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DESCRIPCION

Anticuerpo que tiene una especificidad tipo receptor de células T, con una afinidad aun mayor y el uso del mismo en la
deteccién y el tratamiento del cancer.

Campo vy antecedentes de lainvencion

La presente invencion se refiere a las realizaciones como se caracterizan en las reivindicaciones.

Se demostré que la expresién de péptidos especificos en complejo con moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) clase | en células estaba asociada con cancer y enfermedades autoinmunes (1-3) e
infecciones viricas. En el cancer, el descubrimiento de estos péptidos surgia de la observacién ahora bien establecida
de que las células tumorales humanas expresan con frecuencia antigenos que son reconocidos por linfocitos T
citotéxicos (CTL) obtenidos de pacientes (1-5).

Ademas, se ha demostrado que la respuesta inmune contra el tumor es insuficiente para causar la regresiéon tumoral y
que las células tumorales pueden desarrollar mecanismos eficaces para escapar a dicho ataque inmune (6-9). Por lo
tanto, se estan desarrollando numerosas estrategias en el campo de la vacunacién contra tumores en un intento por
aumentar las respuestas inmunes antitumorales, incluyendo vacunas de péptidos contra el cancer, vacunas autélogas
contra el cancer y la vacuna hibrida de células cancerosas-dendriticas (7, 10, 11).

Debido a que la especificidad de la respuesta inmune esta regulada e impuesta por estos complejos de MHC clase
I-péptido deberia ser posible usar estos marcadores moleculares de superficie celular especificos y Unicos como
dianas para eliminar las células cancerosas, al tiempo que se evitan las células normales. Pueden emprenderse una
estrategia similar para erradicar células infectadas por virus y células que presenten dianas para ataque autoinmune.
Por lo tanto, seria muy deseable encontrar nuevas moléculas en una forma soluble que mimeticen la especificidad
Unica refinada del receptor de antigeno de célula T (TCR) para los complejos de MHC-péptido asociados con
cancer/infecciones viricas/enfermedades autoinmunes.

Una estrategia prometedora es generar anticuerpos recombinantes que se unirdn al complejo de MHC-péptido
expresado en las superficies de células cancerosas con la misma especificidad que el TCR. Estos anticuerpos Unicos
pueden equiparse posteriormente con un resto citotoxico efector tal como un radioisétopo, un farmaco citotéxico o una
toxina. Por ejemplo, se fusionaron genéticamente anticuerpos que se dirigen a células cancerosas con toxinas
potentes obtenidas tanto de plantas como de bacterias, generando de este modo moléculas denominadas
inmunotoxinas recombinantes (12).

Los anticuerpos con la especificidad de células T restringida por MHC son poco frecuentes y han sido dificiles de
generar mediante técnicas de hibridoma convencionales debido a que las células B no aprenden a autorrestringirse
por MHC (13-16). Las ventajas de la tecnologia de anticuerpos presentados en fagos también hace posible seleccionar
grandes repertorios de anticuerpos para anticuerpos Unicos y poco frecuentes contra epitopos muy definidos. Esto se
ha demostrado Eor la capacidad para aislar mediante presentacion en fagos un anticuerpo restringido similar a TCR
contra un H-2K" de MHC clase | murino formando un complejo con un epitopo viral (17). Evidentemente, este
anticuerpo, que esta dirigido al MHC de ratén, es in(til en el tratamiento y diagnostico de seres humanos. Hasta ahora,
han fracasado los intentos realizados por el mismo grupo para desarrollar un anticuerpo restringido similar a TCR
contra un MHC clase | humano. Mas recientemente se aislé un anticuerpo reactivo con el antigeno de melanoma
MAGE-A1 en un complejo con HLA-A1; sin embargo, este anticuerpo presentaba una baja afinidad y podia usarse
para detectar los complejos especificos en la superficie de células presentadoras de antigeno so6lo cuando se
expresan de una forma multimérica en un fago y no como un anticuerpo soluble (18).

El documento WO-A-9702342 describe un procedimiento para producir un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo
gque reconozca especificamente un complejo de péptido-MHC. También se refiere a anticuerpos y fragmentos de
anticuerpo de acuerdo con la invencién que estan conjugados con un agente farmacéutico o con un superantigeno.
Ademas, la invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende anticuerpos o fragmentos de
anticuerpo de acuerdo con la invencion para la prevencion o tratamiento de enfermedades infecciosas y autoinmunes
y del cancer, y a composiciones para el diagndstico de dichas enfermedades.

El documento WO-A-91/12332 se refiere a anticuerpos monoclonales restringidos caracterizados por su capacidad
para reconocer especificamente un complejo que consiste en un péptido, que es caracteristico de un antigeno de
agente patégeno o un trastorno celular, y una molécula del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) que tiene la
capacidad de reconocer y fijar este péptido, siendo dichos anticuerpos anticuerpos monoclonales restringidos en el
sentido de que son incapaces de reconocer dicho péptido combinado con una molécula de MHC de haplotipo
inespecifico de péptido. Estos anticuerpos pueden usarse para diagnosticar afecciones causadas por agentes
infecciosos o trastornos celulares que se encontraran, por ejemplo, en tumores o enfermedades autoinmunes.

Chames y col describe la seleccién directa de un fragmento de anticuerpo humano dirigido contra el epitopo de célula
T tumoral HLA-A1-MAGE-A1 a partir de una biblioteca no inmunizada de fagos-Fab, PROC. NATL. ACAD. SCI. USA
vol. 97, no. 14, 05 Julio 2000, paginas 7969-7974.
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Por lo tanto existe la necesidad ampliamente reconocida, y seria altamente ventajoso, de tener un anticuerpo
restringido similar a TCR contra un MHC clase | humano desprovisto de las limitaciones anteriores.

Sumario de lainvencion

En los Ultimos afios, se han aislado muchos péptidos restringidos por MHC asociados con cancer, asociados con
infecciones viricas y enfermedades autoinmunes, y debido a su especificidad refinada altamente restringida, son
dianas deseables para nuevas estrategias en inmunoterapia e inmunodiagndstico. Los anticuerpos que son capaces
de reconocer complejos de MHC-péptido asociados con cancer, asociados con infecciones viricas y enfermedades
autoinmunes, con la misma especificidad que el receptor de antigeno de célula T serian reactivos valiosos para
estudiar la presentacion de antigenos por células tumorales, células infectadas por virus y células relacionadas con
enfermedades autoinmunes, para visualizar complejos de MHC-péptido en dichas células y, en Ultima instancia, para
desarrollar nuevos agentes de direccionamiento para inmunoterapia e inmunodiagnostico del cancer, infecciones
viricas y enfermedades autoinmunes.

Cuando se reduce la presente invencion a la practica, y para generar moléculas ejemplares con una especificidad
refinada Unica de este tipo, se inmunizaron ratones transgénicos HLA-A2 con un HLA-A2 de cadena sencilla soluble,
formando un complejo con un epitopo restringido por HLA-A2 de célula T antigénico comun obtenido del antigeno de
diferenciacion de melanoma gp100. Usando presentacion en fagos, se aislé un anticuerpo scFv recombinante de alta
afinidad que presenta una especificidad de union similar a TCR caracteristica con el epitopo derivado de gp100,
aungue a diferencia de los TCR, lo hace con una afinidad en el intervalo nanomolar. El anticuerpo similar a TCR
reconoce el complejo de MHC-péptido nativo expresado en la superficie de células presentadoras de antigeno.
Ademas, cuando se fusionaba con una molécula efectora citotéxica muy potente en forma de una toxina bacteriana
truncada, era capaz de destruir especificamente células presentadoras de antigeno de una forma dependiente de
péptido y con una especificidad similar a TCR. Estos resultados demuestran por primera vez la capacidad para aislar
anticuerpos recombinantes humanos de alta afinidad con la especificidad restringida por MHC especifica de antigeno
de células T dirigida hacia epitopos de células T cancerosas humanas. Los anticuerpos similares a TCR seleccionados
son Utiles para controlar y visualizar la expresion de complejos de MHC-péptido especificos en la superficie de células
tumorales, otras células que presentan antigenos y tejidos linfoides, asi como para desarrollar una nueva familia de
agentes de direccionamiento para inmunoterapia.

Por lo tanto, de acuerdo con un aspecto de la presente invencion se proporciona una molécula aislada que comprende
un anticuerpo que puede unirse especificamente con una afinidad de unidn inferior a 20 nanomolar, a un complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC) clase | humano que esta formando un complejo con un antigeno de tirosinasa
restringido por HLA, como se define en las reivindicaciones adjuntas.

De acuerdo con caracteristicas adicionales en realizaciones preferidas de la invencién que se describe a continuacion,
la molécula aislada comprende ademas un resto identificable que se conjuga con el anticuerpo.

De acuerdo con otras caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, la molécula aislada
comprende ademas un resto terapéutico que se conjuga con el anticuerpo.

También se desvela un anticuerpo que es un anticuerpo de cadena sencilla que tiene una secuencia de aminoacidos
como se expone en la SEC ID N°:9.

También se desvela una composicion farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de una
molécula que comprende un anticuerpo que puede unirse especificamente con una afinidad de unién inferior a 20
nanomolar a un complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase | humano que esta formando un complejo con un
antigeno restringido por HLA, comprendiendo la molécula ademés un resto terapéutico que se conjuga con el
anticuerpo. Preferentemente, la composicién farmacéutica comprende ademas un vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

También se desvela una composicion de diagnéstico que comprende una molécula que comprende un anticuerpo
como se ha definido anteriormente, que puede unirse especificamente con una afinidad de union inferior a 20
nanomolar a un complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase | humano que forman un complejo con un
antigeno restringido por HLA, comprendiendo la molécula ademas un resto identificable que se conjuga con el
anticuerpo.

También se desvela una molécula aislada que comprende un primer polinucleétido que codifica un anticuerpo que
puede unirse especificamente con una afinidad de union inferior a 20 nanomolar a un complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) clase | humano que esta formando un complejo con un antigeno restringido por HLA.

En un ejemplo, el primer polinucléotido codifica una proteina que tiene una secuencia de aminoacidos como se
expone en la SEC ID N°:9. En un ejemplo especifico, el primer polinucledtido tiene una secuencia de acido nucleico
como se expone en la SEC ID N°:8.

De acuerdo con caracteristicas adicionales de la divulgacion, la molécula aislada comprende ademas un segundo
polinucledtido que se une al primer polinucleétido y que codifica un resto terapéutico.
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De acuerdo con caracteristicas alternativas de la divulgacion, la molécula aislada de la reivindicacion 24 comprende
ademas un segundo polinucledtido que se une al primer polinucleétido y que codifica un resto identificable.

De acuerdo con otras caracteristicas adicionales en las realizaciones referidas descritas, el resto identificable se
selecciona del grupo que consiste en un miembro de un par de unién y un marcador.

De acuerdo con otras caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, el miembro del par de unién
es un antigeno.

De acuerdo con otras caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas el marcador se selecciona
del grupo que consiste en una proteina fluorescente y una enzima.

De acuerdo con un aspecto adicional de la presente invencion se proporciona un procedimiento de produccion de un
anticuerpo que puede unirse especificamente con una afinidad de unién inferior a 20 nanomolar a un complejo mayor
de histocompatibilidad (MHC) clase | humano que esta formando un complejo con un antigeno de tirosinasa restringido
por HLA, como se define en las reivindicaciones.

De acuerdo con otras caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, el mamifero no humano
esta desprovisto de moléculas de MHC clase | propias.

También se desvela un procedimiento para tratar un cancer, comprendiendo el procedimiento administrar a un sujeto
gue lo necesite una cantidad terapéuticamente eficaz de una molécula que comprende un anticuerpo que puede unirse
especificamente con una afinidad de unién inferior a 20 nanomolar a un complejo mayor de histocompatibilidad (MHC)
clase | humano que esta formando un complejo con un antigeno restringido por HLA tumoral que caracteriza al cancer,
comprendiendo la molécula ademas un resto terapéutico que esta conjugado con el anticuerpo, seleccionandose la
molécula del MHC clase | que coincide con el MHC clase | enddgeno del sujeto.

También se desvela un procedimiento para tratar una infeccion viral, comprendiendo el procedimiento administrar a un
sujeto que lo necesite una cantidad terapéuticamente eficaz de una molécula que comprende un anticuerpo que puede
unirse especificamente con una afinidad de unién inferior a 20 nanomolar a un complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC) clase | humano que estéa formando un complejo con un antigeno restringido por HLA viral que caracteriza un
virus causante de la infeccion viral, comprendiendo la molécula ademas un resto terapéutico que esta conjugado con el
anticuerpo, seleccionandose la molécula del MHC clase | que coincide con el MHC clase | endégeno del sujeto.

También se desvela un procedimiento para tratar una enfermedad autoinmune, comprendiendo el procedimiento
administrar a un sujeto que lo necesite una cantidad terapéuticamente eficaz de una molécula que comprende un
anticuerpo que puede unirse especificamente con una afinidad de unién inferior a 20 nanomolar a un complejo mayor
de histocompatibilidad (MHC) clase | humano que esta formando un complejo con un antigeno restringido por HLA
autoinmune, comprendiendo la molécula ademas un resto terapéutico que esta conjugado con el anticuerpo,
seleccionandose la molécula del MHC clase | que coincide con el MHC clase | enddgeno del sujeto.

De acuerdo con caracteristicas adicionales en realizaciones preferidas de la invencion descrita a continuacion, la
molécula de MHC clase | se selecciona del grupo que consiste en HLA-A2, HLA-A1, HLA-A3 y HLA-A24.

De acuerdo con otras caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, el resto terapéutico se
selecciona del grupo que consiste en un resto citotdxico, un resto tdxico, un resto de citocina y un resto de anticuerpo
biespecifico.

También se desvela un procedimiento de preparacion de una inmunotoxina, comprendiendo el procedimiento ligar un
primer polinucleétido que codifica un anticuerpo que puede unirse especificamente con una afinidad de unién inferior a
20 nanomolar a un complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase | humano que esta formando un complejo con
un antigeno restringido por HLA en fase de lectura con un segundo polinucleétido que codifica un resto de toxina, para
obtener un polinucledtido ligado y expresar el polinucleétido ligado en un sistema de expresion para obtener la
inmunotoxina.

También se desvela un procedimiento de preparaciéon de un inmunomarcador, comprendiendo el procedimiento ligar
un primer polinucledtido que codifica un anticuerpo, que puede unirse especificamente con una afinidad de union
inferior a 20 nanomolar a un complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase | humano que esta formando un
complejo con un antigeno restringido por HLA en fase de lectura con un segundo polinucleétido que codifica un resto
identificable, para obtener un polinucleétido ligado y expresar el polinucleétido ligado en un sistema de expresién para
obtener el inmunomarcador.

También se desvela un procedimiento de deteccion de la presencia y/o nivel de células presentadoras de antigeno que
presentan un antigeno restringido por HLA en una muestra de células, comprendiendo el procedimiento hacer
interaccionar las células de la muestra con un anticuerpo que puede unirse especificamente con una afinidad de union
inferior a 20 nanomolar a un complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase | humano que esta formando un
complejo con un antigeno restringido por HLA; y controlar la interaccion, detectando por lo tanto la presencia y/o nivel
de las células presentadoras de antigeno que presentan el antigeno restringido por HLA.
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Dependiendo de la aplicacidn, el antigeno restringido por HLA se selecciona del grupo que consiste en un antigeno
restringido por HLA tumoral, un antigeno restringido por HLA viral y un antigeno restringido por HLA autoinmune.

La presente invencién aborda con éxito los defectos de las configuraciones actualmente conocidas proporcionando un
anticuerpo que tiene una especificidad de receptor de célula T y alta afinidad con su antigeno.

Breve descripciéon de los dibujos

La invencién se describe en este documento, a modo de ejemplo solamente, con referencia a los dibujos adjuntos. Con
referencia especifica ahora a los dibujos en detalle, se insiste en que las particularidades que se muestran son a modo
de ejemplo y con el fin de una discusion ilustrativa de las realizaciones preferidas de la presente invencién solamente,
y se presentan con motivo de proporcionar la que se piensa que es la descripcion mas util y facilmente entendible de
los principios y aspectos conceptuales de la invencién. A este respecto, no se pretende mostrar detalles estructurales
de lainvencién en mas detalle que el necesario para un entendimiento fundamental de la invencién, haciendo evidente
la descripcién tomada con los dibujos para los especialistas en la técnica cémo las varias formas dela invencion
pueden incorporarse en la practica.

En los dibujos:

Las Figuras 1A-B muestran gréficas de barras que demuestran ELISA de fagos policlonal en complejos de
scHLA-A2-péptido recombinantes. Las placas se recubrieron con el complejo de scMHC-péptido indicado como
se describe en la seccién de Ejemplos a continuacion. Se muestra la union de la poblacién de fagos policlonal de
la biblioteca inicial (L) o fagos eluidos después de cada ronda de seleccion (I-1V). Figura 1A - fagos de la
biblioteca pPCANTAB scFv; Figura 1B - fagos de la biblioteca scFv-CBD. Se realizaron estudios de especificidad
de unién mediante ELISA usando complejos de scMHC-péptido biotinilados. Se recubrieron placas de ELISA
(Falcon) durante una noche con BSA-biotina (1 pg/pocillo), se lavaron, se incubaron (1 h, temperatura ambiente)
con estreptavidina (1 pg/pocillo), se lavaron de nuevo exhaustivamente y se incubaron adicionalmente (1 h,
temperatura ambiente) con 0,5 ug de complejos de MHC/péptido. Las placas se bloquearon con PBS/leche al 2
% (30 min, temperatura ambiente), se incubaron con clones de fagos (~1O9 fagos/pocillo, 1 h, temperatura
ambiente) o 0,5-1 pug de scFv o scFv-PE38 soluble, y después se lavaron con anti-M13 conjugado con HRP,
anticuerpo anti-myc o anticuerpo anti-PE, 1:1000, respectivamente. Los péptidos restringidos por HLA-A2 usados
para estudios de especificidad son gp100 (154): KTWGQYWQV (SEC ID Ne°:1); gp100 (209): IMDQVPFSV (SEC
ID N°:2); gpl00 (280): YLEPGPVTV (SEC ID N°:3); MUCL: LLLTVLTVL (SEC ID N°4); HTLV-1 (TAX):
LLFGYPVYV (SEC ID N°:5); hTERT (540): ILAKFLHWL (SEC ID N°:6); hTERT (865): RLVDDFLLV (SEC ID
N°:7).

Las Figuras 2A-B muestran graficas de barras que demuestran la unién diferencial de clones de fagos
monoclonales a complejos de scHLA-A2/gp100. Se ensay6 un fago monoclonal para determinar la unién a
scHLA-A2 inmovilizado que esta formando un complejo con los epitopos derivados de gpl00. Figura 2A -
G9-209M; Figura 2B - G9-280V. Los ensayos se realizaron de forma similar a la descrita en la Figura 1 anterior.

La Figura 3A muestra las secuencias de &cido nucleico (SEC ID N°: 8) y aminoéacidos (SEC ID N°:9) del
anticuerpo G1 scFv. Las CDR estan marcadas en negrita, el péptido enlazador que conecta los dominios VH y VL
esta subrayado.

Las Figuras 3B-C muestran el analisis de SDS-PAGE de G1scFv purificado y G1scFv-PE38. El gen de G1 scFv
se rescat6 del clon de fagos por PCR y se subcloné en el vector fagémido pCANTAB6 mediante los sitios de
clonacion Sfil-Notl. Se fusionaron unos marcadores Myc y hexahistidina con el extremo C-terminal del gen de
scFv. El anticuerpo scFv se expresoé en células BL21 /IDE3 como se ha descrito anteriormente (29) y se purifico a
partir de la fraccion periplasmica mediante cromatografia de afinidad por iones metdlicos. Para la expresion de la
proteina de fusion GlscFv-PE38, el gen de scFv se subclond como un fragmento Ncol-Notl en el plasmido
pIB-NN, que codifica los dominios de translocacion y ADP-ribosilacion de PE (PE38). La expresion en células
BL21 /IDE3, el replegamiento a partir de cuerpos de inclusion y la purificacion de G1lscFv-PE38 se realizaron
como se ha descrito anteriormente (30).

La Figura 4 es una grafica de barras que demuestra la especificidad de unién de G1 scFv-PE38. Se recubrieron
inmunoplacas con diversos complejos de scHLA-A2-péptido indicados como se describe y se detect6 la union del
G1 scFv-PE38 a complejos inmovilizados con anticuerpo anti-PE.

Las Figuras 5A-B muestran representaciones que demuestran las caracteristicas de unién del G1 scFv similar a
TCR. 5A - ELISA de titulacion de G1 scFv soluble purificado. Se recubrieron pocillos con los complejos de
MHC-péptido como se describe en la seccion de Ejemplos a continuacién. 5B - Analisis de unidbn competitiva de la
capacidad de G1 scFv-PE38 purificado para inhibir la unién de G1 scFv-PE38 marcado con 125l al complejo de
HLA-A2/G9-209M. La afinidad de union aparente del scFv recombinante se determind como la concentracion de
competidor (G1lscFv-PE38 purificado soluble) necesaria para una inhibicion del 50 % de la unién del indicador
marcado con **°I. Se recubrieron placas de ELISA flexibles con BSA-biotina y se inmovilizaron complejos de
scMHC-péptido (10 ug en 100 pl) como se ha descrito anteriormente. El G1scFv-PE38 recombinante se marco
con [125I] usando el reactivo de Bolton-Hunter. Se afiadio proteina marcada a pocillos como indicador (3-5 x 10°
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CPM/pocillo) en presencia de concentraciones crecientes de G1scFv-PE38 frio como competidor y se incub6 a
temperatura ambiente durante 1 h en PBS. Las placas se lavaron minuciosamente con PBS y se determind la
radiactividad unida mediante un contador gamma. La afinidad aparente del G1lscFv-PE38 se determind por
extrapolacién de la concentracion de un competidor necesario para conseguir una inhibicién del 50 % de la union
de G1l1scFv-P38 marcado con [ I] al complejo de scMHC-péptido inmovilizado. Se determin6 la union
inespecifica por adicién de un exceso de 20-40 veces de Fab sin marcar.

Las Figuras 6A-C muestran representaciones que demuestran la unién de G1 scFv a APC. Se cargaron células
RMAS-HHD o JY con los péptidos restringidos por HLA-A2 indicados. Después, las células cargadas con péptido
se incubaron con el anticuerpo G1 scFv purificado soluble. La deteccion de la unién era con anti-Myc marcado
con FITC. Las células RMAS-HHD se cargaron con los péptidos G9-209 y G9-280 y se tifieron junto con células
sin cargar de control con el anticuerpo anti-HLA w6/32 (6A) o el anticuerpo anti-HLA-A2 BB7.2 (6B) para
demostrar la estabilizacion/expresion de complejos de HLA-A2 en la superficie de péptido cargado pero no en
células no cargadas con péptido. Las células cargadas con los péptidos G9-209 o G9-280 se tifieron con G1 scFv
y se muestra la tincion diferencial (6C). La linea de células B RMAS-HHD transfectada con un gen de
p2M-HLA-A2 de cadena sencilla (26) o las células JY linfoblasticas B transformadas con EBV (106 células) se
lavaron dos veces con RPMI sin suero y se incubaron durante una noche a 26 °C o 37 °C, respectivamente, en
medio que contenia 100 uM del péptido. Las APC se incubaron posteriormente a 37 °C durante 2-3 horas para
estabilizar la expresion en superficie celular de complejos de MHC-péptido seguido de incubacién con scFv
recombinante (10-50 pg/ml, 60-90 minutos, 4 °C) en 100 pl. Después las células se lavaron, se incubaron con
anticuerpo anti-Myc marcado con FITC (30-45 minutos, 4 °C) y por Ultimo se lavaron y se analizaron mediante un
citometro de flujo FACStar (Becton Dickinson). Las células de melanoma se estimularon a 37 °C con 1-10 uM de
péptido y después se tifieron con el scFv como se describe en este documento.

Las Figuras 7A-C muestran representaciones y una grafica de barras que demuestra la actividad citotoxica de
G1 scFv-PE38 sobre APC cargadas con péptido. Se cargaron células RMAS-HHD (7A) o JY (7B) con los
péptidos restringidos por HLA-A2 como se indica, seguido de incubacion con concentraciones crecientes de G1
scFv-PE38. Se determiné la sintesis de proteina por incorporacion de *H-leucina en proteinas celulares. Se
afiadio un exceso (0,15-0,25 mg/ml) (7C) del complejo de scHLA-A2-péptido indicado a los pocillos antes de la
adicion de G1 scFv-PE38 (25-50 ng/ml). Se cargaron APC RMAS-HHD y JY con el péptido G9-209 y péptidos de
control como se ha descrito anteriormente. Las células cargadas con péptido se incubaron posteriormente con
concentraciones creuentes de G1scFv-PE38 y la inhibicién de la sintesis de proteina se determin6 por medicion
de la captacion de ®H-leucina en proteinas celulares, como se ha descrito anteriormente (30). Se determiné la
Clso como la concentracién de G1scFv-PE38 necesaria para inhibir la sintesis de proteina en el 50 %. En ensayos
de competicidn, se afiadieron excesos de complejos de HLA-A2-péptido especificos e inespecificos (35-50
ng/pocillo) a pocillos 15 minutos antes de la adicion de G1scFv-PE38.

Descripcién de las realizaciones preferidas

La presente invencion es de un anticuerpo que tiene una especificidad de receptor de célula T y una afinidad adn
mayor, conjugados del mismo con restos identificables y/o terapéuticos, para generar inmunotoxinas e
inmunomarcadores, y un procedimiento de generacion del anticuerpo como se define en las reivindicaciones adjuntas.

Los principios y el funcionamiento de la presente invencién pueden entenderse mejor con referencia a los dibujos y
descripciones adjuntas.

El sistema inmune esta controlado y regulado por el receptor de células T (TCR) que reconoce especificamente
péptido/moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC).

La llegada de la aplicacion de complejos de MHC clase I-péptido recombinantes y sus matrices tetraméricas permite
ahora detectar y estudiar poblaciones poco frecuentes de células T especificas de antigeno (25, 35, 36). Sin embargo,
todavia estan sin respuesta cuestiones fundamentales en inmunologia en general, y en inmunologia tumoral en
particular, respecto a la presentacién de antigenos debido a la ausencia de reactivos que permitan un andlisis
fenotipico de la presentacion de antigenos (MHC-péptido), la otra cara de la moneda para interacciones de
MHC-péptido-TCR. Un modo de generar dichos reactivos es generando anticuerpos similares a TCR; sin embargo,
s6lo unas pocas publicaciones han descrito la generacién de anticuerpos autorrestringidos por MHC por medios
convencionales tales como la tecnologia del hibridoma (13-16). La razén principal para estas dificultades del pasado
puede encontrarse en la naturaleza molecular y las estructuras resueltas de los complejos de MHC-péptido. Méas
especificamente, los péptidos estan profundamente enterrados en el interior de la hendidura de unién a MHC y por lo
tanto se presentan como mosaicos extendidos de restos peptidicos entremezclados con los restos de MHC. Se ha
demostrado que no mas de 100-300 A% de péptido unido a MHC clase | mira hacia fuera y, por lo tanto, esta disponible
para reconocimiento dlrecto mientras que los anticuerpos que reconocen moléculas proteicas se acoplan con
aproximadamente 800 A% de su ligando (17). Por lo tanto, cuando se generan anticuerpos similares a TCR,
presumiblemente estas moléculas reconoceran el péptido pero también tendran que estar dominadas por el MHC.

Hasta ahora, se han generado anticuerpos con especificidad similar a TCR contra complejos de MHC murino-péptido
empleando diversas estrategias de inmunizacion (17). Recientemente, se us6 una gran biblioteca de Fab humanos
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para seleccionar anticuerpos de unién especificos de HLA-A1-MAGE-A1 (18). Se seleccion6 un clon especifico, G8,
que presentaba especificidad similar a TCR pero puso de manifiesto una afinidad relativamente reducida de 250 nM.

Cuando se reduce la presente invencion a la practica, se demostré la capacidad para seleccionar a partir de un
repertorio inmune de fragmentos scFv murinos un anticuerpo de alta afinidad dirigido hacia un epitopo de célula T
humano.

De acuerdo con un aspecto de la presente invencion se proporciona un procedimiento de produccién de un anticuerpo
gue puede unirse especificamente con una afinidad de unién inferior a 20 nanomolar a un complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) clase | humano que esta formando un complejo con un antigeno de tirosinasa restringido
por HLA como se define en las reivindicaciones adjuntas.

El material genético del aislado de fago se usa después para preparar un anticuerpo de cadena sencilla u otras formas
de anticuerpos como se describe adicionalmente en este documento a continuacién. El material genético del aislado
de fago se usa después para preparar un anticuerpo de cadena sencilla u otras formas de anticuerpos como se
describe adicionalmente en este documento a continuacion, y que se conjugan con restos identificables o terapéuticos.
Preferentemente, el mamifero no humano estd desprovisto de moléculas de MHC clase | propias. Mas
preferentemente, la forma soluble de una molécula de MHC clase | es un polipéptido MHC clase | de cadena sencilla
gue incluye una secuencia de aminoacidos de -2 microglobulina humana funcional unida covalentemente directa o
indirectamente a una secuencia de aminoacidos de cadena pesada de MHC clase | humano funcional.

Por lo tanto, de acuerdo con otro aspecto de la presente invencion, se proporciona una molécula aislada que
comprende un anticuerpo que puede unirse especificamente con una afinidad de union inferior a nanomolar a un
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase | humano que estd formando un complejo con un antigeno
restringido por HLA. Dicho anticuerpo tiene una especificidad de receptor de célula T, y una afinidad ain mayor.
También se desvela un anticuerpo que es un anticuerpo de cadena sencilla que tiene una secuencia de aminoacidos
como se expone en la SEC ID N°:9, codificada, por ejemplo, por el polinucleétido como se expone en la SEC ID N°:8.

Una vez que se clona un polinucleétido que codifica un anticuerpo que tiene una especificidad de receptor de célula T
como se describe en este documento, puede modificarse de una de muchas formas para producir un espectro de
productos relacionados.

En un ejemplo, el polinucledtido que codifica un anticuerpo que tiene una especificidad de receptor de célula T se liga
con un segundo polinucleétido que codifica un resto identificable para producir un anticuerpo que tiene una
especificidad de receptor de célula T conjugado con el resto identificable, un inmunomarcador. Dicho conjugado o
inmunomarcador puede usarse en un procedimiento de deteccion de la presencia y/o nivel de células presentadoras
de antigeno que presentan un antigeno restringido por HLA en una muestra de células y sirven para el diagnoéstico del
cancer, una infeccioén virica o una enfermedad autoinmune. Como se usa en este documento, la expresion “célula
presentadora de antigeno” incluye todas las células que expresan moléculas de MHC clase | en su superficie y que son
capaces de presentar antigenos restringidos por HLA. Una célula presentadora de antigeno puede ser una célula
cancerosa, una célula del sistema inmune o cualquier otra célula que exprese moléculas de MHC clase | en su
superficie.

También se desvela un procedimiento de generacioén de un inmunomarcador, comprendiendo el procedimiento ligar
un primer polinucleétido que codifica un anticuerpo que puede unirse especificamente con una afinidad de union
inferior a 20 nanomolar a un complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase | humano que esta formando un
complejo con un antigeno restringido por HLA en fase de lectura con un segundo polinucleétido que codifica un resto
identificable, para obtener un polinucleétido ligado y expresar el polinucledtido ligado en un sistema de expresién para
obtener el inmunomarcador.

También se desvela un procedimiento de deteccidn de la presencia y/o nivel de células presentadoras de antigeno que
presentan un antigeno restringido por HLA en una muestra de células, comprendiendo el procedimiento hacer
interaccionar las células de dicha muestra con un anticuerpo que puede unirse especificamente con una afinidad de
unién inferior a 20 nanomolar a un complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase | humano que esta formando
un complejo con un antigeno restringido por HLA; y controlar dicha interaccion, detectando de este modo la presencia
y/o nivel de dichas células presentadoras de antigeno que presentan dicho antigeno restringido por HLA.

Dependiendo de la aplicacion, el antigeno restringido por HLA puede ser un antigeno restringido por HLA tumoral, un
antigeno restringido por HLA viral y un antigeno restringido por HLA autoinmune, proporcionandose ejemplos de los
mismos en este documento a continuacion.

También se desvela una composicion de diagndstico que comprende una molécula que comprende un anticuerpo que
puede unirse especificamente con una afinidad de unién inferior a 20 nanomolar a un complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) clase | humano que estd formando un complejo con un antigeno restringido por HLA,
comprendiendo la molécula ademds un resto identificable que se conjuga con el anticuerpo.

El resto identificable puede ser un miembro de un par de unién, que es identificable por su interaccién con un miembro
adicional del par de unioén y un marcador que se visualiza directamente. En un ejemplo, el miembro del par de unién es
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un antigeno que se identifica por un anticuerpo marcado correspondiente. En un ejemplo, el marcador es una proteina
fluorescente o una enzima que produce una reaccién colorimétrica.

En otro ejemplo de la divulgacion, el polinucleétido que codifica un anticuerpo que tiene una especificidad de receptor
de célula T se liga con un segundo polinucleétido que codifica un resto terapéutico para producir un anticuerpo que
tiene una especificidad de receptor de célula T conjugado con el resto terapéutico. Dicho conjugado o inmunotoxina
puede usarse en un procedimiento de tratamiento del cancer, una infeccion virica o una enfermedad autoinmune.

También se desvela un procedimiento de generaciéon de una inmunotoxina, comprendiendo el procedimiento ligar un
primer polinucléotido que codifica un anticuerpo que puede unirse especificamente con una afinidad de unién inferior a
20 nanomolar a un complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase | humano que esta formando un complejo con
un antigeno restringido por HLA en fase de lectura con un segundo polinucleétido que codifica un resto de toxina, para
obtener un polinucléotido ligado y expresar dicho polinucledtido ligado en un sistema de expresion para obtener dicha
inmunotoxina.

La inmunotoxina puede usarse en uno cualquiera de los siguientes protocolos terapéuticos:

(i) Un procedimiento de tratamiento del cancer, comprendiendo el procedimiento administrar a un sujeto que lo
necesite una cantidad terapéuticamente eficaz de una molécula que comprende un anticuerpo que puede unirse
especificamente con una afinidad de unién inferior a 20 nanomolar a un complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC) clase | humano que esta formando un complejo con un antigeno restringido por HLA tumoral que
caracteriza al cancer, comprendiendo la molécula ademas un resto terapéutico que se conjuga con el anticuerpo,
seleccionandose la molécula de MHC clase | para que coincida con el MHC clase | endégeno del sujeto.

(ii) Un procedimiento de tratamiento de una infeccion virica, comprendiendo el procedimiento administrar a un
sujeto que lo necesite una cantidad terapéuticamente eficaz de una molécula que comprende un anticuerpo que
puede unirse especificamente con una afinidad de unién inferior a 20 nanomolar a un complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) clase | humano que esta formando un complejo con un antigeno restringido por HLA
viral que caracteriza un virus causante de la infeccion virica, comprendiendo la molécula ademas un resto
terapéutico que se conjuga con el anticuerpo, seleccionandose la molécula de MHC clase | que coincida con el
MHC clase | endégeno del sujeto.

(i) Un procedimiento de tratamiento de una enfermedad autoinmune, comprendiendo el procedimiento
administrar a un sujeto que lo necesite una cantidad terapéuticamente eficaz de una molécula que comprende un
anticuerpo que puede unirse especificamente con una afinidad de union inferior a 20 nanomolar a un complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC) clase | humano que esta formando un complejo con un antigeno restringido
por HLA autoinmune, comprendiendo la molécula ademéas un resto terapéutico que se conjuga con dicho
anticuerpo, seleccionandose la molécula de MHC clase | que coincida con el MHC clase | endogeno del sujeto.

También se desvela una cantidad terapéuticamente eficaz de una molécula que comprende un que puede unirse
especificamente con una afinidad de unién inferior a 20 nanomolar a un complejo mayor de histocompatibilidad (MHC)
clase | humano que esta formando un complejo con un antigeno restringido por HLA, comprendiendo la molécula
ademas un resto terapéutico que se conjuga con el anticuerpo. Preferentemente, la composicion farmacéutica
comprende ademas un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

El resto terapéutico puede ser, por ejemplo, un resto citotoxico, un resto toxico, un resto de citocina y un resto de
anticuerpo biespecifico, proporcionandose ejemplos de los mismos en este documento a continuacion.

En todas las aplicaciones, el MHC clase | puede ser, por ejemplo, HLA-A2, HLA-A1 y HLA-A24.

Las siguientes secciones proporcionan ejemplos especificos y alternativas para cada uno de los diversos aspectos de
la invencién que se describe en este documento.

Anticuerpo:

El término “anticuerpo” como se usa para describir esta invencion incluye moléculas intactas asi como fragmentos
funcionales de las mismas, tales como Fab, F(ab’);, Fv y scFv que son capaces de una union especifica de alta
afinidad a un complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) humano clase | que esta formando un complejo con un
antigeno restringido por HLA. Estos fragmentos de anticuerpos funcionales se definen de la forma siguiente: (i) Fab, el
fragmento que contiene un fragmento de unién a antigeno monovalente de una molécula de anticuerpo, puede
producirse por digestién de un anticuerpo completo con la enzima papaina para dar una cadena ligera intacta y una
porcién de una cadena pesada; (ii) Fab’, el fragmento de una molécula de anticuerpo que puede obtenerse por
tratamiento de un anticuerpo completo con pepsina, seguido de reduccion, para dar una cadena ligera intacta y una
porcién de la cadena pesada; se obtienen dos fragmentos Fab’ por molécula de anticuerpo; (iii) F(ab’)2, el fragmento
del anticuerpo que puede obtenerse por tratamiento de un anticuerpo completo con la enzima pepsina sin una
reduccion posterior; F(ab’)2 es un nimero de dos fragmentos Fab’ mantenidos unidos por dos enlaces disulfuro; (iv) Fv,
definido como un fragmento modificado genéticamente que contiene la region variable de la cadena ligera y la region
variable de la cadena pesada expresada como dos cadenas; y (c) scFv o “anticuerpo de cadena sencilla” (“SCA”), una
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molécula modificada genéticamente que contiene la regién variable de la cadena ligera y la region variable de la
cadena pesada unidas por un enlazador polipeptidico adecuado como una molécula de cadena sencilla fusionada
genéticamente.

Se conocen en la técnica procedimientos de generacion de estos fragmentos. (Véase, por ejemplo, Harlow y Lane,
Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Nueva York, 1988).

Pueden prepararse fragmentos de anticuerpo de acuerdo con la presente invencién por hidrélisis proteolitica del
anticuerpo o por expresion en E. coli o células de mamifero (por ejemplo, cultivo de células de ovario de hamster chino
u otros sistemas de expresion de proteinas) de ADN que codifica el fragmento.

Pueden obtenerse fragmentos de anticuerpo por digestion con pepsina 0 papaina de anticuerpos completos por
procedimientos convencionales. Por ejemplo, pueden producirse fragmentos de anticuerpo por escisién enzimatica de
anticuerpos con pepsina para proporcionar un fragmento 5S denominado F(ab’),. Este fragmento puede escindirse
adicionalmente usando un agente reductor de tiol y, opcionalmente, un grupo de bloqueo para los grupos sulfhidrilo
resultantes de la escision de enlaces disulfuro, para producir fragmentos monovalentes Fab’ 3.5S. Como alternativa,
una escision enzimatica usando pepsina produce dos fragmentos Fab’ monovalentes y un fragmento Fc directamente.
Estos procedimientos se describen, por ejemplo, por Goldenberg, Patentes de Estados Unidos N° 4.036.945 y
4.331.647 y referencias contenidas en las mismas. Véase también Porter, R. R., Biochem. J., 73: 119-126, 1959.
También pueden usarse otros procedimientos de escision de anticuerpos tales como separacion de cadenas pesadas
para formar fragmentos de cadena ligera-pesada monovalentes, escision adicional de fragmentos u otras técnicas
enzimaticas, quimicas o genéticas siempre que los fragmentos se unan al antigeno que se reconoce por el anticuerpo
intacto.

Los fragmentos Fv comprenden una asociacion de cadenas Vu y V.. Esta asociacion puede ser no covalente, como se
describe en Inbar y col., Proc. Nat'| Acad. Sci. USA 69: 2659-62, 1972. Como alternativa, las cadenas variables
pueden unirse mediante un enlace disulfuro intermolecular o entrecruzarse por compuestos quimicos tales como
glutaraldehido. Preferentemente, los fragmentos Fv comprenden cadenas Vy y V. conectadas por un enlazador
peptidico. Estas proteinas de unién a antigeno de cadena sencilla (sFv) se preparan por construccién de un gen
estructural que comprende secuencias de ADN que codifican los dominios Vi y Vi conectados por un oligonucleétido.
El gen estructural se inserta en un vector de expresion que se introduce posteriormente en una célula hospedadora tal
como E. coli. Las células hospedadoras recombinantes sintetizan una cadena polipeptidica sencilla con un péptido
enlazador que enlaza los dos dominios V. Se describen procedimientos para producir sFv, por ejemplo, por Whitlow y
Filpula, Methods, 2: 97-105,1991; Bird y col., Science 242: 423-426, 1988; Pack y col., Bio/Technology 11: 1271-77,
1993; y Ladner y col., Patente de Estados Unidos N° 4.946.778.

Otra forma de un fragmento de anticuerpo es un péptido que codifica una sola regién determinante de
complementariedad (CDR). Pueden obtenerse péptidos de CDR (“unidades de reconocimiento minimas”) por
construccion de genes que codifiquen la CDR de un anticuerpo de interés. Dichos genes se preparan, por ejemplo,
usando la reacciéon en cadena de la polimerasa para sintetizar la regiéon variable a partir del ARN de células
productoras de anticuerpos. Véase, por ejemplo, Larrick y Fry, Methods, 2: 106-10, 1991.

Las formas humanizadas de anticuerpos no humanos (por ejemplo, murinos) son moléculas quiméricas de
inmunoglobulinas, cadenas de inmunoglobulina o fragmentos de las mismas (tales como Fv, Fab, Fab’, F(ab’), u otras
subsecuencias de unién a antigeno de anticuerpos) que contienen una secuencia minima derivada de una
inmunoglobulina no humana. Los anticuerpos humanizados incluyen inmunoglobulinas humanas (anticuerpo de
receptor) en las que los restos de una regién determinante de complementariedad (CDR) del receptor se sustituyen por
restos de una CDR de una especie no humana (anticuerpo de donante) tal como ratén, rata o conejo, que tenga la
especificidad, afinidad y capacidad deseadas. En algunos casos, los restos flanqueantes de Fv de la inmunoglobulina
humana se sustituyen por los restos no humanos correspondientes. Los anticuerpos humanizados también pueden
comprender restos que no se encuentran en el anticuerpo de receptor ni en la CDR o las secuencias flanqueantes
importadas. En general, el anticuerpo humanizado comprendera sustancialmente todos de al menos uno Y,
normalmente dos dominios variables, donde todas o sustancialmente todas las regiones CDR se corresponden con las
de una inmunoglobulina no humana y todas o sustancialmente todas las regiones FR son las de una secuencia de
consenso de inmunoglobulina humana.

El anticuerpo humanizado también comprendera de forma éptima al menos una porcién de una region constante de
inmunoglobulina (Fc), normalmente la de una inmunoglobulina humana [Jones y col., Nature, 321: 522-525 (1986);
Riechmann y col., Nature, 332: 323-329 (1988); y Presta, Curr. Op. Struct. Biol, 2: 593-596 (1992)].

Se conocen bien en la técnica procedimientos para humanizar anticuerpos no humanos. Generalmente, un anticuerpo
humanizado tiene uno o més restos aminoacidicos introducidos en el mismo de una fuente que no es humana. Estos
restos aminoacidicos no humanos se denominan con frecuencia restos importados que se toman normalmente a partir
de un dominio variable importado. La humanizacién puede realizarse esencialmente siguiendo el procedimiento de
Winter y colaboradores [Jones y col., Nature, 321: 522-525 (1986); Riechmann y col., Nature 332: 323-327 (1988);
Verhoeyen y col., Science, 239: 1534-1536 (1988)], sustituyendo las CDR o secuencias de CDR de roedor a las
secuencias correspondientes de un anticuerpo humano. Por consiguiente, dichos anticuerpos humanizados son
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anticuerpos quimeéricos (Patente de Estados Unidos N° 4.816.567), donde sustancialmente menos de un dominio
variable humano intacto se ha sustituido por la secuencia correspondiente de una especie no humana. En la practica,
los anticuerpos humanizados son normalmente anticuerpos humanos en los que algunos restos de CDR y
posiblemente algunos restos de FR se sustituyen por restos de sitios analogos en anticuerpos de roedores.

También pueden producirse anticuerpos humanos usando diversos procedimientos conocidos en la técnica incluyendo
bibliotecas de presentacion en fagos [Hoogenboom y Winter, J. Mol. Biol., 227: 381 (1991); Marks y col., J. Mol. Biol.,
222: 581 (1991)]. Las técnicas de Cole y col. y Boerner y col. también estan disponibles para la preparacion de
anticuerpos monoclonales humanos (Cole y col., Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, pag. 77
(1985) y Boerner y col., J. Immunol., 147 (1): 86-95 (1991)]. De forma similar, pueden generarse anticuerpos humanos
introduciendo loci de inmunoglobulina humana en animales transgénicos, por ejemplo, ratones en los que los genes de
inmunoglobulina endégenos se han inactivado parcialmente o completamente. Tras la exposicion, se observa
produccién de anticuerpos humanos, que se parece mucho a la observada en seres humanos en todos los aspectos,
incluyendo reorganizacion de genes, ensamblaje y repertorio de anticuerpos. Esta estrategia se describe, por ejemplo,
en las Patentes de Estados Unidos N° 5.545.807; 5.545.806; 5.569.825; 5.625.126; 5.633.425; 5.661.016, y en las
publicaciones cientificas siguientes: Marks y col., Bio/Technology 10, 779-783 (1992); Lonberg y col, Nature 368
856-859 (1994); Morrison, Nature 368 812-13 (1994); Fishwild y col., Nature Biotechnology 14, 845-51 (1996);
Neuberger, Nature Biotechnology 14, 826 (1996); Lonberg y Huszar, Intern. Rev. Immunol. 13 65-93 (1995).

Se apreciara que una vez que se identifican las CDR de un anticuerpo, usando técnicas de modificacién por ingenieria
genética convencionales, pueden usarse para elaborar polinucledtidos que puedan expresarse que codifiquen
cualquiera de las formas o fragmentos de anticuerpos descritos en este documento.

Un complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase | humano:

El complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) es un complejo de antigenos codificado por un grupo de loci
relacionados que se denominan en conjunto H-2 en el ratén y HLA en seres humanos. Las dos clases principales de
los antigenos de MHC clase | y clase Il comprenden cada una un conjunto de glicoproteinas de superficie celular que
desempefian un papel en la determinacion del tipo tisular y compatibilidad de trasplantes. En reacciones de trasplante,
las células T citotdxicas (CTL) responden principalmente contra glicoproteinas clase | extrafias mientras que las
células T auxiliares responden principalmente contra glicoproteinas clase Il extrafias.

Las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase | se expresan en la superficie de casi todas las
células. Estas moléculas funcionan presentando péptidos que proceden principalmente de proteinas sintetizadas
enddgenamente a células T CD8 méas mediante una interaccion con el receptor de células T af. La molécula de MHC
clase | es un heterodimero compuesto por una cadena pesada de 46 kDa que se asocia de forma no covalente con la
cadena ligera de 12 kDa 3-2 microglobulina. En seres humanos, existen varios haplotipos de MHC, tales como, por
ejemplo, HLA-A2, HLA-Al, HLA-A3, HLA-A24, HLA-A28, HLA-A31, HLA-A33, HLA-A34, HLA-B7, HLA-B45 y
HLA-Cw8, pudiendo encontrarse sus secuencias en la base de datos de kabbat http://immuno.bme.nwu.edu/.

Péptidos que se unen a moléculas de MHC clase I; antigenos restringidos por HLA

Los péptidos restringidos por MHC clase | (también denominados en este documento indistintamente antigenos
restringidos por HLA, péptidos restringidos por HLA, antigenos restringidos por MHC) que son normalmente de 8-10
aminoacidos de longitud se unen a la hendidura al-a2 de la cadena pesada a través de dos o tres restos de anclaje
gue interaccionan con los bolsillos de unién correspondientes en la molécula de MHC. La cadena -2 microglobulina
desempefia un papel importante en el transporte intracelular de MHC clase 1, la union a péptido y la estabilidad
conformacional. Para la mayoria de moléculas clase |, la formacion de un heterodimero que consiste en la cadena
pesada de MHC clase |, un péptido (propio o antigénico) y p-2 microglobulina, es necesaria para la maduracion
biosintética y la expresion en superficie celular.

Estudios de investigacion realizados sobre la unién de péptidos a moléculas de MHC clase | permiten definir motivos
de MHC especificos funcionales para presentar péptidos procedentes de antigenos virales, tumorales y propios que
sean potencialmente inmunogénicos y pudieran generar una respuesta especifica de linfocitos T citotoxicos (CTL).

Como se usa en este documento, el término “péptido” se refiere a péptidos nativos (productos de degradacion o
péptidos sintetizados sintéticamente) y adicionalmente a peptidomiméticos, tales como peptoides y semipeptoides que
son analogos peptidicos que pueden tener, por ejemplo, modificaciones que hacen a los péptidos mas estables
mientras estén en un cuerpo, 0 mas inmunogénicos. Dichas modificaciones incluyen, pero sin limitacion, ciclacion,
modificacion N-terminal, modificacion C-terminal, modificacién de enlaces peptidicos incluyendo, pero sin limitacion,
CH2-NH, CH2-S, CH,S=0, O=C-NH, CH;-O, CH;-CH,, S=C-NH, CH=CH o CF=CH, modificacion de la cadena principal
y modificacion de restos. Se conocen bien en la técnica procedimientos para preparar compuestos peptidomiméticos y
se especifican en Quantitative Drug Design, C. A. Ramsden Gd., Capitulo 17.2, F. Choplin Pergamon Press (1992).
Se proporcionan en este documento a continuacién detalles adicionales a este respecto.

Como se usa en este documento en la memoria descriptiva y en la seccion de reivindicaciones a continuacion, se
entiende que el término “aminoéacido” incluye los 20 aminoacidos de origen natural; los aminoacidos modificados con
frecuencia postraduccionalmente in vivo incluyendo, por ejemplo, hidroxiprolina, fosfoserina y fosfotreonina; y otros
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amino&cidos poco habituales incluyendo, pero sin limitacion, acido 2-aminoadipico, hidroxilisina, isodesmosina,
norvalina, norleucina y ornitina. Ademas, el término “aminoacido” incluye aminoacidos tanto D como L. La elaboracion
adicional de los aminoéacidos posibles que pueden usarse de acuerdo con la presente invencion y ejemplos de
aminoacidos no naturales utiles en antigenos peptidicos reconocibles por MHC-I HLA-A2 se proporcionan en este
documento a continuacion.

Basandose en los datos experimentales acumulados, en la actualidad es posible predecir cuéles de los péptidos de
una proteina se uniran a MHC clase I. EIl MHC clase | HLA-A2 se ha caracterizado hasta ahora mejor que otros
haplotipos de HLA, aunque estan disponibles datos predictivos y/o esporadicos para todos los demas haplotipos.

Con respecto a los péptidos de unidn a HLA-A2, se asumen las siguientes posiciones (P1-P9) en un péptido de 9
aminoacidos:

P1-P2-P3-P4-P5-P6-P7-P8-P9

Las posiciones P2 y P2 incluyen los restos de anclaje que son los restos principales que participan en la unioén a
moléculas de MHC. Los restos aminoacidicos que se acoplan en las posiciones P2 y P9 son amino&cidos naturales no
cargados alifaticos hidrofilos (siendo ejemplos Ala, Val, Leu, lle, GIn, Thr, Ser, Cys, preferentemente Val y Leu) o de un
aminoacido no cargado alifatico hidréfilo no natural (siendo ejemplos norleucina (Nle), norvalina (Nva), acido
a-aminobutirico). También se sabe que las posiciones P1 y P3 incluyen restos aminoacidicos que participan o
contribuyen a la unién a moléculas de MHC, sin embargo estas posiciones pueden incluir cualquier aminoéacido natural
0 no natural. Las otras posiciones se acoplan por restos aminoacidicos que normalmente no participan en la unién,
sino que estos aminoacidos se presentan a las células inmunes. Pueden encontrarse detalles adicionales que se
refieren a la union de péptidos a moléculas de MHC en Parker, K. C., Bednarek, M. A., Coligan, J. E., Scheme for
ranking potential HLA-A2 binding peptides based on independent binding of individual peptide side-chains. J Immunol.
152, 163-175, 1994., véase la Tabla V, en particular. Por lo tanto, la puntuacion de péptidos de unién a HLA-A2.1
puede realizarse usando el programa informatico HLA Peptide Binding Predictions accesible a través de una interfaz
de pagina web en la direccién http.//www.bimas.dcrt.nih.gov/molbio/hla_bind/index.html. Este programa informatico se
basa en datos y puntuaciones acumuladas de cada péptido posible en una proteina analizada para determinar su
unién posible a MHC HLA-A2.1 de acuerdo con la contribucién de cada aminoacido en el péptido. Las puntuaciones de
unién tedricas representan la semivida calculada del complejo de HLA-A2.1-péptido.

Pueden sustituirse aminoacidos naturales alifaticos hidréfilos en P2 y P9 por aminoacidos sintéticos, preferentemente
Nleu, Nval y/o &cido a-aminobutirico. P9 también puede sustituirse por aminoacidos alifaticos de la formula general
-HN(CH2),COOH, donde n = 3-5, asi como por derivados ramificados de la misma, tales como, pero sin limitacion,

-NH(CHj),-COOH

|
R

donde R es, por ejemplo, metilo, etilo o propilo localizado en cualquiera de uno o mas de los n carbonos.

El resto amino terminal (posicion P1), puede sustituirse por &cidos carboxilicos alifaticos cargados positivamente, tales
como, pero sin limitacién, H,N(CH2),COOH, donde n = 2-4 y H,N-C(NH)-NH(CH),COOH, donde n = 2-3, asi como por
hidroxi-lisina, N-metil-lisina u ornitina (Orn). Ademas, el resto amino terminal puede sustituirse por restos aromaticos
extendidos tales como, pero sin limitacion, H;N-(CeHg)-CH,-COOH,  p-aminofenilalanina,  HzN-F
(NH)-NH-(CgHg)-CH,-COOH, p-guanidinofenilalanina o piridinoalanina (Pal). Estos ultimos restos pueden formar un
enlace de hidrégeno con los restos OH" de los restos tirosina en el bolsillo de unién N-terminal de MHC-1, asi como
generar al mismo tiempo interacciones entre compuestos aromaticos.

La derivatizacion de restos aminoacidicos en posiciones P4-P8, debiendo tener estos restos una cadena lateral, tal
como OH, SH o NH3, como Ser, Tyr, Lys, Cys u Orn, puede ser por alquilo, arilo, alcanoilo o aroilo. Ademas, los grupos
OH en estas posiciones también pueden derivatizarse por fosforilzacion y/o glicosilacion. Se ha demostrado en
algunos casos que estas derivatizaciones potencian la unién al receptor de célula T.

Los derivados mas largos en los que el segundo aminoacido de anclaje esta en posicién P10 pueden incluir en P9 la
mayoria de aminoacidos L. En algunos casos también son aplicables derivados mas cortos en los que el acido C
terminal sirve como el segundo resto de anclaje.

Los derivados de aminoacidos ciclicos pueden acoplarse en posicion P4-P8, preferentemente en posiciones P6 y P7.
Puede obtenerse ciclacion por formacién de enlaces amida, por ejemplo, por incorporacion de Glu, Asp, Lys, Orn,
acido di-aminobutirico (Dab), acido di-aminopropionico (Dap) en diversas posiciones en la cadena (enlaces -CO-NH o
-NH-CO). También puede obtenerse ciclacion de cadena principal con cadena principal por incorporacién de
aminoé&cidos modificados de las formulas H-N((CH3),-COOH)-C(R)H-COOH o H-N((CH2),-COOH)-C(R)H-NH>, donde
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n = 1-4 y adicionalmente donde R es cualquier cadena lateral natural o no natural de un aminoacido.

También es posible la ciclacién por formacién de enlaces S-S por incorporacion de dos restos Cys. Puede obtenerse
ciclacion de cadena lateral con cadena lateral adicional por formacién de un enlace de interaccién de la formula
-(-CH2-)n-S-CH»-C-, donde n = 1 0 2, que es posible, por ejemplo, por incorporacion de Cys u homoCys y reaccion de
su grupo SH libre con, por ejemplo, Lys, Orn, Dab o Dap bromoacetilado.

Pueden sustituirse enlaces peptidicos (-CO-NH-) dentro del péptido por enlaces N-metilados (-N(CH3)-CO-), enlaces
éster (-C(R)H-C-O-O-C(R)-N-), enlaces cetometileno (-CO-CH,-), enlaces a-aza (-NH-N(R)-CO-), donde R es
cualquier alquilo, por ejemplo, metilo, enlaces carba (-CH>-NH-), enlaces hidroxietileno (-CH(OH)-CH;-), enlaces
tioamida (-CS-NH-), dobles enlaces olefinicos (-CH=CH-), enlaces retroamida (-NH-CO-), derivados peptidicos (-N
(R)-CH2-CO-), donde R es la cadena lateral “normal”, presente de forma natural en el atomo de carbono.

Estas modificaciones pueden darse en cualquiera de los enlaces a lo largo de la cadena peptidico, e incluso en varios
(2-3) al mismo tiempo. Preferentemente, pero no necesariamente en todos los casos, estas modificaciones deberian
excluir aminoéacidos de anclaje.

Los aminoéacidos aromaticos naturales, Trp, Tyr y Phe pueden sustituirse por &cidos no naturales sintéticos tales como
TIC, naftilelanina (Nol), derivados de anillo metilado de Phe, derivados halogenados de Phe o o-metil-Tyr.

Antigenos restringidos por HLA tumorales

Las referencias enumeradas en la siguiente Tabla proporcionan ejemplos de péptidos restringidos por HLA tumorales
de MHC clase | humana derivados de antigenos asociados con tumores (TAA) o marcadores proteicos asociados con
diversos canceres. Pueden encontrarse péptidos restringidos por HLA tumorales adicionales derivados de antigenos
asociados con tumores (TAA) en http://www.bmi-heidelberg.com/syfpeithi/
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Cancer TAA/Marcador HLA Referencia
Carcinoma de Uroplaguina I HLA-A2 WO 00/06723
células de

transicién

Carcinoma de Uroplaquina la HLA-A2 WO 00/06723
células de

transicién

Carcinoma de la  |antigeno especifico de  |HLA-A2 WO 00/06723
prostata prostata

Carcinoma defa |antigeno de membrana |HLA-A2 WO 00/06723
prostata especifico de prostata

Carcinoma de la  |fosfatasa acida de HLA-A2 WO 00/06723
prostata prostata

Cancer de mama |BA-46 HLA-A2 WO 00/06723
Céancer de mama  (Muc-1 HLA-A2 WO 00/06723
Mslanoma Gp100 HLA-A2 Referencia 54
Melanoma MART1 HLA-A2 Referencia 54
Todos los tumores |Telomerasa HLA-A2 Referencia 54
Leucemia TAX HLA-A2 Referencia 54
Carcinomas NY-ESO HLA-A2 Referencia 54
Melanoma MAGE-A1 HLA-AZ2 Referencia 54
Melanoma MAGE-A3 HLA-A24 Referencia 54
Carcinomas HER2 HLA-AZ2 Referencia 54
Melanoma Beta-catenina HLA-A24 Referencia 54
Melanoma Tirosinasa HLA-DRB1 Referencia 54
Leucemia Ber-abl HLA-A2 Referencia 54
Cabezaycuello |Caspasa 8 HLA-B35 Referencia 54
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Antigenos restringidos por HLA virales

Las referencias enumeradas en la siguiente Tabla proporcionan ejemplos de péptidos restringidos por HLA virales de
MHC clase | humano derivados de antigenos virales asociados con diversos canceres.

Enfermedad Antigeno viral HLA Referencia
SIDA (HTLV-1) HIV-1 RT 476-484 |HLA-A2 http:/fwww.bmi-
heidelberg.com/syfpeithi/
Gripe GILGFVFTL HLA-A2 http://www.bmi-
(SEC ID N®:10) heidelberg.com/syfpeithi/
Enfermedad por |CMV HLA-AZ2 http:/fwww.bmi-
CMV heidelberg.com/syfpeithi/
Linfoma de Burkitts [TAX HLA-A2 http:/fwww.bmi-
heidelberg.com/syfpeithi/
Hepatitis C HCV HLA-A2  |http://www.bmi-
heidelberg.com/syfpeithi/
Hepatitis B Preproteina S de HLA-A2 http:/fwww.bmi-
HBYV 85-66 heidelberg.com/syfpeithi/
STNRQSGRQ
(SEC ID N%11)
Leucemia por HTLV-1 tax 11-19 HLA-AZ2 http://www.bmi-
HTLV-1 heidelberg.com/syfpeitbi/
Hepatitis Antigeno superficial [HLA-A2 http:/Aww.bmi-
de HBV 185-194 heidelberg.com/syfpeithi/

Antigenos restringidos por HLA autoinmunes

La pagina web http://www.bmi-heidelberg.com/syfpeithi/ proporciona ejemplos de péptidos restringidos por HLA
autoinmunes de MHC clase | humano derivados de antigenos autoinmunes.

Moléculas MHC clase | solubles

Se describen complejos de MHC clase | y clase Il recombinantes que son solubles y que pueden producirse en
grandes cantidades, por ejemplo, en las referencias 23, 24 y 41-53 y adicionalmente en la Solicitud de Patente de
Estados Unidos N° 09/534.966 y PCT/IL01/00260 (publicada como documento WO 01/72768). Estan disponibles
moléculas de MHC clase | solubles o pueden producirse para cualquiera de los haplotipos de MHC, tales como, por
ejemplo, HLA-A2, HLA-A1, HLA-A3, HLA-A24, HLA-A28, HLA-A31, HLA-A33, HLA-A34, HLA-B7, HLA-B45 y
HLA-Cw8, siguiendo, por ejemplo, los contenidos del documento PCT/IL01/00260, ya que se conocen sus secuencias
y pueden encontrarse en la base de datos de kabbat en la direccién http://immuno.bme.nwu.edu/. Dichas moléculas de
MHC clase | solubles pueden cargarse con antigenos restringidos por HLA adecuados y usarse para la vacunacion de
mamiferos no humanos que tienen células que expresan el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase |
humano, como se detalla adicionalmente en este documento a continuacion.

Mamiferos no humanos que tienen células que expresan el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC)
clase I humano

Pueden producirse mamiferos no humanos que tienen células que expresan un complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) clase | humano y desprovistos de complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase |
propio usando (i) la informacion de secuencia proporcionada en la base de datos de kabbat en la
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direccién http://immuno.bme.nwu.edu/ que pertenece a haplotipos de MHC humano, tales como, por ejemplo, HLA-A2,
HLA-A1, HLA-A3, HLA-A24, HLA-A28, HLA-A31, HLA-A33, HLA-A34, HLA-B7, HLA-B45 y HLA-CwS, (ii) técnicas de
preparacién de construcciones convencionales como se describen en, por ejemplo, “Molecular Cloning: A laboratory
Manual” Sambrook y col., (1989); “Current Protocols in Molecular Biology” Volimenes IIl Ausubel, R. M., ed. (1994);
Ausubel y col., “Current Protocols in Molecular Biology”, John Wiley y Sons, Baltimore, Maryland (1989); Perbal, “A
Practical Guide to Molecular Cloning”, John Wiley & Sons, Nueva York (1988); Watson y col., “Recombinant DNA”,
Scientific American Books, Nueva York; Birren y col. (eds) “Genome Analysis: A Laboratory Manual Series”, Vols. 1-4,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York (1998); y (iii) técnicas de introduccion/anulacion de genes
convencionales como se exponen, por ejemplo, en las Patentes de Estados Unidos 5.487.992, 5.464.764, 5.387.742,
5.360.735, 5.347.075, 5.298.422, 5.288.846, 5.221.778, 5.175.385, 5.175.384, 5.175.383, 4.736.866; en las
Publicaciones Internacionales WO 94/23049, W093/14200, WO 94/06908 y WO 94/28123; asi como en Burke y
Olson, Methods in Enzymology, 194: 251-270, 1991; Capecchi, Science 244: 1288-1292, 1989; Davies y col, Nucleic
Acids Research, 20 (11) 2693-2698, 1992; Dickinson y col, Human Molecular Genetics, 2 (8): 1299-1302, 1993; Duff y
Lincoln, “Insertion of a pathogenic mutation into a yeast artificial chromosome containing the human APP gene and
expression in ES cells”, Research Advances in Alzheimer's Disease and Related Disorders, 1995; Huxley y col,
Genomics, 9: 742-750 1991; Jakobovits y col, Nature, 362: 255-261, 1993; Lamb y col, Nature Genetics, 5: 22-29,
1993; Pearson y Choi, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1993. 90: 10578-82; Rothstein, Methods in Enzymology, 194:
281-301, 1991, Schedl y col, Nature, 362: 258-261, 1993; Strauss y col, Science, 259: 1904-1907, 1993.

Es de interés particular el articulo por Pascolo y col, publicado en J. Exp. Med. 185: 2043-2051, 1997, que describe la
preparacion de ratones que expresan las moléculas de MHC clase | HLA-A2.1, H-2Db y HHD humanas y desprovistos
totalmente de MHC clase | de ratén.

Restos identificables

En algunos aspectos de la misma, la presente invencién emplea conjugados de un anticuerpo y un resto identificable.
Con este fin, en un ejemplo, un primer y un segundo polinucleétidos que codifican el anticuerpo y el resto identificable,
respectivamente, se ligan en fase de lectura para codificar un inmunomarcador. La siguiente tabla proporciona
ejemplos de secuencias de restos identificables.

Resto identificable Secuencia de aminodcidos |Secuencia de acido nucleico
(N° de Acceso Genebank) [(N° de Acceso Genebank)

Proteina verde AAL33912 AF435427

fluorescente

Fosfatasa alcalina AAK73766 AY042185

Peroxidasa NP_568674 NM_124071

Marcador de histidina  |AAK09208 AF329457

Marcador myc AF329457 AF329457

Marcador bictina ligasa |NP_561589 NC_0033686

Proteina naranja AAL33917 AF435432

fluorescente

Beta galactosidasa NM_125776 NM_126776

Isotiocianato de AAF22695 AF098239

fluoresceina

Estreptavidina 511540 511540

Restos terapéuticos

En algunos aspectos de la misma, la presente invencién emplea conjugados de un anticuerpo y un resto terapéutico.
Con este fin, en un ejemplo, un primer y un segundo polinucleétidos que codifican el anticuerpo y el resto terapéutico,
respectivamente, se ligan en fase de lectura para codificar una inmunotoxina. La siguiente tabla proporciona ejemplos
de secuencias de restos terapéuticos.
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Resto terapéutico Secuencia de aminoacidos |Secuencia de acido nucleico
{N° de Acceso Genebank} ((N° de Acceso Genebank)

Exotoxina de AAB25018 563109

Pseudomonas

Toxina de difteria E00489 EO0489

interleucina 2 CAA00227 A02159

CD3 P07766 X03884

CD16 AAKS54251 AF372455

interleucina 4 P20096 ICRT4

HLA-A2 P01832 K02883

interleucina 10 P22301 M57627

Toxina ricina A 225988 A23903

Conjugados quimicos

Se conocen muchos procedimientos en la técnica para conjugar o fusionar (acoplar) moléculas de diferentes tipos,
incluyendo péptidos. Estos procedimientos pueden usarse de acuerdo con la presente invencion para acoplar a un
anticuerpo otro resto, tal como un resto terapéutico o un resto identificable, para proporcionar de este modo una
inmunotoxina o inmunomarcador.

Dos péptidos aislados pueden conjugarse o fusionarse usando cualquier procedimiento de conjugacion conocido por
un especialista en la técnica. Un péptido puede conjugarse con un anticuerpo de interés, usando un éster de
N-hidroxisuccinimida del acido 3-(2-piridiltio)propiénico (también denominado N-succinimidil 3-(2piridilditio)propionato
(“SDPD") (Sigma, N° Cat. P-3415), un procedimiento de conjugacién con glutaraldehido o un procedimiento de
conjugacion con carbodiimida.

Conjugacién con SPDP

Puede usarse cualquier procedimiento de conjugacién con SPDP conocido por los especialistas en la técnica. Por
ejemplo, en una realizacion ilustrativa se usa una modificacion del procedimiento de Cumber y col. (1985, Methods of
Enzymology 112: 207-224) como se describe a continuacion.

Un péptido, tal como un resto identificable o terapéutico, (1,7 mg/ml) se mezcla con un exceso de 10 veces de SPDP
(50 mM en etanol) y el anticuerpo se mezcla con un exceso de 25 veces de SPDP en fosfato sédico 20 mM, NaCl 0,10
M pH 7,2 y cada una de las reacciones incubadas, por ejemplo, durante 3 horas a temperatura ambiente. Después las
reacciones se dializan contra PBS.

El péptido se reduce, por ejemplo, con DTT 50 mM durante 1 hora a temperatura ambiente. El péptido reducido se
desaliniza por equilibrado en una columna G-25 (hasta el 5 % del volumen de muestra/columna) con KH,PO4 50 mM
pH 6,5. El péptido reducido se combina con el SPDP-anticuerpo en una proporcion molar de 1:10 de
anticuerpo:péptido y se incuba a 4 °C durante una noche para formar un conjugado de péptido-anticuerpo.

Conjugacion con glutaraldehido

La conjugacion de un péptido (por ejemplo, un resto identificable o terapéutico) con un anticuerpo puede realizarse por
procedimientos conocidos por los especialistas en la técnica usando glutaraldehido. Por ejemplo, en una realizacion
ilustrativa, se usa el procedimiento de conjugaciéon por G. T. Hermanson (1996, “Antibody Modification and
Conjugation, en Bioconjugate Techniques”, Academic Press, San Diego) descrito a continuacion.

El anticuerpo y el péptido (1,1 mg/ml) se mezclan en un exceso de 10 veces con glutaraldehido al 0,05 % en fosfato 0,1
M, NaCl 0,15 M pH 6,8 y se deja reaccionar durante 2 horas a temperatura ambiente. Puede afadirse lisina 0,01 M
para bloquear los sitios en exceso. Después de la reaccion, el glutaraldehido en exceso se elimina usando una
columna G-25 equilibrada con PBS (10 % v/v de volimenes de muestra/columna).
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Conjugacion con carbodiimida

La conjugacion de un péptido con un anticuerpo puede realizarse por procedimientos conocidos por los especialistas
en la técnica usando un agente de deshidratacion tal como una carbodiimida. Mas preferentemente, la carbodiimida se
usa en presencia de 4-dimetil aminopiridina. Como saben bien los especialistas en la técnica, puede usarse la
conjugacion con carbodiimida para formar un enlace covalente entre un grupo carboxilo de péptido y un grupo hidroxilo
de un anticuerpo (dando como resultado la formacién de un enlace éster) o un grupo amino de un anticuerpo (dando
como resultado la formaciéon de un enlace amida) o un grupo sulfhidrilo de un anticuerpo (dando como resultado la
formacion de un enlace tioéster).

Asi mismo, puede usarse el acoplamiento con carbodiimida para formar enlaces covalentes analogos entre un grupo
carbono de un anticuerpo y un grupo hidroxilo, amino o sulfhidrilo del péptido. Véase, en general, J. March, Advanced
Organic Chemistry: Reaction’s, Mechanism, and Structure, pags. 349-50 y 372-74 (32 ed.), 1985. A modo de
ilustracion, y sin limitacion, el péptido se conjuga con un anticuerpo mediante un enlace covalente usando una
carbodiimida, tal como diciclohexilcarbodiimida. Véanse en general los procedimientos de conjugacion por B. Neises y
col. (1978, Angew Chem., Int. Ed. Engl. 17: 522; A. Hassner y col. (1978, Tetrahedron Lett. 4475); E. P. Boden y col.
(1986, J. Org. Chem. 50: 2394) y L. J. Mathias (1979, Synthesis 561).

Objetos, ventajas y nuevas caracteristicas adicionales de la presente invencion se haran evidentes para un
especialista en la técnica tras el examen de los siguientes ejemplos, que no pretenden ser limitantes. Ademas, cada
una de las diversas realizaciones y aspectos de la presente invencién como se ha descrito en este documento
anteriormente y como se reivindican en la seccion de reivindicaciones a continuacion encuentra apoyo experimental en
los siguientes ejemplos.

Ejemplos

Ahora se hace referencia a los siguientes ejemplos, que junto con las descripciones anteriores, ilustran la invencion
de una forma no limitante.

Generalmente, la nomenclatura usada en este documento y los procedimientos de laboratorio utilizados en la
presente invencion incluyen técnicas moleculares, bioquimicas, microbiolégicas y de ADN recombinante. Dichas
técnicas se explican minuciosamente en la bibliografia. Véase, por ejemplo, “Molecular Cloning: A laboratory Manual”
Sambrook y col., (1989); “Current Protocols in Molecular Biology” Volimenes I-Ill Ausubel, R. M., ed. (1994); Ausubel y
col, “Current Protocols in Molecular Biology”, John Wiley and Sons, Baltimore, Maryland (1989); Perbal, “A Practical
Guide to Molecular Cloning”, John Wiley & Sons, Nueva York (1988); Watson y col., “Recombinant DNA”", Scientific
American Books, Nueva York; Birren y col. (eds) “Genome Analysis: A Laboratory Manual Series”, Vols. 1-4, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York (1998); metodologias como se exponen en las Patentes de Estados
Unidos N° 4.666.828; 4.683.202; 4.801.531; 5.192.659 y 5.272.057; “Cell Biology: A Laboratory Handbook”,
Volumenes I-IH Cellis, J. E., ed. (1994); “Culture of Animal Cells - A Manual of Basic Technique” por Freshney,
Wiley-Liss, N. Y. (1994), Tercera Edicion; “Current Protocols in Immunology” Volimenes I-1lI Coligan J. E., ed. (1994);
Stites y col. (eds), “Basic and Clinical Immunology” (82 Edicion), Appleton & Lange, Norwalk, CT (1994); Mishell y Shiigi
(eds), “Selected Methods in Cellular Immunology”, W. H. Freeman and Co., Nueva York (1980); los inmunoensayos
disponibles se describen ampliamente en la bibliografia de patentes y cientifica, véase, por ejemplo, las Patentes de
Estados Unidos N° 3.791.932; 3.839.153; 3.850.752; 3.850.578; 3.853.987; 3.867.517; 3.879.262; 3.901.654;
3.935.074; 3.984.533; 3.996.345; 4.034.074; 4.098.876; 4.879.219; 5.011.771 y 5.281.521; “Oligonucleotide
Synthesis” Gait, M. J., ed. (1984); “Nucleic Acid Hybridization” Hames, B. D., y Higgins S. J., eds. (1985); “Transcription
and Translation” Hames, B. D., y Higgins S. J., eds. (1984); “Animal Cell Culture” Freshney, R. I., ed. (1986);
“Immobilized Cells and Enzymes” IRL Press, (1986); “A Practical Guide to Molecular Cloning” Perbal, B., (1984) y
“Methods in Enzymology” Vol. 1-317, Academic Press; “PCR Protocols: A Guide To Methods And Applications”,
Academic Press, San Diego, CA (1990); Marshak y col., “Strategies for Protein Purification and Characterization - A
Laboratory Course Manual” CSHL Press (1996); incorporandose todas por referencia como si se expusieran con todo
detalle en este documento. Se proporcionan otras referencias generales por todo este documento. Se piensa que los
procedimientos en las mismas son bien conocidos en la técnica y se proporcionan para la comodidad del lector.

Materiales y métodos experimentales
Produccién de complejos de scMHC/péptido biotinilados

Se produjeron complejos de MHC de cadena sencilla/péptido por replegamiento in vitro de cuerpos de inclusién
producidos en E. coli, como se ha descrito anteriormente (23, 24, Solicitud de Patente de Estados Unidos N°
09/534.966 y PCT/IL01/00260 (publicada como documento WO 01/72768). Se realizé la biotinilacion usando la enzima
BirA (Avidity, Denver, CO) como se ha descrito anteriormente (25).

Inmunizacién de ratones

Se inmunizaron ratones anulados D"/ X 32 microglobulina (32m), transgénicos para un HLA-A2.1/D"-cadena sencilla
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2 microglobulina recombinante (ratones HHD) (26) con una emulsion que contenia péptido de tuberculina derivado de
proteina purificada (PPD) covalentemente acoplado con complejos de HLA-A2/G9-209 como se ha descrito
anteriormente (17). En resumen, los ratones se inmunizaron inicialmente por via subdérmica y posteriormente por via
subcutanea durante intervalos de dos semanas durante un periodo de 3-5 meses con 20-30 pg/ratén de la mezcla
antigénica en adyuvante incompleto de Freund. Se recogieron los bazos dos semanas después de la ultima
inmunizacion.

Construccién de biblioteca y seleccion de anticuerpos en fagos en complejos biotinilados

Se aislé el ARN total de ratones inmunizados y se construy6 una biblioteca de anticuerpo scFv mediante PCR a
temperatura ambiente a partir de la ARNm como se describe (27). El repertorio de scFv se cloné como un fragmento de
Sfil-Notl en los vectores fagémidos pCANTABSE o pCC-CBD (28). La complejidad de ambas bibliotecas era de 1 x 108

clones independientes. Para la seleccion, se incubaron complejos de scHLA-A2/G9-209M biotinilados (20 ug) con
perlas magnéticas recubiertas de estreptavidina (2 x 108), se lavaron y se incubaron con 10" ufc de las bibliotecas (1
hora a temperatura ambiente). Partiendo con la 22 vuelta, se realiz6 la seleccion en presencia de un exceso (5 pg) de
complejos de scHLA-A2/G9-280V. Se lavaron las perlas exhaustivamente 10-12 veces con MPBS al 2 % + TWEEN20
al 0,1 %. Los fagos unidos se eluyeron usando 1 ml de Trietilamina (100 mM, pH 12) durante 5 minutos a temperatura
ambiente seguido de neutralizaciéon con 0,1 ml de Tris-HCI 1 M, pH 7,4. Los fagos eluidos se expandieron en células E.
coli TG1 en fase de crecimiento exponencial que después se superinfectaron con fago auxiliar M13KO7 como se
describe (28).

Expresién y purificacién de scFv recombinante soluble y proteina de fusién scFv-P38

El gen de G1 scFv se rescat6é del clon de fago mediante PCR y se subcloné en el vector fagémido pCANTAB6
mediante el uso de los sitios de clonacion Sfil-Notl. Se fusionaron marcadores Myc y hexahistidina con el extremo
C-terminal del gen de scFv. El anticuerpo scFv se expreso en células BL21 ADE3 como se ha descrito anteriormente
(29) y se purificé a partir de la fraccion periplasmica mediante cromatografia de afinidad por iones metalicos. Para la
expresion de la proteina de fusion GlscFv-PE38, el gen de scFv se subclondé como un fragmento Ncol-Notl en el
plasmido pIB-NN, que codifica los dominios de translocacién y ADP-ribosilacion de PE (PE38). La expresion en células
BL21 ADES3, el replegamiento a partir de cuerpos de inclusion y la purificacion de G1scFv-PE38 se realizé como se ha
descrito anteriormente (30).

ELISA con clones de fagos y scFv o scFv-PE38 purificado

Se realizaron estudios de especificidad de union mediante ELISA usando complejos de scMHC-péptido biotinilados.
En resumen, se recubrieron placas de ELISA (Falcon) durante una noche con BSA-biotina (1 pg/pocillo), se lavaron, se
incubaron (1 hora, a temperatura ambiente) con estreptavidina (1 pg/pocillo), se lavaron de nuevo exhaustivamente y
se incubaron adicionalmente (1 hora, a temperatura ambiente) con 0,5 pg de complejos de MHC/péptido. Las placas
se bloguearon con PBS/Ieche al 2 % (30 minutos, a temperatura ambiente), se incubaron con clones de fagos
(aproximadamente 10° fagos/pocillo, 1 hora, a temperatura ambiente) o 0,5-1 pug de scFv o scFv-PE38 soluble y
después se lavaron con 1:1000 de anti-M13 conjugado con HRP, anticuerpo anti-myc o anticuerpo anti-PE,
respectivamente. Los péptidos restringidos por HLA-A2 usados para estudios de especificidad eran gp100 (154):
KTWGQYWQV (SEC ID N°: 1); gp100 (209): IMDQVPFSV (SEC ID N°: 2); gp100 (280): YLEPGPVTYV (SEC ID Ne: 3);
MUC1: LLLTVLTVL (SEC ID N°: 4); HTLV-1 (TAX): LLFGYPVYV (SEC ID N°: 5); hTE temperatura ambiente (540):
ILAKFLHWL (SEC ID N°: 6); hTE temperatura ambiente (865): RLVDDFLLV (SEC ID N°:7).

Citometria de flujo

La linea de células B RMAS-HHD transfectada con un gen de B2M-HLA-A2 de cadena sencilla (26) o las células JY
linfoblasticas B transformadas con EBV (10 células) se lavaron dos veces con RPMI sin suero y se incubaron durante
una noche a 26 °C o 37 °C, respectivamente, en medio que contenia 100 uM del péptido. Las APC se incubaron
posteriormente a 37 °C durante 2-3 horas para estabilizar la expresién en superficie celular de complejos de
MHC-péptidos seguido de incubacion con scFv recombinante (10-50 pg/ml, 60-90 minutos, 4 °C) en 100 pl. Después,
las células se lavaron, se incubaron con anticuerpo anti-Myc marcado con FITC (30-45 minutos, 4 °C) y por ultimo se
lavaron y se analizaron mediante un citdmetro de flujo FACStar (Becton Dickinson).

Ensayos de union de competicién

Se recubrieron placas de ELISA flexibles con BSA-biotina y se inmovilizaron en Ias mismas complejos de
SCMHC-péptido (10 pg en 100 pl). El GlscFv-PE38 recombinante se marco con [**I1] usando el reactivo de
Bolton-Hunter. Se afiadié proteina marcada a los pocillos con un indicador (3-5 x 10° CPM/pocillo) en presencia de
concentraciones crecientes del G1scFv-PE38 frio como competidor y se incub6 a temperatura ambiente durante 1
hora en PBS. Las placas se lavaron minuciosamente con PBS y se determiné la radiactividad unida mediante un
contador gamma. La afinidad aparente del G1scFv-PE38 se determind por extrapolacion de la concentracion de un
competidor necesario para conseguir una inhibicion del 50 % de la union de GlscFv-PE38 marcado con [125I] al
complejo de scMHC-péptido inmovilizado. Se determind la unién inespecifica por adicién de un exceso de 20-40 veces
de Fab sin marcar.
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Ensayos de citotoxicidad

Se cargaron APC RMAS-HHD y JY con el péptido G9-209 y péptidos de control como se ha descrito anteriormente.
Las células cargadas con péptido se incubaron posteriormente con concentraciones crecientes de G1scFv-PE38 y la
inhibicién de la sintesis de proteinas se determiné por medicién de la captacién de *H-Leucina en proteinas celulares,
como se ha descrito previamente (30). Se determin6 la Clsop como la concentracion de G1lscFv-PE38 necesaria para
inhibir la sintesis de proteina el 50 %. En ensayos de competicién, se afiadi6 un exceso de complejos de
HLA-A2-péptido especificos e inespecificos (35-50 pg/pocillo) a pocillos 15 minutos antes de la adicién de
GlscFv-PESS8.

Resultados experimentales

Generacion de complejos de MHC de cadena sencilla-péptido recombinantes con el péptido derivado de
gp100 de melanoma G9-209M

La gp100 es una glicoproteina de membrana especifica de linaje de melanocitos que consiste en 661 aminoacidos que
se expresan en la mayoria de células de melanoma (19-22). Esta proteina se reconoce por muchos linfocitos
infiltrantes de tumores (TIL) restringidos por HLA-A2 reactivos con melanoma que se han aislado de pacientes con
melanoma. Se han identificado varios epitopos restringidos por HLA-A2 de células T en gp100; se han mejorado en las
posiciones de anclaje a MHC para una inmunogenicidad aumentada sin alterar la especificidad de célula T (31). El
péptido G9-209M (IMDQVPFSV, SEC ID N° 2) es uno de tres epitopos inmunogénicos principales (19-22). Se
generaron complejos de MHC-péptido recombinantes que presentan el péptido G9-209M usando una construccion de
MHC de cadena sencilla (scMHC) expresada en E. coli que se ha descrito anteriormente (23, 24, Solicitud de Patente
de Estados Unidos N° 09/534.966 y PCT/IL01/00260 (publicada como documento WO 01/72768). Los complejos de
scMHC-péptido se producen por replegamiento in vitro de cuerpos de inclusion en presencia del G9-209M u otros
péptidos restringidos por HLA-A2, seguido de un protocolo de purificacion que emplea cromatografia de intercambio
i6nico. Los complejos de scHLA-A2-péptido replegados derivados de gp100 y de control eran muy puros, homogéneos
y monomeéricos, como se determiné por analisis en SDS-PAGE y cromatografia de filtracion en gel. Se ha demostrado
anteriormente que los complejos de scHLA-A2 que contienen G9-209M son funcionales por su capacidad para
estimular lineas y clones de CTL especificos y tefiir células T especificas de G9-209M en forma de tetrameros (23, 24).

Construccion de una biblioteca en fago de anticuerpo scFv y seleccion de un fago que se une a complejos de
HLA-A2/G9-209M con especificidad similar a TCR:

Para los fines de inmunizacion se acoplé PPD al complejo purificado y los ratones anulados D/ X 2 microglobulina
(B2m) para un HLA-A2.1/DP-cadena sencilla 32 microglobulina recombinante (ratones HHD) (26) se humanizaron con
el mismo. Estos ratones combinan la transgénesis de HLA clasica con destruccion selectiva de H-2 clase | murino. Por
lo tanto, a diferencia de los transgénicos HLA clasicos, estos ratones mostraban solamente respuestas restringidas por
HLA-A2.1 con proteinas multiepitopo tales como virus intactos. Ademas, se supone que estos ratones son una
herramienta util para la inmunizacién con complejos de HLA-A2-péptido porque deberian ser enormemente tolerantes
a HLA-A2 como un inmundgeno de células By, por lo tanto, pueden favorecer la generacién de una respuesta de
anticuerpos dirigida contra el epitopo restringido por MHC cuando esta formando un complejo con HLA-A2 (el péptido
asociado a tumor especifico). Se us6 PPD para la conjugacion porque es un inmunégeno de célula T altamente
reactivo (17).

Se aisl6 ARNm de bazo total a partir de ratones inmunizados y se realizé su transcripcion inversa a ADNc. Se usaron
conjuntos especificos de cebadores degenerados para amplificar por PCR los segmentos de ADNc correspondientes a
los dominios variables de la cadena pesada y ligera de inmunoglobulina (27). Las combinaciones de PCR de VH y VL
se ensamblaron en un repertorio de scFv mediante una reaccién de extension por solapamiento por PCR y
posteriormente se clonaron en el vector fagémido pCANTABSE o en el vector fagémido pCC-Gal6(Fv), en el que el
scFv se expresa como una proteina de fusion en fase de lectura con un domino de union a celulosa (CBD) (28). Las
bibliotecas resultantes se usaron para transducir células E. coli TG1 por electroporacion y se expresaron como una
fusién con la proteina de cubierta de fago minoritaria plll después del rescate con un fago auxiliar. La complejidad de la
biblioteca consistia en 1 x 10° clones independientes usando ambos tipos de vectores.

La biblioteca se sometié a 3-4 ciclos de seleccion seguidos de elucién de los fagos unidos y reamplificacion en E. coli.
Para aumentar la eficacia de seleccion se usaron complejos de scMHC-péptido biotinilados. Se modificé un marcador
de secuencia BirA para biotinilacion especifica de sitio en el extremo C-terminal del gen de HLA-A2 como se ha
descrito anteriormente (25). Se emplearon varias estrategias de seleccion, dando como resultado la mas exitosa de las
mismas el aislamiento de agentes de union especificos, y consistiendo en protocolos de seleccidon con una etapa de
reduccion negativa partiendo de la 22 ronda de seleccion. Los complejos biotinilados de HLA-A2/G9-209M especificos
se inmovilizaron en perlas magnéticas recubiertas de estreptavidina y la biblioteca se incubd con el complejo
inmovilizado en presencia de un gran exceso de complejos de HLA-2 que presentaban un epitopo derivado de gp100
diferente, el péptido G9-280V. Cuando se usa esta estrategia el fago especifico de G9-209M se unira a complejos
inmovilizados con estreptavidina-biotina que se capturan mediante una fuerza magnética, mientras que los agentes de
union pan-MHC que no son especificos para el péptido G9-209M en el complejo se uniran al complejo inespecifico en
la solucién y por lo tanto pueden separarse y eliminarse del fago especifico. Como se muestra en la Tabla 1 a
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continuacién, se observa un enriquecimiento progresivo marcado para fagos que se unen a los complejos
inmovilizados después de 3-4 rondas de seleccion, realizandose dos de las mismas con la estrategia de reduccion
negativa.

TABLA 1: Seleccion de fagos en complejos de scHLA-A2/G9-209M

Biblioteca Ciclo Aportacion Produccion Enriquecimiento
scFv 1 1x 10" 1x10* -
2 5x 10" 1x10° 10
3 5x 10" 1x10° 10.000
scFv-CBD 1 5x 10° 1x10* -
5x 10" 1x10° 10
5x 10" 1x10° 10.000

Una 42 ronda de seleccién dio como resultado enriguecimientos similares a los observados en la ronda 3.

Se realiz6 un ELISA de fagos policlonal para determinar la especificidad de fagos sobre complejos de scMHC-péptido
recombinantes biotinilados inmovilizados en inmunoplacas recubiertas con BSA-Biotina-estreptavidina. El espaciador
de BSA-biotina-estreptavidina permite la presentacion correcta de los complejos, que pueden deformarse por unién
directa a plastico. Los fagos analizados ya después de la 22 y, mas espectacularmente después de la 32 ronda de
seleccién pusieron de manifiesto un patrén de especificidad Unico dirigido solamente hacia los complejos de HLA-A2
gue contenian G9-209M especificos (Figuras 1A-B). No se observé unién con complejos de HLA-A2 de control que
presentan el epitopo derivado de gp100, G9-280V o el epitopo derivado de telomerasa 654.

Se aislaron clones de fagos monoclonales individuales a partir de la poblacion de fagos de la dltima ronda de
seleccion (no se observo un enriquecimiento adicional después de la 42 ronda) y se volvieron a explorar para
determinar la especificidad por ELISA de fagos (Figuras 2A-B). De los 93 clones ensayados, 85 (91 %) reaccionaron
con el complejo de HLA-A2/G9-209M (Figura 2A). Setenta y siete de los 85 clones reactivos (90 %) reaccionaron
especificamente con el complejo de HLA-A2/G9-209 especifico pero no con el complejo que contenia G9-280V de
control (Figura 2B). Sélo un pequefio porcentaje de los clones (5/93; 5 %) no presentaba especificidad de péptido
(Figura 2B). Por lo tanto, el procedimiento de seleccion proporcionaba un enriquecimiento exitoso de anticuerpos de
fagos con especificidad similar a TCR hacia el complejo de HLA-A2/G9-209M. Un analisis de identificacion genética
por medio de digestion con enzimas de restriccion con multiples puntos de corte puso de manifiesto que 50 clones
especificos de HLA-A2/G9-209M positivos tenian un patron de digestion similar, indicando que eran todos similares
(no se muestran los datos). Se obtuvieron resultados similares con las dos bibliotecas. Puesto que se construyeron a
partir del mismo material genético (la misma combinacion de ARNm), sélo los clones de fagos derivados de la
biblioteca pPCANTABSE scFv se caracterizaron adicionalmente.

La secuenciacion de ADN de dominios variables VH y VL a partir de 10 clones puso de manifiesto que todos eran
idénticos (no se muestran los datos) sugiriendo que todos procedian de un solo acontecimiento combinatorio de VH/VL
de anticuerpos productivo.

Caracterizacion del anticuerpo scFv recombinante soluble con especificidad similar a TCR

La secuenciacion de ADN puso de manifiesto que la secuencia VH del anticuerpo pertenece a las cadenas pesadas de
ratén subgrupo Il (D) y la secuencia VL a las cadenas ligeras kappa de ratén grupo IV (de acuerdo con Kabbat).

La secuencia de nucleétidos (SEC ID N°: 8) y la secuencia de aminoacidos deducida (SEC ID N°: 9) se muestran en la
Figura 3A. Para caracterizar adicionalmente la especificidad de unién y las propiedades bioldgicas del anticuerpo scFv
seleccionado, denominado G1, se usaron dos sistemas de expresion; para el primero el scFv se subclono en el vector
fagémido pCANTABG6 en el que un marcador myc y hexahistidina se fusionan con el extremo C-terminal del gen de
scFv. El segundo era un sistema de expresion dirigido por el promotor de T7 en el que el gen de scFv se fusiona con
una forma truncada de la Exotoxina A de Pseudomonas (PE38) para generar un scFv-inmunotoxina (12). Esta forma
truncada de PE contiene los dominios de translocacion y ADP-ribosilacion de la PE completa pero carece del dominio
de unién a células que se sustituye por el fragmento scFv fusionado en el extremo N-terminal de la toxina truncada. El
G1 scFv se produjo en células E. coli BL21 (ADE3) por secrecion y se purifico a partir de fracciones periplasmicas por
cromatografia de afinidad por metales usando el marcador de hexahistidina fusionado al extremo C-terminal (Figura
3B). El G1 scFv-PE38 se expreso en células BL21 y tras la induccién con IPTG, se acumularon grandes cantidades de
proteina recombinante como cuerpos de inclusién intracelulares. El SDS-PAGE mostraba que los cuerpos de inclusion
de cultivos que expresan G1 scFv-PE38 contenian mas del 90 % de proteina recombinante. Usando protocolos de
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renaturalizacion establecidos, el G1 scFv-PE38 se volvid a plegar a partir de cuerpos de inclusion solubilizados en un
tampodn de replegamiento de intercambio redox y se purificé después de eso por cromatografia de intercambio idnico
en columnas de Q-Sepharose y MonoQ y posteriormente por cromatografia de exclusién por tamafio. Se obtuvo una
proteina de fusion de G1 scFv-PE38 altamente purificada con el tamafio esperado de 63 kDa segun se analizé por
SDS-PAGE en condiciones no reductoras (Figura 3C). El perfil molecular del G1scFv y GlscFv-inmunotoxina se
analizdé por cromatografia de exclusion por tamafio y puso de manifiesto un solo pico de proteina en una forma
monomérica con una masa molecular esperada de 26 y 63 kDa, respectivamente (no se muestran los datos). El
rendimiento del G1 scFv-inmunotoxina replegado era de aproximadamente el 2 %, por lo tanto, podian obtenerse de
forma rutinaria 2 mg de proteina altamente pura a partir del replegamiento de 100 mg de proteina obtenida de cuerpos
de inclusién que contenian el 80-90 % de proteina recombinante. Este rendimiento es similar a scFv-inmunotoxinas
descritas anteriormente que se expresaban bien y se producian usando un sistema de expresion y replegamiento
similar (30). El rendimiento del G1scFv era de 3 mg a partir de un cultivo bacteriano de 1 litro.

La especificidad de unién del anticuerpo G1 scFv purificado soluble y la proteina de fusién G1 scFv-P38 se determind
por ensayos de ELISA en complejos de MHC-péptido biotinilados inmovilizados en pocillos a través de
BSA-biotina-estreptavidina para asegurar un plegamiento correcto de los complejos, que podian deformarse por unién
directa a plastico. El plegamiento correcto de los complejos unidos y su estabilidad durante los ensayos de unién se
determinaron por su capacidad para reaccionar con el anticuerpo monoclonal especifico de conformacion w6/32, que
se une a complejos de HLA sélo cuando estan plegados correctamente y cuando contienen péptido (no se muestran
los datos). Cuando se uso la proteina G1 scFv 0 G1lscFv-PE38 purificada soluble, los ensayos de ELISA ponian de
manifiesto un patrén de reconocimiento muy especifico que se corresponde con las caracteristicas diferenciales de la
especificidad de célula T restringida por MHC (Figura 4). El G1 scFv seleccionado para unirse al complejo de HLA-A2
gue contiene G9-209M reaccionaba solamente con el complejo especifico y no con complejos que presentaban los
complejos de MHC-péptido derivados de gp100 G9-280 y G9-154 ni con otros complejos de control que contenian los
epitopos derivados de telomerasa restringidos por HLA-A2 540 y 865 (32), un péptido derivado de MUC1 (33) o el
péptido TAX derivado de HTLV-1 (34) (Figura 4). En estos ensayos se detectd la unién con un anticuerpo anti-PE38.
Se obtuvieron resultados similares cuando se usaba el anticuerpo G1 scFv sin fusionar cuando la deteccidn se realizé
con anticuerpo anti-marcador Myc (no se muestran los datos). Por lo tanto, este fragmento scFv especifico de antigeno
presenta caracteristicas de union y la especificidad refinada de una molécula similar a TCR. El G1 scFv o G1
scFv-PE38 no reconocian el péptido en solitario ni moléculas de HLA-A2 vacias (que son dificiles de producir porque
son inestables en ausencia de un péptido) ni estreptavidina ni otros antigenos proteicos (no se muestran los datos).

A continuacion, se determinaron las propiedades de unién del G1 scFv-PE38 purificado soluble similar a TCR usando
un ensayo de ELISA de saturacion en el que se unieron complejos biotinilados a placas recubiertas de
BSA-biotina-estreptavidina a las que se afiadieron cantidades crecientes de G1 scFv-PE38. La unién de G1scFv-PE38
al complejo de HLA-A2/G9-209M derivado de gp100 especifico era dependiente de la dosis y saturable (Figura 5A). La
extrapolacion de la sefial de unién al 50 % puso de manifiesto que este anticuerpo poseia una gran afinidad, con una
afinidad de union en el intervalo nanomolar. Para determinar la afinidad de unién aparente de los fragmentos scFv
similares a TCR con su complejo de MHC-péptido afin, se realizoé un ensayo de uniébn competitiva en el que se hacia
competir la uniéon de G1lscFv-PE38 marcado con 125 con concentraciones crecientes de proteina sin marcar. Estos
ensayos de unién pusieron de manifiesto una afinidad de unién aparente en el intervalo nanomolar bajo de 5 nM
(Figura 5B). De forma importante, estos resultados recalcan un éxito previo en el aislamiento de un anticuerpo scFv de
alta afinidad con especificidad similar a TCR a partir del repertorio de anticuerpos presentados en fagos de ratones
transgénicos HLA-A2 inmunizados.

Union de G1 scFv a APC que presentan el epitopo derivado de gp100

Para demostrar que el G1 scFv soluble aislado puede unirse al complejo de MHC-péptido especifico, no sélo en su
forma soluble recombinante sino también en la forma nativa, como se expresa en la superficie celular, se utilizaron dos
sistemas de APC. Uno consistia en las células RMA-S deficientes en TAP2 murinas que se transfectaron con el gen de
HLA-A2 humano en un formato de cadena sencilla (26) (HLA-A2.1/Db-cadena sencilla 2m) (células RMA-S-HHD). El
péptido derivado de gp100 y péptidos de control se cargaron en las células RMA-S-HHD vy la capacidad del anticuerpo
G1 scFv seleccionado para unirse a células cargadas con péptido se control6 mediante FACS (Figuras 6A-C). La
estabilizacion de MHC inducida por péptido de las células RMA-S-HHD mutantes para TAP2 se determind por analisis
de la reactividad del anticuerpo anti-HLA conformacional w6/32 y el MAb anti-HLA-A2 BB7.2 con células cargadas y no
cargadas con péptido (Figuras 6A y B). El G1 scFv que reconocia el complejo de HLA-A2 que contenia G9-209M
reaccionaba solamente con células RMA-S-HHD cargadas con el péptido G9-209M pero no con células cargadas con
el péptido G9-280 (Figura 6C) o células de control no cargadas con péptido. El G1 scFv no se unia a células cargadas
con otros péptidos de control restringidos por HLA-A2 tales como péptidos derivados de TAX, MUC1 o telomerasa
usados para los analisis de especificidad (véase la Figura 4).

También se usé un segundo tipo de APC, en concreto las células JY linfoblasticas B transformadas con EBV que
expresan HLA-A2; estas células se incubaron con los péptidos derivados de gp100 o de control. Son TAP+ y, por
consiguiente, la presentacion del péptido suministrado exdgenamente se facilita por intercambio peptidico. Usando
esta estrategia, se observé una especificidad de unién similar con el anticuerpo G1 scFv (no se muestran los datos).
Estos resultados demuestran que el anticuerpo scFv puede reconocer especificamente su complejo de HLA-A2 nativo
correspondiente in situ en la superficie de las células.
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Actividad citotéxica de G1lscFv-PE38 hacia APC

Para determinar la capacidad del anticuerpo G1 scFv para servir como resto de direccionamiento para la eliminacion
especifica similar a célula T de células presentadoras de antigeno, se construyé una molécula de G1lscFv-PE38 en la
que la forma truncada muy potente de exotoxina A de Pseudomonas se fusiona con el extremo C-terminal del gen de
scFv y se ensay0 su capacidad para destruir APC cargadas con péptido. Se cargaron células RMAS-HHD o JY con los
epitopos derivados de gp100 G9-209M y G9-280V, asi como con otros péptidos restringidos por HLA-A2 de control. El
andlisis de FACS con anticuerpo anti-HLA-A2 puso de manifiesto un patron de expresion similar de moléculas de
HLA-A2 con G9-209M, G9-280V y otras células cargadas con péptido de control (Figura 6B). Como se muestra en la
Figura 7A, se observo citotoxicidad por G1scFv-Pe38 sélo en células RMAS-HHD cargadas con el péptido G9-209 con
una Clso de 10-20 ng/ml. No se observé actividad citotoxica en células RMAS-HHD que se cargaron con el epitopo
G9-280V derivado de gp100 o con otros péptidos restringidos por HLA-A2 de control o células que no se cargaron con
péptido. Las células RMAS-HHD cargadas con G9-209M no se destruyeron con una inmunotoxina irrelevante en la
gue un anticuerpo scFv anti-Lewis Y humano se fusiona con PE38 [B3(Fv)-PE38] (Figura 7A). En las células JY
transformadas con EBV que expresan TAP normal, la presentacion del péptido suministrado exdgenamente se facilita
por intercambio peptidico. Usando esta estrategia, se observé una actividad especifica similar en la que el
G1scFv-PE38 destruye solo células cargadas con el péptido G9-209M (Figura 7B). Se mostré una prueba adicional de
especificidad en experimentos de competicion en los que estaba presente complejo de scHLA-A2-péptido soluble
especifico y de control en exceso en solucién para competir por la unidn e inhibir la citotoxicidad por G1 scFv-PE38. Un
ejemplo de este tipo de ensayo se muestra en la Figura 7C, en la que un exceso de HLA-A2 que contiene G9-209M
soluble pero no de complejo de G9-280V/HLA-A2 competia e inhibia la actividad citotoxica de G1 scFv-PE38 hacia
células JY cargadas con G9-209M. Estos resultados demuestran adicionalmente la especificidad refinada y tnica del
anticuerpo G1scFv y su capacidad para servir como resto de direccionamiento para suministrar una molécula efectora
citotoxica con especificidad restringida por MHC especifica de antigeno (péptido) de células T dirigida hacia un epitopo
de célula T tumoral humana.

Discusion de los resultados

En este ejemplo, se demostrd la capacidad para seleccionar a partir de un repertorio inmune de fragmentos scFv
murinos un anticuerpo de alta afinidad (denominado en este documento G1scFv) dirigido hacia un epitopo de célula T
humana derivado de un antigeno canceroso, el antigeno asociado a melanoma gp100.

El G1scFv presenta un patron de union muy especifico y especial; puede unirse de una forma especifica de péptido a
complejos de HLA-A2. Por lo tanto, es un anticuerpo recombinante con especificidad similar a receptor de antigeno de
célula T. Al contrario que la baja afinidad intrinseca de los TCR, esta molécula presenta las caracteristicas de unién
con alta afinidad de anticuerpos al tiempo que conserva la especificidad de TCR.

Este ejemplo demuestra sorprendentemente el poder de la estrategia de presentacion en fagos y su capacidad para
seleccionar especificidades especialmente refinadas a partir de un gran repertorio de anticuerpos diferentes.

La capacidad para seleccionar anticuerpos similares a TCR de alta afinidad, a pesar del hecho de que se piensa que
dichos agentes de unién especificos de péptido son poco frecuentes y por lo tanto dificiles de aislar, puede ser el
resultado de las siguientes consideraciones.

Uno es el modo de inmunizacion y seleccién que incluia inmunizacion de animal transgénico combinada con el poder
de diversas estrategias de seleccion empleadas por presentacion en fagos. Se piensa que el uso de ratones
transgénicos HLA tales como ratones transgénicos HLA-A2 es una ventaja porque habitualmente son tolerantes a
complejos de HLA a menos que se presente un nuevo péptido extrafio en el complejo. La capacidad para aislar
moléculas de anticuerpo similares a TCR puede representar una situacion en la que los linfocitos que eran tolerantes a
HLA-A2 se exponen ahora a nuevos epitopos aportados por, en el ejemplo proporcionado en este documento, el
péptido derivado de gpl100 de melanoma presentado en HLA-A2. El procedimiento de selecciéon que combinaba un
exceso de complejo inespecifico en solucidn contribuia significativamente al proceso de seleccién y permitia aislar un
clon de anticuerpo poco frecuente (uno de 108).

Otra cuestion importante se refiere al estado del antigeno usado en el proceso de seleccién. La conformacion del
antigeno tiene que ser tan “natural” como sea posible, especialmente cuando se produce de una forma recombinante.
Como se describe en las referencias 23 y 24 y en la Solicitud de Patente de Estados Unidos N° 09/534.966 y
PCT/IL01/00260 (publicada como documento WO 01/72768) se descubridé que el replegamiento in vitro a partir de
cuerpos de inclusién producidos en E. coli de una molécula de MHC de cadena sencilla que esta formando un
complejo con diversos péptidos produce grandes cantidades de proteina correctamente plegada y funcional. El hecho
de que el anticuerpo ejemplar G1scFv se aisl6 a partir de una biblioteca relativamente pequefia de aproximadamente
10° clones, aungue es altamente especifico con una afinidad en el intervalo nanomolar, indica firmemente que el ratén
transgénico HLA-A2 que se us0 para la inmunizacién desarrollaba de hecho anticuerpos de gran afinidad contra los
complejos de HLA-A2/G9-209. La observaciéon de que sélo se aisld un solo anticuerpo anti-HLA-A2/G9-209 puede
reflejar que solo existe una especificidad de este tipo 0 que no se generaron otras especificidades durante la respuesta
inmune debido a que dicha respuesta no podia generarse facilmente y tolerarla los ratones transgénicos HLA-A2. Es
muy sorprendente el hecho de que se describieran resultados similares en el pasado para un sistema de MHC-péptido

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2425539713

murino en el que, usando presentacion en fagos, se aisl6 un anticuerpo similar a TCR recombinante dirigido hacia una
molécula H-2K¥ murina clase | gue estaba formando un complejo con el péptido de hemaglutinina de influenza Hazss-262
(17). De forma similar a los resultados que se presentan en este documento, de los 50 clones ensayados, siete
reaccionaban especificamente con los complejos de H-2K"/Hazss.262 Solamente y no con otros complejos de
H-2Kk/péptido. Curiosamente, se determinaron las secuencias de ADN de estos clones especificos y se descubri6 que
eran idénticas (17). Sin embargo, estos anticuerpos anti-complejos de H-2K*/Hazss.262 N0 pueden usarse para controlar
la presentacion de antigenos y/o destruir células presentadoras de antigeno de origen humano.

A pesar del hecho de que los anticuerpos que tienen una especificidad similar a receptor de antigeno de célula T son
poco frecuentes, la estrategia de presentacion en fagos puede aplicarse para aislar anticuerpos recombinantes con
especificidad similar a TCR contra diversos complejos de MHC-péptido relacionados con diversas afecciones
patolégicas tales como cancer, infecciones viricas y enfermedades autoinmunes.

Los anticuerpos recombinantes con especificidad similar a TCR representan una nueva herramienta valiosa para
investigaciones futuras en dos areas principales de la inmunologia tumoral. En primer lugar, estos anticuerpos pueden
usarse ahora para detectar y visualizar directamente la presencia de epitopos de células T especificos o complejos de
MHC-péptido por procedimientos convencionales de citometria de flujo e inmunohistoquimica. Deberian ser muy Utiles
para el estudio y analisis de la presentacion de antigenos en cancer por determinacion de la expresién de complejos de
MHC-péptido relacionados con tumores especificos en la superficie de células tumorales, metéstasis, células
presentadoras de antigeno y células linfoides. Ademas, dichos anticuerpos pueden usarse para analizar estrategias
basadas en inmunoterapia determinando las alteraciones en la expresién de complejo MHC-péptido en células
presentadoras de antigeno antes, durante y después de los protocolos de vacunacion con péptidos o con APC
cargadas con extractos de células tumorales o vacunaciones hibridas de células dendriticas-tumorales (7-11). Por lo
tanto, por primera vez pueden abordarse directamente cuestiones relacionadas con como y donde se producen ciertos
acontecimientos durante la presentacién de antigenos, y la expresion de epitopos de células T en la célula
presentadora de antigeno puede visualizarse y cuantificarse.

En segundo lugar, los anticuerpos con dicha especificidad exquisitamente refinada dirigidos contra un antigeno
tumoral humano muy especifico y Unico representan nuevas oportunidades para el uso como restos de
direccionamiento para diversas estrategias inmunoterapéuticas basadas en anticuerpos. Esto incluye el uso de dichos
anticuerpos para construir inmunotoxinas recombinantes (12), fusién con moléculas de citocina (37) o para terapia con
anticuerpos biespecificos (38). La cuestion abierta con respecto a estas aplicaciones se refiere a la baja densidad del
epitOEO especifico en la superficie de la célula diana. Se ha demostrado previamente, usando el complejo de
H-2K"/péptido de hemaglutinina de influenza y un sistema presentador de antigeno similar para conseguir una
destruccion eficaz con una molécula de inmunotoxina similar a TCR, que es necesaria una densidad de varios miles de
complejos de MHC-péptido particulares para la eliminacion selectiva de APC (39). Los resultados descritos en este
documento confirman estos descubrimientos, consiguiendo un potencial citotdxico similar de una inmunotoxina similar
a célula T. Para mejorar las capacidades de direccionamiento de estas moléculas de anticuerpos similares a TCR,
pueden emplearse dos estrategias de modificacion genética de anticuerpos: (i) aumentar la afinidad del anticuerpo
parental por estrategias de maduracion de la afinidad sin alterar su especificidad refinada similar a TCR (40); vy (ii)
aumentar la avidez de estas moléculas monovalentes recombinantes haciéndolas bivalentes (38). La combinacion de
estas estrategias dara como resultado en la segunda generacion moléculas mejoradas que seran herramientas
valiosas para estrategias inmunoterapéuticas, asi como serviran como herramientas de investigacion innovadoras
para estudiar la interaccion de células tumorales y el sistema inmune humano.

Se aprecia que ciertas caracteristicas de la invencion, que por claridad se describen en el contexto de realizaciones
separadas, también pueden proporcionarse en combinacién en una sola realizacion. A la inversa, diversas
caracteristicas de la invencion que por brevedad se describen en el contexto de una sola realizacién también pueden
proporcionarse por separado o en cualquier subcombinacion adecuada.
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<210>1

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> /note="Descripcién de secuencia artificial: Péptido restringido por HLA-A2, gp100 (154)
<400> 1

Lys Thr Trp Gly Gin Tyr Trp Gln vai
1 5

<210>2

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /note="Descripcién de secuencia artificial: Péptido restringido por HLA-A2, gp100 (209)

<400> 2

Ile Met 23p Gln Val Pro Phe Ser Val
1 L]

<210>3

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /note="Descripcién de secuencia artificial: Péptido restringido por HLA-A2, gp100 (280)

<400> 3

Tyr Leu Glu Pro (531)' Pro val Thr val
1

<210> 4

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /note="Descripcion de secuencia artificial: Péptido restringido por HLA-A2, MUC1”

<400> 4

Leu Leu Leu Thr val Leu Thr val Leu
1 5
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<210>5

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /note="Descripcién de secuencia artificial: Péptido restringido por HLA-A2, HTLV-1 (TAX)"

<400> 5

Leu Leu Phe Gly Tyr Pro val Tyr val
1 5

<210>6

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /note="Descripcion de secuencia artificial: Péptido restringido por HLA-A2, hTEtemperatura ambiente (540)”

<400> 6
Ile Ieu Ala Lys Pha Leau Hisz Trp leu

1 5

<210>7

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /note="Descripcion de secuencia artificial: Péptido restringido por HLA-A2, hTEtemperatura ambiente (865)”

<400> 7

Arg Leu val Asp .;.sp Phe Leu Leu val
1

<210> 8

<211> 711

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> /note="Descripcion de secuencia artificial: Secuencia de ADN de anticuerpo recombinante Fv de cadena

sencilla G1”

<400> 8
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<223> /note="Descripcion de secuencia artificial: Secuencia proteica de anticuerpo recombinante Fv de cadena

tgeaggagte
cctotggatt
ggctggagtg
tgaaggggceg
geagtctgaa
ggtacttcga
caggcggagy
toatgtetge
gttacatata
catoecaacgt
attcteteac

ggagtggtta

caggtgaaac
toctgtgeoag
ccagacaaga
ceagacagty
ctgeaaatga
tgggaaggat
ggaggeggtt
tctecagoaa
tecaagtatac
atttatgaca
gggacctett
tgecaggagt

<210>9

<211> 237

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

sencilla G1”

<400> 9

ES 2425539713

tgagggagge ttagtgaage ctggagggte
cactttcagt agotatggea tgtcttgggt
ggtegcaace attagtagtg gtggtagtta
atteaccatc tcoagagaca atgecaagaa
gtctgaggac acagecatgt attactgtge
tgtetgggge caagggacca cggtcacegt
tggetctage gygtggoeggat cgaacatcga
atotocaggg gagagggtca ccatgacctg
ttgytaccaa cagaagectyg gatcecteooce
ggotectgga ghtoccttttc gottcagtgyg
aatcaaccga atggaggctyg aggatgctge

tecogtacacg tteggagggg ggacaaagtt

28

cotgaaacte
togecagact
cacctactat
caccotgtac
aagaggtaac
ctocteoaggt
goteacteag
cagtgeecage
cagactccty
cagtaggtot
cacttattac

g

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660
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<210> 10
<211>9
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Lys
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Ser
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Arg
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Gly
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Gly

Ala
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Met

Tyr
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ASn

100

Thr

Gly

ser

Arg

Leu
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Lys

Gly

ser

Asn
135

Glu

Tyr

AsSp

Gly

Asp

Phe

ES 2425539713

Gly

Ala

Thr

40

ser

Arg

ser

Trp

Gly

Ile

Arg

Trp
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<223> /note="Descripcién de secuencia artificial: Péptido restringido por HLA derivado de influenza”
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<400> 10

Gly Ile Leu Gly Fhe Val Fhe Thr Lesu
1 5

<210>11

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /note="Descripcion de secuencia artificial: Péptido restringido por HLA derivado de hepatitis B”

<400> 11

Ser Thr Asn Arg Gln Ser Gly Arg Gln

1 5
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo aislado que puede unirse especificamente con una afinidad de unién inferior a 20 nM a un complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC) clase | humano que esta formando un complejo con un antigeno de tirosinasa
restringido por HLA, en donde dicho anticuerpo no se une a dicho MHC clase | humano en ausencia de dicho antigeno
de tirosinasa restringido por HLA, en donde dicho anticuerpo no se une a dicho antigeno de tirosinasa restringido por
HLA en ausencia de dicho MHC clase | humano y en donde dicho anticuerpo se une a células tumorales que presentan
dicho MHC clase | humano que esta formando un complejo con dicho antigeno de tirosinasa restringido por HLA.

2. Una molécula aislada que comprende el anticuerpo aislado de la reivindicacién 1 conjugado con un resto
identificable.

3. Una molécula aislada que comprende al anticuerpo aislado de la reivindicacion 1 conjugado con un resto
terapéutico.

4. Un procedimiento de produccién de un anticuerpo que puede unirse especificamente con una afinidad de union
inferior a 20 nM a un complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase | humano que esta formando un complejo
con un antigeno de tirosinasa restringido por HLA, comprendiendo el procedimiento:

inmunizar un mamifero no humano modificado genéticamente que tiene células que expresan dicho complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC) clase | humano con un complejo de MHC clase | de cadena sencilla y dicho
antigeno de tirosinasa restringido por HLA, incluyendo dicho MHC clase | de cadena sencilla una secuencia de
aminoéacidos de -2 microglobulina humana funcional unida covalentemente directa o indirectamente a una
secuencia de aminoacidos de cadena pesada de MHC clase | humano funcional que se produce por via
bacteriana en cuerpos de inclusion de E. colj;

aislar moléculas de ARNm a partir de células productoras de anticuerpos de dicho mamifero no humano;

producir una biblioteca de presentacion de fagos que presenten moléculas proteicas codificadas por dichas
moléculas de ARNm; y

aislar al menos un fago de dicha biblioteca de presentacion de fagos por selecciéon contra dicho complejo de
dicho MHC clase | de cadena sencilla y dicho antigeno restringido por HLA,

presentando dicho al menos un fago dicho anticuerpo que puede unirse especificamente con dicho complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC) clase | humano que esta formando un complejo con dicho antigeno de
tirosinasa restringido por HLA.

5. El anticuerpo aislado de la reivindicacién 1, la molécula aislada de la reivindicacion 2 o 3, o el procedimiento de la
reivindicacion 4, en donde el anticuerpo comprende un fragmento de anticuerpo y en donde dichos fragmentos de
anticuerpo se unen especificamente a dicho MHC clase | que esta formando un complejo con dicho antigeno de
tirosinasa restringido por HLA.

6. El anticuerpo aislado, la molécula aislada o el procedimiento de la reivindicacion 5, en el que dicho fragmento de
anticuerpo se selecciona del grupo que consiste en Fab, Fab’, Fv y Fv de cadena sencilla (scFv).

7. El anticuerpo aislado de la reivindicacion 1, la molécula aislada de la reivindicacion 2 o 3, o el procedimiento de la
reivindicacion 4, en donde dicha molécula de MHC clase | es HLA-A2.

8. El anticuerpo aislado de la reivindicacion 1, la molécula aislada de la reivindicacion 2 o 3, o el procedimiento de la
reivindicacion 4, en donde dicha molécula de MHC clase | se selecciona del grupo que consiste en HLA-A1l y HLA-A24.

9. La molécula aislada de la reivindicacion 2, en la que dicho resto identificable se selecciona del grupo que consiste en
un miembro de un par de unién y un marcador.

10. La molécula aislada de la reivindicacion 9, en la que dicho miembro de dicho par de unién es un antigeno.

11. La molécula aislada de la reivindicacion 9, en la que dicho marcador se selecciona del grupo que consiste en una
proteina fluorescente y una enzima.

12. La molécula aislada de la reivindicacion 3, en la que dicho resto terapéutico se selecciona del grupo que consiste
en un resto citotoxico, un resto toxico, un resto de citocina y un resto de anticuerpo biespecifico.
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