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SOLICITUD DE:

©,

x | Patente de Invencion.

Patente de Modelo de Utilidad.

X | Capitulo 1. Capitulo II.
@ . Nombre: DANA-FARBER CANCER IDENTIFICACION
. INSTITUTE, INC.
SOLICITANTE  Direccién: 44 Binney Street Boston MA 02115 C.C. NIT
71 !
(71) - Nacionalidad o Domicilio: Estados Unidos C.E. Otro ]
Lugar de Constitucidon: Estados Unidos Cual
: Teléfono: Fax: i
| E-mail: Numero
| IDENTIFICACION
. Nombre: CARLOS R. OLARTE |
c.C.| x | NIT
REPRESENTANTE | Direccion: Carrera 5 No 34-03 Bogotd D.C.
; C.E. Otro
O APODERADO ; y
| Teléfono: 601-7700 Fax: 601-7799 Cual

E-mail: office@olartemoure.com

NdaGmero 79782747Bta .

. TP_74.295

Nombre: VER PAGINA ADJUNTA

Direccion: VER PAGINA ADJUNTA

INVENTOR (ES)
(72)

i

Nacionalidad o Domicilio: VER PAGINA ADJUNTA

| () FeTse)

Solicitud Internacional No. PCT/US2012/057839 Fecha

Publicacién Internacional No. WO 2013/049517 Fecha

Septiembre 28, 2012

Abril 04, 2013

@ Titulo (54) PEPTIDOS TERAPEUTICOS

Clasificacion Internacional (51) A61K 39/395

(33) Pais de Origen (32) Fecha (31) Ndmero de
Prioridad Solicitud
us Septiembre 30, 2011 | 61/541,921
SI| X | NO

Fecha

@ Comprobante de pago No. 14-
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ANEXOS

PR

Comprobante de pago de la tasa de pre'sentac'ién de la solicitud.

G
Documento que acredita la existencia y representaCIon legal cuando el solicitante sea persona
juridica. g

Poderes, si fuere el caso.

Documento de cesidn del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones. Declaracion bajo la Regla 4.17 (ii) del PCT.

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos).

Traducciéon de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcién, reivindicaciones,
dibujos).

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

Traduccién del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA.

De ser el caso, copia del contrato de acce'so curd

De ser el caso, documento que acredite Ia IlcenCIa 0 autorizacion de uso de conocimientos
tradicionales de Ias comunldades |nd|genas )

De ser el caso, certificado de deposito de_l’mya_nterial 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 invencidon de esta
solicitud.

Y

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

Otros. Bdsqueda Internacional

FIGURA CARACTERISTICA:
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9

NOMBRE:_CARLOS R. OLARTE FIRMA:

Solicito la concesidn de la patente,

C.C.79.782.747 Bta T.P. 74 295




Kai W. WUCHERPFENNIG
67 Highland Road Brookline,
Massachusctts 02445

listados Unidos de Amecrica

Bettina FRANZ

80 Plcasant Street

132 Brookline,
Massachusctts 02446
Iistados Unidos de America

Jr., Kenneth MAY

106 Village Downtown
Blvd Bozcman,

Montana 59715

Fstados Unidos de América

Glenn DRANOFF

28 Outlook Drive Lexington,
Massachusctts 02421
I<stados Unidos de América

F. Stephen HODI
15Vaillencourt Drive
Framingham,
Massachusctts 02115
Izstados Unidos de América

Christopher HARVEY

450 Brooklinc Avenue Boston,
Massachusctts 02215

Iistados Unidos de América

LISTA DE INVENTORES

PCT/US2012/057839
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Act. 411 PRESENTACION Folios.8— 6

PATENTE DE INVENCION [ | MODELO DE UTILIDAD | | s v e Touro

OO

indicacién que se solicita una patente.

Datos de identificacion del solicitante o d€ la persona que presenta la solicitud
Descripcion de la invencién

Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de las tasas establecidas (De ser el caso formato de descuento)

Completa l:l Incompleta D

PATENTE DE INVENCION PCT D MODELO DE UTILIDAD PCT D Art.33 Decision 486/00, Circular Unica

00 0 O

Indicacidn que se solicita una PCT

Copia de la solicitud en espaniol, tal como fue presentada inicialmente (capitulo descriptivo,
reivindicatorio, resumen)

Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de las tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento)

Completa D Incompleta D

DISENO INDUSTRIAL | | (Art. 119 Decision 486/00)

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Tra. 11 PATENTEIYII Eve: 378 FASENACIONALI

[ ]
[]

[]
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Indicacion que se solicita Disefio industrial

Datos de identificaciéon del solicitante o de la persona que presenta la solicitud

Representacién grafica y fotografica del Disefio industrial o muestra del material que incorpora el
disero

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D Incompleta D

ESQUEMA DE TRAZADO | | (Art. 92 Decision 486/00)

HENREEN

Indicacion que se solicita un esquema de trazado
Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Representacién grafica de un esquema de trazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D Incompleta D

P102-F08 (2009-11-18)
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SOLICITUD DE:
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x | Patente de Invencidn. Patente de Modelo de Utilidad.
X | Capitulo I. Capitulo II.
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INSTITUTE, INC.
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71
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Lugar de Constitucion: Estados Unidos Cual
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E-mail: Numero
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INVENTOR (E
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(72)
@ PCT (86)
Solicitud Internacional No. PCT/US2012/057839 Fecha  Septiembre 28, 2012
Publicacion Internacional No. WO 2013/049517 Fecha Abril 04, 2013

@ Titulo (54) _PEPTIDOS TERAPEUTICOS

Clasificacion Internacional (51) A61K 39/395

(33) Pais de Origen (32) Fecha (31) Namero de
Prioridad Solicitud
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ANEXOS
Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud.

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona
juridica.

Poderes, si fuere el caso.

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

Traduccion de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion, 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 autorizacidn de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depdsito del material bioldgico.

Arte final 12 x 12.

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

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

Otros. Busqueda Internacional
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@ Solicito la concesidn de la patente,

NOMBRE: _CARLOS R. OLARTE FIRMA:
C.C.79.782.747 Bta T.P._74.295




LISTA DE INVENTORES

PCT/US2012/057839
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#32 Brookline,
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Jr., Kenneth MAY
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Blvd Bozeman,

Montana 59715

Estados Unidos de América

Glenn DRANOFF

28 Outlook Drive Lexington,
Massachusetts 02421
Estados Unidos de América

F. Stephen HODI
15Vaillencourt Drive
Framingham,
Massachusetts 02115
Estados Unidos de América

Christopher HARVEY

450 Brookline Avenue Boston,
Massachusetts 02215

Estados Unidos de América
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Attorney Docket No.: 00530-0521P01

ASSIGNMENT

For valuable consideration, we, Kai W. Wucherpfennig, of Brookline, MA; Bettina
Franz, of Brookline, MA; Kenneth F. May, Jr., of Brookline, MA; Glenn Dranoff, Lexington,
MA, and Stephen Hodi, Framingham, MA; hereby assign to DANA FARBER CANCER
INSTITUTE. INC., a corporation of Massachusetts, having a place of business at 44 Binney
Street, Bos;én, MA 02115, and its successors and assigns (collectively hereinafier called “the

Assignee”), the entire right, title and interest throughout the world in the inventions and

| improvements which are subject of dn application for United States Patent signed by us, entitled
THERAPEUTIC PEPTIDES, filed September 30. 2011 , and assigned U.S. Serial Number
61/541.921 , this assignment including said application, any and all United States and foreign

patents, utility models, and design registrations granted for any of said inventions or

improvements, and the right to claim priority based on the filing date of said application under
the International Convention for the Protection of Industrial Property, the Patent Cooperation
Treaty, the European Patent Convention, and all other treaties of like purposes; and we authorize
the Assignee to apply in all countries in our name or in its own name for patents, utility models,
design registrations and like rights of exclusion and for inventors® certificates for said inventions
and improvements; and we agree for ourselves and our respective heirs, legal representatives and
assigns, without further compensation to perform such lawful acts and to sign such further
applications, assignments, Preliminary Statements and other lawful documents as the Assignee

may reasonably request to effectuate fully this assignment.

Assignment Page 1 of 6
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Attormiey Docket No.: 00530-0521P01

DaTE: ! ’/ ""/// | /é/l A %(MM

KAI W. WUCHERPEENNIG Q

STATE OF )

) SS
COUNTY OF W )

On /] - . before me, the undersigned, a notary public for the State
of Massachusetts. there personally appeared KAI W. WUCHERPFENNIG personally kaown 10 me
(or proved to me on the basis of satisfactory evidence) to be the person whose name is subscribed to
this Assignment, who acknowledged having executed the same in his or her authorized capacity and

that by his or her signature on this Assignment, the person or the entity upon behalf of which he or
she acted, executed this Assignment.

WITNESS my hand and official seal.
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Attotney Docket No.; 00530-0521P01

IDATE: 1- -1/ /@ ,W

BETTTHA FRANZ v

STATEOF___ /) A )

) SS.
COUNTY OF éﬁé}'ﬁ__)
On_ ff-7<// , before me, the undersigned, a notary public for the State

of Massachusetts, there personally appeared BETTINA FRANZ personally known to me (or
proved to me on. the basis of satisfactory evidence) to be the person whose name is subscribed to
this Assignment, who acknowledged having executed the same in his or her authorized capacity and
that by his or her signature on this Assignment, the person or the entity upon behalf of which he or
she acted, executed this Assignment,

WITNESS my hand and official seal.
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Attorney Docket No.: 00530-0521P01

v 1200 e T

KENNETH F. MAY, JR. / /

sTaTEOF __ /14 )
) SS.
COUNTY OF y &
On - A - /[ , before me, the undersigned, a notary public for the State

of Massachusetts, there personally appeared KENNETH F. MAY, JR. personally known to me (or
proved to me on the basis of satisfactory evidence) to be the person whose name is subscribed to
this Assignment, who acknowledged having executed the same in his or her authotized capacity and

that by his or her signature on this Assignment, the person or the entity upon behalf of which he or
she acted, executed this Assignment.

WITNESS my hand and official seal.

“\\\QHNHM"”
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Attorney Docket No.: 00530-0521P01

oate (026 /U A% ){/

GEENN DRANOFF
STATEOF ] ;9 )
' y SS.
: Y, )
COUNTY OF @t/fﬁf&g/‘é ) \
On /- ‘2{‘//7 -// , before me, the undersigned, a notary public for the State

of Massachusetts, there personally appeared GLENN DRANOFF personally known to me (or
proved to me on the basis of satisfactory evidence) to be the person whose name is subscribed to
this Assignment, who acknowledged having executed the same in his or her authorized capacity and
that by his or her signature on this Assignment, the person or the entity upon behalf of which he or

she acted, executed this Assignment.

WITNESS my hand and official seal.

No}ai‘gf Pubhc
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Attorney Docket No.: 00530-0521P01

outs: {1~ 171/ 7 Vo Do

STEPHENZIODI

stateor (WA )
) SS.
COUNTY OF Swélé@é ;

On (2 77-/ , before me, the undersigned, a notary public for the State
of Massachusetts, there personally appeared STEPHEN HODI personally known to me (or proved
to me on the basis of satisfactory evidence) to be the person whose name is subscribed to this
Assignment, who acknowledged having executed the same in his or her authorized capacity and

that by his or her signature on this Assignment, the person or the entity upon behalf of which he or
she acted, executed this Assignment.

WITNESS my hand and official seal.
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Attorney Docket No.: 00530-0293001 DFCI 1518.03

ASSIGNMENT

For valuable consideration, we, Kai W. Wucherpfennig, of 67 Highland Road, Brookline,
MA 02445; Bettina Franz, of 9 Sherman House, Rustat Avenue, CB1 3RF Cambridge, United
Kingdom; Kenneth F. May, Jr., of 106 Village Downtown Blvd., Bozeman, MT 59715; Glenn
Dranoff, of 150 Concord Road, Sudbury, MA 01776; F. Stephen Hodi, of 15 Vaillencourt Drive,
Framingham, MA 02115; and Christopher Harvey, of 8 Conway Street; Boston, MA 02131;
hereby assign to DANA-FARBER CANCER INSTITUTE, INC., a corporation of
Massachusetts, having a place of business at 450 Brookline Avenue, Boston, MA 02215-5450,
and its successors and assigns (collectively hereinafter called “the Assignee”), the entire right,
title and interest throughout the world in the inventions and improvements which are subject of
an application for United States Patent signed by us, entitled THERAPEUTIC PEPTIDES, filed _
September 12,2013, and assigned U.S. Serial Number __ 14/025,573 , and

we authorize and request the attorneys appointed in said application to hereafter complete this
assignment by inserting above the filing date and serial number of said application when known
this assignment including said application, any and all United States and foreign patents, utility
models, and design registrations granted for any of said inventions or improvements, and the
right to claim priority based on the filing date of said application under the International
Convention for the Protection of Industrial Property, the Patent Cooperation Treaty, the
European Patent Convention, and all other treaties of like purposes; and we authorize the
Assignee to apply in all countries in our name or in its own name for patents, utility models,
design registrations and like rights of exclusion and for inventors’ certificates for said inventions
and improvements; and we agree for ourselves and our respective heirs, legal representatives and
assigns, without further compensation to perform such lawful acts and to sign such further
applications, assignments, Preliminary Statements and other lawful documents as the Assignee

may reasonably request to effectuate fully this assignment.

Assignment Page 1 of 7



Attorney Docket No.: 00530-0293001 DFCI 1518.03

DATE: 2?/; </f‘7 / / Wi Q/,/

KA W. WUCHERPF }G

%\‘\v

‘sTATE OF \W\IX )
) SS.

COUNTY OF u o\l )

On VYoo l\?\}\fil AN £€f\ N, before me, the undersigned, a notary public, there
personally appeared KAI W. WUCHERRFENNIG personally known to me (or proved to me on the
basis of satisfactory evidence) to be the person whose name is subscribed to this Assignment, who
acknowledged having executed the same in his authorized capacity and that by his signature on this
Assignment, the person or the entity upon behalf of which he acted, executed this Assignment.

(@

Not Pubhc

WITNESS my hand and official seal.

VERONIQUE A. CORRDIN

Notary Public R 3
COMMONWEALTH OF MASSACHUSETTS]

My Commission Expirés:

May 18, 2018

Assignment Page 2 of 7




Attorney Docket No.: 00530-0293001 DFCE 1518.03

DATE: A\ SO\ Q“) (g e

BETTINA FRANZ

WITNESS:

Luree BAYLASS %m

Name:

o9 \L 2otk
Date

WITNESS:

- \
Coclo  Sclage:lin [on, 3oL

Name:

0% V22011
Date

=
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Attorney Docket No.: 00530-0293001 DFCI 1518.03

DATE: 8/2"/13 %»«W/(Aﬁ/

KENNETH F. MAY//
stateor Mentana_ )

) SS.

COUNTY OF éa“gzhﬂ )
On , before me, the undersigned, a notary public, there
personally appeaféd KENNETH F. MAY, JR. personally known to me (or proved to me on the

basis of satisfactory evidence) to be the person whose name is subscribed to this Assignment, who

acknowledged having executed the same in his authorized capacity and that by his signature on this
Assignment, the person or the entity upon behalf of which he acted, executed this Assignment.

WITNESS my hand and official seal.

W, WENDY GWINNER
ée; L% NOSTYA':Y Pt;l!:ktc 'for the
S *2Z ate of Montana
S *Z Residing ot
25 /s§ Bozemcn, Montana Notary Public
“t orwor® My Commiission Expires
M July 25, 2017
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Attorney Docket No.: 00530-0293001 DFCI 1518.03

5/27//3 @Zé 4@/

DATE:
GLENN DRANOFF
STATE OF __/J/ )"9 )
) SS.
COUNTY OF%@/Z&// A )

4 /) f before me, the undersigned, a notary public, there

On o7
personally appeared GLENN DRANOFF personally known to me (or proved to me on the basis of
satisfactory evidence) to be the person whose name is subscribed to this Assignment, who
acknowledged having executed the same in his authorized capacity and that by his signature on this

Assignment, the person or the entity upon behalf of which he acted, executed this Assignment

WITNESS my hand and official seal.

?‘“{‘ii"%'z"i(”” J / ]// 7 //// ¢

For e
: Notafy Public
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Attorney Docket No.: 00530-0293001 DFCI 1518.03

DATE: 4\/6{(”} af ﬁéﬁ( M

F. STEPHEN HODI /

STATE OF MASSAcCha TS )
) SS.

county oF b\ )

On S 1 (o S 1,*7/0 )%, before me, the undersigned, a notary public, there
personally appeared F. STEPHEN HODI personally known to me (or proved to me on the basis of
satisfactory evidence) to be the person whose name is subscribed to this Assignment, who
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THERAPEUTIC PEPTIDES

CLAIM OF PRIORITY
This application claims the benefit of U.S. Provisional Patent Application Serial
No. 61/541,921, filed on September 30, 2011, the entire contents of which are hereby
incorporated by reference.
GOVERNMENT SUPPORT
This invention was made with Government support under Grant No. PO1
Al045757, awarded by the National Institutes of Health. The Government has certain

rights in the invention.

SEQUENCE LISTING
The instant application contains a Sequence Listing which has been submitted in
ASCII format via EFS-Web and is hereby incorporated by reference in its entirety. Said
ASCII copy, created on September 27, 2012, is named 53293WO1.txt and is 90,411 bytes

in size.

TECHNICAL FIELD
This invention relates to therapeutic compositions (e.g., peptides) related to

human subjects.

BACKGROUND

Human subjects exposed to a condition or disease offer a source of antibodies
with therapeutic potential and general methods for obtaining such antibodies are known
in the art. However, methods for specifically obtaining antibodies with therapeutic
potential are generally limited by the low frequency, slow proliferation rate, and low
antibody secretion levels of B cells that express such antibodies. For example, memory B
cells with defined specificity typically account for only one cell per million peripheral
blood mononuclear cells or approximately one milliliter of blood (Lanzavecchia et al.,
Curr. Opin. Immunol., 21:298-304 (2009): Yoshida et al., Immunol. Rev., 237:117-139

(2010)). The frequency of antibodies with therapeutic potential is likely to be even lower
1
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in cancer patients, necessitating the development of novel approaches that enable
isolation of such cells with high sensitivity and efficiency.

Conventional methods generally rely on conversion of memory B cells into
antibody secreting cells by in vitro culture and/or use of immunized animal models (e.g.,
mice) (Crotty et al., J. Immunol., 171:4969-4973 (2003): Fecteau et al., Immunology,
128:¢353-e365 (2009): Buisman et al., Vaccine, 28:179-186 (2009): Corti et al., PLoS
One, 5:¢8805 (2010)). For example, following in vitro culture for up to one week,
antibodies can be measured in culture supernatants and frequencies of antibody secreting
cells assessing using enzyme-linked immunosorbent spot (ELISPOT) assay. Limitations
of such methods are reported (Henn et al., J. Immunol., 183:31777-3187 (2009): Cao et
al., J. Immunol., Methods, 358:56-65 (2010)). For instances, in vitro culture of memory
B cells alters the memory B cell phenotype to resemble plasma cells with distinct
functional properties (Jiang et al., Eur. J. Immunol., 37:2205-2213 (2007): Huggins et al.,
Blood, 109:1611-1619 (2007): Jourdan et al., Blood, 114:5173-5181 (2009)). Limitations
for fluorescent antigen-based methods are also reported (Hofer et al., Immunol. Rev.,
211:295-302 (2006): Odendahl et al., Blood, 105:1614-1621 (2005); Kunkel et al., Nat.
Rev. Immunol., 3:822-829 (2003): Scheid et al., Nature, 458:636-640 (2009): Wu ¢t al.,
Science, 329:856-861 (2010)).

Improved methods for specifically obtaining or targeting antibodies with
therapeutic potential are required.

MICA is a ligand for NKG2D, a C-type lectin-like, type II transmembrane
receptor expressed on most human NK cells, yd T cells, and CD8+ T cells. Upon
ligation, NKG2D signals through the adaptor protein DAP10 to evoke perforin dependent
cytolysis and to provide co-stimulation. In humans, the NKG2D ligands include MHC
class I chain-related protein A (MICA), the closely related MICB, UL-16 binding proteins
(ULBP) 1-4, and RAE-1G. While NKG2D ligands are not usually found on healthy
tissues, various forms of cellular stress, including DNA damage, may upregulate ligand
expression, resulting in their frequent detection in multiple solid and hematologic
malignancies, including melanoma. NKG2D activation through ligand positive

transformed cells contributes to extrinsic tumor suppression, since NKG2D deficient and
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wild type mice treated with anti-NKG2D blocking antibodies manifest enhanced tumor
susceptibility. Immune escape may be achieved in patients, however, by the shedding of
NKG2D ligands from tumor cells, which triggers internalization of surface NKG2D and
impaired function of cytotoxic lymphocytes. Soluble NKG2D ligands may also stimulate
the expansion of regulatory NKG2D+CD4+Foxp3- T cells that may antagonize anti-
tumor cytotoxicity through Fas ligand, IL-10, and TGF-B. MICA is a NKG2D ligand
shed from tumor cells, i.¢., released from the cell surface into the surrounding medium,
and sera from cancer patients typically contain elevated levels of the soluble form
(sMICA). MICA shedding is accomplished in part through interactions with the protein
disulfide isomerase ERp5, which forms a disulfide bond with a critical cysteine that
results in unfolding of the .3 domain, rendering it susceptible to proteolysis by ADAM-
10/17 and MMP14.

Angiogenesis is the process of forming new capillaries from preexisting blood
vessels and has been implicated as a critical part of tumor growth and dissemination.
Tumors stimulate angiogenesis to meet increasing oxygen and nutrient requirements that
exceed those that can be met by diffusion alone. Consequently, tumors recruit, remodel
and expand existing vascular to meet their metabolic demand. The dependence of
growing tumors on new blood vessel formation has made angiogenesis an appealing
target for anti-cancer therapies. Many cytokines have been are believed to play a role in
the regulation of angiogenesis, including vascular endothelial growth factor (VEGF)
family members and the angiopoietins. The angiopioetins were discovered as ligands for
the Ties, a family of tyrosine kinases that is selectively expressed in the vascular
endothelium. There are four know angiopoietins: angiopoietin-1 (“Ang-1") through
angiopoictin-4 (“Ang-4”). Studies have suggested that angiopoietins (e.g., Ang-1 and
Ang-2) may be involved and tumor angiogenesis. With this information, angiopoietins
have been identified as potential targets of immune-based cancer therapy.

There is a need to identify new agents that specifically recognize and bind targets
of immune-based cancer therapy, such as MICA and angiopoietins. Such agents would be
useful for diagnostic screening and therapeutic intervention in disease states that are

associated with tumor development.
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SUMMARY

The present disclosure provides compositions and methods related to antibodies
with therapeutic potential.

In some embodiments, the disclosure provides compositions comprising peptides
that immunospecifically bind to MHC class I polypeptide-related sequence A (MICA), or
an epitope therecon. In some aspects, peptides of the compositions include
complementarity determining region (CDR) 3 of the Vy of antibody ID 1, 6, 7, 8 or 9
shown in Table 1 having 5 or fewer conservative amino acid substitutions, and CDR3 of
the Vi of antibody ID 1, 6, 7, 8 or 9 shown in Table 1 having 5 or fewer conservative
amino acid substitutions. In some aspects, such peptides include complementarity
determining region (CDR) 3 of the Vy of antibody ID 1, 6, 7, 8 or 9 shown in Table 1,
and CDR3 of the Vi, of antibody ID 1, 6, 7, 8 or 9 shown in Table 1. In some aspects,
peptides further include CDR?2 of the Vy of antibody ID 1, 6, 7, 8 or 9 shown in Table 1
having 5 or fewer conservative amino acid substitutions, or CDR2 of the V. of antibody
ID 1, 6,7, 8 or 9 shown in Table 1 having 5 or fewer conservative amino acid
substitutions, or both. In some aspects, such peptides include complementarity
determining region CDR2 of the Vi of antibody ID 1, 6, 7, 8 or 9 shown in Table 1, or
CDR2 of the Vi of antibody ID 1, 6, 7, 8 or 9 shown in Table 1, or both. In some aspects,
peptides further include CDR1 of the Vy of antibody ID 1, 6, 7, 8 or 9 shown in Table 1
having 5 or fewer conservative amino acid substitutions, or CDR1 of the Vi, of antibody
ID 1, 6,7, 8 or 9 shown in Table 1 having 5 or fewer conservative amino acid
substitutions, or both. In some aspects, such peptides include complementarity
determining region CDR1 of the Vy of antibody ID 1, 6, 7, 8 or 9 shown in Table 1, or
CDRI1 of the Vi, of antibody ID 1, 6, 7, 8 or 9 shown in Table 1, or both.

In some aspects, peptides are antibody or antibody fragment that include: a Vi
chain with identity to SEQ ID NO:2, wherein regions corresponding to CDR1, CDR2,
and CDR3 comprise CDR1, CDR2, and CDR3 of the Vy of antibody ID 1 shown in table
1 having 5 or fewer conservative amino acid substitutions, and regions within SEQ ID
NO:2 corresponding to FR1, FR2, FR3, FR4, comprise amino acid sequences with at
least 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98, 99%, or 100% identity to FR1, FR2, FR3,

4
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FR4 of the Vy of antibody ID 1 shown in table 1; and a Vi, chain with identity to SEQ ID
NO:11, wherein regions corresponding to CDR1, CDR2, and CDR3 comprise CDRI,
CDR2, and CDR3 of the Vi, of antibody ID 1 shown in table 1 having 5 or fewer
conservative amino acid substitutions, and regions within SEQ ID NO:11 corresponding
to FR1, FR2, FR3, FR4, comprise amino acid sequences with at least 80%, 85%, 90%,
95%, 96%, 97%, 98, 99%, or 100% identity to FR1, FR2, FR3, FR4 of the V|, of antibody
ID 1 shown in table 1. In some aspects, peptides include an antibody or antibody
fragment comprising a Vi chain comprising SEQ ID NO:2 and a Vy, chain comprising
SEQ ID NO:11. In some aspects, in addition the peptides, compositions further include
one or more (e.g., 12,3,4,5,6,7,8,9, 10, or less than 20) anti-cancer therapeutics. In
some aspects, compositions are formulated as pharmaceutical compositions (e.g., for
administration to a subject).

In some aspects, peptides are antibody or antibody fragment that include: a Vi
chain with identity to SEQ ID NO:149, wherein regions corresponding to CDR1, CDR2,
and CDR3 comprise CDR1, CDR2, and CDR3 of the Vy; of antibody ID 6 shown in table
1 having 5 or fewer conservative amino acid substitutions within the CDR1, CDR2, and
CDR3 regions, and regions within SEQ ID NO:149 corresponding to FR1, FR2, FR3,
FR4, comprise amino acid sequences with at least 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98,
99%, or 100% identity to FR1, FR2, FR3, FR4 of the Vy of antibody ID 6 shown in table
1; and a Vi, chain with identity to SEQ ID NO:151, wherein regions corresponding to
CDRI1, CDR2, and CDR3 comprise CDR1, CDR2, and CDR3 of the V, of antibody ID 6
shown in table 1 having 5 or fewer conservative amino acid substitutions within the
CDRI1, CDR2, and CDR3 regions, and regions within SEQ ID NO:151 corresponding to
FR1, FR2, FR3, FR4, comprise amino acid sequences with at least 80%, 85%, 90%,
95%, 96%, 97%, 98, 99%, or 100% identity to FR1, FR2, FR3, FR4 of the Vy, of
antibody ID 6 shown in table 1. In some aspects, peptides include an antibody or
antibody fragment comprising a Vi chain comprising SEQ ID NO:149 and a Vi, chain
comprising SEQ ID NO:151. In some aspects, in addition the peptides, compositions

further include one or more (e.g., 1 2, 3,4, 5,6,7, 8,9, 10, or less than 20) anti-cancer
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therapeutics. In some aspects, compositions are formulated as pharmaceutical
compositions (e.g., for administration to a subject).

In some aspects, peptides are antibody or antibody fragment that include: a Vi
chain with identity to SEQ ID NO:168, wherein regions corresponding to CDR1, CDR2,
and CDR3 comprise CDR1, CDR2, and CDR3 of the Vy; of antibody ID 7 shown in table
1 having 5 or fewer conservative amino acid substitutions within the CDR1, CDR2, and
CDR3 regions, and regions within SEQ ID NO:168 corresponding to FR1, FR2, FR3,
FR4, comprise amino acid sequences with at least 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98,
99%, or 100% identity to FR1, FR2, FR3, FR4 of the Vy of antibody ID 7 shown in table
1; and a V[, chain with identity to SEQ ID NO:170, wherein regions corresponding to
CDRI1, CDR2, and CDR3 comprise CDR1, CDR2, and CDR3 of the V, of antibody ID 7
shown in table 1 having 5 or fewer conservative amino acid substitutions within the
CDRI1, CDR2, and CDR3 regions, and regions within SEQ ID NO:170 corresponding to
FR1, FR2, FR3, FR4, comprise amino acid sequences with at least 80%, 85%, 90%,
95%, 96%, 97%, 98, 99%, or 100% identity to FR1, FR2, FR3, FR4 of the Vi, of antibody
ID 7 shown in table 1. In some aspects, peptides include an antibody or antibody
fragment comprising a Vi chain comprising SEQ ID NO:168 and a Vi, chain comprising
SEQ ID NO:170. In some aspects, in addition the peptides, compositions further include
one or more (e.g., 12,3,4,5,6,7,8,9, 10, or less than 20) anti-cancer therapeutics. In
some aspects, compositions are formulated as pharmaceutical compositions (e.g., for
administration to a subject).

In some aspects, peptides are antibody or antibody fragment that include: a Vi
chain with identity to SEQ ID NO:186, wherein regions corresponding to CDR1, CDR2,
and CDR3 comprise CDR1, CDR2, and CDR3 of the Vy; of antibody ID 8 shown in table
1 having 5 or fewer conservative amino acid substitutions within the CDR1, CDR2, and
CDR3 regions, and regions within SEQ ID NO:186 corresponding to FR1, FR2, FR3,
FR4, comprise amino acid sequences with at least 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98,
99%, or 100% identity to FR1, FR2, FR3, FR4 of the Vy of antibody ID 8 shown in table
1; and a Vi, chain with identity to SEQ ID NO:188, wherein regions corresponding to
CDRI1, CDR2, and CDR3 comprise CDR1, CDR2, and CDR3 of the V., of antibody ID 8
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shown in table 1 having 5 or fewer conservative amino acid substitutions within the
CDRI1, CDR2, and CDR3 regions, and regions within SEQ ID NO:188 corresponding to
FR1, FR2, FR3, FR4, comprise amino acid sequences with at least 80%, 85%, 90%,
95%, 96%, 97%, 98, 99%, or 100% identity to FR1, FR2, FR3, FR4 of the Vi, of antibody
ID 8 shown in table 1. In some aspects, peptides include an antibody or antibody
fragment comprising a Vi chain comprising SEQ ID NO:186 and a V|, chain comprising
SEQ ID NO:188. In some aspects, in addition the peptides, compositions further include
one or more (e.g., 12,3,4,5,6,7,8,9, 10, or less than 20) anti-cancer therapeutics. In
some aspects, compositions are formulated as pharmaceutical compositions (e.g., for
administration to a subject).

In some aspects, peptides are antibody or antibody fragment that include: a Vi
chain with identity to SEQ ID NO:204, wherein regions corresponding to CDR1, CDR2,
and CDR3 comprise CDR1, CDR2, and CDR3 of the Vy; of antibody ID 9 shown in table
1 having 5 or fewer conservative amino acid substitutions within the CDR1, CDR2, and
CDR3 regions, and regions within SEQ ID NO:204 corresponding to FR1, FR2, FR3,
FR4, comprise amino acid sequences with at least 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98,
99%, or 100% identity to FR1, FR2, FR3, FR4 of the Vy of antibody ID 9 shown in table
1; and a V[, chain with identity to SEQ ID NO:206, wherein regions corresponding to
CDRI1, CDR2, and CDR3 comprise CDR1, CDR2, and CDR3 of the V| of antibody ID 9
shown in table 1 having 5 or fewer conservative amino acid substitutions within the
CDRI1, CDR2, and CDR3 regions, and regions within SEQ ID NO:206 corresponding to
FR1, FR2, FR3, FR4, comprise amino acid sequences with at least 80%, 85%, 90%,
95%, 96%, 97%, 98, 99%, or 100% identity to FR1, FR2, FR3, FR4 of the V|, of antibody
ID 9 shown in table 1. In some aspects, peptides include an antibody or antibody
fragment comprising a Vi chain comprising SEQ ID NO:204 and a Vi, chain comprising
SEQ ID NO:206. In some aspects, in addition the peptides, compositions further include
one or more (e.g., 12,3,4,5,6,7,8,9, 10, or less than 20) anti-cancer therapeutics. In
some aspects, compositions are formulated as pharmaceutical compositions (e.g., for

administration to a subject).
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In some embodiments, the disclosure provides compositions that include one or
more peptides that bind to angiopoietin or an epitope thereon. In some aspects, peptides
of the compositions include complementarity determining region (CDR) 3 of the Vi of
antibody ID 2, 3, 4, 5 or 10shown in Table 1 having 5 or fewer conservative amino acid
substitutions, and CDR3 of the Vi, of antibody ID 2, 3,4 5 or 10 shown in Table 1 having
5 or fewer conservative amino acid substitutions within the CDR1, CDR2, and CDR3
regions. In some aspects, peptides can include complementarity determining region
(CDR) 3 of the Vi of antibody ID 2, 3,4 or 5 or 10 shown in Table 1, and CDR3 of the
V1, of antibody ID 2, 3, 4 or 5 or 10 shown in Table 1. In some aspects, peptides can
further include CDR2 of the Vy of antibody ID 2, 3, 4 or 5 or 10 shown in Table 1
having 5 or fewer conservative amino acid substitutions, or CDR2 of the Vi, of antibody
ID 2, 3,4 or 5 or 10 shown in Table 1 having 5 or fewer conservative amino acid
substitutions, or both. In some aspects, such peptides can include complementarity
determining region CDR2 of the Vi of antibody ID 2, 3, 4 or 5 or 10 shown in Table 1,
or CDR2 of the V of antibody ID 2, 3, 4 or 5 or 10 shown in Table 1, or both. In some
aspects, peptides can further include CDR1 of the Vi of antibody ID 2, 3,4 or 5 or 10
shown in Table 1 having 5 or fewer conservative amino acid substitutions, or CDR1 of
the V of antibody ID 2, 3, 4, or 5 shown in Table 1 having 5 or fewer conservative
amino acid substitutions, or both. In some aspects, such peptides can include
complementarity determining region CDR1 of the Vi of antibody ID 2, 3,4 or 5 or 10
shown in Table 1, or CDR1 of the Vi, of antibody ID 2, 3, 4 or 5 or 10 shown in Table 1,
or both.

In some aspects, peptides include an antibody or antibody fragment comprising: a
Vi chain with identity to SEQ ID NO:20, wherein regions corresponding to CDR1,
CDR2, and CDR3 comprise CDR1, CDR2, and CDR3 of the Vy of antibody ID 2 shown
in table 1 having 5 or fewer conservative amino acid substitutions within the CDR1,
CDR2, and CDR3 regions, and regions within SEQ ID NO:20 corresponding to FR1,
FR2, FR3, FR4, comprise amino acid sequences with at least 80%, 85%, 90%, 95%,
96%, 97%, 98, 99%, or 100% identity to FR1, FR2, FR3, FR4 of the Vy of antibody ID 2
shown in table 1; and a Vi, chain with identity to SEQ ID NO:29, wherein regions
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corresponding to CDR1, CDR2, and CDR3 comprise CDR1, CDR2, and CDR3 of the Vi,
of antibody ID 2 shown in table 1 having 5 or fewer conservative amino acid
substitutions within the CDR1, CDR2, and CDR3 regions, and regions within SEQ ID
NO:29 corresponding to FR1, FR2, FR3, FR4, comprise amino acid sequences with at
least 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98, 99%, or 100% identity to FR1, FR2, FR3,
FR4 of the V. of antibody ID 2 shown in table 1. In some aspects, the peptides include
an antibody or antibody fragment comprising a Vi chain comprising SEQ ID NO:20 and
a Vi, chain comprising SEQ ID NO:29.

In some aspects, the peptides an antibody or antibody fragment comprising: a Vi
chain with identity to SEQ ID NO:38, wherein regions corresponding to CDR1, CDR2,
and CDR3 comprise CDR1, CDR2, and CDR3 of the Vy; of antibody ID 3 shown in table
1 having 5 or fewer conservative amino acid substitutions within the CDR1, CDR2, and
CDR3 regions, and regions within SEQ ID NO:38 corresponding to FR1, FR2, FR3,
FR4, comprise amino acid sequences with at least 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98,
99%, or 100% identity to FR1, FR2, FR3, FR4 of the Vy of antibody ID 3 shown in table
1; and a Vi, chain with identity to SEQ ID NO:47, wherein regions corresponding to
CDRI1, CDR2, and CDR3 comprise CDR1, CDR2, and CDR3 of the V|, of antibody ID 3
shown in table 1 having 5 or fewer conservative amino acid substitutions within the
CDRI1, CDR2, and CDR3 regions, and regions within SEQ ID NO:47 corresponding to
FR1, FR2, FR3, FR4, comprise amino acid sequences with at least 80%, 85%, 90%,
95%, 96%, 97%, 98, 99%, or 100% identity to FR1, FR2, FR3, FR4 of the Vi, of antibody
ID 3 shown in table 1. In some aspects, peptides include an antibody or antibody
fragment comprising a Vi chain comprising SEQ ID NO:38 and a V, chain comprising
SEQ ID NO:47.

In some aspects, peptides include an antibody or antibody fragment comprising: a
Vi chain with identity to SEQ ID NO:56, wherein regions corresponding to CDR1,
CDR2, and CDR3 comprise CDR1, CDR2, and CDR3 of the Vy of antibody ID 4 shown
in table 1 having 5 or fewer conservative amino acid substitutions within the CDR1,
CDR2, and CDR3 regions, and regions within SEQ ID NO:56 corresponding to FR1,
FR2, FR3, FR4, comprise amino acid sequences with at least 80%, 85%, 90%, 95%,

9
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96%, 97%, 98, 99%, or 100% identity to FR1, FR2, FR3, FR4 of the Vy of antibody ID 4
shown in table 1; and a Vi chain with identity to SEQ ID NO:65, wherein regions
corresponding to CDR1, CDR2, and CDR3 comprise CDR1, CDR2, and CDR3 of the Vi,
of antibody ID 4 shown in table 1 having 5 or fewer conservative amino acid
substitutions within the CDR1, CDR2, and CDR3 regions, and regions within SEQ ID
NO:65 corresponding to FR1, FR2, FR3, FR4, comprise amino acid sequences with at
least 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98, 99%, or 100% identity to FR1, FR2, FR3,
FR4 of the V1 of antibody ID 4 shown in table 1. In some aspects, peptides include an
antibody or antibody fragment comprising a Vi chain comprising SEQ ID NO:56 and a
V1 chain comprising SEQ ID NO:65.

In some aspects, peptides include an antibody or antibody fragment comprising: a
Vi chain with identity to SEQ ID NO:74, wherein regions corresponding to CDR1,
CDR2, and CDR3 comprise CDR1, CDR2, and CDR3 of the Vy of antibody ID 5 shown
in table 1 having 5 or fewer conservative amino acid substitutions within the CDR1,
CDR2, and CDR3 regions, and regions within SEQ ID NO:74 corresponding to FR1,
FR2, FR3, FR4, comprise amino acid sequences with at least 80%, 85%, 90%, 95%,
96%, 97%, 98, 99%, or 100% identity to FR1, FR2, FR3, FR4 of the Vy of antibody ID 5
shown in table 1; and a Vi chain with identity to SEQ ID NO:83, wherein regions
corresponding to CDR1, CDR2, and CDR3 comprise CDR1, CDR2, and CDR3 of the Vi,
of antibody ID 5 shown in table 1 having 5 or fewer conservative amino acid
substitutions within the CDR1, CDR2, and CDR3 regions, and regions within SEQ ID
NO:83 corresponding to FR1, FR2, FR3, FR4, comprise amino acid sequences with at
least 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98, 99%, or 100% identity to FR1, FR2, FR3,
FR4 of the V1 of antibody ID 5 shown in table 1. In some aspects, the peptides include
an antibody or antibody fragment comprising a Vy chain comprising SEQ ID NO:74 and
a Vi, chain comprising SEQ ID NO:83. In some aspects, the peptides immunospecifically
bind to at least angiopoietin-2. In some aspects, the compositions further include one or
more anti-cancer therapeutics. In some aspects, the compositions are formulated as a

pharmaceutical composition.
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In some aspects, peptides include an antibody or antibody fragment comprising: a
Vy chain with identity to SEQ ID NO:222, wherein regions corresponding to CDR1,
CDR2, and CDR3 comprise CDR1, CDR2, and CDR3 of the Vy of antibody ID 10
shown in table 1 having 5 or fewer conservative amino acid substitutions within the
CDRI1, CDR2, and CDR3 regions, and regions within SEQ ID NO:222 corresponding to
FR1, FR2, FR3, FR4, comprise amino acid sequences with at least 80%, 85%, 90%,
95%, 96%, 97%, 98, 99%, or 100% identity to FR1, FR2, FR3, FR4 of the Vy of
antibody ID 10 shown in table 1; and a Vi, chain with identity to SEQ ID NO:224,
wherein regions corresponding to CDR1, CDR2, and CDR3 comprise CDR1, CDR2, and
CDR3 of the Vi, of antibody ID 10 shown in table 1 having 5 or fewer conservative
amino acid substitutions within the CDR1, CDR2, and CDR3 regions, and regions within
SEQ ID NO:224 corresponding to FR1, FR2, FR3, FR4, comprise amino acid sequences
with at least 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98, 99%, or 100% 1identity to FR1, FR2,
FR3, FR4 of the V1, of antibody ID 10 shown in table 1. In some aspects, the peptides
include an antibody or antibody fragment comprising a Vi chain comprising SEQ ID
NO:222 and a Vi, chain comprising SEQ ID NO:224. In some aspects, the peptides
immunospecifically bind to at least angiopoietin-2. In some aspects, the compositions
further include one or more anti-cancer therapeutics. In some aspects, the compositions
are formulated as a pharmaceutical composition.

In some embodiments, the disclosure includes methods of treating cancer in a
subject. In some aspects, methods include administering to a subject a composition of
any one of claims 1-27.

The present disclosure also provides provides methods of isolating human
antibodies from cancer patients following immunotherapy.

In some embodiments, the disclosure includes method of obtaining immune cells
directed against a self antigen from a subject, the method comprising identifying a subject
exhibiting a positive immune response towards the self antigen, providing a multimeric
form of the self antigen, contacting the multimeric form of the self antigen with a sample
from the subject exhibiting a positive immune response towards the self antigen, and

obtaining immune cells bound to the multimeric form of the self antigen.
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In some embodiments, the disclosure includes method of obtaining immune cells
from a cancer patient directed against a self antigen, the method comprising identifying a
subject exhibiting a positive immune response towards the self antigen; providing a
multimeric form of the self antigen; contacting the multimeric form of the self antigen
with a sample from the subject exhibiting a positive immune response towards the self
antigen; and obtaining immune cells bound to the multimeric form of the self antigen.

Unless otherwise defined, all technical and scientific terms used herein have the
same meaning as commonly understood by one of ordinary skill in the art to which this
invention belongs. Methods and materials are described herein for use in the present
invention; other, suitable methods and materials known in the art can also be used. The
materials, methods, and examples are illustrative only and not intended to be limiting.
All publications, patent applications, patents, sequences, database entries, and other
references mentioned herein are incorporated by reference in their entirety. In case of
conflict, the present specification, including definitions, will control.

Other features and advantages of the invention will be apparent from the

following detailed description and figures, and from the claims.

DESCRIPTION OF DRAWINGS

FIG. 1 | Nucleic acid sequence of the variable heavy (V) chain of antibody ID 1
(anti-MHC class I polypeptide-related sequence A (MICA) antibody) (SEQ ID NO:1).

FIG. 2 | Amino acid sequence of Vy chain of antibody ID 1 (anti-MICA antibody)
(SEQ ID NO:2).

FIG. 3 | Nucleic acid sequence of the variable light (V1) chain of antibody ID 1
(anti-MICA antibody) (SEQ ID NO:10).

FIG. 4 | Amino acid sequence of Vi, chain of antibody ID 1 (anti-MICA antibody)
(SEQ ID NO:11).

FIG. 5 | Nucleic acid sequence of the Vi chain of antibody ID 2 (anti-
angiopoietin-2 antibody) (SEQ ID NO:19).

FIG. 6 | Amino acid sequence of Vi chain of antibody ID 2 (anti- angiopoietin-2
antibody) (SEQ ID NO:20).
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FIG. 7 | Nucleic acid sequence of the Vi, chain of antibody ID 2 (anti-
angiopoietin-2 antibody) (SEQ ID NO:28).

FIG. 8 | Amino acid sequence of Vp, chain of antibody ID 2 (anti- angiopoietin-2
antibody) (SEQ ID NO:29).

FIG. 9 | Nucleic acid sequence of the Vi chain of antibody ID 3 (anti-
angiopoietin-2 antibody) (SEQ ID NO:37).

FIG. 10 | Amino acid sequence of Vy chain of antibody ID 3 (anti- angiopoietin-2
antibody) (SEQ ID NO:38).

FIG. 11 | Nucleic acid sequence of the Vi, chain of antibody ID 3 (anti-
angiopoietin-2 antibody) (SEQ ID NO:46).

FIG. 12 | Amino acid sequence of Vi, chain of antibody ID 3 (anti- angiopoietin-2
antibody) (SEQ ID NO:47).

FIG. 13 | Nucleic acid sequence of the Vi chain of antibody ID 4 (anti-
angiopoietin-2 antibody) (SEQ ID NO:55).

FIG. 14 | Amino acid sequence of Vy chain of antibody ID 4 (anti- angiopoietin-2
antibody) (SEQ ID NO:56).

FIG. 15 | Nucleic acid sequence of the Vi, chain of antibody ID 4 (anti-
angiopoietin-2 antibody) (SEQ ID NO:64).

FIG. 16 | Amino acid sequence of Vi, chain of antibody ID 4 (anti- angiopoietin-2
antibody) (SEQ ID NO:65).

FIG. 17 | Nucleic acid sequence of the Vi chain of antibody ID 5 (anti-
angiopoietin-2 antibody) (SEQ ID NO:73).

FIG. 18 | Amino acid sequence of Vg chain of antibody ID 5 (anti- angiopoietin-2
antibody) (SEQ ID NO:74).

FIG. 19 | Nucleic acid sequence of the Vi, chain of antibody ID 5 (anti-
angiopoietin-2 antibody) (SEQ ID NO:82).

FIG. 20 | Amino acid sequence of Vi, chain of antibody ID 5 (anti- angiopoietin-2
antibody) (SEQ ID NO:83).

FIG. 21 A-21F | Illustrates exemplary methods for making antibodies from B-cells.
(A) Antigen is expressed with a BirA tag for site-specific biotinylation and
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tetramerization with fluorescently-labeled streptavidin. (B) B cells are stained with
tetramer and a panel of monoclonal antibodies. Tetramer', class-switched memory B
cells are single-cell sorted into PCR strips. (C) mRNA amplification is performed with
T7 RNA polymerase. (D) Sequencing of PCR products is carried out using 300-400bp
PCR products. (E) Overlap PCR is used for construction of full-length IgG1 heavy chain
and kappa/lambda light sequences which are cloned into separate vectors. Vectors are
transiently transfected into CHO-S cells for expression of fully human recombinant
antibodies. (F) Antibodies are tested for antigen binding and assessed for potential
therapeutic properties.

FIGs. 22A-22B | Graphs showing comparison of monomeric and tetrameric
antigen for identification of memory B cells. (A) Mono-biotinylated TTCF or CD80
antigens were directly labeled with Alexa-488 fluorophore; tetramers were generated with
unlabeled streptavidin. Enriched B cells from each donor were split into three fractions
and stained with control CD80 tetramer, TTCF monomer, or TTCF tetramer at the same
total antigen concentration of 0.125 ug/mL. FACS plots depict CD19" CD27" IgM~
class-switched memory B cells; numbers adjacent to the gate represent the percentage of
the parental gate. (B) Frequencies of tetramer” memory B cells detected in three different
donors. Numbers are calculated as tetramer” cells per 1x10° CD19" memory B cells.

FIGs. 23A-23B | Line graphs showing high affinity binding of TTCF by
antibodies generated from plasmablasts and memory B cells. Saturation binding
experiments were carried out to determine the affinities of recombinant antibodies.

TTCF antigen was labeled with europium, which emits a strong fluorescent signal at
615nm upon incubation with a chelating reagent. Antibodies were immobilized in a 96-
well plate and incubated with TTCF-europium (100nM to 4pM) for two hours at 37°C.
Fluorescent counts at 615nm were recorded and Ky calculated using non-linear regression
analysis. Control antibody (clone 8.18.C5) that was also produced in CHO-S cells was
included in all experiments. (A) Recombinant TTCF Abs 1 and 2 were generated from
TTCEF tetramer’ plasmablasts (donor 1). (B) TTCF antibodies 3, 4, and 5 originated from

TTCF tetramer’ memory B cells of three different donors.
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FIG. 24 | Bar chart showing binding of anti-MICA antibodies to MICA-coated
luminex beads.

FIGs. 25A-250 | Line graphs showing binding of anti-MICA antibodies to MICA-
coated beads.

FIGs 26A-26D | Bar graphs showing binding of four human angiopoietin 2
specific antibodies as well as a control antibody to three human angiopoietins
(angiopoietin-1, 2 and 4) and ang-like-3. Recombinant angiopoietins were immobilized
in an ELISA plate and binding of human recombinant antibodies was detected with
europium-labeled streptavidin.

FIGs. 27A-27C | Show graphs and a gel relating to isolation of angiopoietin-
specific antibodies from a lung cancer patient. (A) Angiopoietin-2 reactivity of lung
cancer patient (L19) serum (diluted 1:1000) determined by ELISA. (B) FACS plot
showing PBMC sample (timepoint- 10/98) gated on CD19", CD27" IgM-B cells with
CD19 on the X-axis and fluorescently-tagged angiopoietin-2 on the Y-axis. (C) Heavy,
light chain, and hinge region PCR products from 10 angiopoietin-2 reactive memory B-
cells isolated from patient L19. The 500 base pair marker is indicated on the left.

FIG. 28 | Nucleic acid sequence of the variable heavy (Vi) chain of antibody ID 6
(anti-MHC class I polypeptide-related sequence A (MICA) antibody) (SEQ ID NO:148).

FIG. 29 | Amino acid sequence of Vy chain of antibody 6 (anti-MICA antibody)
(SEQ ID NO:149).

FIG. 30 | Nucleic acid sequence of the variable light (V1) chain of antibody ID 6
(anti-MICA antibody) (SEQ ID NO:150).

FIG. 31 | Amino acid sequence of Vi, chain of antibody ID 6 (anti-MICA
antibody) (SEQ ID NO: 151).

FIG. 32 | Nucleic acid sequence of the variable heavy (Vi) chain of antibody ID 7
(anti-MHC class I polypeptide-related sequence A (MICA) antibody) (SEQ ID NO:167).

FIG. 33 | Amino acid sequence of Vy chain of antibody ID 7 (anti-MICA
antibody) (SEQ ID NO:168).

FIG. 34 | Nucleic acid sequence of the variable light (V1) chain of antibody ID 7
(anti-MICA antibody) (SEQ ID NO:169).
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FIG. 35 | Amino acid sequence of Vi, chain of antibody ID 7 (anti-MICA
antibody) (SEQ ID NO: 170).
FIG. 36 | Nucleic acid sequence of the variable heavy (VH) chain of antibody ID §
(anti-MHC class I polypeptide-related sequence A (MICA) antibody) (SEQ ID NO:185).
FIG. 37 | Amino acid sequence of VH chain of antibody ID 8 (anti-MICA
antibody) (SEQ ID NO:186).

FIG. 38 | Nucleic acid sequence of the variable light (VL) chain of antibody ID §
(anti-MICA antibody) (SEQ ID NO:187).

FIG. 39 | Amino acid sequence of VL chain of antibody ID 8 (anti-MICA
antibody) (SEQ ID NO: 188).
FIG. 40 | Nucleic acid sequence of the variable heavy (Vi) chain of antibody ID 9
(anti-MHC class I polypeptide-related sequence A (MICA) antibody) (SEQ ID NO:203).
FIG. 41 | Amino acid sequence of Vy chain of antibody ID 9 (anti-MICA
antibody) (SEQ ID NO:204).

FIG. 42 | Nucleic acid sequence of the variable light (V1) chain of antibody ID 9
(anti-MICA antibody) (SEQ ID NO:205).

FIG. 43 | Amino acid sequence of Vi, chain of antibody ID 9 (anti-MICA
antibody) (SEQ ID NO: 206).

FIG. 44 | Nucleic acid sequence of the Vy chain of antibody ID 10 (anti-
angiopoietin-2 antibody) (SEQ ID NO:221).

FIG. 45 | Amino acid sequence of Vi chain of antibody ID 10 (anti- angiopoietin-
2 antibody) (SEQ ID NO:222).

FIG. 46 | Nucleic acid sequence of the Vi, chain of antibody ID 10 (anti-
angiopoietin-2 antibody) (SEQ ID NO:223).

FIG. 47 | Amino acid sequence of Vi, chain of antibody ID 10 (anti- angiopoietin-
2 antibody) (SEQ ID NO:224).

FIGs. 48 A-G | Line graphs showing assessment of MICA allele-specific binding
by recombinant anti-MICA antibodies.

FIG. 49 | Line graph showing labeling of autologous tumor cells by anti-MICA
antibody CM24002 Ab2.
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FIG. 50 | A series of FACS plot showing regulation of NKG2D by serum MICA.
Human NK cells were incubated with control serum from patient CM24002 and a 1:10
dilution for 48 hours. Indicated antibodies were added at the start of the incubation at a
concentration of 10 pg/ml. NKG2D expression was assessed on CD56+ NK cells by
flow cytometry.

FIG. 51 | A series of FACS plot showing regulation of NKG2D by recombinant
MICA. Human NK cells were incubated with recombinant MICA at a concentration of 2
ng/ml for 48 hours. Indicated antibodies were added at the start of the incubation at a
concentration of 10 pg/ml. After 48 hours, NKG2D expression was assessed on CD56+
NK cells by flow cytometry.

FIG. 52 | Line graph demonstrating enhancement of cell-mediated toxicity by anti-
MICA antibody CM24002 Ab2. Human NK cells were incubated with recombinant
MICA (2ng/ml) for 48 hours in the presence of indicated antibodies at 10 pg/ml. The
ability of NK cells (effectors) to kill K562 target cells was assessed by measuring LDH
release following 4 hour incubation at the indicated ratios.

FIG. 53 | Bar graph demonstration cell-mediated toxicity by anti-MICA antibodies
CM24002 Ab2 and CM33322 Ab29. Human NK cells were incubated with recombinant
MICA (2ng/ml) for 48 hours in the presence of indicated antibodies at 10 pg/ml. The
ability of NK cells (effectors) to kill K562 target cells was assessed by measuring LDH
release following 4 hour incubation. NKG2D blocking antibody or Fc blocking antibody
was added during the 4 hr incubation of effector and target cells to assess the contribution
of Fc receptor and NKG2D to cell-mediated toxicity.

FIG. 54 | A series of line graphs showing binding of MICA alpha 3 domain by
recombinant anti-MICA antibodies. Recombinant MICA alpha 3 domains were
biotinylated and captured on the surface of streptavidin-coated beads. Indicated
antibodies were incubated at 10pg/ml with the beads coated with the individual
recombinant protein for 1hr. Beads were subsequently washed and incubated with FITC-
conjugated anti-human IgG secondary antibody. FITC fluorescence was quantified by

flow cytometry.
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FIG. 55 | Line graphs demonstrating labeling of tumor cells by anti-MICA
antibodies CM24002 Ab2 and CM33322 Ab29. Fluorescence was determined by flow
cytometry.

FIG. 56 | Bar graph demonstrating MICA allelic specificity of anti-MICA
antibodies CM33322 Ab29 as determined by Luminex assay.

FIG. 57 | Bar graphs showing binding of anti-angiopoietin 2 specific antibody
anti-Ang6 Ab2 as well as a control antibody to three human angiopoictins (angiopoietin-
1, 2 and 4) and ang-like-3. Recombinant angiopoictins were immobilized in an ELISA
plate and binding of human recombinant antibodies was detected with europium-labeled

streptavidin.

DETAILED DESCRIPTION

The present disclosure is based, in part, on the observation that antibodies directed
against therapeutic targets important in a disease can be obtained from human subjects
exposed to the disease by labeling of B cells with a tetrameric form of the antigen of
interest. As described in the background section above, prior methods are limited at least
in that they are inefficient at identifying appropriate B cells in human subjects and/or
because they induce any captured B cells to undergo phenotypic changes, thus reducing
their value. In contrast, methods are described herein that allow capture of rare memory
B cells directed against specific disease-related antigens. As described below, the
methods require tetramerization of the disease-related antigen, which process, as
demonstrated in the Examples below, enhances the identification of appropriate memory
B cells. Specifically, methods herein permit more efficient capture of appropriate
memory B cells for increased periods of time following initial exposure of a subject to
the antigen. Methods herein also include antibodies (and peptides generated from the
sequences of such antibodies) generated using genetic material obtained from memory B
cells captured using the methods disclosed herein.

Described herein are human antibodies against MHC class I polypeptide-related
sequence A (MICA) and human antibodies targeted against angiopoietin-2. Both types of

human antibodies were identified from patients who had received a cell-based cancer
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vaccine (GM-CSF transduced autologous tumor cells) by methods that entail the use of
tetrameric antigens.

In some instances, the disclosure provides methods for specifically obtaining or
targeting antibodies with therapeutic potential from select human subjects and therapeutic
compositions resulting therefrom. These methods can include: obtaining or targeting
immune cells in a human subject, wherein immune cells include but are not limited to, for
example, B cells and/or memory B cells, isolating or purifying genetic material (e.g.,
DNA and/or mRNA) from the obtained or targeted immune cells, and using the isolated
or purified genetic material to produce therapeutic compositions, ¢.g., therapeutic
compositions disclosed herein. Further description of the methods is provided under the
section entitled “Methods,” below.

In some instances, the disclosure provides therapeutic compositions (e.g.,
including therapeutic peptides, including antibodies, antibody fragments, antibody
derivatives, and/or antibody conjugates) related to antibodies present in subjects that have
or had a condition or disease and that exhibited a positive immune response towards the

condition or disease.

Therapeutic Compositions

In some instances, therapeutic compositions herein can interact with (e.g., bind,
bind specifically and/or bind immunospecifically) binding partners (e.g., an
immunogen(s), antigen(s), and/or epitope(s)) related to a disease or condition, wherein
interaction between the therapeutic composition and the binding partners results in a
positive immune response towards the condition or disease (e.g., a decrease in the level
of disease or symptoms thereof in a subject).

In some instances, therapeutic compositions can include peptides that include
(e.g., comprise, consist essentially of, or consist of) at least one (e.g., one, two, three,
four, five, and/or six) complementarity determining region (CDR) of the variable heavy
chain (Vp) and/or variable light chain (V) of antibody ID 1, 2, 3,4, 0r 5, 6, 7, 8, 9 or 10,

shown in Table 1.
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In some instances, therapeutic compositions can include peptides that include
(e.g., comprise, consist essentially of, or consist of) at least one (e.g., one, two, three,
four, five, and/or six) complementarity determining region (CDR) of the variable heavy
chain (VH) and/or variable light chain (VL) of antibody ID 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9 or 10,
shown in Table 1, and that interact with (e.g., bind, bind specifically and/or bind
immunospecifically) to MHC class I polypeptide-related sequence A (MICA (e.g.,
UniGene Hs.130838)) (e.g., soluble MICA (sMICA)) and/or angiopoietin-2 (e.g.,
UniGene Hs.583870), including epitopes thereof.

In some instances, therapeutic compositions can include peptides that include at
least one CDR of the Vi and/or Vi of antibody ID 1, 6, 7, 8 and/or 9 shown in Table 1,
wherein the peptide binds (e.g., binds specifically and/or binds immunospecifically) to
MICA (e.g., human MICA (e.g., soluble MICA (sMICA))). In some instances, peptides
can include at least two CDRs, wherein the at least two CDRs are CDRs shown in Table
1 for different antibodies. . In other words, CDRs (and FRs and/or AA sequences) shown
in Table 1 for antibodies IDs 1, 6, 7, 8 and 9 are interchangeable and can be combined to
generate peptides, so long as the peptides bind (e.g., bind specifically and/or bind
immunospecifically) to MICA (e.g., human MICA (e.g., soluble MICA (sMICA))). In
some instances, such peptides include CDR3 of the Vi and/or Vi of antibody ID 1, 6, 7,
8 and/or 9 shown in Table 1. In some instances, such peptides include CDR3 of the Vy
and Vy, of antibody ID 1, 6, 7, 8 and/or 9 and CDR1 and/or CDR2 of the Vi and/or V, of
antibody ID 1, 6, 7, 8 and/or 9 shown in Table 1. In some instances, such peptides
include CDR1 CDR2, and CDR3 of the Vi and/or Vi, of antibody ID 1, 6, 7, 8 and/or 9.
In some instances, such peptides include CDR1, CDR2, and CDR3 of the Vi and/or Vi,
of antibody ID 1, 6, 7, 8 and/or 9 and at least one of FR1 FR2 FR3, and/or FR4 of the Vy
and/or Vi, of antibody ID 1, 6, 7, 8 and/or 9, shown in Table 1. In some instances, such
peptides include one of SEQ ID NO:2, 149, 168, 186 or 204 and/or one of SEQ ID
NO:11, 151, 170, 188, or 206. In each instance, the peptide can bind (e.g., bind
specifically and/or bind immunospecifically) to MICA (e.g., human MICA (e.g., soluble
MICA (sMICA))). In some instances, the affinity of binding between the peptides and
MICA can be between about 0.1nM to 1uM, for example, about 10nM.
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In some instances, therapeutic compositions can include peptides that include at
least one CDR of the Vy and/or Vi of antibody ID 6 shown in Table 1, wherein the
peptide binds (e.g., binds specifically and/or binds immunospecifically) to MICA (e.g.,
human MICA (e.g., soluble MICA (sMICA))). In some instances, such peptides include
CDR3 of the Vi and/or Vi, of antibody ID 6 shown in Table 1. In some instances, such
peptides include CDR3 of the Vi and Vi, of antibody ID 6 and CDR1 and/or CDR2 of the
Vyu and/or Vi, of antibody ID 6 shown in Table 1. In some instances, such peptides
include CDR1 CDR2, and CDR3 of the Vi and/or Vi, of antibody ID 6. In some
instances, such peptides include CDR1, CDR2, and CDR3 of the Vy and/or Vi, of
antibody ID 6 and at least one of FR1 FR2 FR3, and/or FR4 of the Vi and/or Vi of
antibody ID 6, shown in Table 1. In some instances, such peptides include SEQ ID
NO:149 and/or SEQ ID NO:151. In each instance, the peptide can bind (e.g., bind
specifically and/or bind immunospecifically) to MICA (e.g., human MICA (e.g., soluble
MICA (sMICA))). In some instances, the affinity of binding between the peptides and
MICA can be between about 0.1nM to 1uM, for example, about 10nM.

In some instances, therapeutic compositions can include peptides that include at
least one CDR of the Vi and/or Vi, of antibody ID 7 shown in Table 1, wherein the
peptide binds (e.g., binds specifically and/or binds immunospecifically) to MICA (e.g.,
human MICA (e.g., soluble MICA (sMICA))). In some instances, such peptides include
CDR3 of the Vi and/or Vi, of antibody ID 7 shown in Table 1. In some instances, such
peptides include CDR3 of the Vi and Vi, of antibody ID 7 and CDR1 and/or CDR2 of the
Vyu and/or Vi, of antibody ID 7 shown in Table 1. In some instances, such peptides
include CDR1 CDR2, and CDR3 of the Vy and/or Vi of antibody ID 7. In some
instances, such peptides include CDR1, CDR2, and CDR3 of the Vy and/or Vi, of
antibody ID 7 and at least one of FR1 FR2 FR3, and/or FR4 of the Vi and/or Vi, of
antibody ID 7, shown in Table 1. In some instances, such peptides include SEQ ID
NO:168 and/or SEQ ID NO:170. In each instance, the peptide can bind (e.g., bind
specifically and/or bind immunospecifically) to MICA (e.g., human MICA (e.g., soluble
MICA (sMICA))). In some instances, the affinity of binding between the peptides and
MICA can be between about 0.1nM to 1uM, for example, about 10nM.
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In some instances, therapeutic compositions can include peptides that include at
least one CDR of the Vi and/or Vi of antibody ID 8 shown in Table 1, wherein the
peptide binds (e.g., binds specifically and/or binds immunospecifically) to MICA (e.g.,
human MICA (e.g., soluble MICA (sMICA))). In some instances, such peptides include
CDR3 of the Vi and/or Vi, of antibody ID 8 shown in Table 1. In some instances, such
peptides include CDR3 of the Vi and Vi, of antibody ID 8 and CDR1 and/or CDR2 of the
Vyu and/or Vi, of antibody ID 8 shown in Table 1. In some instances, such peptides
include CDR1 CDR2, and CDR3 of the Vi and/or Vi, of antibody ID 8. In some
instances, such peptides include CDR1, CDR2, and CDR3 of the Vy and/or Vi, of
antibody ID 8 and at least one of FR1 FR2 FR3, and/or FR4 of the Vi and/or Vi of
antibody ID 8, shown in Table 1. In some instances, such peptides include SEQ ID
NO:186 and/or SEQ ID NO:188. In each instance, the peptide can bind (e.g., bind
specifically and/or bind immunospecifically) to MICA (e.g., human MICA (e.g., soluble
MICA (sMICA))). In some instances, the affinity of binding between the peptides and
MICA can be between about 0.1nM to 1uM, for example, about 10nM.

In some instances, therapeutic compositions can include peptides that include at
least one CDR of the Vi and/or Vi, of antibody ID 9 shown in Table 1, wherein the
peptide binds (e.g., binds specifically and/or binds immunospecifically) to MICA (e.g.,
human MICA (e.g., soluble MICA (sMICA))). In some instances, such peptides include
CDR3 of the Vi and/or Vi, of antibody ID 9 shown in Table 1. In some instances, such
peptides include CDR3 of the Vi and Vi, of antibody ID 9 and CDR1 and/or CDR2 of the
Vyu and/or Vi, of antibody ID 9 shown in Table 1. In some instances, such peptides
include CDR1 CDR2, and CDR3 of the Vy and/or Vi of antibody ID 9. In some
instances, such peptides include CDR1, CDR2, and CDR3 of the Vy and/or Vi, of
antibody ID 9 and at least one of FR1 FR2 FR3, and/or FR4 of the Vi and/or Vi, of
antibody ID 9, shown in Table 1. In some instances, such peptides include SEQ ID
NO:204 and/or SEQ ID NO:206. In each instance, the peptide can bind (e.g., bind
specifically and/or bind immunospecifically) to MICA (e.g., human MICA (e.g., soluble
MICA (sMICA))). In some instances, the affinity of binding between the peptides and
MICA can be between about 0.1nM to 1uM, for example, about 10nM.
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In some instances, therapeutic compositions can include peptides that include at
least one CDR of the Vi and/or Vi of antibody ID 2, 3, 4, 5, and/or 10 shown in Table 1,
wherein the peptide binds (e.g., binds specifically and/or binds immunospecifically) to
angiopoietin-2 (e.g., human angiopoietin-2). In some instances, peptides can include at
least two CDRs, wherein the at least two CDRs are CDRs shown in Table 1 for different
antibodies. In other words, CDRs (and FRs and/or AA sequences) shown in Table 1 for
antibodies IDs 2, 3 4, 5, and 10 are interchangeable and can be combined to generate
peptides, so long as the peptides bind (e.g., bind specifically and/or bind
immunospecifically) to angiopoietin-2 (e.g., human angiopoictin-2). In some instances,
such peptides include CDR3 of the Vi and/or Vi of antibody ID 2, 3, 4, 5, and/or 10
shown in Table 1. In some instances, such peptides include CDR3 of the Vi and Vi of
antibody ID 2, 3, 4, 5, and/or 10 and CDR1 and/or CDR2 of the Vi and/or Vi, of antibody
ID 2, 3, 4, 5, and/or 10 shown in Table 1. In some instances, such peptides include
CDRI1, CDR2, and CDR3 of the Vi and/or V of antibody ID 2, 3, 4, 5, and/or 10. In
some instances, such peptides include CDR1 CDR2, and CDR3 of the Vi and/or Vi, of
antibody ID 2, 3, 4, 5, and/or 10 and at least one of FR1 FR2 FR3, and/or FR4 of the Vg
and/or Vi, of antibody ID 2, 3, 4, 5, and/or 10 5, shown in Table 1. In some instances,
such peptides include one of SEQ ID NO:20, 38, 56, 74, or 222 and/or one of SEQ ID
NO:29, 47, 65, 83 or 224. In some instances, peptides include one of SEQ ID NO:20, 38,
56, 74, or 222 and one of SEQ ID NO:29, 47, 65, 83 or 224. In each instance, the peptide
can bind (e.g., bind specifically and/or bind immunospecifically) to angiopoietin-2 (e.g.,
human angiopoietin-2 (e.g, UniGene Hs.583870)).

In some instances, therapeutic compositions can include peptides that include at
least one CDR of the Vi and/or Vi, of antibody ID 2 shown in Table 1, wherein the
peptide binds (e.g., binds specifically and/or binds immunospecifically) to angiopoietin-2
(e.g., human angiopoietin-2). In some instances, such peptides include CDR3 of the Vg
and/or Vi of antibody ID 2 shown in Table 1. In some instances, such peptides include
CDR3 of the Vi and V1, of antibody ID 2 and CDR1 and/or CDR2 of the Vi and/or Vi, of
antibody ID 2 shown in Table 1. In some instances, such peptides include CDR1, CDR2,
and CDR3 of the Vi and/or Vi, of antibody ID 2. In some instances, such peptides
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include CDR1 CDR2, and CDR3 of the Vi and/or V1. of antibody ID 2 and at least one of
FR1 FR2 FR3, and/or FR4 of the Vi and/or V. of antibody ID 2, shown in Table 1. In
some instances, such peptides include SEQ ID NO:20 and/or SEQ ID NO:29. In each
instance, the peptide can bind (e.g., bind specifically and/or bind immunospecifically) to
angiopoietin-2 (e.g., human angiopoietin-2). In some instances, the affinity of binding
between the peptides and angiopoietin-2 can be between about 0.1nM to 1uM, for
example, about 10nM.

In some instances, therapeutic compositions can include peptides that include at
least one CDR of the Vi and/or Vi, of antibody ID 3 shown in Table 1, wherein the
peptide binds (e.g., binds specifically and/or binds immunospecifically) to angiopoietin-2
(e.g., human angiopoietin-2). In some instances, such peptides include CDR3 of the Vg
and/or Vi, of antibody ID 3 shown in Table 1. In some instances, such peptides include
CDR3 of the Vi and V1, of antibody ID 3 and CDR1 and/or CDR2 of the Vi and/or Vi, of
antibody ID 3 shown in Table 1. In some instances, such peptides include CDR1, CDR2,
and CDR3 of the Vi and/or Vi, of antibody ID 3. In some instances, such peptides
include CDR1 CDR2, and CDR3 of the Vi and/or V1. of antibody ID 3 and at least one of
FR1 FR2 FR3, and/or FR4 of the Vi and/or Vi, of antibody ID 3, shown in Table 1. In
some instances, such peptides include SEQ ID NO:38 and/or SEQ ID NO:47. In each
instance, the peptide can bind (e.g., bind specifically and/or bind immunospecifically) to
angiopoietin-2 (e.g., human angiopoietin-2). In some instances, the affinity of binding
between the peptides and angiopoietin-2 can be between about 0.1nM to 1uM, for
example, about 10nM.

In some instances, therapeutic compositions can include peptides that include at
least one CDR of the Vi and/or Vi, of antibody ID 4 shown in Table 1, wherein the
peptide binds (e.g., binds specifically and/or binds immunospecifically) to angiopoietin-2
(e.g., human angiopoietin-2). In some instances, such peptides include CDR3 of the Vi
and/or Vi of antibody ID 4 shown in Table 1. In some instances, such peptides include
CDR3 of the Vi and V1, of antibody ID 4 and CDR1 and/or CDR2 of the Vi and/or Vi, of
antibody ID 4 shown in Table 1. In some instances, such peptides include CDR1, CDR2,
and CDR3 of the Vy and/or Vi, of antibody ID 4. In some instances, such peptides
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include CDR1 CDR2, and CDR3 of the Vi and/or V1. of antibody ID 4 and at least one of
FR1 FR2 FR3, and/or FR4 of the Vi and/or V. of antibody ID 4, shown in Table 1. In
some instances, such peptides include SEQ ID NO:56 and/or SEQ ID NO:65. In each
instance, the peptide can bind (e.g., bind specifically and/or bind immunospecifically) to
angiopoietin-2 (e.g., human angiopoietin-2). In some instances, the affinity of binding
between the peptide and angiopoietin-2 can be between X-Y, for example, X-Y, X-Y. In
some instances, the affinity of binding between the peptides and angiopoietin-2 can be
between about 0.1nM to 1uM, for example, about 10nM.

In some instances, therapeutic compositions can include peptides that include at
least one CDR of the Vi and/or Vi of antibody ID 5 shown in Table 1, wherein the
peptide binds (e.g., binds specifically and/or binds immunospecifically) to angiopoietin-2
(e.g., human angiopoietin-2). In some instances, such peptides include CDR3 of the Vg
and/or Vi, of antibody ID 5 shown in Table 1. In some instances, such peptides include
CDR3 of the Vy and Vi of antibody ID 5 and CDR1 and/or CDR2 of the Vi and/or Vi of
antibody ID 5 shown in Table 1. In some instances, such peptides include CDR1, CDR2,
and CDR3 of the Vy and/or Vi, of antibody ID 5. In some instances, such peptides
include CDR1 CDR2, and CDR3 of the Vi and/or V1. of antibody ID 5 and at least one of
FR1 FR2 FR3, and/or FR4 of the Vi and/or V. of antibody ID 5, shown in Table 1. In
some instances, such peptides include SEQ ID NO:74 and/or SEQ ID NO:83. In each
instance, the peptide can bind (e.g., bind specifically and/or bind immunospecifically) to
angiopoietin-2 (e.g., human angiopoietin-2). In some instances, the affinity of binding
between the peptides and angiopoietin-2 can be between about 0.1nM to 1uM, for
example, about 10nM.

In some instances, therapeutic compositions can include peptides that include at
least one CDR of the Vi and/or Vi, of antibody ID 10 shown in Table 1, wherein the
peptide binds (e.g., binds specifically and/or binds immunospecifically) to angiopoietin-2
(e.g., human angiopoietin-2). In some instances, such peptides include CDR3 of the Vg
and/or Vi, of antibody ID 10 shown in Table 1. In some instances, such peptides include
CDR3 of the Vi and V1. of antibody ID 10 and CDR1 and/or CDR2 of the Vi and/or Vi,
of antibody ID 10 shown in Table 1. In some instances, such peptides include CDR1,
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CDR2, and CDR3 of the Vi and/or Vi, of antibody ID 10. In some instances, such
peptides include CDR1 CDR2, and CDR3 of the Vi and/or V| of antibody ID 10 and at
least one of FR1 FR2 FR3, and/or FR4 of the Vi and/or Vi, of antibody ID 10, shown in
Table 1. In some instances, such peptides include SEQ ID NO:222 and/or SEQ ID
NO:224. In each instance, the peptide can bind (e.g., bind specifically and/or bind
immunospecifically) to angiopoietin-2 (e.g., human angiopoictin-2). In some instances,
the affinity of binding between the peptides and angiopoicetin-2 can be between about
0.1nM to 1uM, for example, about 10nM.

In some instances, peptides that bind to angiopoietin-2 can also bind to
angiopoietin-1 (e.g., Unigene Hs.369675) and/or angiopoietin-4 (e.g., Unigene
Hs.278973). For example, in some instances, peptides that bind to angiopoietin-2 can
also bind specifically and/or immunospecifically relative to other antigens (other than
angiopoictin-1) to angiopoietin-1. In some instances, peptides that bind to angiopoietin-2
can also bind specifically and/or immunospecifically relative to other antigens (other than
angiopoictin-4) to angiopoietin-4.

In some instances, therapeutic compositions can include peptides that include:
SEQ ID NO: 2 and/or SEQ ID NO:11; SEQ ID NO: 149 and/or SEQ ID NO:151; SEQ
ID NO: 168 and/or SEQ ID NO:170; SEQ ID NO: 186 and/or SEQ ID NO:188; SEQ ID
NO: 204 and/or SEQ ID NO:206; SEQ ID NO:20 and/or SEQ ID NO:29; SEQ ID NO:38
and/or SEQ ID NO:47; SEQ ID NO:56 and/or SEQ ID NO:65; SEQ ID NO:74 and/or
SEQ ID NO:83; and SEQ ID NO: 222 and/or SEQ ID NO:224.
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In some instances, therapeutic compositions can include peptides, including for
example, antibodies, including full length and/or intact antibodies, or antibody fragments.
An “antibody” is an immunoglobulin molecule capable of specific binding to a target,
such as a carbohydrate, polynucleotide, lipid, polypeptide, etc., through at least one
antigen recognition site, located in the variable region of the immunoglobulin molecule.
As used herein, the term “antibody” encompasses not only intact polyclonal or
monoclonal antibodies, but also any antigen binding fragment (i.c., "antigen-binding
portion") or single chain thereof, fusion proteins comprising an antibody, and any other
modified configuration of the immunoglobulin molecule that comprises an antigen
recognition site including. An antibody includes an antibody of any class, such as IgG,
IgA, or IgM (or sub-class thereof), and the antibody need not be of any particular class.
Depending on the antibody amino acid sequence of the constant region of its heavy
chains, immunoglobulins can be assigned to different classes. There are five major
classes of immunoglobulins: IgA, IgD, IgE, IgG, and IgM, and several of these may be
further divided into subclasses (isotypes), e.g., IgG1, 1gG2, IgG3, 1gG4, IgA1 and IgA2.
The heavy-chain constant regions that correspond to the different classes of
immunoglobulins are called alpha, delta, epsilon, gamma, and mu, respectively. The
subunit structures and three-dimensional configurations of different classes of
immunoglobulins are well known. Exemplary antibodies and antibody fragments include,
but are not limited to, monoclonal antibodies (including full-length monoclonal
antibodies), polyclonal antibodies, multispecific antibodies formed from at least two
different epitope binding fragments (e.g., bispecific antibodies), camelised antibodies,
chimeric antibodies, single-chain Fvs (scFv), single-chain antibodies, single domain
antibodies, domain antibodies, Fab fragments, F(ab')2 fragments, antibody fragments that
exhibit the desired biological activity (e.g. the antigen binding portion), disulfide-linked
Fvs (dsFv), and anti-idiotypic (anti-Id) antibodies (including, ¢.g., anti-Id antibodies to
antibodies of the invention), intrabodies, and epitope-binding fragments of any of the
above. Antibodies or antibody fragments can be human or humanized.

Fragments of antibodies are suitable for use in the methods provided so long as

they retain the desired affinity and specificity of the full-length antibody. Thus, a
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fragment of an anti- MICA antibody or the anti-Angiopoietin antibody will retain an
ability to bind to MICA or angiopoietin, respectively, in the Fv portion and the ability to
bind the Fc receptor on dendritic cells in the FC portion. Such fragments are
characterized by properties similar to the corresponding full-length anti-MICA antibody
or the anti-Angiopoietin antibody, that is, the fragments will specifically bind a human
MICA antigen or the angiopoietin antigen, respectively, expressed on the surface of a
human cell or the corresponding SMICA antigen that has been shed into the media.

An Fv fragment is an antibody fragment which contains a complete antigen
recognition and binding site. This region consists of a dimer of one heavy and one light
chain variable domain in tight association, which can be covalent in nature, for example
in scFv. It is in this configuration that the three CDRs of each variable domain interact to
define an antigen binding site on the surface of the VH-VL dimer. Collectively, the six
CDRs or a subset thereof confer antigen binding specificity to the antibody. However,
even a single variable domain (or half of an Fv comprising only three CDRSs specific for
an antigen) can have the ability to recognize and bind antigen, although usually at a lower
affinity than the entire binding site.

Single-chain Fv or (scFv) antibody fragments comprise the Vi and Vi, domains of
antibody, wherein these domains are present in a single polypeptide chain. Generally the
Fv polypeptide further comprises a polypeptide linker between the Vi and Vi, domains,
which enables the scFv to form the desired structure for antigen binding.

The Fab fragment contains a variable and constant domain of the light chain and a
variable domain and the first constant domain (CH1) of the heavy chain. F(ab')2 antibody
fragments comprise a pair of Fab fragments which are generally covalently linked near
their carboxy termini by hinge cysteines between them. Other chemical couplings of
antibody fragments are also known in the art.

Diabodies are small antibody fragments with two antigen-binding sites, which
fragments comprise a Vi connected to a Vi in the same polypeptide chain (Vg and Vp).
By using a linker that is too short to allow pairing between the two domains on the same
chain, the domains are forced to pair with the complementary domains of another chain

and create two antigen-binding sites.
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Linear antibodies comprise a pair of tandem Fd segments (Vy-CH1-Vy-CH1)
which, together with complementary light chain polypeptides, form a pair of antigen
binding regions. Linear antibodies can be bispecific or monospecific.

Antibodies and antibody fragments of the present disclosure can be modified in
the Fc region to provide desired effector functions or serum half-life. In some instances,
the Fc region can be conjugated to PEG or albumin to increase the serum half-life, or
some other conjugation that results in the desired effect. Alternatively, where it is
desirable to eliminate or reduce effector function, so as to minimize side effects or
therapeutic complications, certain other Fc regions may be used.

Human and humanized antibodies include antibodies having variable and constant
regions derived from (or having the same amino acid sequence as those derived from)
human germline immunoglobulin sequences. Human antibodies may include amino acid
residues not encoded by human germline immunoglobulin sequences (e.g., mutations
introduced by random or site-specific mutagenesis in vitro or by somatic mutation in
vivo), for example in the CDRs and in particular CDR3.

A “CDR” of a variable domain are amino acid residues within the hypervariable
region that are identified in accordance with the definitions of the Kabat, Chothia, the
cumulation of both Kabat and Chothia, AbM, contact, and/or conformational definitions
or any method of CDR determination well known in the art. Antibody CDRs may be
identified as the hypervariable regions originally defined by Kabat et al. See, e.g., Kabat
et al., 1992, Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th ed., Public Health
Service, NIH, Washington D.C. The positions of the CDRs may also be identified as the
structural loop structures originally described by Chothia and others. See, e.g., Chothia et
al., 1989, Nature 342:877-883. Other approaches to CDR identification include the
“AbM definition,” which is a compromise between Kabat and Chothia and is derived
using Oxford Molecular's AbM antibody modeling software (now Accelrys®), or the
“contact definition” of CDRs based on observed antigen contacts, set forth in MacCallum
et al., 1996, J. Mol. Biol., 262:732-745. In another approach, referred to herein as the
“conformational definition” of CDRs, the positions of the CDRs may be identified as the

residues that make enthalpic contributions to antigen binding. See, ¢.g., Makabe et al.,
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2008, Journal of Biological Chemistry, 283:1156-1166. Still other CDR boundary
definitions may not strictly follow one of the above approaches, but will nonetheless
overlap with at least a portion of the Kabat CDRs, although they may be shortened or
lengthened in light of prediction or experimental findings that particular residues or
groups of residues or even entire CDRs do not significantly impact antigen binding. As
used herein, a CDR may refer to CDRs defined by any approach known in the art,
including combinations of approaches. The methods used herein may utilize CDRs
defined according to any of these approaches. For any given embodiment containing
more than one CDR, the CDRs may be defined in accordance with any of Kabat, Chothia,
extended, AbM, contact, and/or conformational definitions.

In some instances, amino acid sequences of the peptides disclosed herein can be
modified and varied to create peptide variants (e.g., peptides with a defined sequence
homology to the peptides disclosed herein), for example, so long as the antigen binding
property of the peptide variant is maintained or improved relative to the unmodified
peptide (antigen binding properties of any modified peptide can be assessed using the in
vitro and/or in vivo assays described herein and/or techniques known in the art).

While peptide variants are generally observed and discussed at the amino acid
level, the actual modifications are typically introduced or performed at the nucleic acid
level. For example, variants with 80%, 85%, 90%, 95%., 96%., 97%, 98, or 99% amino
acid sequence identity to the peptides shown in Table 1 can be generated by modifying
the nucleic acids encoding SEQ ID NOs:1, 10, 19, 28, 37, 46, 55, 64, 73, and/or 82 or
portions/fragments thereof, using techniques (e.g., cloning techniques) known in the art
and/or that are disclosed herein.

Amino acid sequence modifications typically fall into one or more of three
classes: substitutional, insertional, or deletional modifications. Insertions include amino
and/or terminal fusions as well as intra-sequence insertions of single or multiple amino
acid residues. Insertions ordinarily will be smaller insertions than those of amino or
carboxyl terminal fusions, for example, on the order of one to four residues. Deletions
are characterized by the removal of one or more amino acid residues from the protein

sequence. Typically, no more than about from 2 to 6 residues are deleted at any one site
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within the protein molecule. Amino acid substitutions are typically of single residues, but
can occur at a number of different locations at once; insertions usually will be on the
order of about from 1 to 10 amino acid residues; and deletions will range about from 1 to
30 residues. Deletions or insertions can be made in adjacent pairs, i.c., a deletion of 2
residues or insertion of 2 residues. Substitutions, deletions, insertions or any combination
thereof may be combined to arrive at a final construct. The mutations must not place the
sequence out of reading frame and preferably will not create complementary regions that
could produce secondary mRNA structure. Substitutional modifications are those in
which at least one residue has been removed and a different residue inserted in its place.
In some instances, substitutions can be conservative amino acid substitutions. In some
instances, peptides herein can include one or more conservative amino acid substitutions
relative to a peptide shown in Table 1. For example, variants can include 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 20-30, 30-40, or 40-50 conservative
amino acid substitutions relative to a peptide shown in Table 1. Alternatively, variants
can include 50 or fewer, 40 or fewer, 30 or fewer, 20 or fewer, 10 or fewer, 9 or fewer, 8
or fewer, 7 or fewer, 6 or fewer, 5 or fewer, 4 or fewer, 3 or fewer, or 2 or fewer
conservative amino acid substitutions relative to a peptide shown in Table 1. Such
substitutions generally are made in accordance with the following Table 2 and are
referred to as conservative substitutions. Methods for predicting tolerance to protein

modification are known in the art (see, e.g., Guo et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA,

101(25):9205-9210 (2004)).

Table 2: Conservative Amino Acid Substitutions

Amino Acid Substitutions (others are known in the art)
Ala Ser, Gly, Cys

Arg Lys, GlIn, His

Asn Gln, His, Glu, Asp

Asp Glu, Asn, Gln

Cys Ser, Met, Thr

Gln Asn, Lys, Glu, Asp, Arg
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Glu Asp, Asn, Gln

Gly Pro, Ala, Ser

His Asn, Gln, Lys

Ile Leu, Val, Met, Ala
Leu Ile, Val, Met, Ala

Lys Arg, Gln, His

Met Leu, Ile, Val, Ala, Phe
Phe Met, Leu, Tyr, Trp, His
Ser Thr, Cys, Ala

Thr Ser, Val, Ala

Trp Tyr, Phe

Tyr Trp, Phe, His

Val Ile, Leu, Met, Ala, Thr

In some instances, substitutions are not conservative. For example, an amino acid
in a peptide shown in Table 1 can be replaced with an amino acid that can alter some
property or aspect of the peptide. In some instances, non-conservative amino acid
substitutions can be made, ¢.g., to change the structure of a peptide, to change the binding
properties of a peptide (e.g., to increase or decrease the affinity of binding of the peptide
to an antigen and/or to alter increase or decrease the binding specificity of the peptide to
the antigen).

In some instances, peptides and/or peptide variants can include or can be
fragments of the peptides shown in Table 1. Such fragments can include, for example, 1,
2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 50-
100, 101-150, fewer amino acids than the CDRs, FRs, and/or AAs shown in Table 1, e.g.,
so long as the fragments retain at least at portion of the binding properties of the full-
length peptide (e.g., at least 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, or 100% of the binding
properties of the full-length peptide). Truncations can be made at the amino-terminus,

the carboxy-terminus, and/or within the peptides herein.
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In some instances, the interacting face of a peptide variant can be the same (e.g.,
substantially the same) as an unmodified peptide, ¢.g., to alter (e.g., increase or decrease),
preserve, or maintain the binding properties of the peptide variant relative to the
unmodified peptide. Methods for identifying the interacting face of a peptide are known
in the art (Gong et al., BMC: Bioinformatics, 6:1471-2105 (2007); Andrade and Wei et
al., Pure and Appl. Chem., 64(11):1777-1781 (1992); Choi et al., Proteins: Structure,
Function, and Bioinformatics, 77(1):14-25 (2009); Park et al., BMC: and Bioinformatics,
10:1471-2105 (2009).

Those of skill in the art readily understand how to determine the identity of two
polypeptides (e.g., an unmodified peptide and a peptide variant). For example, identity
can be calculated after aligning the two sequences so that the identity is at its highest
level. Another way of calculating identity can be performed by published algorithms.
Optimal alignment of sequences for comparison may be conducted by the local identity
algorithm of Smith and Waterman, Adv. Appl. Math, 2:482 (1981), by the identity
alignment algorithm of Needleman and Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443 (1970), by the
search for similarity method of Pearson and Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444
(1988), by computerized implementations of these algorithms (GAP, BESTFIT, FASTA,
and TFASTA in the Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Computer Group,
575 Science Dr., Madison, WI), or by inspection.

The same types of identity can be obtained for nucleic acids by, for example, the
algorithms disclosed in Zuker, Science 244:48-52 (1989); Jaeger et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 86:7706-10 (1989); Jaeger et al., Methods Enzymol. 183:281-306 (1989),
which are herein incorporated by reference for at least material related to nucleic acid
alignment. It is understood that any of the methods typically can be used and that in
certain instances the results of these various methods may differ, but the skilled artisan
understands if identity is found with at least one of these methods, the sequences would
be said to have the stated identity and to be disclosed herein.

In some instances, as described in more detail under the methods section below,
therapeutic compositions disclosed herein can be produced using genetic material (e.g.,

DNA and/or mRNA) isolated and/or purified from immune cells (e.g., B cells, including
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memory B cells) obtained using the methods disclosed herein. Once such genetic
material has been obtained, methods for using it to produce the therapeutic compositions
disclosed herein are known in the art and/or are summarized below.

In some instances, peptides can include a detectable label. As used herein, a
"label" refers to a moiety that has at least one element, isotope, or functional group
incorporated into the moiety which enables detection of the peptide to which the label is
attached. Labels can be directly attached (ie, via a bond) or can be attached by a linker
(e.g., such as, for example, a cyclic or acyclic, branched or unbranched, substituted or
unsubstituted alkylene; cyclic or acyclic, branched or unbranched, substituted or
unsubstituted alkenylene; cyclic or acyclic, branched or unbranched, substituted or
unsubstituted alkynylene; cyclic or acyclic, branched or unbranched, substituted or
unsubstituted heteroalkylene; cyclic or acyclic, branched or unbranched, substituted or
unsubstituted heteroalkenylene; cyclic or acyclic, branched or unbranched, substituted or
unsubstituted heteroalkynylene; substituted or unsubstituted arylene; substituted or
unsubstituted heteroarylene; or substituted or unsubstituted acylene, or any combination
thereof, which can make up a linker). Labels can be attached to a peptide at any position
that does not interfere with the biological activity or characteristic of the inventive
polypeptide that is being detected.

Labels can include: labels that contain isotopic moieties, which may be
radioactive or heavy isotopes, including, but not limited to, 2H, SH, 13C, 14C, ISN, SIP, SZP,
38, “"Ga, ™ T¢ (Tc-99m), U, 129, 12°, 1Y, and '®Re; labels that include immune or
immunoreactive moieties, which may be antibodies or antigens, which may be bound to
enzymes {e.g., such as horseradish peroxidase); labels that are colored, luminescent,
phosphorescent, or include fluorescent moieties (e.g., such as the fluorescent label FITC);
labels that have one or more photoaffinity moieties; labels that have ligand moieties with
one or more known binding partners (such as biotin-streptavidin, FK506-FKBP, etc.).

In some instances, labels can include one or more photoaffinity moieties for the
direct elucidation of intermolecular interactions in biological systems. A variety of known
photophores can be employed, most relying on photoconversion of diazo compounds,

azides, or diazirines to nitrenes or carbenes (see, ¢.g., Bayley, H., Photogenerated
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Reagents in Biochemistry and Molecular Biology (1983), Elsevier, Amsterdam, the entire
contents of which are incorporated herein by reference). In certain embodiments of the
invention, the photoaffinity labels employed are o-, m- and p-azidobenzoyls, substituted
with one or more halogen moieties, including, but not limited to 4-azido-2,3,5,6-
tetrafluorobenzoic acid.

Labels can also be or can serve as imaging agents. Exemplary imaging agents
include, but are not limited to, those used in positron emissions tomography (PET),
computer assisted tomography (CAT), single photon emission computerized tomography,
x-ray, fluoroscopy, and magnetic resonance imaging (MRI); anti-emetics; and contrast
agents. Exemplary diagnostic agents include but are not limited to, fluorescent moieties,
luminescent moieties, magnetic moieties; gadolinium chelates (e.g., gadolinium chelates
with DTPA, DTPA-BMA, DOTA and HP-DO3A), iron chelates, magnesium chelates,
manganese chelates, copper chelates, chromium chelates, iodine -based materials useful
for CAT and x-ray imaging, and radionuclides. Suitable radionuclides include, but are not
limited to, 12T, 1257, 1301, 131, 133 135 47g¢ T2A¢ 728 %y, 8y 97Ry, 1%%pg, V'R,
119Gy, 1288, 197Hg 2U1A¢ 212B1 212pp, 19, Min, 'Ga, %Ga, 'Cu, *Br, "'Br, ®mTc, 1*C,
13N, 150, 2P, P, and °F,

Fluorescent and luminescent moieties include, but are not limited to, a variety of
different organic or inorganic small molecules commonly referred to as "dyes," "labels,"
or "indicators." Examples include, but are not limited to, fluorescein, rhodamine, acridine
dyes, Alexa dyes, cyanine dyes, etc. Fluorescent and luminescent moieties may include a
variety of naturally occurring proteins and derivatives thereof, e.g., genetically
engineered variants. For example, fluorescent proteins include green fluorescent protein
(GFP), enhanced GFP, red, blue, yellow, cyan, and sapphire fluorescent proteins, reef
coral fluorescent protein, etc. Luminescent proteins include luciferase, aequorin and
derivatives thereof. Numerous fluorescent and luminescent dyes and proteins are known
in the art (see, ¢.g., U.S. Patent Publication 2004/0067503; Valeur, B., "Molecular
Fluorescence: Principles and Applications," John Wiley and Sons, 2002; and Handbook
of Fluorescent Probes and Research Products, Molecular Probes, 9th edition, 2002).
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The term “purified” as used herein, refers to other molecules, e.g. polypeptide,
nucleic acid molecule that have been identified and separated and/or recovered from a
component of its natural environment. Thus, in one embodiment the antibodies of the
invention are purified antibodies wherein they have been separated from one or more
components of their natural environment.

The term "epitope” as used herein refers to a protein determinant capable of
binding to an antibody. Epitopes usually consist of chemically active surface groupings
of molecules such as amino acids or sugar side chains and usually have specific three
dimensional structural characteristics, as well as specific charge characteristics.
Conformational and non-conformational epitopes are distinguished in that the binding to
the former but not the latter is lost in the presence of denaturing solvents.

In some instances, the disclosure provides nucleotide sequences corresponding to
(e.g., encoding) the disclosed peptides (e.g., disclosed in Table 1). These sequences
include all degenerate sequences related to the disclosed peptides, i.e., all nucleic acids
having a sequence that encodes one particular peptide and variants and derivatives
thereof. Thus, while each particular nucleic acid sequence may not be written out herein,
it is understood that each and every sequence is in fact disclosed and described herein
through the disclosed polypeptide sequences.

In some instances, nucleic acids of the disclosed can include expression vectors.
Examples of suitable vectors include, but are not limited to, plasmids, artificial
chromosomes, such as BACs, YACs, or PACs, and viral vectors.

The provided vectors also can include, for example, origins of replication and/or
markers. A marker gene can confer a selectable phenotype, e.g., antibiotic resistance, on
a cell. The marker product is used to determine if the vector has been delivered to the
cell and once delivered is being expressed. Examples of selectable markers for
mammalian cells are dihydrofolate reductase (DHFR), thymidine kinase, neomycin,
neomycin analog G418, hygromycin, puromycin, and blasticidin. When such selectable
markers are successfully transferred into a mammalian host cell, the transformed
mammalian host cell can survive if placed under selective pressure. Examples of other

markers include, for example, the E. coli lacZ gene, green fluorescent protein (GFP), and

43



10

15

20

25

30

WO 2013/049517 PCT/US2012/057839

luciferase. In addition, an expression vector can include a tag sequence designed to
facilitate manipulation or detection (e.g., purification or localization) of the expressed
polypeptide. Tag sequences, such as GFP, glutathione S-transferase (GST),
polyhistidine, c-myc, hemagglutinin, or FLAG™ tag (Kodak; New Haven, CT)
sequences typically are expressed as a fusion with the encoded polypeptide. Such tags
can be inserted anywhere within the polypeptide including at either the carboxyl or amino
terminus.

In some instances, the disclosure includes cells comprising the nucleic acids (e.g.,
vectors) and/or peptides disclosed herein. Cells can include, for example, eukaryotic
and/or prokaryotic cells. In general, cells that can be used herein are commercially
available from, for example, the American Type Culture Collection (ATCC), P.O. Box
1549, Manassas, VA 20108. See also F. Ausubel et al., Current Protocols in Molecular
Biology, John Wiley & Sons, New York, NY, (1998). Transformation and transfection
methods useful in the generation of the cells disclosed herein are described, e.g., in F.
Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, New York,
NY, (1998).

Pharmaceutical Formulations

In some instances, therapeutic compositions disclosed herein can include other
compounds, drugs, and/or agents used for the treatment of cancer. Such compounds,
drugs, and/or agents can include, for example, chemotherapy drugs, small molecule drugs
or antibodies that stimulate the immune response to a given cancer. In some instances,
therapeutic compositions can include, for example, one or more peptides disclosed herein
and one or more of an anti-CTLA-4 antibody or peptide, an anti-PD-1 antibody or
peptide, and/or an anti-PDL-1 antibody or peptide. For example, in some instances,
therapeutic compositions disclosed herein can be combined with one or more (e.g., one,
two, three, four, five, or less than ten) compounds.

In some instances, therapeutic compositions disclosed herein can include other
compounds including histone deacetylase inhibitors (“HDAC”) inhibitors. Examples of

HDAC inhibitors include, for example, hydroxamic acid, Vorinostat (Zolinza);
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suberoylanilide hydroxamic acid (SAHA)(Merck), Trichostatin A (TSA), LAQ824
(Novartis), Panobinostat (LBH589) (Novartis), Belinostat (PXD101)(CuraGen), ITF2357
Italfarmaco SpA (Cinisello), Cyclic tetrapeptide; Depsipeptide (romidepsin, FK228)
(Gloucester Pharmaceuticals), Benzamide; Entinostat (SNDX-275/MS-275)(Syndax
Pharmaceuticals), MGCD0103 (Celgene), Short-chain aliphatic acids, Valproic acid,
Phenyl butyrate, AN-9, pivanex (Titan Pharmaceutical), CHR-3996 (Chroma
Therapeutics), and CHR-2845 (Chroma Therapeutics).

In some instances, therapeutic compositions disclosed herein can include other
compounds including proteasome inhibitors, including, for example, Bortezomib,
(Millennium Pharmaceuticals), NPI-0052 (Nereus Pharmaceuticals), Carfilzomib (PR-
171)(Onyx Pharmaceuticals), CEP 18770, and MLN9708

In some instances, the therapeutic compositions disclosed herein can include
alkylating agents such as mephalan and topoisomerase inhibitors such as Adriamycin
(doxorubicin) have been shown to increase MICA expression, which could enhance
efficacy of an anti-MICA monoclonal antibody.

In some instances, therapeutic compositions disclosed herein can be formulated
for use as or in pharmaceutical compositions. Such compositions can be formulated or
adapted for administration to a subject via any route, ¢.g., any route approved by the
Food and Drug Administration (FDA). Exemplary methods are described in the FDA’s
CDER Data Standards Manual, version number 004 (which is available at
fda.give/cder/dsm/DRG/drg00301.htm).

In some instances, pharmaceutical compositions can include an effective amount
of one or more peptides. The terms “effective amount” and “effective to treat,” as used
herein, refer to an amount or a concentration of one or more peptides for a period of time
(including acute or chronic administration and periodic or continuous administration) that
is effective within the context of its administration for causing an intended effect or
physiological outcome.

In some instances, pharmaceutical compositions can include one or more peptides

and any pharmaceutically acceptable carrier, adjuvant and/or vehicle. In some instances,
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pharmaceuticals can further include one or more additional therapeutic agents in amounts
effective for achieving a modulation of disease or disease symptoms.

The term “pharmaceutically acceptable carrier or adjuvant” refers to a carrier or
adjuvant that may be administered to a patient, together with a peptide of this invention,
and which does not destroy the pharmacological activity thereof and is nontoxic when
administered in doses sufficient to deliver a therapeutic amount of the compound.

Pharmaceutically acceptable carriers, adjuvants and vehicles that may be used in
the pharmaceutical compositions of this invention include, but are not limited to, ion
exchangers, alumina, aluminum stearate, lecithin, self-emulsifying drug delivery systems
(SEDDS) such as d-a-tocopherol polyethyleneglycol 1000 succinate, surfactants used in
pharmaceutical dosage forms such as Tweens or other similar polymeric delivery
matrices, serum proteins, such as human serum albumin, buffer substances such as
phosphates, glycine, sorbic acid, potassium sorbate, partial glyceride mixtures of
saturated vegetable fatty acids, water, salts or electrolytes, such as protamine sulfate,
disodium hydrogen phosphate, potassium hydrogen phosphate, sodium chloride, zinc
salts, colloidal silica, magnesium trisilicate, polyvinyl pyrrolidone, cellulose-based
substances, polyethylene glycol, sodium carboxymethylcellulose, polyacrylates, waxes,
polyethylene-polyoxypropylene-block polymers, polyethylene glycol and wool fat.
Cyclodextrins such as -, -, and y-cyclodextrin, may also be advantageously used to
enhance delivery of compounds of the formulae described herein.

The pharmaceutical compositions of this invention may contain any conventional
non-toxic pharmaceutically-acceptable carriers, adjuvants or vehicles. In some cases, the
pH of the formulation may be adjusted with pharmaceutically acceptable acids, bases or
buffers to enhance the stability of the formulated compound or its delivery form. The
term parenteral as used herein includes subcutaneous, intracutaneous, intravenous,
intramuscular, intra—articular, intraarterial, intrasynovial, intrasternal, intrathecal,
intralesional and intracranial injection or infusion techniques.

Pharmaceutical compositions can be in the form of a solution or powder for
inhalation and/or nasal administration. Such compositions may be formulated according

to techniques known in the art using suitable dispersing or wetting agents (such as, for
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example, Tween 80) and suspending agents. The sterile injectable preparation may also
be a sterile injectable solution or suspension in a non-toxic parenterally acceptable diluent
or solvent, for example, as a solution in 1,3-butanediol. Among the acceptable vehicles
and solvents that may be employed are mannitol, water, Ringer’s solution and isotonic
sodium chloride solution. In addition, sterile, fixed oils are conventionally employed as a
solvent or suspending medium. For this purpose, any bland fixed oil may be employed
including synthetic mono- or diglycerides. Fatty acids, such as oleic acid and its
glyceride derivatives are useful in the preparation of injectables, as are natural
pharmaceutically-acceptable oils, such as olive oil or castor oil, especially in their
polyoxyethylated versions. These oil solutions or suspensions may also contain a long-
chain alcohol diluent or dispersant, or carboxymethyl cellulose or similar dispersing
agents which are commonly used in the formulation of pharmaceutically acceptable
dosage forms such as emulsions and or suspensions. Other commonly used surfactants
such as Tweens or Spans and/or other similar emulsifying agents or bioavailability
enhancers which are commonly used in the manufacture of pharmaceutically acceptable
solid, liquid, or other dosage forms may also be used for the purposes of formulation.

Pharmaceutical compositions can be orally administered in any orally acceptable
dosage form including, but not limited to, capsules, tablets, emulsions and aqueous
suspensions, dispersions and solutions. In the case of tablets for oral use, carriers which
are commonly used include lactose and corn starch. Lubricating agents, such as
magnesium stearate, are also typically added. For oral administration in a capsule form,
useful diluents include lactose and dried corn starch. When aqueous suspensions and/or
emulsions are administered orally, the active ingredient may be suspended or dissolved in
an oily phase is combined with emulsifying and/or suspending agents. If desired, certain
sweetening and/or flavoring and/or coloring agents may be added.

Alternatively or in addition, pharmaceutical compositions can be administered by
nasal aerosol or inhalation. Such compositions are prepared according to techniques
well-known in the art of pharmaceutical formulation and may be prepared as solutions in

saline, employing benzyl alcohol or other suitable preservatives, absorption promoters to
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enhance bioavailability, fluorocarbons, and/or other solubilizing or dispersing agents
known in the art.

In some embodiments, the present disclosure provides methods for using any one
or more of the peptides or pharmaceutical compositions (indicated below as “X’)
disclosed herein in the following methods:

Substance X for use as a medicament in the treatment of one or more diseases or
conditions disclosed herein (e.g., cancer, referred to in the following examples as “Y’).
Use of substance X for the manufacture of a medicament for the treatment of Y; and
substance X for use in the treatment of Y.

In some instances, therapeutic compositions disclosed herein can be formulated

for sale in the US, import into the US, and/or export from the US.

Methods

In some instances, methods can include selection of a human subject who has or
had a condition or disease and who exhibits or exhibited a positive immune response
towards the condition or disease. In some instances, suitable subjects include, for
example, subjects who have or had a condition or disease but that resolved the disease or
an aspect thereof, present reduced symptoms of disease (e.g., relative to other subjects
(e.g., the majority of subjects) with the same condition or disease), and/or that survive for
extended periods of time with the condition or disease (e.g., relative to other subjects
(e.g., the majority of subjects) with the same condition or disease), e.g., in an
asymptomatic state (e.g., relative to other subjects (e.g., the majority of subjects) with the
same condition or disease). In some instances, subjects can be selected if they have been
vaccinated (e.g., previously vaccinated and/or vaccinated and re-vaccinated (e.g.,
received a booster vaccine)) against a condition or disease.

The term "subject,” as used herein, refers to any animal. In some instances, the
subject is a mammal. In some instances, the term "subject", as used herein, refers to a
human (e.g., a man, a woman, or a child). Samples for use in the methods can include

serum samples, ¢.g., obtained from the selected subject.
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In some instances, subject selection can include obtaining a sample from a subject
(e.g., a candidate subject) and testing the sample for an indication that the subject is
suitable for selection. In some instances, the subject can be confirmed or identified, ¢.g.
by a health care professional, as having had or having a condition or disease. In some
instances, exhibition of a positive immune response towards a condition or disease can be
made from patient records, family history, and/or detecting an indication of a positive
immune response. In some instances multiple parties can be included in subject
selection. For example, a first party can obtain a sample from a candidate subject and a
second party can test the sample. In some instances, subjects can be selected and/or
referred by a medical practitioner (e.g., a general practitioner). In some instances, subject
selection can include obtaining a sample from a selected subject and storing the sample
and/or using the in the methods disclosed herein. Samples can include, for example, cells
or populations of cells.

In some instances, obtaining or targeting immune cells can include one or more
and/or combinations of, for example: obtaining or providing a tetrameric immunogen that
can bind (e.g., bind specifically) to a target immune cell; contacting the tetrameric
immunogen with a sample; detecting the tetrameric immunogen; determining whether the
tetrameric immunogen is bound to a target immune cell; and, if the tetrameric
immunogen is bound to a target immune cell, then obtaining the target immune cell.

Tetrameric immunogens can include immunogens related to a condition or disease
and/or that bind (e.g., bind specifically) to a target immune cell, e.g., wherein the target
immune cell is related to a selected condition or disease. Immunogens and target immune
cells related to a condition or disease include, for example, immunogens or immune cells
present in subjects with a certain condition or disease, but not subjects without the
condition or disease; and/or immunogens or immune cells present at altered levels (e.g.,
increased) in subjects with a certain condition or disease relative to subjects without the
condition or disease. In some instances, immunogens or immune cells can be cancer
specific. Immunogens can be soluble. Tetrameric immunogen can include tetrameric
(including, e.g., tetramerized monomeric, dimeric, and/or trimeric antigen immunogen

(e.g., antigen and/or epitope). In some instances, a tetrameric immunogen has increased
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binding to a cell relative to the level of binding between a non-tetrameric form of the
immunogen to the cell under similar conditions. In some instances, a tetrameric antigen
includes a detectable moiety, e.g., a streptavidin moiety. Tetramerization methods are
known in the art and are disclosed herein.

Detecting tetrameric immunogen and/or determining whether tetrameric
immunogen is bound to a target cell can be performed using methods known in the art
and/or disclosed herein. For example, methods can include flow cytometry.
Optimization methods for flow cytometry, including sorting and gating methods, are
known in the art and/or are disclosed herein. In some instances, methods can include
analysis of the level of binding, binding affinity, and/or binding specificity between a
tetrameric immunogen bound to a target immune cell. For example, a target immune cell
can be obtained if (e.g., only if) a pre-determined level of binding between a tetrameric
immunogen and a target immune cell is determined. Pre-determined levels of binding
can be specific levels and/or can be relative levels. Obtaining target immune cells can
include obtaining, providing, identifying, selecting, purifying, and/or isolating the target
immune cells. Such methods can include, for example, cell sorting methods, cell
enrichment, and/or background reduction.

In some instances, obtaining immune cells directed against a self antigen can
include one or more and/or combinations of, for example, identifying a subject exhibiting
a positive immune response towards the self antigen; obtaining or providing a multimeric
form of the self antigen; contacting the multimeric form of the self antigen with a sample
from the subject exhibiting a positive immune response towards the self antigen;
obtaining immune cells bound to the multimeric form of the self antigen.

In some instances, methods can include obtaining immune cells directed against a
self antigen from a cancer patient, can include one or more and/or combinations of, for
example, identifying a subject exhibiting a positive immune response towards the self
antigen; providing a multimeric form of the self antigen; contacting the multimeric form
of the self antigen with a sample from the subject exhibiting a positive immune response
towards the self antigen; and obtaining immune cells bound to the multimeric form of the

self antigen.
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Multimeric forms of a self antigen can include self antigens related to a condition
or disease and/or that bind (e.g., bind specifically) to a target immune cell, e.g., wherein
the target immune cell is related to a selected condition or disease. Self antigens and
target immune cells related to a condition or disease include, for example, antigens or
immune cells present in subjects with a certain condition or disease, but not subjects
without the condition or disease; and/or immunogens or immune cells present at altered
levels (e.g., increased) in subjects with a certain condition or disease relative to subjects
without the condition or disease. In some instances, the condition or disease can be a
cancer. In some embodiments, the cancer is melanoma, lung, breast, kidney, ovarian,
prostate, pancreatic, gastric, and colon carcinoma, lymphoma or leukemia. In some
instances, the self antigens or immune cells can be cancer specific. The self antigens can
be soluble. Multimeric form of the self antigen can include a tetrameric form (including,
e.g., tetramerized monomeric, dimeric, and/or trimeric antigen) of the self-antigen (e.g.,
antigen and/or epitope). In some instances, a multimeric form of the self antigen includes
a detectable moiety, e.g., a streptavidin moiety. Multimerization methods are known in
the art and are disclosed herein.

Methods for isolating or purifying genetic material (e.g., DNA and/or mRNA)
from the obtained target immune cell are known in the art and are exemplified herein.
Once such genetic material has been obtained, methods for using it to produce the
therapeutic compositions disclosed herein are known in the art and/or are summarized
below. As discussed above, genetic material can be varied, using techniques known in
the art to create peptide variants disclosed herein.

Generating peptides from nucleic acids (e.g., cDNA) contained within or obtained
from the target cell can include, for example, analysis, ¢.g., sequencing of heavy and light
chain variable domains from target immune cells (e.g., single or isolated identified target
immune cells). In some instances, methods can include generating fully human
antibodies, or fragments thereof (e.g., as disclosed above), and humanization of non-
human antibodies. DNA can be readily isolated and/or sequenced from the obtained

immune cells using conventional procedures (¢.g., by using oligonucleotide probes that

51



10

15

20

25

30

WO 2013/049517 PCT/US2012/057839

are capable of binding specifically to genes encoding the heavy and light chains of
murine antibodies).

Once isolated, DNA can be placed into expression vectors, which are then
transfected into host cells such as Escherichia coli cells, simian COS cells, Chinese
Hamster Ovary (CHO) cells, or myeloma cells that do not otherwise produce antibody
protein, to obtain the synthesis of monoclonal antibodies in the recombinant host cells.
Review articles on recombinant expression in bacteria of DNA encoding the antibody
include Skerra et al., Curr. Opinion in Immunol., 5:256-262 (1993) and Pluckthun,
Immunol. Revs., 130:151-188 (1992).

Recombinant expression of an antibody or variant thereof generally requires
construction of an expression vector containing a polynucleotide that encodes the
antibody. The invention, thus, provides replicable vectors comprising a nucleotide
sequence encoding an antibody molecule, a heavy or light chain of an antibody, a heavy
or light chain variable domain of an antibody or a portion thereof, or a heavy or light
chain CDR, operably linked to a promoter. Such vectors may include the nucleotide
sequence encoding the constant region of the antibody molecule (see, e.g., US. Patent
Nos. 5,981,216; 5,591,639; 5,658,759 and 5,122,464) and the variable domain of the
antibody may be cloned into such a vector for expression of the entire heavy, the entire
light chain, or both the entire heavy and light chains.

Once the expression vector is transferred to a host cell by conventional
techniques, the transfected cells are then cultured by conventional techniques to produce
an antibody. Thus, the invention includes host cells containing a polynucleotide
encoding an antibody of the invention or fragments thereof, or a heavy or light chain
thereof, or portion thereof, or a single-chain antibody of the invention, operably linked to
a heterologous promoter. In certain embodiments for the expression of double-chained
antibodies, vectors encoding both the heavy and light chains may be co-expressed in the
host cell for expression of the entire immunoglobulin molecule, as detailed below.

Mammalian cell lines available as hosts for expression of recombinant antibodies
are well known in the art and include many immortalized cell lines available from the

American Type Culture Collection (ATCC), including but not limited to Chinese hamster
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ovary (CHO) cells, HeLa cells, baby hamster kidney (BHK) cells, monkey kidney cells
(COS), human hepatocellular carcinoma cells (e.g., Hep G2), human epithelial kidney
293 cells, and a number of other cell lines. Different host cells have characteristic and
specific mechanisms for the post-translational processing and modification of proteins
and gene products. Appropriate cell lines or host systems can be chosen to ensure the
correct modification and processing of the antibody or portion thereof expressed. To this
end, eukaryotic host cells which possess the cellular machinery for proper processing of
the primary transcript, glycosylation, and phosphorylation of the gene product may be
used. Such mammalian host cells include but are not limited to CHO, VERY, BHK,
Hela, COS, MDCK, 293, 3T3, W138, BT483, Hs578T, HTB2, BT20 and T47D, NSO (a
murine myeloma cell line that does not endogenously produce any functional
immunoglobulin chains), SP20, CRL7030 and HsS78Bst cells. In one embodiment,
human cell lines developed by immortalizing human lymphocytes can be used to
recombinantly produce monoclonal antibodies. In one embodiment, the human cell line
PER.C6. (Crucell, Netherlands) can be used to recombinantly produce monoclonal
antibodies.

In some instances, peptides disclosed herein can be generated synthetically.
Synthetic chemistry transformations and protecting group methodologies (protection and
deprotection) useful in synthesizing peptides described herein are known in the art and
include, for example, those such as described in R. Larock, Comprehensive Organic
Transformations, VCH Publishers (1989); T.W. Greene and P.G.M. Wuts, Protective
Groups in Organic Synthesis, 3d. Ed., John Wiley and Sons (1999); L. Fieser and M.
Fieser, Fieser and Fieser's Reagents for Organic Synthesis, John Wiley and Sons (1994);
and L. Paquette, ed., Encyclopedia of Reagents for Organic Synthesis, John Wiley and
Sons (1995), and subsequent editions thereof.

Peptides can also be made by chemical synthesis methods, which are well known
to the ordinarily skilled artisan. See, for example, Fields et al., Chapter 3 in Synthetic
Peptides: A User's Guide, ed. Grant, W. H. Freeman & Co., New York, N.Y., 1992, p.
77. Hence, peptides can be synthesized using the automated Merrifield techniques of

solid phase synthesis with the a-NH; protected by either t-Boc or Fmoc chemistry using
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side chain protected amino acids on, for example, an Applied Biosystems Peptide
Synthesizer Model 430A or 431.

One manner of making of the peptides described herein is using solid phase
peptide synthesis (SPPS). The C-terminal amino acid is attached to a cross-linked
polystyrene resin via an acid labile bond with a linker molecule. This resin is insoluble in
the solvents used for synthesis, making it relatively simple and fast to wash away excess
reagents and by-products. The N-terminus is protected with the Fmoc group, which is
stable in acid, but removable by base. Any side chain functional groups are protected
with base stable, acid labile groups.

Longer peptides could be made by conjoining individual synthetic peptides using
native chemical ligation. Alternatively, the longer synthetic peptides can be synthesized
by well-known recombinant DNA techniques. Such techniques are provided in well-
known standard manuals with detailed protocols. To construct a gene encoding a peptide
of this invention, the amino acid sequence is reverse translated to obtain a nucleic acid
sequence encoding the amino acid sequence, preferably with codons that are optimum for
the organism in which the gene is to be expressed. Next, a synthetic gene is made,
typically by synthesizing oligonucleotides which encode the peptide and any regulatory
elements, if necessary. The synthetic gene is inserted in a suitable cloning vector and
transfected into a host cell. The peptide is then expressed under suitable conditions
appropriate for the selected expression system and host. The peptide is purified and
characterized by standard methods.

The peptides can be made in a high-throughput, combinatorial fashion, e.g., using
a high-throughput multiple channel combinatorial synthesizer available from Advanced
Chemtech.

Peptide bonds can be replaced, e.g., to increase physiological stability of the
peptide, by: a retro-inverso bonds (C(O)-NH); a reduced amide bond (NH-CH,); a
thiomethylene bond (S-CH; or CH,-S); an oxomethylene bond (O-CH; or CH,-0); an
ethylene bond (CH,-CHy); a thioamide bond (C(S)-NH); a trans-olefin bond (CH=CH); a
fluoro substituted trans-olefin bond (CF=CH); a ketomethylene bond (C(O)-CHR) or
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CHR-C(O) wherein R is H or CH3; and a fluoro-ketomethylene bond (C(O)-CFR or
CFR-C(O) wherein R is Hor F or CHs.

Peptides can be further modified by: acetylation, amidation, biotinylation,
cinnamoylation, farnesylation, fluoresceination, formylation, myristoylation,
palmitoylation, phosphorylation (Ser, Tyr or Thr), stearoylation, succinylation and
sulfurylation. As indicated above, peptides can be conjugated to, for example,
polyethylene glycol (PEG); alkyl groups (e.g., C1-C20 straight or branched alkyl groups);
fatty acid radicals; and combinations thereof.

In some instances, peptides can be purified by any method known in the art for
purification of an immunoglobulin molecule, for example, by chromatography (e.g., ion
exchange, affinity, particularly by affinity for the specific antigens Protein A or Protein
G, and sizing column chromatography), centrifugation, differential solubility, or by any
other standard technique for the purification of proteins. Further, the antibodies of the
present invention or fragments thereof may be fused to heterologous polypeptide
sequences (refered to herein as “tags”) described above or otherwise known in the art to
facilitate purification.

An exemplary, non-limiting, overview of the methods is shown in FIG. 21.

Ordering is not implied.

Methods of Use

In some instances, the disclosure provides methods of treatment that include
administering to a subject a composition disclosed herein.

Provided herein are methods for treating and/or preventing cancer or symptoms of
cancer in a subject comprising administering to the subject a therapeutically effective
amount of a composition comprising a peptide that immunospecifically binds to MHC
class I polypeptide-related sequence A (MICA), wherein the peptide comprises
complementarity determining region (CDR) 3 of the Vy of antibody ID 1, 6, 7, 8 or 9
shown in Table 1 having 5 or fewer conservative amino acid substitutions, and CDR3 of
the Vi of antibody ID 1, 6, 7, 8 or 9 shown in Table 1 having 5 or fewer conservative

amino acid substitutions. In some embodiments the cancer is a cancer associated with
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overexpression of MICA. In some embodiments, the cancer is melanoma, lung, breast,
kidney, ovarian, prostate, pancreatic, gastric, and colon carcinoma, lymphoma or
leukemia. In some embodiments, the cancer is melanoma. In some embodiments, the
cancer is a plasma cell malignancy, for example, multiple myeloma (MM) or pre-
malignant condition of plasma cells. In some embodiments the subject has been
diagnosed as having a cancer or as being predisposed to cancer.

In some instances, the disclosure provides methods for treating and/or preventing
cancer or symptoms of cancer in a subject comprising administering to the subject a
therapeutically effective amount of a composition comprising an isolated antibody which
specifically binds to MHC class I polypeptide-related sequence A (MICA), wherein the
antibody comprises a heavy chain variable region (VH) comprising the VH CDR1, VH
CDR2, and VH CDR3 as shown in the VH sequence of SEQ ID NO: 11, 149, 168, 186,
or 204 and a light chain variable region (VL) sequence of SEQ ID No: 4, 151, 170, 189,
or 206.

Also provided herein are methods for treating and/or preventing cancer or
symptoms of cancer in a subject comprising administering to the subject a therapeutically
effective amount of a peptide that immunospecifically binds to angiopoietin, wherein the
peptide comprises complementarity determining region (CDR) 3 of the VH of antibody
ID 2, 3,4 or 5 or 10 shown in Table 1 having 5 or fewer conservative amino acid
substitutions, and CDR3 of the VL of antibody ID 2, 3, 4 or 5 shown in Table 1 having 5
or fewer conservative amino acid substitutions. In some embodiments the cancer is a
cancer associated with overexpression of MICA. In some embodiments, the cancer is
melanoma, lung, breast, kidney, ovarian, prostate, pancreatic, gastric, and colon
carcinoma, lymphoma or leukemia. In some embodiments, the cancer is melanoma. In
some embodiments, the cancer is a plasma cell malignancy, for example, multiple
myeloma (MM) or pre-malignant condition of plasma cells. In some embodiments the
subject has been diagnosed as having a cancer or as being predisposed to cancer.

In some instances, the disclosure provides methods for treating and/or preventing
cancer or symptoms of cancer in a subject comprising administering to the subject a

therapeutically effective amount of a composition comprising an isolated antibody which
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specifically binds to angiopoietin (e.g., angiopoietin-2), wherein the antibody comprises a
heavy chain variable region (VH) comprising the VH CDR1, VH CDR2, and VH CDR3
as shown in the VH sequence of SEQ ID NO: 20, 38, 56, 74, 222 and a light chain
variable region (VL) sequence of SEQ ID No: 29, 47, 65, 83, or 224.

Symptoms of cancer are well-known to those of skill in the art and include,
without limitation, unusual mole features, a change in the appearance of a mole,
including asymmetry, border, color and/or diameter, a newly pigmented skin area, an
abnormal mole, darkened area under nail, breast lumps, nipple changes, breast cysts,
breast pain, death, weight loss, weakness, excessive fatigue, difficulty eating, loss of
appetite, chronic cough, worsening breathlessness, coughing up blood, blood in the urine,
blood in stool, nausea, vomiting, liver metastases, lung metastases, bone metastases,
abdominal fullness, bloating, fluid in peritoneal cavity, vaginal bleeding, constipation,
abdominal distension, perforation of colon, acute peritonitis (infection, fever, pain), pain,
vomiting blood, heavy sweating, fever, high blood pressure, anemia, diarrhea, jaundice,
dizziness, chills, muscle spasms, colon metastases, lung metastases, bladder metastases,
liver metastases, bone metastases, kidney metastases, and pancreatic metastases,
difficulty swallowing, and the like.

The methods disclosed herein can be applied to a wide range of species, e.g.,
humans, non-human primates (e.g., monkeys), horses, cattle, pigs, sheep, deer, elk, goats,
dogs, cats, mustelids, rabbits, guinea pigs, hamsters, rats, and mice.

The terms "treat" or "treating," as used herein, refers to partially or completely
alleviating, inhibiting, ameliorating, and/or relieving the disease or condition from which
the subject is suffering. In some instances, treatment can result in the continued absence
of the disease or condition from which the subject is suffering.

In general, methods include selecting a subject at risk for or with a condition or
disease. In some instances, the subject’s condition or disease can be treated with a
pharmaceutical composition disclosed herein. For example, in some instances, methods
include selecting a subject with cancer, e.g., wherein the subject’s cancer can be treated

by targeting one or both of MICA and/or angiopoetin-2.
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In some instances, treatments methods can include a single administration,
multiple administrations, and repeating administration as required for the prophylaxis or
treatment of the disease or condition from which the subject is suffering. In some
instances treatment methods can include assessing a level of disease in the subject prior
to treatment, during treatment, and/or after treatment. In some instances, treatment can
continue until a decrease in the level of disease in the subject is detected.

The terms "administer,” "administering," or "administration," as used herein refers
to implanting, absorbing, ingesting, injecting, or inhaling, the inventive peptide,
regardless of form. In some instances, one or more of the peptides disclosed herein can
be administered to a subject topically (e.g., nasally) and/or orally. For example, the
methods herein include administration of an effective amount of compound or compound
composition to achieve the desired or stated effect. Specific dosage and treatment
regimens for any particular patient will depend upon a variety of factors, including the
activity of the specific compound employed, the age, body weight, general health status,
sex, diet, time of administration, rate of excretion, drug combination, the severity and
course of the disease, condition or symptoms, the patient’s disposition to the discase,
condition or symptoms, and the judgment of the treating physician.

Following administration, the subject can be evaluated to detect, assess, or
determine their level of disease. In some instances, treatment can continue until a change
(e.g., reduction) in the level of disease in the subject is detected.

Upon improvement of a patient’s condition (e.g., a change (e.g., decrease) in the
level of disease in the subject), a maintenance dose of a compound, composition or
combination of this invention may be administered, if necessary. Subsequently, the
dosage or frequency of administration, or both, may be reduced, as a function of the
symptoms, to a level at which the improved condition is retained. Patients may, however,
require intermittent treatment on a long-term basis upon any recurrence of discase
Symptoms.

In some instances, the disclosure provides methods for detecting immune cells
e.g., B cells and/or memory B cells, from a human subject. Such methods can be used,

for example, to monitor the levels of immune cells e.g., B cells and/or memory B cells, in

58



10

15

20

25

30

WO 2013/049517 PCT/US2012/057839

a human subject, e.g., following an event. Exemplary events can include, but are not
limited to, detection of diseases, infection; administration of a therapeutic composition
disclosed herein, administration of a therapeutic agent or treatment regimen,
administration of a vaccine, induction of an immune response. Such methods can be used

clinically and/or for research.

EXAMPLES

The invention is further described in the following examples, which do not limit
the scope of the invention described in the claims.

Methods are described herein that allow sensitive, specific, and reliable detection
of rare memory B cells, with defined antigen specificity, from limited quantities of
peripheral blood. Methods allowed visualization and isolation of memory B cells months
to years after antigen had been cleared.

Proof of principle for the methods disclosed herein was established using
tetramers of tetanus toxin C-fragment (TTCF), as reported in detail in Franz et al. (Blood,
118(2):348-357 (2011)), which reference is hereby incorporated by reference in its
entirety.

TTCEF (i.e., the 52 kDa, non-toxic, C-terminal fragment of TTCF) was selected as
a model antigen because the majority of individuals have been vaccinated with tetanus
toxoid and persistent IgG antibody titers are induced by the vaccine (Amanna et al., N.
Engl. J. Med., 357:1903-1915, 2007). Accordingly, use of TTCF afforded a large pool of
subjects in which the methods disclosed herein could be verified. One of skill in the art
will appreciate, however, that the present methods can be adapted to include any
disease-related antigen using routine skill. As demonstrated in the examples below, such
adaption has been shown through the acquisition of antibodies directed against MICA

and angiopoietin-2, which are cancer-related antigens.

Example 1: Antigen Expression and Tetramer Formation
As described in further detail below, TTCF was expressed in Eschericia coli and a

BirA site was attached to the N-terminus for site-specific mono-biotinylation by BirA
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enzyme. A flexible linker was placed between the protein and the biotinylation site to
prevent steric hindrance of antibody binding. TTCF was purified by anion-exchange
chromatography, biotinylated with BirA, and separated from free biotin and BirA by gel
filtration chromatography. TTCF tetramers were generated by incubating fluorescently
tagged streptavidin with biotinylated TTCF antigen at a molar ratio of 1:4. These
tetramers were then used along with a panel of mAbs for the identification of tetanus
toxoid specific memory B cells.

TTCF was cloned in pET-15b (Novagen). Protein expression was induced in
BL21(DE3) Eschericia coli with 1mM isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) for
4 hours at 28°C. Cells were washed, lysed, and resulting supernatant was collected.
TTCF was purified using a HIS-Select affinity column (Sigma). The His-tag was
removed proteolytically. Murine CD80 membrane proximal domain was produced using
similar methods. Proteins were mono-biotinylated. For certain experiments, Alexa-488
dye molecules (Molecular probes) were linked to primary amines on biotinylated TTCF
or CDRO0.

Antigen tetramers were prepared by incubating biotinyated antigen with premium
grade PE labeled streptavidin (Molecular Probes) for at least 20 minutes on ice at a molar
ratio of 4:1. Prior to use, tetramer preparations were centrifuged to remove aggregates.
In some experiments, tetramers were formed with Alexa-fluor-488 tagged antigens and

non-fluorescent streptavidin at a 4:1 ratio.

Example 2: Identification Methods

Methods were performed as described in Franz et al., Blood, 118(2):348-357
(2011).

Cells were sorted on a BD FACS Aria II cell sorter. Cells were single-cell sorted.
Samples were first gated on CD19" cells that were negative for a panel of exclusion
markers (CD3, CD14, CD16, 7AAD) then gated on plasmablasts, identified by high
levels of CD27 and an immediate level of CD19 expression, and finally on tetramer”

CDI19" cells.
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Due to the low frequency of memory B cells, it was necessary to carefully reduce
background as much as possible. B cells were first enriched by negative selection
(cocktail of antibodies to CD2, CD3, CD14, CD16, CD56 and glycophorin A) to remove
most cells that could non-specifically bind the tetramer. Enriched cells were split evenly
and stained with TTCF or a control tetramer followed by labeling with CD19, CD27 and
IgM to specifically select class-switched memory B cells. The gating strategy considered
expression of CD19, lack of labeling with a panel of exclusion markers (CD3, CD14,
CD16, 7TAAD), expression of the memory marker CD27 and lack of IgM expression as
evidence of class switching. Tetramer staining was plotted versus CD27 staining for
visualization of memory B cells with the antigen specificity of interest. Tetramer-
positive B cells were directly sorted into PCR strips containing 3 ul mRNA extraction
buffer.

Tubes were kept cold during sorting and sorted cells were frozen and stored at -
80°C. CD19+ CD27+ IgM- B cells were used as positive controls.

A previously reported nest PCR protocol was used to amplify heavy and light
chain variable segments (Wang et al., J. Immunol. Methods., 244:217-225, 2000).
mRNA amplification was carried out under conditions suitable to minimize
contamination. Primers used included:

TAATACGACTCACTATAGGTTCGGGGAAGTAGTCCTTGACCAGG (SEQ
ID NO: 91);

TAATACGACTCACTATAGGGATAGAAGTTATTCAGCAGGCACAC (SEQ
ID NO:92);

TAATACGACTCACTATAGGCGTCAGGCTCAGRTAGCTGCTGGCCGC
(SEQ ID NO:93).

Nested RT-PCR was performed as described in Franz et al., Blood, 118(2):348-
357 (2011).

Negative controls were included to monitor and guard against contamination.
From a total of 35 single cells labeled with the TTCF tetramer, 32 heavy and 30 light
chain segments were amplified and directly sequence from gel-purified PCR products,

corresponding to an overall PCR efficiency of 89%. Sequence analysis revealed that
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TTCEF tetramer’ cells employed a variety of different VyD-Ji gene segments, without
dominance of one particular gene segment. Sequences observed supported that clones
represented cells diversified by somatic hypermutation.

Antibody production and purification included cloning heavy and light variable
domain DNA into separate pcDNA3.3 expression vectors containing the bovine prolactin
signal peptide sequence as well as full length IgG1 heavy or kappa light chain constant
domains. Antibodies were expressed in CHO-S media (Invitrogen) supplemented with
8mM Glutamax (Gibco) in 100ml sinner flasks at 37 °C with 8% CO,. One day prior to
transfection, cells were split to 6x10° cells/ml. On the day of transfection, cells were
adjusted, were necessary, to 1x10° cells/ml. 25 ug of heavy and light chain plasmid
DNA were co-transfected using MAX transfection reagent (Invitrogen) and transfected
cells were cultured for 6-8 days. Protein was obtained using Protein G sepharose beads
and antibody was eluted using 100mM glycine pH2.5 and separated from beads using
Spin-X centrifuge tubes. Purified antibody was exchanged into phosphate buffered saline
(PBS) using Micro Bio-Spin columns (BioRad). Protein concentration was assessed by
absorbance at 280nm.

For saturation binding assay, non-biotinylated, MonoQ purified TTCF was
labeled with europium and free europium was removed. 96-well flat bottom plates were
coated overnight with 20ng of antibody per well in 100mM NaHCO; buffer at pH 9.6.
Blocking was performed with assay buffer supplemented with bovine serum albumin
(BSA) and bovine gamma globulins. TTCF-europium was diluted in assay buffer
(100nM to 4pM) and 200ul was added per well in triplicate. Plates were incubated for 2
hours at 37 °C and washed three times with 200 ul wash buffer (50mM Tris pH 8§,
150mM NaCl, 20 uM EDTA, 0.05% Tween). 100 ul enhancement solution was added to
cach well and fluorescence counts measured using a Victor’ plate reader at 615nm.

Heavy and light chain variable domain sequences were analyzed using IMGT/V-
Quest and JIONSOLVER software. Flow cytometry data were evaluated using FlowJo
analysis software. Statistical analyses were carried out using GraphPad Prism 5 software
using unpaired t-test. To determine antibody Kp values, saturation binding data were

fitted using GraphPad Prism 5 software using non-linear regression analysis.
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Example 3: Multimerization Enhances Identification of Memory B Cells

Tetrameric and monomeric TTCF were compared. TTCF was fluorescently
labeled with Alexa-488 and then used in monomeric form or was converted to a tetramer
using unlabeled streptavidin (see above). Enriched B cells were then incubated with
tetrameric or monomeric TTCF-Alexa-488 at the same concentration. Control protein
(CD80 membrane proximal domain) was labeled in the same way and also used as a
tetramer.

As shown in FIGs. 22A and 22B, TTCF labeled some memory B cells, but
frequencies identified with tetramer were substantially larger (1.6-7.3 fold) using cells
from three donors. In one of the three donors TTCF specific memory B cells could be
detected with the tetramer but not with the monomer.

These results demonstrate that antigen tetramers enable sensitive detection of
memory B cells based on the antigen specificity of their BCR, despite such cells being
very rare in peripheral blood. Class-switched memory B cells specific for TTCF were
brightly labeled by the appropriate tetrameric TTCF antigen, while background labeling

with control tetramer was consistently low.

Example 4: Method/Antibody Validation

Fully human antibodies were generated by joining constant regions of IgG heavy
and kappa chains to isolated variable segments via overlap PCR. Antibodies were
expressed in a transient, serum free mammalian expression system using CHO-S cells for
a period of 6-8 days. Antibodies were purified using protein G and gel filtration
chromatography.

As shown in FIG. 23, antibodies isolated from TTCF-specific plasmablasts
showed high binding affinities to TTCF antigen, with a Kp of 2.2 nM (TTCF Ab 1) and
323 pM (TTCF Ab 2)(FIG. 23B. Antibodies isolated from memory B cells also exhibited
high binding affinities, with K, of 382 pM, 228 pM, and 1.4 nM, for other antibodies
(TTCF Abs 3, 4, and 5)(FIG. 23B).

63



10

15

20

25

30

WO 2013/049517 PCT/US2012/057839

These data support the specificity of the methods disclosed herein. Moreover, the
specificity of the methods herein was demonstrated by the construction of five anti-TTCF
antibodies from three different donors, all of which bound to TTCF with high affinities.

Data herein also demonstrate that antigen tetramers enable sensitive detection of

memory B cells long after clearance of the antigen from the host.

Example S: Obtaining Anti-MICA Antibodies

Antibodies that immunospecifically bind to MICA were developed using the
methods herein.

Briefly, MICA antigen (UniGene Hs.130838) was expressed with a C-terminal
BirA tag (GLNDIFEAQKIEWHE (SEQ ID NO: 238)), which enables mono-
biotinylation of the antigen. Antigen was tetramerized with streptavidin (SA) labeled with
R-Phycoerythrin (PE) at a molar ration of 4 MICA: 1 SA. Peripheral blood mononuclear
cells were obtained from advanced stage melanoma patients who had been vaccinated
with autologous tumor cells transduced with a GM-CSF expression vector (GVAX)
(PNAS 103: 9190, 2006), and subsequently treated with the anti-CTLA-4 monoclonal
antibody ipilimumab (YERVOY™ (available from Bristol Myers Squib)) Peripheral
blood mononuclear cells were quickly thawed, washed and resuspended at 5x10° in
phosphate buffered saline (pH 7.2) supplemented with 2% fetal calf serum and stained
with approximately 0.1ug/ml tetramer for 30 minutes on ice. Antibodies were added to
identify class-switched, memory B-cells (CD19", CD27", and IgM"). A panel of exclusion
antibodies labeling T-cells, natural killer-cells, marcrophages, and dead cells were
included to reduce background tetramer staining (CD3, CD14, CD16, 7-AAD). Single
B-cells that bound to the MICA tetramer were sorted into 8-tube-PCR strips using the BD
FACS Aria II. The B-cell receptor (BCR) mRNA was amplified using a commercial kit
from Epicentre Biotechnologies (catalog number: MBCL90310) using gene specific
primers shown below:

mRNA Amplification

IgG-T7: AATACGACTCACTATAGGTTCGGGGAAGTAGTCCTTGACCAGG
(SEQ ID NO:94)
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Kappa-T7:
TAATACGACTCACTATAGGGATAGAAGTTATTCAGCAGGCACAC (SEQ ID
NO:95)

Lambda-T7:
TAATACGACTCACTATAGGCGTCAGGCTCAGRTAGCTGCTGGCCGC (SEQ ID
NO:96)

PCR One

VHL-1: TCACCATGGACTG(C/G)ACCTGGA (SEQ ID NO:97)

VHL-2: CCATGGACACACTTTG(C/T)TCCAC (SEQ ID NO:98)

VHL-3: TCACCATGGAGTTTGGGCTGAGC (SEQ ID NO:99)

VHL-4: AGAACATGAAACA(C/T) CTGTGGTTCTT (SEQ ID NO:100)

VHL-5: ATGGGGTCAACCGCCATCCT (SEQ ID NO:101)

VHL-6: ACAATGTCTGTCTCCTTCCTCAT (SEQ ID NO:102)

VKL-1: GCTCAGCTCCTGGGGCTCCTG (SEQ ID NO:103)

VKL-2: CTGGGGCTGCTAATGCTCTGG (SEQ ID NO:104)

VKL-3: TTCCTCCTGCTACTCTGGCTC (SEQ ID NO:105)

VkL-4: CAGACCCAGGTCTTCATTTCT (SEQ ID NO:106)

VIL-1: CCTCTCCTCCTCACCCTCCT (SEQ ID NO:107)

VIL-2: CTCCTCACTCAGGGCACA (SEQ ID NO:108)

VIL-3: ATGGCCTGGA(T/C)C(C/G)CTCTCC (SEQ ID NO:109)

Cgll: GCCAGGGGGAAGAC(C/G)GATG (SEQ ID NO:110)

CKII: TTTCAACTGCTCATCAGATGGCGG (SEQ ID NO:111)

ClI: AGCTCCTCAGAGGAGGG(C/T)GG (SEQ ID NO:112)

PCR Two

VH-1: CAGGT(G/C)CAGCTGGT(G/A)CAGTC (SEQ ID NO:113)

VH-2: CAG(A/G)TCACCTTGAAGGAGTC (SEQ ID NO:114)

VH-3: (G/C)AGGTGCAGCTGGTGGAGTC (SEQ ID NO:115)

VH-4: CAGGTGCAGCTGCAGGAGTC (SEQ ID NO:116)

VH-5: GA(G/A)GTGCAGCTGGTGCAGTC (SEQ ID NO:117)

VH-6: CAGGTACAGCTGCAGCAGTC (SEQ ID NO:118)
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Vk-1: CG(A/C)CATCC(A/G)G(A/T)TGACCCAGT (SEQ ID NO:119)
Vk-2: CGAT(A/G)TTGTGATGAC(C/T)CAG (SEQ ID NO:120)

Vk-3: CGAAAT(T/A)GTG(T/A)TGAC(G/A)CAGTCT (SEQ ID NO:121)
Vk-4: CGACATCGTGATGACCCAGT (SEQ ID NO:122)

VI-1: CCAGTCTGTGCTGACTCAGC (SEQ ID NO:123)

VI1-2: CCAGTCTGCCCTGACTCAGC (SEQ ID NO:124)

VI1-3: CTCCTATGAGCTGAC(T/A)CAGC (SEQ ID NO:125)

Cglll: GAC(C/G)GATGGGCCCTTGGTGGA (SEQ ID NO:126)

CKIIl: AAGATGAAGACAGATGGTGC (SEQ ID NO:127)

CIII: GGGAACAGAGTGACCG (SEQ ID NO:128)

The primers and PCR cycling conditions used in PCR one and PCR two are

adapted from Wang and Stollar et al. (journal of immunological methods2000).

An alternate heavy chain variable region forward primer set was developed to

cover heavy chain variable region sequences potentially not adequately covered by the

above primer set. The following alternate primers were generated:

PCR One

VHL1-58: TCACTATGGACTGGATTTGGA (SEQ ID NO:129)

VHL2-5: CCATGGACA(C/T)ACTTTG(C/T)TCCAC (SEQ ID NO:130)
VHL3-7: GTAGGAGACATGCAAATAGGGCC (SEQ ID NO:131)
VHL3-11: AACAAAGCTATGACATATAGATC (SEQ ID NO:132)
VHL3-13.1: ATGGAGTTGGGGCTGAGCTGGGTT (SEQ ID NO:133)
VHL3-13.2: AGTTGTTAAATGTTTATCGCAGA (SEQ ID NO:134)
VHL3-23: AGGTAATTCATGGAGAAATAGAA (SEQ ID NO:135)
VHLA4-39: AGAACATGAAGCA(C/T) CTGTGGTTCTT (SEQ ID NO:136)
VHLA4-61: ATGGACTGGACCTGGAGCATC (SEQ ID NO:137)

VHL-9: CCTCTGCTGATGAAAACCAGCCC (SEQ ID NO:138)

PCR Two

VHI-3/18: CAGGT(C/T)CAGCT(T/G)GTGCAGTC (SEQ ID NO:139)
VHI1-45/58: CA(A/G)ATGCAGCTGGTGCAGTC (SEQ ID NO:140)
VH2-5: CAG(A/G)TCACCTTGA(A/G)GGAGTCTGGT (SEQ ID NO:141)
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VH3-9/23/43: GA(A/G)GTGCAGCTG(T/G)TGGAGTC (SEQ ID NO:142)
VH3-16: GAGGTACAACTGGTGGAGTC (SEQ ID NO:143)

VH3-47: GAGGATCAGCTGGTGGAGTC (SEQ ID NO:144)

V4-34: CAGGTGCAGCTACAGCAGTG (SEQ ID NO:145)

V4-30-2/ 39: CAGCTGCAGCTGCAGGAGTC (SEQ ID NO:146)
VH7-4-1: CAGGTGCAGCTGGTGCAATC (SEQ ID NO:147)

Briefly, 2ul cDNA generated via mRNA amplification was used as a template for
first-round PCR, with the following cycling conditions: 3 cycles of preamplification
(94°C/45 seconds, 45°C/45 seconds, 72°C/105 seconds); 30 cycles of amplification
(94°C/45 seconds, 50°C/45 seconds, 72°C/105 seconds); 10 minutes of final extension at
72°C.

3ul of first-round PCR product served as a template for the second round of
nested PCR. The same cycling conditions were used for the first round of PCR, but the 3
cycles of preamplification were omitted. Both PCR steps were performed by the use of
cloned Pfu polymerase AD (Agilent Technologies). PCR products were separated on 1%
agarose gels and products of 300-400 nucleotides in size isolated with the use of
Zymoclean DNA gel recovery kit (Zymo Research). Sequencing was performed by the
use of forward and reverse primers used for the second-round nested PCR. A two-step
nested PCR amplifies the BCR variable domains of heavy and light chains (see above).
Peripheral blood mononuclear cells were obtained from advanced stage melanoma
patients who had been vaccinated with autologous tumor cells transduced with a GM-
CSF expression vector (GVAX) (PNAS 103: 9190, 2006). The antibodies were expressed
as full-length IgG1 antibodies in a transient CHO-S expression system.

Validation of anti-MICA antibody binding to MICA was performed using two
independent bead-based assays. The first assay used a commercially available
solution-based bead assay kit designed for detection of anti-MICA antibodies reactive to
a variety of MICA alleles (One Lambda, catalog number LSMICAO001). Varying
concentrations of the MICA antibody were incubated with beads, then washed, and

incubated with an anti-human IgG antibody conjugated with phycoerythrin. Following a
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second wash step, beads were analyzed on a Luminex machine. A negative control
consisted of incubation of beads with anti-human IgG antibody conjugated with
phycoerythrin alone (no anti-MICA antibody). A positive control consisted of incubation
of beads with a commercially available anti-MICA/MICB monoclonal antibody (clone
6D4) directly conjugated to phycoerythrin (BioLegend catalog #320906). The second
assay was developed internally using polystyrene beads conjugated with streptavidin.
Beads were coated with monobiotinylated MICA protein, and incubated with varying
concentrations of anti-MICA antibody, anti-TTCF antibody (isotype negative control), or
BioLegend anti-MICA/MICB antibody directly conjugated to phycoerythrin (positive
control). Beads incubated with anti-MICA antibody or anti-TTCF antibody were washed
and then incubated with anti-human IgG antibody conjugated with Alexa488. To
determine background binding to the beads, the same incubation was performed using
streptavidin-conjugated beads not coated with MICA protein for comparison. Beads
were analyzed for binding to antibodies on a FACS Caliber flow cytometer.

As shown in FIGs. 24 and 25, anti-MICA antibodies (MICA-Ab12 and MICA-
Ab20) bind with high affinity to MICA. MICA-Ab20 corresponds to the anti-MICA
antibody ID-1 described in Table 1.

Example 6: Anti-MICA Antibodies

Additional anti- MICA antibodies with clinically relevant biological properties
were developed using the methods herein. MICA-specific antibodies reactive to common
alleles were identified in patients who had received a cellular cancer vaccine (GM-CSF
transduced cancer cells, referred to as GVAX) and an antibody that blocks the inhibitory
CTLA-4 receptor on T cells ipilimumab (YERVOY™ (available from Bristol Myers
Squib)). MICA tetramers were then used to isolate B cells from peripheral blood
mononuclear cells of patients with the highest serum MICA reactivity. Heavy and light
chain sequences were determined from these B cells by single cell PCR, as outlined in the
in Example 5. This effort led to the identification of antibodies that recognize alleles

common in the North American population.

68



10

15

20

25

30

WO 2013/049517 PCT/US2012/057839

CM24002 Ab2 (anti-MICA antibody ID-6 described in Table 1) is an antibody
isolated from a patient with acute myeloid leukemia (AML) who demonstrated a
significant clinical response to the GVAX + Ipilimumab combination therapy and whose
plasma reacted strongly with MICA. The CM24002 Ab2 light chain (FIGs. 30 and 31)
and heavy chain (FIGs. 28 and 29) nucleotide and amino acid sequences are shown, with
CDRI1, CDR2 and CDR3 sequences underlined. An additional antibody with strong
binding was obtained from the same patient and is labeled as CM24002 Ab4 (anti-MICA
antibody ID-7 described in Table 1) The CM24002 Ab4 light chain (FIGs. 34 and 35) and
heavy chain (FIGs. 23 and 32) nucleotide and amino acid sequences are shown, with
CDRI1, CDR2 and CDR3 sequences underlined.

CM33322 Abl1 (anti-MICA antibody ID-8 described in Table 1) and CM33322
Ab29 (anti-MICA antibody ID-9 described in Table 1) are antibodies isolated from a
patient with metastatic melanoma who is a long-term responder (>15 years) to the GVAX
+ Ipilimumab combination therapy. The CM33322 Abl1 light chain ((FIGs. 38 and 39)
and heavy chain (FIGs. 36 and 37) nucleotide and amino acid sequences are shown, with
CDRI1, CDR2 and CDR3 sequences underlined. The CM33322 Ab29 light chain ((FIGs.
42 and 43) and heavy chain (FIGs. 40 and 41) nucleotide and amino acid sequences are
shown, with CDR1, CDR2 and CDR3 sequences underlined. Due to the long-term
clinical response of this patient, these antibodies are of particular interest.

After initial identification, cloning, and expression of the antibodies of interest,
the specificity of these antibodies for different MICA alleles was determined with a
cytometric bead assay. Briefly, soluble, recombinant MICA alleles 002, 008, 009 and
MICB with a single BirA biotinylation site were expressed, purified, and captured on
streptavidin beads. Indicated anti-MICA antibodies were then incubated with the beads
coated with recombinant MICA at different concentrations for one hour, then washed, and
incubated with a FITC-labeled anti-human IgG secondary antibody. Following a second
wash step, quantification of bead-bound FITC fluorescence was completed by flow
cytometry. MICA alleles 002, 008, 009 as well as the related MICB protein were chosen
based on their prevalence in the North American population (FIG. 48). MICA alleles 002,
008, 009 as well as the related MICB protein were also chosen based on their generally
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high prevalence worldwide. Importantly, CM24002 Ab2 and CM33322 Ab29 bound
strongly to all MICA alleles as well as to MICB. The other two antibodies bound to a
subset of alleles: CM24002 Ab4 bound highly to MICA*009 and MICB, and CM33322
Ab11 bound highly to MICA*002, MICA*008, and MICB. (FIGs. 48A-F) Specificity
was documented by use of a negative human control antibody generated with the same
technology (specific for tetanus toxoid C-terminal fragment, TTCF) and a positive
control antibody to MICA (a commercial murine antibody from BioLegend directed
against MICA). These studies identified CM24002 Ab2 and CM33322 Ab29 as potential

candidates for clinical application.

Example 7: Binding of Anti-MICA Antibody to Autologous Tumor Cells

The ability of isolated anti-MICA antibody CM24002 Ab2 to bind to autologous
tumor cells was examined by flow cytometry (FIG. 49). Bone marrow obtained from
patient CM24002 and tested binding to tumor cells by CM24002 Ab2. Tumor cells were
then identified from the bone marrow sample as CD33+ CD34+ cells. The tumor cells
were then stained with 10 pg/ml with anti-MICA antibody CM24002 Ab2, positive
control commercial MICA antibody (BioLegend) or a negative control antibody (TTCF
specific). As shown in FIG. 49, CM24002 Ab2 strongly bound to these cells. CM24002
Ab2 did not display binding to non-tumor cells (CD16+ and CD3+ cells) and only
background binding to CD14+ cells, demonstrating anti-tumor specificity (data not

shown).

Example 8. Anti-MICA Antibody Inhibition of NKG2D Receptor on NK Cells.

The ability of isolated anti-MICA antibody CM24002 Ab2 to prevent soluble
MICA-mediated down-regulation of is cognate receptor, NKG2D was examined. Serum
from patient CM24002 was used at a 1:10 dilution and incubated with human NK cells
for a period of 48 hours. CM24002 Ab2 (concentration of 10ug/ml), positive control
commercial MICA antibody (BioLegend) or a negative control antibody (TTCF specific)
were added to these cultures. NKG2D expression was assessed by flow cytometry at

48hr (FIG. 50). Serum from patient CM24002 strongly down-regulated expression of
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NKG2D (thus disabling the function of this receptor). CM24002 Ab2 and the positive
control MICA antibody partially restored NKG2D surface expression by NK cells. To
demonstrate specificity, we repeated the above experiment by incubating cells with
recombinant MICA at 2ng/ml instead of patient serum (FIG. 51). CM24002 Ab2
completely prevented MICA-mediated down-regulation of NKG2D expression, while the
negative control antibody (specific for TTCF) had no effect (FIG. 51). These data
demonstrate that human MICA antibodies can prevent inhibition of the critical NKG2D

receptor on human NK cells.

Example 9: Anti-MICA Antibody Cell-Mediated Cytotoxicity

To determine if CM24002 Ab2 enables cell-mediated cytotoxicity, human NK
cells (effector cells) were incubated for 48 hours with recombinant MICA (2ng/ml) in the
presence of CM24002 Ab2, a negative control antibody (TTCF specific) or a positive
control antibody (BioLegend), all at 10ug/ml. After 48 hours, cells were washed and
incubated with K562 tumor cells at 20:1, 10:1, and 5:1 effector:target ratios for 4 hours.
Specific lysis of target cells by NK cells was determined by release of a cytosolic protein
(LDH) from K562 tumor cells. In the absence of MICA antibodies, there was no killing
of K562 tumor cells by NK cells. However, CM24002 Ab2 greatly enhanced NK cell
mediated lysis of K562 tumor cells and was more effective than the positive control
murine MICA antibody at all effector:target ratios (FIG. 52). It was further demonstrated
that killing of K562 tumor cells was indeed mediated by the NKG2D pathway (rather
than Fc receptors). The above experiment was repeated, with the addition two
experimental groups: a blocking antibody for NKG2D and human Fc block. In addition,
CM33322 Ab29 was also tested. The data show that addition of CM24002 Ab2 and
CM33322 Ab29 enabled NK cell mediated cytotoxicity. Killing of K562 cells did not
occur when a blocking NKG2D antibody was added, while the Fc blocking reagent had
little effect (FIG. 53). These data show that CM24002 Ab2 and CM33322 Ab29 restore
the anti-tumor function of the NKG2D pathway.

Example 10: Binding of Anti-MICA Antibody to Alpha 3 MICA domain
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The NKG2D receptor binds to the top alpha 1 and alpha 2 domains of MICA, and
antibodies that bind to the same site may compete with the NKG2D receptor and thereby
block killing of tumor cells by NK cells. Antibodies that bind to the alpha 3 domain are
of particular interest because they cannot block NKG2D receptor binding. At the same
time, such antibodies can interfere with proteolytic cleavage of MICA from the tumor cell
surface. The ability of anti-MICA antibodies to the MICA alpha 3 domain was assessed
using the previously described cytometric bead assay. The biotinylated recombinant
protein was captured on streptavidin beads. Beads were then incubated with antibodies
CM24002 Ab2, CM24002 Ab4, CM33322 Abl1, CM33322 AB29, a negative control
antibody (TTCF specific) or a positive control antibody (BioLegend), at 10ug/ml
followed by a FITC-labeled anti-human IgG secondary antibody and quantification of
bead-bound FITC fluorescence by flow cytometry (FIG. 54). As shown in FIG. 54,
CM33322 Ab29 bound to the MICA alpha 3 domain and is therefore of great interest for

therapeutic applications.

Example 11: Binding of Anti-MICA Antibody to Tumor Cells

The potential of CM24002 Ab2 and CM33322 Ab29 to be used to target a broad
range of cancers was assessed. A panel of multiple myeloma (RPMI 8226 and Xg-1),
ovarian cancer (OVCAR3), acute myeloid leukemia (U937), melanoma (K028), lung
cancer (1792 and 827), and breast cancer (MCF7) cells were tested for labeling by
CM24002 Ab2 and CM33322 Ab29. The tumor cells were resuspended at a
concentration of 1x10° cells/ml in PBS with 1% BSA and stained with the CM24002 Ab2
and CM33322 Ab29, as well as positive and negative controls (murine MICA antibody
and TTCF-specific antibody, respectively)(directly conjugated) at a concentration of 10
ug/ml for 1 hour at 4°C. Labeling was assessed by flow cytometry (FIG. 55). CM24002
Ab2 and CM33322 Ab29 both bound every tumor cell type tested, with labeling being

greater than the commercial positive control for the majority of tested cell lines.

Example 11: MICA Allele Specificity of Anti-MICA antibody
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The allelic specificity of CM33322 Ab29 was assessed using a commercially
available Luminex assay. The commercial test kit contains recombinant MICA alleles
(MICA*001, *002, *007, *012, *017, *018, *027, *004, *009, and*015) directly
conjugated to Luminex beads, each with intrinsic fluorescent properties enabling binding
to be assessed in a single sample. Luminex beads coated with the indicated MICA alleles
were incubated with CM33322 Ab29, BioLegend positive control, and the negative
control (TTCF), at 10 pug/ml for 1 hr, with subsequent incubation with PE-conjugated
anti-human IgG secondary antibody. Fluorescence was determined following incubation
for 60 minutes with the indicated antibodies and subsequent incubation with anti-human
PE-conjugated secondary antibody using a Luminex 200 instrument (FIG. 56). CM33322
Ab29 was able to bind to all alleles present in the commercial assay, indicating that it

may be used in patients regardless of MICA genotype.

These data demonstrate the high biological activity of CM24002 Ab2 and
CM33322 Ab29 and their ability to restore NK cell mediated lysis of tumor cells. These
data demonstrate that cancer patients who responded to immunotherapies produced
MICA antibodies that restored the anti-tumor activity of NK cells. Together, these results
highlight the therapeutic potential of anti-MICA antibodies to overcome immune

suppression and promote tumor destruction in cancer patients.

Example 12: Obtaining Anti-Angiopoietin-2 Antibodies

Antibodies that bind to angiopoietin-2 were developed using the methods herein.
Briefly, biotinylated angiopoietin-2 (UniGene Hs.583870) was purchased from R&D
Systems. Peripheral blood mononuclear cells were quickly thawed, washed and
resuspended at 5x10° in phosphate buffered saline (pH 7.2) supplemented with 2% fetal
calf serum and stained with approximately 0.5ug/ml angiopoietin-2 for 30 minutes on ice.
Cells were washed twice with 4ml PBS/2% FCS. Then antibodies were added to identify
class-switched, memory B-cells (CD19+, CD27+, and IgM-) as well as SA-PE to label B-
cells with biotinylated angiopoietin on the surface. A panel of exclusion antibodies

labeling T-cells, natural killer-cells, marcrophages, and dead cells were included to
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reduce background tetramer staining (CD3, CD14, CD16, 7-AAD). Single B-cells that
bound to angiopoietin-2 were sorted into 8-tube-PCR strips using the BD FACS Aria II.
The B-cell receptor (BCR) mRNA was amplified using a commercial kit from Epicentre
Biotechnologies (catalog number: MBCL90310) using gene specific primers (see above).
A two-step nested PCR amplifies the BCR variable domains of heavy and light chains
(see above). Peripheral blood mononuclear cells were obtained from a patient with
malignant non-small cell lung carcimonnoma who had been vaccinated with autologous
tumor cells transduced with a GM-CSF expression vector (GVAX) (Cancer Res. 70:
10150, 2010). The antibodies were expressed as full-length IgG1 antibodies in a transient
CHO-S expression system.

Validation of anti-angiopoictin-2 antibodies binding to angiopoietin-2 was
performed using ELISA assays. Briefly, angiopoietin-2 was coated overnight at 4ug/ml
in 100mM sodium bicarbonate buffer pH 9.6 in 96-well flat bottom plates (PerkinElmer)
at 4°C. Plates were blocked with assay buffer containing bovine serum albumin and
bovine gamma globulins (PerkinElmer) at room temperature for three hours. Antibodies
were diluted in assay buffer at 20ug/ml-0.16ug/ml and incubated for 1 hour at 4°C. Plates
were washed three times with 200ul wash buffer (50mM Tris pH8, 150mM NaCl, 20mM
EDTA, 0.05% Tween). 100ul enhancement solution (PerkinElmer) was added to each
well and fluorescence counts measured using a Victor3 plate reader (PerkinElmer) at a
wavelength of 615nm. Human angiopoietin-1 and -4 was also tested for binding and
showed similar reactivity.

Relevant data is shown in FIGs. 27A-27C, that provide graphs and a gel relating
to isolation of angiopoietin-specific antibodies from a lung cancer patient. (A)
Angiopoietin-2 reactivity of lung cancer patient (L19) serum (diluted 1:1000) determined
by ELISA. Dates of serum collection are shown on the X-axis. The control protein
bovine serum albumin (BSA) was included as a negative control. (B) FACS plot
showing PBMC sample (timepoint- 10/98) gated on CD19+, CD27+ IgM-B cells with
CD19 on the X-axis and fluorescently-tagged angiopoietin-2 on the Y-axis. The gate
indicates approximately where the sorting cut-off was made. Ten B-cells were sorted

from this sample. (C) Heavy, light chain, and hinge region PCR products from 10
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angiopoietin-2 reactive memory B-cells isolated from pateitn L19. Heavy (top) and light
(bottom) chain PCR products after two rounds of nested PCR of approximately 350 base

pairs.

Example 13: Binding of Anti-Angiopoietin-2 Antibodies Against Human
Recombinant Angiopoietin Family Members

96 well plates were coated overnight with 4 pg/mL recombinant angiopoietin-1, -
2, and -4 (R&D Systems) in sodium bicarbonate buffer at pH9.6. Plates were
subsequently blocked for 3 hours at room temperature with assay buffer (Perkin Elmer)
containing bovine serum albumin (BSA) and bovine gamma-globulins. Antibodies ID 2,
3,4, and 5 (see Table 1), diluted between 20 pug/mL-0.16 ug/mL, were incubated on
plates for 1 hour at 4°C with rotation. Plates were subsequently washed before being
incubated with anti-human IgG-Europium antibody (Perkin Elmer). Fluorescent counts
at 615 nm were obtained via plate reader. A negative control antibody (clone 8.18.C5)
was used to determine specificity. Data was determined in duplicate.

As shown in FIGs. 26A-26C, antibodies ID 2, 3, 4, and 5 (see Table 1)bind with
high specificity to angiopoietin-1 -2, and -4. Antibodies do not bind to Ang-like-3, a
structurally-related protein (see FIG. 26D).

An additional anti- angiopoietin antibody, designated anti-Ang2 Ab6 (anti-MICA
antibody ID-10 described in Table 1) with clinically relevant biological properties were
developed using the methods herein. Binding of anti-Ang2 Ab6 to human recombinant
angiopoictin family members was analyzed as described above. Briefly, ELISA plates
were coated with 4 ug/ml of angiopoietins Ang-1, Ang-2, Ang4, and Ang-like-3 binding,
and detection by anti-Ang2 Ab6 was tested at 20 ug/ml. 4 ug/ml, 0.8 ug/ml, and 0.16
ug/ml. Europium conjugated anti-human IgG secondary was used, with europium counts
measured after 45 minutes. As shown in FIG. 57, anti-Ang2 Ab6 binds to all
angiopoietins in a dose dependent manner.

OTHER EMBODIMENTS
It is to be understood that while the invention has been described in conjunction

with the detailed description thereof, the foregoing description is intended to illustrate
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and not limit the scope of the invention, which is defined by the scope of the appended
claims. Other aspects, advantages, and modifications are within the scope of the

following claims.
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WHAT IS CLAIMED IS:

1. A composition comprising a peptide that immunospecifically binds to MHC
class I polypeptide-related sequence A (MICA), wherein the peptide comprises
complementarity determining region (CDR) 3 of the Vy of antibody ID 1, 6, 7, 8 or 9
shown in Table 1 having 5 or fewer conservative amino acid substitutions, and CDR3 of
the Vp of antibody ID 1, 6, 7, 8 or 9 shown in Table 1 having 5 or fewer conservative

amino acid substitutions.

2. The composition of claim 1, wherein the peptide comprises complementarity
determining region (CDR) 3 of the Vy of antibody ID 1, 6, 7, 8 or 9 shown in Table 1,
and CDR3 of the Vi, of antibody ID 1, 6, 7, 8 or 9 shown in Table 1.

3. The compositions of any one of claims 1-2, wherein the peptide comprises
CDR2 of the Vy of antibody ID 1, 6, 7, 8 or 9 shown in Table 1 having 5 or fewer
conservative amino acid substitutions, or CDR2 of the Vi of antibody ID 1, 6, 7, 8 or 9

shown in Table 1 having 5 or fewer conservative amino acid substitutions, or both.

4. The composition of claim 3, wherein the peptide comprises complementarity
determining region CDR2 of the Vy of antibody ID 1, 6, 7, 8 or 9 shown in Table 1, or
CDR2 of the Vi, of antibody ID 1, 6, 7, 8 or 9 shown in Table 1, or both.

5. The compositions of any one of claims 1-4, wherein the peptide comprises
CDRI1 of the Vy of antibody ID 1, 6, 7, 8 or 9 shown in Table 1 having 5 or fewer
conservative amino acid substitutions, or CDR1 of the Vi of antibody ID 1, 6, 7, 8 or 9

shown in Table 1 having 5 or fewer conservative amino acid substitutions, or both.

6. The composition of claim 5, wherein the peptide comprises complementarity
determining region CDR1 of the Vy of antibody ID 1, 6, 7, 8 or 9 shown in Table 1, or
CDR1 of the Vi, of antibody ID 1, 6, 7, 8 or 9 shown in Table 1, or both.

77



10

15

20

25

30

WO 2013/049517 PCT/US2012/057839

7. The composition of any one of claims 1-6, wherein the peptide is an antibody
or antibody fragment comprising:

a Vy chain with identity to SEQ ID NO:2, 149, 168, 186, or 204, wherein regions
corresponding to CDR1, CDR2, and CDR3 comprise CDR1, CDR2, and CDR3 of the Vy
of antibody ID-1, 6, 7, 8 or 9 shown in table 1 having 5 or fewer conservative amino acid
substitutions within the CDR1, CDR2, and CDR3 regions, and regions within SEQ ID
NO:2, 149, 168, 186, or 204 corresponding to FR1, FR2, FR3, FR4, comprise amino acid
sequences with at least 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98, 99%, or 100% identity to
FR1, FR2, FR3, FR4 of the Vy of antibody ID-1, 6, 7, 8 or 9 shown in table 1; and

a Vi, chain with identity to SEQ ID NO:11, 151, 170, 189, or 206 wherein regions
corresponding to CDR1, CDR2, and CDR3 comprise CDR1, CDR2, and CDR3 of the Vi,
of antibody 1 shown in table 1 having 5 or fewer conservative amino acid substitutions
within the CDR1, CDR2, and CDR3 regions, and regions within SEQ ID NO:11 151,
170, 189, or 206 corresponding to FR1, FR2, FR3, FR4, comprise amino acid sequences
with at least 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98, 99%, or 100% 1identity to FR1, FR2,
FR3, FR4 of the V1, of antibody 1 shown in table 1.

8. The composition of claim 7, wherein the peptide is an antibody or antibody
fragment comprising a Vi chain comprising SEQ ID NO:2, 149, 168, 186, or 204 and a
V1, chain comprising SEQ ID NO:11, 151, 170, 189, or 206.

9. The composition of any one of claims 1-8 further comprising an anti-cancer

therapeutic.

10. The composition of any one of claims 1-9, formulated as a pharmaceutical

composition.

11. A composition comprising a peptide that immunospecifically binds to

angiopoictin, wherein the peptide comprises complementarity determining region (CDR)
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3 of the Vy of antibody ID 2, 3, 4, 5 or 10 shown in Table 1 having 5 or fewer
conservative amino acid substitutions, and CDR3 of the V of antibody ID 2, 3, 4 or 5

shown in Table 1 having 5 or fewer conservative amino acid substitutions.

12. The composition of claim 11, wherein the peptide comprises complementarity
determining region (CDR) 3 of the Vy of antibody ID 2, 3, 4, 5 or 10 shown in Table 1,
and CDR3 of the Vi, of antibody ID 2, 3, 4, 5 or 10 shown in Table 1.

13. The compositions of any one of claims 11-12, wherein the peptide comprises
CDR2 of the Vy of antibody ID 2, 3, 4, or 10 shown in Table 1 having 5 or fewer
conservative amino acid substitutions, or CDR2 of the Vi, of antibody ID 2, 3, 4, 5 or 10

shown in Table 1 having 5 or fewer conservative amino acid substitutions, or both.

14. The composition of claim 13, wherein the peptide comprises complementarity
determining region CDR2 of the Vg of antibody ID 2, 3, 4, 5 or 10 shown in Table 1, or
CDR2 of the Vi, of antibody ID 2, 3, 4, 5 or 10 shown in Table 1, or both.

15. The compositions of any one of claims 11-14, wherein the peptide comprises
CDRI1 of the Vy of antibody ID 2, 3, 4, 5 or 10 shown in Table 1 having 5 or fewer
conservative amino acid substitutions, or CDR1 of the Vi, of antibody ID 2, 3, 4, 5 or 10

shown in Table 1 having 5 or fewer conservative amino acid substitutions, or both.

16. The composition of claim 15, wherein the peptide comprises complementarity
determining region CDR1 of the Vg of antibody ID 2, 3, 4, 5 or 10 shown in Table 1, or
CDRI1 of the Vi of antibody ID 2, 3, 4, 5 or 10 shown in Table 1, or both.

17. The composition of any one of claims 11-16, wherein the peptide is an
antibody or antibody fragment comprising:

a Vy chain with identity to SEQ ID NO:20, wherein regions corresponding to
CDRI1, CDR2, and CDR3 comprise CDR1, CDR2, and CDR3 of the Vy; of antibody ID 2
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shown in table 1 having 5 or fewer conservative amino acid substitutions within the
CDRI1, CDR2, and CDR3 regions, and regions within SEQ ID NO:20 corresponding to
FR1, FR2, FR3, FR4, comprise amino acid sequences with at least 80%, 85%, 90%,
95%, 96%, 97%, 98, 99%, or 100% identity to FR1, FR2, FR3, FR4 of the Vy of
antibody ID 2 shown in table 1; and

a Vp chain with identity to SEQ ID NO:29, wherein regions corresponding to
CDRI1, CDR2, and CDR3 comprise CDR1, CDR2, and CDR3 of the V, of antibody ID 2
shown in table 1 having 5 or fewer conservative amino acid substitutions within the
CDRI1, CDR2, and CDR3 regions, and regions within SEQ ID NO:29 corresponding to
FR1, FR2, FR3, FR4, comprise amino acid sequences with at least 80%, 85%, 90%,
95%, 96%, 97%, 98, 99%, or 100% identity to FR1, FR2, FR3, FR4 of the Vi, of antibody
ID 2 shown in table 1.

18. The composition of claim 17, wherein the peptide is an antibody or antibody
fragment comprising a Vi chain comprising SEQ ID NO:20 and a Vi, chain comprising

SEQ ID NO:29.

19. The composition of any one of claims 11-16, wherein the peptide is an
antibody or antibody fragment comprising:

a Vy chain with identity to SEQ ID NO:38, wherein regions corresponding to
CDRI1, CDR2, and CDR3 comprise CDR1, CDR2, and CDR3 of the Vy of antibody ID 3
shown in table 1 having 5 or fewer conservative amino acid substitutions within the
CDRI1, CDR2, and CDR3 regions, and regions within SEQ ID NO:38 corresponding to
FR1, FR2, FR3, FR4, comprise amino acid sequences with at least 80%, 85%, 90%,
95%, 96%, 97%, 98, 99%, or 100% identity to FR1, FR2, FR3, FR4 of the Vy of
antibody ID 3 shown in table 1; and

a Vp chain with identity to SEQ ID NO:47, wherein regions corresponding to
CDRI1, CDR2, and CDR3 comprise CDR1, CDR2, and CDR3 of the V|, of antibody ID 3
shown in table 1 having 5 or fewer conservative amino acid substitutions within the

CDRI1, CDR2, and CDR3 regions, and regions within SEQ ID NO:47 corresponding to
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FR1, FR2, FR3, FR4, comprise amino acid sequences with at least 80%, 85%, 90%,
95%, 96%, 97%, 98, 99%, or 100% identity to FR1, FR2, FR3, FR4 of the V| of antibody
ID 3 shown in table 1.

20. The composition of claim 19, wherein the peptide is an antibody or antibody
fragment comprising a Vi chain comprising SEQ ID NO:38 and a V, chain comprising

SEQ ID NO:47.

21. The composition of any one of claims 11-16, wherein the peptide is an
antibody or antibody fragment comprising:

a Vy chain with identity to SEQ ID NO:56, wherein regions corresponding to
CDRI1, CDR2, and CDR3 comprise CDR1, CDR2, and CDR3 of the Vy; of antibody ID 4
shown in table 1 having 5 or fewer conservative amino acid substitutions within the
CDRI1, CDR2, and CDR3 regions, and regions within SEQ ID NO:56 corresponding to
FR1, FR2, FR3, FR4, comprise amino acid sequences with at least 80%, 85%, 90%,
95%, 96%, 97%, 98, 99%, or 100% identity to FR1, FR2, FR3, FR4 of the Vy of
antibody ID 4 shown in table 1; and

a Vp chain with identity to SEQ ID NO:65, wherein regions corresponding to
CDRI1, CDR2, and CDR3 comprise CDR1, CDR2, and CDR3 of the V| of antibody ID 4
shown in table 1 having 5 or fewer conservative amino acid substitutions within the
CDRI1, CDR2, and CDR3 regions, and regions within SEQ ID NO:65 corresponding to
FR1, FR2, FR3, FR4, comprise amino acid sequences with at least 80%, 85%, 90%,
95%, 96%, 97%, 98, 99%, or 100% identity to FR1, FR2, FR3, FR4 of the V|, of antibody
ID 4 shown in table 1.

22. The composition of claim 21, wherein the peptide is an antibody or antibody

fragment comprising a Vi chain comprising SEQ ID NO:56 and a V. chain comprising

SEQ ID NO:65.
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23. The composition of any one of claims 11-16, wherein the peptide is an
antibody or antibody fragment comprising:

a Vy chain with identity to SEQ ID NO:74, wherein regions corresponding to
CDRI1, CDR2, and CDR3 comprise CDR1, CDR2, and CDR3 of the Vy of antibody ID-5
shown in table 1 having 5 or fewer conservative amino acid substitutions within the
CDRI1, CDR2, and CDR3 regions, and regions within SEQ ID NO:74 corresponding to
FR1, FR2, FR3, FR4, comprise amino acid sequences with at least 80%, 85%, 90%,
95%, 96%, 97%, 98, 99%, or 100% identity to FR1, FR2, FR3, FR4 of the Vy of
antibody ID-5 shown in table 1; and

a Vp chain with identity to SEQ ID NO:83, wherein regions corresponding to
CDRI1, CDR2, and CDR3 comprise CDR1, CDR2, and CDR3 of the V|, of antibody ID-5
shown in table 1 having 5 or fewer conservative amino acid substitutions within the
CDRI1, CDR2, and CDR3 regions, and regions within SEQ ID NO:83 corresponding to
FR1, FR2, FR3, FR4, comprise amino acid sequences with at least 80%, 85%, 90%,
95%, 96%, 97%, 98, 99%, or 100% identity to FR1, FR2, FR3, FR4 of the Vi, of antibody
ID-5 shown in table 1.

24. The composition of claim 23, wherein the peptide is an antibody or antibody
fragment comprising a Vi chain comprising SEQ ID NO:74 and a V{, chain comprising

SEQ ID NO:83.

25. The composition of any one of claims 11-24, wherein the peptide

immunospecifically binds to angiopoietin-2.

26. The composition of any one of claims 11-25 further comprising an anti-cancer

therapeutic.

27. The composition of any one of claims 11-26, formulated as a pharmaceutical

composition.
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28. A method of treating cancer in a subject, the method comprising administering

to a subject a composition of any one of claims 1-27.

29. The composition of any one of claims 11-16, wherein the peptide is an
antibody or antibody fragment comprising:

a Vy chain with identity to SEQ ID NO:222, wherein regions corresponding to
CDRI1, CDR2, and CDR3 comprise CDR1, CDR2, and CDR3 of the Vy of antibody ID-
10 shown in table 1 having 5 or fewer conservative amino acid substitutions within the
CDRI1, CDR2, and CDR3 regions, and regions within SEQ ID NO:74 corresponding to
FR1, FR2, FR3, FR4, comprise amino acid sequences with at least 80%, 85%, 90%,
95%, 96%, 97%, 98, 99%, or 100% identity to FR1, FR2, FR3, FR4 of the Vy of
antibody ID-10 shown in table 1; and

a Vi, chain with identity to SEQ ID NO:224, wherein regions corresponding to
CDRI1, CDR2, and CDR3 comprise CDR1, CDR2, and CDR3 of the V| of antibody ID-
10 shown in table 1 having 5 or fewer conservative amino acid substitutions within the
CDRI1, CDR2, and CDR3 regions, and regions within SEQ ID NO:224 corresponding to
FR1, FR2, FR3, FR4, comprise amino acid sequences with at least 80%, 85%, 90%,
95%, 96%, 97%, 98, 99%, or 100% identity to FR1, FR2, FR3, FR4 of the V|, of antibody
ID-10 shown in table 1.

30. The composition of claim 23, wherein the peptide is an antibody or antibody
fragment comprising a Vi chain comprising SEQ ID NO:222 and a Vi, chain comprising

SEQ ID NO:224.

31. The composition of any one of claims 1-8 and 11-16 further comprising an
histone deacetylase inhibitor (HDAC) selected from the group consisting of hydroxamic
acid, vorinostat, suberoylanilide hydroxamic acid (SAHA, trichostatin A (TSA),
LAQS824, panobinostat (LBH589), belinostat (PXD101), ITF2357 italfarmaco SpA,
cyclic tetrapeptide, depsipeptide (romidepsin, FK228), benzamide; entinostat (SNDX-
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275/MS-275), MGCDO0103, short-chain aliphatic acids, valproic acid, phenyl butyrate,
AN-9, pivanex, CHR-3996, and CHR-2845.

32. The composition of any one of claims 1-8 and 11-16 further comprising a
proteasome inhibitor selected from the group consisting of bortezomib, NPI-0052,

carfilzomib (PR-171), CEP 18770, and MLN9708.

33. A method of obtaining immune cells directed against a self antigen from a
subject, the method comprising

identifying a subject exhibiting a positive immune response towards the self
antigen;

providing a multimeric form of the self antigen ;

contacting the multimeric form of the self antigen with a sample from the subject
exhibiting a positive immune response towards the self antigen; and

obtaining immune cells bound to the multimeric form of the self antigen.

34. A method of obtaining immune cells from a cancer patient directed against a
self antigen, the method comprising

identifying a subject exhibiting a positive immune response towards the self
antigen;

providing a multimeric form of the self antigen ;

contacting the multimeric form of the self antigen with a sample from the subject
exhibiting a positive immune response towards the self antigen; and

obtaining immune cells bound to the multimeric form of the self antigen.

35. The method of any one of claims 33- 34, wherein the multimeric form of the

self antigen is a tetrameric form of the self antigen.

36. The method of claim 35, wherein the multimeric form of the self antigen

comprises a detectable moiety.
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37. The method of claim 33, wherein the subject is a mammal.

38. The method of claim 37, wherein the subject is a human.

39. The method of claim 33, wherein the sample if from a human subject.

40. The method of claim 33, wherein the self antigen relates to condition or

disease.

41. The method of claim 33, wherein the self antigen relates to cancer.

42. The method of claim 40, wherein the condition or disease is a cancer selected
from the group consisting of melanoma, lung, breast, kidney, ovarian, prostate,

pancreatic, gastric, and colon carcinoma, lymphoma or leukemia.

43. The method of any one of claims 33-34, wherein the self antigen is MHC
class I chain-related protein A (MICA).

44. The method of any one of claims 33-34, wherein the self antigen is an

angiopoietin.

45. The method of any one of claims 33-34, wherein the immune cell is a memory

B-cell.

46. The method of any one of claims 33-34, wherein the self antigen is a cancer

specific self antigen.

47. The method of claim 33, wherein the subject is a cancer patient.
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PEPTIDOS TERAPEUTICOS

REIVINDICACION DE LA PRIORIDAD

Esta solicitud reivindica el beneficio de la solicitud provisional de patente de
EE.UU. No 61/541,921, presentada el 30 de septiembre de 2011, la totalidad de los

contenidos los cuales se incorporan aqui como referencia.

APOYO DEL GOBIERNO
Esta invencion se realizé con el apoyo del Gobierno bajo la subvencién No. PO1
Al045757, otorgada por los Institutos Nacionales de Salud. EI Gobierno tiene ciertos

derechos en la invencidn.

LISTADO DE SECUENCIAS
La presente solicitud contiene una Listado de Secuencias que se han presentado en
formato ASCII a través de EFS-Web y se incorporan en este documento como referencia en
su totalidad. Dicha copia ASCII, creada el 27 de septiembre de 2012, es denominada
53293WOl.txt y tiene un tamafio de 90.411 bytes.

CAMPO TECNICO
Esta invencién se refiere a composiciones terapéuticas (por ejemplo, péptidos)

relacionados con los sujetos humanos.

ANTECEDENTES

Los sujetos humanos expuestos a una condicién o enfermedad ofrecen una fuente de
anticuerpos con potenciales terapéuticos y métodos generales para la obtencién de tales
anticuerpos que son conocidos en la técnica. Sin embargo, los métodos para la obtencién
especificamente de anticuerpos con potencial terapéutico son generalmente limitados por la
baja frecuencia, baja tasa de proliferacion, y bajos niveles de secreciones de anticuerpos de
células B que expresan tales anticuerpos. Por ejemplo, las células B de memoria con
especificidad definida tipicamente cuentan para solamente una célula por millén de células

mononucleares de sangre periférica o aproximadamente un mililitro de sangre

1



10

15

20

25

30

(Lanzavecchia y otros., Curr. Opin. Immunol, 21:298-304 (2009): Yoshida y otros,
Immunol. Rev., 237:117-139 (2010)). La frecuencia de anticuerpos con potencial
terapéutico es probable que sea inclusive mds baja en pacientes con cancer, lo que exige el
desarrollo de nuevos enfoques que permitan el aislamiento de tales células con alta
sensibilidad y eficiencia.

Los métodos convencionales se basan generalmente en la conversion de las células
B de memoria a células secretoras de anticuerpos mediante un cultivo in vitro y/o el uso de
modelos animales inmunizados (por ejemplo, ratones) (Crotty y otros., J. Immunol.,
171:4969-4973 (2003): Fecteau y otros, Inmunology, 128: €353-e365 (2009): Buisman y
otros, Vaccine, 28:179-186 (2009): Corti y otros, PLoS One, 5: e8805 (2010)). Por
ejemplo, tras el cultivo in vitro por hasta una semana, los anticuerpos pueden ser medidos
en sobrenadantes de cultivos celulares y las frecuencias de células secretoras de anticuerpos
se evaldan utilizando el ensayo de puntos por inmunoabsorcién unido a enzimas
(ELISPOT). Limitaciones de tales métodos se reportan (Henn y otros, J. Immunol,
183:31777-3187 (2009): Cao y otros, J. Immunol, Methods, 358:56-65 (2010)). Por
ejemplo, el cultivo in vitro de células B de memoria altera el fenotipo de las células B de
memoria para asemejarse a las células plasméticas con distintas propiedades funcionales
(Jiang y otros., Eur. J. Immunol, 37:2205-2213 (2007): Huggins y otros, Blood, 109:1611-
1619 (2007): Jourdan y otros, Blood, 114:5173-5181 (2009)). Ademas se reportan
Limitaciones para los métodos basados en antigenos fluorescentes (Hofer y otros.,
Immunol. Rev., 211:295-302 (2006): Odendahl y otros, Blood, 105:1614-1621 (2005);
Kunkel y otros., Nat. Rev. Immunol, 3:822-829 (2003): Scheid y otros, Nature, 458:636-
640 (2009): Wu y otros, Science, 329:856-861 (2010)).

Se requieren métodos mejorados para obtener o marcar especificamente anticuerpos
con potencial terapéutico.

El MICA es un ligando para NKG2D, un receptor transmembrana Tipo II, similar a
la lectina tipo C expresado en la mayoria de las células humanas NK, células T v 8, y
células T CD8 +. Tras el ligamiento, las sefiales NKG2D a través de la proteina adaptadora
DAP10 provocan la citélisis dependiente de perforina y proporcionan la co-estimulacion.
En humanos, los ligandos de NKG2D incluyen la proteina A relacionada con el MHC clase

I (MICA), el MICB estrechamente relacionado, proteinas de uniéon UL-16 (ULBP) 1-4,y
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RAE-1G. Aunque los ligandos NKG2D generalmente no se encuentran en los tejidos
sanos, las diversas formas de estrés celular, que incluyen el dafio en el ADN, pueden
sobreregular la expresion del ligando, lo que resulta en su deteccion frecuente en multiples
malignidades sélidas y hematoldgicas, incluyendo melanoma. La activacién de NKG2D a
través de las células transformadas de un ligando positivo contribuye a la supresién tumoral
extrinseca, ya que los ratones tipo silvestre y que carecen de NKG2D tratados con anti
anticuerpos bloqueadores NKG2D muestran una mejorada susceptibilidad del tumor. La
evasion inmune puede ser obtenida en los pacientes, sin embargo, por el desprendimiento
de ligandos de NKG2D de las células tumorales, las cuales desencadenan la internalizacién
de NKG2D de superficie y la funcién alterada de los linfocitos citotoxicos. Los ligandos
solubles de NKG2D también pueden estimular la expansion de reguladores y células T-
Foxp3+ CD4+NKG2D que pueden antagonizar la citotoxicidad antitumoral a través del
ligando Fas, IL-10, y TGF-B. El MICA es un ligando de NKG2D que se desprende de las
células tumorales, por ejemplo, liberados de la superficie celular hacia el medio
circundante, y los sueros de los pacientes con cancer tipicamente contienen elevados
niveles de las formas solubles (SMICA). El desprendimiento de MICA se logra en parte a
través de interacciones con la proteina disulfuro isomerasa ERPS, la cual forma un enlace
disulfuro con una cisteina critica que resulta en el despliegue del dominio a3, haciéndola
susceptible a la proteolisis mediante la ADAM-10/17 y MMP14.

La angiogénesis es el proceso de formacion de nuevos capilares a partir de vasos
sanguineos preexistentes y se ha implicado como una parte critica del crecimiento y
diseminacién tumoral. Los tumores estimulan la angiogénesis para satisfacer los
requerimientos en el aumento de oxigeno y nutrientes que exceden aquellos que pueden ser
satisfechos por simple difusion. En consecuencia, los tumores reclutan, remodelan y
expanden vasculatura existente para satisfacer sus demandas metabdlicas. La dependencia
del crecimiento de los tumores en la formacion de nuevos vasos sanguineos ha hecho a la
angiogénesis un objetivo atractivo para las terapias anticancerigenas. Muchas citoquinas se
han creido que juegan un papel en la regulacion de la angiogénesis, incluyendo miembros
de la familia del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y de las angiopoyetinas.
Los angiopoyetinas fueron descubiertas como ligandos de los Ties, una familia de tirosina

quinasas que es expresada selectivamente en el endotelio vascular. Hay cuatro
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angiopoyetinas conocidas: angiopoyetina-1 ("Ang-1") hasta la angiopoyetina-4 ("Ang-4").
Los estudios han sugerido que las angiopoyetinas (por ejemplo, Ang-1 y Ang-2) pueden
estar involucradas y la angiogénesis tumoral. Con esta informacion, las angiopoyetinas se
han identificado como potenciales blancos de la terapia de tipo inmunologica contra el
cancer.

Hay una necesidad de identificar nuevos agentes que reconozcan y se unan
especificamente a blancos de la terapia de tipo inmunologica contra el cancer, tales como el
MICA vy las angiopoyetinas. Tales agentes serian ttiles como panel diagndstico e
intervencion terapéutica en estados de enfermedades que estdn asociadas con el desarrollo

de tumores.

RESUMEN

La presente divulgacion proporciona composiciones y métodos relacionados a
anticuerpos con potencial terapéutico.

En algunas realizaciones, la divulgacion proporciona composiciones que contienen
péptidos que se unen inmunoespecificamente a la proteina A relacionada con el MHC clase
I (MICA), o un epitope del mismo. En algunos aspectos, los péptidos de las composiciones
incluyen las regiones determinantes de la complementariedad (CDR) 3 del V u del
anticuerpo ID 1, 6, 7, 8 0 9 mostrado en la Tabla 1, teniendo 5 o menos sustituciones de
aminoécidos conservados, y CDR3 del V . del anticuerpo ID 1, 6, 7, 8 0 9 mostrado en la
Tabla 1, teniendo 5 o menos sustituciones de aminodcidos conservados. En algunos
aspectos, tales péptidos incluyen regiones determinantes de la complementariedad (CDR) 3
del V u del anticuerpo ID 1, 6, 7, 8 0 9 mostrado en la Tabla 1, y CDR3 del V 1 del
anticuerpo ID 1, 6, 7, 8 0 9 mostrado en la Tabla 1. En algunos aspectos, los péptidos
incluyen, ademads, el CDR2 del V u del anticuerpo ID 1, 6, 7, 8 0 9 mostrado en la Tabla 1,
teniendo 5 o menos sustituciones de aminoacidos conservados, o CDR2 del V 1 del
anticuerpo ID 1, 6, 7, 8 0 9 mostrado en la Tabla 1, teniendo 5 o menos sustituciones de
aminodcidos conservados, o ambos. En algunos aspectos, tales péptidos incluyen regiones
determinantes de la complementariedad CDR2 del V y del anticuerpoID 1,6,7,8 09
mostrado en la Tabla 1, o el CDR2 del V . del anticuerpo ID1, 6, 7, 8 0 9 mostrado en la

Tabla 1, o ambos. En algunos aspectos, los péptidos incluyen, ademds, la CDR1 del V y del
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anticuerpo ID 1, 6, 7, 8 0 9 mostrado en la Tabla 1, teniendo 5 o menos sustituciones de
aminodcidos conservados, o el CDR1 del V L del anticuerpo ID 1, 6, 7, 8 0 9 mostrado en la
Tabla 1, teniendo 5 o0 menos sustituciones de aminodacidos conservados o ambos. En
algunos aspectos, , tales péptidos incluyen regiones determinantes de la
complementariedad CDR1 del V g del anticuerpo ID 1, 6, 7, 8 0 9 mostrado en la Tabla 1, o
el CDR1 del V L del anticuerpo ID 1, 6, 7, 8 0 9 mostrado en la Tabla 1, o ambos.

En algunos aspectos, los péptidos son anticuerpos o fragmentos de anticuerpos que
incluyen: una cadena de V y con identidad por la SEC ID NO: 2, donde las regiones
correspondientes a CDR1, CDR2, y CDR3 contienen CDR1 , CDR2, y CDR3 del V y del
anticuerpo ID 1 mostrado en la tabla 1, teniendo 5 o menos sustituciones de aminoacidos
conservados, y regiones dentro de SEC ID NO: 2 correspondientes a FR1, FR2, FR3, FR4,
contienen secuencias de aminoacidos con al menos 80%, 85%, 90%, 95% , 96%, 97%, 98,
99%, 0 100% de similitud con FR1, FR2, FR3, FR4 del V g del anticuerpo ID 1 mostrado
en la tabla 1, y una cadena de V L de similitud con la SEC ID NO: 11, donde las regiones
correspondientes a CDR1, CDR2, y CDR3 contienen CDR1 , CDR2, y CDR3 del V . de
anticuerpos ID 1 mostrado en la tabla 1, teniendo 5 o menos sustituciones de aminoacidos
conservados, y las regiones dentro de SEC ID NO: 11 correspondientes a FR1 , FR2, FR3,
FR4, que contienen secuencias de aminoacidos con al menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98, 99%, o 100% de similitud con FR1, FR2, FR3, FR4 del V L del anticuerpo ID 1
mostrado en la tabla 1.En algunos aspectos, los péptidos incluyen unos anticuerpos o
fragmentos de anticuerpos que contienen una cadena de V y que contienen SEC ID NO: 2 y
una cadena de V L que contiene la SEC ID NO: 11. En algunos aspectos, ademds de los
péptidos, las composiciones incluyen ademds uno o mas (por ejemplo, 12, 3,4, 5,6, 7, 8,
9, 10, o menos de 20) terapéuticos contra el cancer. En algunos aspectos, las
composiciones se formulan como composiciones farmacéuticas (por ejemplo, para la
administracion a un sujeto).

En algunos aspectos, los péptidos son anticuerpos o fragmentos de anticuerpos que
incluyen: una cadena de V y con identidad por la SEC ID NO: 149, donde las regiones
correspondientes a CDR1, CDR2, y CDR3 contienen CDR1 , CDR2, y CDR3 de V y del
anticuerpo ID 6 mostrado en la tabla 1, teniendo 5 o menos sustituciones de aminoacidos

conservados dentro de regiones CDR1, CDR2, y CDR3, y regiones dentro de la SEC ID
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NO: 149 correspondiente a FR1, FR2, FR3, FR4, que contiene secuencias de aminodcidos
con al menos 80% , 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98, 99%, o 100% de similitud a FR1,
FR2, FR3, FR4 de V y del anticuerpo ID 6 mostrado en la tabla 1; y una cadena V 1. con
identidad porla SEC ID NO: 151, donde las regiones correspondientes a CDR1, CDR2, y
CDR3 contienen CDR1 , CDR2, y CDR3 de V L de anticuerpos ID 6 mostrado en la tabla
1, teniendo 5 o menos sustituciones de aminoacidos conservados dentro de regiones CDR1
, CDR2, y CDR3, y regiones dentro de la SEC ID NO: 151 correspondientes a FR1, FR2,
FR3, FR4, que contienen secuencias de aminoacidos con al menos 80%, 85%, 90%, 95%,
96%, 97%, 98, 99% o 100% de similitud a FR1, FR2, FR3, FR4 de V L del anticuerpo ID 6
mostrado en la tabla 1.En algunos aspectos, los péptidos incluyen un anticuerpo o
fragmentos de anticuerpos que contienen una cadena V y que contienen la SEC ID NO: 149
y una cadena V . que contienen la SEC ID NO: 151.En algunos aspectos, ademads de los
péptidos, las composiciones incluyen ademds uno o mds (por ejemplo, 1 2, 3,4, 5,6, 7, 8,
9, 10, o menos de 20) terapéuticos contra el cdncer. En algunos aspectos, las
composiciones se formulan como composiciones farmacéuticas (por ejemplo, para la
administracion a un sujeto).

En algunos aspectos, los péptidos son anticuerpos o fragmentos de anticuerpos que
incluyen: una cadena de V y con identidad por la SEC ID NO: 168, donde las regiones
corresondientes a CDR1, CDR2, y CDR3 contienen CDR1, CDR2, y CDR3 de V y del
anticuerpo ID 7 mostrado en la tabla 1, teniendo 5 o menos sustituciones de aminoacidos
conservados dentro de regiones CDR1, CDR2, y CDR3, y dentro de regiones SEC ID NO:
168 correspondiente a FR1, FR2, FR3, FR4, que contienen secuencias de aminoacidos con
al menos 80% , 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98, 99%, o 100% de similitud con FR1, FR2,
FR3, FR4 de V u del anticuerpo ID 7 mostrado en la tabla 1; y una cadena V . con
identidad por la SEC ID NO: 170, donde las regiones correspondientes a CDR1, CDR2, y
CDR3 contienen CDR1, CDR2, y CDR3 de V L del anticuerpo ID 7 mostrado en la Tabla 1
teniendo 5 o menos sustituciones de aminoacidos conservados dentro de regiones CDR1,
CDR2, y CDR3, y dentro de regiones SEC ID NO: 170 correspondiente a FR1, FR2, FR3,
FR4, que contienen secuencias de aminodcidos con al menos 80% , 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98, 99%, o 100% de similitud con FR1, FR2, FR3, FR4 de V y del anticuerpo ID 7

mostrado en la tabla 1.En algunos aspectos, los péptidos incluyen un anticuerpo o
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fragmento del anticuerpo que contienen una cadena de V y que contiene la SEC ID NO:
168 y una cadena de V L que contiene la SEC ID NO: 170. En algunos aspectos, ademds de
los péptidos, las omposiciones incluyen ademds uno o més (por ejemplo, 1 2, 3,4, 5,6, 7,
8,9, 10, o menos de 20) terapéuticos contra el cancer. En algunos aspectos, las
composiciones se formulan como composiciones farmacéuticas (por ejemplo, para la
administracion a un sujeto).

En algunos aspectos, los péptidos son anticuerpo o fragmento del anticuerpo que
incluyen: una cadena de V u con identidad por la SEC ID NO: 186, donde las regions
correspondientes a CDR1, CDR2, y CDR3 contienen CDR1 , CDR2, y CDR3 de V y del
anticuerpo ID 8 mostrado en la tabla 1, teniendo 5 o menos sustituciones de aminoacidos
conservados dentro de regiones CDR1, CDR2, y CDR3, y dentro de regiones SEC ID NO:
186 correspondiente a FR1, FR2, FR3, FR4, que contienen secuencias de aminoacidos con
al menos 80% , 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98, 99%, o 100% de similitud con FR1, FR2,
FR3, FR4 de V y del anticuerpo ID 8 mostrado en la tabla 1; y una cadena V 1. con
identidad por la SEC ID NO:188, donde las regionescorrespondientes a CDR1, CDR2, y
CDR3 contienen CDR1 , CDR2, y CDR3 de V 1. de del anticuerpo ID 8 mostrado en la
tabla 1, teniendo 5 o menos sustituciones de aminodcidos conservados dentro de regiones
CDRI1, CDR2, y CDR3, y dentro de regiones SEC ID NO: 188 correspondiente a FR1,
FR2, FR3, FR4, que contienen secuencias de aminodcidos con al menos 80% , 85%, 90%,
95%, 96%, 97%, 98, 99%, 0 100% de similitud con FR1, FR2, FR3, FR4 de V L del
anticuerpo ID 8 mostrado en la tabla 1.En algunos aspectos, los péptidos incluyen un
anticuerpo o fragmento del anticuerpo que contienen una cadena de V g que contiene la
SEC ID NO: 186 y una cadena de V L que contiene la SEC ID NO: 188. En algunos
aspectos, ademas de los péptidos, las composiciones incluyen ademés uno o mas (por
ejemplo, 1 2,3,4,5,6,7,8,9, 10, o menos de 20) terapéuticos contra el cancer. En
algunos aspectos, las composiciones se formulan como composiciones farmacéuticas (por
ejemplo, para la administracién a un sujeto).

En algunos aspectos, los péptidos son anticuerpos o fragmentos de anticuerpos que
incluyen: una cadena de V y con identidad por la SEC ID NO: 204, donde las regiones
correspondientes a CDR1, CDR2, y CDR3 contienen CDR1 , CDR2, y CDR3 de V y del

anticuerpo ID 9 mostrado en la tabla 1, teniendo 5 o menos sustituciones de aminoacidos



10

15

20

25

30

conservados dentro de regiones CDR1, CDR2, y CDR3, y dentro de regiones SEC ID NO:
204 correspondiente a FR1, FR2, FR3, FR4, contienen secuencias de aminodcidos con al
menos 80% , 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98, 99%, o 100% de similitud con FR1, FR2,
FR3, FR4 de V y del anticuerpo ID 9 mostrado en la tabla 1; y una cadena V . con
identidad porla SEC ID NO:206, donde las regiones correspondientes a CDR1, CDR2, y
CDR3 contienen CDR1 , CDR2, y CDR3 de V L de del anticuerpo ID 9 mostrado en la
tabla 1, teniendo 5 o menos sustituciones de aminoacidos conservados dentro de regiones
CDRI1, CDR2, y CDR3, y dentro de regiones SEC ID NO: 206 correspondiente a FR1,
FR2, FR3, FR4, que contienen secuencias de aminodcidos con al menos 80% , 85%, 90%,
95%, 96%, 97%, 98, 99%, 0 100% de similitud con FR1, FR2, FR3, FR4 de V L del
anticuerpo ID 9 mostrado en la tabla 1.En algunos aspectos, los péptidos incluyen un
anticuerpo o fragmento del anticuerpo que contiene una cadena de V g que contiene la SEC
ID NO: 204 y una cadena V L que contiene la SEC ID NO: 206. En algunos aspectos,
ademds de los péptidos, las composiciones incluyen ademds uno o més (por ejemplo, 1 2, 3,
4,5,6,7,8,9, 10, o menos de 20) terapéuticos contra el cancer. En algunos aspectos, las
composiciones se formulan como composiciones farmacéuticas (por ejemplo, para la
administracion a un sujeto).

En algunas realizaciones, la divulgacion proporciona composiciones que incluyen
uno o més péptidos que se unen a la angiopoyetina o un epitope del mismo. En algunos
aspectos, los péptidos de las composiciones incluyen regiones determinantes de la
complementariedad (CDR) 3 de V u del anticuerpo ID 2, 3, 4, 5 o 10 mostrado en la Tabla
1, teniendo 5 o menos sustituciones de aminodcidos conservados , y CDR3 de V L del
anticuerpo ID 2, 3,4 0 5 or 10 mostrado en la Tabla 1, teniendo 5 o menos sustituciones de
aminodcidos conservados dentro de las regiones CDR1, CDR2, y CDR3. En algunos
aspectos, los péptidos pueden incluir regiones determinantes de complementariedad (CDR)
3 de V u del anticuerpo ID 2, 3,4 0 5 0 10 mostrado en la Tabla 1, y CDR3 de V 1 del
anticuerpo ID 2, 3,4 0 5 0 10 mostrado en la Tabla 1. En algunos aspectos, los péptidos
pueden incluir, ademds, la CDR2 de V y del anticuerpo ID 2, 3,4 0 5 0 10 mostrado en la
Tabla 1 teniendo 5 o menos sustituciones de aminodacidos conservados, o CDR2 de V L del
anticuerpo ID 2, 3,4 0 5 o 10 mostrado en la Tabla 1 teniendo 5 o menos sustituciones de

aminodcidos conservados, o ambos. En algunos aspectos, tales péptidos pueden incluir
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region determinante de complementariedad CDR?2 de V y del anticuerpo ID 2, 3,4 050 10
mostrado en la Tabla 1, o CDR2 de V L del anticuerpo ID 2, 3,4 0 5 o 10 mostrado en la
Tabla 1, o ambos. En algunos aspectos, los péptidos pueden incluir, ademds, CDR1 de V u
del anticuerpo ID 2, 3,4 0 5 0 10 mostrado en la Tabla 1 teniendo 5 o menos sustituciones
de aminodcidos conservados, o CDR1 de V . del anticuerpo ID 2, 3 4, 0 5 mostrado en la
Tabla 1 teniendo 5 o menos sustituciones de aminoacidos conservados, o ambos. En
algunos aspectos, tales péptidos pueden incluir regiones determinantes de
complementariedad CDR1 de V y del anticuerpo ID 2, 3,4 0 5 o 10 mostrado en la Tabla 1,
o la CDR1 de V L del anticuerpo ID 2, 3,4 0 5 0 10 mostrado en la Tabla 1, o ambos.

En algunos aspectos, los péptidos incluyen un anticuerpo o fragmento del
anticuerpo que contienen: una cadena de Vu con identidad porla SEC ID NO:20, donde las
regions correspondientes a CDR1, CDR2, y CDR3 contienen CDR1, CDR2, y CDR3 de V
u del anticuerpo ID 2 mostrado en la tabla 1 teniendo 5 0 menos sustituciones de
aminodcidos conservados dentro de las regiones CDR1, CDR2, y CDR3, y las regiones
dentro de la SEC ID NO:20 correspondientes a FR1, FR2, FR3, FR4, que contiene
secuencias de aminoacidos con al menos 80% , 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98, 99%, o
100% de similitud con FR1, FR2, FR3, FR4 de V y del anticuerpo ID 2 mostrado en la
tabla 1; y una cadena V L con identidad por la SEC ID NO:29, donde las regiones
correspondientes a CDR1, CDR2, y CDR3 que contiene CDR1, CDR2, y CDR3 de V . del
anticuerpo ID 2 mostrado en la tabla 1 teniendo 5 o menos sustituciones de aminodcidos
conservados dentro de las regiones CDR1 , CDR2, y CDR3, y regiones dentro de la SEC
ID NO:29 correspondientes a FR1, FR2, FR3, FR4, que contienen secuencias de
aminodacidos con al menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98, 99% o 100% de similitud
a FR1, FR2, FR3, FR4 de V . del anticuerpo ID 2 mostrado en la tabla 1. En algunos
aspectos, los péptidos incluyen un anticuerpo o fragmento del anticuerpo que contiene una
cadena de Vy que contiene la SEC ID NO:20 y una cadena V L que contiene la SEC ID
NO:29.

En algunos aspectos, los péptidos de un anticuerpo o fragmento del anticuerpo que
contienen: una cadena de Vg SEC ID NO:38, donde las regions correspondientes a CDR1,

CDR2, y CDR3 contienen CDR1, CDR2, y CDR3 de V y del anticuerpo ID 3 mostrado en



10

15

20

25

30

la tabla 1 teniendo 5 o menos sustituciones de aminodcidos conservados dentro de las
regiones CDR1, CDR2, y CDR3, y dentro de las regiones SEC ID NO:38 correspondientes
a FR1, FR2, FR3, FR4, que contiene secuencias de aminodcidos con al menos 80% , 85%,
90%, 95%, 96%, 97%, 98, 99%, o0 100% de similitud con FR1, FR2, FR3, FR4 de V y del
anticuerpo ID 3 mostrado en la tabla 1, y una cadena V . con identidad por la SEC ID
NO:47, donde las regions correspondientes a CDR1, CDR2, y CDR3 contienen CDRI1,
CDR2, y CDR3 de V . del anticuerpo ID 3 mostrado en la tabla 1, teniendo 5 0 menos
sustituciones de aminodcidos conservados dentro de las regiones CDR1 , CDR2, y CDR3,
y las regiones dentro de la SEC ID NO:47 correspondientes a FR1, FR2, FR3, FR4, que
contienen secuencias de aminoécidos con al menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98,
99% o 100% de similitud a FR1, FR2, FR3, FR4 de V 1. del anticuerpo ID 3 mostrado en la
tabla 1.En algunos aspectos, los péptidos incluyen un anticuerpo o fragmento del anticuerpo
que contiene una cadena de Vy que contienen la SEC ID NO:38 y una cadena V L que
contiene la SEC ID NO:47.

En algunos aspectos, los péptidos incluyen un anticuerpo o fragmento del
anticuerpo que contiene: una cadena de Vy con identidad por la SEC ID NO:56, donde las
regiones correspondientes a CDR1, CDR2, y CDR3 contienen CDR1, CDR2, y CDR3 de V
u del anticuerpo ID 4 mostrado en la tabla 1 teniendo 5 0 menos sustituciones de
aminoécidos conservados dentro de las regiones CDR1, CDR2, y CDR3, y las regiones
dentro de la SEC ID NO:56 correspondientes a FR1, FR2, FR3, FR4, que contienen
secuencias de aminoacidos con al menos 80% , 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98, 99%, o
100% de similitud con FR1, FR2, FR3, FR4 de V y del anticuerpo ID 4 mostrado en la
tabla 1, y una cadena V . con similitud a la SEC ID NO:65, donde las regions
correspondientes a CDR1, CDR2, y CDR3 contienen CDR1, CDR2, y CDR3 de V 1 del
anticuerpo ID 4 mostrado en la tabla 1 teniendo 5 o menos sustituciones de aminodcidos
conservados dentro de las regiones CDR1, CDR2, y CDR3, y regiones dentro de la SEC
ID NO:65 correspondientes a FR1, FR2, FR3, FR4, que contienen secuencias de
aminodacidos con al menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98, 99% o 100% de similitud
con FR1, FR2, FR3, FR4 de V . del anticuerpo ID 4 mostrado en la tabla 1.En algunos

aspectos, los péptidos incluyen un anticuerpo o fragmento del anticuerpo que contienen una
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cadena de Vy que contiene la SEC ID NO:56 y una cadena V L que contiene la SEC ID
NO:65.

En algunos aspectos, los péptidos incluyen un anticuerpo o fragmento del
anticuerpo que contiene: una cadena de Vy con similitud a la SEC ID NO:74, donde las
regiones correspondientes a CDR1, CDR2, y CDR3 contienen CDR1, CDR2, y CDR3 de V
H del anticuerpo ID 5 mostrado en la tabla 1 teniendo 5 0 menos sustituciones de
aminoécidos conservados dentro de las regiones CDR1, CDR2, y CDR3, y dentro de la
SEC ID NO:74 correspondientes a FR1, FR2, FR3, FR4, que contienen secuencias de
aminodacidos con al menos 80% , 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98, 99%, o 100% de
similitud con FR1, FR2, FR3, FR4 de V y del anticuerpo ID 5 mostrado en la tabla 1, y una
cadena V . con similitud a la SEC ID NO: 83, donde las regiones correspondientes a
CDRI1, CDR2, y CDR3 contienen CDR1 , CDR2, y CDR3 de V 1. del anticuerpo ID 5
mostrado en la tabla 1, teniendo 5 o menos sustituciones de aminoacidos conservados
dentro de la CDR1 , regiones CDR2, y CDR3, y regiones dentro de la SEC ID NO: 83
correspondientes con FR1, FR2, FR3, FR4, que contienen secuencias de aminoacidos con
al menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98, 99% o 100% de similitud con FR1, FR2,
FR3, FR4 del V L del anticuerpo ID 5 mostrado en la tabla 1. En algunos aspectos, los
péptidos incluyen un anticuerpo o fragmento del anticuerpo que contiene una cadena de V
H que contiene la SEC ID NO:74 y una cadena V 1. que contiene la SEC ID NO:83. En
algunos aspectos, los péptidos se unen inmunoespecificamente a por lo menos la
angiopoyetina-2. En algunos aspectos, las composiciones incluyen ademds uno o mas
terapéuticos contra el cancer. En algunos aspectos, las composiciones se formulan como
una composicién farmacéutica.

En algunos aspectos, los péptidos incluyen un anticuerpo o fragmento del
anticuerpo que contiene: un cadena V y con similitud a la SEC ID NO:222, donde las
regiones correspondientes a CDR1, CDR2, y CDR3 contienen CDR1 , CDR2, y CDR3 de
V 1 del anticuerpo ID 10 mostrado en la Tabla 1, teniendo 5 0 menos sustituciones de
aminodcidos conservados dentro de las regiones CDR1, CDR2, y CDR3, dentro de la SEC
ID NO:222 correspondiente con FR1, FR2, FR3, FR4, contienen secuencias de
aminodacidos con al menos 80% , 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98, 99%, o 100% de
similitud con FR1, FR2, FR3, FR4 de V y del anticuerpo ID 10 mostrado en la tabla 1; y
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una cadena V L con similitud a la SEC ID NO:224, donde las regiones correspondientes a
CDRI1, CDR2, y CDR3 contienen CDR1 , CDR2, y CDR3 de V 1 del anticuerpo ID 10
mostrado en la tabla 1, teniendo 5 o menos sustituciones de aminodacidos conservados
dentro de las regiones CDR1 , CDR2, y CDR3, y dentro de la SEC ID NO:224
correspondientes con FR1, FR2, FR3, FR4, contienen secuencias de aminoécidos con al
menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98, 99%, o 100% de similitud con FR1, FR2,
FR3, FR4 de V 1 del anticuerpo ID 10 mostrado en la tabla 1. En algunos aspectos, los
péptidos incluyen un anticuerpo o fragmento del anticuerpo que contiene una cadena de V u
que contiene la SEC ID NO:222 y una cadena V L que contiene la SEC ID NO:224. En
algunos aspectos, los péptidos se unen inmunoespecificamente a por lo menos la
angiopoyetina-2. En algunos aspectos, las composiciones incluyen ademds uno o mas
terapéuticos contra el cdncer. En algunos aspectos, las composiciones se formulan como
una composicion farmacéutica.

En algunas realizaciones, la divulgacion incluyen métodos de tratamiento de cancer
en un sujeto. En algunos aspectos, los métodos incluyen administrar a un sujeto una
composicién de cualquiera de las reivindicaciones 1-27.

La presente divulgacion proporciona también métodos de aislamiento de
anticuerpos humanos de pacientes con cdncer después de la inmunoterapia.

En algunas realizaciones, las revelaciones incluyen métodos de obtencién de células
inmunes dirigidas contra un antigeno propio de un sujeto, el método consiste en identificar
un sujeto que presenta una respuesta inmune positiva hacia el antigeno propio,
proporcionando una forma multimérica del antigeno propio, contactando la forma
multimérica del antigeno propio con una muestra del sujeto exhibiendo una respuesta
inmune positiva hacia el antigeno propio, y la obtencién de células inmunes unidos a la
forma multimérica del antigeno propio.

En algunas realizaciones, las revelaciones incluyen métodos de obtencién de células
inmunes de un paciente de cancer dirigido contra un antigeno propio, el método consiste en
identificar un sujeto que presenta una respuesta inmune positiva hacia el antigeno propio;
proporcionando una forma multimérica del antigeno propio; contactando la forma

multimérica del antigeno propio con una muestra del sujeto exhibiendo una respuesta
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inmune positiva hacia el antigeno propio; y obteniendo células inmunes unidos a la forma
multimérica del antigeno propio.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos
utilizados en este documento tienen el mismo significado que se entiende cominmente por
un experto cualquiera en la técnica a la que pertenece esta invencién. Métodos y materiales
se describen en el presente documento para su uso en la presente invencidn; otros, métodos
y materiales adecuados conocidos en la técnica también se pueden utilizar. Los materiales,
métodos, y ejemplos son sélo ilustrativos y no pretenden ser limitantes. Todas las
publicaciones, solicitudes de patentes, patentes, secuencias, las entradas en las bases de
datos, y otras referencias mencionadas en el presente documento se incorporan como
referencia en su totalidad. En caso de conflicto, la presente especificacion, incluyendo las
definiciones, se controlaran.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencidn serdn evidentes a partir de la

siguiente descripcion detallada y de las figuras, y de las reivindicaciones.

DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

FIG.1 | La secuencia de acido nucleico de la region hipervariable de la cadena

pesada (V u) del anticuerpo ID 1 (anticuerpo anti- MHC de clase I de proteina A de

cadena relacionada (MICA)) (SEC ID NO:1).

FIG.2 | La secuencia de aminoécidos de cadena V y del anticuerpo ID 1 (anticuerpo
anti-MICA) (SEC ID NO: 2).

FIG.3 | La secuencia de acido nucleico de la region hipervariable de la cadena
pesada (V r)del anticuerpo ID 1 (anticuerpo anti-MICA) (SEC ID NO: 10).

FIG.4 | La secuencia de aminoécidos de la cadena V . del anticuerpo ID 1
(anticuerpo anti-MICA) (SEC ID NO: 11).

FIG.5 | La secuencia de acido nucleico de cadena V y del anticuerpo ID 2
(anticuerpo anti-angiopoyetina-2) (SEC ID NO: 19).

FIG.6 | La secuencia de aminodcidos de cadena V u del anticuerpo ID 2 (anticuerpo
anti-angiopoyetina-2) (SEC ID NO: 20).

FIG.7 | La secuencia de acido nucleico de la region hipervariable de la cadena

pesada V L del anticuerpo ID 2 (anticuerpo anti-angiopoyetina-2) (SEC ID NO: 28).
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FIG.8 | La secuencia de aminoacidos de cadena V L del anticuerpo ID 2 (anticuerpo
anti-angiopoyetina-2) (SEC ID NO: 29).

FIG.9 | La secuencia de dcido nucleico de la cadena V y del anticuerpo ID 3
(anticuerpo anti-angiopoyetina-2) (SEC ID NO: 37).

FIG.10 | La secuencia de aminoécidos de cadena V y del anticuerpo ID 3
(anticuerpo anti-angiopoyetina-2) (SEC ID NO: 38).

FIG.11 | La secuencia de 4cido nucleico de la cadena V 1 del anticuerpo ID 3
(anticuerpo anti-angiopoyetina-2) (SEC ID NO: 46).

FIG.12 | La secuencia de aminodcidos de cadena V . del anticuerpo ID 3
(anticuerpo anti-angiopoyetina-2) (SEC ID NO: 47).

FIG.13 | La secuencia de dcido nucleico de la cadena V y del anticuerpo ID 4
(anticuerpo anti-angiopoyetina-2) (SEC ID NO: 55).

FIG.14 | La secuencia de aminoécidos de cadena V y del anticuerpo ID 4
(anticuerpo anti-angiopoyetina-2) (SEC ID NO: 56).

FIG.15 | La secuencia de dcido nucleico de la cadena V 1. del anticuerpo ID 4
(anticuerpo anti-angiopoyetina-2) (SEC ID NO: 64).

FIG.16 | La secuencia de aminoécidos de cadena V L del anticuerpo ID 4
(anticuerpo anti-angiopoyetina-2) (SEC ID NO: 65).

FIG.17 | La secuencia de dcido nucleico de la cadena V y del anticuerpo ID 5
(anticuerpo anti-angiopoyetina-2) (SEC ID NO: 73).

FIG.18 | La secuencia de aminoécidos de cadena V y del anticuerpo ID 5
(anticuerpo anti-angiopoyetina-2) (SEC ID NO: 74).

FIG.19 | La secuencia de 4cido nucleico de la cadena V L del anticuerpo ID 5
(anticuerpo anti-angiopoyetina-2) (SEC ID NO: 82).

FIG.20 | La secuencia de aminodcidos de cadena V 1. del anticuerpo ID 5
(anticuerpo anti-angiopoyetina-2) (SEC ID NO: 83).

FIG.21A-21F | llustra métodos ejemplares para preparar anticuerpos de células B.
(A) El antigeno se expresa con un marcador BirA para la biotinilacion y tetramerizacién
sitio especifica y con estreptovidina marcada fluorescentemente. (B) Las células B son
marcadas con un tetramero y un panel de anticuerpos monoclonales. El Tetramero*, las

células B de memoria con recombinacidén del cambio de clase son células individuales
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clasificadas en tiras de geles producto de PCR. (C) la amplificacién del ARNm se realiza
con la ARN polimerasa de T7. (D) La secuenciacion de productos de la PCR se lleva a cabo
utilizando productos de PCR de 300-400bp. (E) La superposicion de PCR se utiliza para la
construccién de secuencias de cadenas pesadas de longitud total IgG1 y cadenas livianas
kappa / lambda las cuales son clonadas en vectores separados. Los vectores se transfectaron
de forma transitoria en células CHO-S para la expresion de anticuerpos recombinantes
completamente humanos. (F) Los anticuerpos son probados para unién a antigenos y
evaluados para potenciales propiedades terapéuticas.

FIGs.22A-22B | Gréaficos que muestran la comparacion del antigeno monomérico y
tetramérico para la identificacion de las células B de memoria. (A) Los antigenos Mono-
biotinilados TTCF o CD80 fueron marcados directamente con fluordéforo Alexa-488; los
tetrdmeros fueron generados con estreptavidina no marcada. Las células B enriquecidas de
cada donante fueron divididas en tres fracciones y se tifieron con tetrdmero de control
CD80, monomero de TTCEF, o tetramero de TTCF a la misma concentracion total de
antigeno de 0,125 pg/mL. Las graficas de FACS representan las células B de memoria con
recombinacion del cambio de clase CD19 * CD27 * IgM ~ ; los nimeros adyacentes a los
grupos celulares representan el porcentaje del grupo parental. (B) Las frecuencias del
tetramero * de células B de memoria detectados en tres donantes diferentes. Los nimeros se
calculan como células de tetrdmero * por 1x10 © de células CD19 * B de memoria.

FIGs.23A-23B | Los graficos de linea que muestran alta afinidad de unién de TTCF
mediante anticuerpos generados de plasmablastos y células B de memoria. Los
experimentos de union de saturacion se llevaron a cabo para determinar las afinidades de
los anticuerpos recombinantes. El antigeno TTCF se marcé con europio, el cual emite una
fuerte sefial fluorescente a 615 nm tras la incubacién con un reactivo quelante. Los
anticuerpos fueron inmovilizados en una placa de 96 pozos e incubados con europio de
TTCF (100 nM a 4 pM) durante dos horas a 37 ° C. Los recuentos fluorescentes a 615 nm
fueron registrados y el K p calculado utilizando andlisis de regresion no lineal. El
anticuerpo de control (clon 8.18.C5) que ademads se produjo en células CHO-S fue incluido
en todos los experimentos. (A) Los Abs 1 y 2 recombinantes de TTCF fueron generados a

partir de plasmablastos de tetrimero * de TTCF (donante 1). (B) Los anticuerpos 3,4,y 5

15



10

15

20

25

de TTCEF se originaron a partir de células B de memoria de tetramero * de TTCF de tres
donantes diferentes.

FIG.24 | Gréfico de barras que muestra la unién de anticuerpos anti-MICA con
microesferas de luminex recubiertas de MICA.

FI1Gs.25A-250 | Gréficos de lineas que muestran la unién de los anticuerpos anti-
MICA a microesferas recubiertas de MICA.

FIGs. 26A-26D | Gréficos de barras que muestran la unién de cuatro anticuerpos
humanos especificos de angiopoyetina 2, como también un anticuerpo de control para tres
angiopoyetinas humanas (angiopoyetina-1, 2 y 4) y similar a Ang-3. Las angiopoyetinas
recombinantes se inmovilizan en un plato de ELISA y se detecta la unién de los anticuerpos
recombinantes humanos con la estreptavidina marcada con europio.

FIGs.27A-27C | Muestra graficos y un gel que relaciona el aislamiento de
anticuerpos especificos de angiopoyetina de un paciente con cdncer de pulmén. (A) La
reactividad de la angiopoyetina-2 del suero del paciente con cancer de pulmoén (LL19)
(diluido 1:1000), determinado por ELISA. (B) El grafico de FACS que refleja la muestra
de PBMC (punto de tiempo-10/98) de los grupos celulares de células B IgM CD19 * CD27
*con CD19 en el eje X y marcadas en el eje Y fluorescentemente con-angiopoyetina-2.
(C)Los productos de PCR de la cadena pesada, liviana, y la region bisagra de las células B
de memoria reactivas a angiopoyetina-2 aisladas del paciente L19. El marcador de 500
pares de bases se indica a la izquierda.

FIG.28 | La secuencia de 4cido nucleico de la cadena pesada hipervariable (V u) del
anticuerpo ID 6 (anticuerpo anti secuencia A (MICA) relacionado al polipéptido del MHC
clase I) (SEC ID NO: 148).

FIG.29 | Secuencia de aminodcidos de cadena V y del anticuerpo 6 (anticuerpo anti-
MICA) (SEC ID NO: 149).

FIG.30 | Secuencia de 4acido nucleico de la region hipervariable de la cadena liviana
(V 1) del anticuerpo ID 6 (anticuerpo anti-MICA) (SEC ID NO: 150).

FIG.31 | Secuencia de aminodcidos de cadena V 1. del anticuerpo ID 6 (anticuerpo

anti-MICA) (SEC ID NO: 151).
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FIG.32 | Secuencia de 4dcido nucleico de la cadena pesada hipervariable (V u) del
anticuerpo ID 7 (anticuerpo anti secuencia A (MICA) relacionado al polipéptido del MHC
clase I) (SEC ID NO: 167).

FIG.33 | Secuencia de aminoacidos de cadena V y del anticuerpo ID 7 (anticuerpo
anti-MICA) (SEC ID NO: 168).

FIG.34 | Secuencia de 4cido nucleico de la cadena hipervariable (V ) del anticuerpo
ID 7 (anticuerpo anti-MICA) (SEC ID NO: 169).

FIG.35 | Secuencia de aminodcidos de la cadena V 1. del anticuerpo ID 7 (anticuerpo
anti-MICA) (SEC ID NO: 170).

FIG.36 | Secuencia de 4dcido nucleico de la cadena pesada hipervariable (VH) del
anticuerpo ID 86 (anticuerpo anti secuencia A (MICA) relacionado al polipéptido del MHC
clase I) (SEC ID NO: 185).

FIG.37 | Secuencia de aminodcidos de la cadena VH del anticuerpo ID 8 (anticuerpo
anti-MICA) (SEC ID NO: 186).

FIG.38 | Secuencia de dcido nucleico de la cadena liviana hipervariable (VL) del
anticuerpo ID 8 (anticuerpo anti-MICA) (SEC ID NO: 187).

FIG.39 | Secuencia de aminodcidos de la cadena VL del anticuerpo ID 8 (anticuerpo
anti-MICA) (SEC ID NO: 188).

FIG.40 | Secuencia de dcido nucleico de la cadena pesada hipervariable (V u) del
anticuerpo ID 9 (anticuerpo anti secuencia A (MICA) relacionado al polipéptido del MHC
clase I) (SEC ID NO: 203).

FIG.41 | Secuencia de aminodcidos de cadena V u del anticuerpo ID 9 (anticuerpo
anti-MICA) (SEC ID NO: 204).

FIG.42 | Secuencia de dcido nucleico de la cadena liviana hipervariable (V 1) del
anticuerpo ID 9 (anticuerpo anti-MICA) (SEC ID NO: 205).

FIG.43 | Secuencia de aminodcidos de la cadena V L del anticuerpo ID 9 (anticuerpo
anti-MICA) (SEC ID NO: 206).

FIG.44 | Secuencia de 4dcido nucleico de la cadena V y del anticuerpo ID 10
(anticuerpo anti-angiopoyetina-2) (SEC ID NO: 221).

FI1G.45 | Secuencia de aminodcidos de cadena V u del anticuerpo ID 10 (anticuerpo

anti-angiopoyetina-2) (SEC ID NO: 222).
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FI1G.46 | Secuencia de 4acido nucleico de la cadena V L del anticuerpo ID 10
(anticuerpo anti-angiopoyetina-2) (SEC ID NO: 223).

FIG.47 | Secuencia de aminodcidos de cadena V 1. del anticuerpo ID 10 (anticuerpo
anti-angiopoyetina-2) (SEC ID NO: 224).

FI1Gs.48A-G | Gréficos de lineas que muestran la unidn alelo especifica de MICA
por los anticuerpos anti-MICA recombinantes.

FI1G.49 | Gréfico de lineas que muestra el marcaje de las células tumorales autélogas
por el anticuerpo anti-MICA CM24002 Ab2.

FIG.50 | Una serie de gréaficos de FACS que muestran la regulacion de NKG2D por
el MICA del suero. Las células NK humanas se incubaron con suero de control de paciente
CM24002 a una dilucién de 1:10 durante 48 horas. Los anticuerpos indicados se afiadieron
al inicio de la incubacién a una concentracién de 10 mg / ml. La expresion de NKG2D se
evalué en las células CD56 + NK por citometria de flujo.

FIG.51 | Una serie de gréaficos de FACS que muestran la regulacion de NKG2D por
MICA recombinante. Células NK humanas se incubaron con MICA recombinante a una
concentracion de 2 ng / ml durante 48 horas. Los anticuerpos indicados se afiadieron al
inicio de la incubacién a una concentracion de 10 mg / ml. Después de 48 horas, la
expresion de NKG2D se evalu6 en células CD56 + NK mediante citometria de flujo.

FIG.52 | Gréfico de lineas que demuestra un mejoramiento de la toxicidad mediada
por células por el anticuerpo anti-MICA CM24002 Ab2. Las células NK humanas fueron
incubadas con MICA recombinante (2ng/ml) durante 48 horas en presencia de anticuerpos
indicados a 10 mg / ml. La capacidad de las células NK (efectoras) para matar células diana
K562 se evalué midiendo la liberacién de LDH después de la incubacion por 4 horas a las
proporciones indicadas.

FIG.53 | Demostracion en grafica de barras de la toxicidad mediada por células por
los anticuerpos anti-MICA Ab2 CM24002 CM33322 y AB29. Las células NK humanas se
incubaron con MICA recombinante (2ng/ml) durante 48 horas en presencia de anticuerpos
indicados a 10 mg / ml. La capacidad de las células NK (efectoras) para matar células diana
K562 se evalué midiendo la liberacién de LDH después de la incubacién de 4 horas. El

anticuerpo bloqueador de NKG2D o anticuerpo bloqueador Fc se adicioné durante la
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incubacién de 4 hr del efector y las células diana para evaluar la contribucion del receptor
Fc y NKG2D a la toxicidad mediada por células.

FIG.54 | Una serie de gréaficos de lineas que muestra la union del dominio alfa 3 de
MICA por los anticuerpos recombinantes anti-MICA. Los dominios de alfa 3 de MICA
recombinantes se biotinilaron y capturaron en la superficie de microesferas recubiertas con
estreptavidina. Anticuerpos indicados se incubaron a 10pug/ml con microesferas revestidas
con la proteina recombinante individual durante 1 hora. Las microesferas se lavaron y se
incubaron con el anticuerpo secundario anti-IgG humano conjugadas con FITC
posteriormente. La fluorescencia de FITC se cuantificé por citometria de flujo.

FIG.55 | Los graficos de lineas que muestran el marcaje de las células tumorales
mediante anticuerpos anti-MICA CM24002 CM33322 Ab2 y AB29. La fluorescencia se
determiné por citometria de flujo.

FIG.56 | Gréfico de barras que demuestra especificidad alélica de MICA de los
anticuerpos anti-MICA CM33322 Ab29 como se determina por el ensayo de Luminex.

FIG.57 | Gréficos de barras que muestran la unién del anticuerpo anti-Ang6 Ab2
anti-angiopoyetina 2 especifico, asi como un anticuerpo de control a tres angiopoyetinas
humanas (angiopoyetina-1, 2 y 4) y similar a ang-3. Las angiopoyetinas recombinantes se
inmovilizan en un plato de ELISA y la unién de los anticuerpos recombinantes humanos se

detectd con estreptavidina marcada con europio.

Descripcion detallada

La presente divulgacion se basa, en parte, en la observacion de que los anticuerpos
dirigidos contra dianas terapéuticas importantes en una enfermedad pueden ser obtenidos
de sujetos humanos expuestos a la enfermedad mediante el marcaje de las células B con
una forma tetramérica del antigeno de interés. Como se describe arriba en la seccién de
antecedentes, los métodos anteriores se limitan por lo menos en que son ineficientes en la
identificacion de células B apropiadas en sujetos humanos y/o porque inducen algunas
células B capturadas a experimentar cambios fenotipicos, reduciendo asi su valor. En
contraste, los métodos que se describen en el presente documento que permiten la captura
de las células B de memoria rara o alteradas dirigidas contra los antigenos especificos

relacionados con la enfermedad. Como se describe a continuacion, los métodos requieren
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de tetramerizacion del antigeno relacionado con la enfermedad, proceso el cual, como se
demuestra en los Ejemplos a continuacion, mejora la identificacion de células B de
memoria apropiadas. Especificamente, los métodos aqui presentes permiten la captura mas
eficiente de células B de memoria apropiadas por periodos prolongados de tiempo luego de
la exposiciodn inicial de un sujeto al antigeno. Los métodos aqui presentes incluyen ademas
anticuerpos (y péptidos generados a partir de secuencias de tales anticuerpos) generados
utilizando material genético obtenido a partir de células B de memoria capturadas
utilizando los métodos revelados en este documento.

Como se describe aqui son anticuerpos humanos anti secuencia A (MICA)
relacionado al polipéptido del MHC clase I y anticuerpos humanos dirigidos contra la
angiopoyetina-2. Ambos tipos de anticuerpos humanos fueron identificados a partir de
pacientes que habian recibido una vacuna contra el cancer de base celular (células
tumorales autélogas traducidas de GM-CSF) por métodos que implican el uso de antigenos
tetraméricos.

En algunos casos, las divulgacién proporciona métodos para obtener o atacar
especificamente anticuerpos dirigidos con potencial terapéutico de sujetos humanos
seleccionados y composiciones terapéuticas que resultan de las mismas. Estos métodos
pueden incluir: la obtencién o ataque a las células inmunes en un sujeto humano, en el que
las células inmunes incluyen, pero no se limitan a, por ejemplo, células B y/o células B de
memoria, para aislar o purificar el material genético (por ejemplo, ADN y/o ARNm ) de las
células inmunes obtenidas o atacadas, y utilizando el material genético aislado o purificado
para producir composiciones terapéuticas, por ejemplo, las composiciones terapéuticas aqui
reveladas. Una descripcion adicional de los métodos se proporciona en la seccion titulada
"Métodos", mas adelante.

En algunos casos, las revelaciones proporcionan composiciones terapéuticas (por
ejemplo, incluyendo péptidos terapéuticos, incluyendo los anticuerpos, fragmentos de
anticuerpos, derivados de anticuerpos, y/o conjugados de anticuerpos) relacionado con los
anticuerpos presentes en los sujetos que tienen o tuvieron una condicién o enfermedad y

que mostraron una respuesta inmune positiva hacia la condicién o enfermedad.

Composiciones terapéuticas
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En algunos casos, las composiciones terapéuticas en el presente documento pueden
interactuar con (por ejemplo, se unen, se unen especificamente y/o se unen
inmunoespecificamente) parejas de unién (por ejemplo, un inmundégeno (s), antigeno (s),
y/o epitope (s)) relacionados con una enfermedad o condicién, en el que la interaccion entre
la composicion terapéutica y las parejas de unidn resulta en una respuesta inmune positiva
hacia la condicién o enfermedad (por ejemplo, una disminucién en el nivel de la
enfermedad o de sintomas de la misma en un sujeto).

En algunos casos, las composiciones terapéuticas pueden incluir péptidos que
incluyen (por ejemplo, que contienen, que consisten esencialmente de, o consisten en) al
menos uno (por ejemplo, uno, dos, tres, cuatro, cinco, y/o seis) region determinante de la
complementariedad (CDR ) de la cadena pesada hipervariable (V n) y/o de la cadena liviana

hipervariable (V 1 del anticuerpo ID 1, 2, 3,4,0 5, 6,7, 8,9 o 10, mostrado en la Tabla 1.

En algunos casos, las composiciones terapéuticas pueden incluir péptidos que
incluyen (por ejemplo, que consisten, que consisten esencialmente de, o consisten en) al
menos una (por ejemplo, una, dos, tres, cuatro, cinco, y/o seis) region determinante de la
complementariedad (CDR ) de la cadena pesada hipervariable (V u) y/o de la cadena
liviana hipervariable (V ) del anticuerpo ID 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8,9 0 10, mostrado en la
Tabla 1, y que interactdan con (por ejemplo, que se unen, se unen especificamente y/o se
unen inmunoespecificamente) la proteina A relacionada con el MHC clase I (MICA) (por
ejemplo, UniGene Hs.130838)) (por ejemplo, MICA soluble (sMICA)) y/o angiopoyetina-2
(por ejemplo, UniGene Hs.583870), incluyendo epitopes de los mismos.

En algunos casos, las composiciones terapéuticas pueden incluir péptidos que
incluyen al menos un CDR de V y y/o V L del anticuerpo ID 1, 6, 7, 8 y/o 9 mostrado en la
Tabla 1, donde se une el péptido (por ejemplo, se une especificamente y/o se une
inmunoespecificamente) a MICA (por ejemplo, MICA humana (por ejemplo, MICA
soluble (sMICA))). En algunos casos, los péptidos pueden incluir al menos dos CDRs,
donde al menos dos CDRs son CDRs mostrados en la Tabla 1 para diferentes anticuerpos.
En otras palabras, los CDRs (y los FRs y/o secuencias de AA) mostrados en la Tabla 1 para
los anticuerpo IDs 1, 6, 7, 8 y 9 son intercambiables y se pueden combinar para generar

péptidos, siempre y cuando los péptidos se unan (por ejemplo, se unen especificamente y/o
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se unen inmunoespecificamente) para MICA (por ejemplo, MICA humana (por ejemplo,
MICA soluble (sMICA))). En algunos casos, tales péptidos incluyen CDR3 de Vuyy/o VL
del anticuerpo ID 1, 6, 7, 8 y/o 9 mostrados en la Tabla 1. En algunos casos, tales péptidos
incluyen CDR3 de V 5y V L del anticuerpo ID 1, 6,7, 8 y/o 9 y CDR1 y/o CDR2 de V u
y/o V L del anticuerpo ID 1, 6 , 7, 8 y/o 9 mostrados en la Tabla 1. En algunos casos, tales
péptidos incluyen CDR1 CDR2, y CDR3 de V u y/o V L del anticuerpo ID 1, 6, 7, 8 y/0 9.
En algunos casos, tales péptidos incluyen CDR1, CDR2, y CDR3 de V y y/o V . del
anticuerpo ID 1, 6, 7, 8 y/o 9 y al menos uno de FR1 FR2 FR3, y/o FR4 de V y y/o V 1 del
anticuerpo ID 1, 6, 7, 8 y/o 9, mostrados en la Tabla 1. En algunos casos, tales péptidos
incluyen una de las SEC ID NO: 2, 149, 168, 186 0 204 y/o una de las SEC ID NO: 11,
151, 170, 188, 0 206. En cada caso, el péptido se puede unir (por ejemplo, unirse
especificamente y/o se une inmunoespecificamente) a MICA (por ejemplo, MICA humana
(por ejemplo, MICA solubles (sMICA))). En algunos casos, la afinidad de la unién entre
los péptidos y MICA puede estar entre aproximadamente 0,1 nM a 1uM, por ejemplo,
aproximadamente 10 nM.

En algunos casos, las composiciones terapéuticas pueden incluir péptidos que
incluyen al menos un CDR de V u y/o V L del anticuerpo ID 6 mostrados en la Tabla 1, en
el que se une el péptido (por ejemplo, se une especificamente y/o se une
inmunoespecificamente) a MICA (por ejemplo, MICA humana (por ejemplo, MICA
soluble (sMICA))). En algunos casos, tales péptidos incluyen CDR3 de V u y/o V . del
anticuerpo ID 6 mostrado en la Tabla 1. En algunos casos, tales péptidos incluyen CDR3 de
V uy V Ldel anticuerpo ID 6 y CDR1 y/o CDR2 de V u y/o V L del anticuerpo ID 6
mostrados en la Tabla 1. En algunos casos, tales péptidos incluyen CDR1, CDR2, y CDR3
de V 1 y/o V L del anticuerpo ID 6. En algunos casos, tales péptidos incluyen CDRI1,
CDR2, y CDR3 de V u y/o V 1 del anticuerpo ID 6 y al menos uno de FR1 FR2 FR3, y/o
FR4 de V y y/o V L del anticuerpo ID 6, mostrados en la Tabla 1. En algunos casos, tales
péptidos incluyen la SEC ID NO: 149 y/o SEC ID NO: 151. En cada caso, el péptido se
puede unir (por ejemplo, unirse especificamente y/o se une inmunoespecificamente) a
MICA (por ejemplo, MICA humana (por ejemplo, MICA soluble (sMICA))). En algunos
casos, la afinidad de la unién entre los péptidos y MICA puede estar entre

aproximadamente 0,1 nM a 1uM, por ejemplo, aproximadamente 10 nM.
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En algunos casos, las composiciones terapéuticas pueden incluir péptidos que
incluyen al menos un CDR de V y y/o V L del anticuerpo ID 7 mostrado en la Tabla 1,
donde el péptido se une (por ejemplo, se une especificamente y/o se une
inmunoespecificamente) a MICA (por ejemplo, MICA humana (por ejemplo, MICA
soluble (sMICA))). En algunos casos, tales péptidos incluyen CDR3 de V u y/o V L del
anticuerpo ID 7 mostrado en la Tabla 1. En algunos casos, tales péptidos incluyen CDR3 de
V uy V Ldel anticuerpo ID 7 y CDR1 y/o CDR2 de V u y/o V L del anticuerpo ID 7
mostrado en la Tabla 1. En algunos casos, tales péptidos incluyen CDR1 CDR2, y CDR3
de V u y/o V L del anticuerpo ID 7. En algunos casos, tales péptidos incluyen CDRI1,
CDR2, y CDR3 de V y y/o V L del anticuerpo ID 7 y al menos uno de FR1 FR2 FR3, y/o
FR4 de V u y/o V L del anticuerpo ID 7, mostrados en la Tabla 1. En algunos casos, tales
péptidos incluyen la SEC ID NO: 168 y/o SEC ID NO: 170. En cada caso, el péptido se
puede unir (por ejemplo, unirse especificamente y/o se une inmunoespecificamente) a
MICA (por ejemplo, MICA humana (por ejemplo, MICA soluble (sMICA))). En algunos
casos, la afinidad de la unién entre los péptidos y MICA puede estar entre
aproximadamente 0,1 nM a 1uM, por ejemplo, aproximadamente 10 nM.

En algunos casos, las composiciones terapéuticas pueden incluir péptidos que
incluyen al menos un CDR de V u y/o V L del anticuerpo ID 8 mostrado en la Tabla 1, en el
que el péptido se une (por ejemplo, se une especificamente y/o se une
inmunoespecificamente) a MICA (por ejemplo, MICA humana (por ejemplo, MICA
soluble (sMICA))). En algunos casos, tales péptidos incluyen CDR3 de V u y/o V L del
anticuerpo ID 8 mostrados en la Tabla 1. En algunos casos, tales péptidos incluyen CDR3
de V uy V rdel anticuerpo ID 8 y CDR1 y/o CDR2 de V u y/o V L del anticuerpo ID 8
mostrado en la Tabla 1. En algunos casos, tales péptidos incluyen CDR1 CDR2, y CDR3
de V 1 y/o V L del anticuerpo ID 8. En algunos casos, tales péptidos incluyen CDRI1,
CDR2, y CDR3 de V y y/o V L del anticuerpo ID 8 y al menos uno de FR1 FR2 FR3, y/o
FR4 de V y y/o V L del anticuerpo ID 8, mostrados en la Tabla 1. En algunos casos, tales
péptidos incluyen la SEC ID NO: 186 y/o SEC ID NO: 188. En cada caso, el péptido se
puede unir (por ejemplo, unirse especificamente y/o se une inmunoespecificamente) a

MICA (por ejemplo, MICA humana (por ejemplo, MICA solubles (sMICA))). En algunos

23



10

15

20

25

30

casos, la afinidad de la unién entre los péptidos y MICA puede estar entre
aproximadamente 0,1 nM a 1uM, por ejemplo, aproximadamente 10 nM.

En algunos casos, las composiciones terapéuticas pueden incluir péptidos que
incluyen al menos un CDR de V y y/o V L del anticuerpo ID 9 mostrados en la Tabla 1,
donde el péptido se une (por ejemplo, se une especificamente y/o se une
inmunoespecificamente) a MICA (por ejemplo, MICA humana (por ejemplo, MICA
soluble (sMICA))). En algunos casos, tales péptidos incluyen CDR3 de V u y/o V . del
anticuerpo ID 9 mostrados en la Tabla 1. En algunos casos, tales péptidos incluyen CDR3
de V uy V L del anticuerpo ID 9 y CDR1 y/o CDR2 de V y y/o V L del anticuerpo ID 9
mostrado en la Tabla 1. En algunos casos, tales péptidos incluyen CDR1 CDR2, y CDR3
de V y y/o V L del anticuerpo ID 9. En algunos casos, tales péptidos incluyen CDRI1,
CDR2, y CDR3 de V u y/o V 1 del anticuerpo ID 9 y al menos uno de FR1 FR2 FR3, y/o
FR4 de V y y/o V L del anticuerpo ID 9, mostrados en la Tabla 1. En algunos casos, tales
péptidos incluyen la SEC ID NO: 204 y/o SEC ID NO: 206. En cada caso, el péptido se
puede unir (por ejemplo, unirse especificamente y/o se une inmunoespecificamente) a
MICA (por ejemplo, MICA humana (por ejemplo, MICA solubles (sMICA))). En algunos
casos, la afinidad de la unién entre los péptidos y MICA puede estar entre
aproximadamente 0,1 nM a 1uM, por ejemplo, aproximadamente 10 nM.

En algunos casos, las composiciones terapéuticas pueden incluir péptidos que
incluyen al menos un CDR de V y y/o V L del anticuerpo ID 2, 3, 4, 5, y/o 10 mostrados en
la Tabla 1, en la que se une el péptido (por ejemplo, se une especificamente y/o se une
inmunoespecificamente) a la angiopoyetina-2 (por ejemplo, angiopoyetina-2 humana). En
algunos casos, los péptidos pueden incluir al menos dos CDRs, en el que los al menos dos
CDRs son CDRs mostrados en la Tabla 1 para los diferentes anticuerpos. En otras
palabras, las CDRs (y las FR y/o secuencias de AA) mostradas en la Tabla 1 para los
anticuerpos IDs de 2, 3, 4, 5, y 10 son intercambiables y se pueden combinar para generar
péptidos, siempre y cuando los péptidos se unan (por ejemplo, se unen especificamente y/o
se une inmunoespecificamente) a la angiopoyetina-2 (por ejemplo, angiopoyetina-2
humana). En algunos casos, tales péptidos incluyen CDR3 de V u y/o V . del anticuerpo
ID 2, 3,4, 5, y/o 10 mostrados en la Tabla 1. En algunos casos, tales péptidos incluyen
CDR3de Vuy V Ldel anticuerpo ID 2, 3,4, 5, y/o 10 y CDR1 y/o CDR2de Vuy/o VL
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del anticuerpo ID 2, 3, 4, 5, y/o 10 mostrados en la Tabla 1. En algunos casos, tales
péptidos incluyen CDR1, CDR2, y CDR3 de V u y/o V L del anticuerpo ID 2, 3, 4, 5, y/o
10. En algunos casos, tales péptidos incluyen CDR1 CDR2, y CDR3 de V u y/o V . del
anticuerpo ID 2, 3, 4, 5, y/o 10 y al menos uno de FR1 FR2 FR3, y/o FR4de Vuy/o V L
del anticuerpo ID 2, 3, 4, 5, y/o 10 5, mostrado en la Tabla 1. En algunos casos, tales
péptidos incluyen una de las SEC ID NO: 20, 38, 56, 74, 0 222 y/o una de las SEC ID NO:
29, 47, 65, 83 0 224. En algunos casos, los péptidos incluyen una de las SEC ID NO: 20,
38, 56, 74, 0 222 y uno de las SEC ID NO: 29, 47, 65, 83 0 224. En cada caso, el péptido
se puede unir (por ejemplo, unirse especificamente y/o se une inmunoespecificamente) a la
angiopoyetina-2 (por ejemplo, angiopoyetina-2 humana (por ejemplo, UniGene
Hs.583870)).

En algunos casos, las composiciones terapéuticas pueden incluir péptidos que
incluyen al menos un CDR de V u y/o V L del anticuerpo ID 2 mostrados en la Tabla 1, en
el que se une el péptido (por ejemplo, se une especificamente y/o se une
inmunoespecificamente) a la angiopoyetina -2 (por ejemplo, angiopoyetina-2 humana). En
algunos casos, tales péptidos incluyen CDR3 de V y y/o V L del anticuerpo ID 2 mostrados
en la Tabla 1. En algunos casos, tales péptidos incluyen CDR3 de V u y V L del anticuerpo
ID 2 y CDRI1 y/o CDR2 de V u y/o V L del anticuerpo ID 2 mostrados en la Tabla 1. En
algunos casos, tales péptidos incluyen CDR1, CDR2, y CDR3 de V x y/o V 1. del
anticuerpo ID 2. En algunos casos, tales péptidos incluyen CDR1 CDR2, y CDR3 de V u
y/o V L del anticuerpo ID 2 y al menos uno de FR1 FR2 FR3, y/o FR4 de V u y/o V L del
anticuerpo ID 2, mostrado en la Tabla 1. En algunos casos, tales péptidos incluyen la SEC
ID NO: 20 y/o SEC ID NO: 29. En cada caso, el péptido se puede unir (por ejemplo, unirse
especificamente y/o se une inmunoespecificamente) a la angiopoyetina-2 (por ejemplo,
angiopoyetina-2 humana ). En algunos casos, la afinidad de la unién entre los péptidos y
angiopoyetina-2 puede ser de entre aproximadamente 0,1 nM a 1uM, por ejemplo,
aproximadamente 10 nM.

En algunos casos, las composiciones terapéuticas pueden incluir péptidos que
incluyen al menos un CDR de V y y/o V . del anticuerpo ID 3 mostrados en la Tabla 1, en
el que se une el péptido (por ejemplo, se une especificamente y/o se une

inmunoespecificamente) a la angiopoyetina -2 (por ejemplo, angiopoyetina-2 humana). En
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algunos casos, tales péptidos incluyen CDR3 de V u y/o V L del anticuerpo ID 3 mostrados
en la Tabla 1. En algunos casos, tales péptidos incluyen CDR3 de V u y V L del anticuerpo
ID 3 y CDRI1 y/o CDR2 de V u y/o V L del anticuerpo ID 3 mostrados en la Tabla 1. En
algunos casos, tales péptidos incluyen CDR1, CDR2, y CDR3 de V x y/o V 1. del
anticuerpo ID 3. En algunos casos, tales péptidos incluyen CDR1 CDR2, y CDR3 de V y
y/o V L del anticuerpo ID 3 y al menos uno de FR1 FR2 FR3, y/o FR4 de V u y/o V L del
anticuerpo ID 3, mostrados en la Tabla 1. En algunos casos, tales péptidos incluyen la SEC
ID NO: 38 y/o SEC ID NO: 47. En cada caso, el péptido se puede unir (por ejemplo, unirse
especificamente y/o se une inmunoespecificamente) a la angiopoyetina-2 (por ejemplo,
angiopoyetina-2 humana ). En algunos casos, la afinidad de la union entre los péptidos y
angiopoyetina-2 puede ser de entre aproximadamente 0,1 nM a 1uM, por ejemplo,
aproximadamente 10 nM.

En algunos casos, las composiciones terapéuticas pueden incluir péptidos que
incluyen al menos un CDR de V u y/o V L del anticuerpo ID 4 mostrado en la Tabla 1, en el
que se une el péptido (por ejemplo, se une especificamente y/o se une
inmunoespecificamente) a la angiopoyetina -2 (por ejemplo, angiopoyetina-2 humana). En
algunos casos, tales péptidos incluyen CDR3 de V y y/o V L del anticuerpo ID 4 mostrado
en la Tabla 1. En algunos casos, tales péptidos incluyen CDR3 de V u y V L del anticuerpo
ID 4 y CDR1 y/o CDR2 de V u y/o V L del anticuerpo ID 4 mostrado en la Tabla 1. En
algunos casos, tales péptidos incluyen CDR1, CDR2, y CDR3 de V x y/o V 1. del
anticuerpo ID 4. En algunos casos, tales péptidos incluyen CDR1 CDR2, y CDR3 de V y
y/o V L del anticuerpo ID 4 y al menos uno de FR1 FR2 FR3, y/o FR4 de V u y/o V L del
anticuerpo ID 4, mostrado en la Tabla 1. En algunos casos, tales péptidos incluyen la SEC
ID NO: 56 y/o SEC ID NO: 65. En cada caso, el péptido se puede unir (por ejemplo, unirse
especificamente y/o se une inmunoespecificamente) a la angiopoyetina-2 (por ejemplo,
angiopoyetina-2 humana ). En algunos casos, la afinidad de la unién entre el péptido y la
angiopoyetina-2 puede ser entre X-Y, por ejemplo, X-Y, X-Y. En algunos casos, la
afinidad de la unién entre los péptidos y angiopoyetina-2 puede ser de entre
aproximadamente 0,1 nM a 1uM, por ejemplo, aproximadamente 10 nM.

En algunos casos, las composiciones terapéuticas pueden incluir péptidos que

incluyen al menos un CDR de V y y/o V L del anticuerpo ID 5 mostrado en la Tabla 1, en el
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que se une el péptido (por ejemplo, se une especificamente y/o se une
inmunoespecificamente) a la angiopoyetina -2 (por ejemplo, angiopoyetina-2 humana). En
algunos casos, tales péptidos incluyen CDR3 de V y y/o V L del anticuerpo ID 5 mostrado
en la Tabla 1. En algunos casos, tales péptidos incluyen CDR3 de V u y V L del anticuerpo
ID 5 y CDRI1 y/o CDR2 de V u y/o V L del anticuerpo ID 5 mostrado en la Tabla 1. En
algunos casos, tales péptidos incluyen CDR1, CDR2, y CDR3 de V u y/o V L del
anticuerpo ID 5. En algunos casos, tales péptidos incluyen CDR1 CDR2, y CDR3 de V u
y/o V L del anticuerpo ID 5 y al menos uno de FR1 FR2 FR3, y/o FR4 de V y y/o V L del
anticuerpo ID 5, mostrado en la Tabla 1. En algunos casos, tales péptidos incluyen la SEC
ID NO: 74 y/o SEC ID NO: 83. En cada caso, el péptido se puede unir (por ejemplo, unirse
especificamente y/o se une inmunoespecificamente) a la angiopoyetina-2 (por ejemplo,
angiopoyetina-2 humana). En algunos casos, la afinidad de la unién entre los péptidos y
angiopoyetina-2 puede ser de entre aproximadamente 0,1 nM a 1uM, por ejemplo,
aproximadamente 10 nM.

En algunos casos, las composiciones terapéuticas pueden incluir péptidos que
incluyen al menos un CDR de V y y/o V . del anticuerpo ID 10 mostrado en la Tabla 1, en
la que se une el péptido (por ejemplo, se une especificamente y/o se une
inmunoespecificamente) a la angiopoyetina -2 (por ejemplo, angiopoyetina-2 humana). En
algunos casos, tales péptidos incluyen CDR3 de V y y/o V L del anticuerpo ID 10 mostrado
en la Tabla 1. En algunos casos, tales péptidos incluyen CDR3 de V u y V L del anticuerpo
ID 10 y CDR1 y/o CDR2 de V u y/o V L del anticuerpo ID 10 mostrado en la Tabla 1. En
algunos casos, tales péptidos incluyen CDR1, CDR2, y CDR3 de V u y/o V L del
anticuerpo ID 10. En algunos casos, tales péptidos incluyen CDR1 CDR2, y CDR3 de V u
y/o V . del anticuerpo ID 10 y al menos uno de FR1 FR2 FR3, y/o FR4 de V y y/o V 1 del
anticuerpo ID 10, mostrado en la Tabla 1. En algunos casos, tales péptidos incluyen la SEC
ID NO: 222 y/o SEC ID NO: 224. En cada caso, el péptido se puede unir (por ejemplo,
unirse especificamente y/o se une inmunoespecificamente) a la angiopoyetina-2 (por
ejemplo, angiopoyetina-2 humana ). En algunos casos, la afinidad de la unién entre los
péptidos y angiopoyetina-2 puede ser de entre aproximadamente 0,1 nM a 1uM, por

ejemplo, aproximadamente 10 nM.
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En algunos casos, los péptidos que se unen a la angiopoyetina-2 también se pueden
unir a la angiopoyetina-1 (por ejemplo, Unigene Hs.369675) y/o angiopoyetina-4 (por
ejemplo, Unigene Hs.278973). Por ejemplo, en algunos casos, los péptidos que se unen a
la angiopoyetina-2 pueden también unirse especificamente y/o inmunoespecificamente con
relacion a otros antigenos (distintos de la angiopoyetina-1) a la angiopoyetina-1. En
algunos casos, los péptidos que se unen a la angiopoyetina-2 también se pueden unir
especificamente y/o inmunoespecificamente con relacion a otros antigenos (distintos de la
angiopoyetina-4) a la angiopoyetina-4.

En algunos casos, las composiciones terapéuticas pueden incluir péptidos que
incluyen: la SEC ID NO: 2 y/o SEC ID NO: 11, SEC ID NO: 149 y/o SEC ID NO: 151;
SEC ID NO: 168 y/o SEC ID NO:170, SEC ID NO: 186 y/o SEC ID NO: 188; SEC ID
NO: 204 y/o SEC ID NO: 206; SEC ID NO: 20 y/o SEC ID NO: 29, SEC ID NO: 38 y/o
SEC ID NO: 47, SEC ID NO: 56 y/o SEC ID NO: 65, SEC ID NO: 74 y/o SEC ID NO: 83,
y SEC ID NO: 222 y/o SEC ID NO : 224.
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* Las secuencias incluyen secuencias o variantes con (por ejemplo, con al menos)

80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98, 99%, y/o 100% de similitud de secuencias

para las secuencias mostradas.

* Las secuencias pueden incluir uno, dos, tres, cuatro, cinco, menos de cinco, o
menos de diez modificaciones de aminodcidos conservados.

# Las secuencias incluyen secuencias o variantes con (por ejemplo, con al menos)
80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98, 99%, y/o 100% de similitud de secuencias con las
secuencias mostradas, por ejemplo, dentro de las regiones correspondientes con FR1, FR2,
FR3, y/o FR4, y/o uno, dos, tres, cuatro, cinco, menos de 5, o menos de diez
modificaciones de aminodcidos conservadoros dentro de las regiones correspondientes a las
CDRs 1, 2, y/o 3.

## Las Secuencias incluyen secuencias o variantes con (por ejemplo, con al menos)
80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98, 99%, y/o 100% de similitud de secuencias para las
secuencias mostradas, donde las secuencias codifican el AA correspondiente.

AA. # muestra la secuencia de aminoacidos de Vuo VL.

Acido nucléico ## muestra la secuencia de acido nucléicode Vi o V1.

Mientras que las regiones CDR y FR aparecen arriba, tales regiones también se
pueden definir de acuerdo con Kabat (Secuencias de Proteinas de Interés Inmunolégico
(National Institutes of Health, Bethesda, Md., 1987 y 1991)). La numeracién de
aminodcidos de anticuerpos o fragmentos de union a antigeno también es de acuerdo a la de

Kabat.
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En algunos casos, las composiciones terapéuticas pueden incluir péptidos,
incluyendo por ejemplo, anticuerpos, incluyendo de longitud completa y/o anticuerpos
intactos, o fragmentos de anticuerpos. Un "anticuerpo" es una molécula de
inmunoglobulina capaz de unirse a una diana, tales como un carbohidrato, polinucleétido,
lipido, polipéptido, etc., a través de al menos un sitio de reconocimiento de antigeno,
localizado en la region hipervariable de la molécula de inmunoglobulina especifica. Como
se usa aqui, el término "anticuerpo" abarca no sélo anticuerpos monoclonales o policlonales
intactos, sino también cualquier fragmento de unién a antigeno (por ejemplo, "porcién de
unioén a antigeno") o de cadena tnica de los mismos, proteinas de fusién que contienen un
anticuerpo, y cualquier otra configuraciéon modificada de la molécula de inmunoglobulina
que incluyen un sitio de reconocimiento del antigeno. Un anticuerpo incluye un anticuerpo
de cualquier clase, como IgG, IgA o IgM (o subclase de los mismos), y el anticuerpo no
tiene que ser de una clase particular. Dependiendo de la secuencia de aminoacidos del
anticuerpo de la region constante de sus cadenas pesadas, las inmunoglobulinas pueden
asignarse a diferentes clases. Hay cinco clases principales de inmunoglobulinas: IgA, IgD,
IgE, IgG, e IgM, y muchas de éstas pueden dividirse ademds en subclases (isotipos), por
ejemplo, IgG1, IgG2, I1gG3, IgG4, IgA1 y IgA2. Las regiones constantes de la cadena
pesada correspondientes a las diferentes clases de inmunoglobulinas se denominan alfa,
delta, épsilon, gamma y mu, respectivamente. Las estructuras de las subunidades y las
configuraciones tridimensionales de las diferentes clases de inmunoglobulinas son bien
conocidas. Ejemplos de anticuerpos y fragmentos de anticuerpos incluyen, pero no se
limitan a, anticuerpos monoclonales (incluyendo los anticuerpos monoclonales de longitud
completa), anticuerpos policlonales, anticuerpos multiespecificos formados a partir de al
menos dos fragmentos diferentes epitopo de unién (por ejemplo, anticuerpos biespecificos),
anticuerpos camélidos, anticuerpos quiméricos, Fvs de cadena tnica (scFv), anticuerpos de
cadena unica, anticuerpos de dominio tnico, anticuerpos de dominio, los fragmentos Fab, F
(ab ') 2 fragmentos, fragmentos de anticuerpos que exhiben la actividad bioldgica deseada
(por ejemplo, la porcién de unién al antigeno), ligado a disulfuro Fvs (dsFv), y anti-
idiotipico (anti-Id) anticuerpos (incluyendo, por ejemplo, anticuerpos anti-Id a anticuerpos

de la invencion), los intracuerpos, y fragmentos de unién a epitope de cualquiera de los
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anteriores. Los anticuerpos o fragmentos del anticuerpo pueden ser humanos o
humanizados.

Los fragmentos de anticuerpos son adecuados para su uso en los métodos
proporcionados mientras que retengan la afinidad deseada y especificidad del anticuerpo de
longitud completa. Por lo tanto, un fragmento de un anticuerpo anti-MICA o el anticuerpo
anti-angiopoyetina retendrd una capacidad para unirse a MICA o a la angiopoyetina,
respectivamente, en la porcion de Fv y la capacidad de unirse al receptor de Fc en las
células dendriticas en la porcion Fc. Tales fragmentos se caracterizan por propiedades
similares a las que corresponden a la del anticuerpo anti MICA de longitud completa o a la
del anticuerpo anti-angiopoyetina, es decir, los fragmentos se unirdn especificamente a un
antigeno MICA humano o el antigeno de la angiopoyetina, respectivamente, expresados en
la superficie de una célula humana o el antigeno SMICA correspondiente que ha sido
liberado al medio.

Un fragmento Fv es un fragmento del anticuerpo que contiene un sitio completo de
unién y de reconocimiento al antigeno. Esta region consiste en un dimero de dominio
hipervariable de una cadena liviana y una pesada en estrecha asociacion, que puede ser
covalente en naturaleza, por ejemplo, en scFv. Es en esta configuracion que las tres CDRs
de cada dominio hipervariable interaccionan para definir un sitio de unién al antigeno en la
superficie del dimero VH-VL. Colectivamente, los seis CDRs o un subconjunto de los
mismos confieren especificidad de unién antigeno anticuerpo. Sin embargo, incluso un solo
dominio hipervariable (o la mitad de un Fv que contiene s6lo tres CDRs especificos para un
antigeno) puede tener la capacidad de reconocer y unirse al antigeno, aunque usualmente
con una afinidad menor que el sitio de unién completo.

Los fragmentos de anticuerpos de la cadena tnica Fv o (scFv ) comprenden los
dominios de anticuerpos V uy V 1, en donde estos dominios estdn presentes en una tnica
cadena polipeptidica. Generalmente, el polipéptido Fv contiene ademds un polipéptido de
enlace entre el dominios V 5y V L, que permite que el scFv forme la estructura deseada
para la unién al antigeno.

El fragmento Fab contiene un dominio hipervariable y constante de la cadena
liviana y un dominio hipervariable y el primer dominio constante (CH1) de la cadena

pesada. Los fragmentos de anticuerpo F (ab ') 2 contienen un par de fragmentos Fab que
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estdn generalmente unidos de manera covalente cerca de sus extremos carboxi entre ellos
mediante bisagras de cisteinas. Otros acoplamientos quimicos de fragmentos de anticuerpos
también son conocidos en la técnica.

Los diacuerpos son pequefios fragmentos de anticuerpos con dos sitios de unién al
antigeno, cuyos fragmentos contienen un V g conectado a un V L en la misma cadena
polipeptidica (V n'y V ). Mediante el uso de un enlace que es demasiado corto para
permitir el emparejamiento entre los dos dominios en la misma cadena, los dominios son
forzados a emparejarse con los dominios complementarios de otra cadena y crear dos sitios
de unién a antigeno.

Los anticuerpos lineales contienen un par de segmentos Fd en tindem (V y -CHI1-V
H- CH1, los cuales, junto con los polipéptidos de cadena liviana complementaria, forman un
par de regiones de union a antigeno. Los anticuerpos lineales pueden ser biespecificos o
monoespecificos.

Los anticuerpos y fragmentos de anticuerpos de la presente divulgacion se pueden
modificar en la regién Fc para proporcionar las funciones efectoras deseadas o la vida
media en suero. En algunos casos, la region Fc puede ser conjugada con PEG o albimina
para aumentar la vida media en suero, o alguna otra conjugacion que resulta en el efecto
deseado. Alternativamente, cuando es deseable eliminar o reducir la funcién efectora, con
el fin de minimizar los efectos secundarios o las complicaciones terapéuticas, pueden
usarse algunas otras regiones Fc.

Los anticuerpos humanos y humanizados incluyen anticuerpos que tienen regiones
hipervariables y constantes derivadas de (o que tienen la misma secuencia de aminodcidos
como las derivadas de) secuencias de inmunoglobulina de la linea germinal humana. Los
anticuerpos humanos pueden incluir residuos de aminoacidos no codificados por secuencias
de inmunoglobulina de linea germinal humana (por ejemplo, mutaciones introducidas por
mutagénesis aleatoria o sitio especifica in vitro o por mutacion somadtica in vivo), por
ejemplo en las CDRs y en particular la CDR3.

A "CDR" de un dominio hipervariable son residuos de aminodcidos en la regién
hipervariable que estan identificados de acuerdo con las definiciones de Kabat, Chothia, la
agrupacion de tanto Kabat como Chothia, AbM, de contacto, y/o definiciones

conformacionales o cualquier método de la determinacién de CDR bien conocido en la
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técnica. Los CDRs de anticuerpos pueden ser identificados como las regiones
hipervariables originalmente definidas por Kabat y otros. Véase, por ejemplo, Kabat y
otros., 1992, Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5 * ed., Public Health
Service, NIH, Washington D.C. Las posiciones de los CDRs también pueden ser
identificadas como las estructuras de bucle estructurales originalmente reveladas por
Chothia y otros. Véase, por ejemplo, Chothia y colaboradores, 1989, Nature 342:877-883.
Otros enfoques para la identificacién CDR incluyen la "definicion de AbM", que es un
compromiso entre Kabat y Chothia y se deriva utilizando el software de modelamiento de
anticuerpo AbM de Molecular de Oxford (ahora Accelrys ®), o la "definicién de contacto"
del CDRs sobre la base de contactos de antigenos observados, expuesto por MacCallum y
otros., 1996, J. Mol. Biol., 262:732-745. En otro enfoque, denominado en este documento
como la "definiciéon conformacional” de CDRs, las posiciones de las CDRs pueden ser
identificados como los residuos que hacen contribuciones entélpicos a la union al antigeno.
Véase, por ejemplo, Makabe y otros., 2008, Journal of Biological Chemistry, 283:1156-
1166. Todavia otras definiciones de contorno de CDR pueden no seguir estrictamente uno
de los enfoques anteriores, pero no obstante, se superpondran con al menos una parte de las
CDRs de Kabat, aunque pueden acortarse o alargarse a la luz de los hallazgos de prediccién
o experimentales de los residuos particulares o grupos de residuos o incluso CDRs
completos que no impactan significativamente la unién al antigeno. Tal como se usa en el
presente documento, un CDR puede referirse a CDRs definidos por cualquier enfoque
conocido en la técnica, incluyendo combinaciones de enfoques. Los métodos utilizados en
el presente documento pueden utilizar CDRs definidos de acuerdo con cualquiera de estos
enfoques. Para cualquier realizacién dada que contenga mas de un CDR, los CDRs pueden
ser definidos de acuerdo con cualquiera de Kabat, Chothia, extendidos, AbM, de contacto,
y/o definiciones conformacionales.

En algunos casos, las secuencias de aminodcidos de los péptidos revelados en el
presente documento pueden ser modificados y variados para crear variantes de péptidos
(por ejemplo, péptidos con una homologia de secuencia definida a los péptidos revelados en
el presente documento), por ejemplo, siempre que la propiedad de unién al antigeno del
péptido variante se mantenga o mejore en relacion con el péptido sin modificar

(propiedades de unidn al antigeno de cualquier péptido modificado se pueden evaluar
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utilizando los ensayos in vitro y/o in vivo revelados en este documento y/o técnicas
conocidas en la técnica).

Si bien las variantes del péptido generalmente se observan y analizan en el nivel de
aminodcidos, las modificaciones actuales son tipicamente introducidas o realizadas a nivel
del 4cido nucleico. Por ejemplo, las variantes con 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98, o
99% de similitud de secuencia de aminoécidos de los péptidos mostrados en la Tabla 1 se
pueden generar mediante la modificacion de los dcidos nucleicos que codifican la SEC ID
NO: 1, 10, 19, 28, 37, 46, 55, 64, 73, y/o 82 o porciones / fragmentos de los mismos,
usando técnicas (por ejemplo, técnicas de clonacién) conocidos en la técnica y/o que se
revelan en el presente documento.

Las modificaciones de la secuencia de aminodcidos tipicamente se dividen en una o
mas de tres clases: modificaciones de sustitucidn, insercion, o delecidn. Las inserciones
incluyen amino y/o fusiones terminales asi como inserciones intra-secuencia de residuos de
aminodcidos individuales o multiples. Las inserciones normalmente serdn inserciones mas
pequenas que las de fusiones terminales amino o carboxilo, por ejemplo, del orden de uno a
cuatro residuos. Las deleciones se caracterizan por la eliminacion de uno o més residuos de
aminodcidos de la secuencia de la proteina. Tipicamente, no mds de aproximadamente de 2
a 6 residuos se eliminan en cualquier sitio dentro de la molécula de proteina. Las
sustituciones de aminoacidos son tipicamente de residuos individuales, pero pueden ocurrir
en un namero de diferentes ubicaciones a la vez; inserciones normalmente seran del orden
de aproximadamente de 1 a 10 residuos de aminodcidos; y las deleciones oscilardn
alrededor de 1 a 30 residuos. Las deleciones o inserciones se pueden realizar en pares
adyacentes, por ejemplo, una delecion de 2 residuos o insercién de 2 residuos. Las
sustituciones, deleciones, inserciones o cualquier combinacién de los mismos pueden
combinarse para llegar a una construccién final. Las mutaciones no deben colocar la
secuencia fuera del marco de lectura y preferiblemente no creardn regiones
complementarias que podrian producir estructura de ARNm secundaria. Las
modificaciones de sustitucidon son aquellas en las que al menos un residuo se ha eliminado
y un residuo diferente insertado en su lugar. En algunos casos, las sustituciones pueden ser
sustituciones de aminodcidos conservados. En algunos casos, los péptidos de la presente

invencion pueden incluir una o més sustituciones de aminodcidos conservados en relacion
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con un péptido mostrado en la Tabla 1. Por ejemplo, las variantes pueden incluir 1, 2, 3, 4,

5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 20-30, 30-40, o 40-50 sustituciones

de aminodcidos conservados con relacion a un péptido mostrado en la Tabla 1.

Alternativamente, las variantes pueden incluir 50 o menos, el 40 o menos, el 30 o menos, el

20 o menos, €l 10 o menos, 9 0 menos, 8 0 menos, 7 0 menos, 6 0 menos, el 5 o menos, 4 o

menos, 3 0 menos, 0 2 0 menos sustituciones de aminoacidos conservados en relacién con

un péptido mostrado en la Tabla 1. Tales sustituciones se hacen generalmente de acuerdo

con la siguiente Tabla 2 y se refieren a sustituciones conservadas. Los métodos para la

prediccion de la tolerancia a la modificacion de proteinas son conocidos en la técnica (ver,

por ejemplo, Guo y otros., Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 101 (25) :9205-9210 (2004)).

Tabla 2: Sustituciones de Aminoacidos conservados

Aminoacidos

Ala
Arg
Asn
Asp
Cys
Gln
Glu
Gly
His
Ile
Leu
Lys
Met
Phe
Ser

Thr
Trp

Sustituciones (otros son conocidos en la
técnica)

Ser, Gly, Cys

Lys, GlIn, His

Gln, His, Glu, Asp

Glu, Asn, Gln

Ser, Met, Thr

Asn, Lys, Glu, Asp, Arg
Asp, Asn, Gln

Pro, Ala, Ser

Asn, Gln, Lys

Leu, Val, Met, Ala

Ile, Val, Met, Ala

Arg, Gln, His

Leu, Ile, Val, Ala, Phe
Met, Leu, Tyr, Trp, His
Thr, Cys, Ala

Ser, Val, Ala

Tyr, Phe
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Tyr Trp, Phe, His
Val Ile, Leu, Met, Ala, Thr

En algunos casos, las sustituciones son no conservadas. Por ejemplo, un
aminodcido en un péptido mostrado en la Tabla 1 puede ser sustituido con un aminoacido
que puede alterar alguna propiedad o aspecto del péptido. En algunos casos, las
sustituciones de aminodcidos no conservados se pueden hacer, por ejemplo, para cambiar la
estructura de un péptido, para cambiar las propiedades de unién de un péptido (por ejemplo,
para aumentar o disminuir la afinidad de union del péptido a un antigeno y/o para alterar
aumentar o disminuir la especificidad de unién del péptido al antigeno).

En algunos casos, los péptidos y/o variantes de péptidos puede incluir o pueden ser
fragmentos de los péptidos mostrados en la Tabla 1. Tales fragmentos pueden incluir, por
ejemplo, 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25,
26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47 , 48, 49,
50, 50-100, 101-150, menos aminoacidos que las CDRs, FRs, y/o AAs mostrados en la
Tabla 1, por ejemplo, siempre y cuando los fragmentos retengan al menos una porcién de
las propiedades de unién del péptido de longitud completa (por ejemplo, al menos 50%,
60%, 70%, 80%, 90%, o 100% de las propiedades de unién del péptido de longitud
completa). Los truncamientos pueden ser hechos en el extremo amino-terminal, el extremo
carboxi, y/o dentro de los péptidos de este documento.

En algunos casos, la superficie de interaccion de una variante de péptido puede ser
la misma (por ejemplo, sustancialmente la misma) como un péptido sin modificar, por
ejemplo, para alterar (por ejemplo, aumento o disminucién), conservar, o mantener las
propiedades de unién de la variante del péptido en relacidon con el péptido no modificado.
Los métodos para la identificacion de la superficie de interacciéon de un péptido son
conocidos en la técnica (Gong y otros, BMC: Bioinformatics, 6:1471-2105 (2007);
Andrade y Wei y otros, Pure and Appl. Chem., 64 (11) :1777-1781 (1992); Choi y otros,
Proteins: Structure, Function and Bioinformatics, 77 (1) :14-25 (2009); Park y otros, BMC:
and Bioinformatics, 10:1471-2105 (2009).

Los expertos en la técnica entienden facilmente como determinar la identidad de dos

polipéptidos (por ejemplo, un péptido no modificado y una variante del péptido). Por

40



10

15

20

25

30

ejemplo, la identidad se puede calcular después de alinear las dos secuencias de manera que
la identidad estd en su nivel més alto. Otra forma de calcular la identidad se puede realizar
mediante algoritmos publicados. El alineamiento éptimo de secuencias para comparacion
puede realizarse por el algoritmo de similitud local de Smith y Waterman, Adv. Appl.
Math, 2:482 (1981), por el algoritmo de alineamiento de similitud de Needleman y
Waunsch, J. Mol. Biol. 48:443 (1970), por la busqueda del método de similitud de Pearson y
Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 85:2444 (1988), mediante implementaciones
computarizadas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en Wisconsin
Genetics Software Package, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI), o
mediante inspeccidn.

Se pueden obtener los mismos tipos de identidad para 4cidos nucleicos mediante,
por ejemplo, los algoritmos revelados en Zuker, Science 244:48-52 (1989); Jaeger y otros,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 86:7706-10 (1989); Jaeger y otros, Methods Enzymol.
183:281-306 (1989), los cuales se incorporan aqui como referencia para al menos el
material relacionado con la alineacion del dcido nucleico. Se entiende que cualquiera de
los métodos tipicamente se pueden utilizar y que en ciertos casos los resultados de estos
diferentes métodos pueden diferir, pero el experto en la materia entiende si la similitud se
encuentra con al menos uno de estos métodos, se diria que las secuencias tienen la similitud
afirmada y son reveladas en este documento.

En algunos casos, como se describe con méas detalle en la secciéon de métodos mas
abajo, las composiciones terapéuticas reveladas en la presente pueden ser producidas
utilizando material genético (por ejemplo, ADN y/o ARNm) aislado y/o purificado a partir
de células inmunes (por ejemplo, células B, incluyendo células B de memoria) obtenido
utilizando los métodos revelados en este documento. Una vez que se ha obtenido dicho
material genético, los métodos para utilizarlos para producir las composiciones terapéuticas
reveladas en la presente son conocidos en la técnica y/o se resumen a continuacion.

En algunos casos, los péptidos pueden incluir un marcador detectable. Como se usa
en el presente documento, un "marcador" se refiere a una fracciéon que tiene al menos un
elemento, isétopo, o grupo funcional incorporado en la fraccién que permite la deteccion
del péptido al que se fija el marcador. Los marcadores se pueden unir directamente (es

decir, mediante un enlace) o pueden estar unidos por un enlace (por ejemplo, tal como, por
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ejemplo, un, alquileno ciclico o aciclico, ramificado o no ramificado sustituido o no
sustituido; alquenileno ciclico o aciclico, ramificado o no ramificado, sustituido o sin
sustituir; alquinileno ciclico o aciclico, ramificado o no ramificado, sustituido o no
sustituido; heteroalquileno ciclico o aciclico, ramificado o no ramificado, sustituido o no
sustituido; heteroalquenileno ciclico o aciclico, ramificado o no ramificado, sustituido o no
sustituido; heteroalquinileno ciclico o aciclico, ramificado o no ramificado, sustituido o no
sustituido; arileno sustituido o no sustituido; heteroarileno sustituido o no sustituido, o
acileno sustituido o no sustituido, o cualquier combinacién de los mismos, que puede
conformar un enlace). Los marcadores pueden estar unidos a un péptido en cualquier
posicion que no interfieran con la actividad bioldgica o caracteristica del polipéptido de la
invencion que esté siendo detectado.

Los marcadores pueden incluir: marcadores que contienen fracciones isotdpicas,
que pueden ser isétopos radioactivos o pesados, incluyendo, pero no limitado a, > H, * H, 1
C, 14 C, 15 N, 31 P, 32 P, 35 S, 67 Ga, 99m Tec (TC-99m), 111 En, 123 L 125 L 169 Yb, y 186 Re;
marcadores que incluyen fracciones inmunes o inmunorreactivas, que pueden ser
anticuerpos o antigenos, que pueden estar unidos a enzimas (por ejemplo, tal como la
peroxidasa de rdbano picante); marcadores coloreados, luminiscentes, fosforescentes, o
incluyen fracciones fluorescentes (por ejemplo, tales como el marcador fluorescente FITC);
los marcadores que tienen uno o mas fracciones de fotoafinidad; marcadores que tienen
fracciones de ligando con uno o mds similares de unién conocidos (tales como biotina-
estreptavidina, FK506-FKBP, etc).

En algunos casos, los marcadores pueden incluir uno o més fracciones de
fotoafinidad para la elucidacion directa de interacciones intermoleculares en los sistemas
bioldgicos. Una variedad de fotéforos conocidos puede ser empleados, la mayoria
confiadamente en fotoconversion de compuestos diazo, azidas, o diazirinas a nitrenos o
carbenos (véase, por ejemplo, Bayley, H., Photogenerated Reagents in Biochemistry and
Molecular Biology (1983), Elsevier, Amsterdam, los cuales son incorporados en su
totalidad aqui como referencia). En ciertas realizaciones de la invencion, los marcadores de
fotoafinidad empleados son o-, m- y p-azidobenzoilos, sustituidos con una o més fracciones

de hal6geno, incluyendo, pero no limitado a 4-azido-2, 3,5,6-4cido tetrafluorobenzoico .
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Los marcadores también pueden ser o pueden servir como agentes de imagenes.
Agentes de imdgenes de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, los que se utilizan en la
tomografia por emisiones de positrones (PET), tomografia asistida por ordenador (CAT),
tomografia computarizada por emisién de fotén tinico, rayos X, fluoroscopia, y la
resonancia magnética (MRI); antieméticos, y agentes de contraste. Agentes de diagndstico
de ejemplo incluyen pero no se limitan a, fracciones fluorescentes, fracciones
luminiscentes, fracciones magnéticos; quelatos de gadolinio (por ejemplo, quelatos de
gadolinio con DTPA, DTPA-BMA, DOTA y HP-DO3A), quelatos de hierro, quelatos de
magnesio, quelatos de manganeso, quelatos de cobre, quelatos de cromo, materiales a base
de yodo ttiles para obtener imdgenes de TAC y rayos X, y radionucleidos. Radionucleidos
adecuados incluyen, pero no se limitan to, ' [, 122 I, 130 [ 31 1383 [ 1351 47 §¢ 72 Ag, 72 Se,
90y, 885y, 97 Ry, 1% pd, 1" mRh, % Sb, 12 Ba, 17 He, 2" At, 212 Bi, 22 Pb, ' Pd, ''! In, &
Ga, % Ga, " Cu, 7 Br, 7 Br, ® mTc, ' C, ® N, 150,32 p, 3 P,y B F.

Las fracciones fluorescentes y luminiscentes incluyen, pero no se limitan a, una
variedad de diferentes moléculas pequefias organicas o inorganicas cominmente referidas
como "tintes", "marcadores", o "indicadores". Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a,
fluoresceina, rodamina, colorantes de acridina, colorantes de Alexa, colorantes de cianina,
etc. Fracciones fluorescentes y luminiscentes pueden incluir una variedad de proteinas de
origen natural y derivados de las mismas, por ejemplo, variantes de ingenieria genética. Por
ejemplo, las proteinas fluorescentes incluyen la proteina verde fluorescente (GFP), GFP
mejorada, rojo, azul, amarillo, cian y proteinas fluorescentes de zafiro, proteina
fluorescente de arrecifes de coral etc. Proteinas luminiscentes incluyen luciferasa,
aequorina y derivados de las mismas. Numerosos colorantes y proteinas fluorescentes y
luminiscentes son conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, la Publicacién de Patentede
los EE.UU. 2004/0067503; Valeur, B., "Molecular Fluorescence: Principles and
Applications", John Wiley and Sons, 2002; y el Handbook of Fluorescences Probes and
Research Products, Molecular Probes, 9th edition, 2002).

El término "purificado" tal como se utiliza aqui, se refiere a otras moléculas, por
ejemplo, polipéptido, molécula de acido nucleico que ha sido identificada y separada y/o

recuperada de un componente de su entorno natural. Por lo tanto, en una realizacion, los
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anticuerpos de la invencidn son anticuerpos purificados donde han sido separados de uno o
mas componentes de su ambiente natural.

El término "epitope", como se usa aqui se refiere a un determinante de proteina
capaz de unirse a un anticuerpo. Los epitopes consisten habitualmente en agrupaciones de
superficie quimicamente activas de moléculas tales como aminodcidos o cadenas laterales
de azicares y normalmente tienen caracteristicas estructurales tridimensionales especificas,
asif como caracteristicas carga especificas. Los epitopes conformacionales y no
conformacionales se distinguen en que la unién a la primera, pero no el dltimo se pierde en
presencia de disolventes desnaturalizantes.

En algunos casos, las divulgacién proporciona secuencias de nucledtidos
correspondientes a (por ejemplo, codificacion) los péptidos revelados (por ejemplo,
revelados en la Tabla 1). Estas secuencias incluyen todas las secuencias degeneradas
relacionadas con los péptidos revelados, por ejemplo, todos los dcidos nucleicos que tienen
una secuencia que codifica un péptido particular y variantes y derivados de los mismos.
Por lo tanto, mientras que cada secuencia de 4cido nucleico particular puede no ser descrita
en el presente documento, se entiende que todas y cada secuencia es, de hecho, reveladas y
descritas en el presente documento a través de las secuencias de polipéptidos revelados.

En algunos casos, los acidos nucleicos de los revelados pueden incluir vectores de
expresion. Los ejemplos de vectores adecuados incluyen, pero no se limitan a, plasmidos,
cromosomas artificiales, tales como BACs, YACs, o PACs, y vectores virales.

Los vectores proporcionados también pueden incluir, por ejemplo, origenes de
replicacién y/o marcadores. Un gen marcador puede conferir un fenotipo seleccionable, por
ejemplo, resistencia a los antibidticos, en una célula. El producto marcador se utiliza para
determinar si el vector ha sido liberado a la célula y una vez liberado esta siendo
expresado. Ejemplos de marcadores seleccionables para células de mamiferos son la
dihidrofolato reductasa (DHFR), la timidina quinasa, la neomicina, la neomicina G418
andloga, higromicina, puromicina, y blasticidina. Cuando tales marcadores seleccionables
se transfieren con éxito en una célula huésped de mamifero, la célula huésped de mamifero
transformada puede sobrevivir si se coloca bajo presion selectiva. Ejemplos de otros
marcadores incluyen, por ejemplo, el gen lacZ de E. coli, la proteina fluorescente verde

(GFP), y luciferasa. Ademds, un vector de expresion puede incluir un marcador de
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secuencia disefiado para facilitar la manipulacion o la deteccion (por ejemplo, purificacion
o localizacion) del polipéptido expresado. Secuencias de marcadores, tales como GFP,
glutation S-transferasa (GST), polihistidina, c-myc, hemaglutinina, o marcador de FLAG
™ (Kodak; New Haven, CT) secuencias tipicamente se expresan como una fusién con el
polipéptido codificado. Tales marcadores se pueden insertar en cualquier lugar dentro del
polipéptido que incluye, ya sea en el extremo carboxilo o amino terminal.

En algunos casos, las divulgacién incluye células que contienen los dcidos nucleicos
(por ejemplo, vectores) y/o péptidos revelados en este documento. Las células pueden
incluir, por ejemplo, células eucariotas y/o procariotas. En general, las células que se
pueden utilizar en el presente documento estidn disponibles comercialmente, por ejemplo, la
American Type Culture Collection (ATCC), P.O. Box 1549, Manassas, VA 20108.. Véase
también F. Ausubel y otros., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons,
New York, NY, (1998). Los métodos de transformacién y transfeccién utiles en la
generacion de las células reveladas en este documento se describen, por ejemplo, en F.
Ausubel y otros., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Nueva

York, NY, (1998).

Formulaciones farmacéuticas

En algunos casos, las composiciones terapéuticas reveladas en este documento
pueden incluir otros compuestos, farmacos, y/o agentes usados para el tratamiento de
cancer. Tales compuestos, drogas, y/o agentes pueden incluir, por ejemplo, medicamentos
para quimioterapia, fairmacos de moléculas pequefias o anticuerpos que estimulan la
respuesta inmune a un cancer determinado. En algunos casos, las composiciones
terapéuticas pueden incluir, por ejemplo, uno o mas péptidos revelados en este documento
y uno o mas de un anticuerpo o péptido anti-CTLA-4, un anticuerpo anti-PD-1 o un
péptido, y/o un anticuerpo anti-PDL-1 o péptido. Por ejemplo, en algunos casos, las
composiciones terapéuticas reveladas en este documento se pueden combinar con uno o
mads (por ejemplo, uno, dos, tres, cuatro, cinco, o menos de diez) compuestos.

En algunos casos, las composiciones terapéuticas reveladas en este documento
pueden incluir otros compuestos inhibidores, incluyendo inhibidores de histona desacetilasa

("HDAC"). Ejemplos de inhibidores de HDAC incluyen, por ejemplo, dcido hidroxdmico,
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vorinostat (Zolinza); suberoilanilida del 4cido hidroxamico (SAHA) (Merck), tricostatina A
(TSA), LAQ8&24 (Novartis), panobinostat (LBH589) (Novartis), Belinostat (PXD101)
(CuraGen), ITF2357 Italfarmaco SpA (Cinisello), Tetrapéptido ciclico; Depsipéptido
(romidepsin, FK228) (Gloucester Pharmaceuticals), Benzamida; Entinostat (SNDX-
275/MS-275) (Syndax Pharmaceuticals), MGCDO0103 (Celgene), Acidos alifaticos de
cadena corta, Acido valproico, fenil butirato, AN-9, pivanex (Titan Pharmaceutical), CHR-
3996 (Chroma Therapeutics), y CHR-2845 (Chroma Therapeutics).

En algunos casos, las composiciones terapéuticas reveladas en este documento
pueden incluir otros compuestos, incluyendo los inhibidores del proteasoma, incluyendo,
por ejemplo, bortezomib, (Millennium Pharmaceuticals), NPI-0052 (Nereus
Pharmaceuticals), carfilzomib (PR-171) (Onyx Pharmaceuticals), CEP 18770, y MLN9708

En algunos casos, las composiciones terapéuticas reveladas en este documento
pueden incluir agentes alquilantes tales como inhibidores de mefalan y de topoisomerasa
tales como Adriamicina (doxorubicina) han demostrado aumentar la expresion de MICA,
que podria mejorar la eficacia de un anticuerpo monoclonal anti-MICA.

En algunos casos, las composiciones terapéuticas reveladas en este documento
pueden formularse para su uso como o en composiciones farmacéuticas. Dichas
composiciones se pueden formular o adaptar para la administracion a un sujeto por
cualquier via, por ejemplo, cualquier ruta aprobada por la Administracion de Alimentos y
Medicamentos (FDA). Los métodos de ejemplo se describen en el CDER Data Standards
Manual de la FDA, nimero de versiéon 004 (que estd disponible en
fda.give/cder/dsm/DRG/drg00301.htm).

En algunos casos, las composiciones farmacéuticas pueden incluir una cantidad
eficaz de uno o més péptidos. Los términos "cantidad efectiva" y "efectiva a tratar," tal
como se usa en el presente documento, se refieren a una cantidad o una concentracion de
uno o més péptidos durante un periodo de tiempo (incluyendo la administracién aguda o
crénica y la administracion periddica o continua) que es eficaz dentro de el contexto de su
administracién para causar un efecto deseado o un resultado fisiolégico.

En algunos casos, las composiciones farmacéuticas pueden incluir uno o mas
péptidos y cualquier transportador farmacéuticamente aceptable, adyuvante y/o vehiculo.

En algunos casos, los farmacéuticos pueden incluir ademds uno o mas agentes terapéuticos
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adicionales en cantidades efectivas para lograr una modulacién de la enfermedad o
sintomas de la enfermedad.

El término "transportador o adyuvante farmacéuticamente aceptable" se refiere a un
trnsportador o adyuvante que puede administrarse a un paciente, junto con un péptido de
esta invencion, y que no destruye la actividad farmacoldgica del mismo y no es téxico
cuando se administra en dosis suficientes para liberar una cantidad terapéutica del
compuesto.

Los transportadores farmacéuticamente aceptables, adyuvantes y vehiculos que se
pueden utilizar en las composiciones farmacéuticas de esta invencién incluyen, pero no se
limitan a intercambiadores idnicos, alumina, estearato de aluminio, lecitina, de sistemas de
liberacién del medicamento autoemulsificantes (SEDDS) tales como d—I -tocoferol
polietilenglicol 1000 succinato, surfactantes usados en formas de dosificacion
farmacéuticas tales como Tweens u otras matrices de liberacion polimérica similares,
proteinas séricas, tales como albimina de suero humano, sustancias tapones tales como
fosfatos, glicina, dcido sérbico, sorbato de potasio, mezclas parciales de glicéridos de
acidos grasos vegetales saturados, agua, sales o electrolitos, tales como sulfato de
protamina, fosfato disodico de hidrégeno, fosfato potasico de hidrégeno, cloruro de sodio,
sales de zinc, silice coloidal, trisilicato de magnesio, pirrolidona de polivinilo, sustancias
basadas en celulosa, polietilen glicol, carboximetilcelulosa de sodio, poliacrilatos , ceras,
polimeros bloqueadores de polioxipropileno-polietileno, polietilenglicol y grasa de lana.
Las ciclodextrinas tales como I -, ¥ -, y K- ciclodextrina, también se pueden usar
ventajosamente para mejorar la liberacidn de los compuestos de las formulas reveladas en
el presente documento.

Las composiciones farmacéuticas de esta invencidon pueden contener cualquier
transportador, adyuvantes o vehiculos convencionales no toxicos farmacéuticamente
aceptables. En algunos casos, el pH de la formulaciéon puede ajustarse con acidos
farmacéuticamente aceptables, bases o tampones para mejorar la estabilidad del compuesto
formulado o su forma de liberacién. El término parenteral, como se usa aqui incluye
inyeccion subcutdnea, intracutdnea, intravenosa, intramuscular, intra articular, intraarterial,

intrasinovial, intraesternal, intratecal, intralesional e intracraneal o técnicas de infusion.
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Las composiciones farmacéuticas pueden estar en la forma de una solucién o polvo
para inhalacion y/o la administracion nasal. Tales composiciones pueden formularse de
acuerdo con técnicas conocidas en la técnica usando dispersantes o agentes humectantes
adecuados (tales como, por ejemplo, Tween 80) y agentes de suspension. La preparacion
inyectable estéril puede ser también una solucién o suspension inyectable estéril en un
diluyente o solvente no téxico parenteralmente aceptable, por ejemplo, como una solucién
en 1,3-butanodiol. Entre los vehiculos y solventes aceptables que se pueden emplear
aceptables son manitol, agua, solucién de Ringer y solucién isoténica de cloruro de sodio.
Ademais, los aceites fijados, estériles, se emplean convencionalmente como un medio
solvente o de suspension. Para este propdsito, cualquier aceite suave fijado puede
emplearse incluyendo mono-o diglicéridos sintéticos. Acidos grasos, tales como 4cido
oleico y sus derivados glicéridos son utiles en la preparacion de inyectables, como son los
aceites naturales farmacéuticamente aceptables, tales como aceite de oliva o aceite de
castor, especialmente en sus versiones polioxietiladas. Estas soluciones o suspensiones de
aceite también pueden contener un diluyente o dispersante de alcohol de cadena larga, o
agentes de carboximetilcelulosa o dispersantes similares que se usan cominmente en la
formulacién de formas de dosificacion farmacéuticamente aceptables tales como
emulsiones y/o suspensiones. Otros surfactantes cominmente usados, tales como Tweens o
Spans y / u otros agentes emulsionantes o potenciadores de la biodisponibilidad similares
que se usan comunmente en la fabricacion sélidos, liquidos, u otras formas de dosificacién
farmacéuticamente aceptables también pueden ser utilizadas para los propésitos de la
formulacion.

Las composiciones farmacéuticas se pueden administrar por via oral en cualquier
forma de dosificacién oralmente aceptable incluyendo, pero no limitado a, capsulas,
tabletas, emulsiones y suspensiones acuosas, dispersiones y soluciones. En el caso de
tabletas para uso oral, los transportadores que se usan comtinmente incluyen lactosa y
almidon de maiz. Agentes lubricantes, tales como estearato de magnesio, también se
afaden tipicamente. Para la administracion oral en forma de cdpsula, los diluyentes ttiles
incluyen lactosa y almidén de maiz seco. Cuando las suspensiones y/o emulsiones acuosas

se administran por via oral, el ingrediente activo puede ser suspendido o disuelto en una
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fase oleosa sea combinado con agentes emulsionantes y/o de suspension. Si se desea,
pueden afiadirse ciertos agentes edulcorantes y/o saborizantes y/o agentes colorantes.

Alternativamente o ademads, las composiciones farmacéuticas se pueden administrar
mediante aerosol nasal o inhalacion. Tales composiciones se preparan de acuerdo con
técnicas bien conocidas en la técnica de la formulacion farmacéutica y pueden prepararse
como soluciones en solucidn salina, empleando alcohol bencilico u otros conservantes
adecuados, promotores de la absorcidn para mejorar la biodisponibilidad, fluorocarbonos, y
/ u otros agentes solubilizantes o dispersantes conocidos en la técnica.

En algunas realizaciones, la presente divulgacién proporciona métodos para la
utilizacion de cualquiera o mds de los péptidos o composiciones farmacéuticas (indicados a
continuacion como "X") revelados en este documento en los métodos siguientes:

La sustancia X para usarse como un medicamento en el tratamiento de una o mas
enfermedades o condiciones reveladas en este documento (por ejemplo, el cancer, se hace
referencia en los siguientes ejemplos como "Y"). Uso de la sustancia X para la fabricacién
de un medicamento para el tratamiento de Y, y la sustancia X para uso en el tratamiento de
Y.

En algunos casos, las composiciones terapéuticas reveladas en este documento
pueden ser formuladas para la venta en los EE.UU., la importacién hacia los EE.UU. y/o

exportacion desde los EE.UU.

Métodos

En algunos casos, los métodos pueden incluir la seleccion de un sujeto humano
quien tiene o tuvo una condicién o enfermedad y quien exhibe o exhibi6 una respuesta
inmune positiva hacia la condicién o enfermedad. En algunos casos, los sujetos adecuados
incluyen, por ejemplo, los sujetos quienes tienen o tuvieron una condicién o enfermedad,
pero que resolvio la enfermedad o un aspecto de la misma, presentan sintomas reducidos de
la enfermedad (por ejemplo, en relacion con otros sujetos (por ejemplo, la mayoria de los
sujetos) con la misma condicién o enfermedad), y/o que sobreviven por periodos
prolongados de tiempo con la condicién o enfermedad (por ejemplo, en relacién con otros
sujetos (por ejemplo, la mayoria de los sujetos) con la misma condicién o enfermedad), por

ejemplo, en un estado asintomético (por ejemplo, en relacidén con otros sujetos (por
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ejemplo, la mayoria de los sujetos) con la misma condicién o enfermedad). En algunos
casos, los sujetos pueden ser seleccionados si han sido vacunados (por ejemplo,
previamente vacunados y/o vacunados y revacunados (por ejemplo, recibié una vacuna de
refuerzo)) contra de una condicién o enfermedad.

El término "sujeto", como se usa en este documento, se refiere a cualquier animal.
En algunos casos, el sujeto es un mamifero. En algunos casos, el término "sujeto", como se
usa en este documento, se refiere a un ser humano (por ejemplo, un hombre, una mujer, o
un niflo). Las muestras para el uso en los métodos pueden incluir muestras de suero, por
ejemplo, obtenidas del individuo seleccionado.

En algunos casos, la seleccion del sujeto puede incluir la obtencién de una muestra
de un sujeto (por ejemplo, un sujeto candidato) y pruebas de la muestra para una indicacién
de que el sujeto es adecuado para la seleccion. En algunos casos, el sujeto puede ser
confirmado o identificado, por ejemplo, por un profesional de la salud, como haber tenido o
que tiene una condicién o enfermedad. En algunos casos, la exposicion de una respuesta
inmune positiva hacia una condicién o enfermedad se puede hacer de los datos de historia
clinica de los pacientes, la historia familiar y/o deteccién un indicio de una respuesta
inmune positiva. En algunos casos, multiples sectores pueden ser incluidos en la seleccion
de sujetos. Por ejemplo, un primer sector puede obtener una muestra de un sujeto
candidato y una segundo sector puede probar la muestra. En algunos casos, los sujetos
pueden ser seleccionados y/o referidos por un médico (por ejemplo, un médico general).
En algunos casos, la seleccion del sujeto puede incluir la obtencién de una muestra de un
sujeto seleccionado y almacenar la muestra y/o uso en los métodos revelados en este
documento. Las muestras pueden incluir, por ejemplo, células o poblaciones de células.

En algunos casos, la obtencion o marcacién de células inmunes puede incluir uno o
mads y/o combinaciones de, por ejemplo: obtener o proporcionar un inmundgeno tetramérica
que se pueda unir (por ejemplo, unirse especificamente) a una célula inmune objetivo;
contactar el inmundgeno tetramérico con un muestra; detectar el inmundgeno tetramérico;
determinar si el inmundgeno tetramérico se une a una célula inmune objetivo, y, si el
inmundgeno tetramérico se une a una célula inmune objetivo, a continuacién, obteniéndose

la célula inmune objetivo.
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Los inmundgenos tetraméricos pueden incluir inmundgenos relacionados con una
condicién o enfermedad y/o que se unen (por ejemplo, unirse especificamente) a una célula
inmune objetivo, por ejemplo, en el que la célula inmune objetivo estd relacionada con una
condicién o enfermedad seleccionada. Los inmundgenos y células inmunes diana
relacionados con una condicion o enfermedad incluyen, por ejemplo, inmundgenos o
células inmunes presentes en sujetos con una cierta condicion o enfermedad, pero no
sujetos sin la condicién o enfermedad, y/o inmundgenos o células inmunes presentes en
niveles alterados (por ejemplo, elevadas) en sujetos con una cierta condicién o enfermedad
en relacion con los sujetos sin la condicién o enfermedad. En algunos casos, los
inmundgenos o las células inmunes pueden ser cdncer especificos. Los inmundgenos
pueden ser solubles. Tetramérica inmundgeno puede incluir tetramérica (incluyendo, por
ejemplo, tetramerized monomérica, dimérica, y/o inmundgeno de antigeno trimérico (por
ejemplo, antigeno y/o epitopo). En algunos casos, un inmunégeno tetramérico ha
incrementado la unién a una célula en relacion con el nivel de unién entre una forma no
tetramérica del inmundgeno para la célula en condiciones similares. En algunos casos, un
antigeno tetramérica incluye un fraccién detectable, por ejemplo, una fraccion de
estreptavidina. Los métodos de tetramerizacion son conocidos en la técnica y se revelan en
el presente documento.

La deteccion del inmundgeno tetramérico y/o la determinacion si el inmundgeno
tetramérico sea unido a una célula diana se puede realizar utilizando métodos conocidos en
la técnica y/o revelados en este documento. Por ejemplo, los métodos pueden incluir
citometria de flujo. Métodos de optimizacidn para citometria de flujo, incluyendo la
clasificacién y métodos de diferenciacion, son conocidos en la técnica y/o se dan a conocer
en el presente documento. En algunos casos, los métodos pueden incluir el anélisis de el
nivel de unidn, afinidad de unién, y/o especificidad de unién entre un inmundgeno
tetramérico unido a una célula inmune objetivo. Por ejemplo, una célula inmune objetivo
puede obtenerse si (por ejemplo, s6lo si) se determina un predeterminado nivel de unién
entre un inmundgeno tetramérico y una célula inmune objetivo. Niveles predeterminados
de unién pueden ser niveles especificos y/o pueden ser los niveles relativos. La obtencion
de células inmunes diana pueden incluir la obtencién, proporcionar, identificacion,

seleccion, purificacion, y/o el aislamiento de las células inmunes diana. Tales métodos
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pueden incluir, por ejemplo, métodos de la clasificacion de células, el enriquecimiento de
células, y/o la reduccién basal.

En algunos casos, la obtencion de células inmune dirigida contra un antigeno propio
puede incluir uno o mas y/o combinaciones de, por ejemplo, la identificacion de un sujeto
que presenta una respuesta inmune positiva hacia el antigeno propio; la obtencién o
proporcionar una forma multimérica del antigeno propio; el contacto con la forma
multimérica del antigeno propio con una muestra del sujeto que exhibe una respuesta
inmune positiva hacia el antigeno propio; la obtencién de células inmunes unidas a la forma
multimérica del antigeno propio.

En algunos casos, los métodos pueden incluir la obtencién de células inmune
dirigidas contra un antigeno propio de un paciente con cancer, puede incluir uno o mas y/o
combinaciones de, por ejemplo, la identificacién de un sujeto que presenta una respuesta
inmune positiva hacia el antigeno propio, proporcionar una forma multimérica del antigeno
propio; el contacto de la forma multimérica del antigeno propio con una muestra del sujeto
que exhibe una respuesta inmune positiva hacia el antigeno propio, y la obtencién de
células inmunes unidas a la forma multimérica del antigeno propio.

Formas multiméricas de un antigeno propio pueden incluir antigenos propios
relacionados con una condicion o enfermedad y/o que se unen (por ejemplo, unirse
especificamente) a una célula inmune objetivo, por ejemplo, en el que la célula inmune
objetivo estd relacionada con una condicién o enfermedad seleccionada. Antigenos propios
y células inmunes diana relacionadas con una condicion o enfermedad incluyen, por
ejemplo, antigenos o células inmunes presentes en sujetos con una cierta condicion o
enfermedad, pero no sujetos sin la condicién o enfermedad, y/o inmundgenos o células
inmunes presentes en niveles alterados (por ejemplo, elevados) en sujetos con una
condicion o enfermedad determinada en relacién con los sujetos sin la condicién o
enfermedad. En algunos casos, la condicion o enfermedad puede ser un cancer. En algunas
realizaciones, el cancer es melanoma, de pulmén, de mama, de rifién, de ovario, de
préstata, de pancreas, gastrico, y el carcinoma de colon, linfoma o leucemia. En algunos
casos, los antigenos propios o células inmunes pueden ser especificos del cancer. Los
antigenos propios pueden ser solubles. Forma multimérica del antigeno propio puede

incluir una forma tetramérica (incluyendo, por ejemplo, antigeno monomérico
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tetramerizado, dimérico, y/o trimérico) de la antigeno propio (por ejemplo, antigeno y/o
epitopo). En algunos casos, una forma multimérica del antigeno propio incluye una fraccion
detectable, por ejemplo, una fraccién de estreptavidina. Los Métodos de multimerizacion
son conocidos en la técnica y se describen en el presente documento.

Los métodos para aislar o purificar el material genético (por ejemplo, ADN y/o
ARNmMm) a partir de la célula inmune objetivo obtenida se conocen en la técnica y se
ejemplifican en este documento. Una vez que se ha obtenido dicho material genético,
métodos para usarlo para producir las composiciones terapéuticas reveladas en la presente
son conocidos en la técnica y/o se resumen a continuacién. Como se discutié
anteriormente, el material genético se puede variar, usando técnicas conocidas en la técnica
para crear variantes de péptidos revelados en este documento.

La generacion de péptidos de dcidos nucleicos (por ejemplo, ADNc) contenidos
dentro de u obtenidos a partir de la célula diana pueden incluir, por ejemplo, el analisis, por
ejemplo, la secuenciacion de los dominios hipervariables de la cadena pesada y liviana a
partir de células inmunes diana (por ejemplo, células inmunes diana tnicas o aisladas
identificadas). En algunos casos, los métodos pueden incluir la generacion de anticuerpos
totalmente humanos, o fragmentos de los mismos (por ejemplo, como se revela mds arriba),
y la humanizacién de anticuerpos no humanos. El ADN puede aislarse y/o secuenciarse
facilmente a partir de las células inmunes obtenidas utilizando procedimientos
convencionales (por ejemplo, mediante el uso de sondas de oligonucleétidos que son
capaces de unirse especificamente a genes que codifican las cadenas pesada y liviana de
anticuerpos murinos).

Una vez aislado, el ADN puede colocarse en vectores de expresion, que a
continuacion son transfectos a células huésped, tales como células de Escherichia coli,
células COS de simio, células de Ovario de Hamster Chino (CHO), o células de mieloma
que de otro modo no producen proteina anticuerpo, para obtener el sintesis de anticuerpos
monoclonales en las células recombinantes del huésped. Los articulos de revision sobre la
expresion recombinante en ADN de bacterias que codifican el anticuerpo incluyen Skerra y
otros., Curr. Opinion in Immunol., 5:256-262 (1993) and Pluckthun, Immunol. Revs.,
130:151-188 (1992).
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La expresion recombinante de un anticuerpo o variante del mismo generalmente
requiere la construccion de un vector de expresion que contiene un polinucledtido que
codifica el anticuerpo. La invencion, por lo tanto, proporciona vectores replicables que
contienen una secuencia de nucleétidos que codifica una molécula de anticuerpo, una
cadena pesada o liviana de un anticuerpo, un dominio hipervariable de cadena pesada o
liviana de un anticuerpo o una porcién del mismo, o una cadena pesada o liviana de CDR,
operativamente unido a un promotor. Tales vectores pueden incluir la secuencia de
nucleétidos que codifica la region constante de la molécula del anticuerpo (véase, por
ejemplo, la patente de EE.UU. N © 5.981.216; 5.591.639; 5.658.759 y 5.122.464) y el
dominio hipervariable del anticuerpo puede ser clonado en un vector de expresion de la
cadena pesada entera, la cadena liviana entera, o ambas.

Una vez que el vector de expresion se transfiere a una célula huésped por técnicas
convencionales, las células transfectas se cultivan entonces mediante técnicas
convencionales para producir un anticuerpo. Por lo tanto, la invencion incluye células
huésped que contienen un polinucleétido que codifica un anticuerpo de la invencién o
fragmentos de los mismos, o una cadena pesada o liviana del mismo, o parte del mismo, o
un anticuerpo de cadena tnica de la invencidn, unido operativamente a un promotor
heter6logo. En ciertas realizaciones para la expresion de anticuerpos de doble cadena, los
vectores que codifican tanto las cadenas pesadas y livianas pueden ser co-expresados en la
célula huésped para la expresion de toda la molécula de inmunoglobulina, tal como se
detalla a continuacion.

Lineas celulares de mamifero disponibles como hospederos para la expresion de
anticuerpos recombinantes son bien conocidos en la técnica e incluyen muchas lineas
celulares inmortalizadas disponibles de la American Type Culture Collection (ATCC),
incluyendo pero no limitado a células (CHO), Células de Ovario de Hamster Chino, células
HelLa, células de rindn de cria de hamster (BHK), células de rifiéon de mono (COS), células
de carcinoma hepatocelular humano (por ejemplo, Hep G2), células epiteliales de rifion
humano 293, y un ndmero de otras lineas celulares. Las diferentes células huésped tienen
mecanismos caracteristicos y especificos para el procesamiento post-traduccional y la
modificacidn de proteinas y productos génicos. Lineas celulares o sistemas hospederos

apropiados se pueden elegir para asegurar la modificacion correcta y el procesamiento del
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anticuerpo o porcion expresada de las mismas. Para este fin, pueden usarse células huésped
eucaridticas que poseen la maquinaria celular para el procesamiento adecuado de la
transcripcion primaria, glicosilacién, y fosforilacién del producto génico. Tales células
huésped de mamifero incluyen pero no se limitan a, células CHO, VERY, BHK, Hela,
COS, MDCK, 293, 3T3, W138, BT483, Hs578T, HTB2, BT20 y T47D, NSO (una linea
celular de mieloma murino que no produce endégenamente las cadenas de inmunoglobulina
funcionales), SP20, CRL7030 y HsS78Bst. En una forma de realizacidn, las lineas
celulares humanas desarrolladas por inmortalizacién de linfocitos humanos se pueden
utilizar para producir de forma recombinante anticuerpos monoclonales. En una forma de
realizacion, la linea celular PER.C6 humana. (Crucell, Paises Bajos) se puede utilizar para
producir de forma recombinante anticuerpos monoclonales.

En algunos casos, los péptidos revelados en este documento se pueden generar
sintéticamente. Las transformaciones quimicas sintéticas y las metodologias de proteccion
de grupos (proteccion y desproteccion) ttiles en la sintesis de péptidos revelados en el
presente documento son conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo, aquellos que,
como se describe en R. Larock, Comprehensive Organic Transformations, VCH Publishers
(1989); TW Greene y P.G.M Wuts, Protective Groups in Organic Synthesis, 3d. Ed., John
Wiley and Sons (1999);. L. Fieser y M. Fieser, Fieser and Fieser “s Reagents for Organic
Synthesis, John Wiley and Sons (1994); y L. Paquette, ed., Encyclopedia of Reagents for
Organic Synthesis, John Wiley and Sons (1995), y las ediciones posteriores de los mismos.

Los péptidos también se pueden sintetizar mediante métodos de sintesis quimica,
que son bien conocidos por el experto en la materia. Véase, por ejemplo, Fields y otros, el
Capitulo 3 de Synthetic Peptides: A User's Guide, ed. Grant, W. H. Freeman & Co., New
York, N.Y., 1992, p. 77. Por lo tanto, los péptidos se pueden sintetizar utilizando las
técnicas automatizadas de Merrifield de sintesis de fase sélida con el a-NH> protegido tanto
por la quimica de t-Boc o de Fmoc utilizando aminoécidos protegidos en la cadena lateral,

por ejemplo, un sintetizador de péptidos Applied Biosystems de Modelo 430A or 431.

Una forma de sintetizar de los péptidos revelados en el presente documento es
utilizando sintesis de péptidos en fase solida (SPPS). El aminoacido C-terminal se une a

una resina de poliestireno entrecruzada en un enlace 14bil en medio acido con una molécula
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de enlace. Esta resina es insoluble en los solventes utilizados para la sintesis, por lo que es
relativamente simple y rapido para lavar el exceso de reactivos y subproductos. El extremo
N-terminal esté protegido con el grupo Fmoc, que es estable en 4cido, pero extraible por
base. Cualquiera de los grupos funcionales de cadena lateral estdn protegidos con grupos
basicos estables, y grupo labiles de 4cido.

Los péptidos mas largos pueden sintetizarse mediante conjuncién de péptidos
sintéticos individuales usando la unién quimica nativa. Alternativamente, los péptidos
sinteticos mas largos se pueden sintetizar mediante técnicas de ADN recombinante bien
conocidas. Tales técnicas se proporcionan en manuales estandar bien conocidos con
protocolos detallados. Para construir un gen que codifica un péptido de esta invencion, la
secuencia de aminodcidos se traduce inversamente para obtener una secuencia de dcido
nucleico que codifica la secuencia de aminoécidos, de preferencia con codones que son
Optimos para el organismo en el que el gen se va a expresar. A continuacidn, se hace un gen
sintético, tipicamente mediante la sintesis de oligonucledtidos que codifican el péptido y
cualesquiera elementos reguladores, en caso necesario. El gen sintético se inserta en un
vector de clonacion adecuado y se transfecté en una célula huésped. El péptido se expresa
después bajo condiciones adecuadas apropiadas para el sistema de expresion seleccionado y
del huesped. El péptido se purifica y caracteriza por métodos estandar.

Pueden sintetizarse péptidos con un gran rendimiento, de manera combinatoria, por
ejemplo, mediante la utilizacién de un sintetizador combinatorio de canal multiple de alta
produccion disponible de Advanced Chemtech.

Los enlaces peptidicos se pueden sustituir, por ejemplo, para aumentar la estabilidad
fisiolégica del péptido, mediante: uniones retro inversas (C (O)-NH); una unién amida
reducida (NH-CH>); una union tiometileno (S-CHz or CH»>-S); una unién oxometileno (O-
CH: or CH»2-0); una uniénde etileno (CH2-CH3); una unién tioamida (C (S)-NH); una
unién trans-olefina (CH = CH); una unién de fluor a una sustituida trans-olefina (CF =
CH); una unién cetometileno (C (O)-CHR) o CHR-C (O) enlaque R es Ho CH 3, y una
unién fluoro- cetometileno (C (O)-CFR o CFR-C (O)enlaque Res Ho Fo CH 3.

Los péptidos se pueden modificar adicionalmente por: acetilacién, amidacidn,
biotinilacion, cinamoilacidn, farnesilacion, fluoresceinacion, formilacion, miristoilacion,

palmitoilacidn, fosforilacion (Ser, Tir o Thr), estearoilacion, succinilacién y sulfurilacion.
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Como se indicé anteriormente, los péptidos pueden conjugarse con, por ejemplo,
polietilenglicol (PEG); grupos alquilo (por ejemplo, C1-C20 grupos alquilo lineales o
ramificados); radicales de dcidos grasos, y combinaciones de los mismos.

En algunos casos, los péptidos se pueden purificar mediante cualquier método
conocido en la técnica para la purificacion de una molécula de inmunoglobulina, por
ejemplo, por cromatografia (por ejemplo, intercambio i6nico, afinidad, particularmente por
afinidad de las Proteinas A o Proteina G de los antigenos especificos, y cromatografia en
columna de tamaio), centrifugacion, solubilidad diferencial, o por cualquier otra técnica
estdndar para la purificacion de proteinas. Ademads, los anticuerpos de la presente
invencién o fragmentos de los mismos pueden fusionarse con secuencias de polipéptidos
heter6logos (referenciadas en este documento como "marcadores") revelados anteriormente
o conocidos de otro modo en la técnica para facilitar la purificacién.

A manera de ejemplo, no limitativo, una descripcion general de los métodos se

muestra en FIG.21. Orden no estd implicito.

Métodos de uso

En algunos casos, las revelaciones proporcionan métodos de tratamiento que
incluyen administrar a un sujeto una composicion revelada en este documento.

Los métodos proporcionados en este documento son métodos para tratar y/o
prevenir el cancer o sintomas de cancer en un sujeto que consiste en administrar al sujeto
una cantidad terapéuticamente efectiva de una composicion que contiene un péptido que se
une inmunoespecificamente a la proteina A relacionada con el MHC clase I (MICA), en el
que el péptido contiene regiones determinantes de la complementariedad (CDR) 3 de V i
del anticuerpo ID 1, 6, 7, 8 0 9 mostrado en la Tabla 1, teniendo 5 0 menos sustituciones de
aminodcidos conservados, y CDR3 de V 1. del anticuerpo ID 1, 6, 7, 8 0 9 mostrado en la
Tabla 1, teniendo 5 0 menos sustituciones de aminodcidos conservados. En algunas
realizaciones, el cdncer es un cancer asociado con la sobreexpresion de MICA. En algunas
realizaciones, el cancer es melanoma, de pulmoén, de mama, de riiién, de ovario, de
prostata, de pancreas, gastrico, y el carcinoma de colon, linfoma o leucemia. En algunas
realizaciones, el cancer es melanoma. En algunas realizaciones, el cancer es un tumor de

células plasmadticas, por ejemplo, mieloma multiple (MM) o condicién pre-maligna de las
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células plasmdticas. En algunas realizaciones, el sujeto ha sido diagnosticado como que
tiene un cancer o como si estuviera predispuesto al céncer.

En algunos casos, las revelaciones proporciona métodos para tratar y/o prevenir el
cancer o sintomas de cancer en un sujeto que consiste en administrar al sujeto una cantidad
terapéuticamente eficaz de una composicién que contiene un anticuerpo aislado que se une
especificamente a la proteina A relacionada con el MHC clase I (MICA), en el que el
anticuerpo contiene una region hipervariable de la cadena pesada (VH) que contiene el VH
CDRI1, VH CDR2 y VH CDR3 como se muestra en la secuencia VH de la SEC ID NO: 11,
149, 168, 186, 0 204 y una regién hipervariable de la cadena liviana (VL) secuencia de la
SEC ID No: 4, 151, 170, 189, o0 206.

También se proporcionan en este documento métodos para tratar y/o prevenir el
cancer o sintomas de cancer en un sujeto que consiste en administrar al sujeto una cantidad
terapéuticamente eficaz de un péptido que se une inmunoespecificamente a la
angiopoyetina, en el que el péptido contiene regiones determinantes de la
complementariedad (CDR) 3 de VH del anticuerpo ID 2, 3,4 0 5 o 10 mostrado en la Tabla
1, teniendo 5 o menos sustituciones de aminoacidos conservados, y CDR3 de VL del
anticuerpo ID 2, 3, 4 0 5 mostrado en la Tabla 1, teniendo 5 0 menos sustituciones de
aminodcidos conservados. En algunas realizaciones, el cdncer es un cdncer asociado con la
sobreexpresion de MICA. En algunas realizaciones, el cincer es melanoma, de pulmén, de
mama, de rifién, de ovario, de préstata, de pancreas, gastrico, y el carcinoma de colon,
linfoma o leucemia. En algunas realizaciones, el cancer es melanoma. En algunas
realizaciones, el cdncer es un tumor de células plasmaticas, por ejemplo, mieloma multiple
(MM) o condicién pre-maligna de las células plasmaticas. En algunas realizaciones, el
sujeto ha sido diagnosticado como que si tuviera un cancer o como si estuviera predispuesto
al cancer.

En algunos casos, las divulgacion proporciona métodos para tratar y/o prevenir el
cancer o sintomas de cdncer en un sujeto que consiste en administrar al sujeto una cantidad
terapéuticamente eficaz de una composicidén que contiene un anticuerpo aislado que se une
especificamente a la angiopoyetina (por ejemplo, angiopoyetina-2) , en el que el anticuerpo
contiene una region hipervariable de la cadena pesada (VH) que contiene el VH CDR1, VH

CDR2 y VH CDR3 como se muestra en la secuencia VH de la SEC ID NO: 20, 38, 56, 74,
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222 y una secuencia (VL) de la region hipervariable de la cadena liviana de la SEC ID No:
29, 47, 65, 83, 0 224.

Los sintomas del cancer son bien conocidos para los expertos en la técnica e
incluyen, sin limitacion, caracteristicas inusuales de lunares, un cambio en la apariencia de
un lunar, incluyendo la asimetria, borde, el color y/o el didmetro, un 4rea de la piel recién
pigmentada, un lunar anormal, drea oscura bajo las ufias, ndédulos en los senos, cambios en
el pezon, quistes mamarios, dolor de pecho, muerte, pérdida de peso, debilidad, fatiga
excesiva, dificultad para comer, pérdida de apetito, tos cronica, empeoramiento de la
dificultad para respirar, tos con sangre, sangre en la orina, sangre en las heces, nduseas,
vomitos, metéstasis hepaticas, metdstasis pulmonares, metastasis dseas, llenura abdominal,
distension, liquido en la cavidad peritoneal, hemorragia vaginal, constipacion, distension
abdominal, perforacion del colon, peritonitis aguda (infeccién, fiebre, dolor ), dolor,
vomitos con sangre, sudor intenso, fiebre, presion arterial alta, anemia, diarrea, ictericia,
mareos, escalofrios, espasmos musculares, las metastasis de colon, metdstasis pulmonares,
metastasis en la vejiga, metéstasis hepdticas, metdstasis 6seas, metastasis renales y
metastasis pancredtica, dificultad para tragar, y similares.

Los métodos revelados en este documento se pueden aplicar a una amplia gama de
especies, por ejemplo, seres humanos, primates no humanos (por ejemplo, monos),
caballos, vacas, cerdos, ovejas, ciervos, alces, cabras, perros, gatos, mustélidos, conejos,
cerdos de guinea, hamsters, ratas, y ratones.

Los términos "tratar" o "tratamiento", como se usan aqui, se refiere a alivio,
inhibicién, mejora, y/o alivio parcialmente o completamente de la enfermedad o condicion
de la que el sujeto estd sufriendo. En algunos casos, el tratamiento puede resultar en la
ausencia continuada de la enfermedad o condicién de la que el sujeto estd sufriendo.

En general, los métodos incluyen la seleccién de un sujeto en riesgo de o con una
condicién o enfermedad. En algunos casos, la condicion del sujeto o de la enfermedad se
pueden tratar con una composicion farmacéutica descrita en este documento. Por ejemplo,
en algunos casos, los métodos incluyen la seleccién de un sujeto con cancer, por ejemplo,
en el que el cancer del sujeto puede ser tratado mediante la marcacién de uno o ambos

MICA y/o angiopoyetina-2.
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En algunos casos, los métodos de tratamiento pueden incluir una administracion
Unica, multiples administraciones, y la administracion repetida como se requiere para la
profilaxis o tratamiento de la enfermedad o condicion de la que el sujeto estd sufriendo. En
algunos casos los métodos de tratamiento pueden incluir la evaluacion de un nivel de
enfermedad en el sujeto antes del tratamiento, durante el tratamiento, y/o después del
tratamiento. En algunos casos, el tratamiento puede continuar hasta que se detecta una
disminucién en el nivel de enfermedad en el sujeto.

Los términos "administrar", "el administrar" o "administracién", como se usa aqui,
se refiere a la implantacidn, absorcion, ingestion, inyeccién o inhalacién, el péptido de la
invencion, independientemente de la forma. En algunos casos, uno o més de los péptidos
revelados en el presente documento pueden administrarse a un sujeto por via tépica (por
ejemplo, nasal) y/o por via oral. Por ejemplo, los métodos de la presente invencion
incluyen la administracion de una cantidad efectiva del compuesto o composicion de
compuesto para lograr el efecto deseado o afirmado. La dosificacion especifica y
regimenes de tratamiento para cualquier paciente particular dependerdn de una variedad de
factores, incluyendo la actividad del compuesto especifico empleado, la edad, peso
corporal, estado de salud general, sexo, dieta, tiempo de administracion, tasa de excrecion,
combinacién del medicamento, la gravedad y curso de la enfermedad, condicion o
sintomas, la disposicion del paciente a la enfermedad, condicién o sintomas, y el juicio del
médico tratante.

Después de la administracion, el sujeto puede ser evaluado para detectar, evaluar, o
determinar su grado de enfermedad. En algunos casos, el tratamiento puede continuar hasta
que se detecta un cambio (por ejemplo, reduccion) en el nivel de enfermedad en el sujeto.

Tras la mejora de la condicién del paciente (por ejemplo, un cambio (por ejemplo,
reduccidén) en el nivel de enfermedad en el sujeto), una dosis de mantenimiento de un
compuesto, composicion o combinacion de esta invencion se puede administrar, si es
necesario. Posteriormente, la dosis o frecuencia de administracion, o ambas, pueden
reducirse, en funcion de los sintomas, a un nivel en el que la mejora de la condicién es
mantenida. Los pacientes pueden, sin embargo, requerir un tratamiento intermitente a largo

plazo tras cualquier recurrencia de los sintomas de la enfermedad.

60



10

15

20

25

30

En algunos casos, las revelaciones proporcionan métodos para detectar células
inmunes, por ejemplo, células B y/o células B de memoria, de un sujeto humano. Tales
métodos se pueden utilizar, por ejemplo, para supervisar los niveles de células inmunitarias,
por ejemplo, células B y/o células B de memoria, en un sujeto humano, por ejemplo,
después de un evento. Los ejemplos de eventos pueden incluir, pero no se limitan a, la
deteccion de enfermedades, la infeccidn, la administracién de una composicién terapéutica
descrita en este documento, la administracién de un agente terapéutico o régimen de
tratamiento, la administraciéon de una vacuna, la induccién de una respuesta inmune. Tales

métodos pueden ser utilizados clinicamente y/o para la investigacion.

EJEMPLOS:

La invencion se describe adicionalmente en los siguientes ejemplos, que no limitan
el alcance de la invencidn descrita en las reivindicaciones.

Los métodos se describen en el presente documento que permiten la deteccién
sensible, especifica, y la deteccion confiable de las células B de memoria raras o alteradas,
con especificidad definida del antigeno, a partir de cantidades limitadas de sangre
periférica. Los métodos permiten la visualizacion y el aislamiento de las células B de
memoria de meses a aflos después de que el antigeno se sido depurado.

La comprobacién del principio para los métodos dados a conocer en el presente
documento se estableci6 utilizando tetrameros de los fragmentos C de la toxina tetdnica
(TTCF), como se reporta en detalle en Franz y otros. (Blood, 118 (2): 348-357 (2011)),
cuya referencia se incorpora en la presente como referencia en su totalidad.

El TTCF (es decir, el fragmento C-terminal de TTCEF, no téxico, de 52 kDa) fue
seleccionado como un antigeno modelo porque la mayoria de las personas han sido
vacunadas con toxoide tetdnico y los titulos de anticuerpos IgG persistentes son inducidos
por la vacuna (Amanna y otros ., N. Engl. J. Med., 357:1903-1915, 2007). En
consecuencia, el uso de TTCF proporcioné un gran ndmero de sujetos en los que los
métodos revelados en el presente documento pueden ser verificados. Un experto en la
técnica apreciard, sin embargo, que los presentes métodos se pueden adaptar para incluir
cualquier antigeno relacionado a enfermedad utilizando técnicas de rutina. Como se

demuestra en los ejemplos a continuacidn, tal adaptacion se ha demostrado a través de la
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adquisicion de anticuerpos dirigidos contra MICA y la angiopoyetina-2, que son antigenos

relacionados con el cancer.

Ejemplo 1: Expresion de antigenos y Formacion del Tetramero

Como se describe con més detalle a continuacién, el TTCF se expresé en
Escherichia coli y en un sitio BirA fue unido al extremo N-terminal para la mono-
biotinilacion sitio especifica por la enzima BirA. Un enlazador flexible se coloca entre la
proteina y el sitio de biotinilacién para evitar el impedimento estérico de la unién del
anticuerpo. El TTCF se purificé mediante cromatografia de intercambio aniénico,
biotininilado con BirA, y separado de biotina libre y BirA por cromatografia de filtracion
en gel. Los tetrameros TTCF fueron generados mediante la incubacién de estreptavidina
marcada fluorescentemente con el antigeno TTCF biotinilado en una relaciéon molar de 1:4.
Estos tetrdmeros se utilizaron junto con un panel de mAbs para la identificacién de células
B de memoria especificas de toxoide tetdnico.

El TTCF fue clonado en pET-15b (Novagen). La expresion de la proteina se indujo
en Escherichia coli BL21 (DE3) con 1 mM isopropil B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG)
durante 4 horas a 28 ° C. Las células se lavaron, se lisaron, y se recogio el sobrenadante
resultante. El TTCF se purificé utilizando una columna de afinidad HIS-Select (Sigma). El
marcador His se removio proteoliticamente. El dominio proximal de membrana CD80 de
murino fue producido utilizando métodos similares. Las proteinas fueron mono-
biotiniladas. Para ciertos experimentos, la moléculas colorantes de Alexa-488 (Sondas
Moleculares) se relacionaron con aminas primarias en el TTCF biotinilado o CD80.

Tetrameros de antigeno se prepararon mediante la incubacién del antigeno
biotinilado con estreptavidina marcada PE de grado premium (Sondas Moleculares) durante
al menos 20 minutos en hielo en una relacién molar de 4:1. Antes de su uso, las
preparaciones de tetrdmeros se centrifugaron para eliminar los agregados. En algunos
experimentos, tetrdmeros se formaron con antigenos marcados de Alexa-Fluor-488 y

estreptavidina no fluorescente en una tasa de 4:1.

Ejemplo 2: Métodos de Identificacion
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Los métodos se realizaron como se describe en Franz y otros., Blood, 118 (2): 348-
357 (2011).

Las células fueron ordenadas en un clasificador de células BD FACS Aria II. Las
células fueron clasificadas en células tnicas. Las muestras fueron primero diferenciadas en
células CD19 * que fueron negativas para un panel de marcadores de exclusion (CD3,
CD14, CD16, 7TAAD) entonces encerradas en plasmablastos, identificadas por los altos
niveles de CD27 y un nivel inmediato de la expresién de CD19, y, finalmente, en tetrdmero
de células * CD19 *.

Debido a la baja frecuencia de células B de memoria, fue necesario reducir
cuidadosamente el fondo tanto como fuera posible. Las células B se enriquecieron primero
por seleccion negativa (coctel de anticuerpos a CD2, CD3, CD14, CD16, CD56 y
glicoforina A) para remover la mayoria de las células que podrian unirse de forma no
especifica al tetrdmero. Las células enriquecidas fueron divididas en partes iguales y
tefiidas con TTCF o un tetrdmero de control seguido por la marcacién con CD19, CD27 e
IgM para seleccionar especificamente las células B de memoria con recombinacion del
cambio de clase. La estrategia de diferenciacion consideraba la expresion de CD19, la falta
de marcacién con un panel de marcadores de exclusiéon (CD3, CD14, CD16, 7TAAD),
expresion del marcador CD27 de memoria y la falta de expresion de IgM como evidencia
de cambio de clase. La tincion de tetrimero se representd graficamente frente a la tincién
CD27 para la visualizacién de células B de memoria con la especificidad del antigeno de
interés. Las células B de tetrdmero positivas fueron directamente clasificadas en tiras de
PCR que contienen 3 pl de tampdn de extraccion de ARNm.

Los tubos se mantienen frios durante la clasificacion y las células clasificadas
fueron congeladas y almacenadas a -80 ° C. Las células B-IgM CD19 + CD27 se utilizaron
como controles positivos.

Como previamente se reportd un protocolo de PCR en nido se utilizé para
amplificar segmentos hipervariables de cadena pesada y liviana (Wang y otros., J.
Immunol. Methods., 244:217-225, 2000). La amplificacién de ARNm se llev a cabo bajo
condiciones adecuadas para minimizar la contaminacion. Los cebadores utilizados fueron:

TAATACGACTCACTATAGGTTCGGGGAAGTAGTCCTTGACCAGG (SEC ID
NO: 91);
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TAATACGACTCACTATAGGGATAGAAGTTATTCAGCAGGCACAC (SEC
ID NO: 92);

TAATACGACTCACTATAGGCGTCAGGCTCAGRTAGCTGCTGGCCGC (SEC
ID NO: 93).

PCR-TR anidada se realiz6 como se describe en Franz y otros., Blood, 118 (2): 348-
357 (2011).

Se incluyeron controles negativos para monitorizar y proteger contra la
contaminacion. De un total de 35 células individuales marcadas con el tetramero TTCF, 32
segmentos de cadena pesada y 30 segmentos de cadena liviana se amplificaron y
secuenciados directamente de los productos de PCR purificados en gel, correspondiente a
una eficiencia global de PCR de 89%. El andlisis de secuencia revel6 que las células de
tetramero * TTCF emplearon una variedad de distintos segmentos de genes VuD-Jg, sin
predominio de un segmento de gen particular. Las secuencias observadas sostienen que los
clones representaban células diversificadas por hipermutacién somética.

La produccién y purificacion de anticuerpos incluyen la clonacién de dominios
hipervariables de ADN de cadena pesada y liviana en vectores de expresion separados
pcDNA3.3 que contienen la secuencia del péptido sefal de prolactina bovina, asi como los
dominios constantes de cadenas pesadas o livianas kappa de longitud completa [gG1. Los
anticuerpos se expresaron en medio de CHO-S (Invitrogen), suplementado con 8 mM
Glutamax (Gibco) en matras de agitaciéon de 100 ml a 37 ° C con 8% de CO > .Un dia antes
de la transfeccidn, las células se dividieron a 6x10 > células / ml. En el dia de la
transfeccion, las células se ajustaron, y fue necesario a, a 1x10 © células / ml. Los 25 ug de
plasmido de cadena pesada y liviana de ADN fueron co-transfectados usando el reactivo de
transfeccion MAX (Invitrogen) y las células transfectadas se cultivaron durante 6-8 dias. La
proteina se obtuvo utilizando microesferas de Sepharose de Proteina G y el anticuerpo se
eluy6 utilizando 100 mM de glicina a pH 2,5 y se separ6 de las microesferas utilizando
tubos de centrifugado Spin-X. El anticuerpo purificado se intercambi6 en tampdn fosfato
salino (PBS) usando columnas de Micro Bio-spin (BioRad). La concentracién de proteina
se evalu6 mediante la absorbancia a 280 nm.

Para el ensayo de unién de saturacion, no biotinilado, el TCCF purificado MonoQ

fue marcado con europio y se removio el europio libre. Los platos de fondo plano de 96
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pozos se recubrieron durante la noche con 20 ng del anticuerpo por pozo en tampén de 100
mM de NaHCOs3 a Ph 9.6. El bloqueo se realizé con tampdn de ensayo suplementado con
albimina de suero bovino (BSA) y gamma globulinas de especie bovina. El TTCF-europio
se diluyo6 en tamp6n de ensayo (100 nM a 4 pM) y se adicionaron 200ul por pozo en
triplicado. Los platos se incubaron durante 2 horas a 37 ° C y se lavaron tres veces con
200ul de tamp6n de lavado (50 mM de Tris pH 8, 150 mM de NaCl, 20 uM de EDTA,
0,05% de Tween). La solucién de mejoramiento de 100 pl solucién de mejora | se adiciond
a cada pozo y los conteos fluorescentes medidos utilizando un lector de platos Victor * a
615 nm.

Las secuencias de los dominios hipervariables de la cadena pesada y liviana se
analizaron utilizando IMGT / V-Quest y JIONSOLVER sofware. Los datos de citometria
de flujo se evaluaron utilizando el software de anélisis FlowJo. Los andlisis estadisticos se
realizaron utilizando el software GraphPad Prism 5 utilizando el test-t no pareado. Para
determinar los valores de anticuerpos K p, los datos de unién de saturacion se ajustaron

utilizando el software GraphPad Prism 5 mediante andlisis de regresion no lineal.

Ejemplo 3: La multimerizacion mejora la identificacion de las células B de memoria

Los TTCF tetramérico y monomérico fueron comparados. El TTCF fue marcado
fluorescentemente con Alexa-488 y después utilizado en forma monomérica o fue
convertido en un tetrdmero utilizando estreptavidina no marcada (véase mas arriba). Las
células B enriquecidas se incubaron a continuacién con TTCF-Alexa-488 tetramérico o
monomérico a la misma concentracién. La proteina de control (dominio proximal de
membrana CD80) se marc6 de la misma manera y también se utiliza como un tetradmero.

Como se representa en FIGs.22A y 22B, algunas células B de memoria marcadas
con TTCEF, pero las frecuencias identificadas con tetrdmero fueron sustancialmente mas
largas (1.6 a 7.3 veces) utilizando células de tres donantes. En uno de los tres donantes de
células B de memoria TTCF especificos podrian ser detectados con el tetrdmero pero no
con el mondémero.

Estos resultados demuestran que los tetrameros del antigeno permiten la deteccion
sensible de células B de memoria basados en la especificidad antigénica de sus BCR, a

pesar de ser muy raras tales células en la sangre periférica. Las células B de memoria con
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recombinacion del cambio de clase especificas para TTCF fueron marcadas con brillo por
el antigeno TTCF tetramerico adecuado, mientras que la marcacion basal con tetrdmero de

control fue consistentemente baja.

Ejemplo 4: Método / Validacion del Anticuerpo

Los anticuerpos completamente humanos fueron generados mediante la unién a
regiones constantes de cadenas pesadas de IgG y cadenas kappa a segmentos hipervariables
aislados a través de PCR de solapamiento. Los anticuerpos se expresaron en un sistema
expresion transitoria libre de suero mamifero utilizando células de CHO-S durante un
periodo de 6-8 dias. Los anticuerpos se purificaron utilizando proteina G y cromatografia
de filtracién en gel.

Como muestra la FIG.23, los anticuerpos aislados de plasmablastos TTCF
especificos mostraron altas afinidades de union al antigeno TTCF, con una Kp de 2,2 nM
(TTCF Ab 1) y 323 pM (TTCF Ab 2) (FIG. 23B. Los anticuerpos aislados a partir de
células B de memoria también mostraron altas afinidades de unién, con Kp de 382 pM, 228
pM, y 1,4 nM, para otros anticuerpos (TTCF Abs 3, 4, y 5) (FIG. 23B).

Estos datos apoyan la especificidad de los métodos revelados en este documento.
Ademais, la especificidad de los métodos del presente documento se demostré por la
construccién de cinco anticuerpos anti-TTCF de tres donantes diferentes, todos los cuales
unian a TTCF con altas afinidades.

Los datos aqui también demuestran que los tetrdmeros del antigeno permiten la
deteccion sensible de las células B de memoria mucho después de la depuracion del

antigeno del hospedero.

Ejemplo 5: Obtencion de anticuerpos anti-MICA

Los anticuerpos que se une inmunoespecificamente a MICA fueron desarrollados
utilizando los métodos del presente documento.

Brevemente, el antigeno MICA (UniGene Hs.130838) se expres6 con un marcador
BirA C-terminal (GLNDIFEAQKIEWHE (SEC ID NO: 238)), que permite mono-
biotinilacion del antigeno. El antigeno se tetrameriz6 con estreptavidina (SA) marcada con

R-ficoeritrina (PE) a una proporcion molar de 4 MICA: 1 SA. Las células mononucleares
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de sangre periférica se obtuvieron a partir de pacientes con melanoma en estadio avanzado
que habian sido vacunados con células tumorales autélogas traducidas con un vector de
expresion de GM-CSF (GVAX) (PNAS 103: 9190, 2006), y posteriormente tratados con el
anticuerpo anti-CTLA-4 ipilimumab (YERVOY ™ (disponible de Bristol Myers Squib)).
Las células mononucleares de sangre periférica se descongelaron rapidamente, lavadas y
resuspendidas a 5x10 ¢ en tampén fosfato salino (pH 7,2) enriquecido con 2% de suero de
ternero fetal y se tifieron con aproximadamente 0.1ug/ml de tetrdmero durante 30 minutos
en hielo. Se afadieron anticuerpos para identificar las células B de memoria con
recombinacién del cambio de clase (CD19 * CD27 * e IgM “-Un panel de anticuerpos de
exclusién que marca las células T, células asesinas naturales, marcrofagos y células muertas
fueron incluidas para reducir la tincién de los tetrdmeros basales (CD3, CD14, CD16, 7-
AAD). Las células B individuales que unidas al tetramero MICA se clasificaron en tiras de
PCR de 8 tubos utilizando el BD FACS Aria II. El receptor de células B (BCR) ARNm fue
amplificado utilizando un kit comercial de Epicentre Biotechnologies (niimero de catdlogo:
MBCL90310) utilizando cebadores especificos de genes mostrados a continuacion:

Amplificacion de mRNA

IgG-T7: AATACGACTCACTATAGGTTCGGGGAAGTAGTCCTTGACCAGG
(SEC ID NO: 94)

Kappa-T7:
TAATACGACTCACTATAGGGATAGAAGTTATTCAGCAGGCACAC (SEC ID NO:
95)

Lambda-T7:
TAATACGACTCACTATAGGCGTCAGGCTCAGRTAGCTGCTGGCCGC (SEC ID
NO: 96)

PCR Uno

VHL-1: TCACCATGGACTG (C/ G) ACCTGGA (SEC ID NO: 97)

VHL -2: CCATGGACACACTTTG (C/T) TCCAC (SEC ID NO: 98)

VHL -3: TCACCATGGAGTTTGGGCTGAGC (SEC ID NO: 99)

VHL -4: AGAACATGAAACA (C/T) CTGTGGTTCTT (SEC ID NO: 100)

VHL -5: ATGGGGTCAACCGCCATCCT (SEC ID NO: 101)

VHL -6: ACAATGTCTGTCTCCTTCCTCAT (SEC ID NO: 102)
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VkI-1: GCTCAGCTCCTGGGGCTCCTG (SEC ID NO: 103)

VkI-2: CTGGGGCTGCTAATGCTCTGG (SEC ID NO: 104)

VkI-3: TTCCTCCTGCTACTCTGGCTC (SEC ID NO: 105)

Vkl-4: CAGACCCAGGTCTTCATTTCT (SEC ID NO: 106)

VIL-1: CCTCTCCTCCTCACCCTCCT (SEC ID NO: 107)

VIL-2: CTCCTCACTCAGGGCACA (SEC ID NO: 108)

VIL-3: ATGGCCTGGA (T /C) C (C/G) CTCTCC (SEC ID NO: 109)

Cgll: GCCAGGGGGAAGAC (C/G) GATG (SEC ID NO: 110)

CkII: TTTCAACTGCTCATCAGATGGCGG (SEC ID NO: 111)

CII: AGCTCCTCAGAGGAGGG (C/T) GG (SEC ID NO: 112)

PCR Dos

VH-1: CAGGT (G / C) CAGCTGGT (G / A) CAGTC (SEC ID NO: 113)
VH-2: CAG (A /G) TCACCTTGAAGGAGTC (SEC ID NO: 114)

VH-3: (G /C) AGGTGCAGCTGGTGGAGTC (SEC ID NO: 115)

VH-4: CAGGTGCAGCTGCAGGAGTC (SEC ID NO: 116)

VH-5: GA (G / A) GTGCAGCTGGTGCAGTC (SEC ID NO: 117)

VH-6: CAGGTACAGCTGCAGCAGTC (SEC ID NO: 118)

Vk-1: CG (A/C) CATCC (A/G) G (A/T) TGACCCAGT (SEC ID NO: 119)
Vk-2: CGAT (A / G) TTGTGATGAC (C/T) CAG (SEC ID NO: 120)

Vk-3: CGAAAT (T/ A) GTG (T/ A) TGAC (G/ A) CAGTCT (SEC ID NO: 121)
Vk-4: CGACATCGTGATGACCCAGT (SEC ID NO: 122)

VI1-1: CCAGTCTGTGCTGACTCAGC (SEC ID NO: 123)

V1-2: CCAGTCTGCCCTGACTCAGC (SEC ID NO: 124)

V1-3: CTCCTATGAGCTGAC (T / A) CAGC (SEC ID NO: 125)

CglIl: GAC (C/ G) GATGGGCCCTTGGTGGA (SEC ID NO: 126)

CkIII: AAGATGAAGACAGATGGTGC (SEC ID NO: 127)

CIII: GGGAACAGAGTGACCG (SEC ID NO: 128)

Los cebadores y condiciones de ciclaje de PCR utilizados en la PCR uno y PCR dos

son adaptaciones de Wang y Stollar y otros. (journal of immunological methods 2000).

Un conjunto de cebadores mas delante de la region hipervariable alterna de cadena

pesada fue desarrollado para cubrir secuencias de regiones hipervariables de cadena pesada
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potencialmente no cubiertas adecuadamente por el conjunto de cebadores mencionado
anteriormente. Se generaron los siguientes cebadores alternos:
PCR Uno
VHL1-58: TCACTATGGACTGGATTTGGA (SEQ ID NO:129)
VHL2-5: CCATGGACA(C/T)ACTTTG(C/T)TCCAC (SEQ ID NO:130)
VHL3-7: GTAGGAGACATGCAAATAGGGCC (SEQ ID NO:131)
VHL3-11: AACAAAGCTATGACATATAGATC (SEQ ID NO:132)
VHL3-13.1: ATGGAGTTGGGGCTGAGCTGGGTT (SEQ ID NO:133)
VHL3-13.2: AGTTGTTAAATGTTTATCGCAGA (SEQ ID NO:134)
VHL3-23: AGGTAATTCATGGAGAAATAGAA (SEQ ID NO:135)
VHLA4-39: AGAACATGAAGCA(C/T)CTGTGGTTCTT (SEQ ID NO:136)
VHL4-61: ATGGACTGGACCTGGAGCATC (SEQ ID NO:137)
VHL-9: CCTCTGCTGATGAAAACCAGCCC (SEQ ID NO:138)
PCR Dos
VHI1-3/18: CAGGT(C/T)CAGCT(T/G)GTGCAGTC (SEQ ID NO:139)
VH1-45/58: CA(A/G)ATGCAGCTGGTGCAGTC (SEQ ID NO:140)
VH2-5: CAG(A/G)TCACCTTGA(A/G)GGAGTCTGGT (SEQ ID NO:141)
VH3-9/23/43: GA(A/G)GTGCAGCTG(T/G)TGGAGTC (SEQ ID NO:142)
VH3-16: GAGGTACAACTGGTGGAGTC (SEQ ID NO:143)
VH3-47: GAGGATCAGCTGGTGGAGTC (SEQ ID NO:144)
V4-34: CAGGTGCAGCTACAGCAGTG (SEQ ID NO:145)
V4-30-2/ 39: CAGCTGCAGCTGCAGGAGTC (SEQ ID NO:146)
VH7-4-1: CAGGTGCAGCTGGTGCAATC (SEQ ID NO:147)

Brevemente, ADNc 2UL generados a través de la amplificacion de RNAm se utiliz6
como molde para la primera ronda de PCR, con las siguientes condiciones de ciclaje: 3
ciclos de preamplificacion (94 ° C/45 segundos, 45 ° C/45 segundos, 72 © C/105 segundos),
30 ciclos de amplificacién (94 °© C/45 segundos, 50 © C/45 segundos, 72 ° C/105 segundo);
10 minutos de extensidn final a 72 ° C.
El 3ul de la primera ronda del producto de PCR sirvi6 como molde para la segunda

ronda de PCR anidada. Las mismas condiciones de ciclajes fueron utilizados para la
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primera ronda de PCR, pero los 3 ciclos de preamplificacion se omitieron. Ambos pasos de
PCR se realizaron mediante el uso de clonado de la Pfu clonada de la AD polimerasa
(Agilent Technologies). Los productos de PCR se separaron en geles de agarosa al 1% y los
productos de 300-400 nucleétidos de tamaiio aislados con el uso de kit de recuperacion de
ADN en gel Zymoclean (Zymo Research). La secuenciacion se realizé mediante el uso de
de cebadores utilizados de inicio y reverso para la segunda ronda de PCR anidada inversa.
Una PCR anidada de dos pasos amplifica los dominios hipervariables de BCR de cadenas
pesadas y livianas (ver arriba). Las células mononucleares de sangre periférica se
obtuvieron a partir de pacientes con melanoma de etapa avanzada quienes habian sido
vacunados con células tumorales autélogas traducidas con un vector de expresion de GM-
CSF (GVAX) (PNAS 103: 9190, 2006). Los anticuerpos se expresaron como anticuerpos
IgG1 de longitud completa en un sistema de expression transitorio de CHO-S.

La validacion del anticuerpo anti-MICA que se une a MICA se realizé utilizando
dos ensayos independientes basados en microesferas. El primer ensayo utiliza un kit de
ensayo basado de soluciones basados en microesferas comercialmente disponible y
disefiado para la deteccion de anticuerpos anti-MICA reactivos a una variedad de alelos de
MICA (One Lambda, nimero de catdlogo LSMICAQO1). Las concentraciones variables del
anticuerpo MICA se incubaron con microesferas, luego lavado, y se incub6 con un
anticuerpo anti-IgG humano conjugado con ficoeritrina. Después de una segunda etapa de
lavado, se analizaron las microesferas en un equipo Luminex. Un control negativo consistio
en la incubacion de las microesferas con anticuerpo anti-IgG humano conjugado con
ficoeritrina sola (sin anticuerpo anti-MICA). Un control positivo consistié en la incubacion
de las microesferas con un anticuerpo monoclonal anti-MICA/MICB (clon 6D4) disponible
comercialmente directamente conjugado con ficoeritrina (BioLegend catdlogo # 320906).
El segundo ensayo fue desarrollado internamente utilizando microesferas de poliestireno
conjugadas con estreptavidina. Las microesferas se recubrieron con la proteina MICA
monobiotinilada, y se incubaron con concentraciones variables del anticuerpo anti-MICA,
anticuerpo anti-TTCF (control negativo de isotipo), o anticuerpo anti-MICA/MICB
conjugado directamente con ficoeritrina (control positivo). Las microesferas incubadas con
anticuerpo anti-MICA o anticuerpo anti-TTCF se lavaron y después se incubaron con

anticuerpo anti-IgG humano conjugado con Alexa488. Para determinar la unién a las
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microesferas de fondo, se realiz6 la misma incubacién utilizando microesferas conjugadas
con estreptavidina no recubiertas con proteina MICA para la comparacion. Se analizaron
las microesferas para unirse a los anticuerpos en un citémetro de flujo FACScalibur.

Como se muestra en las FIGs. 24 y 25, los anticuerpos anti-MICA (MICA-Ab12 y
MICA-AB20) se unen con alta afinidad a MICA. La MICA-Ab20 corresponde al
anticuerpo anti-MICA ID-1 descrito en la Tabla 1.

Ejemplo 6: Anticuerpos anti-MICA

Anticuerpos adicionales anti MICA con propiedades bioldgicas clinicamente
relevantes fueron desarrollados utilizando los métodos del presente documento. Los
anticuerpos MICA-especificos reactivos a alelos comunes fueron identificados en pacientes
que habian recibido una vacuna contra el cancer celular (GM-CSF células cancerosas
traducidas, referidas como GVAX) y un anticuerpo ipilimumab que bloquea el receptor
inhibitorio CTLA-4 en las células T (YERVOY ™ (disponible de Bristol Myers Squib)).
Los tetrameros MICA se utilizaron luego para aislar las células B de las células
mononucleares de sangre periférica de pacientes con la mayor reactividad MICA en suero.
Las secuencias de cadena pesada y liviana se determinaron a partir de estas células B por
PCR de células individuales, como se indica en el Ejemplo 5. Este esfuerzo condujo a la
identificacién de anticuerpos que reconocen alelos comunes en la poblacion de América del
Norte.

El CM24002 Ab2 (anticuerpo anti-MICA ID-6 descrito en la Tabla 1) es un
anticuerpo aislado de un paciente con leucemia mieloide aguda (LMA) quienes
demostraron una respuesta clinica significativa a la terapia de combinacién GVAX +
ipilimumab y cuyo plasma reaccioné fuertemente con MICA. Las secuencias de
nucledtidos y aminodcidos de cadena liviana CM24002 Ab2 (FIGs. 30 y 31) y de la cadena
pesada (FIGs. 28 y 29) son mostradas, con las secuencias subrayadas CDR1, CDR2 y
CDR3. Un anticuerpo adicional con fuerte unién se obtuvo a partir del mismo paciente y se
marca como CM24002 Ab4 (anticuerpo anti-MICA ID-7 descrito en la Tabla 1). Las
secuencias de nucle6tidos y aminoécidos de cadena liviana CM24002 Ab4 (FIGs. 34 y 35)
y de la cadena pesada (FIGs. 23 y 32) son mostradas, con las secuencias subrayadas CDR1,

CDR2 y CDR3.
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El CM33322 Abl1 (anticuerpo anti-MICA ID-8 descrito en la Tabla 1) y el
CM33322 Ab29 (anticuerpo anti-MICA ID-9 descrito en la Tabla 1) son anticuerpos
aislados de un paciente con melanoma metastdsico quienes exhiben una respuesta a largo
plazo (> 15 afios) a la terapia de combinacion GVAX + ipilimumab. Las secuencias de
nucledtidos y aminodcidos de cadena liviana CM33322 Abl1 (FIGs. 38 y 39) y de la
cadena pesada (FIGs. 36 y 37) son mostradas, con las secuencias subrayadas CDR1, CDR2
y CDR3. Las secuencias de nucle6tidos y aminodcidos de cadena liviana CM33322 Ab29
(FIGs. 42 y 43) y de la cadena pesada (FIGs. 40 y 41) son mostradas, con las secuencias
subrayadas CDR1, CDR2 y CDR3. Debido a la respuesta clinica a largo plazo de este
paciente, estos anticuerpos son de particular interés.

Después de la identificacion inicial, la clonacién y la expresion de los anticuerpos
de interés, la especificidad de estos anticuerpos para diferentes alelos MICA se determiné
con un ensayo de microesferas de citometria. En pocas palabras, los alelos solubles y
recombinantes MICA 002, 008, 009 y MICB con un tnico sitio de biotinilacién BirA se
expresaron, purificaron, y capturaron en microesferas de estreptavidina. Los anticuerpos
anti-MICA indicados se incubaron a continuacion con las microesferas recubiertas con
MICA recombinante a diferentes concentraciones durante una hora, después se lavaron, y
se incubaron con un anticuerpo secundario anti-IgG humano marcado con FITC. Después
de una segunda etapa de lavado, la cuantificacién de la fluorescencia FITC unida a
microesferas se completé por citometria de flujo. Los alelos MICA 002, 008, 009, asi
como la proteina MICB relacionada fueron elegidos en funcién de su prevalencia en la
poblacién de América del Norte (FIG. 48). Los alelos MICA 002, 008, 009, asi como la
proteina MICB relacionada también fueron elegidos con base en su alta prevalencia en todo
el mundo en general. Es importante destacar que, CM24002 Ab2 y CM33322 Ab29 se
unieron fuertemente a todos los alelos MICA, asi como a MICB. Los otros dos anticuerpos
unidos a un subconjunto de alelos: CM24002 Ab4 unidos altamente a MICA * 009 y
MICB, y CM33322 Abl1 unidos altamente a MICA * 002, MICA * 008, y MICB.
(FIGs.48A-F). La especificidad se document6 mediante el uso de un anticuerpo de control
humano negativo generado con la misma tecnologia (especifico para el fragmento toxoide

tetdnico C-terminal, TTCF) y un anticuerpo de control positivo para MICA (un anticuerpo
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murino comercial de BioLegend dirigido contra MICA). Estos estudios identificaron

CM24002 Ab2 y CM33322 Ab29 como candidatos potenciales para la aplicacion clinica.

Ejemplo 7: Union de Anticuerpos Anti-MICA a Células Tumorales Aut6logas

La capacidad del anticuerpo anti-MICA aislado CM24002 Ab2 de unirse a células
tumorales autélogas se examind por citometria de flujo (FIG. 49). La médula 6sea obtenida
del paciente CM24002 fue probada para determinar la unién a las células tumorales
mediante CM24002 Ab2. Las células tumorales fueron luego identificadas a partir de la
muestra de médula 6sea como células CD33 + CD34 +. Las células tumorales fueron
tefiidas con 10 pg/ml con anticuerpo anti- MICA CM24002 Ab2, control positivo de
anticuerpos MICA comercial (BioLegend) o un anticuerpo de control negativo (TTCF
especifico). Como se muestra en FIG.49, CM24002 Ab2 fuertemente unido a estas células.
CM24002 Ab2 no mostr6 unidn a células no tumorales (CD16 + y las células CD3 +) y
s6lo hubo una unién basal a las células CD14 +, que demuestra la especificidad anti

tumoral (datos no mostrados).

Ejemplo 8. Inhibicion del Anticuerpo Anti-MICA de receptor NKG2D en las células
NK.

La capacidad del anticuerpo anti-MICA aislado CM24002 Ab2 para evitar la
disminucién de la actividad de su receptor afin mediada por el MICA soluble, NKG2D se
examina. El suero de paciente CM24002 se utiliz6 a una dilucién 1:10 y se incub6 con
células NK humanas por un periodo de 48 horas. El CM24002 Ab2 (concentracién de
10pg/ml), control positivo de anticuerpos MICA comercial (BioLegend) o un anticuerpo de
control negativo (TTCF especifico) fueron afiadidos a estos cultivos. La expresion de
NKG2D se evalu6 por citometria de flujo en 48h (FIG. 50). El suero del paciente
CM24002 de expresion fuertemente regulada a la baja de NKG2D (por lo tanto
inhabilitando asi la funcién de este receptor). E1 CM24002 Ab2 y el anticuerpo MICA de
control positivo parcialmente restaurado a la expresion de superficie de NKG2D por las
células NK. Para demostrar la especificidad, se repiti6 el experimento anterior mediante la
incubacién de las células con MICA recombinante a 2ng/ml en lugar de suero del paciente

(FIG. 51). E1 CM24002 Ab2 previno completamente la expresion de la regulacion a la
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baja mediada por MICA de NKG2D, mientras que el anticuerpo de control negativo
(especifico para TTCF) no tuvo ningin efecto (FIG. 51). Estos datos demuestran que los
anticuerpos MICA humanos pueden evitar la inhibicién del receptor critico NKG2D en

células NK humanas.

Ejemplo 9: Citotoxicidad Mediada por Células del Anticuerpo anti-MICA

Para determinar si el CM24002 Ab2 permite la citotoxicidad mediada por células,
las células NK humanas (células efectoras) se incubaron durante 48 horas con MICA
recombinante (2ng/ml) en presencia de CM24002 Ab2, un anticuerpo de control negativo
(TTCEF especifico) o un anticuerpo de control positivo (BioLegend), todo a 10pg/ml.
Después de 48 horas, las células se lavaron y se incubaron con células tumorales K562 en
20:1, 10:1, y efector 5:1: proporciones de objetivo durante 4 horas. La lisis especifica de
células diana por células NK se determiné por la liberacion de una proteina citosdlica
(LDH) a partir de células tumorales K562. En la ausencia de anticuerpos MICA, no hubo
destruccién de células tumorales K562 por las células NK. Sin embargo, el CM24002 Ab2
mejoré grandemente la lisis mediada de células NK de células tumorales K562 y fue més
efectivo que el anticuerpo murino de control positivo MICA en todos los efectores:
proporciones de objetivo (FIG. 52). Se demostr6é ademds que la destruccion de células
tumorales K562 fue de hecho mediada por la via de NKG2D (en lugar de los receptores de
Fc). El experimento anterior se repitid, con la adicién de dos grupos experimentales: un
anticuerpo de bloqueo para NKG2D vy el bloqueo de Fc humano. Ademads, el CM33322
Ab29 también fue probado. Los datos muestran que la adicién de el CM24002 Ab2 y el
CM33322 AB29 permiti6 la citotoxicidad mediada por células NK. La muerte de células
K562 no se produjo cuando se aiadié un anticuerpo de bloqueo de NKG2D, mientras que
el reactivo de bloqueo de Fc tuvo poco efecto (FIG. 53). Estos datos muestran que

CM24002 Ab2 y CM33322 Ab209 restauran la funcién antitumoral de la via de NKG2D.

Ejemplo 10: La Union del Anticuerpo Anti-MICA al Dominio Alfa 3 MICA
El receptor NKG2D se une a la parte superior de los dominios de MICA alfa 1 y
alfa 2, y los anticuerpos que se unen al mismo sitio pueden competir con el receptor

NKG2D y por lo tanto bloquean la muerte de células tumorales por las células NK. Los
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anticuerpos que se unen al dominio alfa 3 son de particular interés porque no pueden
bloquear la unién del receptor de NKG2D. Al mismo tiempo, tales anticuerpos pueden
interferir con la escision proteolitica de MICA de la superficie de la célula tumoral. La
capacidad de los anticuerpos anti-MICA para el dominio alfa 3 MICA se evalué mediante
el ensayo de microesferas de citometria descrito anteriormente. La proteina recombinante
biotinilada se captur6 en microesferas de estreptavidina. Las microesferas se incubaron
entonces con anticuerpos CM24002 Ab2, CM24002 Ab4, CM33322 Abl1, CM33322
Ab29, un anticuerpo de control negativo (TTCF especifico) o un anticuerpo de control
positivo (BioLegend), a 10pg/ml seguido por un anticuerpo secundario anti-IgG humano
marcado con FITC y cuantificacion de la fluorescencia FITC unido a microesferas
mediante citometria de flujo (FIG. 54). Como se muestra en la FIG.54, CM33322 Ab29
unido al dominio alfa 3 MICA vy por lo tanto es de gran interés para aplicaciones

terapéuticas.

Ejemplo 11: La Union de Anticuerpo Anti-MICA a las Células Tumorales

Se evalu6 el potencial de CM24002 Ab2 y CM33322 Ab29 para ser utilizados para
apuntar a una amplia gama de cdnceres. Un panel de células de mieloma multiple (RPMI
8226 y Xg-1), de cancer de ovario (OVCAR3), de leucemia mieloide aguda (U937) de
melanoma (K028), de cancer de pulmén (1792 y 827), y de cancer de mama (MCF7) se
probaron para marcacién por CM24002Ab2 y CM33322 Ab29. Las células tumorales se
resuspendieron a una concentracién de 1x10 © células / ml en PBS con BSA al 1% y se
tifieron con el y CM24002 Ab2 y CM33322 Ab29, asi como controles positivos y negativos
(anticuerpo murino MICA vy anticuerpo TTCF-especifico, respectivamente) ( conjugado
directamente) a una concentracion de 10 pg/ml durante 1 hora a 4 ° C. La marcacion fue
evaluada por citometria de flujo (FIG. 55). Los CM24002 Ab2 y CM33322 Ab29 se
unieron a cada tipo de célula tumoral probada, con una marcacién siendo mayor que el

control positivo comercial para la mayoria de las lineas celulares probadas.

Ejemplo 11: Especificidad del Alelo MICA del anticuerpo anti-MICA
La especificidad alélica de CM33322 Ab29 se evalué mediante un ensayo de

Luminex disponible en el mercado. El kit de prueba comercial contiene alelos MICA
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recombinantes (MICA * 001, * 002, * 007, * 012, * 017, * 018, * 027, * 004, * 009 y *
015) directamente conjugados con microesferas de Luminex, cada uno con propiedades
fluorescentes intrinsecas que permiten la unién a ser evaluada en una sola muestra. Las
microesferas de Luminex recubiertas con los alelos MICA indicados se incubaron con
CM33322 Ab29, control positivo BioLegend, y el control negativo (TTCF), a 10 ug / ml
durante 1 hora, con la posterior incubacién con anticuerpo secundario anti-humano IgG
anticuerpo secundario PE conjugado. La fluorescencia se determiné después de la
incubacion durante 60 minutos con los anticuerpos indicados y la posterior incubacién con
anticuerpo secundario PE conjugado anti-humano utilizando un instrumento Luminex 200
(FIG. 56). CM33322 Ab29 fue capaz de unirse a todos los alelos presentes en el ensayo
comercial, lo que indica que se puede usar en pacientes, independientemente del genotipo

MICA.

Estos datos demuestran la alta actividad biologica de CM24002 Ab2 y CM33322
Ab29 y su capacidad para restaurar la lisis de células tumorales mediadas por células NK.
Estos datos demuestran que los pacientes con cancer quienes respondieron a
inmunoterapias producen anticuerpos MICA que restauraron la actividad anti-tumoral de
las células NK. Juntos, estos resultados ponen de manifiesto el potencial terapéutico de
anticuerpos anti-MICA para superar la supresion inmune y promover la destruccién del

tumor en pacientes con cancer.

Ejemplo 12: Obtencion de Anticuerpos Anti-angiopoyetina-2

Los anticuerpos que se unen a la angiopoyetina-2 fueron desarrollados utilizando
los métodos del presente documento. En pocas palabras, la angiopoyetina-2 biotinilada
(UniGene Hs.583870) fue adquirida de R & D Systems. Las células mononucleares de
sangre periférica se descongelaron rdpidamente, se lavaron y se resuspendieron a 5x10 © en
tampon fosfato salino (pH 7,2) suplementado con 2% de suero fetal bovino y se tifieron con
0.5ug/ml de angiopoyetina-2 durante 30 minutos en hielo. Las células se lavaron dos veces
con 4 ml de PBS / 2% de FCS. A continuacion, se afiadieron anticuerpos para identificar
células B de memoria de cambio de clase (CD19 +, CD27 +, e IgM-), asi como SA-PE para

marcar las células B con la angiopoyetina biotinilada en la superficie. Un panel de células
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T marcadores de anticuerpos de exclusion, células asesinas naturales, macréfagos y células
muertas fueron incluidas para reducir la tincién del tetrdmero basal (CD3, CD14, CD16, 7-
AAD). Las células B individuales que unidas a la angiopoyetina-2 fueron clasificadas en
tiras de 8 tubos de PCR utilizando el BD FACS Aria II. El receptor de células B (BCR)
ARNm fue amplificado utilizando un kit comercial de Epicentre Biotechnologies (nimero
de catdlogo: MBCL90310) utilizando cebadores especificos de genes (véase mas arriba).
Una PCR anidada de dos pasos amplifica los dominios hipervariables de BCR de cadenas
pesadas y livianas (ver arriba). Las células mononucleares de sangre periférica se
obtuvieron a partir de un paciente con carcinoma de pulmén de células no pequefias quienes
habian sido vacunados con células tumorales autélogas traducidas con un vector de
expresion de GM-CSF (GVAX) (Cancer Res. 70: 10150, 2010). Los anticuerpos se
expresaron como anticuerpos IgG1 de longitud completa en un sistema de expresion
transitorio de CHO-S.

La validacion de anticuerpos anti-angiopoyetina-2 que se unen a la angiopoyetina-2
se realizo utilizando ensayos de ELISA. Brevemente, se recubri6 la angiopoyetina-2
durante la noche a 4pg/ml en 100 mM de tamp6n de bicarbonato de sodio a pH 9,6 en
platos de 96 pozos de fondo plano (PerkinElmer) a 4 © C. Los platos se bloquearon con
tampon de ensayo que contiene albtimina de suero bovino y gamma globulinas de la
especie bovina (PerkinElmer) a temperatura ambiente durante tres horas. Los anticuerpos se
diluyeron en tampodn de ensayo a 20ug/ml-0.16ug/ml y se incubaron durante 1 horaa 4 ° C.
Los platos se lavaron tres veces con 200ul de tampoén de lavado (50 mM Tris pH 8, 150
mM de NaCl 150 mM, EDTA de 20 mM, 0,05% de Tween). Solucién de mejora de 100 pl
(PerkinElmer) se afiadi6 a cada pozo y los conteos de fluorescencia medidos utilizando un
lector de platos Victor3 (PerkinElmer) a una longitud de onda de 615 nm. Se evalu6
también la angiopoyetina-1 y -4 humanas para la unién y mostraron reactividad similar.

Los datos relevantes se muestran en las FIGs.27A-27C, que proporcionan gréficos y
un gel en relacion al aislamiento de anticuerpos especificos de angiopoyetina de un
paciente con cancer de pulmon. (A) La reactividad de angiopoyetina-2 del suero de un
paciente con cancer de pulmén (L19) de suero (diluido 1:1000), determinado por ELISA.
Las fechas de recoleccion de suero se muestran en el eje x. La proteina de albimina de

control de suero bovino (BSA) se incluy6 como un control negativo. (B) El gréfico de
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FACS que exhiben la muestra de PBMC (punto de tiempo-10/98) diferenciada en células
CD19 +, CD27 + IgM-B con CD19 en el eje X y la angiopoyetina-2 fluorescentemente
marcada en el eje-Y. La diferencia indica aproximadamente donde se hizo la clasificacién
de corte. Diez células B fueron ordenadas por esta muestra. (C) cadena pesada, liviana, y
productos de PCR de la regién de bisagra de 10 células B de memoria reactivos de
angiopoyetina-2 aisladas de paciente L.19. Los productos de PCR de cadena pesada (arriba)
y liviana (abajo) después de dos rondas de PCR anidada de aproximadamente 350 pares de

bases.

Ejemplo 13: Union de Anticuerpos Anti Angiopoyetina-2 Contra Miembros de la
Familia de Angiopoyetina Recombinante

Los platos de 96 pozos se recubrieron durante la noche con 4 pg / ml de
angiopoyetina-1, -2, y -4 recombinante (R & D Systems) en tamp6n de bicarbonato de
sodio a pH 9,6. Los platos se bloquearon posteriormente durante 3 horas a temperatura
ambiente con tamp6n de ensayo (Perkin Elmer) que contiene albimina de suero bovino
(BSA) y gamma-globulinas bovinas. Los anticuerpo ID 2, 3,4, y 5 (ver Tabla 1), se
diluyeron entre 20 pg/mL-0.16 pg / ml, se incubaron en los platos durante 1 horaa 4 ° C
con rotacion. Los platos se lavaron posteriormente antes de ser incubados con anticuerpo
IgG-europio anti-humano (Perkin Elmer). Los recuentos fluorescentes en 615 nm se
obtuvieron a través de un lector de platos. Un anticuerpo de control negativo (clon
8.18.C5) se utiliz6 para determinar la especificidad. Los datos se determinaron por
duplicado.

Como se muestra en las FIGs. 26A-26C, los anticuerpos ID 2, 3, 4, y 5 (ver Tabla 1)
se unen con alta especificidad a la angiopoyetina-1 -2, y -4. Los anticuerpos no se unen a
Ang similar a 3, una proteina estructuralmente relacionada (ver. FIG. 26D).

Un anticuerpo anti-angiopoyetina adicional, designado anti Ang2 Ab6 (anticuerpo
anti-MICA ID-10 descrito en la Tabla 1) con propiedades biolégicas clinicamente
relevantes fue desarrollado utilizando los métodos del presente documento. La unién de
miembros de la familia de la angiopoyetina humana recombinante anti-Ang2 Abb6 se
analiz6 como se describe anteriormente. Brevemente, los platos de ELISA se recubrieron

con 4 pg / ml de angiopoyetinas Ang-1, Ang-2, Ang4, y de unién similar a Ang-3, y la
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deteccion por anti-Ang2 Ab6 se prob6 a 20 pg / ml. 4 pg/ ml, 0,8 pg/ ml, y 0,16 pg / ml.
Se utilizé europio conjugado anti-IgG humano secundario, con recuentos de europio
medidos después de 45 minutos. Como se muestra en la FIG.57, anti-Ang2 Ab6 se une a
todas las angiopoyetinas de una manera dosis dependiente.
Otras realizaciones

Es de entenderse que aunque la invencién se ha descrito junto con la descripcion
detallada de la misma, la descripcion anterior pretende ilustrar y no limitar el alcance de la
invencion, que se define por el alcance de las reivindicaciones adjuntas. Otros aspectos,

ventajas y modificaciones estdn dentro del alcance de las siguientes reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicidn que contiene un péptido que se une inmunoespecificamente a la
proteina A relacionada con el MHC clase I (MICA), en el que el péptido contiene regiones
determinantes de la complementariedad (CDR) 3 de V u del anticuerpo ID 1, 6,7,8 09
mostrado en la Tabla 1 teniendo 5 o menos sustituciones de aminodcidos conservados, y
CDR3 de V L del anticuerpo ID 1, 6, 7, 8 0 9 mostrado en la Tabla 1, teniendo 5 o menos

sustituciones de aminoacidos conservados.

2. La composicion de la reivindicacion 1, en el que el péptido contiene regiones
determinantes de la complementariedad (CDR) 3 de V u del anticuerpo ID 1, 6,7,8 09
mostrado en la Tabla 1, y CDR3 de V L del anticuerpo ID 1, 6 , 7, 8 0 9 mostrado en la
Tabla 1.

3. Las composiciones de cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en el que el péptido
contiene la CDR2 de V y del anticuerpo ID 1, 6, 7, 8 0 9 mostrado en la Tabla 1, teniendo 5
0 menos sustituciones de aminodcidos conservados , o la CDR2 de V 1. del anticuerpo ID 1,
6, 7, 8 0 9 mostrado en la Tabla 1, teniendo 5 o menos sustituciones de aminoacidos

conservados , o ambos.

4. La composicion de la reivindicacion 3, en el que el péptido contiene la region
determinante de la complementariedad de CDR2 de V y del anticuerpoID 1,6,7,8 09
mostrado en la Tabla 1, o la CDR2 de V L del anticuerpo ID 1, 6, 7, 8 0 9 mostrado en la

Tabla 1, o ambos.

5. Las composiciones de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que el péptido
contiene la CDR1 de V y del anticuerpo ID 1, 6, 7, 8 0 9 mostrado en la Tabla 1, teniendo 5
0 menos sustituciones de aminodcidos conservados , o la CDR1 de V 1 del anticuerpo ID 1,
6, 7, 8 0 9 mostrado en la Tabla 1, teniendo 5 o0 menos sustituciones de aminoacidos

conservados , o ambos.
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6. La composicion de la reivindicacion 5, en el que el péptido contiene la region
determinante de la complementariedad CDR1 de V y del anticuerpo ID 1, 6,7,8 09
mostrado en la Tabla 1, o la CDR1 de V . del anticuerpo ID 1, 6, 7, 8 0 9 mostrado en la

Tabla 1, o ambos.

7. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que el péptido es
un anticuerpo o fragmento del anticuerpo que contiene:

un cadena de V y con identidad por la SEC ID NO:2, 149, 168, 186, o 204, donde
las regiones correspondientes a CDR1, CDR2, y CDR3 comprenden CDR1 , CDR2, y
CDR3 de V y del anticuerpo ID-1, 6 , 7, 8 0 9 mostrado en la tabla 1, teniendo 5 o menos
sustituciones de aminodcidos conservados dentro de las regiones CDR1, CDR2, y CDR3, y
regiones dentro de la SEC ID NO: 2, 149, 168, 186, o 204 correspondiente con FR1, FR2 ,
FR3, FR4, comprenden secuencias de aminodcidos con al menos 80%, 85%, 90%, 95%,
96%, 97%, 98, 99%, o 100% de identidad por FR1, FR2, FR3, FR4 de V u del anticuerpo
ID-1, 6,7, 8 0 9 mostrado en la tabla 1; y

una cadena V L con identidad por la SEC ID NO:11, 151, 170, 189, o 206 donde las
regiones correspondientes a CDR1, CDR2, y CDR3 comprenden CDR1 , CDR2, y CDR3
de V L del anticuerpo 1 mostrado en la tabla 1, teniendo 5 o menos sustituciones de
aminodcidos conservados dentro de las regiones CDR1, CDR2, y CDR3, y regiones dentro
de la SEC ID NO: 11 151, 170, 189, 0 206 correspondientes con FR1, FR2, FR3, FR4,
comprenden secuencias de aminodcidos con al menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%,
98, 99%, o 100% de identidad por la FR1, FR2, FR3, FR4 de V L del anticuerpo 1 mostrado

en la tabla 1.

8. La composicion de la reivindicacién 7, en donde el péptido es un anticuerpo o
fragmento del anticuerpo que comprende una cadena V y que contiene la SEC ID NO: 2,
149, 168, 186, 0 204 y una cadena V L que contiene la SEC ID NO: 11, 151, 170, 189, o
206.

9. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 1-8, que contiene ademads

un agente terapéutico contra el cancer.
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10. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 1-9, formulada como una

composicion farmacéutica.

11. Una composicién que contiene un péptido que se une inmunoespecificamente a
la angiopoyetina, en el que el péptido contiene regiones determinantes de la
complementariedad (CDR) 3 de V u del anticuerpo ID 2, 3, 4, 5 o 10 mostrado en la Tabla
1, teniendo 5 o menos sustituciones de aminoacidos conservados , y CDR3 de V 1 del
anticuerpo ID 2, 3, 4 0 5 mostrado en la Tabla 1, teniendo 5 0 menos sustituciones de

aminoacidos conservados.

12. La composicién de la reivindicacién 11, en el que el péptido contiene regiones
determinantes de la complementariedad (CDR) 3 de V u del anticuerpo ID 2, 3,4, 50 10
mostrado en la Tabla 1, y CDR3 de V L del anticuerpo ID 2, 3,4, 5 0 10 mostrado en la
Tabla 1.

13. Las composiciones de cualquiera de las reivindicaciones 11-12, en el que el
péptido contiene la CDR2 de V y del anticuerpo ID 2, 3, 4, o 10 mostrado en la Tabla 1,
teniendo 5 o0 menos sustituciones de aminoacidos conservados , o la CDR2 de V L del
anticuerpo ID 2, 3, 4, 5 o 10 mostrado en la Tabla 1, teniendo 5 o menos sustituciones de

aminodacidos conservados , 0 ambos.

14. La composicién de la reivindicacion 13, en el que el péptido contiene la region
determinante de la complementariedad de CDR2 de V u del anticuerpo ID 2, 3,4, 50 10
mostrado en la Tabla 1, o la CDR2 de V . del anticuerpo ID 2, 3, 4, 5 o 10 mostrado en la

Tabla 1, o ambos.
15. Las composiciones de cualquiera de las reivindicaciones 11-14, en el que el

péptido contiene la CDR1 de V y del anticuerpo ID 2, 3, 4, 5 o 10 mostrado en la Tabla 1,

teniendo 5 o menos sustituciones de aminoacidos conservados , o la CDR1 de V L del
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anticuerpo ID 2, 3, 4, 5 o 10 mostrado en la Tabla 1, teniendo 5 0 menos sustituciones de

aminodacidos conservados , 0 ambos.

16. La composicion de la reivindicacion 15, en el que el péptido contiene la region
determinante de la complementariedad CDR1 de V y del anticuerpo ID 2, 3,4, 5 0 10
mostrado en la Tabla 1, o la CDR1 de V L del anticuerpo ID 2, 3, 4, 5 0 10 mostrado en la

Tabla 1, o ambos.

17. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 11-16, en el que el péptido
es un anticuerpo o fragmento del anticuerpo que contiene:

un cadena V g con identidad por la SEC ID NO: 20, donde las regiones
correspondientes a CDR1, CDR2, y CDR3 contienen CDR1 , CDR2, y CDR3 de V y del
anticuerpo ID 2 mostrado en la tabla 1, teniendo 5 o menos sustituciones de aminoacidos
conservados dentro de las regiones CDR1, CDR2, y CDR3, y regiones dentro de la SEC ID
NO: 20 correspondientes a FR1, FR2, FR3, FR4, contienen secuencias de aminodcidos con
al menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98, 99%, o 100% de identidad por FR1, FR2,
FR3, FR4 de V y del anticuerpo ID 2 mostrado en la tabla 1; y

un cadena V L con identidad por la SEC ID NO: 29, en donde las regiones
correspondientes a CDR1, CDR2, y CDR3 contienen CDR1 , CDR2, y CDR3 de V 1. del
anticuerpo ID 2 mostrado en la tabla 1, teniendo 5 o menos sustituciones de aminoacidos
conservados dentro de las regiones CDR1, CDR2, y CDR3, y regiones dentro de la SEC ID
NO: 29 correspondientes a FR1, FR2, FR3, FR4, contienen secuencias de aminodcidos con
al menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98, 99%, o 100% de identidad por FR1, FR2,
FR3, FR4 de V 1 del anticuerpo ID 2 mostrado en la tabla 1.

18. La composicion de la reivindicacion 17, en donde el péptido es un anticuerpo o
fragmento del anticuerpo que contiene una cadena V y que contiene la SEC ID NO: 20 y

una cadenaV L que contiene la SEC ID NO: 29.

19. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 11-16, en donde el péptido

es un anticuerpo o fragmento del anticuerpo que contiene:
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un cadena V g con identidad por la SEC ID NO: 38, donde las regiones
correspondientes a CDR1, CDR2, y CDR3 contienen CDR1 , CDR2, y CDR3 de V y del
anticuerpo 3 ID mostrado en la tabla 1, teniendo 5 o menos sustituciones de aminoacidos
conservados dentro de las regiones CDR1, CDR2, y CDR3, y regiones dentro de la SEC ID
NO: 38 correspondientes a FR1, FR2, FR3, FR4, contienen secuencias de aminodcidos con
al menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, el 98, 99% o 100% de identidad por FR1, FR2,
FR3, FR4 de V u del anticuerpo ID 3 mostrado en la tabla 1, y

una cadena V L con identidad por la SEC ID NO: 47, donde las regiones
correspondientes a CDR1, CDR2, y CDR3 contienen CDR1 , CDR2, y CDR3 de V L del
anticuerpo ID 3 mostrado en la Tabla 1, teniendo 5 o menos sustituciones de aminoacidos
conservados dentro de las regiones CDR1, CDR2, y CDR3, y regiones dentro de la SEC ID
NO: 47 correspondientes a FR1, FR2, FR3, FR4, contienen secuencias de aminodcidos con
al menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98, 99%, o 100% de identidad por FR1, FR2,
FR3, FR4 de V L del anticuerpo ID 3 mostrado en la tabla 1.

20. La composicion de la reivindicacion 19, en donde el péptido es un anticuerpo o
fragmento del anticuerpo que contiene una cadena de V y que contiene la SEC ID NO: 38 y

una cadena V L que contiene la SEC ID NO: 47.

21. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 11-16, en donde el péptido
es un anticuerpo o fragmento del anticuerpo que contiene:

un cadena V g con identidad por la SEC ID NO: 56, donde las regiones
correspondientes a CDR1, CDR2, y CDR3 contienen CDR1 , CDR2, y CDR3 de V y del
anticuerpo ID 4 mostrado en la tabla 1, teniendo 5 o menos sustituciones de aminoacidos
conservados dentro de las regiones CDR1, CDR2, y CDR3, y regiones dentro de la SEC ID
NO: 56 correspondientes a FR1, FR2, FR3, FR4, contienen secuencias de aminodcidos con
al menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, el 98, 99% o 100% de identidad por FR1, FR2,
FR3, FR4 de V u del anticuerpo ID 4 mostrado en la tabla 1, y

una cadena V L con identidad por la SEC ID NO: 65, donde las regiones
correspondientes a CDR1, CDR2, y CDR3 contienen CDR1 , CDR2, y CDR3 de V L del

anticuerpo ID 4 mostrado en la tabla 1, teniendo 5 o menos sustituciones de aminoacidos
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conservados dentro de las regiones CDR1, CDR2, y CDR3, y regiones dentro de la SEC ID
NO: 65 correspondientes a FR1, FR2, FR3, FR4, contienen secuencias de aminodcidos con
al menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98, 99%, o 100% de identidad por FR1, FR2,
FR3, FR4 de V 1 del anticuerpo ID 4 mostrado en la tabla 1.

22. La composicion de la reivindicacion 21, en donde el péptido es un anticuerpo o
fragmento del anticuerpo que contiene una cadena de V g que contiene la SEC ID NO: 56 y

una cadena V L que contiene la SEC ID NO: 65.

23. La composicién de cualquiera de las reivindicaciones 11-16, en donde el péptido
es un anticuerpo o fragmento del anticuerpo que contiene:

un cadena V g con identidad por la SEC ID NO: 74, donde las regiones
correspondientes a CDR1, CDR2, y CDR3 contienen CDR1 , CDR2, y CDR3 de V y del
anticuerpo ID-5 mostrado en la tabla 1, teniendo 5 o menos sustituciones de aminoacidos
conservados dentro de las regiones CDR1, CDR2, y CDR3, y las regiones dentro de la SEC
ID NO: 74 correspondientes a FR1, FR2, FR3, FR4, contienen secuencias de aminodcidos
con al menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96% , 97%, 98, 99%, o 100% de identidad por FR1,
FR2, FR3, FR4 de V 4 del anticuerpo ID-5 mostrado en la tabla 1; y

una cadena V L con identidad por la SEC ID NO: 83, donde las regiones
correspondientes a CDR1, CDR2, y CDR3 contienen CDR1 , CDR2, y CDR3 de V 1. del
anticuerpo ID-5 mostrado en la tabla 1, teniendo 5 o menos sustituciones de aminoacidos
conservados dentro de las regiones CDR1, CDR2, y CDR3, y las regiones dentro de la SEC
ID NO: 83 correspondientes a FR1, FR2, FR3, FR4, contienen secuencias de aminodcidos
con al menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96% , 97%, 98, 99%, o 100% de identidad por FR1,
FR2, FR3, FR4 de V 1. del anticuerpo ID-5 mostrado en la tabla 1.

24. La composicion de la reivindicacion 23, en donde el péptido es un anticuerpo o
fragmento del anticuerpo que contiene una cadena V y que contiene la SEC ID NO: 74 y

una cadena V L que contiene la SEC ID NO: 83.
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25. La composicién de cualquiera de las reivindicaciones 11-24, en donde el péptido

se une inmunoespecificamente a la angiopoyetina-2.

26. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 11-25, que contiene

ademds un agente terapéutico contra el cincer.

27. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 11-26, formulada como

una composicién farmacéutica.

28. Un método de tratamiento del cancer en un sujeto, el método consiste en

administrar en un sujeto una composicioén de cualquiera de las reivindicaciones 1-27.

29. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 11-16, en donde el péptido
es un anticuerpo o fragmento del anticuerpo que contiene:

un cadena V g con identidad por la SEC ID NO:222, donde las regiones
correspondientes a CDR1, CDR2, y CDR3 contienen CDR1 , CDR2, y CDR3 de V y del
anticuerpo ID-10 mostrado en la tabla 1, teniendo 5 0 menos sustituciones de aminodcidos
conservados dentro de las regiones CDR1, CDR2, y CDR3, y las regiones dentro de la SEC
ID NO: 74 correspondientes a FR1, FR2, FR3, FR4, contienen secuencias de aminodcidos
con al menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96% , 97%, 98, 99%, o 100% de identidad por FR1,
FR2, FR3, FR4 de V y del anticuerpo ID-10 mostrado en la tabla 1; y

una cadena V L con identidad por la SEC ID NO:224, donde las regiones
correspondientes a CDR1, CDR2, y CDR3 contienen CDR1 , CDR2, y CDR3 de V 1. del
anticuerpo ID-10 mostrado en la tabla 1, teniendo 5 o menos sustituciones de aminodcidos
conservados dentro de las regiones CDR1, CDR2, y CDR3, y las regiones dentro de la SEC
ID NO: 224 correspondientes a FR1, FR2, FR3, FR4, contienen secuencias de aminoacidos
con al menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96% , 97%, 98, 99%, o 100% de identidad por FR1,
FR2, FR3, FR4 de V 1. del anticuerpo ID-10 mostrado en la tabla 1.
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30. La composicion de la reivindicacion 23, en donde el péptido es un anticuerpo o
fragmento del anticuerpo que contiene una cadena V y que contiene la SEC ID NO: 222 y

una cadena V L que contiene la SEC ID NO: 224.

31. La composicién de cualquiera de las reivindicaciones 1-8 y 11-16, que contiene
ademds un inhibidor de la deacetilasa de histona (HDAC) seleccionado del grupo que
consiste en acido hidroxdamico, vorinostat, suberoilanilida del dcido hidroxamico (SAHA,
tricostatina A (TSA), LAQS824, panobinostat ( LBH589), belinostat (PXD101), ITF2357
Italfarmaco SpA, tetrapéptido ciclico, depsipéptido (romidepsin, FK228), benzamida;
entinostat (SNDX-275/MS-275), MGCDO0103, acidos alifaticos de cadena corta, acido
valproico, butirato de fenilo, AN -9, pivanex, CHR-3996 y CHR-2845.

32. La composicién de cualquiera de las reivindicaciones 1-8 y 11-16, que contiene
ademds un inhibidor del proteasoma seleccionado del grupo que consiste de bortezomib,

NPI-0052, carfilzomib (PR-171), CEP 18770, y MLN9708.

33. Un método de obtencion de células inmunes dirigidas contra un antigeno propio

de un sujeto, en donde el método comprende

identificacién de un sujeto que presenta una respuesta inmune positiva hacia el
antigeno propio;

proporcionar una forma multimérica del antigeno propio;

contactar la forma multimérica del antigeno propio con una muestra del sujeto que
exhibe una respuesta inmune positiva hacia el antigeno propio; y

la obtencion de células inmunes ligadas a la forma de multimeros del antigeno

propio.

34. Un método de obtencion de las células inmunitarias de un paciente con cancer
dirigidas contra un antigeno propio, comprendiendo el método
identificacion de un sujeto que presenta una respuesta inmune positiva hacia el
antigeno propio;

proporcionar una forma multimérica del antigeno propio;
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contactar la forma multimérica del antigeno propio con una muestra del sujeto que
exhibe una respuesta inmune positiva hacia el antigeno propio; y
la obtencion de células inmunes ligados a la forma de multimeros del antigeno

propio.

35. El método de cualquiera de las reivindicaciones 33 - 34, en el que la forma multimérica

del antigeno propio es una forma tetramérica del antigeno propio.

36. El método de la reivindicacion 35, en el que la forma multimérica del antigeno propio

contiene un fraccién detectable.

37. El método de la reivindicacion 33, en el que el sujeto es un mamifero.

38. El método de la reivindicacion 37, en el que el sujeto es un humano.

39. El método de la reivindicacion 33, en donde la muestra es de un sujeto humano.

40. El método de la reivindicacion 33, en el que el antigeno propio se refiere a la condicion

o enfermedad.

41. El método de la reivindicacion 33, en el que el antigeno propio se refiere a cincer.

42. El método de la reivindicacion 40, donde la afeccién o enfermedad es un cancer
seleccionado del grupo que consistente en melanoma, carcinoma de pulmén, de mama, de
rindn, de ovario, de préstata, de pancreas, géstrico, y el carcinoma de colon, linfoma o

leucemia.

43. El método de cualquiera de las reivindicaciones 33-34, en el que el antigeno propio es

el la proteina A relacionada con el MHC clase I (MICA)
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44. El método de cualquiera de las reivindicaciones 33-34, en el que el autoantigeno es una

angiopoyetina.

45. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 33-34, en el que la célula inmune

es una célula B de memoria.

46. El método de cualquiera de las reivindicaciones 33-34, en el que el antigeno propio es

un antigeno propio especifico de cancer.

47. El método de la reivindicacion 33, en el que el sujeto es un paciente con cdncer.
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RESUMEN

La presente divulgacion proporciona en parte, composiones que comprenden péptidos los
cuales se unen de manera inmunoespecifica a compaiieros de unién, en donde dichos
péptidos comprenden por lo menos regiones determinantes de la complementariedad con

relacion a las regiones de complementariedad mostradas en la Tabla 1.
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MXI-601PC 9-12-13 SEQ
SEQUENCE LISTING

<110> DANA-FARBER CANCER INSTITUTE, INC.
<120> THERAPEUTIC PEPTIDES
<130> 00530-0293001

<150> PCT/Us2012/057839
<151> 2012-09-28

<150> 61/541,921
<151> 2011-09-30

<160> 238

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1
<211> 384
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

polynucleotide
<400> 1
caggtgcagc tacagcagtg gggcgcagga ctgttgaagc cttcggagac cctggccctc 60
acctgcgctg tctctggtgg gtccttcact gatcattact ggagttggat ccgtcaggcec 120
ccagggaagg ggctggagtg gattggagaa atcaatcata gtggagtcac caactacaac 180
ccgtccctca agagtcgact caccatatca gtagacacgt ccaagagcca gttctccctg 240
aggctgacct ctgtgaccgc cgcggacacg gctctgtact actgtgcgaa aactggcctg 300
tattatgatg acgtttgggg gacttttcgt ccacggggcg ggttcgactc ctggggccag 360
ggaaccctgg tcaccgtctc ctca 384
<210> 2
<211> 128
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

polypeptide
<400> 2

Gln val GIn Leu GIn GIn Trp Gly Ala Gly Leu Leu Lys Pro Ser Glu
1 5 10 15

Thr Leu Ala Leu Thr Cys Ala val Ser Gly Gly Ser Phe Thr Asp His
20 25 30

Tyr Trp Ser Trp Ile Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45
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MXI-601PC 9-12-13 SEQ

Gly Glu Ile Asn His Ser Gly val Thr Asn Tyr Asn Pro Ser Leu Lys
50 55 60

Ser Arg Leu Thr Ile Ser val Asp Thr Ser Lys Ser Gln Phe Ser Leu
65 70 75 80

Arg Leu Thr Ser val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95

Lys Thr Gly Leu Tyr Tyr Asp Asp vVal Trp Gly Thr Phe Arg Pro Arg
100 105 110

Gly Gly Phe Asp Ser Trp Gly GIn Gly Thr Leu val Thr val Ser Ser
115 120 125

<210> 3

<211> 25

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 3
Gln val Gln Leu Gln GIn Trp Gly Ala Gly Leu Leu Lys Pro Ser Glu
1 5 10

Thr Leu Ala Leu Thr Cys Ala val Ser
20 25

<210> 4

<211> 8

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 4
Gly Gly Ser Phe Thr Asp His Tyr
1 5

<210> 5

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide
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MXI-601PC 9-12-13 SEQ
<400> 5
Trp Ser Trp Ile Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile Gly
1 5 10 15

Glu

<210> 6

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 6
Ile Asn His Ser Gly val Thr
1 5

<210> 7

<211> 38

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide

<400> 7
Asn Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser Arg Leu Thr Ile Ser val Asp Thr
1 5 10 15

Ser Lys Ser Gln Phe Ser Leu Arg Leu Thr Ser val Thr Ala Ala Asp
20 30
Thr Ala Leu Tyr Tyr Cys
35

<210> 8

<211> 22

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 8
Ala Lys Thr Gly Leu Tyr Tyr Asp Asp val Trp Gly Thr Phe Arg Pro
1 5 10 15

Arg Gly Gly Phe Asp Ser
20
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>
<400>
gacatc
atcaac
tggtac
gaatcc
atcagc
ccttgc
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>
Asp I
1

9
11
PRT
Artificial Sequence
Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide
9
Trp Gly GIn Gly Thr Leu val Thr val Ser Ser
1 5 10
10
339
DNA
Artificial Sequence
Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide
10
gtga tgacccagtc tccggactcc ctggctgtgt ctctgggcga gagggccacc
tgca agtccagcca gagtatttta tatagctccg acaataagaa ttacttagct
cagc acaagccagg acagcctcct aagctcctct tttactgggce atctatccgg
gggg tccctgaccg attcagtggc ggcgggtctg ggacagattt cactctcacc
agtc tgcaggctga agatgtggca gtttattact gtcagcaata ttatagtcct
agtt ttggccaggg gaccaagctg gagatccaa
11
113
PRT
Artificial Sequence
Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide
11
e val Met Thr GIn Ser Pro Asp Ser Leu Ala val Ser Leu Gly
5 10 15

Glu Ar

Ser As

Pro Pr
50

MXI-601PC 9-12-13 SEQ

g Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser
20 25

p Asn Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr
35 40

0 Lys Leu Leu Phe Tyr Trp Ala Ser
55

Gln Ser Ile
Gln His Lys
45

ITe Arg Glu
60

Pagina 4
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MXI-601PC 9-12-13 SEQ
Pro Asp Arg Phe Ser Gly Gly Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75

Ile Ser Ser Leu GIn Ala Glu Asp val Ala val Tyr Tyr Cys Gln Gln
85 90 95

Tyr Tyr Ser Pro Pro Cys Ser Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile
100 105 110
Gln

<210> 12

<211> 26

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 12
Asp Ile val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala val Ser Leu Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser
20 25

<210> 13

<211> 12

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 13
Gln Ser Ile Leu Tyr Ser Ser Asp Ash Lys Asn Tyr
1 5 10

<210> 14

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 14
Leu Ala Trp Tyr GIn His Lys Pro Gly Gln Pro Pro Lys Leu Leu Phe
1 5 10 15

Tyr
Pagina 5
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<210> 15

<211> 3

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 15
Trp Ala Ser
1

<210> 16

<211> 36

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide

<400> 16
Ile Arg Glu Ser Gly val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Gly Gly Ser Gly
1 5 10 15

Thr Asp Phe Thr Leu Thr ITe Ser Ser Leu GIn Ala Glu Asp val Ala
20 30
val Tyr Tyr Cys
35

<210> 17

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 17
Gln Gln Tyr Tyr Ser Pro Pro Cys Ser
1 5

<210> 18

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide
<400> 18
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MXI-601PC 9-12-13 SEQ
Phe Gly GIn Gly Thr Lys Leu Glu ITe Gln

1 5 10
<210> 19
<211> 363
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide
<400> 19
gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc ttggtacagc ctggggggtc cctgagactc 60
tcctgtgcag cctctggatt cacctttagt agttatgcca tgagctgggt ccgccaggct 120
ccagggaagg ggctggagtg ggtctcaggt atttattgga gtggtggtag cacatactac 180
gcagactccg tgaagggccg gttcaccatc tccagagaca tatccaagaa cacgctgtat 240
ctgcaaatga acagtctgag agccgacgac acggccgtgt attactgtgc gagaggcgat 300
tactatggtt cgggggctca ctttgactac tggggccagg gaaccctggt caccgtctcc 360
tca 363
<210> 20
<211> 121
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide
<400> 20
Glu val GIn Leu val Glu Ser Gly Gly Gly Leu val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Ala Met Ser Trp val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp val
35 40 45

Ser Gly Ile Tyr Trp Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Ile Ser Lys Asn Thr Leu Tyr

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Asp Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
85 90 95
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Ala Arg Gly Asp Tyr Tyr Gly Ser Gly Ala His Phe Asp Tyr Trp Gly
100 110

Gln Gly Thr Leu val Thr val ser

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

<220>
<223>
<400>
1

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser
20

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

<220>
<223>

<400>

115 120

21

25

PRT

Artificial Sequence

Description of Artificial
peptide

21
5

22

8

PRT

Artificial Sequence

Description of Artificial
peptide

22

Gly Phe Thr Phe ser Ser Tyr Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

5

23

17

PRT

Artificial Sequence

Description of Artificial
peptide

23

Met Ser Trp val Arg GIn Ala Pro
1 5

Gly

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

24

8

PRT

Artificial Sequence

105

Ser

Sequence: Synthetic

Glu val Gln Leu val Glu Ser Gly Gly Gly Leu val Gln Pro Gly Gly
15

10

25

Sequence: Synthetic

Sequence: Synthetic

Gly Lys Gly Leu Glu Trp val Ser
10 15
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<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 24
Ile Tyr Trp Ser Gly Gly Ser Thr
1 5

<210> 25

<211> 38

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide

<400> 25
Tyr Tyr Ala Asp Ser val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Ile
1 5 10 15

Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Asp Asp
20 25 30

Thr Ala val Tyr Tyr Cys
35

<210> 26

<211> 14

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 26
Ala Arg Gly Asp Tyr Tyr Gly Ser Gly Ala His Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 27

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 27
Trp Gly GIn Gly Thr Leu val Thr val Ser Ser
1 5

<210> 28

<211> 336

<212> DNA

<213> Artificial Sequence
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MXI-601PC 9-12-13 SEQ

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

polynucleotide
<400> 28
gatattgtga tgacccagac tccactctcc tcacctgtca cccttggaca gccggcctcc 60
atctcctgca ggtctagcca aagcctcgta cacagtgatg gaaacaccta cttgagttgg 120
cttcagcaga ggccaggcca gcctccaaga ctcctaattt atcagatttc taaccggttc 180
tctggggtcc cagacagatt cagtggcagt ggggcaggga cagatttcac actgaaaatc 240
agcagggtgg aagctgagga tgtcggggtt tactactgca tgcaaggtac acaatttcct 300
cggacgttcg gccaagggac caaggtggaa atcaaa 336
<210> 29
<211> 112
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

polypeptide
<400> 29
Asp Ile val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Ser Pro val Thr Leu Gly
1 5 10 15

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu val His Ser
20 25 30

Asp Gly Asn Thr Tyr Leu Ser Trp Leu Gln Gln Arg Pro Gly GIn Pro
35 40 45

Pro Arg Leu Leu ITe Tyr GIn Ile Ser Asn Arg Phe Ser Gly val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ala Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

Ser Arg val Glu Ala Glu Asp val Gly val Tyr Tyr Cys Met Gln Gly
85 90 95

Thr Gln Phe Pro Arg Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys val Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 30

<211> 26

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
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MXI-601PC 9-12-13 SEQ
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

peptide
<400> 30
Asp Ile val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Ser Pro val Thr Leu Gly
1 5 10 15

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser
25

<210> 31

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 31
Gln Ser Leu val His Ser Asp Gly Asn Thr Tyr
1 5 10

<210> 32

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 32
Leu Ser Trp Leu GIn Gln Arg Pro Gly Gln Pro Pro Arg Leu Leu Ile
1 5 10 15

Tyr

<210> 33

<211> 3

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 33
Gln Ile Ser
1

<210> 34

<211> 36

<212> PRT

<213> Artificial Sequence
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MXI-601PC 9-12-13 SEQ
<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide

<400> 34
1

Asn Arg Phe Ser Gly val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ala Gly
5 10 15

Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile Ser Arg val Glu Ala Glu Asp val Gly
20 25 30

val Tyr Tyr Cys
35

<210> 35

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 35
Met GIn Gly Thr GIn Phe Pro Arg Thr
1 5

<210> 36

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 36
Phe Gly GIn Gly Thr Lys val Glu ITe Lys
1 5 10

<210> 37

<211> 351

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide

<400> 37
gaggtgcagc tggtggagtc cgggggaggc ttagttcagc ctgggggatc

tcctgtgcag cctcagggtt cacctttagt aataactgga tgcactgggt
ccagggaagg ggctggagtg gatctcagag attagaagtg atgggaattt

gcggactcca tgaagggccg attcaccatc tccagagaca acgccaagag

Pagina 12
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MXI-601PC 9-12-13 SEQ
ttgcaaatga acagtctgag agtcgaggac acgggtctgt attactgtgc aagagactac

ccctatagca ttgactactg gggccaggga accctggtca ccgtctcctc a

<210> 38

<211> 117

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide

<400> 38
Glu val GIn Leu val Glu Ser Gly Gly Gly Leu val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Asn
20 25 30

Trp Met His Trp val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Ser Glu Ile Arg Ser Asp Gly Asn Phe Thr Arg Tyr Ala Asp Ser Met
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Ser Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg val Glu Asp Thr Gly Leu Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Asp Tyr Pro Tyr Ser Ile Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu
100 105 110

val Thr val Ser Ser
115

<210> 39

<211> 25

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 39
Glu val GIn Leu val Glu Ser Gly Gly Gly Leu val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser
20 25

Pagina 13
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MXI-601PC 9-12-13 SEQ

<210> 40

<211> 8

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 40
Gly Phe Thr Phe Ser Asn Asn Trp
1 5

<210> 41

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 41
Met His Trp val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile Ser
1 5 10 15

Glu

<210> 42

<211> 8

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 42
Ile Arg Ser Asp Gly Asn Phe Thr
1 5

<210> 43

<211> 38

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide

<400> 43
Arg Tyr Ala Asp Ser Met Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn
1 5 10 15

Ala Lys Ser Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg VvVal Glu Asp
Pagina 14



MXI-601PC 9-12-13 SEQ
20 25 30

Thr Gly Leu Tyr Tyr Cys
35

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

<220>
<223>

<400>

Ala Arg Asp Tyr Pro Tyr Ser Ile Asp Tyr
1 5

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

<220>
<223>

<400>

44
10

PRT

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

44
10

45

11

PRT

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

45

Trp Gly GIn Gly Thr Leu val Thr val Ser Ser
1 5

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

<220>
<223>

<400>

46

333

DNA

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide

46

gatattgtga tgacccagac tccactctcc tcacctgtca cccttggaca

atctcctgca catctagtca aagcctcgta cacagtaatg gaaacaccta

cttcagcaga ggccaggcca gcccccaaga ctcctaattt atgagatttc

tctggggtcc cagacagatt cagtggcagt ggggcaggga cagatttcac

agcagggtgg aagctgagga tgtcggggtt tattactgca tgcaaggtaa

acttttggcc aggggaccaa gctggagatc aaa

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

47

111

PRT

Artificial Sequence
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MXI-601PC 9-12-13 SEQ

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide
<400> 47
Asp Ile val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Ser Pro val Thr Leu Gly
1 5 10 15

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Thr Ser Ser Gln Ser Leu val His Ser
20 25 30

Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Ser Trp Leu Gln Gln Arg Pro Gly GIn Pro
35 40 45

Pro Arg Leu Leu ITe Tyr Glu Ile Ser Lys Arg val Ser Gly val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ala Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

Ser Arg val Glu Ala Glu Asp val Gly val Tyr Tyr Cys Met Gln Gly
85 90 95

Lys Gln Leu Arg Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

100 105 110
<210> 48
<211> 26
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220> )
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide
<400> 48

Asp Ile val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Ser Pro val Thr Leu Gly
1 5 15

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Thr Ser Ser
20 25

<210> 49

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 49
Gln Ser Leu val His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr
1 5 10
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MXI-601PC 9-12-13 SEQ

<210> 50

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 50
Leu Ser Trp Leu GIn Gln Arg Pro Gly Gln Pro Pro Arg Leu Leu Ile
1 5 10 15

Tyr

<210> 51

<211> 3

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 51
Glu Ile ser
1

<210> 52

<211> 36

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide

<400> 52
Lys Arg val Ser Gly val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ala Gly
1 5 10 15

Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile Ser Arg val Glu Ala Glu Asp val Gly
20 25 30

val Tyr Tyr Cys
35

<210> 53

<211> 8

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
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<400>

g MXI-601PC 9-12-13 SEQ
peptide

53

Met GIn Gly Lys Gln Leu Arg Thr
1 5

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

<220>
<223>

<400>

54

10

PRT

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

54

Phe Gly GIn Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

1

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

<220>
<223>

<400>

5 10

55

363

DNA

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide

55

gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc ttggtacagc ctgggggctc cgtgagactg
tcttgtgcgg cctcaggctt cattcttagc aactttgcca tgagttgggt ccgccaggct

ccagggaagg ggctggactg ggtctcaggt aattttggtg gtcgtgaaaa tacatattac

gcagactccg tgaagggccg gttcaccatc tccagagaca gttccaagag cacactgtat

ctgcaaatga acaatttgag agccgaggac acggccgtat attactgtgc gcgaggcgat

taccatggtt cgggggctca ctttgactac tggggccagg gaatactggt caccgtctcc

tca

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

<220>
<223>

<400>

56

121

PRT

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide

56

Glu val Gln Leu val Glu Ser Gly Gly Gly Leu val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser val Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Ile Leu Ser Asn Phe
20

25

Pagina 18
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Ala Met Ser Trp
35

Ser Gly Asn Phe
50

Lys Gly Arg Phe
Leu Gln Met Asn
Ala Arg Gly Asp

100

Gln Gly ITe Leu
115

<210> 57
<211> 25
<212> PRT

val

Gly

Thr

Asn

85

Tyr

val

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Thr

Gln

Arg

55

Ser

Arg

Gly

val

<213> Artificial Sequence

<220>

MXI-601PC 9-12-13 SEQ

Ala Pro Gly Lys Gly Leu Asp
40 45
Glu Asn Thr Tyr Tyr Ala Asp
60
Arg Asp Ser Ser Lys Ser Thr
75

Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr
90

Ser Gly Ala His Phe Asp Tyr
105 110
Ser Ser

120

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

peptide
<400> 57

Glu val GIn Leu val Glu Ser Gly

1

Ser val Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser
20

<210> 58
<211> 8
<212> PRT

5

<213> Artificial Sequence

<220>

25

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

peptide
<400> 58

Gly Phe ITe Leu Ser Asn Phe Ala

1

<210> 59
<211> 17
<212> PRT

5

<213> Artificial Sequence

<220>

Pagina 19

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Trp

val

val

Tyr

80

cys

Gly

Gly Gly Leu val GIn Pro Gly Gly
10 15



MXI-601PC 9-12-13 SEQ
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 59
Met Ser Trp val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu Asp Trp val Ser
1 5 10 15

Gly

<210> 60

<211> 8

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 60
Asn Phe Gly Gly Arg Glu Asn Thr
1 5

<210> 61

<211> 38

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide

<400> 61
Tyr Tyr Ala Asp Ser val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Ser
1 5 10 15

Ser Lys Ser Thr Leu Tyr Leu GIn Met Asn Asn Leu Arg Ala Glu Asp
20 25 30

Thr Ala val Tyr Tyr Cys
35

<210> 62

<211> 14

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 62
Ala Arg Gly Asp Tyr His Gly Ser Gly Ala His Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 63
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<211> 11
<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

MXI-601PC 9-12-13 SEQ

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

peptide
<400> 63

Trp Gly GIn Gly Ile Leu val Thr val Ser Ser
1 5

<210> 64
<211> 336
<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

10

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

polynucleotide

<400> 64

gatattgtga tgacccagag tccactctcc tcacctgtca tccttgga

atctcctgca ggtctagtca aagcctccta cacagtgatg gaaacacc

cttcaccaga ggccaggcca gcctcctaga ctcctaattt atcagatt

tctggggtcc cagacagatt cagtggcagt gggacaggga cagatttc

agcagggtgg aagctgagga tgccgggatt tattactgca tgcaaggt

cggacgttcg gccaagggac caaggtggaa atcaaa

<210> 65
<211> 112
<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial

polypeptide

<400> 65
Asp Ile val Met Thr Gln
1 5

GIn Pro Ala Ser Ile Ser
20

Asp Gly Asn Thr Tyr Leu
35

Pro Arg Leu Leu ITle Tyr
50

Asp Arg Phe Ser Gly Ser

Ser

Cys

Ser

Gln

55

Gly

Pro

Arg

Trp

40

Ile

Thr

Sequence: Synthetic

Leu Ser Ser Pro val
10

Ser Ser GIln Ser Leu

Leu His GIn Arg Pro
45

Ser Ash Arg Phe Ser
60

Gly Thr Asp Phe Thr
Pagina 21

ca
ta
tc
ac

ac

Ile

Leu

30

Gly

Gly

Leu

gccggectec
cttgagttgg
taaccggttc
actgaaaatc

agaatttcct

Leu

15

Gln

val

Lys

Gly

Ser

Pro

Pro

Ile

60
120
180
240
300
336



65 70

Ser Arg val Glu Ala Glu Asp Ala
85
Thr Glu Phe Pro Arg Thr pPhe Gly
100

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

66

26

PRT

Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial

peptide

<400> 66
Asp Ile val Met Thr Gln Ser Pro
1 5

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg

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

67

11

PRT

Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial

peptide

<400> 67
Gln Ser Leu Leu His Ser Asp Gly
1 5

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

68

17

PRT

Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial

peptide
<400> 68

Leu Ser Trp Leu His Gln Arg Pro
1 5

Tyr

<210> 69
<211> 3

MXI-601PC 9-12-13 SEQ

75 80

Gly ITe Tyr Tyr Cys Met Gln Gly
90 95

GIn Gly Thr Lys val Glu ITle Lys
105 110

Sequence: Synthetic
Leu Ser Ser Pro val Ile Leu Gly
15

10

Ser ser
25

Sequence: Synthetic

Asn Thr Tyr
10

Sequence: Synthetic

Gly GIn Pro Pro Arg Leu Leu Ile
10 15
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MXI-601PC 9-12-13 SEQ

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 69

Gln Ile Ser
1

<210> 70

<211> 36

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide

<400> 70
Asn Arg Phe Ser Gly val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Thr Gly
1 5 10 15

Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile Ser Arg val Glu Ala Glu Asp Ala Gly
20 25 30
Ile Tyr Tyr Cys
35

<210> 71

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 71
Met GIn Gly Thr Glu Phe Pro Arg Thr
1 5

<210> 72

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 72
Phe Gly GIn Gly Thr Lys val Glu Ile i%s
1 5

<210> 73
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<211> 38
<212> DN

4
A

<213> Artificial Sequence

<220>

MXI-601PC 9-12-13 SEQ

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

polynucleotide

<400> 73

gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc ttgatacagc ctggggggtc

tcctgtgcaa cctctggatt cacctttaga acttcttcca tgagttgggt

ccagggaagg ggctggaatg ggtctcagct attggtgctg aaagtcatga

acagactccg cggagggccg gttcaccatc tccaaagact attcaaagaa

ctgcagatga acggcctgag agtcgacgac acggccatat attattgtgc

tactatggct cgcggcagaa acccaaagat tggggagatg cttttgatat

gggacaatgg tctccgtctc ttca

<210> 74

<211> 128

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

polypeptide

<400> 74

Glu val Gln Leu val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Ile Gln Pro

1 5 10

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Thr Ser Gly Phe Thr Phe Arg
20 25 30

Ser Met Ser Trp val Arg Arg Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu

35 40 45
Ser Ala Ile Gly Ala Glu Ser His Asp Thr His Tyr Thr Asp
50 55 60

Glu Gly Arg Phe Thr Ile Ser Lys Asp Tyr Ser Lys Asn Thr

65 70 75

Leu Gln Met Asnh Gly Leu Arg val Asp Asp Thr Ala Ile Tyr

85 90

Ala His His Tyr Tyr Tyr Gly Ser Arg Gln Lys Pro Lys Asp
100 105 110

Asp Ala Phe Asp Met Trp Gly Gln Gly Thr Met val Ser val

Pagina 24

cctgagactc
ccgtcgggct
cacgcactac
cacagtatat

Cccatcactat

gtggggccag

Gly Gly
15

Thr Ser

Trp val

Ser Ala

val Tyr

80

Tyr Cys
95

Trp Gly

Ser Ser

60
120
180
240
300
360
384



MXI-601PC 9-12-13 SEQ
115 120 125

<210> 75

<211> 25

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 75
Glu val GIn Leu val Glu Ser Gly Gly Gly Leu ITe GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Thr Ser
20 25

<210> 76

<211> 8

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 76
Gly Phe Thr Phe Arg Thr Ser Ser
1 5

<210> 77

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 77
Met Ser Trp val Arg Arg Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp val Ser
1 5 10 15

Ala

<210> 78

<211> 8

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide
<400> 78
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MXI-601PC 9-12-13 SEQ
Ile Gly Ala Glu Ser His Asp Thr
1 5

<210> 79

<211> 38

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide

<400> 79
His Tyr Thr Asp Ser Ala Glu Gly Arg Phe Thr Ile Ser Lys Asp Tyr
1 5 10 15

Ser Lys Asn Thr val Tyr Leu GIn Met Asn Gly Leu Arg val Asp Asp
20 25 30

Thr Ala ITe Tyr Tyr Cys
35

<210> 80

<211> 21

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 80

Ala His His Tyr Tyr Tyr Gly Ser Arg Gln Lys Pro Lys Asp Trp Gly
1 5 10 15

Asp Ala Phe Asp Met

20
<210> 81
<211> 11
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide
<400> 81

Trp Gly GIn Gly Thr Met val Ser val Ser Ser
1 5

<210> 82

<211> 321

<212> DNA

<213> Artificial Sequence
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MXI-601PC 9-12-13 SEQ
<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide

<400> 82
gacatccaga tgacccagtc tccatcttct gtgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc 60
atcacttgtc gggcgagtca ggatattagc acctggttaa cctggtatca gcagagagca 120
gggaaggccc ctaacctcct gatctatggt gcatccactt tggaagatgg ggtcccatcc 180
aggttcagcg gcagtggatc cgggacagat ttcactctca ctatcgacag cctgcagcct 240
gacgattttg caacttacta ttgtcaacag tctcacagtt tcccctacac ttttggccag 300
gggacccagc tggggatctc a 321
<210> 83
<211> 107
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

polypeptide
<400> 83
Asp Ile GIn Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser val Ser Ala Ser val Gly
1 5 10 15

Asp Arg val Thr ITle Thr Cys Arg Ala Ser GIn Asp Ile Ser Thr Trp
20 25 30

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

Tyr Gly Ala Ser Thr Leu Glu Asp Gly val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

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

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

Thr Phe Gly Gln Gly Thr GIn Leu Gly Ile Ser

100 105
<210> 84
<211> 26
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
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MXI-601PC 9-12-13 SEQ

peptide
<400> 84
Asp Ile GIn Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser val Ser Ala Ser val Gly
1 5 10 15

Asp Arg val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser
20 25

<210> 85

<211> 6

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 85
Gln Asp Ile Ser Thr Trp
1 5

<210> 86

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 86
Leu Thr Trp Tyr GIn Gln Arg Ala Gly Lys Ala Pro Asn Leu Leu Ile
1 5 10 15

Tyr

<210> 87
<211> 3

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 87
Gly Ala ser
1

<210> 88

<211> 36

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
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MXI-601PC 9-12-13 SEQ
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

polypeptide
<400> 88
Thr Leu Glu Asp Gly val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly
1 5 10 15

Thr Asp Phe Thr Leu Thr ITe Asp Ser Leu GIn Pro Asp Asp Phe Ala
20 25 30
Thr Tyr Tyr Cys
35

<210> 89

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 89
Gln GIn Ser His Ser Phe Pro Tyr Thr
1 5

<210> 90

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 90
Phe Gly GIn Gly Thr Gln Leu Gly Ile igr
1 5

<210> 91

<211> 44

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
primer

<400> 91
taatacgact cactataggt tcggggaagt agtccttgac cagg

<210> 92

<211> 44

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
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MXI-601PC 9-12-13 SEQ
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
primer

<400> 92
taatacgact cactataggg atagaagtta ttcagcaggc acac

<210> 93

<211> 46

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
primer

<400> 93
taatacgact cactataggc gtcaggctca grtagctgct ggccgc

<210> 94

<211> 43

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
primer

<400> 94
aatacgactc actataggtt cggggaagta gtccttgacc agg

<210> 95

<211> 44

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
primer

<400> 95
taatacgact cactataggg atagaagtta ttcagcaggc acac

<210> 96

<211> 46

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
primer

<400> 96
taatacgact cactataggc gtcaggctca grtagctgct ggccgc

<210> 97

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial Sequence
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<220>
<223>

<400>

MXI-601PC 9-12-13 SEQ

Description of Artificial Sequence:

primer

97

tcaccatgga ctgsacctgg a

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

<220>
<223>

<400>

98

22

DNA

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:

primer

98

ccatggacac actttgytcc ac

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

<220>
<223>

<400>

99

23

DNA

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:

primer

99

tcaccatgga gtttgggctg agc

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

<220>
<223>

<400>

100

25

DNA

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:

primer

100

agaacatgaa acayctgtgg ttctt

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

<220>
<223>

<400>

101
20
DNA
Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:

primer

101

atggggtcaa ccgccatcct

<210>
<211>

102
23

Synthetic

21
Synthetic

22
Synthetic

23
Synthetic

25
Synthetic

20

Pagina 31



<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

MXI-601PC 9-12-13 SEQ

DNA

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:
primer

102

acaatgtctg tctccttcct cat

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

<220>
<223>

<400>

103
21
DNA
Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:

primer

103

gctcagctcc tggggctcct g

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

<220>
<223>

<400>

104
21
DNA
Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:

primer

104

ctggggctgc taatgctctg g

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

<220>
<223>

<400>

105
21
DNA
Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:

primer

105

ttcctcctge tactctggct c

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

<220>
<223>

<400>

106
21
DNA
Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:

primer

106

cagacccagg tcttcatttc t

Synthetic

23
Synthetic

21
Synthetic

21
Synthetic

21
Synthetic

21
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

MXI-601PC 9-12-13 SEQ

107
20
DNA
Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:

primer

107

cctctcctcc tcaccctcct

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

<220>
<223>

<400>

108

18

DNA

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:

primer

108

ctcctcactc agggcaca

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

<220>
<223>

<400>

109
19
DNA
Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:

primer

109

atggcctgga ycsctctcc

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

<220>
<223>

<400>

110

19

DNA

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:

primer

110

gccaggggga agacsgatg

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

<220>
<223>

<400>

111
24
DNA
Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:

primer

111

tttcaactgc tcatcagatg gcgg

Synthetic

Synthetic

Synthetic

Synthetic

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

<220>
<223>

<400>

MXI-601PC 9-12-13 SEQ

112
20
DNA
Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:

primer

112

agctcctcag aggagggygg

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

<220>
<223>

<400>

113

20

DNA

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:

primer

113

caggtscagc tggtrcagtc

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

<220>
<223>

<400>

114
20
DNA
Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:

primer

114

cagrtcacct tgaaggagtc

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

<220>
<223>

<400>

115

20

DNA

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:

primer

115

saggtgcagc tggtggagtc

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

<220>
<223>

116
20
DNA
Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:

primer

Synthetic

Synthetic

Synthetic

Synthetic

Synthetic
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<400>

MXI-601PC 9-12-13 SEQ

116

caggtgcagc tgcaggagtc

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

<220>
<223>

<400>

117
20
DNA
Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:

primer

117

gargtgcagc tggtgcagtc

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

<220>
<223>

<400>

118

20

DNA

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:

primer

118

caggtacagc tgcagcagtc

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

<220>
<223>

<400>

119
20
DNA
Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:

primer

119

cgmcatccrg wtgacccagt

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

<220>
<223>

<400>

120

19

DNA

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:

primer

120

cgatrttgtg atgacycag

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

<220>
<223>

121

22

DNA

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:

Synthetic

Synthetic

Synthetic

Synthetic

Synthetic
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<400>

MXI-601PC 9-12-13 SEQ

primer

121

cgaaatwgtg wtgacrcagt ct

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

<220>
<223>

<400>

122
20
DNA
Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:

primer

122

cgacatcgtg atgacccagt

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

<220>
<223>

<400>

123

20

DNA

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:

primer

123

ccagtctgtg ctgactcagc

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

<220>
<223>

<400>

124
20
DNA
Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:

primer

124

ccagtctgcc ctgactcagc

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

<220>
<223>

<400>

125

20

DNA

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:

primer

125

ctcctatgag ctgacwcagc

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

126
21
DNA
Artificial Sequence

Synthetic

Synthetic

Synthetic

Synthetic
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<220>
<223>

<400>

MXI-601PC 9-12-13 SEQ

Description of Artificial Sequence:

primer

126

gacsgatggg cccttggtgg a

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

<220>
<223>

<400>

127
20
DNA
Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:

primer

127

aagatgaaga cagatggtgc

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

<220>
<223>

<400>

128

16

DNA

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:

primer

128

gggaacagag tgaccg

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

<220>
<223>

<400>

129
21
DNA
Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:

primer

129

tcactatgga ctggatttgg a

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

<220>
<223>

<400>

130

22

DNA

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:

primer

130

ccatggacay actttgytcc ac

<210>
<211>
<212>

131
23
DNA

Synthetic

Synthetic

Synthetic

Synthetic

Synthetic
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<213>

<220>
<223>

<400>

MXI-601PC 9-12-13 SEQ

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:
primer

131

gtaggagaca tgcaaatagg gcc

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

<220>
<223>

<400>

132

23

DNA

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:

primer

132

aacaaagcta tgacatatag atc

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

<220>
<223>

<400>

133

24

DNA

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:

primer

133

atggagttgg ggctgagctg ggtt

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

<220>
<223>

<400>

134

23

DNA

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:

primer

134

agttgttaaa tgtttatcgc aga

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

<220>
<223>

<400>

135

23

DNA

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:

primer

135

aggtaattca tggagaaata gaa

<210>

136

Synthetic

Synthetic

Synthetic

Synthetic

Synthetic
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

MXI-601PC 9-12-13 SEQ

25
DNA L
Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:

primer

136

agaacatgaa gcayctgtgg ttctt

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

<220>
<223>

<400>

137
21
DNA
Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:

primer

137

atggactgga cctggagcat c

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

<220>
<223>

<400>

138

23

DNA

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:

primer

138

cctctgctga tgaaaaccag ccc

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

<220>
<223>

<400>

139
20
DNA
Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:

primer

139

caggtycagc tkgtgcagtc

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

<220>
<223>

<400>

140

20

DNA

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:

primer

140

caratgcagc tggtgcagtc

Synthetic

25
Synthetic

21
Synthetic

23
Synthetic

20
Synthetic

20
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

MXI-601PC 9-12-13 SEQ

141

24

DNA

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:

primer

141

cagrtcacct tgarggagtc tggt

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

<220>
<223>

<400>

142
20
DNA
Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:

primer

142

gargtgcagc tgktggagtc

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

<220>
<223>

<400>

143

20

DNA

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:

primer

143

gaggtacaac tggtggagtc

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

<220>
<223>

<400>

144
20
DNA
Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:

primer

144

gaggatcagc tggtggagtc

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

<220>
<223>

<400>

145

20

DNA

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:

primer

145

Synthetic

Synthetic

Synthetic

Synthetic

Synthetic
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caggtgcagc tacagcagtg

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

<220>
<223>

<400>

146

20

DNA

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:

primer

146

cagctgcagc tgcaggagtc

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

<220>
<223>

<400>

147
20
DNA
Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:

primer

147

caggtgcagc tggtgcaatc

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

<220>
<223>

<400>

148
351
DNA
Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:

polynucleotide

148

Synthetic

Synthetic

Synthetic

caggtgcagc tgcaggagtc gggcccagga ctggtggagc cttcggggac cctgtccctc

acctgcactg tgtctggtgg ctccatcagc aggagtaact ggtggagttg ggtccgccag

cccccagggg aggggctgga atggattgga gaaatccatc acattgggag gtccagctac

aatccgtccc tcaagagtcg agtcaccatg tctgtagaca agtcccagaa ccagttctcc

ctgaggctga cctctgtgac cgccgcggac acggccgtgt attactgtgc gaaaaatggc

tactacgcta tggacgtctg gggccaaggg accacggtca ccgtctcctc g

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

<220>
<223>

<400>

149
117
PRT
Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:

polypeptide
149

Synthetic

Gln val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu val Glu Pro Ser Gly
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1 5 10
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr val Ser Gly Gly Ser Ile Ser
20 25 30
Asn Trp Trp Ser Trp val Arg Gln Pro Pro Gly Glu Gly Leu
35 40 45
Ile Gly Glu ITe His His Ile Gly Arg Ser Ser Tyr Asn Pro
50 55 60
Lys Ser Arg val Thr Met Ser val Asp Lys Ser Gln Asn Gln
65 70 75
Leu Arg Leu Thr Ser val Thr Ala Ala Asp Thr Ala val Tyr
85 90
Ala Lys Asn Gly Tyr Tyr Ala Met Asp val Trp Gly GIn Gly
100 105 110
val Thr val Ser Ser
115
<210> 150
<211> 354
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide
<400> 150
gaaattgtgt tgacgcagtc tccaggcacc ctgtctttgt ctccagggga
ctctcctgca gggccagtca gagtgttagc agcgacttcc tagcctggta
cctggccagg ctcccaggct cctcatctac gctacatcct tcagggccac
gacaggttca gtggcagtgg gtctgggaca gacttctctc tcaccatcaa
cctgaagatt ttgcagtgta ttactgtcag cactatcgta gttcacctcc
tttgcccagg ggaccaagct ggacatgaga cgtacggtgg ctgcaccatc
<210> 151
<211> 118
<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide

Pagina 42

15

Arg

Glu

Ser

Phe

Tyr

95

Thr

aagagccacc
ccagcagaaa
tggcatctca
cagactggaa

gtggtacact

tgtc

Ser

Trp

Leu

ser

80

Cys

Thr
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<400> 151
Glu ITe val Leu Thr GIn Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 10

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser val Ser Ser Asp
20 25 30

Phe Leu Ala Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly GIn Ala Pro Arg Leu Leu
35 40 45

Ile Tyr Ala Thr Ser Phe Arg Ala Thr Gly Ile Ser Asp Arg Phe Ser
50 55 60

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Ser Leu Thr ITle Asn Arg Leu Glu
65 70 75 80

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

Pro Trp Tyr Thr Phe Ala GIn Gly Thr Lys Leu Asp Met Arg Arg Thr
100 105 110

val Ala Ala Pro Ser val
115

<210> 152

<211> 25

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 152
Gln val GIn Leu GIn Glu Ser Gly Pro Gly Leu val Glu Pro Ser Gly
1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr val Ser
20 25

<210> 153

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 153
Gly Gly Ser Ile Ser Arg Ser Asn Trp
1 5
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

MXI-601PC 9-12-13 SEQ

154

17

PRT

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

154

Trp Ser Trp val Arg Gln Pro Pro Gly Glu Gly Leu Glu Trp Ile Gly
1 5 10 15

Glu

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

<220>
<223>

<400>

155

10

PRT

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

155

Gly GIn Gly Thr Thr val Thr val Ser Ser
1

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

<220>
<223>

<400>

5 10

156

7

PRT

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

156

Ile His His Ile Gly Arg Ser
1 5

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

<220>
<223>
<400>
1

157

37

PRT

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide

157

Ser Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser Arg val Thr Met Ser val Asp Lys
15

5 10

Ser GIn Asn GIn Phe Ser Leu Arg Leu Thr Ser val Thr Ala Ala Asp
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20 25 30

Thr Ala val Tyr Tyr
35

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

<220>
<223>

<400>

158

12

PRT

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

158

Cys Ala Lys Asn Gly Tyr Tyr Ala Met Asp val Trp
1 5

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

<220>
<223>

<400>

10

159

26

PRT

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

159

Glu ITe val Leu Thr GIn Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser

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

<220>
<223>

<400>

20 25
160
7
PRT
Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

160

Gln Ser val Ser Ser Asp Phe
1 5

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

<220>
<223>

<400>

161

17

PRT

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

16l
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Leu Ala Trp Tyr GIn Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile
1 5 10 15

Tyr

<210> 162

<211> 3

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 162
Ala Thr ser
1

<210> 163

<211> 35

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide

<400> 163
Phe Arg Ala Thr Gly Ile Ser Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly
1 5 10 15

Thr Asp Phe Ser Leu Thr ITe Asn Arg Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala
20 25 30

val Tyr Tyr
35

<210> 164

<211> 13

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 164
Cys GIn His Tyr Arg Ser Ser Pro Pro Trp Tyr Thr Phe
1 5 10

<210> 165

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial Sequence
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<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide
<400> 165
Ala Gln Gly Thr Lys Leu Asp Met Arg Arg Thr val Ala Ala Pro Ser
1 5 10 15
val
<210> 166
<211> 37
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220> )
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide
<400> 166
Asn Ser Asn Pro Ser Leu Lys Ser Arg val Ile Ile Ser val Asp Lys
1 5 10 15

Ser Lys Asn His Phe Ser Leu Thr Leu Asn Ser val Thr Ala Ala Asp
20 25 30

Thr Ala val Tyr Tyr
35

<210> 167
<211> 351
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide

<400> 167

caggtgcagc tgcaggagtc gggcccagga ctggtgaagc cttcggggac cctgtccctc
acctgcgctg tctctggtge ctccattacc aatggtgcct ggtggagttg ggtccgccag
cccccaggga aggggctgga gtggattgga gaaatctatc ttaatgggaa caccaactcc
aacccgtccc tgaagagtcg agtcatcata tcagtggaca agtccaagaa ccacttctcg

ctgaccctga actctgtgac cgccgcggac acggccgtgt attactgtgc gaagaacgct

gcctacaacc ttgagttctg gggccaggga gccctggtca ccgtctcctc a

<210> 168
<211> 117
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
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<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide
<400> 168
Gln val GIn Leu GIn Glu Ser Gly Pro Gly Leu val Lys Pro Ser Gly
1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala val Ser Gly Ala Ser Ile Thr Asn Gly
20 25 30

Ala Trp Trp Ser Trp val Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp
35 40 45

Ile Gly Glu ITe Tyr Leu Asn Gly Asn Thr Asn Ser Asn Pro Ser Leu
50 55 60

Lys Ser Arg val Ile Ile Ser val Asp Lys Ser Lys Asn His Phe Ser

Leu Thr Leu Asn Ser val Thr Ala Ala Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Lys Asn Ala Ala Tyr Asn Leu Glu Phe Trp Gly GIn Gly Ala Leu
100 105 110

val Thr val Ser Ser
115

<210> 169
<211> 327
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide

<400> 169
gaaattgtgt tgacgcagtc tccaggcacc ctgtctttgt ctccagggga aagagccacc 60
ctctcctgca gggccagtca gactgttagc agcccctacg tagcctggta ccagcagaaa 120
cgtggccagg ctcccaggct cctcatctat ggtgcatcca ccagggccac cggcatccca 180
gacaggttca gtggcagtgg gtctgggaca gacttcactc tcaccatcag cagactggag 240
cctgaagatt ttgcagtgta ttactgtcag cagtatgata gatcatacta ttacactttt 300
ggccagggga ccaagctgga gatcaaa 327
<210> 170
<211> 109
<212> PRT
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<213> Artificial Sequence

<220>

MXI-601PC 9-12-13 SEQ

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide

<400> 170

Glu Ile val Leu Thr GIn Ser Pro
1 5

Glu Arg Ala

Tyr val Ala
35

Ile Tyr Gly
50

Gly ser Gly
65

Pro Glu Asp

Tyr Tyr Thr

<210> 171
<211> 25
<212> PRT

Thr

20

Trp

Ala

Ser

Phe

Phe
100

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gly

Ser

Gln

Thr

Thr

70

val

Gln

cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Gly

<213> Artificial Sequence

<220>

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Thr

<223> Description of Artificial
peptide

<400> 171
1

Gln val GIn Leu GIn Glu Ser Gly
5

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala val
20

<210> 172
<211> 9
<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial
peptide

<400> 172

Gly Thr Leu Ser Leu
10

Ala

25

Arg

Thr

Thr

Cys

Lys

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Glu

Thr

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Ile

val

Pro

45

Asp

Ser

Asp

Lys

Sequence: Synthetic

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Arg

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser
95

Gly

Pro

Leu

Ser

Glu

80

Tyr

Pro Gly Leu val Lys Pro Ser Gly
10 15

Ser
25

Sequence: Synthetic
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Gly Ala ser Ile Thr Asn Gly Ala Trp
1 5

<210> 173

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 173
Trp Ser Trp val Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile Gly
1 5 10 15

Glu

<210> 174

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 174
Ile Tyr Leu Asn Gly Asn Thr
1 5

<210> 175

<211> 14

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 175
Gly GIn Gly Thr Leu val Thr val ser Ser Ala Ser Thr Lys
1 5 10

<210> 176

<211> 12

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 176
Cys Ala Lys Asn Ala Ala Tyr Asn Leu Glu Phe Trp
1 5 10
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<210> 177

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 177
Gly GIn Gly Ala Leu val Thr val Ser Ser
1 5 10

<210> 178

<211> 26

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 178
Glu ITe val Leu Thr GIn Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser
20 25

<210> 179

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 179
Gln Thr val Ser Ser Pro Tyr
1 5

<210> 180

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 180
val Ala Trp Tyr GIn Gln Lys Arg Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile
1 5 10 15

Tyr
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<210> 181

<211> 3

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 181
Gly Ala ser
1

<210> 182

<211> 35

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide

<400> 182
Thr Arg Ala Thr Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly
1 5 10 15

Thr Asp Phe Thr Leu Thr ITle Ser Arg Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala
20 30

val Tyr Tyr
35

<210> 183

<211> 12

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 183
Cys GIn Gln Tyr Asp Arg Ser Tyr Tyr Tyr Thr Phe
1 5 10

<210> 184

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide
<400> 184
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Gly GIn Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
1 5

<210> 185
<211> 360
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide
<400> 185
caggtgcagc tgcaggagtc gggcccagga ctggtgaagc cttcggagaa cctgtcgctc 60
acctgcactg tctctgatgc ctccatgagt gattatcact ggagctggat ccggcaggcc 120
gccgggaagg gactggagtg gattgggcgt atgtacagca ctgggagtcc ctactacaaa 180
ccctccctca aaggtcgggt caccatgtca atagacacgt ccaagaacca gttctccctg 240
aagctggcct ctgtgaccgc cgcagacacg gccatctatt attgtgcgag cggacaacat 300
attggtggct gggtcccccc tgacttctgg ggccagggaa ccctggtcac cgtctcctca 360
<210> 186
<211> 120
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide
<400> 186
Gln val GIn Leu GIn Glu Ser Gly Pro Gly Leu val Lys Pro Ser Glu
1 5 10 15

Asn Leu Ser Leu Thr Cys Thr val Ser Asp Ala Ser Met Ser Asp Tyr
20 25 30

His Trp Ser Trp Ile Arg Gln Ala Ala Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Arg Met Tyr Ser Thr Gly Ser Pro Tyr Tyr Lys Pro Ser Leu Lys
50 55 60

Gly Arg val Thr Met Ser Ile Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu
65 70 75 80

Lys Leu Ala Ser val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Ile Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95

Ser Gly Gln His Ile Gly Gly Trp val Pro Pro Asp Phe Trp Gly Gln
100 105 110
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Gly Thr Leu val Thr val Ser Ser
115

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

atctcc

tttcac

tctggg
agcagg
tggacg
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>
Asp I1
1

GIn Pr
Asp GI

Pro Ar
50

Asp Ar
65

Ser Ar

187
339
DNA

Artificial Sequence

120

MXI-601PC 9-12-13 SEQ

Description of Artificial Sequence: Synthetic

polynucleotide

187

gatattgtga tgacccagac tccactctcc tcacctgtca cccttggaca
tgca ggtctagtga aggcctcgta tatagtgatg gagacaccta
caga ggccaggcca gcctccaaga ctcctgattt ataaaatttc
gtcc ccgacagatt cagtggcagt ggggcaggca cagatttcac
gtgg aggctgagga tgtcggggtt tattactgca tgcaagctac
ttcg gccaggggac caaagtggaa gtcaaacgt
188
113
PRT
Artificial Sequence
Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide
188
e val Met Thr GIn Thr Pro Leu Ser Ser Pro val Thr

5 10
o Ala Ser ITe Ser Cys Arg Ser Ser Glu Gly Leu val
20 25 30
y Asp Thr Tyr Leu Ser Trp Phe His GIn Arg Pro Gly
35 40 45
g Leu Leu Ile Tyr Lys Ile Ser Asn Arg Phe Ser Gly
55 60
g Phe Ser Gly Ser Gly Ala Gly Thr Asp Phe Thr Leu
70 75
g val Glu Ala Glu Asp val Gly val Tyr Tyr Cys Met
85 90
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gccggcectcc
cttgagttgg
taaccggttc
actgaaaatc

acattttccg

Leu

15

Tyr

Gln

val

Lys

Gln
95

Gly

Ser

Pro

Pro

Ile

80

Ala
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Thr His Phe Pro Trp Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys val Glu val Lys
100 105 110

Arg

<210> 189

<211> 25

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 189

Gln val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu val Lys Pro Ser Glu
1 5 10 15

Asn Leu Ser Leu Thr Cys Thr val ser

20 25

<210> 190

<211> 8

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 190

Asp Ala Ser Met Ser Asp Tyr His

1 5

<210> 191

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 191

Trp Ser Trp Ile Arg Gln Ala Ala Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile Gly
1 5 10 15
Arg

<210> 192

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial Sequence
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<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 192
Met Tyr Ser Thr Gly Ser Pro
1 5

<210> 193

<211> 37

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide

<400> 193
Tyr Tyr Lys Pro Ser Leu Lys Gly Arg val Thr Met Ser Ile Asp Thr
1 5 10 15

Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu Lys Leu Ala Ser val Thr Ala Ala Asp
20 25 30

Thr Ala Ile Tyr Tyr
35

<210> 194

<211> 16

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 194
Cys Ala Ser Gly Gln His ITe Gly Gly Trp val Pro Pro Asp Phe Trp
1 5 10 15

<210> 195

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 195
Gly GlIn Gly Thr Leu val Thr val Ser Ser
1 5 10

<210> 196

<211> 26

<212> PRT

<213> Artificial Sequence
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<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide
<400> 196
Asp Ile val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Ser Pro val Thr Leu Gly
1 5 10 15

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser

20 25

<210> 197

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 197

Glu Gly Leu val Tyr Ser Asp Gly Asp Thr Tyr

1 5 10

<210> 198

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 198

Leu Ser Trp Phe His Gln Arg Pro Gly Gln Pro Pro Arg Leu Leu Ile
1 5 10 15
Tyr

<210> 199

<211> 3

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 199
Lys Ile Ser
1

<210> 200
<211> 35
<212> PRT
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<213>

<220>
<223>

<400>

MXI-601PC 9-12-13 SEQ

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide

200

Asn Arg Phe Ser Gly val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ala Gly
1 5 10 15

Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile Ser
20

25

val Tyr Tyr

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

<220>
<223>

<400>

35

201
11
PRT
Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

201

Cys Met Gln Ala Thr His Phe Pro Trp Thr Phe

1

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

<220>
<223>

<400>

5 10

202

10

PRT

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

202

Gly GIn Gly Thr Lys val Glu val Lys Arg
1 5 10

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

<220>
<223>

<400>

203
333
DNA
Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide

203

Arg val Glu Ala Glu Asp val Gly

30

gaggtgcagc tgttggagtc tgggggaggc ttggtacagc ctggggggtc cctgagactc
tcctgtgcag cctctggatt cacctttagt tcatatggct tgacctggat acgccaggct

ccggggaagg gcctggagtg ggtctcaagt atcagtggca gtggcaataa cacatactac
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gcagactctg tgaagggccg gttcaccatc tccagagaca aagtcaagaa gacactatat 240
ctacaaatgg acagcctgac agtcggagac acggccgtct attactgctt aggagtcggt 300
cagggccacg gaattccggt catcgtctcc tca 333
<210> 204
<211> 111
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide
<400> 204
Glu val GIn Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Gly Leu Thr Trp Ile Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp val
35 40 45

Ser Ser Ile Ser Gly Ser Gly Asn Asn Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Lys val Lys Lys Thr Leu Tyr

Leu Gln Met Asp Ser Leu Thr val Gly Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Leu Gly val Gly Gln Gly His Gly Ile Pro val Ile val Ser Ser
100 105 110

<210> 205
<211> 336
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide

<400> 205

gatattgtga tgacccagac tccactctcc tcacctgtca cccttggaca gccggcctcc 60
atctcctgca ggtctagtca gagcctcgta caccgtgatg gaaacaccta cttgagttgg 120
tttctgcaga ggccaggcca ggctccaaga ctcctaattt atcggatttc taaccggttc 180
tctggggtcc cagacagatt cagtggcagt ggggcaggga cggatttcac actgaaaatc 240

Pagina 59



MXI-601PC 9-12-13 SEQ

agcagggtgg aagctgagga tgtcggcgtt tactactgca tgcaagctac acaaatcccc 300
aacacttttg gccaggggac caagctggag atcaag 336
<210> 206
<211> 112
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220> )
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide
<400> 206
Asp Ile val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Ser Pro val Thr Leu Gly
1 5 10 15

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser GIn Ser Leu Vval His Arg
20 25 30

Asp Gly Asn Thr Tyr Leu Ser Trp Phe Leu GIn Arg Pro Gly GIn Ala
35 40 45

Pro Arg Leu Leu Ile Tyr Arg Ile Ser Asn Arg Phe Ser Gly val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ala Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

Ser Arg val Glu Ala Glu Asp val Gly val Tyr Tyr Cys Met Gln Ala
85 90 95

Thr Gln ITe Pro Asn Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

100 105 110
<210> 207
<211> 25
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220> )
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide
<400> 207

Glu val GIn Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser
20 25

<210> 208
<211> 8
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<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 208

Gly Phe Thr Phe Sser Ser Tyr Gly
1 5

<210> 209

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 209
Leu Thr Trp Ile Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp val Ser
1 5 10 15

Ser

<210> 210

<211> 8

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 210
Ile Ser Gly Ser Gly Asn Asn Thr
1 5

<210> 211

<211> 37

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide

<400> 211
Tyr Tyr Ala Asp Ser val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Lys
1 5 10 15

val Lys Lys Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asp Ser Leu Thr val Gly Asp
20 25 30

Thr Ala val Tyr Tyr
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35

<210> 212

<211> 6

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 212
Cys Leu Gly val Gly GIn
1 5

<210> 213

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 213
Gly His Gly Ile Pro val ITe val Ser Ser
1 5 10

<210> 214

<211> 26

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 214

Asp Ile val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Ser Pro val Thr Leu Gly
1 5 10 15

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser

20 25
<210> 215
<211> 11
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220> )
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide
<400> 215
Gln Ser Leu val His Arg Asp Gly Asn Thr Tyr
1 5 10
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<210> 216
<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 216
Leu Ser Trp Phe Leu Gln Arg Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile
1 5 10 15

Tyr

<210> 217

<211> 3

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 217
Arg Ile Ser
1

<210> 218

<211> 35

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide

<400> 218
Asn Arg Phe Ser Gly val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ala Gly
1 5 10 15

Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile Ser Arg val Glu Ala Glu Asp val Gly
20 25 30

val Tyr Tyr
35

<210> 219

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide
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<400> 219
Cys Met Gln Ala Thr GIn Ile Pro Asn Thr Phe
1 5

<210> 220

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 220
Gly GIn Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
1 5

<210> 221
<211> 363
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide

<400> 221

gaggtgcagc tggtggagtc tggaggaggc ttaatccagc cgggggggtc

tcctgtgcag cctcgggett cctcatcagt agttatttca tgagctgggt

ccagggaagg ggccggagtg ggtctcagtt atttatagcg atggtagtac

gactccgtga agggccgatt caccatctcc acagacaatt ccaagaacac

cagatgaaca gcctgagagc cgaggacacg gcccgatatt actgtgcgac

aattatgacg gtgaccactg gggccaggga accctggtca ccgtctecctc

aag

<210> 222

<211> 121

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide

<400> 222

cctaagactc
ccgccaggct
atattacgta
actatatctt
acggcatttg

agcctccacc

Glu val Gln Leu val Glu Sser Gly Gly Gly Leu Ile Gln Pro Gly Gly
15

1 5 10

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Leu Ile Ser Ser Tyr
20

25 30

Phe Met Ser Trp val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Pro Glu Trp val
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Ser va
50

Gly Ar
65

Gln Me
Thr Ar
val Th

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
gatgtt
atctcc

tttcac

tctggg
agcagg
acgttc
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>
Asp Va
1

Gln Pr

MXI-601PC 9-12-13 SEQ
35 40 45

1 I1e Tyr Ser Asp Gly Ser Thr Tyr Tyr val Asp Ser val Lys
55 60

g Phe Thr Ile Ser Thr Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu
70 75 80

t Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Arg Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95

g His Leu Asn Tyr Asp Gly Asp His Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110

r val Ser Ser Ala Ser Thr Lys
115 120

223

348

DNA

Artificial Sequence
Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide

223
gtga tgactcagtc tccactctcc ctgcccgtca cccttggaca gccggcctcc

tgca ggtctagtca aagcctcgta cacagtgacg gaaacaccta cttgaattgg
caga ggccaggcca atctccaagg cgcctaattt ataaggtttc taagcgggac
gtcc cagacagatt cagcggcagt gggtcaggta gtgatttcac actgaaaatc
gtgg aggctgagga tgttggaatt tattactgca tgcaaggtac acattggccg
ggcc aagggaccaa ggtggaaatc aaacgaactg tggctgca

224

116

PRT
Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide

224
1 val Met Thr GIn Ser Pro Leu Ser Leu Pro val Thr Leu Gly
5 15

o Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser GIn Ser Leu val His Ser
25
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Asp Gly Asn Thr Tyr Leu Asn Trp Phe His GIn Arg Pro Gly
40 45

35

Pro Arg Arg Leu Ile Tyr Lys Vval
50 55

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser
65 70

Ser Arg val Glu Ala Glu Asp val
85

Thr His Trp Pro Thr Phe Gly Gln
100

Thr val Ala Ala
115

<210> 225

<211> 25

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial
peptide

<400> 225
Glu val GIn Leu val Glu Ser Gly
1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20

<210> 226

<211> 8

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial
peptide

<400> 226
Gly Phe Leu Ile Ser Ser Tyr Phe
1 5

<210> 227

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

Ser Lys Arg Asp Ser
60
Gly Ser Asp Phe Thr
75
Gly ITe Tyr Tyr Cys
90

Gly Thr Lys val Glu
105

Sequence: Synthetic

Gly

Leu

Met

Ile
110

Gln

val

Lys

Gln

95

Lys

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Arg

Gly Gly Leu ITe GIn Pro Gly Gly
10 15

Ser
25

Sequence: Synthetic
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<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 227
1

val

<210> 228

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 228
Ile Tyr Ser Asp Gly Ser Thr
1 5

<210> 229

<211> 37

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide

<400> 229

Tyr Tyr val Asp Ser val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Thr A
1 5 10 15

Met Ser Trp val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Pro Glu Trp val Ser
5 10 15

sp Asn

Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp
20

25

Thr Ala Arg Tyr Tyr
35

<210> 230

<211> 13

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 230
Cys Ala Thr Arg His Leu Asn Tyr Asp Gly Asp His Trp
1 5 10

<210> 231
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<211> 26
<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 231
Asp val val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro val Thr Leu Gly
1 5 10 15

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser
25

<210> 232

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 232
Gln Ser Leu val His Ser Asp Gly Asn Thr Tyr
1 5 10

<210> 233

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 233
Leu Asn Trp Phe His Gln Arg Pro Gly Gln Ser Pro Arg Arg Leu Ile
1 5 10 15

Tyr

<210> 234

<211> 3

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 234

Lys val Sser
1
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<210> 235
<211> 35
<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide

<400> 235
Lys Arg Asp Ser Gly val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly
1 5 10 15

Ser Asp Phe Thr Leu Lys Ile Ser Arg val Glu Ala Glu Asp val Gly
20 25 30
Ile Tyr Tyr
35

<210> 236

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 236
Cys Met Gln Gly Thr His Trp Pro Thr Phe
1 5 10

<210> 237

<211> 14

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 237
Gly GIn Gly Thr Lys val Glu Ile Lys égg Thr val Ala Ala
1 5

<210> 238

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide

<400> 238

Gly Leu Asn Asp Ile Phe Glu Ala Gln Lys Ile Glu Trp His Glu
1 5 10 15
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4. No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is
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Continuation of Box IlI: Lack of Unity of Invention

Groups ll+: claims 11-14, directed to a composition comprising a peptide that immunospecifically binds to angiopoietin, wherein the
peptide comprises complementarity determining region (CDR) 3 of the V.sub.H of antibody ID 2, 3, 4, 5 or 10 shown in Table 1 having 5
or fewer conservative amino acid substitutions, and CDR3 of the V.sub.L of antibody 1D 2, 3, 4 or 5 shown in Table 1 having § or fewer
conservative amino acid substitutions; wherein the first invention is limited to a peptide having a CDR3 comprising of V.sub.H and
V.sub.L of antibody 2 (applicants may opt for additional antibodies to be searched by specifying the antibody and paying an additional
invention search fee for each elected antibody).

Group lIl: claims 33-47, directed to a method of obtaining immune cells directed against a self antigen from a subject, the method
comprising: :

i) identifying a subject exhibiting a positive immune response towards the self antigen,

ii) providing a multimeric form of the self antigen;

iii) contacting the multimeric form of the self antigen with a sample from the subject exhibiting a positive immune response towards the
self antigen; and

iv) obtaining immune cells bound to the multimeric form of the self antigen. -

The inventions listed as Groups I+, II+ and |l do not relate to a single general inventive concept under PCT Rule 13.1 because, under
PCT Rule 13.2, they lack the same or corresponding special technical features for the following reasons:

The special technical feature of the claims of Groups I+ is a composition comprising a peptide that immunospecifically binds to MHC
class | polypeptide-related sequence A (MICA), wherein the peptide comprises a V.sub.H CDR3 and a V.sub.L CDR3 - not required by
the claims of Groups I+ or lll. The special technical feature of the claims of Groups |+ claims is a composition comprising a peptide that
immunospecifically binds to angiopoietin, wherein the peptide comprises a V.sub.H CDR3 and a V.sub.L CDR3 - not required by the
claims of Groups I+ or lll. Neither of these special technicai features is common to any other group, nor do they correspond to a special
technical feature in any other group.

Groups I+ and lI+ share the common technical element of being related to compositions comprising binding proteins comprising V.sub.H
and V.sub.L CDR3 regions. The claims of Groups |+ share the common technical element of being related to compositions comprising
V.sub.H, and V.sub.L. CDR3 domains of binding peptides that are specific for MICA. These common technical elements do not represent
an improvement over the prior art of US 2010/0189711 A1 to Dranoff et al., which teaches anti-MICA antibodies (para {0073]), wherein
the antibodies comprise heavy and light chains (para [0069)), as well as CDR regions (para [0071]), and compositions comprising said
antibodies (para [0041]). Although Dranoff does not specifically recite wherein the antibodies comprise COR3 domains, one of each in a
light and heavy chain variabie region, it would have been obvious to a person of ordinary skill in the art to have understood Dranoff as
disclosing antibodies comprising the known standard structure of light and heavy chains, wherein each chain comprises a variable
region having three complementarity determining regions.

The claims of Groups lI+ share the common technical element of being related to compositions comprising V.sub.H, and V.sub.L CDR3
domains of binding peptides that are specific for angiopoietin. These common technical elements do not represent an improvement over
the prior art of US 2009/0226447 A1 to Boone et al., which teaches ant-angiopoietin antibodies comprising light and heavy chains, as
well as CDRs thereof (abstract), as well as compositions comprising said antibodies (para [0024]).

Therefore, the inventions of Groups I+, I+ and Ill lack unity of invention under PCT Rule 13 because they do not share a same or
corresponding special technical feature.
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