende las secuencias de aminodcidos SEQ ID NOS: 56, 57 y 58, y
una region variable de cadena ligera (LC) que comprende LC-CDR1, CDR2 y LC-LC-CDR3,
respectivamente, que comprende las secuencias de aminodcidos SEC ID NOS: 62, 63 y 64;
(v) una regién variable de cadena pesada (HC) que comprende la HC-CDR1, CDR2 y HC-
HC-CDR3, respectivamente, que comprende las secuencias de aminodcidos SEQ ID NOS:
74,75y 76, y una region variable de cadena ligera (LC) que comprende LC-CDR1, CDR2 y
LC-LC-CDR3, respectivamente, que comprende las secuencias de aminodcidos SEQ ID
NOS: 80, 81 y 82; o (vi) una region variable de cadena pesada (HC) que comprende la HC-
CDR1, CDR2 y HC-HC-CDR3, respectivamente, que comprende las secuencias de
aminodcidos SEQ ID NOS: 92, 93 y 94, y una de region variable de cadena ligera (LC) que
comprende LC-CDRI1, CDR2 y LC-LC-CDR3, respectivamente, que comprende las
secuencias de aminodcidos SEQ ID NOS: 98, 99 y 100.

[0014] En otro aspecto, la presente invencion se refiere a una proteina aislada de unién a
antigeno, un anticuerpo, o un fragmento de unién a antigeno del mismo, que comprende una
VH y VL que comprenden una primera y segunda secuencias de aminodcidos,
respectivamente, seleccionadas entre las SEQ ID NOS: 14y 16; 32 y 34, 50 y 52; 68 y 70, 86
y 88,y 104 y 106.
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[0015] En aidn otro aspecto, la presente invencion se refiere a una proteina aislada de unién
a antigeno, un anticuerpo, o un fragmento de unién a antigeno del mismo, que comprende una

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

[0016] En un aspecto relacionado, la proteina aislada de unién a antigeno comprende una
region de unién a antigeno como se describe en cualquiera de las Tablas 1-8. La proteina de

union a antigeno puede ser una proteina de fusion.

[0017] En otro aspecto, la presente invencién se refiere a un inmunoconjugado que
comprende un primer componente que es una proteina de unién a antigeno, un anticuerpo o
un fragmento de unién a antigeno del mismo como se describe en este documento. El
inmunoconjugado comprende un segundo componente que es una citotoxina, un marcador
detectable, un radioisétopo, un agente terapéutico, una proteina de unién o una molécula que
tiene una segunda secuencia de aminodcidos. Cuando el segundo componente es una proteina
de unién o un segundo anticuerpo, la proteina de unién o segundo anticuerpo tiene
especificidad de unién para un objetivo que es diferente del complejo péptido-HLA para el

cual la primera es especifica.

[0018] En un aspecto relacionado, por lo tanto, la presente invencién se refiere a un
anticuerpo biespecifico que comprende una proteina de unién a antigeno o un fragmento

funcional de la misma como se describe en este documento.

[0019] En aun otro aspecto, la presente invencion se refiere a dcidos nucleicos que
codifican proteinas de unién a antigeno, incluyendo los anticuerpos y receptores de antigenos
quiméricos especificos para un complejo péptido/HLA de WT1, en particular, el complejo de

péptido WT1 RMFPNAPYL/HLA-A0201.

[0020] En otro aspecto relacionado, la presente invencién se refiere a células que
comprenden los dcidos nucleicos o proteinas de unién a antigenos descritos en este
documento, incluyendo las células efectoras inmunes recombinantes, tales como, células T
modificadas genéticamente para expresar un receptor de antigeno quimérico que comprende
una regién de unién a antigeno de acuerdo con la presente descripcion. Las células que han
sido disefiados para producir anticuerpos de acuerdo con la descripcidon también se son

comprendidas porla presente invencion.
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[0021] En un aspecto relacionado, la presente invencién se refiere a vectores que
comprenden los dcidos nucleicos para codificar las proteinas de unidn a antigenos descritos
en este documento, incluyendo los vectores para facilitar la expresion y/o la secrecién de una
proteina de unién a antigeno tal como un anticuerpo o un receptor de antigeno quimérico de

acuerdo con la presente divulgacion.

[0022] En un aspecto relacionado, la presente invencion se refiere a composiciones
farmacéuticas que comprenden a las proteinas de unién a antigeno, anticuerpos, dcidos
nucleicos, vectores o células que comprenden los acidos nucleicos o proteinas de unién a

antigenos descritos en este documento, junto con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

[0023] En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un método para la deteccién de
WT1 en la superficie de las células o tejidos usando los anticuerpos WT1 de la presente

invencion.

[0024] En atn otro aspecto, la presente invencidn 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 proteina de unién a antigeno, del anticuerpo o de
un fragmento de unidn a antigeno del mismo, el dcido nucleico que codifica la proteina de
unioén al antigeno o al anticuerpo o a una célula que comprende a los 4cidos nucleicos o
proteinas como se describe aqui. La enfermedad WT1 positiva es una leucemia, leucemia
aguda o crénica WT1+,un cancer seleccionado de entre el grupo que consiste en leucemia
mielocitica crdénica, mieloma multiple (MM), la leucemia linfoblastica aguda (LLA),
leucemia mieloide / mielégena aguda (LMA), sindrome mielodispldsico ( MDS),
mesotelioma, cancer de ovario, cdncer gastrointestinal, cincer de mama, cancer de préstata y
glioblastoma. En algunas modalidades, la proteina de unién a antigeno o anticuerpo es un

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

Breve descripcion de los dibujos

[0025] La Figura 1 muestra la secuencia de amino4cidos de la proteina del tumor de Wilms,
(N ° de Acceso de GenBank P19544) con algunos péptidos restringidos por HLA en negrilla.
El péptido 121-140 abarca ademds un 9-mer (subrayado), RMFPNAPYL (SEC ID N °: 1),
que, junto con los andlogos del mismo, ha demostrado que induce la actividad WTI-

especifica de células T citotoxicas.
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[0026] La Figura 2 es un grafico que muestra que la vacunacién con peptidos WTlinduce a

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

[0027] La Figura 3 muestra los resultados de un ELISA de fagos para la unién especifica de

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

[0028] La Figura 4 muestra la unién especifica de los anticuerpos WT1de los fagos que

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

[0029] La Figura 5 muestra la afinidad de unién de una IgG1 de longitud completa con un
anticuerpo WT1 para el complejo RMF/A0201 probado por titulacion 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 expresion para la expresion de anticuerpos

humanos.

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

WT1/A2 en condiciones reductoras y no reductoras.

[0033] La Figura 9 muestra los resultados de analisis de unién cinética de un anticuerpo

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

[0034] La Figura 10 muestra la afinidad (Kp) de la unién del anticuerpo alcomplejo
WTI1/A2.

[0035] La Figura 11 muestra la intensidad de la fluorescencia media (IFM) por citometria
de flujo de la titulacion de los péptidos en la unién a algunas formas de realizacién, 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 titulacién de los péptidos en la unién 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 unién de una forma de realizacién, el
anticuerpo mAb 5, a diferentes concentraciones (superior 50 mg/ml; media25 pg/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 unién de una forma de realizacién, el
anticuerpo mAb 15, a diferentes concentraciones (superior 50 mg/ml; 25 g/ml inferior) del

péptido (R3, A1-WTI1, WT1-A o sin péptido).

[0039] La Figura 15 muestra la unién dependiente de la dosis del mAb 5 (panel superior) y
15 (panel inferior) a las células T2 pulsadas con WTI1-A, WTI-Al, o con el péptido
RHAMM-R3.

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

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

individuo con leucemia aguda positiva-(PH1).

[0042] La Figura 18 muestra la unién especifica 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 sustitucién de diferentes posiciones del péptido RMF
con alanina (véase también la Tabla 10) y que la pérdida de unién vista con la sustitucion de
la posicion 1 por cualquier residuo que sea de alanina (WT1-A1-B) o tirosina (WT1-Al), no
era debida a la reduccion de la afinidad de unién del péptido a la molécula HLA-A2, ya que
ambos péptidos mostraron la unién més fuerte en el ensayo de estabilizaciéon T2 utilizando el

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

[0044] La Figura 21 muestra el reconocimiento por anticuerpos WTI del complejo
naturalmente presentado RMF/HLA-A0201 en la superficie celular de las lineas celulares de

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

[0045] La figura 22 muestra la unién de anticuerpos WT1 al CML humano derivado de la
linea celular BV173.

[0046] La Figura 23 es un anélisis de Scatchard basado en la unién 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 unién del anticuerpo WT1 a un panel de células de

mesotelioma y de leucemia.

[0048] La Figura 25 muestra los resultados de un andlisis de citometria de flujo cerrada en
células AML eruptivasCD33 y CD34 dobles positivas de un paciente HLA-A2positivo la.

ESKI se une a las células eruptivas de leucemia.

[0049] La Figura 26 muestra los resultados de un andlisis de citometria de flujo cerrada en
en células AML eruptivas CD33 y CD34 dobles positivas de un paciente HLA-A2 negativo

WT1mADb ESKI1 no se uni6 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 linea 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
linea celular de leucemia humana BV 173 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 invencion.

[0055] La Figura 32 muestra que en los puntos de tiempo posteriores, los ratones tratados
con un unico 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 més activo en la ADCC que el anticuerpo original.
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Descripcidn detallada de la presente invencion

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

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

[0059] En la practica de la presente invencion, se utilizan muchas técnicas convencionales
en biologia molecular, microbiologia, biologia celular, bioquimica, e inmunologia, que estan
dentro del campo de la técnica. Estas técnicas se describen en mayor detalle, por ejemplo, en
Molecular Cloning: a Laboratory Manual 3 * edicién, Sambrook JF y DW Russell, ed. Cold
Spring Harbor Laboratory Press, 2001; anticuerpos recombinantes para inmunoterapia,
Melvyn Little, ed. Cambridge University Press 2009, "Sintesis de oligonucledtidos" (MJ
Gait, ed, 1984.) "Animal Cell Culture" (RI Freshney, ed, 1987.), "Methods in Enzymology"
(Academic Press, Inc.), "Current Protocols en Biologia Molecular "(FM Ausubel et al, eds,
1987, y actualizaciones periddicas..)," PCR: Reaccién en Cadena Polimerasa ", (Mullis et al,
ed, 1994)," Una guia prictica para la clonacién 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 estdndar, ampliamente conocidos por
las personas medianamente versadas en la materia, incluyendo instrucciones de los
fabricantes se incorporan aqui para su referencia como parte de la presente descripcion. Las

siguientes abreviaturas se usan a lo largo de la aplicacién:

[0060] Ab: Anticuerpo

[0061] ADCC: Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
[0062] ALL: leucemia linfocitica aguda

[0063] AML: Leucemia mieloide aguda

[0064] APC: Célula presentadora de antigeno

[0065] P2M: microglobulina-Beta-2

[0066] BiTE: Células T Bi- especificas de unidn de anticuerpos
[0067] CAR: Receptor quimérico de antigeno

[0068] CDC: Citotoxicidad dependiente del complemento



[0069]

[0070]
HVR)

[0071]

[0072]

[0073]

[0074]

[0075]

[0076]

[0077]

[0078]

[0079]

[0080]

[0081]

[0082]

[0083]

[0084]

[0085]

[0086]

[0087]

[0088]

[0089]
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CMC: citotoxicidad mediada por el Complemento

CDR: Region determinante de complementariedad (véase también a continuacion

CvL: Dominio constante de la cadena ligera

CHi: Primer dominio constante de la cadena pesada

CHy, 2, 3: Primero, segundo y tercer dominios constantes de la cadena pesada
CH, 3: Segundo y tercer dominios constantes de la cadena pesada

CHO: Ovario de hamster chino

CTL: Células T citotoxicas

Razoén E:T: Razon efector:objetivo

Fab: Fragmento de unién del anticuerpo

FACS: Clasificacion de células asistida por citometria de flujo

FBS: Suero fetal bovino

FR: Regiéon Marco

HC: Cadena pesada

HLA: Antigeno leucocitario humano

HVR-H: Region hipervariable de cadena pesada (véase también CDR)
HVR-L: Region hipervariable de cadena de ligera (véase también CDR)
Ig: Inmunoglobulina

IRES: Sitio de entrada interno del ribosoma

Kb: Constante de disociacion

Kofr: Tasa de disociacion
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[0090] Kon: Tasa de Asociacién

[0091] CMH: Complejo mayor de histocompatibilidad
[0092] MM: Mieloma multiple

[0093] scFv: Fragmento variable de cadena sencilla
[0094] TCR: Receptor de células T

[0095] Vu: Cadena pesada variable que incluye una regién hipervariable de la cadena

pesada y la regién marco variable de cadena pesada

[0096] Vv: Cadena ligera variable incluye la luz region hipervariable de la cadena y de la

region marco variable de cadena ligera
[0097] WT1: Proteina del tumor de Wilms 1

[0098] En la descripcién que sigue, ciertas convenciones estardn seguidas en lo que
respecta al uso de la terminologia. En general, los términos utilizados en este documento
estdn 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 "proteina de unidn a antigeno" es una proteina o polipéptido que comprende
una regién de unién al antigeno o porcién de unién a antigeno, es decir, tiene una fuerte
afinidad a otra molécula a la que se une. Las proteinas de unién a antigenos abarcan

anticuerpos, receptores de antigenos quiméricos (CAR) y proteinas de fusion.

[00100] "Anticuerpo” y "anticuerpos", tal como estos términos son conocidos en la técnica
se refieren a las proteinas de unién a antigeno del sistema inmune. El término "anticuerpo”
como se refiere en el presente documento, incluye anticuerpos completos de longitud
completa que tienen una region de unién al antigeno, y cualquier fragmento de la misma en la
que se retiene la "porcion de unidén al antigeno" o "regién de unién a antigeno", o cadenas
individuales, por ejemplo, un fragmento variable de cadena sencilla (scFv), de los mismos.
Un "anticuerpo” de origen natural es una glicoproteina que comprende al menos dos cadenas
pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L) interconectadas mediante enlaces disulfuro. Cada
cadena pesada estd compuesta de una region variable de cadena pesada (abreviada en este

documento como Vy) y una region constante de cadena pesada (CH). La regidn constante de



-13- Docket No: 3314.013AWO

cadena pesada estd compuesta de tres dominios, CHI, CH2 y CH3. Cada cadena ligera
comprende una regién variable de cadena ligera (en adelante abreviado como VL) y una
region constante de cadena ligera CL. La regién constante de la cadena ligera estd compuesta
de un dominio, CL. Las regiones Vu y VL pueden subdividirse en regiones de
hipervariabilidad, denominadas regiones determinantes de la complementariedad (CDR),
intercaladas con regiones que estin mds conservadas, denominadas regiones marco (FR).
Cada Vu y VL estd compuesta de tres CDR y cuatro FR dispuestas desde el extremo amino al
extremo carboxi-terminal en el siguiente orden: FR1, CDRI1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4.
Las regiones variables de las cadenas pesada y ligera contienen un dominio de unién que
interacciona con un antigeno. Las regiones constantes de los anticuerpos pueden mediar la
unién de la inmunoglobulina a tejidos hospederos o factores, incluyendo varias células del
sistema inmune (por ejemplo, células efectoras) y el primer componente del sistema cldsico

del complemento (C1q).

[00101] El término "porcién de unién a antigeno" o "regién de unién a antigeno" de un
anticuerpo, como se usa aqui, se refiere a esa region o parte del anticuerpo que se une al
antigeno y que confiere especificidad de antigeno al anticuerpo; los fragmentos de las
proteinas de union a antigeno, por ejemplo, los anticuerpos incluyen uno o més fragmentos de
un anticuerpo que retienen la capacidad de unirse especificamente a un antigeno (por
ejemplo, un complejo de péptido / HLA). Se ha demostrado que la funcién de unién a
antigeno de un anticuerpo puede llevarse a cabo por fragmentos de un anticuerpo de longitud
completa. Ejemplos de fragmentos de unién a antigeno comprendidos por la expresion
"fragmentos de anticuerpo” de un anticuerpo incluyen un fragmento Fab, un fragmento
monovalente que consiste en los dominios Vi, Vi, CL y CHI1; un fragmento F(ab)2, un
fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab unidos mediante un puente disulfuro
en la region de bisagra; un fragmento Fd que consiste de los dominios Vy yCHI; un
fragmento Fv que consiste de los dominios VL y Vu de un tnico brazo de un anticuerpo;. un
fragmento dAb (Ward et al, 1989 Naturaleza 341:544-546), que consiste en un dominio Vg, y

una regién determinante de la complementariedad (CDR) aislada.

[00102] Ademds, aunque los dos dominios VL y Vu del fragmento Fv, estdn 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 Vu 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 "proteina aislada de union a antigeno" 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 tecnologia recombinante o utilizando técnicas de sintesis de

péptidos conocidos por las personas medianamente versadas en la técnica.

[00104] Tradicionalmente, el complejo CMH-péptido sélo podia ser reconocido por un
receptor de células T (TCR), lo que limita nuestra capacidad de detectar un epitopo de interés
utilizando ensayos de lectura basados en células T. En la presente descripcion, se describen
las proteinas de unién a antigeno, incluyendo anticuerpos, que tienen una regién de unién a
antigeno sobre la base de los scFv que se seleccionan a partir de bibliotecas de presentacion
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 s6lo complejos de HLA-A2-RMFPNAPYL. Ademais,
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 atn

mds su especificidad similar a la del TCR.

[00105] Los scFv seleccionados de la divulgacion mediante presentaciéon 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 podrian utilizar para reconocer selectivamente las

células unidas con antigeno utilizando citometria de flujo.

[00106] En algunas modalidades, la presente invencién incluye anticuerpos que tienen la
secuencia de scFv fusionada a uno o mds dominios constantes de las cadenas pesadas para
formar un anticuerpo con una regién Fc de una inmunoglobulina humana para producir una
proteina bivalente, aumentando asi la avidez global y la estabilidad del anticuerpo. Ademas,

la porcién Fc permite la conjugacién directa con otras moléculas, incluyendo pero no
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limitando a los colorantes fluorescentes, citotoxinas, radioisdtopos etc. con el anticuerpo, por
ejemplo, para su uso en estudios de cuantificacién 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 aqui resaltan la especificidad, la sensibilidad y la
utilidad de los anticuerpos de la presente invencion en la selecciéon de complejos CMH-

péptido.

[00108] Las moléculas de la presente invencion se basan en la identificacién y seleccién de
fragmentos de cadena sencilla (scFv variables) utilizando la visualizacién de fagos, la
secuencia de aminodcidos de la que confiere especificidad de las moléculas para el péptido
restringido del CMH de interés y forma la base de la todas las proteinas de unién de la
divulgacién. El scFv, por lo tanto, se puede utilizar para disefiar 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, proteinas de fusion,
incluyendo fusiones scFv-Fc, anticuerpos multivalentes, es decir, anticuerpos que tienen més
de una especificidad para el mismo antigeno o para antigenos diferentes, por ejemplo,
anticuerpos biespecificos 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 proteina de unidn a antigeno es un anticuerpo de
longitud completa, las cadenas pesada y ligera de un anticuerpo de la presente invencion
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 porcién de unién al antigeno (un Fab, F(ab')2,
Fv o un fragmento Fv de cadena ("scFv")). En otras modalidades, la regidon constante de la
cadena pesada del anticuerpo se selecciona entre, por ejemplo, IgG1, IgG2, 1gG3, IgG4, IgM,
IgA1l, IgA2, IgD, e IgE. En algunas formas de realizacidn, el isotipo de la inmunoglobulina se
selecciona de IgGl, IgG2, 1gG3, e IgG4, mas en particular, IgGl (por ejemplo, IgGl
humana). La eleccion del tipo de anticuerpo dependerd de la funcidn efectora inmune del

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

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

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

amplia gama de anticuerpos de inmunoglobulina.

[00111] En una modalidad, el anticuerpo u otra proteina de unién a antigeno es un scFv o

anti-WT1/HLA-A2 o un fragmento de uni6én a antigeno del mismo que tiene una regién de

unién a antigeno que comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 18 y se une

especificamente a un péptido con la secuencia de aminodcidos RMFPNAPYL (SEC ID N

1), en relaciéon con el HLA-AQ0201. En algunas formas de realizacion, el anticuerpo anti-WT1

es una protefna de fusién scFv-Fc o una IgG humana de longitud completa con las regiones

VH y VL o CDR seleccionados de la Tabla 1.

Tabla 1
Antigeno WT1 (Ext002 # 3)
Péptido RMFPNAPYL (SECID N “: 1)
CDRS: 1 2 3
VH GGTFSSYAIS GIIPIFGTANYAQKFQG RIPPYYGMDV
(SEQ ID NO: 2) (SEQ ID NO: 3) (SEQ ID NO: 4)
ADN ggaggcaccttcagcagcta | gggatcatcectatetttggtacage | cggattceccegtactacggtatgg
tgctatcage aaactacgcacagaagttccaggg | acgtc (SEQ ID NO: 7)
c (SECIDN°: 6)
(SEQ ID NO: 5)
VL SGSSSNIGSNYVY RSNQRPS AAWDDSLNGVV

(SEC ID N °: 8)

(SEQ ID NO: 9)

(SEQ ID NO: 10)
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Antigeno

WTI (Ext002 # 3)

Péptido

RMFPNAPYL (SECID N°: 1)

ADN

aggagtaatcagcggccctca gcagcatgggatgacagcctgaat
(SECIDN°: 12) ggtgtggta

tctggaagcagctccaacat
cggaagtaattatgtatac

(SECID N °: 11) (SEQ ID NO: 13)

H Completo

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYAISWVRQAPGQGLEW
MGGIPIFGTANYAQKFQGRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCA
RRIPPYYGMDVWGQGTTVTVSS (SEQ ID NO: 14)

ADN

caggtgcagctggtgcagtctggggctgaggtgaagaagectgggtectcggtgaaggtetcctgcaaggcettet
ggaggcaccttcagcagctatgctatcagetgggtgcgacaggeccctggacaagggcttgagtggatgggag

ggatcatccctatctttggtacagcaaactacgcacagaagticcagggcagagtcacgattaccgecggacgaat
ccacgagcacagcectacatggagetgageagectgagatctgaggacacggecgtgtattactgtgcgagacg
gattccececgtactacggtatggacgtctggggccaagggaccacggtcaccgtetectca (SEQ ID NO:
15)

VL Completo

QTVVTQPPSASGTPGQRVTISCSGSSSNIGSNYVYWYQQLPGTAPKLLIY
RSNQRPSGVPDRFSGSKSGTSASLAISGPRSVDEADYYCAAWDDSLNGV
VFGGGTKLTVLG (SEQ ID NO: 16)

ADN

Cagactgtggtgactcagccaccctcagegtetgggacceccgggeagagggteaccatctettgttctggaag
cagctccaacatcggaagtaattatgtatactggtaccaacagctcccaggaacggeccccaaactectcatctat
aggagtaatcagcggecctcaggggtecctgacegattetctggetccaagtetggeacctcagecteectggee
atcagtgggccceggtccgtggatgaggctgattattactgtgcageatgggatgacagectgaatggtgatggtat
tcggcggagggaccaagetgaccgtectaggt (SEQ ID NO: 17)

scFv

QTVVTQPPSASGTPGQRVTISCSGSSSNIGSNYVYWYQQLPGTAPKLLIY
RSNQRPSGVPDRFSGSKSGTSASLAISGPRSVDEADYYCAAWDDSLNGV
VEGGGTKLTVLGSRGGGGSGGGGSGGGSLEMAQVQLVQSGAEVKKP
GSSVKVSCKASGGTFSSYAISWVRQAPGQGLEWMGGIIPIFGTANYAQK
FQGRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARRIPPYYGMDVWGQ

GTTVTVSS (SEQ ID NO: 18)
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Antigeno WTI1 (Ext002 # 3)
Péptido RMFPNAPYL (SECID N °: 1)
ADN cagactgtggtgactcagccaccctcagegtctgggacceccgggcagagggtcaccatctettgttctggaage

agctccaacatcggaagtaattatgtatactggtaccaacagetcccaggaacggeccccaaactecetcatctata
ggagtaatcagecggecctcaggggtecctgacegattctetggetccaagtetggeacctcagecteectggeca
tcagtgggccccggtecgtggatgaggctgattattactgtgecageatgggatgacagectgaatggtgtggtatt
cggeggagggaccaagetgaccgtectaggttctagaggtggtggtggtageggeggeggeggctetggte
gtggatccctegagatggeccaggtgcagetggtgcagtetggggctgaggtgaagaagectgggtectcggt
gaaggtctcetgeaaggettctggaggeaccttcageagetatgetatcagetgggtgecgacaggeccctggaca
agggcttgagtggatgggaggoatcatccctatctttggtacagcaaactacgcacagaagttccagggcagagt
cacgattaccgcggacgaatccacgagcacagectacatggagetgageagectgagatctgaggacacggee
gtgtattactgtgcgagacggattcccecgtactacggtatggacgtetggggccaagggaccacggteaccgte
tcctca (SEQ ID NO: 19)

[00112] En otra forma de realizacidn, el anticuerpo o la proteina de unién a antigeno es un

anticuerpo anti-WT1 scFv o un fragmento de unién a antigeno del mismo que tiene una

region de unidn al antigeno que comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO:

36 y se une especificamente a un péptido con la secuencia de aminodcidos de RMFPNAPYL

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

anticuerpo anti-WT-1 es una proteina de fusién scFv-Fc o una IgG humana de longitud

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

Tabla 2
Antigeno WTT1 (Ext002 # 5)
Péptido RMFPNAPYL (SECID N “: 1)
CDRS 1 2 3
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Antigeno

WTI (Ext002 # 5)

Péptido

RMFPNAPYL (SECID N°: 1)

VH

GDSVSSNSAAWN | RTYYGSKWYNDYAVS GRLGDAFDI

(SEC ID N °: 20) VKS (SECID N : 21)
(SEQ ID NO: 22)

ADN

ggggacagtgtctctagcaac | aggacatactacgggtccaagtggt | ggtegettaggggatgcettttgatat
agtgctgcttggaac (SEC | ataatgattatgcagtatctgtgaaa | ¢ (SEC ID N °: 25)
ID N °: 23) agt (SEC ID N °: 24)

VL

RASQSISSYLN AASSLQS QQSYSTPLT

(SEQ ID NO: 26) (SEQ ID NO: 27) (SEQ ID NO: 28)

ADN

cgggcaagtcagagcattage | getgcatccagtttgcaaagt caacagagttacagtacccctcte

agctatttaaat act (SECID N °: 31)
(SEQ ID NO: 30)

(SEQ ID NO: 29)

VH Completo

QVQLQQSGPGLVKPSQTLSLTCAISGDSVSSNSAAWNWIRQSPSRGLEW
LGRTYYGSKWYNDYAVSVKSRITINPDTSKNQFSLQLNSVTPEDTAVY
YCARGRLGDAFDIWGQGTMVTVSS (SEQ ID NO: 32)

ADN

caggtacagctgcagcagtcaggtccaggactggtgaagecctcgecagaccctetecactcacctgtgecatctee
ggggacagtgtctctagcaacagtgetgettggaactggatcaggeagtccecatcgagaggecttgagtggctg
ggaaggacatactacgggtccaagtggtataatgattatgcagtatctgtgaaaagtcgaataaccatcaacccag
acacatccaagaaccagttctccctgcagetgaactctgtgactcccgaggacacggetgtgtattactgtgcaag
aggtcgcttaggggatgcttttgatatctggggccaagggacaatggtcaccgtctettca (SEQ ID NO:
33)

VL Completo

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYA
ASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSYSTPLTFGGG
TKVDIKR (SEQ ID NO: 34)
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Antigeno

WTI (Ext002 # 5)

Péptido

RMFPNAPYL (SECID N°: 1)

ADN

gacatccagatgacccagtctccatcctcectgtetgeatctgtaggagacagagtecaccatcacttgecgggeaa
gtcagagcattagcagctatttaaattggtatcagcagaaaccagggaaageccctaageteetgatctatgetgea
tccagtttgcaaagtggggtcecatcaaggttcagtggcagtggatctgggacagatttcactctcaccatcagea
gtctgecaacctgaagattttgcaacttactactgtcaacagagttacagtacceetctcactttcggeggagggace
aaagtggatatcaaacgt (SEQ ID NO: 35)

scFv

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYA
ASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSYSTPLTFGGG
TKVDIKRSRGGGGSGGGGSGGGGSLEMAQVQLQQSGPGLVKPSQTL

SLTCAISGDSVSSNSAAWNWIRQSPSRGLEWLGRTYYGSKWYNDYAVS
VKSRITINPDTSKNQFSLQLNSVTPEDTAVYYCARGRLGDAFDIWGQGT
MVTVSS (SEQ ID NO: 36)

ADN

gacatccagatgacccagtctecatcctecctgtetgeatetgtaggagacagagtcaccatcacttgecgggeaa
gtcagagcattagcagctatttaaattggtatcagcagaaaccagggaaageccctaageteetgatctatgetgea
tccagtttgcaaagtggggtcecatcaaggttcagtggcagtggatctgggacagatttcactctcaccatcagea

gtctgcaacctgaagattttgeaacttactactgtcaacagagttacagtacccctcteactttcggeggagggace

aaagtggatatcaaacgttctagaggtggtggtggtageggeggeggeggctetggtggtggtggatcecte

gagatggcccaggtacagetgcageagtcaggtccaggactggtgaageectcgecagaccctetecacteacct

gtgccatctccggggacagtgtctetagecaacagtgetgettggaactggatcaggeagtceecatcgagaggcec
ttgagtggctgggaaggacatactacgggtccaagtggtataatgattatgcagtatctgtgaaaagtcgaataace
atcaacccagacacatccaagaaccagttctccctgeagetgaactctgtgactcccgaggacacggetgtgtatt
actgtgcaagaggtcgcttaggggatgcttttgatatctggggccaagggacaatggtcaccgtetcttca (SEQ
ID NO: 37)

[00113] En otra forma de realizacion, el anticuerpo o la proteina de unién a antigeno es un

anticuerpo anti-WT1 scFv o un fragmento de unién a antigeno del mismo que tiene una

region de unién a antigeno que comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 54

y se une especificamente a un péptido con la secuencia de aminodcidos RMFPNAPYL (SEC
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ID N °: 1), en relacion con el HLA-A0201. En otras formas de realizacién, el anticuerpo anti-

WT-1 es una proteina de fusién scFv-Fc o una IgG humana de longitud completa con las

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

Tabla 3
Antigeno WTI1 (Ext002 # 13)
Péptido RMFPNAPYL (SECID N °: 1)
CDRS 1 2 3
VH GYSFTNFWIS RVDPGYSYSTYSPSFQ VQYSGYYDWEFDP
G (SECID N °: 39)
(SEQ ID NO: 38) (SEQ ID NO: 40)
ADN ggatacagcttcaccaacttct | agggttgatcctggetactcttata | gtacaatatagtggctactatgact
ggatcagc gcacctacagcccgtecttccaag | ggttcgaccce
gc
(SEQ ID NO: 41) (SEQ ID NO: 43)
(SEQ ID NO: 42)
VL | SGSSSNIGSNTVN SNNQRPS AAWDDSLNGWV
(SEQ ID NO: 44) (SEQ ID NO: 45) (SEQ ID NO: 46)
ADN tctggaagcagctccaacatc | agtaataatcagcggecctca gcagcatgggatgacagcctgaa
ggaagtaatactgtaaac tggttgooto
(SEQ ID NO: 48)
(SECID N °: 47)
(SEQ ID NO: 49)
VH Completo | QMQLVQSGAEVKEPGESLRISCKGSGYSFTNFWISWVRQMPGKGLEW

MGRVDPGYSYSTYSPSFQGHVTISADKSTSTAYLQWNSLKASDTAMY
YCARVQYSGYYDWFDPWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 50)
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Antigeno

WT1 (Ext002 # 13)

Péptido

RMFPNAPYL (SECID N °: 1)

ADN

cagatgcagctggtgcagtccggagcagaggtgaaagageccggggagtctetgaggatetectgtaagggtt
ctggatacagcttcaccaacttctggatcagetgggtgcgecagatgeccgggaaaggectggagtegatggg
gagggttgatcetggetactcttatageacctacageeegtecttccaaggecacgtcaccatctcagetgacaa
gtctaccagcactgectacctgeagtggaacagectgaaggectcggacaccgecatgtattactgtgegagag
tacaatatagtggctactatgactggttcgaccectggggccagggaaccetggtcaccgtctectca (SEQ
ID NO: 51)

VL Completo

QAVVTQPPSASGTPGQRVTISCSGSSSNIGSNTVNWYQQVPGTAPKLLI
YSNNQRPSGVPDRFSGSKSGTSASLAISGLQSEDEADYYCAAWDDSLN
GWVFGGGTKLTVLG (SEQ ID NO: 52)

ADN

caggctgtggtgactcagccaccctcagegtetgggacccccgggcagagggtcaccatctettgttctggaag
cagctccaacatcggaagtaatactgtaaactggtaccagcaggtcccaggaacggeccccaaactectcatct
atagtaataatcagcggecctcaggggtecctgaccgattetctggetccaagtetggeacctcagecteectgg
ccatcagtgggctcecagtctgaggatgaggctgattattactgtgecageatgggatgacagectgaatggttgge
tgttcggeggagggaccaagetgaccgtectaggt (SEQ ID NO: 53)

scFv

QAVVTQPPSASGTPGQRVTISCSGSSSNIGSNTVNWYQQVPGTAPKLLI
YSNNQRPSGVPDRFSGSKSGTSASLAISGLQSEDEADYYCAAWDDSLN
GWVFGGGTKLTVLGSRGGGGSGGGGSGGGGSLEMAQMQLVQSGA
EVKEPGESLRISCKGSGYSFINFWISWVRQMPGKGLEWMGRVDPGY S
YSTYSPSFQGHVTISADKSTSTAYLQWNSLKASDTAMYYCARVQYSG
YYDWFDPWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 54)




-23- Docket No: 3314.013AWO

Antigeno WT1 (Ext002 # 13)
Péptido RMFPNAPYL (SECID N °: 1)
ADN | caggctgtggtgactcagccaccctcagegtetgggacceccgggeagagggtcaccatetettgttctggaag

cagctccaacatcggaagtaatactgtaaactggtaccagecaggteccaggaacggeccccaaactecteatct
atagtaataatcagcggecctcaggggtecctgaccgattctetggetecaagtetggeacctcageeteeetgg

ccatcagtgggctccagtctgaggatgaggetgattattactgtgecageatgggatgacagectgaatggttggg
tgttcggeggagggaccaagetgaccgtectaggtictagaggtggtggtegtageggeggeggeggctetgg
tggtggtggatcectcgagatggeccagatgecagetggtgcagtecggageagaggtgaaagageccgggg

agtctctgaggatctectgtaagggttctggatacagcettcaccaacttctggatcagetgggtgegecagatgec
cgggaaaggcctggagtggatggggagggttgatcetggetactcttatageacctacageecegtecttccaag
gccacgtcaccatctcagetgacaagtctaccageactgectacctgeagtggaacagectgaaggectegga

caccgccatgtattactgtgcgagagtacaatatagtggctactatgactggttcgacceetggggccagggaac
cctggtcaccgtetectca (SEQ ID NO: 55)

[00114] En otra forma de realizacidn, el anticuerpo o la proteina de unioén a antigeno es un

anticuerpo anti-WT1 scFv o un fragmento de unién a antigeno del mismo que tiene una

regién de unién a antigeno que comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 72

y que se une especificamente a un péptido con la secuencia de aminodcidos RMFPNAPYL

(SEC ID N °: 1), en relacién con el HLA-A0201. En otras formas de realizacién, el

anticuerpo anti-WT-1 es una proteina de fusién scFv-Fc o una IgG humana de longitud

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

Tabla 4
Antigeno WTI1 (Ext002 # 15)
Péptido RMFPNAPYL (SECID N °: 1)
CDRS 1 2 3
VH GYNFSNKWIG IIYPGYSDITYSPSFQG HTALAGFDY

(SEQ ID NO: 56) (SEQ ID NO: 57) (SEQ ID NO: 58)
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Antigeno

WT1 (Ext002 # 15)

Péptido

RMFPNAPYL (SECID N°: 1)

ADN

ggctacaactttagcaacaagt

ggatcggce

(SEQ ID NO: 59)

atcatctatcccggttactcggacat
cacctacagcccgtccttccaagge

(SEC ID N °: 60)

cacacagctttggcecggcetttgact
ac (SECID N °: 61)

VL

RASQNINKWLA

(SEQ ID NO: 62)

KASSLES

(SEQ ID NO: 63)

QQYNSYAT

(SEQ ID NO: 64)

ADN

Cgggccagtcagaatatcaat

aagtggctggcc

aaggcgtctagtttagaaagt
(SEC ID N °: 66)

caacaatataatagttatgcgacg

(SEC ID N °: 67)

(SEQ ID NO: 65)

VH Completo

QVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYNFSNKWIGWVRQLPGRGLEWI
AIIYPGYSDITYSPSFQGRVTISADTSINTAYLHWHSLKASDTAMYYCVR
HTALAGFDYWGLGTLVTYVSS (SEQ ID NO: 68)

ADN

Caggtgcagctggtgcagtetggagcagaggtgaaaaagecceggagagtctetgaagatcteetgtaagggtte
tggctacaactttagcaacaagtggatcggetgggtgcgecaattgeccgggagaggectggagtggatageaa
tcatctatcccggttactcggacatcacctacageccgtecttccaaggecgegteaccatctcegecgacacgte

cattaacaccgcctacctgeactggeacagectgaaggectcggacacegecatgtattattgtgtgegacacaca

getttggeeggcetttgactactggggectgggcaccetggtcaccgtetectea (SEQ ID NO: 69)

VL Completo

DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASQNINKWLAWYQQRPGKAPQLLIY
KASSLESGVPSRFSGSGSGTEYTLTISSLQPDDFATYYCQQYNSYATFGQ
GTKVEIKR (SEQ ID NO: 70)

ADN

gacatccagatgacccagtctecttccaccetgtetgeatctgtaggagacagagtcacaatcacttgeegggeca
gtcagaatatcaataagtggctggectggtatcagcagagaccagggaaageccctcageteetgatctataagg
cgtctagtttagaaagtggggtcccatctaggttcageggeagtggatctgggacagaatacactctcaccatcag
cagcctgcagectgatgattttgeaacttattactgccaacaatataatagttatgcgacgttcggecaagggacca
aggtggaaatcaaacgt (SEQ ID NO: 71)
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Antigeno

WT1 (Ext002 # 15)

Péptido

RMFPNAPYL (SECID N°: 1)

scFv

DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASQNINKWLAWYQQRPGKAPQLLIY
KASSLESGVPSRFSGSGSGTEYTLTISSLQPDDFATYYCQQYNSYATFGQ
GTKVEIKRSRGGGGSGGGGSGGGGSLEMAQVQLVQSGAEVKKPGES
LKISCKGSGYNFSNKWIGW VRQLPGRGLEWIAIIYPGYSDITYSPSFQGR
VTISADTSINTAYLHWHSLKASDTAMYYCVRHTALAGFDYWGLGTLV

TVSS (SEQ ID NO: 72)

ADN

gacatccagatgacccagtctecttccaccctgtetgeatctgtaggagacagagtcacaatcacttgecgggeca
gtcagaatatcaataagtggctggectggtatcagcagagaccagggaaagecccteagetectgatctataagg

cgtctagtttagaaagtggggtcccatctaggttcagecggeagtggatctgggacagaatacactetcaccatcag

cagcctgcagcectgatgattttgcaacttattactgccaacaatataatagttatgegacgttcggecaagggacca

aggtggaaatcaaacgttctagaggtggtggtggtageggeggeggeggetetggtggtggtggateceteg
agatggcccaggtgcagetggtgcagtetggagecagaggtgaaaaageceggagagtctetgaagatcteetgt
aagggttctggcetacaactttagcaacaagtggatcggetgggtgcgecaattgecegggagaggectggagtg

gatagcaatcatctatcccggttactcggacatcacctacageccgtecttccaaggecgegtcaccatctccgee

gacacgtccattaacaccgcctacctgeactggeacagectgaaggectcggacaccgecatgtattattgtgtgc
gacacacagctttggccggcetttgactactggggectgggeaccctggtcaccgtctectca (SEQ ID NO:

73)

[00115] En otra forma de realizacion, el anticuerpo o la proteina de unién a antigeno es un

anticuerpo anti-WT1 scFv o un fragmento de unién a antigeno del mismo que tiene una

region de unién a antigeno que comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 90

y se une especificamente a un péptido con la secuencia de aminoiacidos RMFPNAPYL (SEC

ID N °: 1), en relacion con el HLA-A0201. En otras formas de realizacién, el anticuerpo anti-

WT-1 es una proteina de fusién scFv-Fc o una IgG humana de longitud completa con las

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




-26- Docket No: 3314.013AWO

Tabla 5
Antigeno WTI1 (Ext002 # 18)
Péptido RMFPNAPYL (SECID N °: 1)
CDRS: 1 2 3
VH GFTFDDYGMS GINWNGGSTGYADS ERGYGYHDPHDY
VRG (SEC ID N °: 75)
(SEQ ID NO: 74) (SEQ ID NO: 76)
ADN gggttcacctttgatgattatgg | ggtattaattggaatggtggtage | gagegtggctacgggtaccatga
catgagc acaggttatgcagactctgtgag | tccccatgactac
gggc (SECID N °: 78)
(SEQ ID NO: 77) (SEQ ID NO: 79)
VL GRNNIGSKSVH DDSDRPS QVWDSSSDHVV
(SEQ ID NO: 80) (SEQ ID NO: 81) (SEQ ID NO: 82)
ADN gggagaaacaacattggaagt | gatgatagcgaccggeectca | caggtgtgggatagtagtagtga
aaaagtgtgcac tcatgtggta
(SEQ ID NO: 84)
(SEQ ID NO: 83) (SEQ ID NO: 85)

VH Completo | EVQLVQSGGGVVRPGGSLRLSCAASGFTFDDYGMSWVRQAPGKGL
EWVSGINWNGGSTGYADSVRGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDT
ALYYCARERGYGYHDPHDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 86)

ADN gaagtgcagctggtecagtctgggggaggtgtggtacggectggggggtecctgagactctectgtgecage

ctctgggttcacctttgatgattatggcatgagetgggtcegecaagetccagggaaggggctggagtgggte
tctggtattaattggaatggtggtagcacaggttatgcagactctgtgaggggccgattcaccatctccagaga
caacgccaagaactccctgtatctgcaaatgaacagtctgagagccgaggacacggcecttgtattactgtgcg
agagagcgtggctacgggtaccatgatcceceatgactactggggecaaggeaccctggtgacegtcteetea
(SEQ ID NO: 87)
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Antigeno

WT1 (Ext002 # 18)

Péptido

RMFPNAPYL (SECID N “: 1)

VL Completo

QSVVTQPPSVSVAPGKTARITCGRNNIGSKSVHWYQQKPGQAPVLV
VYDDSDRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISRVEAGDEADYYCQVWDSS
SDHVVFGGGTKLTVLG (SEQ ID NO: 88)

ADN

cagtctgtcgtgacgecagecgeccteggtgtecagtggecccaggaaagacggecaggattacetgtgggag
aaacaacattggaagtaaaagtgtgcactggtaccagcagaagccaggecaggeccctgtgetggtegteta
tgatgatagcgaccggecctcagggatcectgagegattctetggetccaactetgggaacacggecacect
gaccatcagcagggtcgaageccggggatgaggccgactattactgtcaggtgtgggatagtagtagtgatca
tgtggtattcggecggagggaccaagetgaccgtectaggt (SEQ ID NO: 89)

scFv

QSVVTQPPSVSVAPGKTARITCGRNNIGSKSVHWYQQKPGQAPVLV
VYDDSDRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISRVEAGDEADYYCQVWDSS
SDHVVFGGGTKLTVLGSRGGGGSGGGGSGGSLEMAEVQLVQSGG
GVVRPGGSLRLSCAASGFTFDDYGMSWVRQAPGKGLEWVSGINWN
GGSTGYADSVRGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTALYYCARER
GYGYHDPHDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 90)

ADN

cagtctgtcgtgacgcagecgeccteggtgteagtggecccaggaaagacggecaggattacetgtgggag
aaacaacattggaagtaaaagtgtgcactggtaccagcagaagccaggecaggeccctgtgetggtegtcta
tgatgatagcgaccggecctcagggatcectgagegattctetggetccaactetgggaacacggecacect
gaccatcagcagggtcgaageeggggatgaggccgactattactgtcaggtgtgggatagtagtagtgatca
tgtggtattcggcggagggaccaagetgaccgtectaggttectagaggtggtggtggtageggeggegge
ggctetggtggatecctegagatggecgaagtgcagetggtgcagtetgggggaggtgtggtacggcctg
gggggtcectgagactcteetgtgecagectetgggttcacctttgatgattatggcatgagetgggteegecaa
gctccagggaaggggctggagtgggtetetggtattaattggaatggtegtagcacaggttatgcagactetg
tgagggoccgattcaccatctccagagacaacgccaagaactcectgtatctgcaaatgaacagtctgagag
ccgaggacacggccttgtattactgtgcgagagagegtggctacgggtaccatgatceccatgactactggg
gccaaggcaccctggtgaccgtctectca (SEQ ID NO: 91)
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[00116] En otra forma de realizacion, el anticuerpo o la proteina de unién a antigeno es un

anticuerpo anti-WT1 scFv o un fragmento de unién a antigeno del mismo que tiene una

region de unién a antigeno que comprende la secuencia de aminodcidos de la SEC ID N °:

108 y se une especificamente a un péptido con la secuencia de aminodcidos RMFPNAPYL

(SEC ID N °: 1), en relaciéon con el HLA-A0201. En otras formas de realizacion, el

anticuerpo anti-WT-1 es una proteina de fusién scFv-Fc o una IgG humana de longitud

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

Tabla 6
Antigeno WTI1 (Ext002 # 23)
Péptido RMFPNAPYL (SEQ ID NO. 1)
CDRS: 1 2 3
VH GFSVSGTYMG LLYSGGGTYHPASLQG GGAGGGHFDS
(SEQ ID NO. 92) (SEQ ID NO. 93) (SEQ ID NO. 94)
ADN gggttctcegtcagtggeacct | cttctttatagtggtggeggeacata | gaggggcaggaggtggecactt
acatgggce (SEQ ID NO. | ccacccagegtcectgecaggge tgactcc (SEQ ID NO.
95) 97)
(SEQ ID NO. 96)
VL | TGSSSNIGAGYDVH GNSNRPS AAWDDSLNGYV
(SEQ ID NO. 98) (SEQ ID NO. 99) (SEQ ID NO. 100)
ADN actgggagcagctccaacatc | ggtaacagcaatcggecctca gcagcatgggatgacagectga
ggggcaggttatgatgtacac atggttatgtc
(SEQ ID NO. 102)
(SEQ ID NO. 101) (SEQ ID NO. 103)
VH Completo | EVQLVETGGGLLQPGGSLRLSCAASGFSVSGTYMGWVRQAPGKGLEW

VALLYSGGGTYHPASLQGRFIVSRDSSKNMVYLQMNSLKAEDTAVYY
CAKGGAGGGHFDSWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO. 104)
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Antigeno

WT1 (Ext002 # 23)

Péptido

RMFPNAPYL (SEQ ID NO. 1)

ADN

Gaggtgcagcetggtggagaccggaggaggcttgctccagecgggggggteccteagactetectgtgeagect

ctgggttctcegtcagtggeacctacatgggetgggtecegecaggetccagggaagggactggagtgggtegea
cttctttatagtggtggcggcacataccacccagegteectgecagggecgattcatcgtctccagagacageteea

agaatatggtctatcttcaaatgaatagcctgaaagccgaggacacggecgtetattactgtgegaaaggaggeg
caggaggtggccactttgactectggggecaaggcaccctggtgaccgtctectca (SEQ ID NO. 105)

VL Completo

QSVLTQPPSVSGAPGQRVTISCTGSSSNIGAGYDVHWYQQLPGTAPKLLI
YGNSNRPSGVPDRFSGSKSGTSASLAISGLQSEDEADYYCAAWDDSLN
GYVFGTGTKLTVLG(SEQ ID NO. 106)

ADN

cagtetgtgttgacgcageecgecctcagtgtctggggecccagggeagagggtcaccatctcetgeactgggag
cagctccaacatcggggcaggttatgatgtacactggtaccagcagettccaggaacageccccaaactecetcat
ctatggtaacagcaatcggccctcaggggtccctgaccgattctctggetccaagtctggeacctcagectecctg
gccatcagtgggctecagtetgaggatgaggctgattattactgtgcageatgggatgacagectgaatggttatgt
cttcggaactgggaccaagetgaccgtectaggt (SEQ ID NO. 107)

scFv

QSVLTQPPSVSGAPGQRVTISCTGSSSNIGAGYDVHWYQQLPGTAPKLLI
YGNSNRPSGVPDRFSGSKSGTSASLAISGLQSEDEADYYCAAWDDSLN
GYVFG
TGTKLTVLGSRGGGGSGGGGSGGGGSLEMAEVQLVETGGGLLQPGG
SLRLSCAASGFSVSGTYMGWVRQAPGKGLEWVALLYSGGGTYHPASL
QGRFIVSRDSSKNMVYLQMNSLKAEDTAVYYCAKGGAGGGHFDSWG
QGTLVTVSS (SEQ ID NO. 108)
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Antigeno WTI1 (Ext002 # 23)
Péptido RMFPNAPYL (SEQ ID NO. 1)
ADN cagtctgtgttgacgcagccgecctecagtgtctggggccccagggeagagggteaccatctectgeactgggag

cagctccaacatcggggcaggttatgatgtacactggtaccageagcettccaggaacageccccaaactectcat
ctatggtaacagcaatcggccctcaggggteeetgacegattetetggetccaagtetggeacctcagecteectg

gccatcagtgggctccagtctgaggatgaggctgattattactgtgcageatgggatgacagectgaatggttatgt

cttcggaactgggaccaagetgaccgtectaggttctagaggtggtggtggtageggeggeggeggetetggt
ggtggtggatccctecgagatggecgaggtgcagetggtggagaccggaggaggcttgctccageegggegg
gtccctcagactetectgtgecagectetgggttctcegteagtggeacctacatgggetgggtecgecaggceteca
gggaagggactggagtgggtcgeacttctttatagtggtggeggeacataccacccagegteectgeagggecg
attcatcgtctccagagacagctccaagaatatggtctatcttcaaatgaatagectgaaageccgaggacacggcee
gtctattactgtgcgaaaggaggggcaggaggtggccactttgactcetggggecaaggeaccectggtgaccegt
ctectca (SEQ ID NO. 109)

[00117] Otras formas de realizacion de los anticuerpos descritos y de las proteinas de unién

a antigeno 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

CDR-H1 CDR-H2 CDR-H3 SEQ

ID

Grupo I

P N°.
EXT002- | SNAVAWN | RTYRGSTYY --- ALSV G-SNSAFDF 119-
12 (166) 121
EXT002- | SNSAAWN | RTYYGSKWYNDYAVSV | GRLGDAFDI 122-
5(184) 124
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EXT002- | SDGAAWN | RTYYRSKWYNDYAVSV | GDYYYGMDV 125-
8 (184) 127
Consenso | SNAAAWN | RTYYGSKWYNDYAVSV | T AFDI 128-
(191) 130
Grupo I1
EXTO002- | SYWIS RIDPSDSYTNYSPSFQG GD ------ YDFYLDP - 131-
14 (163) 133
EXTO002- | SYGIS WISAYNGNTNYAQKLQG | DLYSSGWYESYYYGMDV | 134-
25 (163) 136
EXTO002- | SYAIS GIIPIFGTANYAQKFQG RIP-P ------ YYGMDV 137-
3 (186) 139
EXTO002- | SYGIS WISAHNGNTNYAQKLQG | DR ------- VWFGDLSD 134,
30 (163) 140,
141
EXTO002- | SYAIS GIIPIFGTANYAQKEQG NYDFWSG ----- DAFDI 137,
33 (163) 142,
143
Consenso | SYAIS IP G TNYAQKFQG FY GMDV 137,
(188) 144,
145
Grupo
I
EXTO002- | DYGMS GINWNGGSTGYADSV ERGY-GYHDPHDY 146-
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34 (161) 148
EXT002- | NYTMN SISLSGAYIYYADSL EGYSSSVYDAFDL 149-
40 (157) 151
EXT002- | SYGMH GILSDGGKDYYVDSV CSSN-YGNDAFDI 152-
45 (165) 154
EXT002- | TYSMN SISSGAYSIFYADSV DQYYGDKWDAFDI 155-
48 (165) 157
Consenso | SYGMN SISS GGSIYYADSV E YY WDAFDI 158-
(170) 160
Tabla 8
CDR-L1 CDR-1.2 CDR-L3 SEQ ID
NOS.
Grupo I
EXTO002-1 (46) CSGSSSNIGS-NTVN | SNNQRPSG AAWDDSLNG - 161-163
WVFEFG
EXT002-10 (46) CSGSSSNIGS-NTVN | SNNQRPSG EAWDDSLKG - PVFG 161,
162, 164
EXT002-12 (22) CTGSSSNIGAGYDV | GNSNRPSG QSYDSSLSADNYVFG | 165-167
H
EXT002-13 (46) CSGSSSNIGS-NTVN | SNNQRPSG AAWDDSLNG - 161-163
WVFG
EXTO002-2 (46) CSGSSSNIGR-NIVN | SNIERPSG ASWDDSLNG - VLFG | 168-170
EXT002-20 (46) CSGSRSNIAS- KNDQRPSG SAWDDSLDGH- 171-173
NGVG VVFG
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EXT002-23 (46) CTGSSSNIGAGYDV | GNSNRPSG AAWDDSLNG - 165,
H YVEG 166, 174
EXT002-25 (22) CSGSSSNIGS-Stvn SNSQRPSG AAWDDSLNG - 175-177
VVFEG
EXT002-3 (46) CSGSSSNIGS-NYVY | RSNQRPSG AAWDDSLNG - 178,
VVFEG 179, 177
EXT002-30 (22) CSGSSSNIGR-NTVN | SNNQRPSG AAWDDSLNG - 180,
YVEG 162, 174
EXT002-33 (22) CSGSSSNIGN-DYVS | DNNKRPSG GTWDNSLSA - WVFEG | 181-183
EXT002-36 (22) CSGSSSNIGS-NSVY | NNNQRPSG ATWDDSLSG - WVFG | 184-186
EXT002-40 (22) CSGSSSNIGS-NYVY | RNNQRPSG AAWDDSLSA - 178,
WVFG 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 SAWDDSENG - PVFG | 193-195
EXT002-6 (46) CSGSSSNIGS-NYVS | RNNQRPSG AAWDDGLRG - 196,
YVFG 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 I1
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
EXTO002-B (48) RASQSISSYLN AASSLQS QQSYSTP-WT 198-200
Consenso (48) RASQSISSYLN AASSLQS QQSYSTP LT 198-200
Grupo II1
EXTO002-16 (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
EXTO002-11 (47) TGTSSDVGGYNYV | DVSKRPS GIYTYSDSW -V 225-227
S
EXT002-14 (23) TGTSSDVGGYNYV | DVGNRPS SSYTSSSTR - V 225,
S 228,229
EXT002-26 (23) TGTRSDVGLYNYV | DVIYRPG SSYTNTGTV - L 230-232
A
EXT002-4 (47) TGTSSDFGDYDYVS | DVSDRPS QSYDSSLSGSGV 233-235
Consenso (47) TGTSSDVGGYNYV | DVS RPS SSYTSSSV 225,
S 234,229
Tabla 9

Regiones constantes

region constante de
cadena pesada de la
IgG1 humana y
secuencia del

dominio Fc

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNS
GALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVN
HKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPK
PKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNA
KTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKAL
PAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGF
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKS
RWQQGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (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 invencion se refiere a proteinas recombinantes de unién a antigeno,
anticuerpos y fragmentos de unién a antigeno de los mismos que reconocen
especificamente epitopos de un complejo formado por un fragmento de péptido/proteina
derivada de una proteina intracelular, y una molécula del CMH de clase I, por ejemplo,
como el complejo debe mostrarse en la superficie de la célula durante la presentacién de
los antigenos. Las cadenas pesada y ligera de un anticuerpo de la presente invencién
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 porcién de unién al antigeno (un Fab,
F (ab")2, Fv o un fragmento Fv de cadena ("scFv")). En otras formas de realizacién, la
region constante de la cadena pesada del anticuerpo se selecciona de entre, por ejemplo,
IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4, 1gM, IgAl, IgA2, IgD, e IgE, en particular se elige entre, por
ejemplo, IgGl, IgG2, 1gG3, e [gG4, mas en particular, IgG1l (por ejemplo, IgGl
humana). En otra forma de realizacién, la region 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 proteinas de unién a antigeno de la presente invencion estan
destinadas a abarcar anticuerpos biespecificos, incluyendo anticuerpos biespecificos de unién
a células T, es decir, anticuerpos que comprenden dos dominios variables del anticuerpo
sobre una tnica cadena de polipéptido que son capaces de unirse a dos antigenos separados.
Cuando una primera porcién de un anticuerpo biespecifico se une a un antigeno en una célula
tumoral, por ejemplo, y una segunda porcién de un anticuerpo biespecifico reconoce un
antigeno en la superficie de una célula inmune humana efectora, el anticuerpo es capaz de
reponer la actividad de esa célula efectora mediante la unién especifica del antigeno efector
sobre la célula inmune humana efectora. En algunos casos, los anticuerpos biespecificos, por
lo tanto, son capaces de formar una unién entre las células efectoras, por ejemplo, células T y

células tumorales, mejorando de este modo la funcidn efectora.

[00120] En una forma de realizacion, la region constante / region marco es alterada, por
ejemplo, mediante sustitucion de aminodcidos, para modificar las propiedades del anticuerpo
(por ejemplo, para aumentar o disminuir la afinidad de unién a uno o mas antigenos, la unién

al receptor Fc, hidratos de carbono del anticuerpo, por ejemplo, glicosilacién, etc.
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fucosilacion, el numero de residuos de cisteina, la funcion de la célula efectora, la funcion del
complemento o la introduccién de un sitio de conjugacidn). Por otra parte, también se
contempla la conjugacion del anticuerpo con un farmaco, toxina, radioisétopo, citoquina,

péptido inflamatorio o citotéxico.

[00121] En una forma de realizacién, el anticuerpo es un anticuerpo anti -WTI1/A2 y
comprende la region constante de la [gG1 humana y el dominio Fc que se muestra en la Tabla
9. En una forma de realizacién, 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 aminodcidos de algunas regiones determinantes de la complementariedad

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

[00122] La presente invencién se basa en la identificaciéon de secuencias de unién
especificos a antigenos de la que se puede producir una variedad de proteinas de unién a
antigeno. Ademas de los anticuerpos especificos para un antigeno que representa un complejo
de fragmento de proteina (péptido)/HLA similar al que normalmente es reconocido por un
receptor de células T tras el procesamiento y presentacion de antigenos de la proteina de la
célula T, la identificacién de las secuencias de aminodcidos y de 4cidos nucleicos tal como se
describen en este documento para la preparacion de anticuerpos también se puede utilizar
para generar otras moléculas de unién a antigeno, incluyendo receptores de antigenos
quiméricos (CARs), con especificidad para el complejo de fragmento de proteina
(péptido)/HLA. Estos pueden ser incorporados en las células para que sean especificamente

citotoxicos para la célula que expresa el antigeno.

[00123] La presente invencion emplea un enfoque novedoso para la obtenciéon de
anticuerpos terapéuticos de cualquier proteina, incluyendo aquellas proteinas que son
inaccesibles debido a que no se expresan en la superficie celular. Casi cualquier proteina
intracitoplasmatica o intranuclear(en adicidn a las proteinas de la superficie celular) es una
diana potencial para el enfoque descrito en este documento. Esto incluye, pero no se limita a,

proteinas oncogénicas, factores de transcripcion, enzimas, etc.

[00124] Con el fin de apuntar los antigenos tumorales derivados de proteinas intracelulares o
nucleares, se requiere el desarrollo de un anticuerpo terapéutico de enfoque no comun. 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 homologia funcional con las TCR respecto al reconocimiento
del objetivo, pero confieren una mayor afinidad y capacidad de unién con agentes citotdxicos
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 reaccion de
inmunogenicidad, conocida como la respuesta HAMA (24, 25), (anticuerpos humanos anti-
ratén) cuando se administran a los seres humanos, causando efectos secundarios graves,
incluyendo anafilaxis y reacciones de hipersensibilidad. Esta reaccién de inmunogenicidad se
activa por el sistema inmune humano que reconoce a los anticuerpos murinos como
extranjeros debido a secuencias de aminodcidos ligeramente diferentes de los anticuerpos
humanos naturales. Los métodos de humanizacién 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 expresion de fagos ha hecho posible
seleccionar un gran nimero de repertorios Ab de Abs Unicos y raros contra epitopos muy
definidos (para mas detalles sobre la visualizacién de fagos ver McCafferty et al, Phage
antibodies: filamentous phage displaying antibody variable domains. Nature, 348: 552-554)
Asi pues, ha llegado a ser posible la rapida identificacion de los fragmentos de un Fab
humano o un Fv de cadena sencilla (scFv) altamente especifica para el tumor de las
moléculas de complejos péptido-CMH-antigeno derivados (19-22). Mds recientemente, las
inmuno-toxinas, generadas por la fusién de Fab similar a TCR especifico para melanoma Ag
MART-1 26-35/A2 o gpl00 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). Ademds, mediante la ingenieria 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 invencién implica el desarrollo de un mAb semejante a TCR,
completamente humano que reconoce, por ejemplo, el complejo péptido/HLA-A2 WTI

(RMFPNAPYL, SEQ ID NO: 1) para la terapia del cancer.
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[00127] Los anticuerpos recombinantes con especificidad similar a TCR representan una
herramienta nueva y valiosa para la investigacion y para las aplicaciones terapéuticas de la
inmunologia tumoral y de la inmunoterapia. El WT1 es un antigeno tumoral bien establecido
y validado que se ha investigado en todo el mundo como un marcador, factor de prondstico y
diana terapéutica. Se prioriz6 recientemente como el antigeno tumoral principal por un grupo

de trabajo del NCI (29).
Identificacion de péptidos con union altamente predictiva a las moléculas de HLA

[00128] En una forma de realizacién, la presente invencién se refiere a un método para la
generacion de anticuerpos que se unen especificamente a los péptidos restringidos por HLA,
que, cuando se presentan como parte de un complejo péptido/CMH son capaces de provocar
una respuesta especifica de células T citotdxicas. Las moléculas de HLA de clase I presentan
péptidos endégenos derivados de cerca de 8-12 aminoécidos de longitud a linfocitos T CD8 +
citotoxicos. Los péptidos que serdn utilizados en el método de la presente invencién son
general y aproximadamente de 6-22 aminodcidos de longitud, y en algunas formas de
realizacion, entre aproximadamente 9 y 20 aminoacidos y comprenden una secuencia de
aminodcidos derivada de una proteina de interés, por ejemplo, la proteina humana WT1(No

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

[00129] Los péptidos adecuados para su uso en la generacion de anticuerpos de acuerdo con
el método de la presente invencién se pueden determinar sobre la base de la presencia de
fragmentos de unién de HLA-A0201 y de los sitios de escision para proteasomas e inmune-
proteasomas utilizando modelos de predicciéon de ordenador conocidos por las personas
medianamente versadas en el arte. Para la prediccién de los sitios de unién del CMH de clase
I, estos modelos incluyen, pero no se limitan a, ProPred1 (que se describe con més 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 caucdsicos y por lo tanto,
representa una eleccién adecuada de antigeno de CMH para su uso en el presente método.
Para la preparaciéon de una forma de realizaciéon de un antigeno peptidico WTI, se

identificaron las secuencias de aminoacidos y los epitopos putativos de la uniéon de CDS8 + de
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las moléculas de HLA-A0201 utilizando el algoritmo de prediccion 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 sintesis de
los péptidos de acuerdo con protocolos bien conocidos por las personas medianamente
versadas en la técnica. Debido a su tamafio relativamente pequefio, los péptidos de la
presente invencion pueden ser sintetizados directamente en solucidn o sobre un soporte s6lido
de acuerdo con técnicas convencionales de sintesis de péptidos. Varios sintetizadores
automadticos estdn disponibles comercialmente y pueden utilizarse de acuerdo con protocolos
conocidos. La sintesis de péptidos en fase de solucién se ha convertido en un procedimiento
bien establecido para la produccién de péptidos sintéticos a gran escala y, como tal, es un
método alte ARNtivo adecuado para la preparacion de los péptidos de la presente invencidn.
(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
quimica de fluorenilmetoxicarbonilo y la sintesis en fase sélida, y se purificaron mediante
cromatografia liquida de alta presion. La calidad de los péptidos se evalué mediante analisis
de cromatografia liquida de alto rendimiento, y el peso molecular esperado se observé
mediante espectrometria de masas asistida por matriz de desorcion laser. Los péptidos eran
estériles y entre un 70% y 90% puros. Los péptidos se disolvieron en DMSO vy se diluyeron

en PBS (pH 7.4) o solucién salina a 5 mg/ml y se almacenaron a -80 °C.

[00133] Con posterioridad a la seleccién de los péptidos, se prueba la actividad de unién de
los péptidos seleccionados utilizando la linea celular T2 de procesamiento de antigenos-
deficiente, lo que aumenta la expresion de HLA-A cuando se estabiliza por un péptido en la
ranura de presentacién de antigenos. Brevemente, las células T2 se pulsaron con el péptido
durante un tiempo suficiente para inducir la expresion de HLA-A. La expresion de HLA-A en
las células T2 se mide entonces mediante inmunotincién con un anticuerpo monoclonal
marcado con fluorescencia especifico para HLA-A (por ejemplo, BB7.2) y mediante una
citometria de flujo. El indice de fluorescencia (FI) se calcula como la intensidad media de la

fluorescencia (IMF) de HLA-A0201 en las células T2 como se determina por andlisis de
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clasificacion de células activadas por fluorescencia, usando la férmula 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
proteina 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 tecnologia
de presentacién en fagos son especificos para un complejo péptido WT1 /HLA similar a la

que inducen las células T CD8 citotdxicas restringidas por HLA.

[00135] La secuencia de la proteina WT1 se cribé mediante el algoritmo SYFPEITHI y los
péptidos WT1 (por ejemplo, los péptidos designados 428, 328, y 122) fueron identificados
como que habian predicho la alta afinidad de unién a miltiples moléculas de HLA que estdn
altamente expresados en la poblacion caucdsica. El péptido 428 se extiende por los
aminodcidos 428 a 459 de WT1, el péptido 328 se extiende por los aminodcidos 328 a 349 de
WT1, y el péptido 122 se extiende por los aminodcidos 122-140 de WT1 (véase la Figura 1).

[00136] Los péptidos heterociclicos también pueden ser disefiados mediante sustituciones
conservadoras de aminoacidos de los residuos de unién al CMH estimadas para mejorar la
afinidad hacia el alelo de clase 1 del CMH, tal como se predijo por el algoritmo de
prediccion. El péptido WT1 122 comprende en su interior un epitopo conocido CD8* (126-
134). En una forma de realizacidn, por lo tanto, se puede utilizar un péptido modificado del
péptido que abarca los residuos de aminoacidos 126-134 del WT1 y contiene un aminoacido
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 posicién en la
que se hizo la sustitucién. Ejemplos de WT1 péptidos que pueden ser utilizados se muestran

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

Tabla 10
WTI1A (RMF) RMFPNAPYL SECIDN®:.. 1
WT1A1-B AMFPNAPYL SECID N°:.. 110
WT1A-3 RMAPNAPYL SECIDN®:. 111
WTI1A-4 RMFANAPYL SECID N°:. 112
WTI1A-5 RMFPAAPYL SECIDN®“:. 113
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WT1A-7 RMFPNAAYL SECID N°:.. 114
WTI1A-8 RMFPNAPAL SECID N “:.. 115
RHAMM-R3 ILSLELMKL SECID N°:. 116
EW QLQNPSYDK SECID N “:.. 117
RSDELVRHHNMHQRNMTKL SECID N“:. 118
PGCNKRYFKLSHLQMHSRKHTG SECID N°:.. 119
SGQARMFPNAPYLPSCLES SECID N °:.. 120
SGQAYMFPNAPYLPSCLES SECID N “:. 121

[00137] Una vez que un péptido adecuado ha sido identificado, el antigeno diana para ser
utilizado en la seleccion de la biblioteca de visualizacion de fagos, que es, un complejo
péptido/HLA (por ejemplo, péptido WT1/HLA-A0201) se prepara mediante la unién del
péptido y del antigeno de histocompatibilidad que juntos en solucién pueden formar al

complejo.
Seleccion de un scFv de alta afinidad contra un péptido WT1

[00138] El siguiente paso es la seleccion de un fagos que se une con alta afinidad al antigeno
diana de interés, a partir del fago en una biblioteca de presentacién en fagos humana, que no
se une o bien que no se unen con baja afinidad. Esto se logra mediante una unién interactiva
del fago al antigeno, que estd unido a un soporte sélido, por ejemplo, perlas o células de
mamifero seguido por la retirada del fago no unido y de la elucién especificamente del fago
unido. En una forma de realizacion, los antigenos estin biotinilados primero para la
inmovilizacién de, por ejemplo, “Dynabeads” M-280 conjugadas con estreptavidina. La
biblioteca de fagos se incuba con las células, perlas u otro soporte sélido y el fago que no se

unio 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
unién a los complejos de HLA-A2/péptido en la superficie celular T2 en vivo mediante una
citometria 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 proteina de ratén anti-M13. Las células se
lavaron de nuevo y se marcaron con un FITC de cabra (Fab), anti-Ig de raton antes de la

citometria de flujo.

[00140] En otras formas de realizacion, los anticuerpos anti-WT1/A pueden comprender una
0 mads sustituciones de aminodcidos de la regién marco disefiado para mejorar la estabilidad
de la proteina, la unién de los anticuerpos, los niveles de expresion o para introducir un sitio
para la conjugacion 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 reduccion de la proliferacién de las células de leucemia
también se incluye, los que comprenden células de leucemia en contacto con un anticuerpo
WT1 de la presente invencion. En un aspecto relacionado, los anticuerpos de la presente
invencién pueden utilizarse para la prevencion o tratamiento de la leucemia. La

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

Conjugados de anticuerpos con agentes anticancerigenos

[00142] Los anticuerpos monoclonales representan el vehiculo preferido para el suministro
dirigido de agentes bioactivos a sitios con cancer, incluyendo anticuerpos basados en entrega
de citotéxicos, radionucleidos o citoquinas inmunomoduladoras. Los conjugados de los
anticuerpos de la presente invencién con agentes terapéuticos, incluyendo, sin limitacion, a
farmacos (tales como calecheamicina, aureastatina, doxorrubicina), o toxinas (tales como
ricina, difteria, gelonina) o radiois6topos que emiten particulas alfa o beta (tal como, 90Y,
1311, 225Ac, 213Bi, 223Ra y 227Th), péptidos inflamatorios (tales como IL-2, TNF, IFN-y)

estin abarcados por la presente invencion.
[00143] Composiciones farmacéuticas y métodos de tratamiento

[00144] Los anticuerpos WTI1 de la presente invencién se pueden administrar para
tratamientos terapéuticos a un paciente que sufre de una condicién patolégica de tumor o
asociado a WT1 en una cantidad suficiente para prevenir, inhibir, o reducir la progresion del

tumor o afeccion patolégica. La progresion incluye, por ejemplo, el crecimiento, invasion,
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metdstasis y / o recurrencia del tumor o afeccidn patolégica. Las cantidades eficaces para este
uso dependerdn de la gravedad de la enfermedad y del estado general del propio sistema
inmune del paciente. Los programas de dosificacién también variardn con el estado de la
enfermedad y el estado del paciente, y variaran tipicamente de una dosis Unica en bolo o
infusidn continua a multiples administraciones al dia (por ejemplo, cada 4-6 horas), o segiin

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

[00145] La identificacion de las condiciones médicas tratables por los anticuerpos WT1de la
presente invencion estd bien dentro de la capacidad y conocimiento de un experto en la
técnica. Por ejemplo, los individuos humanos que, o bien estdn sufriendo de una enfermedad
leucémica clinicamente significativa o que estin en riesgo de desarrollar sintomas
clinicamente significativos son adecuados para la administracion de los presentes anticuerpos
WT1. Un médico experto en la técnica puede determinar facilmente, por ejemplo, por el uso
de pruebas clinicas, examen fisico e historial médico/familiar, si un individuo es un candidato

para dicho tratamiento.

[00146] Ejemplos no limitativos de condiciones patoldgicas caracterizadas por la expresion
de WT1 incluyen a la leucemia mieloide crénica, la leucemia linfobldstica aguda (LLA),
leucemia mieloide / mielégena aguda (AML) y el sindrome mielodisplasico (MDS). Ademas,
los tumores solidos, en general y, en particular, los tumores asociados con mesotelioma,
cancer de ovario, cdncer gastrointestinal, cidncer de mama, cdncer de prostata y el

glioblastoma son susceptibles de tratamiento utilizando anticuerpos WT1.

[00147] En otra forma de realizacidn, la presente invencién proporciona por lo tanto, un
método de tratamiento de una condicién médica mediante la administracion de un anticuerpo
WTI1 de la presente invencién en combinacién con uno o mas agentes. Por ejemplo, una
realizacion de la presente invencion proporciona un método de tratamiento de una condicién
médica mediante la administracién de un anticuerpo WT1 de la presente invencién con un
agente antineopldsico o antiangiogénico. El anticuerpo WT1 puede estar ligado
quimicamente o biosintéticamente a uno o mas de los agentes antineopldsicos o

antiangiogénicos.

[00148] Se puede usar cualquier método o via adecuada para administrar un anticuerpo WT1
de la presente invencidén, y opcionalmente, coadministrar agentes antineopldsicos y/o

antagonistas de otros receptores. Las vias de administracién incluyen, por ejemplo, la
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administracién oral, intravenosa, intraperitoneal, subcutdnea, o intramuscular. Cabe destacar,
sin embargo, que la presente invencidn no se limita a ningtin método o via de administracion

particular.

[00149] Se observa que un anticuerpo WT1 de la presente invencidon puede ser administrado
como un conjugado, que se une especificamente al receptor y entrega una, carga util letal

seguida de una inteARNlizacidon toxica ligando-toxina.

[00150] Se entiende que los anticuerpos WT1 de la presente invencién se pueden
administrar en la forma de una composiciéon que ademds comprende un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables adecuados
incluyen, por ejemplo, uno o més entre agua, solucidn salina, solucion salina tamponada con
fosfato, dextrosa, glicerol, etanol y similares, asi como combinaciones de los mismos. Los
vehiculos farmacéuticamente aceptables pueden comprender ademds cantidades menores de
sustancias auxiliares tales como agentes humectantes o emulsionantes, conservantes o
tampones, que potencian la vida util o la eficacia de las proteinas de unién. Las
composiciones de la inyeccién pueden, como es bien conocido en la técnica, formularse de
forma que proporcionen una liberacién rdpida, sostenida o retardada del ingrediente activo

después de la administracién al mamifero.

[00151] Otros aspectos de la presente invencién incluyen, sin limitacién, el uso de
anticuerpos y 4cidos nucleicos que los codifican para el tratamiento de la enfermedad
asociada con WTI, para aplicaciones de diagndstico y prondstico, asi como el uso como
herramientas de investigacion para la deteccion de WTI1 en células y tejidos. Las
composiciones farmacéuticas que comprenden los anticuerpos y acidos nucleicos descritos
estdn abarcadas por la presente invencion. Los vectores que comprenden los dcidos nucleicos
de la presente invencién para el tratamiento basado en anticuerpos por la inmunoterapia
vectorizada también se contemplan en la presente invencion. Los vectores incluyen vectores
de expresion que permiten la expresion y secrecién de anticuerpos, asi como los vectores que
se dirigen a la expresion en la superficie celular de las proteinas de union a antigeno, tales

como receptores quiméricos de antigenos.

[00152] Las células que comprenden los acidos nucleicos, por ejemplo, las células que han
sido transfectadas con los vectores de la presente invencion estdn también abarcados en la

divulgacion.
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[00153] Para uso en aplicaciones de diagndstico y de investigacion, se proporcionan también
kits que contienen un anticuerpo WT1 o &cidos nucleicos de la presente invencidn, los

reactivos de ensayo, tampones, y similares.

[00154] El método de la presente invencion se describird ahora en més detalle con respecto a

las modalidades representativas.
Materiales

[00155] Muestras de células, lineas celulares y anticuerpos. Después del consentimiento
informado en la Junta de Revisiéon de Memorial del Sloan-Kettering Cancer Institutional
Center y de la aprobacién 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 centrifugacion de densidad de Ficoll.Las fuentes para la obtencién de las lineas
celulares de mesotelioma humanos se han descrito previamente (29). Las lineas celulares
incluyen: H-Mesol A, IMN, 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 Inmunologia Celular del Sloan-Kettering Cancer Institutional Center. Las lineas celulares
de leucemia LAMAS1, BV173 y 697, (WT1 +, A0201 +) fueron amablemente
proporcionadas por el doctor HJ Stauss (University College London, Londres, Reino Unido).
La linea de células de melanoma MEWO (WT1-, A201 +), SKLY16 (linfoma de células B.;
WTI1, A0201 +); K562, RwLeu4, y HL60, todas las leucemias WT1+, y una linea celular T2
deficiente de TAP- se obtuvieron de la American Type Culture Collection.Las lineas
celulares se cultivaron en medio RPMI 1640 suplementado con 5% de FCS, penicilina,

estreptomicina, 2 mmol/L de glutamina, y 2-mercaptoetanol a 37 °C yCO»al. 5%

[00156] El anticuerpo monoclonal humano contra HLA-A2 (clon BB7.2) conjugado con
FITC o APC, y su control de isotipo de ratén IgG2b/FITC o APC, para CD3, CD19, CD56,
CD33, CD34 humanos o de ratén, (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 ratéon conjugado con
fluorescencia (Invitrogen, Ciudad) fueron adquiridos. El mAb de ratéon para HLA-clase |

(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 solucién 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 (f 2M) facilitado en el tetrdmero 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 cria de

animales del MSKCC.
Métodos

[00159] Andlisis de citometria de flujo. Para la tincién 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
citometria de flujo se recogieron en un FACS Calibur (Becton Dickinson) y se analizaron con

software FlowJo V8.7.1 y 9.4.8.

[00160] Seleccion y caracterizacion del scFv especifico para loscomplejos del péptido
WTI1/HLA-A0201. Una biblioteca de presentacion en fagos de anticuerpos scFv humana se
utiliz6 para la seleccion de clones de los mAb. Con el fin de reducir el cambio
conformacional del complejo CMHI1 se introduce mediante la inmovilizacion sobre
superficies de plastico, se utilizé un método de paneo de solucién en lugar de la placa
convencional de paneo. En resumen, los antigenos biotinilados fueron mezclados primero con
la biblioteca de fagos scFv humanos, entonces los complejos antigeno-anticuerpo scFv se
precipitaron por “Dynabeads” conjugadas con estreptavidina M-280 a través de una rejilla
magnética. Los clones unidos se eluyeron a continuacidn y se utilizaron para infectar E. coli
XL1-Azul. Los clones del fago scFv expresados en las bacterias se purificaron (35, 36). Se
realiz6 un paneo durante 3-4 ciclos para enriquecer a los clones de los scFv de fagos que se
unen especificamente al complejo HLA-A0201/WT1. Los clones positivos se determinaron
por el método de ELISA estindar contra la cadena los complejos de HLA-A0201/WTI de
péptidos individuales biotinilados. Los clones positivos fueron probados adicionalmente para
medir su unién a los complejos HLA-A2/péptido en las superficies de células vivas mediante
una citometria de flujo, utilizando una linea 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 f2 M ON 20 mg/ml. Las células se lavaron, y la tincién se llevo a cabo mediante

los siguientes pasos.

[00161] Las células se tifieron primero con clones de fagospurificados de scFv, y seguido de
esto se realiz6 una tincién con un mAb de ratén anti-M13, y, finalmente, el conjugado de
F(ab)2 de cabra anti- Ig de ratén con FITC. Cada paso de la tincién se llevé a cabo entre 30 -

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

[00162] Ingenieria demAb de longitud completa usando los fragmentos seleccionados de
scFv. La IgG1l humana de longitud completa de los clones de fagos seleccionados fueron
producidos en células HEK293 y enlineas celulares de ovario de hamster chino (CHO), tal
como se describe (37). En resumen, las regiones variables del anticuerpo se subclonaron en
vectores de expresion de mamiferos, que se combina con regiones humanas constantes
lambda o kappa de la cadena ligera y las secuencias de regiones constantes de la IgGl
humana. El peso molecular de los anticuerpos IgG de longitud completa purificada se midi

en condiciones tanto reductoras como no reductoras mediante electroforesis.

[00163] Receptores de antigenos quiméricos de ingenieria y células efectoras inmunes. Los
dcidos nucleicos que codifican a los anticuerpos y a las proteinas de unién al antigeno
identificados en este documento se pueden utilizar en de células efectoras inmunes
recombinantes obtenidas mediante ingenieria. 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] Caracterizacion de la 1gGl 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 tincién 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 midié mediante citometria de
flujo. Se utilizé el mismo método para determinar la unién de los mAb a las células tumorales

frescas y a las lineas celulares.
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[00165] Radioinmunoandlisis.EIAbl WT1 se marcé con 125-1 (PerkinElmer) usando el
método de la cloramina-T (38). se hizo reaccionar 100 microgramos de anticuerpo con 1mCi
125-1 y 20 microgramos de cloramina-T, se inactivé con 200pug de metabisulfito de Na, luego
se separa del 125-1 libre utilizando una columna 10DG (company) equilibrada con 2% de
suero de albimina bovina en PBS. Las actividades especificas de los productos estaban en el

rango de 7-8 mCi / mg.

[00166] Lineas celulares Hematopoyéticas, lineas celulares adherentes (cosechadas con un
separador de células no enzimdtico (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 0°. Las células
(106 tubos por duplicado) se incubaron con 125-I marcado con AB1 WT1 (1pg/mL) durante
45 minutos en hielo, después se lavaron extensivamente con albimina sérica bovina all% en
PBS a 0°. Para determinar la unién especifica, se ensayé un conjunto duplicado de células
después de la pre-incubacién en la presencia de un exceso de 50 veces deAB1 WT1 sin
marcar durante 20 minutos en hielo. La radioactividad de la unién se midié6 mediante un
contador gamma, la unién especifica se determind, y el nimero de anticuerpos unidos por

célula se calculd a partir de la actividad especifica.

[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 lineas 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 cosechd y la citotoxicidad se midi6 mediante un ensayo de liberacién de
LDH utilizando un kit no radioreactivo Cytotox 96 de Promega después de su instruccién. La
citotoxicidad se mide también mediante un estdndar de 4 horas de ensayo de liberacién de

51Cr

[00168] Transduccion y seleccion de células positivas de luciferasa / GFP.Las Células
BV173 y JMN eran modificadas mediante ingenieria genética para expresar un alto nivel de
la proteina de fusién GFP-luciferasa, utilizando vectores lentivirales que contienen un
plasmido que codifica a la luc / GFP (39). Utilizando la clonacién de células individuales,

solo las células que muestran la expresion de GFP en un alto nivel fueron seleccionadas
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mediante un andlisis de citometria de flujo y se mantuvieron y utilizaron para el estudio de

los animales.

[00169] Ensayos terapéuticos del ABI WTI 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 dia 5, el injerto del tumor fue confirmado mediante imadgenes de
luciferasa de luci€ ARNga en todos los ratones que habian de ser tratados; los ratones fueron
divididos al azar en diferentes grupos de tratamiento. En el dia 6 y el dia 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/ratén) 4 h
antes de la inyeccién del mAb. El crecimiento del tumor se evalué por la formacién de las
imagenes de luminiscencia de una vez a dos veces por semana, y se evalud la actividad

clinica diaria.

[00170] Seleccion y caracterizacion de scFv especificos para los complejos péptido WTI
/HLA-A0201. La seleccion de un scFv especifico de WT1 se consigue utilizando un péptido
derivado de WT1 9-mer que comprende los aminoacidos 126-134 (RMFPNAPYL, SEC ID
N°:1) de WTI. Este péptido ha demostrado que al ser procesado y presentado por HLA-
A0201 puede inducir Células T CD8* citotoxicas 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 WTI 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 (aminodcidos 126-134) y la citotoxicidad se midié utilizando un ensayo de
liberacion de >'Cr estdndar contra lineas celulares 697 (A0201 + WT1 +) o Skly-16 (WTI-
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 presentacion en fagos estan bien establecidas y los métodos de
deteccién son conocidos por las personas medianamente versadas en la técnica y se utilizan

para seleccionar fragmentos scFv altamente especificos para un complejo de péptido WT1-A
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/HLA-A2. En una forma de realizacién, un anticuerpo scFv de una biblioteca de presentacion
de fagos humanos (7 x 10'° clones) se utilizé para la seleccién de clones de mAb. Con el fin
de reducir el cambio conformacional del complejo CMHI introducido mediante la
inmovilizacién sobre superficies de plastico, se utiliza un método paneo de solucién en lugar
de la placa convencional de paneo. En resumen, los antigenos biotinilados fueron mezclados
primero con la biblioteca de fagos scFv humano, entonces los complejos antigeno-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 continuacién y se utilizan para infectar E. coli XL1-
azul. Los clones expresados del fago scFv en las bacterias se purificaron (35, 36). se realiz
un paneo durante 3-4 ciclos para enriquecer a los clones scFv de los fagos que se unen al
complejo HLA-A0201/péptido WT1 especificamente. Los clones positivos fueron
determinaron por el método de ELISA estindar contra la cadena de complejos HLA-
A0201/WT1 de péptidos individuales biotinilados (Figura 3). Los clones positivos fueron
probados en su unién a complejos HLA-A2/péptido en las superficies de células vivas
mediante citometria de flujo, utilizando una, linea celular deficiente en TAP HLA-A0201 +,
T2. Las células T2 se pulsaron con péptidos (50pg/ml) en suero libre de medio RPMI 1640,
en presencia de 20ug/ml de 2 M durante la noche. Las células se lavaron, y la tincién se

realizé como se indica a continuacion.

[00174] Las células se tifieron primero con clones purificados de fago scFv, seguido de un
tincién con un mAb de ratén anti-M13, y finalmente, unF(ab)2 de cabra anti-Ig de ratén
conjugado con FITC. Cada paso de la tincion se llevéd a cabo durante 30-60 minutos en hielo.
Las células se lavaron dos veces entre cada etapa de la tincion. Los resultados se muestran en
la Figura 4. El clon del fago de AB1 WT1 demostré unirse a células T2 pulsadas con s6lo 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 heterociclico

WTI.

[00175] La afinidad de unién de la IgG1 de longitud completa de AB1 WT1 al complejo
péptido/A0201 se ensayo por titulacion de AB1 WT1 bajo las concentraciones indicadas. Las
células T2 se pulsaron con 50 mg/ml o 10pug/ml, seguido de un F (ab) secundario de cabra

anti- [gG 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 WTT1 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 analiz6 la
unién de Abl WT1, Ab3 WT1 y Ab5 WTI1 a una concentracion de 1 pg/ml mediante una

citometria de flujo.

Tabla 11: Resumen del paneo de los fagos de WTI/A2

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

[00177] Se ensayaron los clones positivos de scFv para determinar su unién a los complejos
HLA-A2/péptido en la superficie celular mediante una citometria de flujo indirecta en vivo

en: (i) En células T2 TAPA0201* deficientes de HLA pulsadas con péptido WT1 o con un
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péptido irrelevante, (ii) lineas celulares WT1+ HLAAO0201* tales como BV173, U266 y un
control WTI-HLA-A0201*%, linea celular SKLY-16 o linea celular WT1* HLA-A0201-, K562,
sin ser pulsada con el péptido. Este tdltimo determina el reconocimiento y la afinidad de unién

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 especificos para el complejo WTI- péptido/A2. El reconocimiento del complejo
WTI1p/A2 en células vivas fue medido por la unién del fago de scFv a células T2 pulsadas
con el péptido WTI-A y los otros péptidos HLA-A2 de unién (50 pg/ml). Estos incluyen:
solamente células T2, células T2 pulsadas con péptido WTI-A; células T2 pulsadas con
péptido WT1 heterociclico-Al; células T2 pulsadas con péptido EW irrelevante (HLA-A0201
de unién de péptido 9-mer, derivado del sarcoma de Ewing), o RHAMM-R3 (Figura 4).

Tabla 12
Seleccionado para la
Clon # Positivo para unirse a Tot2 construccion de unalgG1 de
pulsadas con WT1A
longitud completa

1 +

2 +

3 + +

4 +

S + +

6 +

7

8 +

9

10

11

12

13 + +
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14

15 + +
16

17 +

18 + +
19 +

20 +

21

22 +

23 + +

24-28

Ingenieria de los mAb de longitud completa usando los fragmentos seleccionados de scFVv.

[00179] La tecnologia de presentacién en fagos permite la rdpida seleccién y produccion de
scFv especificas de antigeno y de fragmentos Fab, que son ttiles dentro y fuera de si mismos,
o que pueden desarrollarse mds para proporcionar anticuerpos completos, proteinas de unién
a antigeno o fragmentos de unién a antigeno de los mismos. Los mAbs completos con
dominios Fc tienen un niimero de ventajas sobre los anticuerpos scFv y Fab. En primer lugar,
so0lo Abs ejercen la funcién inmunoldgica, tales como CDC y ADCC mediados a través del
dominio Fc. En segundo lugar, los mAb bivalentes ofrecen una afinidad de unién al antigeno
mas fuerte que el mondémero Fab o Abs. En tercer lugar, la vida media y el aclaramiento renal
de plasma sera diferente con los Fab y con los mAb bivalentes. Las caracteristicas 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 funcién inmune o a la funcién del portador. Los emisores alfa, por
ejemplo, no necesitan ser internalizado para matar a los objetivos, pero muchos firmacos y
toxinas se beneficiardn de la internalizacién del complejo inmune. En una forma de
realizacion, por lo tanto, una vez que los clones scFv especificos para WT1p/A2 fueron
obtenidos a partir de bibliotecas de presentacién 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
hamster chino (CHO), se disefi6 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 expresion en
mamiferos (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 andlisis de la unién cinética (35) confirmé la unién especifica de la IgG de longitud

completa a WT1/A2, con una KD en el rango nanomolar (Figuras 9 y 10.)

Ejemplo 1

Seleccion de un scFv especifico para el complejo WTIp/A2 usando una biblioteca de

presentacion de fagos completamente humanos.

[00181] La presentacion en fagos contra el complejo HLA-A0201/ péptido WT1 se realizé
para las rondas de paneo 3-4 con el fin de enriquecer los clones de los fagos scFv que se unen
especificamente 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 poseian secuencias unicas de codificacion de ADN fueron sometidos a una
caracterizacion adicional. Para probar si el scFv se unia al complejo WT1p/A2 en células
vivas, los clones de los fagos positivos se ensayaron en la unién a una linea celular T2 HLA-
A0201-positiva TAP deficiente. Las células T2 s6lo pueden presentar péptidos exdgenos y
por lo tanto han sido ampliamente utilizados para la deteccion de epitopos especificos
presentados por las moléculas de HLA-A2. Se rastre6 un total de 35 clones de fago en células
T2 y 15 clones mostraron una unidn especifica a las células T2 pulsadas sélo 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 lineas de células
tumorales que son WT1-y HLA-A2 positivas lo que sugiere la afinidad del scFv era débil, en

comparacion con el mAb de longitud completa bivalente.

Ejemplo 2
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Generacion de una IgG1 humana de longitud completa.

[00182] La funcién inmunolégica, tal como CDC y ADCC depende del dominio Fc de la
IgG bivalente. Ademads, los mAb bivalentes ofrecen avidez de union al antigeno méas 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 hamster chino (CHO). En resumen, las regiones
variables de los mAbs fueron sub-clonadas en vectores de expresion de mamiferos donde las
regiones lambda o kappa humana eran constantes de cadena ligera y correspondian con las
secuencias de la region constante de la IgGl 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 disefiados con éxito en la

IgG1 humana.

Ejemplo 3

Especificidad y avidez de uniéon del mAb IgG1
Union a lineas celulares humanas.

Las células T2 pulsadas con o sin péptidos MMR o RHAMM-3 fueron utilizadas inicialmente
para determinar la especificidad de unién del mAb. Tres de cinco IgG1 humanas, incluyendo
WT1 Abl, mostraron unién especifica a las células T2 que se pulsaron sélo con péptido
WT1, pero no a las células T2 solas o T2 pulsadas un con péptido de control RHAMM-R3.
La avidez de unién del mAb se increment6 sustancialmente (50 a 100 veces), en comparacion
con sus parentales clones scFv de fago. Dos mAbs entre los cinco mostraron unién a células
T2 solos o pulsadas con el péptido de control RHAMM-R3, aunque la unién se ha mejorado
en gran medida mediante un pulso de las células con el péptido RMF. Esto sugiere que estos
dos mAb también tenfan gran avidez de epitopos de la molécula HLA-A2 solo y por lo tanto,
fueron excluidos de andlisis adicionales. Esto no fue inesperado, ya que ha sido un problema
comun para la produccién de tales mAb contra complejos de péptido/CMH, dado el
predominio de epitopos de la molécula del CMH de clase I dentro de los complejos.
También sugiere que la especificidad precisa del mAb para los complejos no podria
determinarse facilmente en la etapa del scFv, debido a la menor afinidad en comparacién con

el mAb IgGl bivalente.
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[00183] La afinidad de unién de los tres mAb restantes especificos para el complejo
WT1p/A2 se investigd primero en células T2 pulsadas con o sin MMR vy el péptidode control
RHAMM-R3 (50 pg/ml) mediante titulaciéon de los mAbs. El mab AB1 WT1 mostré la
union mas fuerte, hasta una concentracion de 0.01ug/ml. El isotipo control de la IgGl
humana no mostr6 ninguna unién en cualquiera de las concentraciones ensayadas (Figura 5).
Ademads del WT1 Abl, los otros dos mAb, Ab3 WT1 y AB5 WT1 , mostraron una unién
especifica en un intervalo de <1 pg/ml de las concentraciones de mAb utilizados. El
reconocimiento especifico del mAb también dependia 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 ug/ml; en la prueba de mAb se usaron los mAb a una concentracién de 1pg/ml
para el ensayo de unidén a T2. AB1 WT1 podria detectar el complejo RMF péptido/A2 en
células T2 de una manera dependiente de la concentracidn a concentraciones tan bajas como
1,6 ug/ml, con una intensidad de fluorescencia significativamente mayor que la de los otros 2
mAb (Figura 6). Estos resultados confirman ademds que el AB1 WT1 poseia el més alto

grado de avidez por el complejo RMFp/A0201.

Ejemplo 4
Mapeo del epitopo.

[00184] Para investigar con més precision el epitopo de reconocimiento del WT1 Abl, 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 unién a Abl WT1. Las posiciones 2 y 9 de
la RMF se dejaron intactas, ya que estos son los restos de anclaje para la unién del péptido a
la molécula HLA-A0201. A excepcion de la posicion 1, las sustituciones de alanina en las
otras posiciones no afectan en gran medida la unién del Abl WTI1, en comparacién con el
péptido nativo RMF (Figura 19). Sin embargo, la sustitucién de la posicién 1 por cualquier
aminodcido distinto de alanina (WT1-A1-B) o tirosina (WT1-Al), abrogé completamente la
unién de Abl WTI. La pérdida de la unidén no era debida a la reduccion de la afinidad de
union del péptido a la molécula HLA-A2, ya que ambos péptidos demostraron la unién mas
fuerte en el ensayo de estabilizacién T2 utilizando el mAb especifico para la molécula HLA-
A2, clon BB7 (Figura 20). Estos resultados muestran que la arginina en la posiciéon 1 del
péptido RMF es uno de los més cruciales para el reconocimiento del WT1 Abl. El papel de

los residuos en las posiciones # 2 y 9, no puede ser evaluado.
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[00185] La siguiente cuestién importante es si el AB1 WT1 era capaz de reconocer al
epitopo WT1 RMF procesado naturalmente presentado por las moléculas de HLA-A0201 en
la superficie celular. Un panel de lineas celulares se selecciond sobre la base de la expresion

de ARNm de WT1 y se determind el genotipo HLA (Tabla 12).

Tabla 12
Relacion
Mesotelioma / tumor sélido genotipo ARNm | ABWIT e
HLA-A2 | de WT1 | vinculante | 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 lineas de
células hematopoyéticas
BV173 + ++ + 196
BA25 + ? + 117,5
ALL-3 + + + 60
U266 + + - 1.8
697 + 5+ - 4.1
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Relacion

genotipo ARNm | ABWT1 de
Mesotelioma / tumor solido

HLA-A2 de WT1 | vinculante | BB7.2:

Isotipo

LAMA + 2+ - 6
Skly-16 + - - 1.9
HL-60 - 3+ - 04
K562 - 2+ - 1.5
T2 + NT - > 20

[00186] Se estimo el nivel de expresion del ARNm de WT1 de acuerdo a un estudio previo

(Rena), mediante una PCR-RT cuantitativa.

[00187] Entre las 7 lineas celulares humanas de mesotelioma que son positivas tanto para
HLA-A0201 como para WT1 ARNm, EIAB1 WT1 se unié a 6 de las 7 lineas 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 linea celular de melanoma, Mewo (Figura 21).

[00188] Del mismo modo, entre las 9 lineas celulares de leucemia ensayadas, E1 AB1 WT1
se uni6 a 3 lineas de células BV173 (Figura 22), BA25 y ALL-3, que son positivas tanto para
ARNm de WT1 y HLA-A0201, pero no a las lineas 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 uniéon del AB1 WT1 también parece estar
asociada directamente con el nivel de expresion de las moléculas de HLA-A0201, como se
muestra en las células del mesotelioma H2373, en las lineas celulares de leucemia y LAMA
697, y en la linea celular de mieloma U266. Aunque estas lineas celulares fueron positivas
para ambas transcripciones WT1 y HLA-A2, el nivel de expresion de la HLA-A2 fue bajo
(Tabla 12) y el mAb no mostr6é unién. Por otra parte, los resultados obtenidos con células T2
argumentan en contra de la posibilidad de unién de AB1 WT1 Abl 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 unién-A0201-
HLA R3 y otros tales como el derivado del sarcoma de Ewing (EW) o el péptido
heterociclico para el péptido RMF, WT1-A1l; estos dos péptidos han demostrado tener una
mayor afinidad por la molécula HLA-A0201 en ensayo de estabilizacién de T2 (28). Estos
resultados proporcionan fuertes evidencias de que el reconocimiento del AB1 WT1 fue
especifico para los epitopos mixtos que el péptido RMF y para la molécula A0201 en un
complejo. La unién de los otros dos mAb, Ab3 WT1 y ABS WTI, a las células BV173 y
JMN era también mas débil que la unién del AbIWTI.

Ejemplo 5

Cuantificacion de los sitios de union de WT'1 en las células.

[00190] Se utiliz6 un radioinmunoensayo utilizando un AB1 WT1 marcado con 125Ipara
confirmar la especificidad del anticuerpo para las lineas celulares WT1* HLA-A0201*, para
determinar una constante de afinidad y para evaluar el nimero de sitios de unién de los
anticuerpos por célula en un panel de lineas celulares. El andlisis de Scatchard basado en la
union a las células JMN mostré una constante de avidez de alrededor de 0,2 nM (Figura 23).
Esta cifra fue confirmada mediante una interferometria mediante un dispositivo Bio Forte. El
AB1 WTI1 marcado con 125-I-se utilizé para confirmar la especificidad del anticuerpo para
las lineas celulares WT1* HLA-A0201*, y para evaluar el ndmero de sitios de unién de los
anticuerpos en un panel de lineas celulares (Figura 24). Porque no podemos determinar si el
mADbD bivalente es vinculante para 1 o 2 complejos en la superficie, los epitopos totales por
célula podrian ser tan alto como el doble del nimero de los sitios de unién del mAb. Una vez
mas, el AB1 WT1 se uni6 a JIMN, ALL-3, BA25, BV173, que son positivas tanto para HLA-
A0201 y ARNm de WTI, pero no a las células HLA-A0201 negativas (HL60) o células de
ARNm de WTI negativas (Skly-16). E1 AB1 WT1 no se uni6 a las células 697, que son
ambos HLA-A0201 y WTI1 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 unién a Abl. Las células T2
pulsadas con RMF se unieron al mayor nimero de mAb (50.000 por célula), seguido por las
células JMN que se unian ~ 6x103AB1 WT1 moléculas por célula, la traduccién de entre
6x10° y 1.2x10%*de los complejos péptido RMF/A2 por célula suponiendo la unién del
anticuerpo monovalente o bivalente, respectivamente. Las tres lineas celulares de leucemia

positivas unidas entre 1 x 10® y 2 x10%a las moléculas de WT1 abl, o 2 x103-4 x10° sitios de
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union (Figura 24). Estos resultados se confirmaron mediante una citometria de flujo

cuantitativa.

Ejemplo 6

Union de Abl WT1 a muestras de pacientes leucémicos.

[00191] A continuacién se investigé si el AB1 WT1 es capaz de detectar al epitopo de RMF
en células primarias de AML. El radioinmunoensayo mostré una unién significativa del AB1
WTT1 a los blastocitos de las células AML del paciente 1, que es HLA-A2 positivo y WT1
ARNm*. El AB1 WT]1 se une a las células dobles positivas CD33* y CD34" que dan cuenta
de mads del 83% de las poblaciones de células enteras (Figura 25). E1 AB1 WT1 no se uni6 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 unié a PBMCs de HLA-A2 ya sea donantes sanos
positivos o negativos. Los resultados fueron confirmados mediante un andlisis de citometria
de flujo. E1 AB1 WT1 no mostrd unidn significativa a las erupciones de los pacientes que
eran A0201 negativos (Figura 26). Los resultados fueron consistentes con los resultados
obtenidos con la expresion 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

ABI 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 WTI1
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
epitopo RMF naturalmente presentado por la molécula HLA-A0201 en las células tumorales,
tales como las de la linea celular de mesotelioma, JMN (Figura 33), y la linea celular de
leucemia BV 173 (Figura 34), pero no en células negativas HLA-A2 MSTO (Figura 28) o de
HL-60 (Figura 29). La Eliminacién de células se observd consistentemente a concentraciones

de lpg/ml o por debajo delAB1 WTI utilizando a las PBMC como células efectoras



-63- Docket No: 3314.013AWO

procedentes de multiples donantes sanos. Es importante destacar que, elAB1 WT1 también
mat6 a blastocitos primarios de las AML A0201-positivas que fueron positivos para la unién
de Abl WTI, pero no las erupciones que eran HLA-A0201 negativas (Figura 30). Estos
resultados demostraron que elAB1 WT1 media la ADCC especifica contra las células que
expresan de forma natural al RMF y al complejo HLA-A0201 en niveles fisioldgicos, asi

como en lineas celulares.

Ejemplo 8

ABI WTI elimina a las células humanas de leucemia en ratones NSG

[00193] Se comprobd la eficacia delAB1 WT1 in vivo en ratones NOD SCID gamma (NSG)
transplantados por via intravenosa 6 dias antes con BV173 ber / leucemia linfobldstica aguda
positiva abl. En el momento del tratamiento, los ratones tenian leucemia en el higado, el
bazo, y BM visibles mediante imigenes de luciferasa. Los ratones NSG que carecen de
células B maduras, NK y T-, y la hipétesis de que la introduccién de las células efectoras
humanas (CD3, CD34-, PBMCs) junto con el tratamiento cpn AB1 WT1 recapitularia in
vivo los efectos antitumorales como la ADCC mediada observados en in vitro. La inyeccion
de los efectores junto con dos dosis de 100 ug de AB1 WT1 casi inhibe el crecimiento del
tumor en comparacién con los controles (Figura 31). Este efecto era duradero durante el
transcurso del experimento (Figura 32). Curiosamente, al principio de los ensayos, por si
solos 0 en combinacién con el control de IgG las células efectoras aparecieron para promover
un crecimiento més rdpido de la leucemia con respecto a los ratones inyectados solo con
leucemia, lo que demuestra que el efecto antitumoral no tenia relacion con los efectores por si
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 infiltracién masiva de la BV173.

[00194] Sorprendentemente, el tratamiento con Abl WTlsin efectores humanos también
reduce drésticamente la carga tumoral, asi como el AB1 WT1 combinado con efectores de
aproximadamente 30 dias (Figura 32), aunque los tumores finalmente recayeron mucho mas
rapidamente en el grupo que sélo recibi6 Abl WTI, en comparacion con AB1 WTI
combinado con el grupo de efectores (Figura 32). Se confirmoé el efecto solo del AB1 WT1
de y se valord la dosis para evaluar la potencia. EI AB1 WT1 solo produjo una marcada
reduccién en la carga tumoral en los puntos de tiempo iniciales en todas las dosis probadas

(25-100 pg 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 dia 23 (13 dias
después de la dltima inyeccion del anticuerpo), se observaba significativamente la recaida de
mads tumores en el grupo de 25 pg en comparacion con el grupo de dosis de 100 pg, lo que
indica una dosis -la respuesta a la terapia Abl WT1 (Figura 33). Antes del tratamiento, los
ratones muestran la mayor carga del tumor en el higado, que fue expulsado rapidamente por
el WT1 Abl. Después de la recaida, el tumor en el grupo de dosis mds alta de desarrollar
apareci6 principalmente en la médula 6sea, mientras que del tumor volvié mds rdpidamente

en el higado en los ratones tratados con la dosis mads baja.

Ejemplo 9

Anticuerpos obtenidos mediante ingenieria para mejorar sus capacidades citotoxicos.

[00195] Los anticuerpos biespecificos 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 IgGl
humana. Se espera que los anticuerpos biespecificos puedan reclutar y dirigir a las células T
citotoxicas 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 estan
implicados en la destruccidn especifica de las células cancerosas mediadas por anticuerpos
biespecificos: i) muerte por las células T activadas, ii) actividad de ADCC, iii) actividad
CDC. Se pueden construir otros formatos de anticuerpos biespecificos, tales moléculas scFv
en tandem (taFv), diacuerpos (dB), o diacuerpos de cadena sencilla (SCDB), y proteinas de
fusioén con albumina de suero humano (45, 46, 47, 48), pero estan desprovistos de funciones

efectoras Fc y cuentan con distintos perfiles farmacocinéticos.

[00196] El objetivo de actividad especifica-ADCC de WTI1/A2 se potencia mediante la
expresion de anticuerpos de forma recombinante en células de glicol CHO obtenidas
mediante ingenieria- como se describe en las Patentes de EE.UU. 8.025.879; 8.080.415, y
8.084.022. El oligosacdrido modificado de N-glicanos en la Asn297 altera las funciones
efectoras de la siguiente manera: 1) mayor unién a CDI16/FcRIlla para la mejora de la
actividad ADCC mediada por las células asesinas naturales humanos, 2) reducen la afinidad
de unién a CD32b/FcRIIb, un inhibidor del receptor expresado en multiples tipos de células
inmunes (excepto las células NK), para la mejora de la actividad ADCC mediada por células

efectoras tales como neutréfilos y de la presentacion de antigeno por las células DC (50, 51,
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52) y los macrofagos. Se espera que los anticuerpos mejorados puedan lograr una mayor

eficacia en el tratamiento del cancer in vivo.

[00197] La glicosilaciéon (especificamente la fucosilacion) de las variantes de Fc de IgG se
pueden producir usando las células hospederas de expresion 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 estandar de purificacién y de aislamiento de ARN y, opcionalmente, aislamiento
basado en el tamafio. 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 construccién de una biblioteca de ADNCc, la construccién de bibliotecas de fagos y de
cribado o PCR-RT utilizando cebadores especificos pertinentes. En algunas formas de
realizacion, la secuencia de ADNc puede ser uno que estd fabricada total o parcialmente
utilizando técnicas conocidas en la manipulacién de ADN in vitro para producir un ADNc
especifico 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 plasmidos que contienen promotores
apropiados, secuencias de control, sitios de union al ribosoma, y sitios de terminacion de la
transcripcion, 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
realizacion, el ADNc que codifica la cadena ligera y el que codifica para la cadena pesada
pueden insertarse en pldsmidos de expresidon separados. En una realizacién alternativa, el
ADNc que codifica la cadena ligera y el que codifica para la cadena pesada pueden estar
insertados juntos en el mismo pldsmido, siempre y cuando cada uno sea regulado por un

promotor adecuado y controlado en la traduccién. 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 unién a antigeno del mismo, que

comprende:

(A) (1) una regién variable de cadena pesada (HC) que comprende la HC-CDRI,
CDR2 y HC-HC-CDR3, respectivamente, que comprende las secuencias de
aminodcidos SEQ ID NOS: 2, 3, y 4, y una region variable de cadena ligera (LC) que
comprende LC-CDR1, CDR2 y LC-LC-CDR3, respectivamente, que comprenden
secuencias de aminodcidos SEQ ID NOS: 8,9y 10;

(i1) una region variable de cadena pesada (HC) que comprende las HC-CDRI,
CDR2 y HC-HC-CDR3, respectivamente, que comprende las secuencias de
aminoacidos SEQ ID NOS: 20, 21 y 22, y una region variable de cadena ligera (LC)
que comprende las LC- CDRI1, CDR2 y LC-LC-CDR3, respectivamente, que
comprende las secuencias de aminodcidos SEQ ID NOS: 26, 27 y 28;

(iii) una regién variable de cadena pesada (HC) que comprende las HC-CDRI,
CDR2 y HC-HC-CDR3, respectivamente, que comprende las secuencias de
aminoacidos SEQ ID NOS: 38, 39 y 40, y una region variable de cadena ligera (LC)
que comprende las LC- CDRI1, CDR2 y LC-LC-CDR3, respectivamente, que
comprende las secuencias de aminodcidos SSEQ ID NOS: 44, 45 y 46;

(iv) una regién variable de cadena pesada (HC) que comprende las HC-CDRI,
CDR2 y HC-HC-CDR3, respectivamente, que comprende las secuencias de
aminoacidos SEQ ID NOS: 56, 57 y 58, y una region variable de cadena ligera (LC)
que comprende las LC- CDRI1, CDR2 y LC-LC-CDR3, respectivamente, que
comprende las secuencias de aminodcidos SSEQ ID NOS: 62, 63 y 64;

(v) una region variable de cadena pesada (HC) que comprende las HC-CDRI,
CDR2 y HC-HC-CDR3, respectivamente, que comprende las secuencias de
aminoacidos SEQ ID NOS: 74, 75 y 76, y una region variable de cadena ligera (LC)
que comprende las LC- CDRI1, CDR2 y LC-LC-CDR3, respectivamente, que
comprende las secuencias de aminodcidos S SEQ ID NOS: 80, 81y 82, 0
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(vi)una regién variable de cadena pesada (HC) que comprende las HC-CDRI,
CDR2 y HC-HC-CDR3, respectivamente, que comprende las secuencias de
aminoacidos SEQ ID NOS: 92, 93 y 94, y una region variable de cadena ligera (LC)
que comprende las LC- CDRI1, CDR2 y LC-LC-CDR3, respectivamente, que
comprende las secuencias de aminoacidos SEQ ID NOS: 98, 99 y 100; o

(B) una Vu y VL que comprenden una primera y segunda secuencia de aminodcidos,
respectivamente, seleccionado entre las SEQ ID NOS: 14 y 16; 32y 34, 50 y 52; 68 y
70,86y 88,y 104 y 106; o

(C) una secuencia de aminodacidos seleccionada entre las SEC ID NOS: 18, 36, 54, 72,
90, and108.

2. Un anticuerpo aislado, o un fragmento de unién a antigeno del mismo, que

comprende:

(A) una region variable de cadena pesada (HC) que comprende las HC-CDR1, CDR2
y HC-HC-CDR3, respectivamente, que comprende las secuencias de aminodcidos
seleccionadas de las SEQ ID NOS: (i) 2, 3, y 4; (ii) 20, 21 y 22, (iii) 38, 39 y 40; (iv)
56,57y58;(v) 74,75y 76,y (vi) 92,93y 94;y

(B) una region variable de cadena ligera (LC) que comprende las LC-CDR1, CDR2 y
LC-LC-CDR3, respectivamente, que comprende las secuencias de aminoicidos
seleccionadas de las SEQ ID NOS: (i) 8, 9 y 10, (ii) 26, 27 y 28; (iii) 44, 45 y 46; (iv)
62,63y 64; (v) 80, 81y 82,y (vi) 98,99 y 100.

3. Un anticuerpo aislado, o un fragmento de unién a antigeno del mismo, que

comprende:

una Vy y VL que comprenden una primera y segunda secuencias de aminodcidos,
respectivamente, seleccionadas entre las SEQ ID NOS: (i) 14 y 16, (ii) 32 y 34; (iii)
50y 52; (iv) 68y 70; (v ) 86y 88,y (vi) 104 y 106.

4. Un anticuerpo aislado, o un fragmento de uniéon a antigeno del mismo, que
comprende una secuencia de aminoacidos 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 regién de marco de la regién 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 especificamente a un péptido WT1 unido a HLA-A2.

8. El anticuerpo de la reivindicacién 7, en el que dicho péptido WT1 tiene la secuencia

de aminodcidos RMFPNAPYL.
9. El anticuerpo de la reivindicacién 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
unién a antigeno 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 reivindicacion 11, en el que dicho agente terapéutico es un

farmaco, toxina, radioisétopo, proteina o péptido.

13. Un 4cido nucleico aislado que codifica un anticuerpo de cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 4.

14. Un 4cido nucleico aislado que comprende:

(A) (i) Una primera, segunda y tercera secuencias de nucleétidos 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; 77,78y 79,y95,96y97;y

(ii) Las secuencias de nucledtidos cuarta, quinta y sexta seleccionados del grupo
que consiste en las SEQ ID NOS: 11, 12y 13; 29, 30 y 31; 47, 48 y 49; 65, 66 y 67,;
83,84y 85;y 101, 102y 103; 0
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(B) Una primera y segunda secuencias de nucledtidos seleccionados del grupo que
consiste de las SEQ ID NOS: 15y 17;33y 35,51y 53;69y 71,87y 89y 105 y 107;

o

(C) una secuencia de nucleétidos seleccionada del grupo que consiste de las SEQ ID

NOS: 19, 37, 55, 73,91 y 109.
15. Un 4cido nucleico aislado que comprende:

(A) Una primera, segunda y tercera secuencias de nucleétidos 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,
59y 60; (v) 77,78y 79,y (vi) 95,96y 97; y

(B) Las secuencias de nucledtidos 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, 84y 85, y (xii) 101, 102 y 103.

16. El 4cido nucleico de la reivindicacién 15, en el que dicha primera, segunda y tercera
secuencias de nucledtidos que codifican las HC-CDR1, CDR2 y HC-HC-CDR3,
respectivamente, de un anticuerpo y dichas secuencias de nucledtidos cuarta, quinta y sexta

codifican las LC-CDR1, LC -LC-CDR2 y CDR3, respectivamente, de dicho anticuerpo.

17. Un 4cido nucleico aislado que comprende una primera y segunda secuencias de
nucledtidos, respectivamente, seleccionadas del grupo que consiste en las SEQ ID NOS: (i)

15y 17, (i) 33 y 35; (iii) 51 y 53; (iv) y 69 71; (v) 87 y 89 y (vi) 105 y 107.

18. El 4cido nucleico de la reivindicaciéon 17, en el que dicha primera secuencia de
nucledtidos que codifica una Vu, y dicha segunda secuencia de nucledtidos que codifica una

VL. de un anticuerpo.

19. Un é4cido nucleico aislado, que comprende una secuencia de nucleétidos seleccionada

del grupo que consiste de las SEQ ID NOS: 19, 37, 55, 73,91 y 109.

20. El 4cido nucleico de la reivindicacién 19, en el que dicho 4cido nucleico codifica un
scFv.
21. Un vector que comprende un dcido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones

13 a 20.
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22. Una célula que comprende un dcido nucleico de una cualquiera de las

reivindicaciones 13 a 20.

23. La célula de la reivindicacién 22, en el que dicha célula expresa en su superficie un

anticuerpo de las reivindicaciones 1 a 4.

24. Un método para la detecciéon 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 unién a
antigeno del mismo que se une especificamente 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
medicién de la cantidad del marcador detectable asociado con dicha célula o tejido, en
el que la cantidad de anticuerpo unido indica la uniéon de WT1 en dicha célula o

tejido.

25. El método de la reivindicacion 24, en el que el anticuerpo se une especificamente a un
péptido WT1 con la secuencia de aminodcidos RMFPNAPYL (SEC ID N °: 1), unido a HLA-
A2.

26. El método de la reivindicacion 25, en el que el péptido WT1 estd unido a HLA-
A0201.

27. El método de la reivindicacién 24, en el que el anticuerpo es un anticuerpo aislado o

un fragmento de unién a antigeno de los mismos que comprende uno de:

(A) (i) una regién variable de cadena pesada (HC) que comprende las HC-CDRI,
CDR2 y HC-HC-CDR3, respectivamente, que comprende las secuencias de
aminodcidos SEQ ID NOS: 2, 3, y 4, y una region variable de cadena ligera (LC) que
comprende las LC- CDR1, CDR2 y LC-LC-CDR3, respectivamente, que comprende
las secuencias de aminodcidos SEQ ID NOS: 8,9y 10;

(i1) una region variable de cadena pesada (HC) que comprende las HC-CDRI1,
CDR2 y HC-HC-CDR3, respectivamente, que comprende las secuencias de
aminoacidos SEQ ID NOS: 20, 21 y 22, y una regi6n variable de cadena ligera (LC)



28.

-77- Docket No: 3314.013AWO

que comprende las LC- CDR1, CDR2 y LC-LC-CDR3, respectivamente, que
comprende las secuencias de aminodcidos SEQ ID NOS: 26, 27 y 28;

(iii) una region variable de cadena pesada (HC) que comprende las HC-CDRI,
CDR2 y HC-HC-CDR3, respectivamente, que comprende las secuencias de
aminodcidos SEQ ID NOS: 38, 39 y 40y una regién variable de cadena ligera (LC)
que comprende las LC- CDRI1, CDR2 y LC-LC-CDR3, respectivamente, que
comprende las secuencias de aminodcidos seleccionadas de las SEQ ID NOS: 44,45 y

46;

(iv) una regién variable de cadena pesada (HC) que comprende las HC-CDRI,
CDR2 y HC-HC-CDR3, respectivamente, que comprende las secuencias de
aminoacidos SEQ ID NOS: 56, 57 y 58, y una region variable de cadena ligera (LC)
que comprende las LC- CDRI1, CDR2 y LC-LC-CDR3, respectivamente, que
comprende las secuencias de aminodcidos SEQ ID NOS: 62, 63 y 64;

(v) una regién variable de cadena pesada (HC) que comprende las HC-CDRI,
CDR2 y HC-HC-CDR3, respectivamente, que comprende las secuencias de
aminodcidos SEQ ID NOS: 74, 75 y 76, y una region variable de cadena ligera (LC)
que comprende las LC- CDRI1, CDR2 y LC-LC-CDR3, respectivamente, que
comprende las secuencias de aminodcidosSEQ ID NOS: 80, 81y 82, o

(vi) una regién variable de cadena pesada (HC) que comprende las HC-CDRI,
CDR2 y HC-HC-CDR3, respectivamente, que comprende las secuencias de
aminodcidos SEQ ID NOS: 92, 93 y 94, y una region variable de cadena ligera (LC)
que comprende las LC- CDRI1, CDR2 y LC-LC-CDR3, respectivamente, que
comprende las secuencias de aminodcidos SEQ ID NOS: 98, 99 y 100; o

(B) una Vi y VL que comprende una primera y segunda secuencias de aminodcidos,
respectivamente, seleccionadas de SEQ ID NOS: 14 y 16; 32 y 34, 50 y 52; 68 y 70,
86y 88,y 104 y 106; o

(C) una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEC ID NOS: 18, 36, 54, 72, 90,
and108.

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 composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo de cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 4 y un vehiculo 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 unién a antigeno del mismo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

32. El método de la reivindicacion 31, en el que la enfermedad WT1 positiva es una

leucemia crénica o leucemia aguda o cancer WT1*.

33. El método de la reivindicacion 31, en el que la enfermedad WTI-positiva se
selecciona entre el grupo que consiste en leucemia mielocitica cronica, mieloma multiple
(MM), leucemia linfoblastica aguda (LLA), leucemia mieloide/mielégena aguda (LMA),
sindrome mielodisplasico ( MDS), mesotelioma, cancer de ovario, cincer gastrointestinal,

cancer de mama, cancer de préstata y glioblastoma.

34, El método de la reivindicacién 34, en el que dicho anticuerpo es un conjugado que

tiene un residuo citotoxico 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 4cido

nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 13 a 20.

36. El método de la reivindicacién 35, en el que la enfermedad WTI1 positiva es una

leucemia crénica, leucemia aguda o cancer WT".

37. El método de la reivindicacién 35, en el que la enfermedad WTI-positiva se
selecciona entre el grupo que consiste en leucemia mielocitica crénica, mieloma multiple, la
leucemia linfoblastica aguda (LLA), leucemia mieloide/miel6gena aguda (LMA), sindrome
mielodisplasico (MDS), mesotelioma, cancer de ovario, cdncer gastrointestinal, cdncer de

mama, cancer de prostata y el glioblastoma.

38. El uso de un 4cido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 13 a 20 para el

tratamiento de una enfermedad positiva WT1.
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39. Una composicion farmacéutica que comprende un dcido 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 unién a antigeno del

mismo que se une especificamente a un péptido WT1 que estd unido a HLA-A2.

41. El método de la reivindicacion 40, en el que dicho anticuerpo o fragmento de unién a

antigeno del mismo tiene un residuo citotoxico relacionado con el mismo.
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RESUMEN DE LA DIVULGACION

La presente invencién proporciona proteinas de unién a antigeno que se unen
especificamente a la proteina del tumor de Wilms (WT1), incluyendo anticuerpos
humanizados, quiméricos y totalmente humanos contra WT1, fragmentos de anticuerpos,
receptores de antigenos quiméricos (CARs), proteinas de fusion, y conjugados de los mismos.
Las proteinas y los anticuerpos de unién a antigeno se unen a un péptido WT1 restringido por
HLA-A0201-. Tales anticuerpos, fragmentos, proteinas de fusién y conjugados de los mismos
son dtiles para el tratamiento de canceres asociados con la proteina WT1, incluyendo, por
ejemplo, cdncer de mama, cdncer de ovario, cdncer de prdstata, leucemia mielocitica crénica,
mieloma multiple, la leucemia linfobldstica aguda (LLA), leucemia mieloide aguda/Sindrome
de la leucemia miel6gena (AML) y mielodispldsico (MDS). En formas de realizacién maés
particulares, los anticuerpos anti- WT1/A pueden comprender una o més sustituciones de
aminodcidos de la regién marco disefiados para mejorar la estabilidad de la proteina, la unién

de anticuerpos y/o los niveles de expresion.
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<110>

<120>
<130>

<150>
<151>

<150>
<151>

<160>
<170>
<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

3314.013A-130926-Sequence Listing
SEQUENCE LISTING

Memorial Sloan-Kettering Cancer Center
SCHEINBERG, David A.

DAO, Tao
LIU, Cheng
YAN, Su

ANTIBODIES TO CYTOSOLIC PEPTIDES

3314.

013Aw0

61/470,635

2011-

04-01

61/491,392

2011-

238

05-31

PatentIn version 3.5

1

9
PRT
Homo

1

Arg Met Phe

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

10
PRT
Homo

2

Gly Gly Thr
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

17
PRT
Homo

3

Gly 1Te 1Ie
1

Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

10
PRT
Homo

sapiens

Pro Asn Ala Pro Tyr Leu
5

sapiens

Phe Ser Ser Tyr Ala Ile Ser
5 10

sapiens

Pro Ile Phe Gly Thr Ala Asn Tyr Ala Gln Lys Phe GIn
5 10 15

sapiens
Pagina 1



3314.013A-130926-Sequence Listing

<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

Pagina 2



3314.013A-130926-Sequence Listing
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 GIn 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 GIn Ala Pro Gly GIn Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Gly Ile ITle Pro Ile Phe Gly Thr Ala Asn Tyr Ala GIn 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 GIn Gly
Pagina 3



100

3314.013A-130926-Sequence Listing

Thr Thr val Thr val Ser Ser

115
<210> 15
<211> 357
<212> DNA

<213>
<400> 15

caggtgcagc tggtgcagtc
tcctgcaagg cttctggagg
cctggacaag ggcttgagtg
gcacagaagt tccagggcag
atggagctga gcagcctgag

cccccgtact acggtatgga

<210> 16
<211> 111
<212> PRT
<213> Homo
<400> 16

Gln Thr val
1

Arg val Thr

Tyr val Tyr
35

Ile Tyr Arg
50

Gly Ser Lys
65

Ser val Asp

Asn Gly val
<210> 17
<211> 333

Homo sapiens

sapiens

val

Ile

20

Trp

Ser

Ser

Glu

val
100

Thr

5

Ser

Tyr

Asn

Gly

Ala

85

Phe

Gln

cys

Gln

Gln

Thr

70

Asp

Gly

Pro

Ser

Gln

Arg

55

Ser

Tyr

Gly

tggggctgag
caccttcagc
gatgggaggg
agtcacgatt

atctgaggac

cgtctggggc

Pro

Gly

Leu

40

Pro

Ala

Tyr

Gly

105

gtgaagaagc

agctatgcta

atcatcccta

accgcggacg

acggccgtgt

caagggacca

sSer

Ser

25

Pro

Ser

Ser

Cys

Thr
105

Ala

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Ala

90

Lys

sSer

Ser

Thr

val

Ala

75

Ala

Leu

ctgggtcctc ggtgaaggtc
tcagctgggt gcgacaggcc
tctttggtac agcaaactac
aatccacgag cacagcctac

attactgtgc gagacggatt

110

cggtcaccgt ctcctca

Gly

Asn

Ala

Pro

60

Ile

Trp

Thr

Pagina 4

Thr

Ile

Pro

45

Asp

Ser

Asp

val

Pro

Gly

30

Lys

Arg

Gly

Asp

Leu
110

Gly

15

Ser

Leu

Phe

Pro

ser

95

Gly

Gln

Asn

Leu

Ser

Arg

80

Leu

60
120
180
240
300
357



<212>
<213>

<400>

cagactgtgg tgactcagcc

DNA

Homo sapiens

17

tcttgttctg

ccaggaacgg

gaccgattct

tccgtggatg

ttcggcggag

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

18
250
PRT
Homo

18

GIn Thr val

1

Arg

Tyr

Ile

Gly

65

Ser

Asn

Arg

Glu

Pro
145

val

val

Tyr

50

Ser

val

Gly

Gly

Met

130

Gly

Thr

Tyr

Arg

Lys

Asp

val

Ser

gaagcagctc
cccccaaact
ctggctccaa
aggctgatta

ggaccaagct

sapiens

val

Ile

20

Trp

Ser

Ser

Glu

val

100

Gly

Gln

Ser

Thr

5

Ser

Tyr

Asn

Gly

Ala

85

Phe

Gly

val

val

Gln

Cys

Gln

Gln

Thr

70

Asp

Gly

Ser

Gln

3314.013A-130926-Sequence Listing

Pro

Ser

Gln

Arg

55

Ser

Tyr

Gly

Gly

Leu

135

val

accctcagcg
caacatcgga
cctcatctat
gtctggcacc
ttactgtgca

gaccgtccta

Pro

Gly

Leu

40

Pro

Ala

Tyr

Gly

Gly

val

Ser

tctgggaccc

agtaattatg

aggagtaatc

tcagcctccc

gcatgggatg

ggt

Ser

Ser

25

Pro

Ser

Ser

Cys

Thr

105

Gly

Gln

Cys

Ala

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Ala

90

Lys

Gly

Ser

Lys

Ser

Ser

Thr

val

Ala

75

Ala

Leu

Ser

Gly

Ala
155

ccgggcagag
tatactggta

agcggccctc

tggccatcag

acagcctgaa

Gly

Asn

Ala

Pro

60

Ile

Trp

Thr

Gly

Ala

140

Ser

Pagina 5

Thr

Ile

Pro

45

Asp

Ser

Asp

val

Gly

Glu

Gly

Pro

Gly

30

Lys

Arg

Gly

Asp

Leu

110

Gly

val

Gly

ggtcaccatc
ccaacagctc
aggggtccct
tgggccccgg
tggtgtggta

Gly

15

Ser

Leu

Phe

Pro

Ser

95

Gly

Ser

Lys

Thr

Gln

Asn

Leu

Ser

Arg

80

Leu

Ser

Leu

Lys

Phe
160

60
120
180
240
300
333



Ser Ser Tyr

Glu Trp Met

Phe
195

Gln Lys

Ala
210

Thr Tyr

TYyr
225

Tyr Cys

Gly Gln Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

19
750
DNA
Homo

<400> 19
cagactgtgg

tcttgttctg
ccaggaacgg
gaccgattct
tccgtggatg
ttcggcggag
ggcggctctg
gaggtgaaga
agcagctatg
gggatcatcc
attaccgcgg

gacacggccg

ggccaaggga

<210>
<211>
<212>
<213>

20
12
PRT
Homo

Ile
165

Ala
Gly Gly
Gln Gly
Met Glu
Ala

Arg

Thr
245

Thr

sapiens

tgactcagcc
gaagcagctc
cccccaaact
ctggctccaa
aggctgatta
ggaccaagct
gtggtggatc
agcctgggtc
ctatcagctg
ctatctttgg
acgaatccac
tgtattactg

ccacggtcac

sapiens

Ser

Ile

Arg

Leu

Arg

val

3314.013A-130926-Sequence Listing

ITe Pro

Thr
200

val

Ser Ser

215

ITe Pro

Thr val

accctcagcg
caacatcgga
cctcatctat
gtctggcacc
ttactgtgca
gaccgtccta
cctcgagatg
ctcggtgaag
ggtgcgacag
tacagcaaac
gagcacagcc
tgcgagacgg

cgtctcctca

Ile Phe

185

Gly

ITe Thr Ala

Leu Arg Ser

Pro Tyr Tyr

235

Ser
250

Ser

tctgggaccc
agtaattatg
aggagtaatc
tcagcctecc
gcatgggatg
ggttctagag
gcccaggtgce
gtctcctgca
gcccctggac
tacgcacaga
tacatggagc

attcccccgt

Trp val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly
170

Thr Ala

Asp Glu
205

Glu Asp Thr Ala

220

Gly Met Asp val

ccgggcagag
tatactggta
agcggccectc
tggccatcag
acagcctgaa
gtggtggtgg
agctggtgca
aggcttctgg
aagggcttga
agttccaggg
tgagcagcct

actacggtat

Pagina 6

Asn Tyr
190

Ser Thr

Leu
175

Ser

val

Trp

ggtcaccatc
ccaacagctc
aggggtccct
tgggccccgg
tggtgtggta
tagcggcggce
gtctggggct
aggcaccttc
gtggatggga
cagagtcacg
gagatctgag
ggacgtctgg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
750



<400> 20

Gly Asp Ser
1

<210> 21
<211> 18
<212> PRT
<213> Homo
<400> 21

Arg Thr Tyr
1

Lys Ser
<210> 22
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo
<400> 22

Gly Arg Leu
1

<210> 23
<211> 36
<212> DNA
<213> Homo
<400> 23

3314.013A-130926-Sequence Listing

val Ser Ser Asn Ser Ala Ala Trp Asn
5 10

sapiens

Tyr Gly Ser Lys Trp Tyr Asn Asp Tyr Ala val Ser val
5 10

sapiens

Gly Asp Ala Phe Asp Ile
5

sapiens

ggggacagtg tctctagcaa cagtgctgct tggaac

<210> 24
<211> 54
<212> DNA

<213> Homo

<400> 24

sapiens

aggacatact acgggtccaa gtggtataat gattatgcag tatctgtgaa aagt

<210> 25
<211> 27
<212> DNA
<213> Homo
<400> 25

sapiens

ggtcgcttag gggatgcttt tgatatc

<210> 26
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo

sapiens
Pagina 7
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3314.013A-130926-Sequence Listing

<400> 26

Arg Ala Ser GIn 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 Sser Tyr Ser Thr Pro Leu Thr
1 5

<210> 29
<211> 33
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 29
cgggcaagtc agagcattag cagctattta aat

<210> 30

<211> 21

<212> DNA

<213> Homo sapiens
<400> 30

gctgcatcca gtttgcaaag t

<210> 31
<211> 27
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 31
caacagagtt acagtacccc tctcact

<210> 32

<211> 121

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 32

Pagina 8
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3314.013A-130926-Sequence Listing

Gln val Gln Leu Gln GIn 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 ITe 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
acctgtgcca tctccgggga cagtgtctct agcaacagtg ctgcttggaa ctggatcagg
cagtccccat cgagaggcct tgagtggctg ggaaggacat actacgggtc caagtggtat
aatgattatg cagtatctgt gaaaagtcga ataaccatca acccagacac atccaagaac
cagttctccc tgcagctgaa ctctgtgact cccgaggaca cggctgtgta ttactgtgca
agaggtcgct taggggatgc ttttgatatc tggggccaag ggacaatggt caccgtctct
tca
<210> 34
<211> 108
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 34

Asp Ile GIn Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser val Gly

1

5

Pagina 9
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3314.013A-130926-Sequence Listing
Asp Arg val Thr ITe Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Tyr
20 2

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

Tyr Ala Ala Ser Ser Leu GIn Ser Gly val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr ITe Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln GIn 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 GIn Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser val Gly
1 5 10 15

Asp Arg val Thr ITle Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Tyr
2 25 30

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

Pagina 10



3314.013A-130926-Sequence Listing
Tyr Ala Ala Ser Ser Leu GIn 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 GIn 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

Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Leu Glu Met
115 120 125

Ala GIn val GIn Leu GIn GIn 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 GIn 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 GIn 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

Pagina 11



aggttcagtg
gaagattttg
gggaccaaag
ggtggtggtg
gtgaagccct
aacagtgctg
aggacatact

accatcaacc

gaggacacgg
ggccaaggga
<210> 38
<211> 10
<212> PRT
<213> Homo
<400> 38

Gly Tyr Ser
1

<210> 39
<211> 17
<212> PRT

<213> Homo
<400> 39

Arg val Asp
1

Gly

<210> 40
<211> 12
<212> PRT
<213> Homo
<400> 40

val Gln Tyr
1

<210> 41
<211> 30
<212> DNA

<213> Homo

3314.013A-130926-Sequence Listing

gcagtggatc tgggacagat ttcactctca ccatcagcag tctgcaacct
caacttacta ctgtcaacag agttacagta cccctctcac tttcggcgga
tggatatcaa acgttctaga ggtggtggtg gtagcggcgg cggcggctct
gatccctcga gatggcccag gtacagctgc agcagtcagg tccaggactg
cgcagaccct ctcactcacc tgtgccatct ccggggacag tgtctctage
cttggaactg gatcaggcag tccccatcga gaggccttga gtggctggga
acgggtccaa gtggtataat gattatgcag tatctgtgaa aagtcgaata
cagacacatc caagaaccag ttctccctgc agctgaactc tgtgactccc
ctgtgtatta ctgtgcaaga ggtcgcttag gggatgcttt tgatatctgg

caatggtcac cgtctcttca

sapiens

Phe Thr Asn Phe Trp Ile Ser
5 10

sapiens

Pro Gly Tyr Ser Tyr Ser Thr Tyr Ser Pro Ser Phe Gln
5 10 15

sapiens

Ser Gly Tyr Tyr Asp Trp Phe Asp Pro
5 10

sapiens
Pagina 12
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3314.013A-130926-Sequence Listing

<400> 41

ggatacagct tcaccaactt ctggatcagc 30
<210> 42

<211> 51

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 42

agggttgatc ctggctactc ttatagcacc tacagcccgt ccttccaagg ¢ 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 GIn 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>
<211>
<212>
<213>

<400>

48
21
DNA

Homo sapiens

48

agtaataatc agcggccctc a

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

49
33
DNA

Homo sapiens

49

3314.013A-130926-Sequence Listing

gcagcatggg atgacagcct gaatggttgg gtg

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Gln Met
1

Ser Leu

Trp Ile

Gly Arg
50

Gln Gly
65

Leu Gln

Ala Arg

Gln Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

50
121
PRT
Homo
50

Gln

Arg

Ser
35

val

His

Trp

val

Thr
115

51
363
DNA
Homo

sapiens

Leu

Ile

20

Trp

Asp

val

Asn

Gln

100

Leu

val

5

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

val

sapiens

Gln

cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Ser

Thr

Ser

Lys

Gln

Tyr

55

Ser

Lys

Gly

val

Gly

Gly

Met

40

Ser

Ala

Ala

Tyr

Ser
120

Ala Glu val Lys
10

Ser Gly Tyr Ser
25

Pro Gly Lys Gly

Tyr Ser Thr Tyr
60

Asp Lys Ser Thr
75

Ser Asp Thr Ala
90

Tyr Asp Trp Phe
105

Ser

Pagina 14

Glu

Phe

Leu

45

Ser

Ser

Met

Asp

Pro

Thr

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Pro
110

Gly

15

Asn

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Trp

Glu

Phe

Met

Phe

Tyr

80

cys

Gly

21

33



<400>
cagatgc

tcctgta
cccggga
agcccgt
ctgcagt
tatagtg
tca
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Gln Ala
1

Arg val

Thr val

Ile Tyr
50

Gly Ser
65

Ser Glu

Asn Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

51
agc

agg
aag
cct

gga
gct

52
111
PRT
Homo

52

val

Thr

Asn

35

Ser

Lys

Asp

Trp

53
333
DNA

tggtgcagtc
gttctggata
gcctggagtg
tccaaggcca
acagcctgaa

actatgactg

sapiens

val

Ile

20

Trp

Asn

Ser

Glu

val
100

Thr

5

Ser

Tyr

Asn

Gly

Ala

85

Phe

Homo sapiens

53

Gln

Cys

Gln

Gln

Thr

70

Asp

Gly

3314.013A-130926-Sequence Listing

Pro

Ser

Gln

Arg

55

Ser

Tyr

Gly

cagcttcacc
gatggggagg
cgtcaccatc
ggcctcggac

gttcgacccc

Pro

Gly

val

40

Pro

Ala

Tyr

Gly

aacttctgga

gttgatcctg

tcagctgaca

accgccatgt

tggggccagg

Ser

Ser

25

Pro

Ser

Ser

Cys

Thr
105

Ala

10

Se

r

Gly

Gly

Le

Ala

90

Ly

u

S

Ser

Ser

Thr

val

Ala

75

Ala

Leu

caggctgtgg tgactcagcc accctcagcg tctgggaccc

tcttgttctg gaagcagctc caacatcgga agtaatactg

ccaggaacgg cccccaaact cctcatctat agtaataatc
Pagina

tcagctgggt gcgccagatg
gctactctta tagcacctac
agtctaccag cactgcctac
attactgtgc gagagtacaa

gaaccctggt caccgtctcc

Gly

Asn

Ala

Pro

60

Ile

Trp

Thr

ccgggcagag ggtcaccatc
taaactggta ccagcaggtc

agcggccctc aggggtccct

15

Thr

Ile

Pro

45

Asp

Ser

Asp

val

Pro

Gly

30

Lys

Arg

Gly

Asp

Leu
110

Gly

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser

95

Gly

cggagcagag gtgaaagagc ccggggagtc tctgaggatc

Asn

Leu

Ser

Gln

80

Leu

60
120
180
240
300
360
363
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180



3314.013A-130926-Sequence Listing

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 GIn Pro Pro Ser Ala Ser Gly Thr Pro Gly GIn
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 GIn val Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu Leu
35 40 45

Ile Tyr Ser Asn Asn GIln 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 GlIn
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

Leu Glu Met Ala GIn 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 GIn 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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3314.013A-130926-Sequence Listing
Ser Pro Ser Phe GIn Gly His val Thr ITe Ser Ala Asp Lys Ser Thr
195 200 205

Ser Thr Ala Tyr Leu GIn Trp Asn Ser Leu Lys Ala Ser Asp Thr Ala
210 215 220

Met Tyr Tyr Cys Ala Arg val GIn Tyr Ser Gly Tyr Tyr Asp Trp Phe
225 230 235 240

Asp Pro Trp Gly GIn Gly Thr Leu val Thr val Ser Ser
4

245 250
<210> 55
<211> 759
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<400> 55

caggctgtgg tgactcagcc accctcagcg tctgggaccc ccgggcagag ggtcaccatc
tcttgttctg gaagcagctc caacatcgga agtaatactg taaactggta ccagcaggtc
ccaggaacgg cccccaaact cctcatctat agtaataatc agcggccctc aggggtccct
gaccgattct ctggctccaa gtctggcacc tcagcctccc tggccatcag tgggctccag
tctgaggatg aggctgatta ttactgtgca gcatgggatg acagcctgaa tggttgggtg
ttcggcggag ggaccaagct gaccgtccta ggttctagag gtggtggtgg tagcggcggc
ggcggctctg gtggtggtgg atccctcgag atggcccaga tgcagctggt gcagtccgga
gcagaggtga aagagcccgg ggagtctctg aggatctcct gtaagggttc tggatacagc
ttcaccaact tctggatcag ctgggtgcgc cagatgcccg ggaaaggcct ggagtggatg
gggagggttg atcctggcta ctcttatagc acctacagcc cgtccttcca aggccacgtc
accatctcag ctgacaagtc taccagcact gcctacctgc agtggaacag cctgaaggcc
tcggacaccg ccatgtatta ctgtgcgaga gtacaatata gtggctacta tgactggttc

gacccctggg gccagggaac cctggtcacc gtctcctca

<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

Pagina 17
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<213> Homo
<400> 57
Ile Ile Tyr
1

Gly

<210> 58
<211> 9
<212> PRT
<213> Homo
<400> 58

His Thr Ala
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

59
30
DNA
Homo

59

3314.013A-130926-Sequence Listing
sapiens

Pro Gly Tyr Ser Asp Ile Thr Tyr Ser Pro Ser Phe Gln
5 10 15

sapiens

Leu Ala Gly Phe Asp Tyr
5

sapiens

ggctacaact ttagcaacaa gtggatcggc

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

60
51
DNA
Homo

60

sapiens

atcatctatc ccggttactc ggacatcacc tacagcccgt ccttccaagg c

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

61
27
DNA
Homo

61

sapiens

cacacagctt tggccggctt tgactac

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

62
11
PRT
Homo

62

sapiens

Arg Ala Ser Gln Asn Ile Asn Lys Trp Leu Ala
1 5 10

<210>
<211>

63
7

Pagina 18
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3314.013A-130926-Sequence Listing

<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 GIn Tyr Asn Ser Tyr Ala Thr
1 5

<210> 65

<211> 33

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 65

cgggccagtc agaatatcaa taagtggctg gcc

<210> 66
<211> 21
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 66
aaggcgtcta gtttagaaag t

<210> 67

<211> 24

<212> DNA

<213> Homo sapiens
<400> 67

caacaatata atagttatgc gacg

<210> 68
<211> 118
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 68

Gln val Gln Leu val GIn 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 GIn Leu Pro Gly Arg Gly Leu Glu Trp Ile
Pagina 19
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Ala ITe
50

Gln Gly
65

Leu His

val Arg

Leu val

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

35

Ile

Arg

Trp

His

Thr
115

69
354
DNA
Homo

69

Tyr

val

His

Thr

100

val

Pro

Thr

Ser

85

Ser

sapiens

3314.013A-130926-Sequence Listing
40 45

Gly Tyr Ser Asp Ile Thr Tyr Ser Pro Ser Phe
55 60

Ile Ser Ala Asp Thr Ser Ile Asn Thr Ala Tyr

75 80

Leu Lys Ala Ser Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
90 95

Leu Ala Gly Phe Asp Tyr Trp Gly Leu Gly Thr
105 110

Ser

caggtgcagc tggtgcagtc tggagcagag gtgaaaaagc ccggagagtc tctgaagatc

tcctgtaagg gttctggcta caactttagc aacaagtgga tcggctgggt gcgccaattg

cccgggagag gcctggagtg gatagcaatc atctatcccg gttactcgga catcacctac

agcccgtcct tccaaggccg cgtcaccatc tccgccgaca cgtccattaa caccgcctac

ctgcactggc acagcctgaa ggcctcggac accgccatgt attattgtgt gcgacacaca

gctttggccg gctttgacta ctggggcctg ggcaccctgg tcaccgtctc ctca

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Asp Ile
1

Asp Arg
Leu Ala

Tyr Lys
50

70
107
PRT
Homo
70

Gln

val

Trp

35

Ala

sapiens

Met Thr GIn Ser Pro Ser Thr Leu Ser Ala Ser val Gly
5 15

Thr I1e Thr Cys Arg Ala Ser GIn Asn Ile Asn Lys Trp

20

25 30

Tyr GIn GIn Arg Pro Gly Lys Ala Pro Gln Leu Leu Ile
40

45

Ser Ser Leu Glu Ser Gly val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
60

Pagina 20
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Ser Gly Ser Gly Thr Glu Tyr Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu GIn Pro
65 70

3314.013A-130926-Sequence Listing

80

Asp Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys GIn Gln Tyr Asn Ser Tyr Ala Thr
85 90 95

Phe Gly GIn Gly Thr Lys val Glu Ile Lys Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

gacatccaga tgacccagtc tccttccacc

atcactt
gggaaag
aggttca
gatgatt
accaagg
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Asp Ile
1

Asp Arg

Leu Ala

Tyr Lys

Ser Gly

65

Asp Asp

71
321
DNA

100

Homo sapiens

71

gcc
CCC
gcg
ttg

tgg

72
246
PRT
Homo

72

Gln

val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

sapiens

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Thr

5

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr
85

aaatcaaacg t

Gln

Thr

Gln

Leu

Glu

70

Tyr

Ser

Cys

Arg

Glu

55

Tyr

Tyr

gggccagtca gaatatcaat
ctcagctcct gatctataag
gcagtggatc tgggacagaa

caacttatta ctgccaacaa

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

105

ctgtctgcat

aagtggctgg
gcgtctagtt

tacactctca

tataatagtt

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Thr Leu
10

Ser Gln

Lys Ala

val Pro

Thr Ile
75

Gln Tyr
90

Pagina

ctgtaggaga

cctggtatca

tagaaagtgg

ccatcagcag

atgcgacgtt

Ser

Asn

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Ala

Ile

Gln

45

Arg

Ser

Ser

Ser

Asn

30

Leu

Phe

Leu

Tyr

cagagtcaca
gcagagacca
ggtcccatct

cctgcagect

cggccaaggg

val

15

Lys

Leu

Ser

Gln

Ala
95

Gly

Trp

Ile

Gly

Pro

80

Thr

60
120
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3314.013A-130926-Sequence Listing

Phe Gly GIn Gly Thr Lys val Glu Ile Lys Arg Ser Arg Gly
100 105 110
Gly ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Leu Glu
115 120 125
Gln val Gln Leu val GIn Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro
130 135 140
Ser Leu Lys Ile Ser Cys Lys Gly Ser Gly Tyr Asn Phe Ser
145 150 155
Trp Ile Gly Trp val Arg GIn Leu Pro Gly Arg Gly Leu Glu
165 170
Ala Ile ITe Tyr Pro Gly Tyr Ser Asp Ile Thr Tyr Ser Pro
180 185 190
Gln Gly Arg val Thr ITe Ser Ala Asp Thr Ser Ile Asn Thr
195 200 205
Leu His Trp His Ser Leu Lys Ala Ser Asp Thr Ala Met Tyr
210 215 220
val Arg His Thr Ala Leu Ala Gly Phe Asp Tyr Trp Gly Leu
225 230 235
Leu val Thr val Ser Ser
245
<210> 73
<211> 738
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<400> 73
gacatccaga tgacccagtc tccttccacc ctgtctgcat ctgtaggaga
atcacttgcc gggccagtca gaatatcaat aagtggctgg cctggtatca
gggaaagccc ctcagctcct gatctataag gcgtctagtt tagaaagtgg
aggttcagcg gcagtggatc tgggacagaa tacactctca ccatcagcag
gatgattttg caacttatta ctgccaacaa tataatagtt atgcgacgtt
accaaggtgg aaatcaaacg ttctagaggt ggtggtggta gcggcggcgg
ggtggtggat ccctcgagat ggcccaggtg cagctggtgc agtctggagc
aagcccggag agtctctgaa gatctcctgt aagggttctg gctacaactt
Pagina 22

Gly Gly

Met Ala

Gly Glu

Asn Lys

Trp Ile

Ser Phe

Ala Tyr

Tyr Cys

Gly Thr
240

cagagtcaca
gcagagacca
ggtcccatct
cctgcagect
cggccaaggg
cggctctggt
agaggtgaaa

tagcaacaag

60
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3314.013A-130926-Sequence Listing

tggatcggct gggtgcgcca attgcccggg agaggcctgg agtggatagc aatcatctat

cccggttact cggacatcac ctacagcccg tccttccaag gccgcgtcac catctccgec

gacacgtcca ttaacaccgc ctacctgcac tggcacagcc tgaaggcctc ggacaccgcc

atgtattatt gtgtgcgaca cacagctttg gccggctttg actactgggg cctgggcacc

ctggtcaccg tctcctca

<210> 74
<211> 10
<212> PRT
<213> Homo
<400> 74
Gly Phe Thr
1

<210> 75
<211> 17
<212> PRT
<213> Homo
<400> 75
Gly ITe Asn
1

Gly

<210> 76
<211> 12
<212> PRT
<213> Homo
<400> 76

Glu Arg Gly
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

77
30
DNA
Homo

77

sapiens

Phe Asp Asp Tyr Gly Met Ser
5 10

sapiens

Trp Asn Gly Gly Ser Thr Gly Tyr Ala Asp Ser val Arg
5 10 15

sapiens

Tyr Gly Tyr His Asp Pro His Asp Tyr
5 10

sapiens

gggttcacct ttgatgatta tggcatgagc

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

78
51
DNA
Homo

78

sapiens

Pagina 23

540
600
660
720
738

30



<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

79
36
DNA
Homo

79

3314.013A-130926-Sequence Listing
ggtattaatt ggaatggtgg tagcacaggt tatgcagact ctgtgagggg c

sapiens

gagcgtggct acgggtacca tgatccccat gactac

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

80
11
PRT
Homo

80

Gly Arg Asn
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

81

7
PRT
Homo

81

Asp Asp Ser
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

82
11
PRT
Homo

82

Gln val Trp

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

83
33
DNA
Homo

83

sapiens

Asn Ile Gly Ser Lys Ser val His
5 10

sapiens

Asp Arg Pro Ser
5

sapiens

Asp Ser Ser Ser Asp His val val
5 10

sapiens

gggagaaaca acattggaag taaaagtgtg cac

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

84
21
DNA
Homo

84

sapiens

gatgatagcg accggccctc a

Pagina 24

51

36

33

21



<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
caggtgtggg atagtagtag tgatcatgtg gta

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

85
33
DNA
Homo

85

86
121
PRT
Homo

86

Glu val GIn

1

Ser

Gly

Ser

Arg

65

Leu

Ala

Leu

Met

Gly

50

Gly

Gln

Arg

Arg

Ser

35

Arg

Met

Glu

Gln Gly Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
gaagtgcagc

115

87
363
DNA
Homo

87

tcctgtgeag

ccagggaagg
gcagactctg

ctgcaaatga

sapiens

sapiens

Leu val
5

Leu Ser
20

Trp val

Asn Trp

Phe Thr

Asn Ser

85

Arg Gly
100

Leu val

sapiens

tggtgcagtc
cctctgggtt
ggctggagtg
tgaggggccg
acagtctgag

Gln

Cys

Arg

Asn

Ile

70

Leu

Tyr

Thr

3314.013A-130926-Sequence Listing

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Gly

val

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Tyr

ser
120

tgggggaggt
cacctttgat

ggtctctggt
attcaccatc

agccgaggac

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

His

105

Ser

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Asp

val

Phe

Lys

Gly

Ala

75

Thr

Pro

gtggtacggc
gattatggca

attaattgga

tccagagaca

acggccttgt
Pagina

val

Thr

Gly

Lys

Ala

His

Arg

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Leu

Asp

Pro

Asp

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Tyr
110

ctggggggtc
tgagctgggt
atggtggtag

acgccaagaa

attactgtgc

25

Gly

15

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Trp

cctgagactc
ccgccaagcet
cacaggttat

ctccctgtat

gagagagcgt

Gly

Tyr

val

val

Tyr

80

Cys

Gly

33

60
120
180
240
300



3314.013A-130926-Sequence Listing

ggctacgggt accatgatcc ccatgactac tggggccaag gcaccctggt gaccgtctcc

tca

<210> 88
<211> 109
<212> PRT
<213> Homo
<400> 88

Gln ser val
1
Thr Ala Arg

His Trp Tyr
35

Asp Asp Ser
50

Asn Ser Gly
65

Asp Glu Ala
val val Phe

<210> 89
<211> 327
<212> DNA
<213> Homo

<400> 89
cagtctgtcg

acctgtggga
caggcccctg
ttctctggcet
gatgaggccg
ggagggacca
<210> 90

<211> 249
<212> PRT

sapiens
val Thr GI
5

ITe Thr cy
20

Gln GIn Ly
Asp Arg Pr

Asn Thr Al
70

Asp Tyr Ty
85

Gly Gly GI

sapiens

tgacgcagcc
gaaacaacat
tgctggtcgt
ccaactctgg
actattactg

agctgaccgt

n Pro Pro

s Gly Arg

s Pro Gly
40

o Ser Gly
55

a Thr Leu

r Ccys Gln

y Thr Lys

gcccteggtg
tggaagtaaa
ctatgatgat
gaacacggcc
tcaggtgtgg
cctaggt

Ser val Ser
10

Asn Asn Ile
25

Gln Ala Pro

ITe Pro Glu

Thr Ile Ser
75

val Trp Asp
90

Leu Thr val
105

tcagtggccc
agtgtgcact
agcgaccggc
accctgacca

gatagtagta

Pagina

val Ala Pro Gly Lys
15

Gly Ser Lys Ser val

val Leu val val Tyr
45

Arg Phe Ser Gly Ser
60

Arg val Glu Ala Gly
80

Ser Ser Ser Asp His
95

Leu Gly

caggaaagac ggccaggatt
ggtaccagca gaagccaggc
cctcagggat ccctgagcga

tcagcagggt cgaagccggg
gtgatcatgt ggtattcggc

360
363

60
120
180
240
300
327



<213>

<400>

Homo

90

GIn Ser val

1

Thr

His

Asp

Asn

65

Asp

val

Gly

Glu

Ser

145

Gly

Ser

Arg

Leu

Ala
225

Ala

Trp

Asp

50

Ser

Glu

val

Gly

val

130

Leu

Met

Gly

Gly

Gln

210

Arg

Arg

Gly

Ala

Phe

Arg

Ser

Glu

sapiens

val

Ile

20

Gln

Asp

Asn

Asp

Gly

Ser

Leu

Leu

Trp

Asn

180

Phe

Asn

Arg

Thr

5

Thr

Gln

Arg

Thr

Tyr

85

Gly

Gly

val

Ser

val

165

Trp

Thr

Ser

Gly

Gln

Cys

Lys

Pro

Ala

70

Tyr

Gly

Gly

Gln

Arg

Asn

Leu

Tyr

3314.013A-130926-Sequence Listing

Pro

Gly

Pro

ser

55

Thr

Cys

Thr

Gly

Ser

135

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Gly

Pro

Arg

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Lys

Gly

Gly

Ala

Ala

Gly

Arg

Ala

Tyr

Ser
Asn

25

Gln

Thr

val

Leu

105

Ser

Gly

Ser

Pro

Ser

185

Asp

Glu

His

val

10

Asn

Ala

Pro

Ile

Trp

90

Thr

Gly

Gly

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Asp

Ser

Ile

Pro

Glu

Ser

75

Asp

val

Gly

val

Phe

155

Lys

Gly

Ala

Thr

Pro
235

Pagina

val

Gly

val

Arg

60

Arg

Ser

Leu

Ser

val

140

Thr

Gly

Tyr

Lys

Ala

220

His

Ala

Ser

Leu

45

Phe

val

Ser

Gly

Leu

125

Arg

Phe

Leu

Ala

Asn

205

Leu

Asp

Pro

Ser

Glu

Ser

Ser

110

Glu

Pro

Asp

Glu

Asp

Ser

Tyr

Tyr

Gly

15

Ser

val

Gly

Ala

Asp

95

Arg

Met

Gly

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyr

Trp

Lys

val

Tyr

Ser

Gly
80

Gly

Tyr

160

val

val

Tyr

Cys

Gly



3314.013A-130926-Sequence Listing

Gln Gly Thr Leu val Thr val Ser Ser

<210> 91

<211> 747
<212> DNA
<213>

<400> 91
cagtctgtcg

acctgtggga
caggcccctg
ttctctgget
gatgaggccg
ggagggacca
tctggtggat
cggcctgggg
ggcatgagct
tggaatggtg
gacaacgcca
ttgtattact
caaggcaccc
<210> 92

<211> 10

<212> PRT
<213>
<400> 92

Homo sapiens

tgacgcagcc
gaaacaacat
tgctggtcgt
ccaactctgg
actattactg
agctgaccgt
ccctcgagat
ggtccctgag
gggtccgeca
gtagcacagg
agaactccct
gtgcgagaga
tggtgaccgt

Homo sapiens

gcccteggtg
tggaagtaaa
ctatgatgat
gaacacggcc
tcaggtgtgg
cctaggttct
ggccgaagtg
actctcctgt
agctccaggg
ttatgcagac
gtatctgcaa
gcgtggctac

ctcctca

tcagtggccc
agtgtgcact
agcgaccggc
accctgacca
gatagtagta
agaggtggtg
cagctggtgce
gcagcctctg
aaggggctgg
tctgtgaggg
atgaacagtc

gggtaccatg

Gly Phe ser val Ser Gly Thr Tyr Met Gly
1 5 10

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

<400> 93

Homo sapiens

caggaaagac
ggtaccagca
cctcagggat
tcagcagggt
gtgatcatgt
gtggtagcgg
agtctggggg
ggttcacctt
agtgggtctc
gccgattcac
tgagagccga

atccccatga

ggccaggatt
gaagccaggc
ccctgagcga
cgaagccggg
ggtattcggc
€ggcggeggce
aggtgtggta
tgatgattat
tggtattaat
catctccaga
ggacacggcc

ctactggggc

Leu Leu Tyr Ser Gly Gly Gly Thr Tyr His Pro Ala Ser Leu GIn Gly
1 5 10 15

<210> 94
<211> 10
<212> PRT

Pagina

28

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
747



3314.013A-130926-Sequence Listing
<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 ﬁgy Tyr Asp val His
1 5

<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
Pagina 29



3314.013A-130926-Sequence Listing

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 GIn Leu val Glu Thr Gly Gly Gly Leu Leu GIn 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 GIn 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 Asnh Ser Leu Lys Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95

Pagina 30



Lys Gly Gly Ala Gly Gly Gly His Ph
100 1

Leu val Thr val Ser Ser

115
<210> 105
<211> 354
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<400> 105
gaggtgcagc tggtggagac cggaggaggc
tcctgtgcag cctctgggtt ctccgtcagt
ccagggaagg gactggagtg ggtcgcactt
gcgtccctge agggccgatt catcgtctcc
caaatgaata gcctgaaagc cgaggacacg
ggaggtggcc actttgactc ctggggccaa
<210> 106
<211> 112
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 106
Gln ser val Leu Thr Gln Pro Pro
1 5
Arg val Thr Ile Ser Cys Thr Gly
20
Tyr Asp val His Trp Tyr GIn Gln
35 40
Leu Ile Tyr Gly Asn Ser Asn Arg
50 55
Ser Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser
65 70
Gln Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr
85
Leu Asn Gly Tyr val Phe Gly Thr
100
<210> 107

3314.013A-130926-Sequence Listin?
Gly

05

ttgctccagc

ggcacctaca

ctttatagtg

agagacagct

gccgtctatt

ggcaccctgg

Ser

Ser

25

Leu

Pro

Ala

Tyr

val

10

Ser

Pro

Ser

Ser

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Ala

Lys

Pagina

e Asp Ser Trp Gly Gln
1

110

€gggggggtc
tgggctgggt
gtggcggcac

ccaagaatat

actgtgcgaa

tgaccgtctc

Gly

Asn

Thr

val

60

Ala

Ala

Leu

Ala

Ile

Ala

45

Pro

Ile

Trp

Thr

Pro

Gly

30

Pro

Asp

Ser

Asp

val
110

cctcagactc
ccgccaggcet
ataccaccca

ggtctatctt

aggaggggca

ctca

Gly

15

Ala

Lys

Arg

Gly

Asp

95

Leu

Thr

Gly

Leu

Phe

Leu

80

Ser

Gly

60
120
180
240
300
354



<211> 336
<212> DNA
<213>

<400> 107

cagtctgtgt tgacgcagcc

tcctgcactg
cttccaggaa
cctgaccgat
cagtctgagg
gtcttcggaa
<210> 108
<211> 251
<212> PRT
<213> Homo
<400> 108

Gln ser val
1
Arg val Thr

Tyr Asp val
35

Leu Ile Tyr
50

Ser Gly Ser
65

Gln Ser Glu
Leu Asn Gly
Ser Arg Gly
Ser Leu Glu

130

Leu GIn Pro
145

Homo sapiens

ggagcagctc
cagcccccaa
tctctggctc
atgaggctga

ctgggaccaa

sapiens

Leu

Ile

20

His

Gly

Lys

Asp

Tyr

100

Gly

Met

Gly

Thr

5

Ser

Trp

Asn

Ser

Glu

85

val

Gly

Ala

Gly

Gln

Cys

Tyr

Ser

Gly

70

Ala

Phe

Gly

Ser
150

3314.013A-130926-Sequence Listing

Pro

Thr

Gln

Asn

55

Thr

Asp

Gly

Ser

val

135

Leu

gccctcagtg
caacatcggg
actcctcatc
caagtctggc
ttattactgt

gctgaccgtc

Pro

Gly

Gln

40

Arg

Ser

Tyr

Thr

Gly

Gln

Arg

tctggggcecc

gcaggttatg

tatggtaaca

acctcagcct

gcagcatggg
ctaggt

Ser

Ser

25

Leu

Pro

Ala

Tyr

Leu

Leu

val

10

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys

Thr

Gly

val

Ser

sSer

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Ala

Lys

Gly

Glu

Cys
155

Pagina

cagggcagag
atgtacactg

gcaatcggcc

ccctggcecat

atgacagcct

Gly

Asn

Thr

val

60

Ala

Ala

Leu

Ser

Thr

140

Ala

Ala

Ile

Ala

45

Pro

Ile

Trp

Thr

Gly

Gly

Ala

Pro

Gly

30

Pro

Asp

Ser

Asp

val

110

Gly

Gly

Ser

ggtcaccatc
gtaccagcag
ctcaggggtc
cagtgggctc
gaatggttat

Gly

15

Ala

Lys

Arg

Gly

Asp

95

Leu

Gly

Gly

Gly

Gln

Gly

Leu

Phe

Leu

80

Ser

Gly

Gly

Leu

Phe
160

60
120
180
240
300
336



Ser val

Gly Leu

Pro Ala

Asn Met
210

val Tyr
225

Trp Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Ser

Glu

Ser

195

val

Tyr

Gln

109
753
DNA

Gly

Trp

Leu

Tyr

Cys

Thr

165

val

Gln

Leu

Ala

Thr
245

Homo sapiens

109

3314.013A-130926-Sequence Listing

Tyr Met Gly Trp val Arg GIn Ala Pro Gly
170

Ala Leu Leu

Gly Arg Phe
200

Gln Met Asn
215

Lys Gly Gly

Leu val Thr

cagtctgtgt tgacgcagcc gccctcagtg

tcctgea
cttccag
cctgacc
cagtctg
gtcttcg
ggcggcg
ggaggag
tccgtca
gtcgcac
atcgtct
gaggaca

tggggcc

<210>
<211>
<212>
<213>

ctg
gaa
gat
agg
gaa
gct
gct
gtg
ttc
cca
cgg
aag
110

9
PRT

Homo sapiens

ggagcagctc caacatcggg
cagcccccaa actcctcatc
tctctggctc caagtctggce
atgaggctga ttattactgt
ctgggaccaa gctgaccgtc
ctggtggtgg tggatccctc
tgctccagcc gggggggtcc
gcacctacat gggctgggtc
tttatagtgg tggcggcaca
gagacagctc caagaatatg
ccgtctatta ctgtgcgaaa

gcaccctggt gaccgtctcc

Tyr Ser Gly

Ile val Ser

Ser Leu Lys

Ala Gly Gly

val Ser Ser
250

tctggggcecc
gcaggttatg
tatggtaaca
acctcagcct
gcagcatggg
ctaggttcta
gagatggccg
ctcagactct
cgccaggctc
taccacccag
gtctatcttc

ggaggggcag

tca

Pagina

175

Gly Gly Thr Tyr
190

Arg Asp Ser Ser
205

Ala Glu Asp Thr
220

Gly His Phe Asp

cagggcagag ggtcaccatc
atgtacactg gtaccagcag
gcaatcggcc ctcaggggtc
ccctggeccat cagtgggctc
atgacagcct gaatggttat
gaggtggtgg tggtagcggc
aggtgcagct ggtggagacc
cctgtgcagc ctctgggttc
cagggaaggg actggagtgg
cgtccctgca gggccgattc
aaatgaatag cctgaaagcc

gaggtggcca ctttgactcc

Lys

Ser
240

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
753



3314.013A-130926-Sequence Listing

<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

Pagina 34



<211>
<212>
<213>
<400>
Ile Leu
1

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
GIn Leu
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
Met Gly
1

Ser Leu

Gln Trp

Gly Ser

50

Pro Pro

65

Ala Glu

Ser Gly

Gly Pro

Pro Asn
130

9
PRT
Homo
116

Ser

117
9
PRT
Homo
117

Gln

118
449
PRT
Homo

118

Ser

Gly

Ala

35

Leu

Pro

Pro

Gln

Pro

115

Ala

sapiens

Leu

Glu
5

sapiens

Asn

Pro
5

sapiens

Asp

Gly

20

Pro

Gly

Pro

His

Phe

100

Pro

Pro

val
5
Gly

val

Gly

Glu
85
Thr

Pro

Tyr

Leu

Ser

Arg

Gly

Leu

Pro

Ser

70

Glu

Gly

Ser

Leu

3314.013A-130926-Sequence Listing

Met

Tyr

Asp

Gly

Asp

Ala

55

Phe

Gln

Thr

Gln

Pro
135

Lys

Asp

Leu

Cys

Phe

40

Pro

Ile

Cys

Ala

Ala

120

Ser

Leu

Lys

Asn Ala Leu
10

Ala Leu Pro
25

Ala Pro Pro

Pro Pro Ala

Lys Gln Glu
75

Leu Ser Ala
90

Gly Ala Cys

Ser Ser Gly

Cys Leu Glu

Pagina

Leu

val

Gly

Pro

60

Pro

Phe

Arg

Gln

Ser
140

Pro

Ser

Ala

45

Pro

Ser

Thr

Tyr

Ala

125

Gln

Ala
Gly
30
Ser
Pro
Trp
val
Gly
1
Arg

Pro

val

15

Ala

Ala

Pro

Gly

His

95

Pro

Met

Ala

Pro

Tyr

Pro

Gly

80

Phe

Phe

Phe



Lys

Tyr

Cys

Asn

225

Met

Ser

Ser

His

Arg

Leu

Tyr

GlIn

385

Asn

His

Ser

Thr

210

Leu

Asn

val

Asp

Thr

290

val

Pro

Ser

Gln

Leu

370

Lys

Gln

Thr

Glu

val

195

Gly

Tyr

Leu

Lys

Asn

275

His

Ala

Phe

His

Cys

355

Lys

Thr

Gly

Pro

Asp

180

Pro

Ser

Gln

Gly

Trp

His

Gly

Pro

Met

Leu

340

Asp

Arg

cys

Tyr

Ser

165

Pro

Pro

Gln

Met

Ala

245

Thr

Thr

val

Thr

Cys

325

Gln

Phe

His

Gln

Ser

150

Met

Pro

Ala

Thr

230

Thr

Glu

Thr

Phe

Leu

310

Ala

Met

Lys

Gln

Arg

3314.013A-130926-Sequence Listing

Thr val Thr Phe Asp Gly Thr Pro Ser
155

His

Gly

val

Leu

215

Ser

Leu

Gly

Pro

Arg

val

Tyr

His

Asp

Arg

Lys

Ala

Gln

Tyr

200

Leu

Gln

Lys

Gln

Ile

280

Gly

Arg

Pro

Ser

Cys

360

Arg

Phe

Ala

Gln

185

Gly

Leu

Leu

Gly

Ser

265

Leu

Ser

Gly

Arg

Glu

His

Ser

Gln

170

Gly

Cys

Arg

Glu

val

250

Asn

Cys

Gln

Ala

330

Lys

Arg

Thr

Arg

Phe

Ser

His

Thr

235

Ala

Gly

Asp

Ser

315

Asn

His

Arg

Gly

Ser
395

Pagina

Pro

Leu

Thr

Pro

220

Met

Ala

Ser

Ala

val

300

Glu

Lys

Thr

Phe

val

380

Asp

Asn

Gly

Pro

205

Tyr

Thr

Gly

Thr

Gln

285

Arg

Thr

Arg

Gly

Ser

365

Lys

Glu

190

Thr

Ser

Trp

Ser

Gly

Tyr

Arg

Ser

Tyr

Glu

350

Arg

Pro

Leu

Ser

175

Gln

Asp

Ser

Asn

Ser

255

Tyr

Arg

val

Glu

Phe

335

Lys

Ser

Phe

Lys

Tyr

160

Phe

Gln

Ser

Asp

Gln

240

Ser

Glu

Ile

Pro

Lys

Pro

Asp

Gln

Thr
400



3314.013A-130926-Sequence Listing

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 GIn Arg Asn Met Thr Lys Leu GIn 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 Vval
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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3314.013A-130926-Sequence Listing

<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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3314.013A-130926-Sequence Listing

<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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3314.013A-130926-Sequence Listing
<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 Ash Gly Asn Thr Asn Tyr Ala GIn 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 ITe Ile Pro Ile Phe Gly Thr Ala Asn Tyr Ala Gln Lys Phe GIn
1 5 10 15

Gly
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<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

139
10
PRT
Homo

139

Arg Ile Pro
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

140
17
PRT
Homo

140

Trp Ile Ser
1

Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

141
10
PRT
Homo

141

Asp Arg val
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

142
17
PRT
Homo

142

Gly Ile Ile

1

Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

143
12
PRT
Homo

143

Asn Tyr Asp
1

3314.013A-130926-Sequence Listing

sapiens

Pro Tyr Tyr Gly Met Asp val
5 10

sapiens

Ala His Asn Gly Asn Thr Asn Tyr Ala Gln Lys Leu GIn
5 10 15

sapiens

Trp Phe Gly Asp Leu Ser Asp
5 10

sapiens

Pro Ile Phe Gly Thr Ala Asn Tyr Ala Gln Lys Glu Gln
5 10 15

sapiens

Phe Trp Ser Gly Asp Ala Phe Asp Ile
5 10
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<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

144
12
PRT
Homo

144

Ile Pro Gly
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

145
6
PRT
Homo

145

Phe Tyr Gly
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

146
5
PRT
Homo

146

Asp Tyr Gly
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

147
15
PRT
Homo

147

Gly ITe Asn

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

148
12
PRT
Homo

148

Glu Arg Gly
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

149
5
PRT
Homo

149

sapiens

Thr Asn
5

sapiens

Met Asp
5

sapiens

Met Ser
5

sapiens

Trp Asn
5

sapiens

Tyr Gly
5

sapiens

3314.013A-130926-Sequence Listin

Tyr Ala GIn Lys Phe Gln Gly
10

val

Gly Gly ser Thr Gly Tyr Ala Asp Ser V
10

Tyr His Asp Pro His Asp Tyr
10
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Asn Tyr Thr
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

150
15
PRT
Homo

150

Ser Ile Ser

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

151
13
PRT
Homo

151

Glu Gly Tyr
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

152
5
PRT
Homo

152

Ser Tyr Gly
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

153
15
PRT
Homo

153

Gly ITe Leu
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

154
12
PRT
Homo

154

Cys Ser Ser
1

<210>
<211>
<212>

155
5
PRT

3314.013A-130926-Sequence Listing

Met Asn
5

sapiens

Leu Ser Gly Ala Tyr Ile Tyr Tyr Ala Asp Ser Leu
5 10 15

sapiens

Ser Ser Ser val Tyr Asp Ala Phe Asp Leu
5 10

sapiens

Met His
5

sapiens

Ser Asp Gly Gly Lys Asp Tyr Tyr val Asp Ser val
5 10 15

sapiens

Asn Tyr Gly Asn Asp Ala Phe Asp Ile
5 10
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<213> Homo
<400> 155

Thr Tyr Ser
1

<210> 156
<211> 15

<212> PRT
<213> Homo

<400> 156

Ser Ile Ser
1

<210> 157
<211> 13
<212> PRT
<213> Homo

<400> 157

Asp Gln Tyr
1

<210> 158
<211> 5
<212> PRT
<213> Homo

<400> 158
Ser Tyr Gly
1

<210> 159
<211> 14

<212> PRT
<213> Homo

<400> 159

Ser Ile Ser
1

<210> 160
<211> 9

<212> PRT
<213> Homo

<400> 160

Glu Tyr Tyr
1

3314.013A-130926-Sequence Listin
sapiens

Met Asn
5

sapiens

Ser Gly Ala Tyr Ser Ile Phe Tyr Ala Asp Ser V
5 10

sapiens

Tyr Gly Asp Lys Trp Asp Ala Phe Asp Ile
5 10

sapiens

Met Asn
5

sapiens

Ser Gly Gly Ser Ile Tyr Tyr Ala Asp Ser val
5 10

sapiens
Trp Asp Ala Phe Asp Ile
5
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<210> 161
<211> 14
<212> PRT
<213> Homo
<400> 161
Cys Ser Gly
1

<210> 162
<211> 8
<212> PRT
<213> Homo
<400> 162
Ser Asn Asn
1

<210> 163
<211> 13
<212> PRT
<213> Homo
<400> 163
Ala Ala Trp
1

<210> 164
<211> 13
<212> PRT
<213> Homo
<400> 164
Glu Ala Trp
1

<210> 165
<211> 15
<212> PRT
<213> Homo
<400> 165

Cys Thr Gly
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

166
8
PRT
Homo

166

Gly Asn Ser

sapiens

Ser Ser
5

sapiens

Gln Arg
5

sapiens

Asp Asp
5

sapiens

Asp Asp
5

sapiens

Ser Ser
5

sapiens

Asn Arg

Ser

Pro

Ser

Ser

Ser

Pro

3314.013A-130926-Sequence Listing

Asn

Ser

Leu

Leu

Asn

Ser

Ile Gly Ser Asn Thr val Asn
10

Gly

Asn Gly Trp val Phe Gly
10

Lys Gly 550 val Phe Gly

Ile Gly Ala Gly Tyr Asp val His
10

15

Gly
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3314.013A-130926-Sequence Listing

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
1

<210> 173
<211> 14
<212> PRT
<213> Homo

<400> 173

Ser Ala Trp
1

<210> 174
<211> 13

<212> PRT
<213> Homo

<400> 174

Ala Ala Trp
1

<210> 175
<211> 14
<212> PRT
<213> Homo

<400> 175
Cys Ser Gly
1

<210> 176
<211> 8

<212> PRT
<213> Homo

<400> 176

Ser Asn Ser
1

<210> 177
<211> 13
<212> PRT
<213> Homo

<400> 177
Ala Ala Trp
1

<210> 178
<211> 14

Gln Arg
5

sapiens

Asp Asp
5

sapiens

Asp Asp
5

sapiens

Ser Ser
5

sapiens

Gln Arg
5

sapiens

Asp Asp
5

Pro

Ser

Ser

Ser

Pro

Ser

3314.013A-130926-Sequence Listing

Ser Gly

Leu Asp Gly His val val Phe Gly
1

Leu Asn Gly Tyr val Phe Gly
10

Asn Ile Gly Ser Ser Thr val Asn

10

Ser Gly

Leu Asn Gly val val Phe Gly
10
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<212> PRT
<213> Homo
<400> 178

Cys Ser Gly
1

<210> 179
<211> 8
<212> PRT

<213> Homo
<400> 179

Arg Ser Asn
1

<210> 180
<211> 14

<212> PRT
<213> Homo
<400> 180

Cys Ser Gly
1

<210> 181
<211> 14
<212> PRT

<213> Homo
<400> 181

Cys Ser Gly
1

<210> 182
<211> 8
<212> PRT
<213> Homo
<400> 182
AsSp Asn Asn
1

<210> 183
<211> 13
<212> PRT

<213> Homo
<400> 183

Gly Thr Trp
1

sapiens

Ser Ser
5

sapiens

Gln Arg
5

sapiens

Ser Ser
5

sapiens

Ser Ser

sapiens

Lys Arg
5

sapiens

Asp Asn
5

Ser

Pro

Ser

Ser

Pro

Ser

3314.013A-130926-Sequence Listing

Asn

Ser

Asn

Asn

Ser

Leu

Ile Gly Ser Asn Tyr val Tyr
10

Gly

ITe Gly Arg Asn Thr val Asn
10

Ile Gly Asn Asp Tyr val Ser
10

Gly

Ser Ala Igp val Phe Gly
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<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

184
14
PRT
Homo

184

Cys Ser Gly
1

<210> 185
<211> 8
<212> PRT
<213> Homo
<400> 185
Asn Asn Asn
1

<210> 186
<211> 13
<212> PRT
<213> Homo
<400> 186
Ala Thr Trp
1

<210> 187
<211> 8
<212> PRT
<213> Homo
<400> 187
Arg Asn Asn
1

<210> 188
<211> 13
<212> PRT
<213> Homo
<400> 188
Ala Ala Trp
1

<210> 189
<211> 14
<212> PRT
<213> Homo
<400> 189

sapiens

Ser Ser

sapiens

Gln Arg
5

sapiens

Asp Asp
5

sapiens

Gln Arg
5

sapiens

Asp Asp
5

sapiens

Ser

Pro

Ser

Pro

Ser

3314.013A-130926-Sequence Listing

Asn Ile Gly Ser Asn Ser val Tyr
10

Ser Gly

Leu Ser Gly Trp val Phe Gly
10

Ser Gly

Leu Ser Ala Trp val Phe Gly
10
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Cys Ser Gly
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

190
8
PRT
Homo

190

Asp Asn Asnh

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

191
13
PRT
Homo

191

Gly Thr Trp
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

192
14
PRT
Homo

192

Cys Ser Gly
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

193
14
PRT
Homo

193

Cys Ser Gly
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

194
8
PRT
Homo

194

Ser Asn Phe
1

<210>
<211>
<212>
<213>

195
13
PRT
Homo

Ser Thr
5

sapiens

Asn Arg
5

sapiens

Asp Ser
5

sapiens

Ser Ser
5

sapiens

Ser Asn

sapiens

Glu Arg
5

sapiens

Ser

Pro

Ser

Ser

Ser

Pro

3314.013A-130926-Sequence Listing
Asn Ile Gly Ser Tyr Tyr val Ser
10

Ser Gly

Leu Ser Ala Trp val Phe Gly

10

Asn Ile Gly Asn Asn Tyr val Ser
10

Asn Ile Gly Igr Asn Thr val Thr

Ser Gly
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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 GIn Ser Tyr Ser Thr Pro Thr
1 5

<210> 201
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<211> 11
<212> PRT
<213> Homo

<400> 201

Arg Ala Ser
1

<210> 202
<211> 7
<212> PRT
<213> Homo
<400> 202

Ala Ala Ser
1

<210> 203
<211> 10
<212> PRT

<213> Homo
<400> 203

Gln Lys Tyr
1

<210> 204
<211> 11

<212> PRT
<213> Homo
<400> 204

Arg Ala Ser
1

<210> 205
<211> 7
<212> PRT
<213> Homo
<400> 205
Arg Ala Ser
1

<210> 206
<211> 9
<212> PRT
<213> Homo
<400> 206

Gln Gln Ser
1

sapiens

Gln Gly
5

sapiens

Thr Leu
5

sapiens

Asn Ser
5

sapiens

Gln Ser
5

sapiens

Thr Leu
5

sapiens

Ser Ser
5

Ile

Gln

Ala

Ile

Gln

Leu

3314.013A-130926-Sequence Listing

Ser Asn Tyr Leu Ala
10

Ser

Pro Gly val Thr

10

Asn Gly Trp Leu Ala
10

Ser

Pro Phe Thr

Pagina 52



<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

207
11
PRT
Homo

207

Arg Ala Ser
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

208
7
PRT
Homo

208

Ala Ala ser
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

209
9
PRT
Homo

209

Gln Gln Leu
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

210
11
PRT
Homo

210

Gly Gly Asn
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

211
7
PRT
Homo

211

Asp Asp Ser
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

212
11
PRT
Homo

212

sapiens

Gln Gly 1I1e
5

sapiens

Thr Leu
5

sapiens

Lys

Asn Ser Tyr
5

sapiens

Asn Ile Gly

5

sapiens

Asp Arg
5

sapiens

Pro

3314.013A-130926-Sequence Listing

Ser Tyr Tyr Leu Ala
10

Ser

Pro Leu Thr

Ser Lys Ser val His
10

Ser
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Gln val Trp
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

213
11
PRT
Homo

213

Gln val Trp

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

214
7
PRT
Homo

214

Tyr Asp Ser
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

215
11
PRT
Homo

215

Gly Gly Thr
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

216
11
PRT
Homo

216

Gly Gly Asn
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

217
7
PRT
Homo

217

Tyr Asp Arg
1

<210>
<211>
<212>

218
11
PRT

Asp Ser
5

sapiens

Asp Ser
5

sapiens

Asp Arg
5

sapiens

Asn Ile
5

sapiens

Asn val
5

sapiens

Asp Arg
5

Ser

Ser

Pro

Gly

Pro

3314.013A-130926-Sequence Listing

Ser Asp His Pro val
10

Gly Asp His Pro val
10

Ser

Ser Arg Phe val His

10

Ser Lys Ser val His
10

Ser
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<213> Homo
<400> 218

Glu val Trp
1

<210> 219
<211> 11

<212> PRT
<213> Homo

<400> 219
§1y Gly Lys

<210> 220
<211> 11

<212> PRT
<213> Homo

<400> 220

Gln val Trp
1

<210> 221
<211> 11

<212> PRT
<213> Homo

<400> 221

Gln val Trp
1

<210> 222
<211> 11
<212> PRT
<213> Homo

<400> 222
Gly Gly Asp
1

<210> 223
<211> 7
<212> PRT
<213> Homo

<400> 223

Tyr Asp Thr
1

sapiens

Asp Ser
5

sapiens

Asn Ile
5

sapiens

Asp Ser
5

sapiens

Ile Ser
5

sapiens

Asn Ile
5

sapiens

Asp Arg
5

Gly

Gly

Gly

Ser

Gly

Pro

3314.013A-130926-Sequence Listing

Ser Asp His Pro val
10

Ser Lys Ser val His
10

Ser Asp His Tyr val
10

Gly Asp Arg val Ile
10

Ser Gln Gly val His
10

Ser
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<210> 224
<211> 11
<212> PRT
<213> Homo
<400> 224
Gln val Trp
1

<210> 225
<211> 14
<212> PRT
<213> Homo
<400> 225
Thr Gly Thr
1

<210> 226
<211> 7
<212> PRT
<213> Homo
<400> 226
Asp val Ser
1

<210> 227
<211> 10
<212> PRT
<213> Homo
<400> 227

Gly Ile Tyr
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

228
7
PRT
Homo

228

Asp val Gly
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

229
10
PRT
Homo

229

ser Ser Tyr

sapiens

Gly Ala
5

sapiens

Ser Ser
5

sapiens

Lys Arg
5

sapiens

Thr Tyr
5

sapiens

Asn Arg
5

sapiens

Thr Ser

Ser

Asp

Pro

Ser

Pro

Ser

3314.013A-130926-Sequence Listing

Ser Asp His Pro val
10

val Gly Gly Tyr Asn Tyr val Ser
10

Ser

Asp Ser Trp val

10

Ser

Ser Thr Arg val
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<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

230
14
PRT
Homo

230

Thr Gly Thr

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

231
7
PRT
Homo

231

Asp val Ile
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

232
10
PRT
Homo

232

Ser Ser Tyr
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

233
14
PRT
Homo

233

Thr Gly Thr
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

234
7
PRT
Homo

234

Asp val Ser

1

<210>
<211>
<212>
<213>

235
12
PRT
Homo

sapiens

Arg Ser
5

sapiens

Tyr Arg
5

sapiens

Thr Asn
5

sapiens

Ser Ser
5

sapiens

Asp Arg
5

sapiens

Asp

Pro

Thr

Asp

Pro

3314.013A—1i8926—$equence Listing

val Gly Leu Tyr Asn Tyr val Ala
10

Gly

Gly Thr val Leu
1

Phe Gly Asp Tyr Asp Tyr val Ser
10

Ser
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<400>

235

Gln Ser Tyr
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

236
330
PRT
Homo

236

Ala Ser Thr
1

Ser

Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Arg

Pro

Lys

val

145

Tyr

Glu

His

Thr

Pro

val

50

Ser

Ile

val

Ala

Pro

130

val

val

Gln

Gln

Ser

Glu

35

His

Ser

cys

Glu

Pro

115

Lys

val

Asp

Tyr

Asp

Ser

sapiens

Ser

Lys Gly Pro
5

Gly

20

Pro

Thr

val

Asn

Pro

100

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

180

Trp

Gly

val

Phe

val

val

85

Lys

Leu

Thr

val

val

165

Ser

Leu

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

150

Glu

Thr

Asn

3314.013A-130926-Sequence Listing

Leu Ser Gly Ser Gly val
10

Ser

Ala

val

Ala

55

val

His

cys

Gly

Met

135

His

val

Tyr

Gly

val

Ala

ser

40

val

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

Glu

Arg

Lys

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Ser

Asp

Asn

val

185

Glu

Pro Leu
10

Gly Cys

Asn Ser

Gln Ser

Ser ser
75

Ser Asn
90

Thr His

Ser val

Arg Thr

Pro Glu
155

Ala Lys
170

val Ser

Tyr Lys

Pagina

Ala

Leu

Gly

ser

60

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

140

val

Thr

val

Cys

Pro

val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

125

Glu

Lys

Lys

Leu

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

val

Pro

110

Phe

val

Phe

Pro

Thr

190

val

ser

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

95

Pro

Pro

Thr

Asn

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Cys

Pro

cys

Trp

Glu

Leu

Asn



Lys Ala
210

Gln Pro
225

Leu Thr

Pro Ser

Asn Tyr

Leu Tyr
290

val Phe
305

Gln Lys

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Thr val
1

Leu Lys

Pro Arg

Gly Asn
50

Tyr Ser
65

His Lys

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser

237
106
PRT
Homo

237

Ala

Ser

Glu

35

Ser

Leu

val

Pro Ala

Glu Pro

Asn Gln

245

Ile Ala

260

Thr Thr

Lys Leu

Cys Ser

Leu Ser
325

sapiens

Ala Pro

Gly Thr

20

Ala Lys

Gln Glu

Ser Ser

Tyr Ala
85

Pro

Gln

230

val

val

Pro

Thr

val

310

Leu

Ser

Ala

val

Ser

Thr

70

cys

3314.013A-130926-Sequence Listing

215

val

Ser

Glu

Pro

val

295

Met

Ser

val

Ser

Gln

val

55

Leu

Tyr

Leu

Trp

val

280

Asp

His

Pro

Phe

val

Trp

40

Thr

Thr

val

Thr

Thr

Glu

265

Leu

Lys

Glu

Gly

Ile

val

25

Lys

Glu

Leu

Thr

Leu Pro
235

Cys Leu
250

Ser Asn

Asp Ser

ser Arg

Ala Leu
315

Lys
330

Phe Pro
10

Cys Leu

val Asp

GIn Asp

Ser Lys
75

His Gln
90

Pagina

Pro

val

Gly

Asp

Pro

Leu

Asn

ser

60

Ala

Gly

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn

Ser

Asn

Ala

45

Lys

Asp

Leu

Arg

Gly

Pro

270

Ser

Gln

His

Asp

Asn

30

Leu

Asp

Tyr

Ser

Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys
220

Asp

Phe

255

Glu

Phe

Gly

Tyr

Glu

15

Phe

Gln

Ser

Glu

Ser
95

Gly

Glu

240

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
320

Gln

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro



3314.013A-130926-Sequence Listing

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

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 GIn 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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2 Novelty (Art. 33(2) PCT)

The prior art does discloses neither an antibody binding to a WT1 peptide pre-
sented by HLA-A2 nor an antibody having any of the structural features re-
ferred to in claims 1-4, let alone a nucleic acid encoding such an antibody.
Consequently, claims 1-41 are novel.

3 Inventive step (Art. 33(3) PCT)

3.1 D1 which is considered to represent the closest prior art as it teaches the use
of a TCR specific for the WT1 124-136 peptide RMFPNAPYL presented by
HLA-A2 for the treatment of cancer including leukemia (Examples 1 and 2;
claims 1 and 20-24). Claim 1 is distinguished therefrom in that instead of a
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3.2

3.3

3.4

3.5

3.6

TCR a TCR-like antibody is used. The use of an antibody avoids the introduc-
tion of the TCR into a patient's T cell. Thus, the technical problem resides in
providing a means for directly targeting the WT1 124-136 peptide RMFP-
NAPYL presented by HLA-A2 on cancer cells. D2-D5 disclose the generation
of antibodies that behave like TCRs and that can be used in the treatment of
cancer. D2 even teaches that a possible TCR epitope to be targeted may be
the said WT1 peptide (Tab. |, SEQ ID No. 55). Hence, the skilled person
would produce TCR-like antibodies targeting the said WT1 peptide presented
by HLA-A2 using the techniques disclosed e.g. D3 (p. 42,1. 14 -p. 70,1. 17) to
solve the said problem. It is not discernible that all of the antibodies defined in
structural terms covered by claim 1 display a common surprising technical ef-
fect i.e. that these antibodies obtainable by routine techniques (supra) could
be considered purposively selected. Since, said antibodies rather appear to
be arbitrarily selected they cannot establish an inventive step.

The foregoing considerations under item 3.1 apply mutatis mutandis to claims
3 and 4 as well as to claims 14-19, 28-31, 35 and 38-40.

The additional features suggested by claims 5-12, 20, 23, 32-34, 36, 37 and
41 are either disclosed by at least one of D1-D5 or are a matter of the skilled
person's routine and thus unsuitable to establish an inventive step.

Given that the cancer-specific therapy according to D1 is based on the cancer
cell's expression of WT1, the use of the TCR-like antibody for detecting WT1
appears to be a further routine application thereof. Hence, the foregoing con-
siderations under items 3.1 - 3.3 apply mutatis mutandis to claims 24-27.

Claim 2 proposes antibodies in terms of the sequences of their CDRs without
a functional limitation by a binding specificity. The claim covers any combina-
tion of the 6 sets of HC-CDR and LC-CDR sequences, respectively, thereby
including combinations of HC-CDRs with LC-CDRs which will give antibodies
that do not bind to a WT1 peptide presented by HLA-A2. Therefore, the prob-
lem in view of the claim's scope as just discussed resides in providing further
antibodies in general. The generation of antibodies is a matter of routine and
the selection of any specific antibody obtainable by said routine, in the ab-
sence of a surprising technical effect associated therewith has to be consid-
ered arbitrary and therefore devoid of an inventive activity.

The foregoing under item 3.5 considerations apply mutatis mutandis to claim
13, 21, 22, 28, 30 and 39 inasmuch as they refer directly or indirectly to claim
2.
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3.7 The additional features proposed by claims 5, 6, 10-12 and 23 inasmuch as
they refer to claim 2 are also routine embodiments of antibodies or of produc-
ing them and thus do not establish an inventive step.

3.8 Given that claim 2 covers antibodies that are not specific for WT1 peptides
presented by HLA class | molecules, such antibodies do not achieve any ther-
apeutic effect on WT1 expressing cells. Hence, the medical uses according to
claims 29 and 31-38 are not enabled inasmuch as they relate to the use of an
antibody according to claim 2 or a nucleic acid encoding it according to claim
13 (Art. 5 PCT). Consequently, the problem underlying said claims inasmuch
as they refer to claim 2 of providing means to treat WT1 positive diseases is
not solved and hence said claims lack an inventive step.

4 Industrial applicability (Art. 33(4) PCT)

Industrial applicability of the subject-matter of claims 1-40 is acknowledged.

5 Claims 29 and 31-41 relate to methods of treatment of the human/animal body
by therapy and thus to subject-matter considered by this Authority to be cov-
ered by the provisions of Rule 39.1(iv) /67.1(iv) PCT. The patentability of said
claims can be dependent upon the formulation of the claims. The EPO, for ex-
ample, does not recognise as patentable claims to the use of a compound in
medical treatment, but may allow claims to a product, in particular substances
or compositions for use in a first or further medical treatment.

Re item VIII

Claim 10 refers inter alia to claim 4 and proposes that the antibody or antigen-
binding fragment is a Fab, Fab', F(ab'),, Fv or scFv. Claim 4, however, speci-
fies the sequences of scFvs. Thus, the suggestion in claim 10 of other frag-
ments than scFv is inconsistent with the claim's dependency on claim 4 and
causes problems in construing the scope of claim 10 (Art. 6 PCT).
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