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Relatério Descritivo da Patente de Invengao para "RECEPTORES
DE CELULAS T MELANO-A DE ALTA AFINIDADE".

A presente invengao refere-se a receptores de células-T (TCRs)
com a propriedade de se ligar a AAGIGILTV-HLA-A*0201 e compreendendo
pelo menos um dominio variavel da cadeia o. do TCR e/ou pelo menos um
dominio variavel da cadeia B do TCR caracterizado pelo fato de o referido
TCR ter um Kp para o referido complexo AAGIGILTV-HLA-A*0201 menor ou
igual a 3 uM e/ou uma taxa de separagao (ko) de 1 x 10" S'1 ou mais baixa.
Antecedentes da Invencao _

O peptidio AAGIGILTV deriva da proteiha melano-A (Mart-1) que

é expressa pela maioria das amostras novas de melanoma e por aproximada-

mente 60% das linhagens celulares de melanoma, assim como de melandcitos
normais. ((Coulie et al., (1994) J. Exp. Med. 180: (1) 1-4) e Kawakami et al,
(1994) PNAS USA 91: 3515). As moléculas de HLA classe | destas células cance-
rosas apresentam peptidios desta proteina, incluindo o AAGIGILTV (SEQ ID N2
43) (Melano-Azz.3s). O complexo AAGIGILTV-HLA-A*0201 parece ser um
alvo imunodominante para célulaé-T especificas para melanoma. ((Kawa-
kami et al., (1994) PNAS USA 91: 3515) e (Rivoltini et al., (1995) J. Immunol
154: 2257). Portanto, este complexo peptidio-HLA oferece um marcador de
cancer que pode ser vetorizado por TCRs, por exemplo com a finalidade de
distribuir agentes citotdxicos ou imunoestimulantes para as células cancero-
sas. No entanto, para tanto seria desejavel que o TCR tivesse uma afinidade
mais alta e/ou uma taxa de separag@o mais baixa para o complexo peptidio-

HLA que os TCRs nativos especificos para esse complexo.

Breve Descricdo da Invencao

Esta invengdo coloca a disposi¢éo pela primeira vez TCRs com
alta afinidade (Kp) da interagdo menor ou igual a 3 uM e/ou uma taxa de se-
paragao ("off-rate") (kox) de 1 x 10 S'1 ou mais baixa para o complexo
AAGIGILTV-HLA-A*0201. Tais TCRs sao Uteis, seja isolados ou associados

com um agente terapéutico, para atacar células cancerosas apresentando

aquele complexo.

Descricao Detalhada da Invencao



A presente invencdo fornece um receptor de células-T (TCR)
com a propriedade de se ligar a AAGIGILTV-HLA-A*0201 e compreendendo
pelo menbs um dominio varidvel da cadeia oo do TCR e/ou pelo menos um
dominio variavel da cadeia B do TCR caracterizado pelo fato de o referido
TCR ter um Kp para o referido complexo AAGIGILTV-HLA-A*0201 menor ou
igual a 3 uM e/ou uma taxa de separacdo ("off-rate") (ko) de 1 x 10°S1 ou

mais baixa.
Em uma outra modalidade da presente invengdo os referidos

TCRs tém um Kp para o cofnplexo AAGIGILTV-HLA-A*0201 menor ou igual
a1 M. |

A medigao do Kp pode} ser feita por qualquer um dos métodos
conhecidos. Um método preferid_o. é 0 método de ressonéncia de plasménio
de superficie (Biacore) do exemplo 4.

A titulo de comparagdo, a interagdo de uma variante soluvel li-
gada por dissulfeto do TCR MEL nativo (vide SEQ ID N2 9 para a cadeia o
do TCR e SEQ ID N? 10 para a cadeia B do TCR) e do complexo
AAGIGILTV-HLA-A*0201 tem um Kp de aproximadamente 4 uM medido pe-
lo método bésicdda Biacore do exemplo 4.
| @) TCR MEL nativo espec:’ficd para o complexo AAGIGILTV-
HLA-A*0201 possui 0 emprego a seguir do gene de cadeia V-alfa e V-beta
(usando a terminologia do T celi receptor Factsbook, (2001) LeFranc & Le-
Franc, Academic Press, ISBN 0-12-441352-8, vide abaixo):
Cadeia-alfa: - TRAV 12-2
Cadeia-beta: - TRBV 30

O TCR MEL nativo pode ser. usado como um gabarito no qual
podem ser introduzidas vérias mutagdes que conferem alta afinidade e/ou
baixa taxa de ‘separagéo p'ara a interacdo entre os TCRs da invengéo e o
complexo AAGIGILTV-HLA-A*0201. Assim sendo a invengédo inclui TCRs
que sdo alterados em relagdo a regido variavel da cadeia o (vide figura 1a e
SEQ ID N® 1) em relacdo a regido variavel da cadeia B (vide figura 1b e SEQ
ID N° 2) do TCR MEL nativo em pelo menos uma regiao determinadora de

complementaridade (CDR) e/ou uma regido de estrutura da regido variavel



do mesmo. Também é considerado que outras regides hipervariaveis nas
regides variaveis dos TCRs da invengéo, tais como as regides hipervariaveis
4 (HV4), podem ser alteradas para produzir um mutante de alta afinidade.

Os TCRs nativos existem nas formas heterodiméricas off ou vo.
No entanto, ja foi mostrado que TCRs recombinantes consistindo em uma
Unica cadeia oo de TCR ou em uma unica cadeia B de TCR se ligam as mo-
léculas MHC do peptidio.

Em uma modalidade o TCR da invengdo compreende um domi-
nio variavel da cadeia o e um dominio varidvel da cadeia 3 de TCR.

Como se‘ré obvio para os versados -na técnica as mutagoes na
seqliéncia da cadeia o do TCR e/ou na seqiiéncia da cadeia § do TCR po-
dem ser uma ou mais substituicdes, dele¢bes ou inser¢des. Estas mutagdes
podem ser efetuadas usando qualquer método apropriado que inclui, porém
sem limitagdo, aqueles baseados na reacao de cadeia de polimerase (PCR),
clonagem baseada em enzimas de restricdo, ou procedimentos de clona-
gem independente da ligagcao (LIC). Estes métodos estdo descritos em deta-
Ihes em muitos dos textos tradicionais de biologia molecular. Para maiores
detalhes referentes & mutagénese por reacdo de cadeia de polimerase
(PCR) e clonagem baseada em enzimas de restrigdo vide (Sambrook &
Russell, (2001) Molecular Cloning — A Laboratory Manual (3" Ed.) CSHL
Press). Outras informagdes sobre procedimentos de LIC podem ser encon-
tradas em (Rashtchian, (1995) Curr Opin Biotechnol 6 (1): 30-6). Exposi¢éo
a fagos oferece um meio pelo qual é possivel gerar bibliotecas de variantes
de TCR. Métodos adequados para a exposi¢ao de fagos e subsequente ras-
treamento de bibliotecas de variantes de TCR contendo cada um uma liga-
cdo dissulfeto ndo nativa intercadeias estdo descritos em detalhes em (Li et
al., (2005) Nature Biotech 23 (3): 349-3_54) e no documento WO
2004/04404.

Deve ser observado que qualquer TCR aoff que compreende
emprego similar do gene V-alfa e V-beta e portanto seqliéncia de aminbéci-
dos similar aquela do TCR MEL poderia ser um TCR gabarito conveniente.
Seria entdo possivel introduzir no DNA codificando uma ou ambas as regi-



Oes variaveis do TCR off gabarito as alteragdes necessarias para produzir
os TCRs de alta afinidade alterados da inveng@o. Como ficara 6bvio para os
versados na técnica, as mutagdes necessarias podem ser introduzidas por
inimeros métodos, por exemplo mutagénese direcionada para o sitio.
| A menos que de outra forma especificado, as sequéncias de
aminodcidos de TCR desta invengdo geralmente sao forecidas incluindo
um residuo metioninav (Met ou M) N-terminal. Como sabem os versados na
técnica este residuo pode ser removido durante a produgao de proteinas
recombinantes. Como sera obvio para os versados na técnica, pode ser
possivel truncar as sequéncias apresentadas no terminal C e/'o‘u' no terminal
N do mesmo, por 1, 2, 3, 4, 5 ou mais residuos, sem afetar significativamen-
" te as caracteristicas de ligagao de pMHC do TCR, todas essas variantes
triviais estando abrangidas pela presente invengao.

Conforme usado neste relatério o termo "regido variavel" abran-
ge todos os aminoacidos de um dado TCR que nao estdo incluidos no do-
minio constante codificado pelo gene TRAC para as cadeias aado TCR e o
TRBC1 ou TRBC2 para as cadeias B do TCFI. (T cell receptor Factsbook,
(2001) LeFranc & LeFranc, Academic Press, ISBN 0-12-441352-8). »

Conforme usado neste relatério o termo "dominio variavel" a-
brange todos os aminoacidos de um dado TCR que estéo incluidos na se-
qliéncia de a'ininoécidos codificada por um gene TRAV para as cadeias o do
TCR e um gene TRBV para as cadeias  do TCR. (T cell receptor Factsbo-
ok, (2001) LeFranc & LeFranc, Academic Press, ISBN 0-12-441352-8).

As modalidades da invengao incluem TCRs alterados que com-
preendem mutacdo de um ou mais dos aminodcidos da regido variavel da
cadeia-alfa correspondendo a: 28D, 29R, 30G, 31S, 49M, 511, 53S, 54N,
72Y, 94V, 95A, 96G, 97K, 98S, e 99T, por exemplo as muta¢des correspon-

“dendo a: o
28D?F, 28D?Y, 28D7S, 28D7N,
29R?Q, 29R?L, 29R?I, 29R7?F,
30G7H,
31S?A,



49M7I,
5117T,
53S7R,
54N7?E,
72Y7H,
94V7D, 94V7P, 94V?S, 94V7L, 94V?N, 95A7G,
95A7S, 95A7E,
96G?N, 96G?P, 96G?V, 96G?M, 96G?L, 96G7R,
97K?R, 97K?Y, 97K?V, 97K?L, 97K?H, 97K?G, 97K?I, 97K?P,
98S7L, 9857M, 98S57R,
99T7L ou 99T7R
A numeracéo usada acima € a mesma que aquela mostrada na
figura 1a e na SEQ ID N° 1
As modalidades da invencao incluem TCRs alterados que com-
preendem mutagdo de um ou mais dos aminoé&cidos da regido variavel da
cadeia-beta correspondendo a: 45L, 51S, 52V, 53G, 54, 761, 100G, 101T,
102G, 103E, 104L e 105F, usando a numeragdo mostrada na SEQ ID N° 2
é/sao alterados, por exemplo as mutagdes correspondendo a:
45L7P, '
51S?Y, 5187F, 51S7W,
52V7G,
53G?P, -
5417F, 547Y,
7617V,
100G7N,
101T?M, 101T?L, 101T?V,
102G7?S, 102G7N, 102G?T,
103E7G,
104L7W,
105F?S, 105F?A, 105F?Q, 105F?D or 105F7E
A numeracdo usada acima é a mesma que aquela mostrada na

figura 1b e na SEQ ID N° 2



Outras modalidades preferidas da invengdo s&o apresentadas
por TCRs compreendendo uma das sequéncias alteradas de aminoacidos
da regido variavel da cadeia-alfa mostradas na figura 6 (SEQ 1D N°%: 11 a
24) ou na figura 20 (SEQ ID N°%: 47 a 53). Variantes fenotipicamente silen-
ciosas de tais TCRs também fazem parte desta invengao.

Outras modalidades preferidas da invengdo sdo apresentadas
por TCRs compreendendo uma das sequéncias alteradas de aminoéacidos
da regido variavel da cadeia-beta mostradas na figura 21 (SEQ ID N°%: 54 a
67). Variantes fenotipicamente silenciosas de tais TCRs também fazem par-
te desta invengao.

TCRs nativos existem nas formas heterodiméricas off ou 5. No
entanto, ja foi demonstrado que TCRs recombinantes consistindo nos ho-
modimeros ot ou PP se ligam as moléculas MHC de peptidios. Assim sen-
do, uma modalidade da invengéao e constituida por homodimeros a de TCR
ou homodimeros B de TCR.

Outras modalidades preferidas sdo apresentadas por TCRs da
invengdo compreendendo a seqiiéncia de amino&cidos da regido variavel da
cadeia-alfa e as combinagdes de sequéncias de aminoacidos da regiao va-
riavel da cadeia-beta listadas abaixo, sendo que variantes fenotipicamente

silenciosas de tais TCRs também fazem parte desta invengao:

Sequéncia da regido variavel da ca- Séqﬂéncia da regiao variavel da ca-
deia-alfa, | deia-beta,
SEQ ID N° SEQ ID N°

11

12

13

14

15

16

17

18

NN NN NI I NN

19




Sequéncia da regido varidvel da ca- | Seqliéncia da regido variavel da ca-
deia-alfa, deia-beta,
SEQ ID N® . SEQ ID N°
20 2 |
21 2
22 2
23 2
24 2
47 2
48 2
49 2
50 2
51 2
52 2
53 2
11 54
11 55
11 56
11 57
11 58
11 59
| 11 60
11 61
11 62
11 63
11 64
11 65
11 66
11 67

Modalidades preferidas fornecem TCRs da invengao compreen-

dendo:



a regido variavel da cadeié-alfa mostrada na SEQID N® 11 e a
regido variavel da cadeia-beta mostrada na SEQ ID N 2,

a regido variavel da cadeia-alfa mostrada na SEQ ID N2 47 e a
regido variavel da cadeia-beta mostrada na SEQ ID N° 2.

a regido variavel da cadeia-alfa mostrada na SEQ ID N° 48 e a
regido varidvel da cadeia-beta mostrada na SEQ ID N 2.

a regiao \)ariével da cadeia-alfa mostrada na SEQ ID N®°53 e a
regido variavel da cadeia-beta mostrada na SEQ ID N2 2.

- a regido variavel da cadeia-alfa mostrada na SEQ 1D N°11ea
regido variavel da cadeia-beta mostrada na SEQ ID N® 54,

a regiao variavel da cadeia-alfa mostrada na SEQ ID N2 11 e a
regido variavel da cadeia-beta mostrada na SEQ ID N2 55,

a regiao variavel da cadeia-alfa mostrada na SEQ ID N2 11 ea
regido variavel da cadeia-beta mostrada na SEQ ID N° 56.

a regido variavel da cadeia-alfa mostrada na SEQ ID N211ea
regido variavel da cadeia-beta mostrada na SEQ ID N° 57.

a regido variavel da cadeia-alfa mostrada na SEQ ID N°11ea
regido variavel da cadeia-beta mostrada na SEQ ID N2 58.

a regido variavel da cadeia-alfa mostrada na SEQ ID N211ea
regiao variavel da cadeia-beta mostrada na SEQ ID N° 62.

- a regido variavel da cadeia-alfa mostrada na SEQ ID N°11ea
regido variavel da cadeia-beta mostrada na SEQ ID N° 65.

a regido variavel da cadeia-alfa mostrada na SEQ ID N° 11 e a.
regiéé varidvel da cadeia-beta mostrada na SEQ ID N2 66.

Ou variantes fenotipicamente silenciosas de qualquer um dos
TCRs acima.

Em uma outra modalidade preferida os TCRs da invengéo com-
preendendo as combinacbes de regides variaveis detalhadas acima com-
preendem ainda a seqliéncia de aminodcidos da regido constante da ca-
deia-alfa mostrada na figura 7a (SEQ ID N2 25) e uma das seqiéncias da
regido constante de aminoacidos da cadeia-beta mostradas nas figuras 7b e 7c
(SEQ ID N°*: 26 e 27) ou variantes fenotipicamente silenciosas dos mesmos.



Conforme usado neste relatério o termo "variantes fenotipicamente
silenciosas" refere-se aos TCRs que tém um Kp para o referido complexo
AAGIGILTV-HLA-A*0201 menor ou igual a 3 uM. Por exemplo, como sabem
os versados na técnica, pode ser possivel produzir TCRs que incorporam
alteragdes minimas em suas regides constantes e/ou variaveis em relacao
aqueles descritos em detalhes acima sem alterar a afinidade e/ou a taxa de
separagao para a interagdo com o complexo AAGIGILTV-HLA-A*0201. Tais
variantes triviais estdo incluidas no escopo desta invengdo. Os TCRs nos
quais foram feitas uma ou mais substituicoes conservadoras também fazem
parte desta invencao.

Em um amplo aspecto, os TCRs da invengao estao na forma de
TCRs de cadeia simples (scTCRs) ou de TCRs diméricos (dTCRs) como
descrito nos documentos WO 04/033685 e WO 03/020763.

Uma forma adequada de scTCR compreende um primeiro seg-
mento constituido por-uma seqiéncia de aminoacidos correspondendo a
uma regido variavel da cadeia oo do TCR, um segundo segmento constituido
por uma sequiéncia de aminoacidos correspondendo a uma regido variavel
da cadeia do TCR fundida ao terminal N de uma sequéncia de aminoéacidos
correspondendo a uma seqiiéncia extracelular do dominio constante da ca-
deia B do TCR, e uma sequéncia ligadora ligando o terminal C do primeiro
segmento ao terminal N do segundo segmento. }

Alternativamente o primeiro segmento pode ser constituido por
uma seqliéncia de aminodacidos correspondendo a uma regiao variavel da
cadeia B do TCR; o segundo segmento pode ser constituido por uma se-
quéncia de aminoécidos correspondendo a uma seqiéncia da regiao varia-
vel da cadeia o. do TCR fundida ao terminal N de uma seqiiéncia de amino-
acidos correspondendo a uma sequéncia extracelular do dominio constante
da cadeia a do TCR.

Os scTCRs acima pode ainda compreender uma ligagéo dissul-
feto entre as primeira e segunda cadeias, a referida ligagéo dissulfeto sendo
uma ligacdo que ndo possui equivalente nos receptores de células-T aff na-

tivos, e onde o comprimento da sequéncia ligadora e a posicao da ligagao
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dissulfeto sédo tais que as sequiéncias do dominio variavel dos primeiro e
segundo segmentos sdo mutuamente orientados substancialmente da
mesma maneira que nos receptores de células-T aff nativos.

Mais especificamente o primeiro segmento pode ser constituido
por uma sequéncia de aminodcidos correspondendo a uma sequéncia da
regido variavel da cadeia o. do TCR fundida ao terminal N de uma sequéncia
de aminoécidos corre‘spondendo a uma sequéncia extracelular do dominio
constante da cadeia oo do TCR, o segundo segmento pode ser constituido
por uma sequéncia de aminoécidos correspondendo a uma regiao variavel |
da cadeia B do TCR fundida ao terminal N de uma seqiiéncia de aminodci-
dos correspondendo a seqliéncia extracelular do dominio constante da ca-
deia B do TCR, e uma ligagao dissulfeto pode ser fornecida entre as primeira
e segunda cadeias, a referida ligacao dissulfeto sendo uma ligagao que nao
possui equivalente nos receptores de células-T aff nativos.

Nas formas de scTCR acima, a seqiéncia ligadora pode ligar o
terminal C do primeiro segmento ao termi.nal N do segundo segmento, e po-
de ter a formula -PGGG-(SGGGG)n-P- onde n é 5 ou 6 e P é prolina, G é
glicina e S é serina.

-PGGG-SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG-P (SEQ ID N° 41)
-PGGG-SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG-P (SEQ ID N2 42)

Uma forma dTCR adequada dos TCRs da presente invengao
compreende

um primeiro polipeptidio onde uma seqiéncia correspondendo a
uma sequéncia da regiao variavel da cadeia o do TCR é fundida ao terminal
N de uma seqléncia correspondendo a uma sequéncia extracelular do do-
minio constante da cadeia o do TCR, e um segundo polipeptidio onde uma
sequéncia correspondendo'a uma seqliéncia da regido variavel da cadeia 3
do TCR fundida ao terminal N de uma sequéncia correspondendo a uma
seqliéncia extracelular do dominio constante da cadeia  do TCR, o primeiro
eo segundb polipeptidios sendo ligados por uma ligacao dissulfeto que nao
| possui equivalente nos receptores de células-T of nativos.

O primeiro polipeptidio pode compreender uma  sequéncia da
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regido variavel da cadeia o, do TCR é fundida ao terminal N de uma sequén-
~ cia correspondendo a uma sequéncia extracelular do dominio constante da
cadeia o do TCR, e um segundo polipeptidio onde uma seqiiéncia corres-
pondendo a uma seqliéncia da regido variavel da cadeia B do TCR é fundida
ao terminal N de uma sequéncia correspondendo a uma sequéncia extrace-
lular do dominio constante da cadeia B do TCR, o primeiro e o segUndo poli-
" peptidios sendo ligados por uma ligagdo dissulfeto entre os residuos cisteina
que substituem Thr 48 do exon 1 de TRAC*01 e Ser 57 do exon 1 de
TRBC1*01 ou TRBC2*01 ou o equivalente ndo humano do mesmo. (a no-
menclatura "TRAC" neste relatério é aquela do T cell receptor Factsbook,
(2001) LeFranc & LeFranc, Academic Press, ISBN 0-12-441352-8).

A forma dTCR ou scTCR dos TCRs da invengédo pode ter se-
quéncias de aminoacidos correspondendo a sequéncias das regidbes cons-
tante e variavel extracelulares off de TCR humano, e uma ligacao dissulfeto
pode ligar residuos de aminodcido das referidas sequéncias do dominio
constante, esta ligacédo dissulfeto ndo tendo equivalente nos TCRs nativos.
A ligagdo dissulfeto esta entre os residuos cisteina correspondendo aos re-
siduos de aminodcidos cujos atomos de carbono B tém menos de 0,6 nm de
distancia nos TCRs nativbs, por exemplo entre os residuos cisteina }que
substituem o Thr 48 do exon 1 de TRAC*01 e o Ser 57 do exon 1 de
TRBC1*01 ou TRBC2*01 ou o eduivalente nao humano do mesmo. Outros
sitios em que cisteinas podem ser introduzidas para formar a ligagao dissul-
feto sdo os seguintes residuos no exon 1 de TRAC*01 para a cadeia o do
TCR e TRBC1*01 ou TRBC2*01 para a cadeia B do TCR:

Thr 45 Ser 77 0,533
Tyr 10 Ser 17 - 10,359
Thr 45 Asp 59 0,560
Ser 15 Glu 15 0,59

Modalidades especificas da invengao fornecem um TCR da in-

vengao que é um dTCR compreendendo



12

- um primeiro polipeptidio onde uma seqiiéncia correspondendo a
uma sequéncia da regiao variavel da cadeia a do TCR é fundida ao terminal
N de uma sequéncia correspondendo a uma sequéncia extracelular do do-
minio constante da cadeia oo do TCR, e

um segundo polipeptidio onde uma sequiéncia correspondendo a
uma sequéncia da regido variavel da cadeia p do TCR fundida ao terminal N
de uma seqiiéncia correspondendo a uma sequéncia extracelular do domi-
nio constante da cadeia 3 do TCR,

-0 primeiro e o segundo polipeptidios sendo ligados por uma li-

-gacao dissulfeto que nado possui equivalente nas células-T of nativas entre

os residuos cisteina que substituem o Thr 48 do exon 1 de TRAC*01 e Ser
57 do exon 1 de TRBC1*01 ou TRBC2*01 ou 0 equivalente ndo humano do
mesmo. |

Além da ligacdo dissulfeto nao nativa mencionada acima, a for-
ma dTCR ou scTCR dos TCRs da invengéo pode incluir uma ligagéo dissul-
feto entre os residuos que correspondem aqueles ligados por uma ligagéo

dissulfeto nos TCRs nativos.

A forma dTCR ou scTCR dos TCRs da invencao de preferéncia
ndo contém uma seqléncia correspondente a sequéncias transmembrano-
sas ou citoplasmaticas dos TCRs nativos. -

Modalidades geralmente preferidas da invengéo fornecem TCRs

soluveis compreendendo:
a sequiéncia de aminoacidos da cadeia-alfa de SEQIDN°29 e a

| sequiéncia de aminodcidos da cadeia-beta de SEQ ID N° 10.

a seqiiéncia de aminoécidos da cadeia-alfa de SEQ ID N268ea
seqiiéncia de aminoacidos da cadeia-beta de SEQ ID N2 10.

a Seqﬁéncia de aminoacidos da cadeia-alfa de SEQID N°69 e a
sequiéncia de aminoacidos da cadeia-beta de SEQ ID N° 10. |

a sequéncia de aminoacidos da cadeia-alfa de SEQIDN*70 e a

seqliéncia de aminoacidos da cadeia-beta de SEQ ID N® 10.
a sequiéncia de aminodcidos da cadeia-alfa de SEQ ID N°29ea

sequéncia de aminoacidos da cadeia-beta de SEQ ID N2 71,
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a sequéncia de aminodacidos da cadeia-alfa de SEQID N°29 e a
sequéncia de aminoacidos da cadeia-beta de SEQ ID N° 72.

a sequéncia de aminoéacidos da cadeia-alfa de SEQ ID N°29ea
sequéncia de aminoacidos da cadeia-beta de SEQ ID N2 73.

' a sequiéncia de aminoacidos da cadeia-alfa de SEQ ID N°29 e a
sequiéncia de aminoacidos da cadeia-beta de SEQ ID N2 74.

a seqiiéncia de aminoacidos da cadeia-alfa de SEQ ID N®29ea
sequéncia de aminodacidos da cadeia-beta de SEQ ID N2 75.

a sequéncia de aminoécidos da cadeia-alfa de SEQID N®29 e a
seqléncia de aminoacidos da-cadeia-beta de SEQ ID N2 76.

a sequéncia de aminoacidos da cadeia-alfa de SEQ ID N229ea
sequéncia de aminodcidos da cadeia-beta de SEQ ID N2 77.
| a sequéncia de aminodcidos da cadeia-alfa de SEQID N°29 e a

seqiéncia de -aminoacidos da cadeia-beta de SEQ ID N2 78.

Também é fornecido um acido nucléico ou &cidos nucléicos co-
dificando os TCRs da invengdo. Um tal 4cido nucléico ou acidos nucléicos
podem ser fornecidos em uma forma que tenha sido adaptada para expressao
em uma célula hospedeira procaridtica ou eucaridtica. Células hospedeiras a-
dequadas incluem, porém sem limitagcéo, células bacterianas, de levedura,
de mamiferos ou de insetos. Por exemplo, a célula hospedeira pode ser
uma célula T humana ou uma célula-tronco hematopoiética humana.

Um tal acido nucléico ou acidos nucléicos adaptados é/sao alte-
rados para refletir a preferéncia do cédon da célula hospedeira na qual ele €
introduzido. As mutagdes introduzidas sdo mutagdes silenciosas que nao
afetam a seqliéncia de aminoacidos do polipeptidio ou polipeptidios codifi-
cados dessa maneira. GeneArt (‘Regensburg, Alemanha) oferece um servigo
de otimizagdo de &cidos nucléicos adequados' (GeneOptimizer®). O docu-
mento WO 2004/059556, de propriedade da GeneAr, fornece outros deta-
lhes do processo de otimizagao. |

Outras modalidades geralmente preferidas da invengéo séo ofe-
recidas por acidos nucléicds consistindo nas sequéncias de DNA da cadeia
o do TCR de comprimento integral de SEQ 1D N°° 33, 35 ou 37 (figuras 12a,
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13a, ou 14a, respectivamente) e na sequiéncia de DNA da cadeia § do TCR
de SEQ ID N2 39 (mostrada na figura 15a). Uma complementaridade de aci-
do nucléico para qualquer um dos mencionados acima, ou uma seqiiéncia
de RNA correspondente também fazem parte desta invengdo. Além disso,
como ficara 6bvio para os versados na técnica tal acido nucléico ou acidos
nucléicos codificando os TCRs da invengdo também podem compreender
sequéncias nao-codificadoras (intron).

As sequéncias de DNA da cadeia de TCR MEL do tipo selvagem
de comprimento integral e alta afinidade de SEQ ID N°°: 31, 33, 35, 37 e 39
codificam as sequéncias de aminoécidos de SEQ ID N°%: 32, 34, 36, 38, e
40 respectivamente. (Figuras 11b, 12b, 13b, 14b e 15b respectivamente).

As seqliéncias de aminoacidos de SEQ ID N°®: 33, 35 é 37
compreendem as regibes variaveis da cadeia-alfa do TCR MEL de alta afini-
dade de SEQ ID N°%: 11, 15 e 23 respectivamente.

Como ficara 6bvio para os versados na técnica tais sequéncias
de DNA de cadeia de TCR de comprimento integral codificam as seguintes
sequéncias:

. Um>a sequéncia-lider e as seqiéncias extracelular, transmem-
branosa, e citoplasmatica do TCR.

As sequéncias de DNA de comprimento integral fornecidas nes-
ta invengcao também inéluem sequéncias de reconhecimento dé enzimas de
restricao para facilitar a ligagdo no vetor de escolha.

Monémeros de TCR PEGuilados
Em uma modalidade particular um TCR da invengéo € associa-

do a pello menos uma cadeia polialquileno glicol. Esta associa¢cdo pode ser
feita de varias maneiras conhecidas pelos versados na técnica. Em uma
modalidade pfeferida as cadeias polialquileno sdo covalentemente ligadas
ao TCR. Em uma outra modalidade as cadeias polietileno glicol do presente
aspecto da invengdo compreendem pelo menos duas unidades repetitivas
polietileno.ﬂ

Complexos de TCR multivalentes

Um aspecto da invengao fornece um complexo de TCR multiva-
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lente compreendendo pelo menos dois TCRs da invengdo. Em uma modali-
dade deste aspecto, pelo menos duas moléculas de TCR séo ligadas por
meio de porcdes ligadoras para formar complexos multivalentes. De prefe-
réncia os complexos sdo sollveis em agua, de modo que a porgéo ligadora
deve ser selecionada de acordo. Além disso, é preferivel que a porgéo liga-
dora seja capaz de se prender a posi¢oes definidas nas moléculas de TCR,
para que seja minimizada a diversidade estrutural dos complexos formados.
Uma modalidade do presente aspecto é fornecida por um complexo de TCR
da invengdo onde a cadeia polimérica ou sequéncia ligadora peptidica se
estende entre residuos de aminoacido de cada TCR que né&o estao localiza- -
dos em uma séqijéncia da regiao variavel do TCR.

Como os complexos da invengao podem ser usados em medici-
na, as porcdes ligadoras devem ser escolhidos tendo em vista sua adequa-
bilidade farmacéutica, por exemplo sua imunogenicidade.

| Exemplos de porgbes ligadoras que preenchem os critérios de-
sejaveis acima sdo conhecidos na literatura, por exemplo na literatura de
fragmentos de anticorpos fixadores.

Existem duas classes de ligador que sao preferidas para uso na
producdo de moléculas de TCR multivalentes' da presente invengdo. Um
complexo de TCR da invengdo no qual os TCRs s&o ligados por uma cadeia
polialquileno glicol constitui uma modalidade do presente aspecto. ’

A primeira é polimeros hidrofilicos tais como polialquileno glicéis.
Os mais comumente usados desta classe sao a base de polietileno glicol ou
PEG, cuja estrutura esta mostrada abaixo.

HOCH,CH,0 (CH>CH20),-CH,CH-0OH
onde n é maior que dois. No enfanto, outros sdo a base de outros polialqui-
leno glicéis opcionalmente substituidos adeqUados incluem polipropileno
glicol, e copolimeros de etileno glicol e propileno glicol.

Tais polimeros podem ser usadospara tratar ou conjugar agen-
tes terapéuticos, particularmente agentes terapéuticos a base de polipepti—i
dios ou proteinas, para cohseguir alteracOes benéficas para o perfil farma-

cocinético do agente terapéutico, por exemplo. depuragéo renal reduzida,
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meia-vida aumentada no plasma, imunogenicidade reduzida, e solubilidade
aumentada. Acredita-se que tais aperfeigoamentos no perfil farmacocinético
do conjugado PEG-agente terapéutico resultem da molécula ou moléculas
de PEG formando um ‘envoltorio’ em torno do agente terapéutico que blb-
queia estericamente a reagdo com o sistema imunoldgico e reduz a degra-
dagao proteolitica. (Casey et al., (2000) Tumor Targetting 4 235-244). O ta-
manho do polimero hidrofilico usando pode ser em partidular selecionado
com base no uso terapéutico desejado do complexo de TCR. Assim sendo,
por exemplo, onde o produto destina-se a deixar a circular e penetrar no te-
cido, por exemplo para uso no tratamento de um tumor, pode ser vantajoso
usar polimeros de baixo peso molecular da ordem de 5 kDa. Existem nume-
rosos artigos de revisao e livros que descrevem detalhadamente o us'o de
PEG e moléculas similares em formulagbes farmacéuticas. Por exemplo,
vide Harris (1992) Polyethylene Glycol Chemistry - Biotechnical and Biome-
dical Applications, Plenum, New York, NY. ou Harris & Zalipsky (1997) Che-
mistry and Biological Applications of Polyethylene Glycol ACS Books, Wa-
shington, D.C.

O polimero usado pode ter uma conformagéo linear ou ramifica-
da. Moléculas de PEG ramificado, ou derivados das mesmas, podem ser-
induzidas pela adi¢do de porgdes ramificadoras que incluem glicerol e oli-
gbmeros de glicerol, pentagritritol, sorbitol e lisina.

Geralmente, o polimero vai ter um grupo ou grupos gquimicamen-
te reativos em sua estrutura, por exemplo em um ou ambos os terminais,
e/ou em ramificacbes do esqueleto, para permitir que o polimero se ligue a
sitios alvo no TCR. Este grupo ou grupos quimicamente reativos podem ser
ligados diretamente ao polimero hidrofilico, ou podem ter um grupo/porgéo
espacadora entre o poll’melro hidrofilico e a quimica reativa como mostrado
abaixo:

Quimica reativa-Polimero hidrofilico-Quimica reativa

Quimica reativa-Espacador-Polimero hidrofilico-Spacer-Quimica
reativa

O espacador usado na formagéao de construgoes do tipo descrito
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acima pode ser qualquer porgdo organica que seja uma cadeia nao reativa
quimicamente estavel. Tais espagadores incluem, porém sem limitag&o, os
seguintes: ,

-(CHz);-onden=2ab

-(CH2)sNHCO(CHy)2

Um complexo de TCR da invengdo no qual um radical espaga-
dor alquileno divalente esta localizado entre a cadeia polialquileno glicol e
seu ponto de ligagdo a um TCR do complexo constitui uma outra modalida-
de do presente aspecto.

Um complexo de TCR da invengao no qual a cadeia polialquile-
no glicol compreende pelo menos duas unidades repetitivas polietileno glicol
constitui uma outra modalidade do presente aspecto.

Existem numerosos fornecedores comerciais de polimeros hi-
drofilicos ligados, diretamente ou via um espagador, a quimicas reativas que
podem ser Uteis na presente invencdo. Esses fornecedores incluem Nektar
Therapeutics (CA, EUA), NOF Corporation (Jap&o), Sunbio (Coréia do Sul) e
Enzon Pharmaceuticals (NJ, EUA).

Polimeros hidrofilicos comercialmente disponiveis ligados, dire-

tamente ou via um espagador, a quimicas reativas que podem ser uteis na

presente invengdo incluem, porém sem limitacao, os seguintes:

| ligacdo de mondémero de TCR

5K linear (Maleimida) Nektar 2D2MOHO1
20K linear (Maleimida) Nektar 2D2MOPO1
20K linear (Maleimida) NOF Corporation SUNBRlGHT ME-200MA
20K ramificado (Maleimida) NOF Corporation | SUNBRIGHT GL2-200MA
30K linear (Maleimida) | NOF Corporation | SUNBRIGHT ME-300MA
40K PEG ramificado (Maleimida) Nektar 2D3XOTO1

5K-NP linear (para ligacdo de Lys) NOF Corporation | SUNBRIGHT MENP-50H

10K-NP linear (para ligacao de Lys) NOF Corporation | SUNBRIGHT MENP-10T

20K-NP linear (para ligagao de Lys) NOF Corporation | SUNBRIGHT MENP-20T
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ligadores de dimero de TCR

3,4K linear (Maleimida) Nektar 2D2DOFO2

5K bifurcado (Maleimida) Nektar 2D2DOHOF

10K linear (com ligadores ortopiridil | Sunbio

ds no lugar de maleimida)

20K bifurcado (Maleimida) Nektar 2D2DOPOF
20K linear (Maleimida) . NOF Corporation
40K bifurcado (Maleimida) - | Nektar : 2D3XOTOF

Multimeros de TCR de ordem

superior | ,

15K, 3 bracos, Mal; (para trimero) Nektar OJOONOS
| 20K, 4 bragos, Mal, (para tetrémero) Nektar 0JOOPO4

40 K, 8 bragos, Malg (para octdmero) | Nektar 0JOOTO8

Uma grande variedade de quimicas de acoplamento pode ser
usada para acoplar moléculas de polimeros a agentes terapéuticos a base
de proteinas e peptidios. A e_scolha da quimica de acoplamento mais apro-
priada depende bastante do sitio de acoplamento desejado. Por exemplo, as
quimicas de acoplamento a seguir foram usadas associadas a um ou mais
dos terminais de moléculas de PEG (Fonte: Nektar Molecular Engineering
Catalogue 2003): '

N-maleimida

~Vinil sulfona

Carbonato de benzotriazola

Propionato de succinimidila

Butanoato de succinimidil

Tio-éster

Acetaldeidos

. Acrilatos

Biotina

Aminas primarias

Como mencionado acima polimeros nao a base de PEF também
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oferecem ligadores adequados para a multimerizagdo dos TCRs da presen-
te invengdo. Por exemplo, podem ser usadas por¢des contendo terminais
maleimida ligados por cadeias alifaticas tais como BMH e BMOE (Pierce,
produtos N°° 22330 e 22323).

Ligadores peptidicos constituem a outra classe de ligadores de
TCR. Estes ligadores sdo compreendidos de cadeias de aminodacidos, e
funcionam para produzir ligadores simples ou dominios de multimerizagao
aos quais moléculas de TCR podem ser presas. O sistema biotina / estrep-
tavidina foi anteriormente usado para produzir tetrameros de TCR (vide o
documento WO/99/60119) para estudos de ligacao in vitro. No entanto, a
estreptavidina é um polipeptidio derivado de micrébios e como tal ndo é exa-
tamente adequado para uso em um agente terapéutico.

Um complexo de TCR da invengdo no qual os TCRs sao ligados
por um ligador peptidico derivado de um dominio de multimerizagdo humano .
constitui uma outra modalidade do presente aspecto.

Existem numerosas proteinas humanas que contém um dominio
de multimerizagao qUe poderia ser usado na produgao de complexos multi-
valentes de TCR. Por exemplo o dominio de tetramerizacéo de p53 que foi
utilizado para produzir tetrameros de fragmentbs do anticorpo scFv qu e a-
presentaram maior persisténcia no soro e taxa de separacao significativa-
mente reduzida em relagdo ao fragmento monomérico de scFv. (Willuda et
al. (2001) J. Biol. Chem. 276 (17): 14385-14392). A hemoglobina também
tem um dominio de tetramerizacao qué poderia ser potencialmente usado
pafé este tipo de aplicagéo.

Um complexo multivalente de TCR da invengao compreendéndo
pelo ménos dois TCRs constitui uma modalidade final deste aspecto, onde
pelo menos um dos referidos TCRs é associado a um agente terapéutico.

Em um aspecto um TCR (ou complexo multivalente do mesmo)
da presente invengdo pode alternativamehte ou adicionalmente compreen-
der uma cisteina reativa no terminal C ou no terminal N de suas cadeias alfa

ou' beta.
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Uso diagndstico e terapéutico
Em um aépecto o TCR da invencdo pode ser associado a um

agente terapéutico ou a uma por¢ao detectavel. Por exemplo, o referido a-
gente terapéutico ou por¢cao detectavel pode ser covalentemente ligado ao
- TCR. ‘

Em uma modalidade da invengao o referido agente terapéutico
ou porcdo detectavel é covalentemente ligado ao terminal C de uma ou de
ambas as cadeias do TCR.

. Em um aspecto o scTCR ou uma ou ambas as cadeias dTCR
dos TCRs da presente invengdo podem ser marcados com uma por¢cao de-
tectavel, por exemplo um marcador qUe seja'adequado para fins de diagnos-
tico. Tais TCRs marcados sao uteis em um método para detectar um com-
plexo AAGIGILTV-HLA-A*0201, método este que compreende contatar o
ligando de TCR com um TCR (ou uma complexo multimérico de TCR de alta
afinidade) que é especifico para o ligando de TCR; e para detectar a ligagao
ao ligando de TCR. Em complexos tetraméricos de TCR formados por e-
xemplo, usando heterodimeros biotinilados, pode-se usar estreptavidina flu-
orescente para proporcionar um marcador detectavel. Tal tetramero de TCR
marcado com fluorescéncia é adequado para uso em andlise por FACS, por
exemplo para detectar células apresentando antigeno contendo o complexo
AAGIGILTV-HLA-A*0201 para o qual estes TCRs de alta afinidade s&o es-
pecificos. '

Uma outra maneira pela qual & possivel detectar os TCRs solu-
veis da presente invengdo é pelo uso de anticorpos especificos para TCR,
em particular anticorpos monoclonais. Existem muitos anticorpos anti-TCR
comercialmente disponiveis, tais como oF1 e BFIl, que reconhecem os domi-
nios constantes das cadeias o e B, respectivamente.

Em um outro aspecto um TCR (ou complexo multivalente do
mesmo) da presente invengéo pode alternativamente ou adicionalmente ser
associado ”(por exemplo covalentemente ligado ou de outra forma ligado) a
um agente terapéutico que pode ser, por exemplo, uma porcao téxica para
uso no exterminio de células, ou uma molécula efetora imune tal como uma
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interleucina ou uma citocina. Um complexo multivalente de TCR da invengao
pode ter capacidade de ligagdo aumentada para um ligando de TCR em re-
lacdo a um receptor de células-T do tipo selvagem n&o-multimérico ou um
heterodimero do receptor de células-T da invengdo. Por conseguinte, os
complexos multivalentes de TCR de acordo com a invengédo sé&o particular-
mente Uteis para rastrear ou atacar células que apresentam ahtigenos parti-
culares in vitro ou in vivo, e também sao Uteis como intermediarios para a
produgdo de outros complexos multivalentes de TCR tendo tais empregos.
Estes TCRs ou complexos multivalentes de TCR podem ser portanto ser
fornecidos em uma formulagdo farmaceuticamente aceitavel para uso in vi-
Vo.

A invencdo também fornece um método para distribuir um agen-
te terapéutico para uma célula-alvo, método este que compreende contatar
- células-alvo potenciais com um TCR ou um complexo multivalente de TCR
de acordo com a invengao em condigées que permitam prender o TCR ou
complexo multivalente de TCR a célula-alvo, o referido TCR ou complexo
multivalente de TCR sendo especifico para o complexo AAGIGILTV-HLA-
A*0201 e tendo um agente terapéutico associado a0 mesmo.

Em particular, o TCR soluvel ou complexo multivalente de TCR
da presente invengdo pode ser usado para distribuir agentes terapéuticos
para o local de células apresentando um antigeno particular. Isto & util em
muitas situacdes e, em particular, contra tumores. E possivel distribuir um
agente terapéutico que exerga seu efeito no local mas ndo apenas na célula
a qual ele se liga. Portanto, uma estratégia particular considera moléculas
antitumorais ligadas a TCRs ou a complexos multivalentes de TCR de écor-
do com a invencgao especificas para antigenos contra tumores.

Muitos agentes terapéuticos podem ser empregados com esta
finalidade, por exemplo compostos radioativos, enzimas (perforina pvor e-
xemplo) ou agentes quimioterapicos (cisplastina por exemplo). Para garantir
que efeitos toxicos sejam exercidos no local desejado a toxina pode estar no
interior de um lipossoma ligado a estreptavidina para que o composto seja
liberado lentamente. Isto vai impedir efeitos nocivos durante o transporte no
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corpo e garantir que a toxina tenha efeito méaximo depois da ligagao do TCR
as células apresentando o antigeno relevante.

Outros agentes terapéuticos adequados incluem:

- agentes citotdxicos de moléculas pequenas, isto &, compostos
com capacidade de eliminar células mamiferas com peso molecular menor
que 700 daltons. Tais compostos também podem conter metais toxicos ca-
pazes de ter efeito citotoxico. Além disso, deve ficar entendido que estes
agentes citotoxicos de moléculas pequenas também incluem pro-farmacos,
isto &, compostos que se decompdem ou sdo convertidos em condigoes fisi-
ologicas para liberar agentes citotoxicos. Exemplos desses agentes incluem
cisplatina, derivados de maitansina, rachelmycin, caliqueamicina, docetaxel,
etoposida, gencitabina, ifosfamida, irinotecano, melfalano, mitoxantrona,
"sorfimer sodiumphotofrin 11", temozolmida, topotecano, glicuronato de trime-
treato, auristatina E vincristina e doxorrubicina;

- citotoxinas peptidicas, isto é, proteinas ou fragmentos das
mesmas com capacidade para eliminar células mamiferas. Incluindo, porém
sem limitagéo, ricina, toxina diftérica, exotoxina A da bactéria pseudomonas,
DNAase ¢ RNAase; _ |

- radionuclideos, isto é, isotopos instaveis de elementos que se
decompdem com a emissdo simultdnea de uma ou mais das particulas o ou
B;-ou raios v, incluindo, porém sem limitagao, iodo 131, rénio 186, indio 111,
itrio 90, bismuto 210 e 213, actinio 225 e astatina 213; agentes quelantes
podem ser usados para facilitar a associacdo destes radionuclideos aos:
' TCRs de alta afinidade, ou multimeros dos mesmos;

, - pré-farmacos, incluindo, porém sefn limitacdo, pro-farmacos
enzimaticos direcionados para anticorpos;

- imunoestimulantes, isto &, por¢des que estimulam uma respos-
ta imunoldgica. Incluindo, porém sem limitagéo, citocinas tais como IL-2 e
IFN, superantigenos e mutantes dos mesmos, complexos de pHLA e quimi-
ocinas tais'ﬂcomo IL-8, fator plaquetario 4, proteina estimuladora do cresci-
mento de melanoma etc., anticorpos ou fragmentos da mesma, ativadores

de complemento, dominios de proteinas xenogénicas, dominios de protei-
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nas alogénicas, dominios de proteinas virais/bacterianas, peptidios vi-
rais/bacterianos e anticorpos determinantes anti-células-T (por exemplo anti-
CD3 ou anti-CD28).

Fragmentos e variantes de anticorpos funcionais

Fragmentos e variantes/analogos de anticorpos que sdo ade-
quados para uso nas composi¢cdes e métodos descritos neste relatério in-
cluem, porém sem limitagao, os seguintes.

Fragmentos de anticorpos

Como sabem os versados na técnica, é possivel produZir frag-
mentos de um dado anticorpo que retém substancialmente as mesmas ca-
racteristicas de ligacao que aquelas do anticorpo primitivo. A descricao a
seguir oferece detalhes de tais fragmentos:

Minicorpos — Estas construgbes consistem em anticorpos com
uma porgao Fc truncada. Como tais eles retém os dominios de ligagdo com-
pletos do anticorpo do qual derivam.

Fragmentos Fab — Estes compreendem uma unica cadeia leve

de imunoglobulina covalentemente ligada a parte de uma cadeia pesada de
imunoglobulina. Como tais, os fragmentos Fab compreendem um unico sitio
de combinacgdo de antigeno. Os fragmentos Fab s&o definidos pela porgdo
de uma IgG que pode ser liberada por tratamento com papaina. Estes frag-
mentos normalmente sédo produzidos por técnicas de DNA recombinante.
(Reeves et al., (2000) Lecture Notes on Immunology (4th Edition) Publicado
por Blackwell Science). ‘

Fragmentos F(ab’)g -~ Estes compreendem os dois sitios de

combinagao de antigeno e a regidao da dobradi¢a de um unico anticorpo; Os
fragmentos F(ab’), sdo definidos pela por¢ao de uma IgG que pode ser libe-
rada por tratamento com pepsina. epsin. Estes fragmentos normalmente séo
produzidos por técnicas de DNA recombinante. (Reeves et al., (2000) Lectu-
re Notes on Immunology (4th Edition) Publicado por Blackwell Science).
Fragmentos Fv — Estes compreendem um dominio pesado vari-

avel de imunoglobulina ligado a um dominio leve varidvel de imunoglobulina.

Ja foram produzidos diversos modelos de Fv. Estes incluem dsFvs, nos
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quais a associacdo entre os dois dominios é intensificada por uma ligagao
dissulfeto introduzida. Alternativamente, é possivel formar scFvs usando um
ligador peptidico para ligar os dois dominios como um unico polipeptidio.
Construgtes de Fvs contendo um dominio varidvel de uma cadeia pesada
ou leve de imunoglobulina associada ao dominio varidvel e constante da
cadeia pesada ou leve de imunoglobulina correspondente também ja foram
produzidas. Fvs também ja foram multimerizados para formar diacorpos €
triacorpos (Maynard et al., (2000) Annu Rev Biomed Eng 2 339-376)

-Nanobodies™ — Estas construgdes, comercializadas por Ablynx

(Bélgica), compreendem um Unico dominio pesado varidvel de imunoglobu-
lina sintética derivado de um anticorpo de um camelideo (por exemplo ca-

melo ou lhama).
Anticorpos de dominio - Estas construgdes, comercializadas por

Domantis (Bélgica), compreendem um unico dominio pesado variavel de
imunoglobulina maturada por afinidade ou um dominio leve variavel de imu-
noglobulina. |
Variantes e andlogos de anticorpos

A caracteristica funcional de definicdo de anticorpos no contexto

da presénte invencao é sua capacidade de se ligar especificamente a um
ligando alvo. Como sabem os versados na técnica é possivel construir essas
caracteristicas de ligagéo em uma gama de outras proteinas. Exemplos de
variantes e analogos de anticorpos adequados para uso nas composigoes e
métodos da presente invéngéo incluem, porém sem limitagdo, os seguintes. -

Polipeptidios fixadores a base de cadafalso de proteina (“protein
scaffold-based binding polypeptides") — Esta familia de constru¢des fixado-
ras compreende analogos alterados de proteinas que contém alcas fixado-
ras nativas. EXempIos incluem Affibodies, comercializados por Affibody (Su-
écia), que se baseiam em um motivo de trés hélices derivado de um dos
dominios fixadores de IgG da proteina A de Staphylococcus aureus. Um ou-
tro exempld inclui Evibodies, comercializados por EvoGenix (Australia) que
se baseiam nos dominios extracelulares de CTLA-4 nos quais sao enxerta-

dos dominios semelhantes a algcas fixadoras de anticorpos. Um exemplo
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final, Cytokine Traps comercializados por Regeneron Pharmaceuticals (US),
enxertam dominios receptores de citocinas em cadafalsos de anticorpos
("antibody scaffolds"). (Nygren et al., (2000) Current Opinion in Structural
biology 7:463-469) oferece uma revisédo dos usos de cadafalsos para cons-
truir novos sitios de ligacao em proteinas. Esta revisdo menciona as seguin-
tes proteinas como fontes de cadafalsos: dedo de zinco CP1, Tendamistat,
dominio Z (um analogo da proteina A), PST1, espirais enroiadas ("Coiled
coils"), LACI-D1e citoéroma bseo. Outros estudos de cadafalsos de proteinas
relataram o.uso de fibronectina, proteina fluorescente verde (GFP) e repeti-
¢bes de anquirina.

Como sabem os versados na técnica € possivel produzir anti-
corpos ou fragmentos, variantes ou analogos dos mesmos que se ligam a
varias pares do ligando de uma dada proteina. Por exemplo, anticorpos an-
ti-CD3 podem produzidos para qualquer das cadeias polipeptidicas das
quais este complexo é formado (isto é, cadeias v, 9§, €, {, e de CD3). Os
anticorpos que se ligam a cadeia € de CD3 sao os anticorpos anti-CD3 pre-
feridos para uso nas composigdes e métodos da presente invengao. |

Os TCRs soluveis ou complexos multivalentes de TCR da pre-
sente invehgéo podem ser ligados a uma enzima capaz de convertef um
pré-farmaco em um farmaco. Isto permite que o pré-farmaco seja convertida
no farmaco somente no local em que ele é necessario (isto é, vetorizada
pelos sTCB).

Acredita-sé que os TCRs especificos para AAGIGILTV (SEQ ID
N® 43)-HLA-A*0201 de alta afinidade apresentados nesta invengdo possam
ser usados em métodos para diagndstico e tratamento de cancer. |

Para tratamento de Céncer, a localizagao na vizinhanga de tumo-
res ou metastase aumentaria o efeito das toxinas ou imunoestimulantes.
Para distribuicao de vacina, o antigeno da vacina poderia ser Iocalizado na
vizinhanga de células apresentando antigeno, dessé forma aumentando a-
eficacia do antigeno. O método pode ser aplicado com a finalidade de fazer
imagens.

Uma modalidade é constituida por uma célula isolada apresen-
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tando um TCR da invencgdo. Por exemplo, a referida célula pode ser uma
célula T humana ou uma célula-tronco hematopoiética humana.

Outras modalidades da invengdo sdo constituidas por uma com-
posicdo farmacéutica compreendendo:

um TCR ou um complexo multivalente de TCR da invengéo (op-

“cionalmente associado a um agente terapéutico), ou uma pluralidade de ce-
lulas apresentando pelo menos um TCR da inveng&o, ou um acido nucléico
ou acidos nucléicos codificando um TCR da invengéo junto com um veiculo
farmaceuticamente aceitavel.

A invencdo também fornece um-método de tratamento de can-
cer compreendendo administrar a um individuo sofrendo de tal doenga can-
cerosa uma quantidadé eficaz de um TCR ou de um complexo multivélente
de TCR da invencdo (opcionalmente associado a um agente terapéutico), ou
de uma pluralidade de células apresentando pelo menos um TCR da inven-
¢do, ou de um acido nucléico ou acidos nucléicos codificando um TCR da
invencdo. Em uma modalidade relacionada a invengéo fornece o uso de um
TCR ou de um complexo multivalente de TCR da invengdo (opcionaimente
associado a um agente terapéutico), ou de uma pluralidade de células apre-
sentando pelo menos um TCR da invengédo na preparag@o de uma composi-
¢ao para o tratamento de cancer.

Como ficaré obvio para os versados na técnica, os canceres que
sdo passiveis de tratamento por composi¢des compreendendo os TCRs da
invengdo serdo canceres Melano-A".

TCRs terapéuticos ou para imagem de acordo com a invengao
geralmente serdo fornecidos como parte de uma composi¢ao farmacéutica
estéril que normalmente vai incluir um veiculo farmaceuticamente aceitavel.
Esta composigéo farmacéutica pode estar em qualquer forma adequada
(dependendo do método desejado para administra-la ao paciente). Ela podé
ser fornecida em forma de dosagem unitaria, geralmente sera fornecida em
um recipiente vedado e pode ser fornecida como parte de um kit. Tal kit
normalmente (embora ndo necessariamente) incluira instrugbes de uso. Ele
pode incluir uma pluralidade das referidas formas de dosagem unitaria.
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A composicao farmacéutica pode ser adaptada para administra-
¢do por qualquer via apropriada, por exemplo, por via parenteral, transdér-
mica ou por inalagdo, de preferéncia por via parenteral (incluindo subcuta-
nea, intramuscular ou, mais preferivelmente, intravenosa). Estas composi-
cbes podem ser preparadas por qualquer método conhecido na literatura de
farmécia, por exemplo por mistura do composto ativo com o(s) veiculo(s) ou
excipiente(s) em condicdes estéreis.

As dosagens das substancias da presente invengdo podem va-
riar entre amplos limites, dependendo da doenga ou disturbio a ser tratado,
da doenca e da condigéo do individuo a ser tratado etc., e 0 medico vai es-
sencialmente determinar as dosagens apropriadas a serem usadas.
Aspectos adicionais

Um scTCR ou dTCR (que de preferéncia é constituido por se-

quéncias constantes e varidveis correspondentes a sequéncias humanas)

da presente invengdo pode ser fornecido na forma substancialmente pura,
Ou como uma preparégéo purificada ou isolada. Por exemplo, ele pode ser
fornecido em uma forma que seja substancialmente livre de outras protei-
nas.

A invengdo também fornece um método para identificar um TCR
“de alta afinidade com a propriedade de se ligar ao AAGIGILTV-HLA-A*0201
caracterizado pelo fato de o TCR (i) compreender pelo menos um dominio
variavel da cadeia o do TCR e/ou pelo menos um dominio variavel da ca-
deia B do TCR e (ii) ter um Kp para o referido complexo AAGIGILTV-HLA-
A*0201 menor que 3 uM, o referido método compreendendo: ’

(a) a producédo de uma biblioteca variada de TCRs compréen-
dendo os dominios variaveis das cadeias o e B do TCR MEL onde um dos
dominios varidveis das cadeias a e B ou ambos compreendem uma muta-
cao (mutagoes);

(b) contatar a referida biblioteca variada de TCRs com
AAGIGILTV-HLA-A*0201 em condi¢cdes adequadas para permitir a ligagdo
dos TCRs ao AAGIGILTV-HLA-A*0201; e

(c) medir o Kp da interagao.
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As caracteristicas preferidas de cada aspecto da invengéo sao
as mesmas que as dos outros aspectos mutatis mutandis. Os documentos
da técnica anterior mencionados neste relatério estdo aqui incorporados na

medida do permitido por lei.

Exemplos

_A invengdo esta ainda descrita nos exemplos a seguir, que nao

limitam o escopo da invengéo de forma alguma.

Na descricdo a seguir faz-se referéncia aos desenhos anexos

nos quais: .

As figuras 1a e 1b mostram as sequéncias de aminoacidos da regi-
Ao variavel da cadeia-alfa e da regiao variavel da cadeia-beta do TCR MEL
nativo respectivamente. }

As figuras 2a e 2b mostram respectivamente a sequéncia de

DNA das versdes soluveis das cadeias a e § do TCR MEL nativo.

 As figuras 3a e 3b mostram respectivamente as sequéncias de
aminoacidos extracelulares das cadeias o. e B do MEL TCR produzidas a
partir das seqliéncias de DNA das figuras 2a e 2b.

- As figuras 4a e 4b mostram respectivamente a sequéncia de

'DNA das versdes soltveis das cadeias o, e p do TCR MEL alteradas para .
incluir residuos cisteina adicionais para formar uma ligagéo dissulfeto nao
nativa. O cédon alterado em cada cadeia esté indicado por sombreamento e
os sitios de reconhecimento de enzima de restricdo estéo sublinhados.

As figuras 5a e 5b mostram respectivamente as seqliéncias de.
aminoacidos extracelulares das cadeias o e p do MEL TCR produzidas a
partir das sequiéncias de DNA das figuras 4a e 4b. A cisteina introduzida em
cada sequéncia esta indicada por sombreamento.

A figUra 6 mostra as sequéncias de aminoécidos da regido variavel
da cadeia-alfa de variantes de TECT MEL de alta afinidade. Os residuos
alterados esté@o sublinhados. : .

A figura 7a mostra a sequéncia de aminoacidos de uma forma

~ truncada do TRAC.
A figura 7b mostra a sequéncia de aminoacidos de uma forma
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truncada do TRBC1.
A figura 7c mostra a sequéncia de aminoacidos de uma forma
truncada do TRBC2.

A figura 8a mostra 0 mapa de plasmidico do plasmidio pEX202.

‘A figura 8b mostra a sequéncia de DNA do plasmidio pEX202.

A figura 9a mostra em detalhes as sequéncias de aminoacidos da
cadeia-alfa de uma variante de TCR MEL de alta afinidade, soltvel, preferi- -
da. '

A figura 9b mostra em detalhes as seqléncias de aminoacidos |
da cadeia-beta do TCR MEL soltvel do tipo selvagem usando a regido cons-
tante codificada TRBC2 fundida por meio de um ligador peptidico a IL-2 hu-
mana do tipo selvagem. As séqﬂéncias do ligador e da IL-2 estdo em italico.

A figura 10 mostra a curva de resposta Biacore gerada para a
interagao de um TCR MEL ligado a dissulféto, soluvel, do tipo selvagem, e
HLA-AAGIGILTV-HLA-A*0201

As figuras 11a e 11b mostram a seqiéncia de DNA da cadeia-
alfa do TCR MEL do tipo selvagem e comprimento integral alterada para
produzir expressdao aumentada em células humanas e a sequiéncia de ami-

noacidos assim codificada respectivamente. .
As figuras 12a e 12b mostram a seqiiéncia de DNA da cadeia-

alfa do TCR MEL c1 do tipo selvagem‘e comprimento integral alterada para
produzir expresséo aumentada em células humanas e a seqliéncia de ami-
noacidos assim codificada respectivamente. ,

As figuras 13a e 13b mostram a sequéncia de DNA da cadeia-
alfa do TCR MEL c1d do tipo selvagem e comprimento integral alterada para
produzir expressao aumentada em células humanas e a sequéncia de ami-
noacidos assim codificada respectivamente. | |

As figuras 14a e 14b mostram a seqiiéncia de DNA da cadeia-
alfa do TCR MEL c9 do tipo selvagem e comprimento integral alterada para
produzir expressdo aumentada em células humanas e a seqléncia de ami-

nodcidos assim codificada respectivamente.
As figuras 15a e 15b mostram a sequéncia da cadeia-alfa do
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TCR MEL c9 de comprimento integral alterada para produzir expressao au-
mentada em células humanas e a sequéncia de aminoacidos assim codifi-
cada respectivamente.

A figuré 16 mostra um ensaio ELISPOT demonstrando a capa-

cidade de uma versao soluvel ligada por dissulfeto do TCR Mel c1 WT de

| alta afinidade para inibir a ativagao de um clone de CTL especifico para Mel.

As figuras 17a e 17b mostram as sequéncias de DNA codifica-
doras da ORF da cadeia-alfa do TCR MEL do tipo selvagem e comprimento
integral e as sequéncias de DNA codificadoras da ORF da cadeia-beta do
TCR MEL do tipo selvagem respectivamente. |

A figura 18 mostra a seqiiéncia de DNA codificadora da ORF da
cadeia alta do trc MEL c1 de comprimento integral compreendendo cédons
de DNA do tipo selvagem exceto para aquelas codificando os aminoacidos
alterados.

A figura 19a mostra dados de FACS no nivel da expressao de
TCR obtida por transfec¢ao de célulés Jurkat com DNA néo otimizado com
codon codificando um TCR MEL c1 alfa/ WT beta.

A figura 19b mostra dados de FACS no nivel da expressao de
TCR obtida por transfeccdo de células Jurkat com DNA otimizado com co6-
don codificando um TCR MEL c1 alfa / WT beta. |

A figura 20 mostra as sequéncias de aminoacidos das regidoes
variéveié de cadeias alfa adicionais do TCR MEL de alta afinidade. Os resi-

duos alterados estéo sublinhados. '

| A figura 21 mostra as sequéncias de aminoacidos das regioes
variaveis de cadeias beta adicionais do TCR MEL de alta afinidade. Os resi-
duos alterados estao sublinhados. |

A 'figura 22 mostra as seqliéncias de aminoacidos de cadeias
alfa soluveis do TCR MEL de alta afinidade compreendendo um residuo cis-
teina ndo-nativo. O residuo cisteina ndo-nativo esta iluminado e os residuos
alterados estdo sublinhados.

A figura 23 mostra as sequéncias de aminoacidos de cadeias

beta soluveis do TCR MEL de alta afinidade compreendendo um residuo
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cisteina ndo-nativo. O residuo cisteina ndo-nativo esté iluminado e os resi-
duos alterados esté@o sublinhados.
Exemplo 1 — Produgdo de um TCR soluvel e ligado a dissulfeto

compreendendo 0s dominios variaveis MEL nativos

As figuras 4a e 4b mostram as sequéncias de DNA das cadeias-
alfa e beta soluveis e ligados por dissulfeto do TCR MEL do tipo }selvagem
que é especifico para o complexo AAGIGILTV-HLA-A*0201. Estas sequén-
cias de DNA podem ser sintetizadas de novo por varias empresas de pes-
quisa conveniadas, por exemplo GeneArt (Regensburg, Alemanha). Sitios
de reconhecimento de enzimas de restricdo também s&o adicionados a es-
tas sequiéncias de DNA para facilitar a ligégéo destas sequéncias de na em
plasmidios de expressao a base de pGMT7, que contém o promotor T7 para
expressao de alto nivel em E. coli cepa BL21-DE3(pLysS) (Pan et al., Biote-
chniques (2000) 29 (6): 1234-8).

As seqliéncias de DNA codificando cada cadeia TCR cortada com
Ndel e Hindlll sao ligadas em vetores pEX202 a base de pGMT7 e separa-
dos, que também sao cortados com Ndel e Hindlll. (Vide figura 8a para o
mapa plasmidico de pEX202, e figura 8b para a seqiiéncia de DNA deste
vetor (SEQ ID N2 28)). |

Sitios de reconhecimento de enzimas de restrigdo introduzidos em
DNA codificando as cadeias do TCR MEL do tipo selvagem e soluvel:
| Ndel-  CATATG

Hindlll-  AAGCTT
Ligacao '

Plasmidios ligados sao transformados'em células competenteé_de
E. coli cepa XL1-blue e plaqgueados em placas de LB/agar contendo 100
mg/m! de ampicilina. Depois de incubar por uma noite a 37°C, colbnias indi-
viduais sao recolhidas e cultivadas em 10 ml de LB contendo 100 mg/ml de
ampicilina por uma noite a 37°C com agitagdo. Plasmidios clonados sao pu-
rificados usando um kit Miniprep (Qiagen) e o enxerto é sequenciado usan-
do um sequenciador de DNA automatico (Lark Technologies).

As figuras 5a e 5b mostram respectivamente as sequéncias de
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aminoéacidos extracelulares das cadeias o e p do MEL TCR do tipo selva-
gem e ligado a dissulfeto produzidas a partir das seqiéncias de DNA das
figuras 4a e 4b. As seqﬁén'cias de reconhecimento de enzimas de restrigao
nestas sequiéncias de DNA estdo sublinhadas. a
Exemplo 2- Produgdo de variantes de alta afinidade do TCR
MEL soluvel e ligado a dissulfeto
O TCR MEL nativo soluvel e ligado a dissulfeto produzido da
maneira descrita no exemplo 1 pode ser usado como um gabarito a partir do
qual se pode produzir os TCRs da invengdo que possuem uma afinidade
aumentada para o complexo AAGIGILTV (SEQ ID N° 43) -HLA-A*0201.
Exposicdo a fagos oferece um meio pelo qual & possivel gerar
bibliotecas de variantes de TCR Gag de HIV. Por exemplo, os métodos ade-
quados para a exposi¢do a fagos e rastreamento de TCR descritos em deta-
lhes em (Li et al., (2005) Nature Biotech 23 (3): 349-354) podem ser adapta-
dos e aplicados a TCRs Gag de HIV. o
As sequéncias de aminodcidos das regibes varidveis alfa do
TCR alterado que, quando combinadas com a regido variavel beta de MEL
do tipo selvagem, demonstram alta afinidade para o complexo AAGIGILTV-
HLA-A*0201 estio listadas na figura 6. (SEQ ID N°%: 11-24). Como sabem
os versados na técnica as alteragées de codon necessarias requeridas para
produzir estas cadeias alteradas podem ser introduzidas no DNA codifican-
do estas cadeias por mutagénese direcionada para o sitio. (Kit de mutageé-
nese direcionada para o sitio QuickChange™ da Stratagene).

'Em resumo, isto é obtido usando iniciadores que incorporam as
alteragdes de codon desejados e os plasmidios pEX202 contendo o DNA da
cadeia do 'TCR MEL relevante como gabarito para a mutagénese.

A mUtagénese é realizada usando as seguintes condigoes: 50 ng
do plasmidio gabarito, 1 pl de dNTP 10 mM, 5 pl de tampao Pfu DNA poli¥
merase 10x como fornecido pelo fabricante, 25 pmol de iniciador normal
("fwd priméf"), 25 pmol de iniciador invertido ("rev primer"), 1 pl de pfu DNA
polimerase num volume total de 50 pl. Depois de uma etapa de desnatura-

¢ao inicial de 2 minutos a 95°C, a reacdo é submetida a 25 ciclos de desna-
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turagd@o (95°C, 10 segundos), combinagdo (55°C, 10 segundos), e alonga-
mento (72°C, 8 minutos). O produto resultante é digerido com a enzima de
restricdo Dpnl para remover o plasmidio gabarito e transformado em E. coli
cepa XL1-blue. A mutagénese foi verificada por sequenciamento.

Exemplo 3 — Expressao, redobradura e purificagdo de TCR soluvel

Os plasmidios de expressdao pEX202 contendo as cadeias o do
TCR MEL e as cadeias B do TCR MEL preparadas nos exemplos 1 ou 2 sédo
separadamente transformadas em E.coli cepa BL21pLysS, e col6nias indivi-
duais resistentes & ampicilina séo cultivadas a 37°C no meio TYP (ampicili-
na 100 pug/ml) até ODggo de 0,4 antes da indugé@o de expressao de proteina
com IPTG 0,5 mM. As células sao recolhidas trés horas pds-indugao por
centrifugacdo por 30 minutos a 4000 rpm em uma centrifuga Beckman J-6B.
Os péletes de celulas sdo ressuspendidos em um tampao contendo Tris-HCI -
50 mM, sacarose a 25% (p/v), NaEDTA 1 mM, NaAzida a 0,1% (p/v), DTT
10 mM, pH 8,0. Depois de uma etapa de congelamento-descongelamento
por uma noite, as céhjlas ressuspendidas sdo sonicadas em explosdes de 1
minuto por um total de cerca de 10 minutos em um sonicador Milsonix
XL2020 usando umé sonda padrdao de 12 mm de didmetro. Péletes de cor-
pos de inclusdo sdo recuperados por centrifugagao por 30 minutos a 13000
rom em uma centrifuga Beckman J2-21. S&o entéo realizadas trés lavagens
com detergente para remover fragmentos de células e componentes mem-
branosos. Cada vez a pélete de corpos de inclusdo é homogeneizada-em.
um tampéo Triton (Tris-HCI 50 mM, Triton-X100 a 0,5%, NaCl 200 mM, Na-
EDTA 10 mM, NaAzida a 0,1% (p/v), DTT 2 mM, pH 8,0) antes de ser peleti-
zada por centrifugagdo por 15 minutos a 13000 rpm em uma centn’fuga
Beckman J2-21. O detergente e 0 sal sdo entdo removidos por uma lava-
gem semelhante no seguinte tampao: Tris-HCI 50 mM, NaEDTA 1 mM, Na-
Azida a 0,1% (p/v), DTT 2mM, pH 8,0. Por fim, os corpos de inclusao foram
divididos em aliquotas de 30 mg e congelados a -70°C. O rendimento de
proteinas dos corpos de inclusdo é quantificado por solubilizagdo com gua-
nidina-HCl 6 M e medicdo com um ensaio de ligagdo a corante Bradford
(PerBio). '
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Aproximadamente 30 mg de corpos de incluséo solubilizados da
cadeia B do TCR e 60 mg de corpos de inclusdo solubilizados da provenien-
tes de estoques congelados foram descongelados, e as amostras foram en-
tdo misturadas e a mistura foi diluida em 15 ml de uma solugé@o de guanidina
(cloridrato de guanidina 6 M, acetato de sédio 10 mM, EDTA 10 mM), para
garantir a desnaturagéo completa das cadeias. A solugdo de guanidina con-
tendo cadeias de TCR desnaturadas e completamente reduzidas é ent&do
injetada em 1 litro do seguinte tampao de redobradura: Tris 100 mM pH 8,5,
L-Arginina 400 mM, EDTA 2 mM, glutationa reduzida 5 mM, glutationa oxidada
0,5 mM, uréia 5-M, PMSF 0,2 mM. O par de redox (2;mercaptoetilamina e Cis-
tamina (até concentragbes finais de 6,6 mM e 3,7 mM, respectivamente) é
adicionado aproximadamente 5 minutos antes da adi¢do das cadeias desna-
turadas de TCR. A solucdo é deixada de lado por 5 horas + 15 minutos. O
TCR redobrado ¢é dialisado na membrana Spectrapor 1 (Spectrum; Produto
N° 132670) contra 10 | de Trlis 10 mM pH 8,1 a 5°C + 3°C por 18-20 horas.
Depois deste periodo, o tamp&o de didlise é trocado por Tris 10 mM fresco
pH 8,1 (10 1) e a didlise continua a 5°C + 3°C por mais 20 - 22 horas.

sTCR é separado dos produtos de degradagao e das impurezas
carregando o TCR redobrado dialisado em uma coluna de troca anidnica
POROS 50HQ e eluindo a proteina ligada com um gradiente de NaCl de O -
500 mM em 50 volumes de coluna usando um purificador Akta (Pharmacia).
As fragdes de pico sdo armazenadas a 4°C e analisadas por SDS-PAGE
colorido com Coomassie antes de serem reunidas e concentradas. Por fim,
| o sTCR ¢ purificado e caracterizado usando uma coluna de filtragao de gel
Superdex 200HR previamente equilibrada no tampéo HBS-EP (HEPES 10
mM pH 7,4, NaCl 150 mM, EDTA 3,5 mM, nonidet p40 a 0,05%). O pico elu-
indo a um peso molecular relativo de aproximadamente 50 kDa é reunido e
concentrado antes de ser caracterizado por analise por ressonancia de
plasménio de superficie BlAcore.

" Exemplo 4 — Caracterizacdo por ressondncia de plasménio de
~ superficie Biacore da ligagdo de sTCR a pMHC especifico
Um biossensor de ressonancia de plasménio de superficie da
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(Biacore 3000®) foi usado para analisar a ligagao de TCRs MEL soluveis ao
ligando peptidio-MHC cognato. Isto foi facilitado pela produgao de comple-
xos de pMHC individuais (descritos abaixo) que foram imobilizados em uma
superficie de ligacao revestida com estreptavidina em de forma semi-
orientada, possibilitando verificar de forma eficiente a ligagdo de um receptor
de células-T soluvel a até quatro pMHC diferentes (imobilizados em células
de fluxo separadas) simultaneamente. A injegdo manual do complexo de
HLA permite que o nivel preciso de moléculas classe | imobilizadas seja fa-
cilmente manipulado.

Moléculas HLA-A*0201 classe | biotiniladas foram redobradas in
vitro de corpos de inclusao expressos em bactérias contendo as proteinas
de subunidades constituintes e peptidio sintético, seguido de purificagao e
biotinilagado enzimatica in vitro (O’Callaghan et al. (1999) Anal. Biochem.
266: 9-15). A cadeia pesada HLA-A*0201 foi expressa com um tracador de
biotinilacdo de terminal C que substitui os dominios transmembranosos e
citoplasmaticos da proteina em uma construgdo apropriada. Foram obtidos
niveis de expressao de corpos de inclusdo de ~75 mg/litro de cultura bacte-
riana. A cadeia leve MHC ou B2-microglobulina também foi expressa como
corpos de inclusdo em E. coli a partir de uma construgdo apropriada, ern  um
nivel de ~500 mg/litro de cultura bacteriana.

Células de E. coli foram lisadas e os corpos de inclusao foram
purificados até uma pureza de aproximadamente 80%. A proteina dos cor-
pos de inclUséo foi desnaturada em guanidina-HCI 6 M, Tris 50 mM pH 8,1,
NaCl 100 mM, DTT 10 mM, EDTA 10 mM, e foi redrobada a uma concentra-
¢do de 30 mg/litro de cadeia pesada, 30 mg/litrb de B2m em L-arginina-HCl
0,5 M, Tris 100 mM pH 8,1, cistamina 3,7 mM, B-cisteamina 6,6 mM, 4
mg/ml do peptidio AAGIGILTV que a molécula HLA-A*0201 requer que seja
carregado, por adigdo de um unico pulso de proteina desnaturada no tam-
pao de redobradura a < 5°C. A redobradura foi deixada chegar ao fim a 4°C
por pelo menos 1 hora. 4 |

O tampao foi trocado por dialise em 10 volumes de Tris 10 mM

pH 8,1. Foram necessarias duas trocas de tampao para reduzir suficiente-
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ménte a forga idnico da solugd@o. A solugdo de proteina foi entéo filtrada a-
través de um filtro de acetato de celulose de 1,5 um e carregada em uma
coluna de troca aniénica POROS 50HQ (volume do leito 8 ml). A proteina foi
eluida com um gradiente linear de NaCl 0 - 500. O complexo HLA-A*0201-
| peptido eluiu a aproximadamente 250 mM de NaCl, e as fragdes de pico

foram recolhidas, um coquetel de inibidores de protease (Calbiochem) foi
adicionado e as fragcbes foram resfriadas em gelo.

As moléculas pMHC tracadas por biotinilagdo tiveram o tampao
trocado por Tris 10 mM pH 8,1, NaCl 5 mM usando uma coluna de dessali-
nizacdo réapida Pharmacia equilibrada no mesmo tampé&o. imediatamente
depois da eluigao, as fragébes contendo proteina foram resfriadas e gelo e
um coquetel de inibidores de protease (Calbiochem) foi adicionado. Foram
entdo adicionados reagentes de biotinilagdo: biotina 1 mM, ATP 5 mM (tam-
ponado até pH 8), MgCl. 7,5 mM, e 5 ug/ml da enzima BirA (purificada de
acordo com O’Callaghan et al. (1999) Anal. Biochem. 266: 9-15). A mistura
foi entdo deixada incubar a temperatura a.mbiente por uma noite.

As moléculas pHLA-A*0201 biotiniladas foram purificadas usan-
do cromatografia por filtragdo em gel. Uma coluna Superdex 75 HR 10/30
Pharmacia foi previamente equilibrada com PBS filtrado e 1 ml da mistura
reacional de biotinilacdo foi carregado e a coluna foi desenvolvida com PBS '
a 0,5 ml/min. As molécLlIas pHLA-A*0201 biotiniladas eluiram como um pico
tinico a aproximadamente 15 ml. As fragdes contendo proteina foram reuni-
das, resfriadas em gelo, e um coquetel de inibidores de protease foi adicio-
nado. A concentragéo de proteu’ha foi determinada usando um ensaio de
ligacdo de Coomassie (PerBio) e aliquotas das moléculas pHLA-A*0201 bio-
tiniladas foram armazenadas congeladas a -20°C. Estreptavidina foi imobili-
zada por métodos tradicionais de acoplamento de amina.

Estes complexos imobilizados sao capazes de ligar tanto os re-
ceptores de células-T quanto o co-receptor CD8ar, ambos podendo ser in-
jetados na fase soluvel. Ligacao especifica do TCR é obtida mesmo a con-
centragdes baixas (pelo menos 40 pg/ml), sugerindo que o TCR é relativa-
mente estavel. Observa-se que as propriedades de ligagdo de sTCR a p-
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MHC sao qualitativa e quant‘itativamente similares se 0 sTCR for usado iso-
lado na fase soltvel ou na fase imobilizada. Este € um controle importante
para a atividade parcial das espécies soluveis e também sugere que com-
plexos de pMHC biotiniladas sdo biologicamente téo ativos quanto comple-
x0s n&o biotinilados.

As interagoes entre TCRs MEL soluveis contendo uma nova li-
gacao intercadeias e seu pMHC cognato ou uma combinagdo de pMHC irre-
levante, cuja producgdo esta descrita acima, foram analisadas em um bios-
sensor de ressonéancia de plasménio de superficie (SPR) Biacore 3000°. A
SPR mede as alteragbes no indice de refragdo expressas em unidades de
resposta (RU) proximas a uma superficie do sensor em uma célula de fluxo
pequeno, um principio que pode ser usado para detectar interages de re-
ceptor ligando e para analisar sua afinidade e seus parémetros cinéticos. As
células de fluxo de teste foram preparadas por imobilizagdo dos complexos
HLA-peptidio individuais em células de fluxo separadas por meio da ligagao
entre a biotina ligada em forma cruzada a 2m e estreptavidina que foram
quimicamente ligadas de forma cruzada a superficie ativada das células de
fluxo. O ensaio foi entdo realizado passando sTCR pelas superficies das
diferentes células de fluxo a uma taxa de fluxo constante, e assim medindo
a resposta a SPR. ,

Como medir a constante de ligacao de equilibrio B
Diluicdes sucessivas do sTCR MEL do tipo selvagem ou altera-

do foram preparadas e injetadas a uma taxa de fluxo constante de 5 p/min
em duas células de fluxo diferentes; uma revestida com ~1000 RU do com-
plexo AAGIGILTV-HLA-A*0201 especifico, a segunda revestida com ~100
RU do complexo HLA-A2 -peptidio inespecifico. A resposta foi normalizada
para cada concentragao usando a medida da célula de controle. A resposta dos
dados normalizados foi representada graficamente versus a concentragdo da
amostra de TCR e ajustada a uma hipérbole para calcular a constante de liga-
¢do de equilibrio, Kp. (Price & Dwek, Principles and Problems in Physical'
Chemistry for Biochemists (2nd Edition) 1979, Clarendon Press, Oxford).-

Como medir pardmetros cinéticos
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Para TCRs de alta afinidade o Kp foi determinado medindo-se
experimentaimente a constante da taxa de dissociagcao, kd, e a constante da
taxa de associacao, ka. A constante de equilibrio Kp foi calculada como kd/ka.

TCR foi injetado em duas células diferentes, uma revestida com
~300 RU do complexo HLA-A2-AAGIGILTV especifico, a segunda revestida
com ~300 RU do complexo HLA-A2 -peptidio inespecifico. A taxa de fluxo foi

ajustada em 50 pl/min. Tipicamente foram injetados 250 pl de TCR a uma
concentragdo de ~3 pM. Tampdo foi entédo circulado até a resposta retornar
a-linha basal. Os parametros cinéticos foram calculados usando o software
Biaevaluation. A fase de dissociacao também foi ajustada a uma equagao
de decomposicao exponencial simples permi'tindo o célculo da meia-vida.
Resultados |

A interagao entre um TCR MEL do tipo selvagem soluvel e liga-
do a dissulfeto (consistindo nas cadeias o e  de TCR descritas em detalhes
nas SEQ ID N°° 9 e 10 respectivamente) e o complexo AAGIGILTV-HLA-
A*0201 foi analisada usandd os métodos acima e apresentou um Kp de 4
uM. (Vide figura 12 para a curva de resposta Biacore). .

TCRs contendo o uso da regido varidvel especificado na tabela

| a seguir apresentam um Kp menor ou igual a 3 uM. Com base em experién-
cias com TCRs de alta afinidade diferentes dos TCRs MEL da presente in-
vengao (vide por exemplo Li et al., Nature Biotech 2005 23 (3): 349-354) es-
pera-se que alguns ou todos os TCRs especificados na tabela a seguir te-
nham um ko_ﬁ de 1 x 10° s'1 ou mais baixo, € na verdade isto mostrou ser o
caso pela preparacao de TCRs soluveis cdmpreendendo estes dominios

variaveis (vide Tabela 1 abaixo).

Seqliéncia da regido variavel | Sequiéncia da regiao variavel
da cadeia-alfa, " | da cadeia-beta,

SEQ ID N® SEQ ID N°

11 _ ’ 2

12 | 2

13 | 2

14 2
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Sequéncia da regiao variavel

da cadeia-alfa,

Sequéncia da regido variavel

da cadeia-beta,

SEQ ID N° SEQ ID N°
15 2
16 2
17 2
18 2
19 2
20 2
21 2
22 2
23 2
24 2
47 2
48 |2
49 2
50 2
51 2
52 2
53 _ 2
11 54
11 55
11 56
11 57
11 58
11 59
11 60
11 61
11 62
1 63

11

(o))
g
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Sequéncia da.regido variavel | Sequéncia da regido variavel

da cadeia-alfa, da cadeia-beta,

SEQID N° SEQ ID N®

11 65

11 66

11 67

Seqliéncia da. re- Séqiiéncia da re- | Afinidade | Taxa dé separa-
giao variavel da|giao variavel da | (KD)nM cao ("off-rate")
cadeia-alfa cadeia-beta (Koff) 1/s '
SEQ ID N° SEQ ID N°

11 2 6,4 3,26 x 10°

47 12 6,1 1,21 x 10°

48 2 3,2 6,56 x 10™

53 2 10,6 1,8x10°

11 54 0,42 2,3x10*

11 55 0,52 2,04 x 10

11 |56 0,82 2,2x10™

11 57 0,61 1,73x 10"

11 58 0,40 1,55 x 10"

11 62 0,57 2,06 x 10

11 65 1,0 1,14 x 10™

11 66 1,9 1,62 x 10™

Tabela 1 - Dados da Biacore para a interagdo de TCRs MEL soluveis, de
alta afinidade e ligados a dissulfeto compreendendo regides variaveis defini-
das e 0 AAGIGILTV-HLA-A*0201 peptidio-MHC cognato.
Exemplo 5 — Produgdo de uma proteina de fusdo de TCR MEL
de alta afinidade soluvel - IL-2 humana WT
~Os métodos substancialmente como descritos nos exemplos 1 a
3 podem ser usados para produzir uma proteina de fusdo de TCR MEL de
alta afinidade soluvel - IL-2 humana WT. Em resumo, o DNA codificando o
ligador desejado e a IL-2 humana WT sao adicionados a extremidade 3’ da
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sequéncia de DNA da cadeia-beta do TCR MEL do tipo selvagem soluvel e
ligado a dissulfeto imediatamente antes do codon TAA ("de terminagao”). A
figura 9b mostra a sequéncia de aminoacidos de uma proteina de fusdo
compreendendo uma cadeia-beta do TCR MEL do tipo selvagem ligado a
dissulfeto fundida & IL-2 humana WT via uma sequéncia ligadora (SEQ ID
N° 30). A porcéo ligadora e a porgdo IL-2 desta proteina de fusao estéo indi-
cadas em italico. O DNA codificando esta construgdo pode ser entao ligado
ao pEX202. A proteina de fusdo de TCR MEL de alta afinidade - IL-2 pode
ser entdo expressa combinando-se esta proteina de fusao de cadeia-beta
com uma cadeia alta do TCR MEL de alta afinidade soluvel e ligado a dissul-
feto contendo qualquer uma das regides varidveis descritas em detalhas na
figura 6 (SEQ ID N°%: 11 — 24) usando os métodos substancialmente da ma-
neira descrita no exemplo 3. Por exemplo, a figura 9a (SEQ ID N° 29) mos-
tra a seqUéncia de aminoacidos de uma cadeia-alfa do TCR MEL dé alta
afinidade sollvel e ligado a dissulfeto contendo a regiéao variavel descrita em
detalhes nas SEQ ID N° 11,

Exemplo 6 — Ensaio ELISPOT para avaliar a inibigdo in vitro da
ativagdo de células-T citotoxicas (CTL) por TCRs Mel C1cWT Mel de alta
afinidade soltveis ' |

O método a seguir proporciona um meio de avaliagéo da capa-
cidade de TCRs Mel de alta afinidade Mel c1 cWT péra inibir a ativagao de
clones de células-T reativos com AAGIGILTV-HLA-A*0201.

O TCR Mel de alta afinidade soluvel Mel c1 cWT utilizado nesta
experiéncia continha o dominio variavel da cadeia-alfa do TCR Mel e regioes
variaveis da cadeia-beta do TCR Mel WT de (SEQ ID N2 11) e (SEQ ID N®
2) respectivamente. As seqUénCias de aminoacidos completas das cadeia-
alfa e beta de TCR deste TCR soluvel e ligado a dissulfeto estao mostradas
na figura 9a (SEQ ID N2 29) e na figura 5b (SEQ ID N° 10) respectivamente.
Reagentes: |

Meio de ensaio: 10% de FCS (heat-inactivated, Gibco, cat#
- 10108-165), 88% de RPMI 1640 (Gibco; cat# 42401-018), 1% de glutamina
(Gibco, cat# 25030-024) e 1% penicilina/estreptomicina (Gibco, cat# 15070-063).
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Tampao de lavagem: 0,01 M de PBS/0,05% de Tween 20 (1 sa-
ché de solugido salina tamponada com fosfato com Tween 20, pH 7,4 da
Sigma, Cat. # P-3563 dissolvido em 1 litro de agua destilada da a composi-
cdo final 0,01 M de PBS, 0,138 M de NaCl, 0,0027 M de KCI, 0,05 % de
Tween20).

PBS (Gibco, cat#10010-015).

Kit Diaélohe EliSpot (IDS): O kit EliSpot contém todos os outros
reagentes necessarios, isto €, anticorpos de captura e de detecgao, leite em
pé desnatado, BSA, estreptavidina-fosfatase alcalina, solugdo de BCIP/NBT
(IFN-y humano PVDF Eli-spot 20 x 96 cavidades com placas (IDS cat# DC-
856.051.020, DC-856.000.000. |

O método a seguir baseia-se nas instrugdes dos fabricantes for-
necidas com cada kit mas contém algumas alterag¢oes.

Metodo

100 pl de anticorpo de captura foram diluidos em 10 mt de PBS
estéril por placa. 100 pl do anticorpo de captura diluido foram divididos em
aliquotas e introduzidos em cada cavidade e deixados por uma noite a 4°C,
ou por 2 horas a temperatura ambiente. As placas foram entdo lavadas trés
Vezes com 450 ul de tampéao de lavagem, lavadora de placas de 96 cavida-
des Ultrawash, (Thermo Life Sciences) para remover o excesso de anticorpo
de.captura. 100 pl de leite desnatado a 2% foram entéo adicionados a cada
cavidade. (Um frasco de leite em pd desnatado fornecido com o kit
ELISPOT foi dissolvido ém 50 mi de PBS estéril). As placas foram entao
“incubadas a temperatura ambiente por duas horas antes de serem lavadas
mais trés vezes com 450 ml de tampao de lavagem, lavadora de placas de
96 cavidades Ultrawash, (Thermo Life Sciences).

Células cancerosas alvo Mel 624 e Mel 526 foram desprendidas
de seus balbes de cultura de tecido usando tripsina, lavadas uma vez por
centrifugagdo (280 x g por 10 minutos) em meio de ensaio e ressuspendidas
a 1x 10%ml no mesmo meio. 50 ul desta suspensdo foram entao adiciona-
 dos a placa de ensaio para dar um nimero total de células-alvo de 50.000

células/cavidade.
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Células-alvo T2 pulsadas com ELAGIGILTV também foram usa-
das como controle. Este peptidio analogo foi usado ja que ele tem maior
afinidade para HLA-A*0201 do que o peptidio WT.

Estas células pulsadas com peptidio foram lavadas uma vez por
centrifugagao (280 x g por 10 minutos) em meio de ensaio e ressuspendidas
a 1 x 10%ml no mesmo meio. 50 ul desta suspensao foram entédo adiciona-
dos a placa de ensaio para dar um numero total de células-alvo de 50.000
células/cavidade.

Um clone de células-T (KA/CS) (células efetoras), produzido por
estimulacao autéloga com o peptl’dio ELAGIGILTV, foi colhido por centrifu-
gacgéo (280 x g por 10 minutos) e ressuspendido a 1 x 10° células/ml no
meio de ensaio para dar 5000 células/cavidades quando 50 pl foram adicio-
~ nados a placa de ensaio.

Os TCRs Mel de alta afinidade soltuveis do TCR Mel de alta afi-
nidade Mel ¢1 ¢cWT foram diluidos no meio de ensaio a uma concentragcao
de 3x para dar uma concentragao final de 1x quando 50 ul foram adiciona-
dos a placa em um volume final de 150 pl. A faixa de concentragao dos T-
CRs Mel de alta afinidade testados foi de 1 uM- 1 nM.

'Foram entdo preparados cavidades contendo os seguintes itens
(o volume de reacéo final em cada cavidade foi de 100 pl):

Amostras de teste (adicionadas em ordem)

50 wl de células-alvo Mel 624 ou Mel 526.

50 ul da concentragdo desejada de TCRs Mel c1 cWT de alta
afinidade soluveis. ,
50 ul de células efetoras do clone da célula T KA/C5.

Controles negativos

50 ul de células-alvo
50 ul da concentragao mais alta de TCRs Mel c1 cWT de alta
afinidade soluveis.
50 pl de meio de ensaio e
50 pl de células efetoras
- 50 ul da concentragdo mais alta de TCRs Mel ¢1 ¢cWT de alta
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afinidade soluveis

50 ul de meio de ensaio e

50 ul de células efetoras

50 pl de células-alvo

50 ul da concentragdo mais alta solivel de um mTCr de alta afi-
nidade (especifico para HLA-A*0201- Tax) irrelevante

50 ul de meio de ensaio

Controles positivos
50 ul de células-alvo Mel 624, Mel 526, ou T2 pulsadas com

peptidio
- 50 ul de células éfetoras
50 pl de meio de ensaio
As placas foram ent&o incubadas por uma noite a 37°C/5% COs..
As placas foram entéo lavadas seis vezes com tampé&o de lavagem antes de
ser extraido o excesso de tamp&o. 550 ul de agua destilada foram entao
adicionados a cada frasco de anticorpo de detecgao fornecidd com o kit
ELISPOT para preparar uma solugao dilui‘da.}100 w da solugéo diluida de
anticorpo de détecgéo foram entdo ainda diluidos em 100 ml de PBS/1% de

BSA por placa e 100 ul da solugéo diluida de anticorpo de detecgéo foram

divididos em aliquotas e introduzidos em cada cavidade. As placas foram
entdo incubadas a températura ambiente por 90 minutos. _

Depois deste periodo as placas foram lavadas trés vezes com
tampao de lavagem (trés vezes com 450 pl de tamp&o de lavagem, lavadora
de placa de »96 cavidades Ultrawash (Thermo Life Sciences) e drenadas até
a secura. 10 ul de estreptavidina-fosfatase alcalina foram entéo diluidos com

10 ml de PBS/1% de BSA por placa e 100 pl da estreptavidina diluida foram

adicionados a cada cavidade e incubados & temperatura ambiente por 1 ho-
ra. As placas foram entdo novamente lavadas trés vezes com 450 ul de
tampao de lavagem e drenadas até a secura.

100 pl da solugdo suprida com BCIP/NBT foram adicionados a
cada cavidade e as placas foram cobertas com folha de aluminio e deixadas
desenvolver por 5 - 15 minutos. As placas foram verificadas regularmente
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durante este periodo quanto a formagao de manchas para decidir quando
terminar a reacio.

As placas foram entdo lavadas vigorosamente com agua doce e
sacudidas antes de serem colocadas de lado e deixadas secar sobre a ban-
cada.

Uma vez secas, as placas foram lidas usando urha leitora
ELISPOT (Autoimmun Diagnotistika, Alemanha).

O numero de manchas que apareceram em cada cavidade é
proporcional.ao nimero de células-T ativadas. Portanto, qualquer redugao -
no numero de manchas nos cavidades contendo o TCR Mel de-alta afinida-
de indica inibigdo da ativagéo do clone KA/C5 CTL. |
Resultados

Como mostrado na figura 16 os TCRs Mel de alta afinidade so-
liveis c1 cWT foram eficazes em inibir a ativagao do clone KA/C5 CTL. Es-
tes dados indicam que foi obtido 100% de inibicdo da ativagdo de CTL u-
sando 1 uM de TCRs Mel de alta afinidade soluveis c1 cWT.

Exemplo 7 — Comparagdo dos niveis de expressdo de TCR em
células Jurkat transfectadas com DNA otimizado com cédon e DNA n&o oti-
mizado com cdédon codificando um TCR MEL de alta afinidade (c1c WT,B) 4
x 10° células Jurkat cultivadas em RMPI contendo 10% de células de meio

- de soro de bezerro fetal inativadas com calor foram lavadas em meio livre
de soro e transfectadas com:

a) 5 pg de plasmidio livre de endotoxina pClneo contendo a se-
quiéncia ndo otimizada com cédon codificando a cadeia do TCR mutante de
comprimento integral MELa ¢1 mais 5 pg de plasmidio livre de'endotdxina
pCl contendo a sequéncia nao otimizada com codon codificando a cadeia do
TCR de comprimento integral MELP wt (as ORFs destas seqiiéncias estdo
mostradas na figura 18 (SEQ ID N2 46) e na figura 17b (SEQ ID N° 45) res-
pectivamente); ou ‘

b) 5 pg de plasmidio livre de endotoxina pClneo contendo uma
cadeia do TCR mutante de comprimento integral MELo ¢1 otimizada com
cédon de ORF mais 5 pg de plasmidio livre de endotoxina pCl contendo
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uma cadeia do TCR de comprimento integral MELp. otimizada com c6don de
ORF (as ORFs destas sequiéncias estdo mostradas na figura 12a (SEQ 1D
' N2 33) e na figura 15a (SEQ ID N° 39) respectivamente).

A transfeccéo foi obtida por eletroporagdo usando cubetas de
0,4 cm usando condicdes de 0,27 kV e 975 pF em um aparelho Genepulser
BioRad.

As células foram colocadas em 6 ml de RPMI contendo 20% de
soro de bezerro fetal inativadas com calor a 37°C por 72 horas.

As células foram coloridas em um volume de 100 ul de PBS u-
sando 1 pi (0,54 ug) do tetramero estreptavidina p/HLA-A2 marcado com PE
(o peptidio foi o peptidio de MEL heteroclitico ELAGIGILTV ou um peptidio
de NY-ESO de controle negativo SLLMWITQC). -

Depois de 20 mi_nUtos a temperatura ambiente as células foram
lavadas uma vez com 5 ml de RPMI e ressuspendidas em 800 pl de RPMlI e
analisadas em instrumento FC500 Beckman Coulter.

Resultados
Os dados de coloragdao com FACs mostrados na figura 19a e na

figura 19b sdo o nivel de coloragéo do tetrdmero de pMHC cognato obtido
| para células Jurkat transfectadas com o DNA néo otimizado com cédon e o
DNA otimizado com cédon codificando o TCR MEL c1 alfa / WT beta. Estes
dados demonstraram que foi obtido um nivel alto de expressao de superficie
de TCR usando o DNA otimizado com cédon comparado com aquele obtido

usando o DNA n3o otimizado com cédon correspondente.
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LISTAGEM DE SEQUENCIA

<116> ‘Avidex Ltd
Jakobsen, Bent K
Liddy, Nathaniel R
<120> RECEPTORES DE CELULAS-T MELANO-A DE ALTA AFINIDADE
<130> 77MG
<140> PCT/GB2006/001980
<141> 2006-05-31
<150> GB 0511124.0
<151> 2005-05-31
<160> 78

<170> PatentIn version 3.3

<210> 1
<211> 110
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 1
Met Gln Lys Glu Val Glu Gln Asn Ser Gly Pro Leu Ser Val Pro Glu

1 5 10 15

Gly Ala Ile Ala Ser Leu Asn Cys Thr Tyr Ser Asp Arg Gly Ser Gln

20 25 : 30

Ser Phe Phe Trp Tyr Arg Gln Tyr Ser Gly Lys Ser Pro Glu Leu Ile

35 40 45

Met Phe Ile Tyr Ser Asn Gly Asp Lys Glu Asp Gly Arg Phe Thr Ala

50 55 60

Gln Leu Asn Lys Ala Ser Gln Tyr Val Ser Leu Leu Ile Arg Asp Ser

65 70 75 : 80
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Gln Pro Ser Asp Ser Ala Thr Tyr Leu Cys Ala Val Asn Val Ala Gly

85

90

Lys Ser Thr Phe Gly Asp Gly Thr Thr Leu Thr Val Lys Pro

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Met Ser Gln Thr

Gly Ser

Asn Leu

Phe Tyr

50

Leu Ser

65

.LYS Leu

Thr Gly

2

115

PRT .

100

Homo sapiens

2

Pro

Tyr

35

Ser

Ala

Leu

Leﬁ

Leu

20

Trp

val

Ser

Leu

Gly

100

Ile

Ser

Tyr

Gly

Arg

Ser

85

Thr

His

Leu

Arg

Ile

Pro

70

Asp

Gly

Gln

Glu

.Gln

Gly

55

Gln

-Ser

Glu

Trp

Cys

Ala

40

Gln

Asp

Gly

Leu

105

Pro

Thr

25

Ala

Ile

Arg

Phe

Phe

105

Ala Thr

10

vVal Glu

Gly Arg

Ser Ser

Gln Phe

75

Tyr Leu

90

Phe Gly

Leu

Gly

Gly

Glu

60

Ile

Cys

Glu

val

Thr

Leu

45

val

Leu

Ala

Gly Ser

110

Gln

Ser

30

Gln

Pro

Ser

Trp

110

95

Pro

15

Asn

Leu

Gln

Ser

Ser

95

Arg

val

Pro

Leu

Asn

Lys

80

Glu

Leu



Thr val Leu

115

<210> 3
<211>A 621
<212>
<213>
<400> 3

atgcaaaaag
tctctcaact
tctgggaaaa
aggtttacag
cagcccagtg
ggggatggga
cagctgagag
caaacaaatg
gacatgaggt
tttgcatgtg

ccagaaagtt

<210> ¢4
<211> 744
<212> DNA
<213>
<400> 4

atgtctcaga
tctctggagt
gcaggcaggg
gtgccccaga
aagctcctcc

accggggage

gtgttcccac

DNA

Homo sapiens

aagttgaaca

gcacttacag

gccctgagtt

cacagctcaa

attcagccac

ctacgctcac

aétctaagtc

tgtcacaaag
ctatggactt

caaacgcctt

cctaagcttg

Homo sapiens

ctattcatca
gcactgtgga
gccteccaget
atctctcagc
tcagtgactc
tgttttttgg

ccgaggtcgce

aaattctgga
tgaccgaggt’
gataatgttc
taaagccagc
ctacctctgt
tgtgaagcca
gagtgacaag
taaggattct
caagagcaac
caacaacagc

a

atggccagcg
gggaacatca
gctcttctac
ctccagacce
tggcttctat
agaaggctct

tgtgtttgag

49

cccctcagtg
tcccagtect
atatactcca
cagtatgttt
gccgtgaacy
aatatccaga
tctgtctgcec
gatgtgtata
agtgctgtgg

attattccag

accctggtgce

aaccccaacc
tccgttggta
caggaccggc
ctctgtgect
aggctgaccg

ccatcagaag

ttccagaggg
tcttctggta
atggtgacaé
ctctgctcat
ttgcaggcaa
accctgaccc
tattcaccga
tcacagacaa
cctggagcaa

aagacacctt

agcctgtggg
tatéctggta
ttggccagat
agttcatcct
ggtccgagac
tactggagga

cagagatctc

agccattgece
cagacaatat
agaagatgga
cagagactcc
atcaaccttt
tgccgtgtac
ttttgattct
aactgtgcta
caaatctgac

cttcccecagce

cagcccgete
ccgacaggct
cagctctgag

gagttctaag

agggttaggce

cctgaaaaac

ccacacccaa

60
120 °
180
240
300
360
420

480

© 540

600

621

60
120
150
240
300
360

420



aaggccacac
tgggtgaatg
cagcccgecee
ttctggcagg
aatgacgagt

tggggtagag

<210> 5

<211> 204

<212> PRT

<213> Homo

<400> 5
Met Gln Lys

1

Gly Ala Ile

Ser Phe Phe

35

Met Phe Ile

50

Gln Leu Asn

65

Gln Pro Ser

Lys Ser Thr

ﬁggtgtgcct
ggaaggaggt
tcaatgactc
acccccgcaa
ggacccagga

cagactaagc

sapiens

Glu val

Ala Ser

20

Trp Tyr

Ser

Tyr

Lys Ala

70

Asp Ser

‘85
Phe Gly

100

Glu

Leu

Arg

Asn

Ser

Ala

Asp

ggccaccggt
gcacagtggg
cagatacgct
ccacttccgce
tagggccaaa

ttga

Gln Asn

Asn Cys

Gln Tyr

40
Gly Asp
55

Gln Tyr

Thr

Tyr

Gly Thr

50

ttctaccccg
gtcagcacag
ctgagcagcc
tgtcaagtcc

ccecgtcaccce

Ser Gly Pro

10

Thr Tyr Ser

25

Ser Gly Lys

Lys Glu Asp

Val Ser Leu

75

Leu Cys Ala

90
Thr

Thr Leu

105

accacgtgga
acccgcagcece
gcctgagggt
agttctacgg

agatcgtcag

Leu Ser

Asp Arg

30
Ser Pro
45
Gly Arg
60

Leu Ile

val

Asn

val Lys

val

Gly

Glu

Phe

Arg

val

Pro

gctgagetgg
cctcaaggag
ctcggccacc
gctctcggag

cgccgaggcec

Pro Glu

15

Ser Gln

Leu Ile

Thr Ala

Asp Ser

80

Ala

Gly

95

Asn Ile

110

480

540

600

660

720

744



51

Gln Asn Pro Asp Pro Ala Val Tyr Gln Leu Arg Asp Ser Lys Ser Ser

115 - 120 125

Asp Lys Ser Val Cys Leu Phe Thr Asp Phe Asp Ser Gln Thr Asn Val

130 ‘ 135 _ 140

Ser Gln Ser Lys Asp Ser Asp Val Tyr Ile Thr Asp Lys Thr Val Leu

145 150 155 160

Asp Met Arg Ser Met Asp Phe Lys Ser Asn Ser Ala Val Ala Trp Ser

165 170 : 175

Asn Lys Ser Asp Phe Ala Cys Ala Asn Ala Phe Asn Asn Ser Ile Ile

180 . 185 190

Pro Glu. Asp Thr Phe Phe Pro Ser Pro Glu Ser Ser

195 200
<210> 6
<211> 245 )
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 6
Met Ser Gln Thr Ile His Gln Trp Pro Ala Thr Leu Val Gln Pro Val

1 5 10 ' 15

Gly Ser Pro Leu Ser Leu Glu Cys Thr val Glu Gly Thr Ser Asn Pro

20 25 30

Asn Leu Tyr Trp Tyr Arg Gln Ala Ala Gly Arg Gly Leu Gln Leu Leu

35 40 45



Phe

Leu

65

Lys

Thr

Thr

"Phe

val

145

Trp

Pro

Ser

Phe

Tyr

50

Ser

Leu

Gly

val

Glu

130

Cys

val

Leu

Arg

Arg

Ser

Ala

Leu

Leu

Leu

115

Pro

Leu

Asn

Lys

Leu

195

Cys

val

Ser

Leu

Gly

100

Glu

Ser

Ala

Gly

Glu

180

Arg

Gln

Gly

Arg

Ser

85

Thr

Asp

Glu

Thr

Lys

165

Gln

val

val

Ile

Pro

70

Asp

Gly

Leu

Ala

Gly

150

Glu

Pro

Ser

Gln

Gly

55

Gln

Ser

Glu

Lys

Glu

135

Phe

val

Ala

Ala

Phe

Gln

Asp

Gly

Leu

Asn

120

Ile

Tyr

His

Leu

Thr

200

Tyr

Ile

Arg

Phe

Phe

105

Val

Ser

Pro

Ser

Asn

185

Phe

Gly

52

Ser

Gln

Tyr

90

Phe

Phe

His

Asp

Gly

170

Asp

Trp

Leu

Ser

Phe

75

Leu

Gly

Pro

Thr

His

155

Val

Ser

Gln

Ser

Glu

60

Ile

Cys

Glu

Pro

Gln

140

‘Val

Ser

Arg

Asp

Glu

Val

Leu

Ala

Gly

Glu

125

Lys

Glu

Thr

Tyx

Pro

205

Asn

Pro

Ser

Trp

Ser

110

val

Ala

Leu

Asp

Ala

190

Arg

Asp

Gln

Ser

Ser

95

Arg

Ala

Thr

Ser

Pro

175

Leu

Asn

Glu

Asn

Lys

80

Glu

Leu

Val

Leu

Trp

160

Gln

Ser

His

Trp



53

210 215 220

Thr Gln Asp Arg Ala Lys Pro Val Thr Gln Ile Val Ser Ala Glu Ala

225 230 235 240

Trp Gly Arg Ala Aép

245

<210> 7

<211> 628

<212> DNA

<213> Seqiliéncia Artificial

<220>

<223> Codificag¢do de DNA em uma cadeia-alfa MEL TCR soluvel no cédon Cys
apresentado e sitios de reconhecimento de enzimas restritas

<400> 7

tatacatatg caaaaagaag ttgaacaaaa ttctggaccc ctcagtgttc cagagggagce 60

cattgcctct ctcaactgca cttacagtga ccgaggttcc cagtccttct tctggtacag 120

acaatattct‘éggaaaagcc ctgagttgat aatgttcata tacﬁccaatg gtgacaaaga 186

agatggaagg tttacagcac agctcaataa agccagccag tatgtttctc tgctcatcag 240

agactcccag cccagtgatt cagccaccta cctctgtgee gtgaacgttg caggcaaatc 300

aacctttggg gatgggacta cgctcactgt gaagccaaat atccagaacc ctgaccctgce 360

cgtgtaccag ctgagagact ctaagtcgag tgacaagtct gtctgcctat tcaccgattt 420

tgattctcaa acaaatgtgt cacaaagtaa ggattctgat gtgtatatca cagacaaatg 480

tgtgctagac afgaggtcta tggacttcaa gagcaacagt gctgtggcct ggagcaacaa 540

atctgacttt gcatgtgcaa acgccttcaa caacagcatt attccagaag acaccttctt 600

ccecagecca gaaagttect aagcttga 628

<210> 8

<211> 751

<212> DNA

<213> Seqiiéncia Artificial



<220>

<223>

apresentado e sitios de reconhecimento de enzimas restritas

<400> 8

tatacatatg
cccgcectctct
acaggctgca
ctctgaggtg
ttctaagaag
gttaggcacc
gaaaaacgtg"
.cacccaaéag
gagctggtgg
caaggagcag
ggccaccttc
ctcggagaat
cgaggcctgg
<210> 9

<211> 204
<212> PRT
<213>
<220>
<223>
<40d> 9

Met Gln Lys

1

Gly Ala Ile

Ser Phe Phe

tctcagacta
ctggagtgca
ggcaggggcec
ccccagaatc
ctcctectea
ggggagctgt
ttcccacccg
gccacactgg
gtgaatggga
ccecgeectea
tggcaggacc
gacgagtgga

ggtagagcag

Glu val Glu Gln Asn Ser

5
Ala
20

Trp

35

Met Phe Ile

50

Tyx

ttcatcaatg

ctgtggaggg

tccagcectgcet
tctcagectce
gtgacfctgg
tttttggaga
aggtcgetgt
tgtgcctggce
aggaggtgca
atgactccag
ccecgcaacca
cccaggatag

actaagcttg

Seqiiéncia Artificial

Ser Leu Asn Cys

Tyr Arg Gln Tyr

40

Ser Asn Gly Asp

55

54

gccagcgacc
aacatcaaac
cttctactcc
cagaccccag
éttctatctc
éggctctagg
gtttgagcca
caccggﬁttc
cagtggggtc
atacgctctg
cttcegetgt
ggccaaaccc

a

10
Thr
25

Ser

Lys

ctggtgcagc
cccaacctat
gttggtattg
gaccggcagt
tgtgcctggt
ctgaccgtac
gcagaagcag
taccccgacc
tgcacagacc
agcagccgcece
caagtccagt

gtcacccaga

Gly Pro Leu Ser Vval Pro

Tyr Ser Asp Arg Gly Ser

30

Gly Lys Ser Pro Glu Leu

45

Glu Asp Gly Arg Phe Thr

60

ctgtgggcag
actggtaccg
gccagatcag
tcatcctgag
ccgagacagg
tggaggacct
agatctccca
acgtggagct
cgcagcccct
tgagggtctc

tctacgggcet

‘tcgtcagcege

Solugdo de cadeia-alfa Mel TCR apresenténdo residuo Cys

Glu

15

Gln

Ile

Ala

Codificacdo de DNA em uma cadeia-beta MEL TCR soluvel no cdédon Cys

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

751



55

Gln Leu Asn Lys Ala Ser Gln Tyr Val Ser Leu Leu Ile Arg Asp Ser
65 70 75 80
Gln Pro Ser Asp Ser Ala Thr Tyr Leu Cys Ala Val Asn Val Ala Gly
85 ‘ 920 95
Lys Ser Thr Phe Gly Asp Gly Thr Thr Leu Thr Val Lys Pro Asn Ile
100 : 105 110
Gln Asn Pro Asp Pro Ala Val Tyr Gln Leu Arg Asp Ser Lys‘Ser Ser
115 120 125
Asp Lys Ser Val Cys Leu Phe Thr Asp Phe Asp Ser Gln Thr Asn Val
130 - 135 140
Ser Gln Ser Lys Asp Ser Asp Val Tyr Ile Thr Asp Lys Cys Val Leu
i45 150 155 160
Asp Met Arg Sér Met Asp.Phe Lys Ser Asn Ser Ala val Ala Trp Ser
165 170 o 175
Asn Lys Ser Asp Phe Ala Cys Ala Asn Ala Phe Asn Asg Ser Ile Ile
180 185 : 196

Pro Glu Asp Thr Phe Phe Pro Ser Pro Glu Ser Ser

195 200
<210> 10
<211> 245
<212> PRT

<213> Seqiiéncia Artificial

<220>

<223> Solucdo de cadeia-beta Mel TCR apresentando residuo Cys
<400> 10

Met Ser Gln Thr Ile His Gln Trp éro Ala Thr Leu Val Gln Pro Val .

1 5 10 ' 15

Gly Ser Pro Leu Ser Leu Glu Cys Thr val Glu Gly Thr Ser Asn Pro
20 25 30
Asn Leu Tyr Trp Tyr Arg Gln Ala Ala Gly Arg Gly Leu Gln Leu Leu

35 40 45



Phe

Leu

65

Lys

Thr

Thr

Phe

val

145

Trp

Pro

Ser

Phe

Thr

225

Trp

Tyr
50

Ser

Leu

Ser

Ala

Leu

Gly Leu

Val

Glu

130

Cys

val

Leu

Arg

Arg

210

Gln

Gly

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

Leu

115

Pro

Leu

Asn

Lys

Leu

195

Cys

Asp

Arg

11

110

PRT

val

Ser

Leu

Gly

100

Glu

Ser

Ala

Gly

Glu

180

Arg

Gln

Arg

Ala

Gly

Arg

Ser

85

Thr

Asp

Glu

Thr

Lys

165

Gln

Val

val

Ala

Asp

245

Ile

Pro

70

Asp

Gly

Leu

Ala

Gly

150

Glu

Pro

Ser.

Gln

Lys

230

Gly

55

Gln

Ser

Glu

‘Lys

Glu

135

Phe

val

Ala

Ala

Phe

215

Pro

Sequéncia Artificial

Gln

Asp

Gly

Leu

Asn

120"

Ile

Tyr

His

Leu

Thr

200

Tyr

val

Ile

Axrg

Phe

Phe

105

val

Ser

Pro

Ser

Asn

185

Phe

Gly

Thr

56

Ser

Gin

Tyr

90

Phe

Phe

His

Asp

Gly

Ser
Phe
75

Leu
Gly
Pro
Thr
His

155

val

170 -

Asp

Trp

Leu

Gln

Ser

Gln

Ser

Ile

235

Glu

60

Ile

Cys

Glu

?ro

Gln

140

val

Cys

Arg

Asp

Glu

220

val

val

Leu

Ala

Gly

Glu

125

Lys

Glu

Thr

Tyr

Pro

205

Asn

Ser

Pro

Ser

Trp

Ser

110

val

Ala

Leu

Asp

Ala

190

Arg

Asp

Ala

Gln

Ser

Ser

95

Arg

Ala

Thr

Ser

Pro

175

Leu

Asn

Glu

Glu

Asn
Lys
80
Glu
Leu
vVal
Leu
Trp
160
Gln
Ser
His

Trp

Ala

240
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<223> Dominio varidvel de cadeia-alfa Mel TCR de alta-afinidade
<400> 11
Met Gln Lys Glu Val Glu Gln Asn Ser Gly Pro Leu Ser val Pro Glu

1 5 10 15

Gly Ala Ile Ala Sér Leu Asn Cys Thr Tyr Ser Asp Arg Gly Ser Gln

20 25 30

Ser Phe Phe Trp Tyr Arg Gln Tyr Ser Gly Lys Ser Pro Glu Leu Ile

35 - . 40 45

Met Phe Ile Tyr Ser Asn Gly Asp Lys Glu Asp Gly Arg Phe Thr Ala

50 55 60

Gln Leu Asn Lys Ala Ser Gln Tyr Val Ser Leu Leu Ile Arg Asp Ser

65 70 75 80

Gln Pro Ser Asp Ser Ala Thr Tyr Leu Cys Ala Val Asn Asp Gly Gly

85 90 95

Arg Leu Thr Phe Gly Asp Gly Thr Thr Leu Thr Val_Lys Pro

100 : 105 110

<210> 12
<211> 110
<212> PRT

<213>. Seqliéncia Artificial

<220>

<223> Dominio varidvel de cadeia-alfa Mel fCR de alta-afinidade
<400> 12

Met Gln Lys Glu Val Glu GlnrAsn Ser Gly Pro Leu Ser Val Pro Glu

1 5 10 15



Gly Ala Ile Ala Ser

20

Ser Phe Phe Trp Tyr

35

Met Phe Ile Tyr Ser

50

Gln Leu Asn Lys Ala

65

Gln Pro Ser Asp Ser

85

Arg Leu Thr Phe Gly

<210>
<211>
<212>
<213>
‘<220>
<223>

<400>

100

13

110 -

PRT

Leu

Arg

Asn

Ser

70

Ala

Asp

Asn

Gln

Gly

55

Gin

Thr

Gly

Seqgiiéncia Artificial

Cys

Tyr

40

Asp

Tyr

Tyr

Thr

Thr

25

Ser

Lys

Val

Leu

Thr

105

58

Tyr

Gly

Glu

Ser

Cys

90

Leu

Ser

Lys

Asp

Leu

75

Ala

Thr

Asp

Ser

Gly

60

Leu

val

val

Arg

Pro

45

Arg

Ile

Asn

Lys

Gly

30

Glu

Phe

Arg

val

Pro

110

Ser

Leu

Thr

Asp

Gly

95

Gln

Ile

Ala

Ser

80

Gly

Dominio varidvel de cadeia-alfa Mel TCR de alta-afinidade

13

Met Gln Lys Glﬁ val Glu GlniAsn Ser Gly Pro Leu Ser Val Pro Glu

1

5

10

15

Gly Ala Ile Ala Ser Leu Asn Cys Thr Tyr Ser Asp Arg Gly Ser Gln

.20

25

30



59

Ser Phe Phe Trp Tyr Arg Gln Tyr Ser Gly Lys Ser Pro Glu Leu Ile

35 40 45

Met Phe Ile Tyr Ser Asn Gly Asp Lys Glu Asp Gly Arg Phe Thr Ala

50 55 60

Gln Leu Asn Lys Ala Ser Gln Tyr Val Ser Leu Leu Ile Arg Asp Ser

65 _ 70 75 80

Gln Pro Ser Asp Ser Ala Thr Tyr Leu Cys Ala Val Asn Asp Ala Gly

85 , 90 : 95

Arg Leu Thr Phe Gly Asp Gly Thr Thr Leu Thr Val Lys Pro

100 105 110

<210> 14
<211> 110
<212> PRT

<213> Seqiiéncia Artificial

<220>

<223> Dominio variavel de cadeia-alfa Mel TCR de alta-afinidade
<400> 14

Met Gln Lys Glu Val Glu Gln Asn Ser Gly Pro Leu Ser val Pro Glu

1 5 _ 10 15

Gly Ala Ile Ala Ser Leu Asn Cys Thr Tyr Ser Asp Arg Gly Ser Gln

20 25 30

Ser Phe Phe Trp Tyr Arg Gln Tyr Ser Gly Lys Ser Pro Glu Leu Ile

35 40 45

Met Phe Ile Tyr Ser Asn Gly Asp Lys Glu Asp Gly Arg Phe Thr Ala



60

50 55 60

Gln Leu Asn Lys Ala Ser Gln Tyr Val Ser Leu Leu Ile Arg Asp Ser

65 70 75 80

Gln Pro Ser Asp Sexr Ala Thr Tyr Leu Cys Ala Val Asn Asp Gly Gly

85 90 95

Lys Leu Thr Phe Gly Asp Gly Thr Thr Leu Thr Val Lys Pro

100 105 . 110

<210> 15
<211> 110
<212> PRT

<213> Seqiiéncia Artificial

<220>

<223> Dominio varidvel de cadeia-alfa Mel TCR de alta-afinidade
<400> 15

Met Gln Lys Glu Val Glu Gln Asn Ser Gly Pro Leu Ser Val Pro Glu

1 5 10 ) 15

Gly Ala Ile Ala Ser Leu Asn CYs Thr Tyr Ser Asp Arg Gly Ser Gln

20 ' 25 : 30

Ser Phe Phe Trp Tyr Arg Gln Tyr Ser Gly Lys Ser Pro Glu Leu Ile

35 40 45

Met Phe Ile Tyr Ser Asn Gly Asp Lys Glu Asp Gly Arg Phe Thr Ala

50 : 55 . 60

Gln Leu Asn Lys Ala Ser Gln Tyr Val Ser Leu Leu Ile Arg Asp Ser

65 ' 70 75 80



61

Gln Pro Ser Asp Ser Ala Thr Tyr Leu Cys Ala Val Asn Asp Gly Gly

85

90

95

Arg Ser Thr Phe Gly Asp Gly Thr Thr Leu Thr val Lys Pro

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<4Q0>

Met Gln

Gly Ala

Ser Phe

Ile Phe

50

Gln Leu

65

Gln Pro

100 105

16
110
PRT

Seqgiiéncia Artificial

110

Dominio varidvel de cadeia-alfa Mel TCR de alta-afinidade

16

Lys Glu Val Glu Gln Asn Ser

Ile Ala Ser Leu Asn Cys Thr

20 25

Phe Trp Tyr Arg Gln Tyr Ser

35 40

Ile Tyr Ser Ash Gly Asp Lys

55

Asn Lys Ala Ser Gln Tyr Val

70

Ser Asp Ser Ala Thr Tyr Leu

85

Gly Pro

10

Tyr Ser

Gly Lys

Glu Asp

Ser Leu

75

Cys Ala

90

Leu

Asp

Ser

Gly

60

Leu

Val

Ser

Arg

Pro

45

Arg

Ile

Asn

Val Pro

15

Gly Ser

30

Glu Leu

Phe Thr

Arg Asp

Val Gly

95

Glu

Gln

Ile

Ala

Ser

80

Gly



62

Tyr Leu Leu Phe Gly Asp Gly Thr Thr Leu Thr Val Lys Pro

100 105 - 110

<210> 17
<211> 110
<212> PRT

<213>  Seqiiéncia Artificial

<220>

<223> Dominio varidvel de cadeia-alfa Mel TCR de alta-afinidade
<400> 17

Met Gln Lys Glu Val Glu Gln Asn Ser Gly Pro Leu Ser Val Pro Glu

1 5 10 15

Gly Ala Ile Ala Ser Leu Asn Cys Thr Tyr Ser Asp Arg Gly Ser Gln

20 25 . 30

Ser Phe Phe Trp Tyr Arg Gln Tyr Ser Gly Lys Ser Pro Glu Leu Ile

35. 40 45

Met Phe Ile Tyr Ser Asn Gly Asp Lys Glu Asp Gly Arg Phe Thr Ala

50 ' - 55 ‘ 60

Gln Leu Asn Lys Ala Ser Gln Tyr Val Ser Leu Leu Ile Arg Asp Ser

65 70 75 80

Gln Pro Ser Asp Ser Ala Thr Tyr Leu Cys Ala Val Asn Pro Gly Gly

85 90 95

Val Leu Thr Phe Gly Asp Gly Thr Thr Leu Thr Val Lys Pro

100 105 110

<210> 18



63

<211> 110

<212> PRT

<213> Seqgiéncia Artificial

<220>

<223>' Dominio variével de cadeia-alfa Mel TCR de alta-afinidade
<400> 18

Met Gln Lys Glu Vval Glu Gln Asn Ser Gly Pro Leu Ser vVal Pro Glu

1 5 10 15

Gly Ala Ile.Ala Ser Leu Asn Cys Thr Tyr Ser Asp Arg Gly Ser Gln

20 - 25 : 30

Ser Phe Phe Trp Tyr Arg Gln Tyr Ser Gly Lys Ser Pro Glu Leu Ile

35 40 45

Met Phe Ile Tyr Ser Asn Gly Asp Lys Glu Asp Gly Arg Phe Thr Ala

50 55 60

Gln Leu Asn Lys Ala Ser Gln Tyr Val Ser Leu Leu Ile Arg Asp Ser

65 70 75 80

Gln Pro Ser Asp Ser Ala Thr Tyr Leu Cys Ala Val Asn Pro Gly Gly

85 90 95

Leu Leu Thr Phe Gly Asp Gly Thr Thr Leu Thr Val Lys Pro

100 105 110

<210> 19
<211> 110
<212> PRT

<213> Seqiéncia Artificial

<220>
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<223> Dominio varidvel de cadeia-alfa Mel TCR de alta-afinidade

<400> 19
Met Gln Lys Glu Val Glu Gln Asn Ser Gly Pro Leu Ser Val Pro Glu

1 5 10 15

Gly Ala Ile Ala Ser Leu Asn Cys Thr Tyr Ser Asp Arg Gly Ser Gln

20 . 25 30

Ser Phe Phe Trp Tyr Arg Gln Tyr Ser Gly Lys Ser Pro Glu Leu Ile

35 - 40 . 45

vMet Phe Ile Tyr Ser Asn Gly Asp Lys Glu Asp Gly Arg Phe Thr Ala

50 ' 55 : 60

Gln Leu Asn Lys Ala Ser Gln Tyr Val Ser Leu Leu Ile Arg Asp Ser

65 70 . 75 ' 80

Gln Pro Ser Asp Ser Ala Thr Tyr Leu Cys Ala Val Asn Ser Gly Asn

8s . 90 95

His Met Thr Phe Gly Asp Gly Thr Thr Leu Thr val Lys Pro

100 105 110

<210> 20

<211> 110
<212> PRT

<213> Seqﬁéncia Artificial

<220>

<223> Dominio varidvel de cadeia-alfa Mel TCR de alta-afinidade
<400> 20 |

Met Gln Lys Glu Val Glu Gln Asn Ser Gly Pro Leu Ser Val Pro Glu

1 ' 5 10 15



65

Gly Ala Ile Ala Ser Leu Asn Cys Thr Tyr Ser Asp Arg Gly Ser Gln

20 25 30

Ser Phe Phe Trp Tyr Arg Gln Tyr Ser Gly Lys Ser Pro Glu Leu Ile

35 40 ’ 45

Met Phe Ile Tyr Ser Asn Gly Asp Lys Glu Asp Gly Arg Phe Thr Ala

50

55 60

Gln Leu Asn Lys Ala Ser Gln Tyr Val Ser Leu Leu Ile Arg Asp Ser

65

70 75 : 80

Gln Pro Ser Asp Ser Ala Thr Tyr Leu Cys Ala Val Asn Leu Ser Pro

85 90 95

Gly Leu Thr Phe Gly Asp Gly Thr Thr Leu Thr Val Lys Pro

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

100 105 110

21
110
PRT

Seqiiéncia Artificial

Dominio variévgl de cadeia-alfa Mel TCR de alta-afinidade

21

Met Gln Lys Glu Val Glu Gln Asn Ser Gly Pro Leu Ser Val Pro Glu

1

5 10 15

Gly Ala Ile Ala Ser Leu Asn Cys Thr Tyr Ser Asp Arg Gly Ser Gln

20 25 30



Ser Phe Phe Trp Tyr Arg

35

Met Phe Ile Tyr Ser Asn

50

Gln Leu Asn Lys Ala Ser

65 70

Gln Pro Ser Asp ‘Ser Ala

85

Ile Leu Arg Phe Gly Asp

100

<210> 22
<211> 110

° <212> PRT

Gln Tyr

40

Gly Asp

55

Gln Tyr

Thr Tyr

Gly Thr

<213> Segqgiiénecia Artificial

<220>

Ser

Lys

val

Leu

“Thr

105

66

Gly Lys

Glu Asp

Ser Leu

75

Cys Ala

90

Leu Thr

Ser Pro Glu Leu Ile

45

Gly Arg Phe Thr Ala

60

Leu Ile Arg Asp Ser

80

val Asn Vval Gly Vval

95

val Lys Pro

110

<223> Dominio varidvel de cadeia-alfa Mel TCR de alta-afinidade

<400> 22

Met Gln Lys Glu Val Glu Gln Asn Ser Gly Pro Leu Ser Val Pro Glu

1 5

10

15

Gly Ala Ile Ala Ser Leu Asn Cys Thr Tyr Ser Asp Arg Gly Ser Gln

20

25

30

Ser Phe Phe Trp Tyr Arg Gln Tyr Ser Gly Lys Ser Pro Glu Leu Ile

35

40

45

Met Phe Ile Tyr Ser Asn Gly Asp Lys Glu Asp Gly Arg Phe Thr Ala



67

50 55 60

Gln Leu Asn Lys Ala Ser Gln Tyr Val Ser Leu Leu Ile Arg Asp Ser

65 70 75 80

Gln Pro Ser Asp Ser Ala Thr Tyr Leu Cys Ala Val Asn Asn Gly Met

85 90 95

Pro Ser Thr Phe Gly Asp Gly Thr Thr Leu Thr Val Lys Pro

100 105 : 110

<210> 23
<211> 110
<212> PRT

<213> Seqgiiéncia Artificial

<220>

<223> Dominio varidvel de cadeia-alfa Mel TCR de alta-afinidade
<400> 23

Met Gln Lys Glu Val Glu Gln Asn Ser Gly Pro Leu Ser Val Pro Glu

1 5 10 15

Gly Ala Ile Ala Ser Leu Asn Cys Thr Tyr Ser Asp Arg Gly Ser Gln

20 25 30

Ser Phe Phe Trp Tyr Arg Gln Tyr Ser Gly Lys Ser Pro Glu Leu Ile

35 40 45

Met Phe Ile Tyr Ser Asn Gly Asp Lys Glu Asp Gly Arg Phe Thr Ala

50 55 60

Gln Leu Asn Lys Ala Ser Gln Tyr Val Ser Leu Leu Ile Arg Asp Ser

65 70 75 80



68

Gln Pro Ser Asp Ser Ala Thr Tyr Leu Cys Ala Val Asn Val Gly Leu

85 90 95

Ile Leu Leu Phe Gly Asp Gly Thr Thr Leu Thr VvVal Lys Pro

100 105 110

<210> 24
<211> 110
<212> PRT

<213> Seqiiéncia Artificial

<220>

<223> Dominio varidvel de cadeia-alfa Mel TCR de alta-afinidade
<400> 24

Met Gln Lys Glu Val Glu Gln Asn Ser Gly Pro Leu Ser Val Pro Glu

1 5 10 ’ 15

Gly Ala Ile Ala Ser Leu Asn Cys Thr Tyr Ser Asp Arg Gly Ser Gln

20 ' 25 30

Ser Phe Phe Trp Tyr Arg Gln Tyr Ser Gly Lys Ser Pro Glu Leu Ile

35 40 45

Met Phe Ile Tyr Ser Asn Gly Asp Lys Glu Asp Giy Arg Phe Thr Ala

50 55 60

Gln Leu Asn Lys Ala Ser Gln Tyr Val Ser Leu Leu Ile Arg Asp Ser

65 70 75 80

Gln Pro Ser Asp Ser Ala Thr Tyr Leu Cys Ala Val Asn Ser Glu Arg

85 90 95



69

Pro Arg Thr Phe Gly Asp Gly Thr Thr Leu Thr val Lys Pro

<210> 25
<211> 47
<212> PRT

<213> Homo

<400> 25

Asn Ile Gln

Ser Ser Asp

Asn Val Ser
35
<210> 26
<211> 56
<212> PRT

<213> Homo
<400> 26
Glu Asp Leu

1

Ser Glu Ala

Ala Thr Gly

35

Gly Lys Glu

100

sapiens

Asn Pro Asp Pro Ala Val

5

Lys Ser

20

Gln Ser

sapiens

Asn Lys

Glu Ile

20

Phe Phe

Val His

val

Lys

val

Ser

Pro

Ser

Cys

Asp

Phé

His

Asp

Gly

105

10

110

Tyr Gln Leu Arg Asp Ser Lys

15

Leu Phe Thr Asp Phe Asp Ser Gln Thr

25

30

Ser Asp Val Tyr Ile Thr Asp Lys

40

Pro Pro Glu Val Ala Vval Phe Glu Pro

10

15

Thr Gln Lys Ala Thr Leu Val Cys Leu

25

30

His Val Glu Leu Ser Trp Tfp vVal Asn

40

val



50
 <210> 27
<211> 56
<212> PRT
<213>

<400>" 27

Glu Asp Leu

Homo sapiens

55

Ser His Thr

Pro Asp His

40

His Ser Gly Val

55

aatacgactc

ttaagaagga

tccagaggga

cttctggtac

tggtgacaaa

1 5
Ser Glu Ala Glu Ile
20
Ala Thr Gly Phe Tyr
35
Gly Lys .Glu Val
50

<210> 28

<211> 3857

<212> DNA

<213> Seqﬁépcia Artificial
.<220>

<223>

<400> 28

gatctcgatc ccgcgaaatt
agaaataatt ttgtttaact
aactctggac ccctcagtgt
gaccgaggtt éccagtcctt
ataatgtcca tatactccaa
aaagccagcec agtatgtttce

tctgctcatc

70

10

Lys Asn Val Phe Pro Pro Glu Val Ala val Phe Glu Pro

15

Gln Lys Ala Thr Leu Val Cys Leu

25

30

Val Glu Leu Ser Trp Trp Val Asn

Seqtiéncia de DNA do plasmideo PEX202

actataggga
gatatacata
gccattgect
agacaatatt
gaagatggaa

agagactccc

45

gaccacaacg
tgcagéagga
ctctcaactg
ctgggaaaag
ggtttacagc

agcccagtga

gtttcectcet

agtggagcag

cacttacagt

ccctgagttg
acagctcaat

ttcagccacc

60

120

180

240

300

360



tacctctgtg
gttgtggtca
aaatccagtg
caaagtaagg
éacttcaaga
gccttcaaca
gggggtagaa
ctggcgtcca
aactactagg
aagctgagtt
aacgggtctt

cgaaagggcc

tagacgtcag

taaatacatt
tattttgtta
cgaaatcggc
tccagtttgg
aaccgtctat
gtcgaggtgc
acggggaaag
tagggcgetg
tgcgécgcta
ttgtttattt
aatgcttcaa
tattcccttt
agtaaaagat
cagcggtaag
taaagttctg
tcgccgcata
tcttacggat
cactgcggcec

gcacaacatg

ccgttacaac
ccccagat&t
acaagtctgt
aﬁtctgatgt
gcaacagtgc
acagcattat
tcgecegget
cggccaacat
atccatggta
ggctgectgcece
gaggggtttt
tcgtgatacg
gtggcacttt
caaatatgta
aaattcgegt
aaaatccctt
aacaagagtc
cagggcgatg
cgtaaagcac
ccggcgaacg
gcaagtgtag
cagggcgegt
ttctaaatac
taatattgaa
tttgcggecat
gctgaagatc
atccttgaga
ctatgtggcg
cactattctc
ggcatgacag
aacttacttc

ggggatcatg

tgacagctgg
ccagaaccct
ctgcctattc
gtatatcaca
tgtggcctgg
tccagaagac
ggaggaaaaa
gctcagggaa
agcttgaatt
accgctgagce
ttgctgaaaé
cctattttta
tcggggaaat
tccgctcatg
taaatttttg
ataaatcaaa

cactattaaa

gcccactacg

taaatcggaa
tggcgagaaa
cggfcacgct
caggtggcac
attcaaatat
aaaggaagag
tttgcecttce
agttgggtgc
gttttcgece
cggtattatc
agaatgactt
taagagaatt
tgacaacgat

taactcgccet

71

gggaaattgc

gaccctgccg

accgattttg.

gacaaaactg
agcaacaaat
accttcttce
gtgaaaacct
caggtggcac
ccgatcecggce
aataactagc
gaggaactat
taggttaatg
gtgcgcggaa
agacaataac
ttaaatcagc
agaatagacc
gaacgtggac
tgaaccatca
ccctaaaggg
ggaagggaag
gcgcgtéacc
ttttcgggga
gtatccgcetce
tatgagtatt
tgtttttgcect
acgagtgggt
cgaagaacgt
ccgtgttgac
ggttgagtac
atgcagtgct
cggaggaccg

tgatcgttgg

agtttggagce
tgtaccagcet
attctcaaac
tgctagacat
ctgactttgc
ccagéccaga
tgaaagctca
agcttaaaca
tgctaacaaa
ataacccctt
atccggataa
tcatgataat
ccectatttg
cctgataaat
tcatttttta
gagatagggt
tccaacgtca
ccctaatcaa
agcécccgat
aaagcgaaag
accacaccceg
aatgtgegeg
atgagacéat
caacatttcc
cacccagaaa
tacatcgaac
tttccaatga
gccgggcaag
tcaccagtca
gccataacca
aaggagctaa

gaaccggagce

agggacccag
gagagactct
aaatgtgtca
gaggtctatg
atgtgcaaac
aagttcccce
gaactcggag
gaaagtcatg
gcccgaaagg
ggggcctcta
ttcttgaaga
aatggtttct
tttattttec
gcttcaétaa
accaataggc
tgagtgttgt
aagggcgaaa
gttttttggg
ttagagcttg
gagcgggcegce
ccgegcettaa
gaacccctat
aaccctgata
gtgtcéccct
cgctggtgaa
tggatctcaa
tgagcacttt
agcaactcgg
cagaaaagca
tgagtgataa
ccgetttttt

tgaatgaagc

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220

2280



cataccaaac
actattaact
ggcggataaa
tgataaatct
tggtaagccce
acgaaataga
ccaagtttac
ctaggtgaag
ccactgagcg

gcgcgtaatc

ggatcaagag-

aaatactgtc
gcctacatac
gtgtcttacc
aacggggagt
cctacagcgt
tccggtaagce
ctggtatctt
atgctcgtca
cctggececttt
ggataaccgt
gcgcagcgag
gca;ctgtgc
gcatagttaa
gacacccgcec
acagacaagc

cgaaacgcgc

<210> 29

gacgagcgtg
ggcgaactac
gttgcaggac
ggagccggtg
tceccgtatceg
cagatcgctg
tcatatatac
atcctttttg
tcagaccccecg

tgctgcttgce

ctaccaactc’

cttctagtgt
ctcgctctge
gggttggact
tcgtgcacac
gagctatgag

ggcagggtcg

tatagtcctg

ggggggcgga
tgctggectt
attaccgcct
tcagtgagcg
ggtatttcac
gccagtatac
aacacccgct
tgtgaccgtc

gaggcag

<211> 204

<212> PRT

<213>

acaccacgat
ttactctagce
cacttctgcg
agcgtgggtc
tagttatcta
agataggtgc
tttagattga
ataatctcat
tagaaaagat
aaacaaaaaa
tttttcecgaa
agccgtagtt
taatcctgtt
caagacgata
agcccagcett
aaagcgccac
gaacaggaga
tcgggtttceg
gcctatggaa
ttgctcacat
ttgagtgagc
aggaagcgga
accgcaatgg
actccgctat
gacgcgécct

tccgggagct

Seqgiiéncia Artificial

72

gcctgcagceca
ttcceggceaa
ctcggecctt
tcgcggtatc
cacgacgggg
ctcactgatt
tttaaaactt
gaccaaaatc
caaaggatct
accaccgcta
ggtaactggc
aggccaécac
accagtggct
gttaccggat
ggagcgaacg
gcttcccg;a
gcgcacgagyg
ccacctctga
aaacgccagc
gttctttect
tgataccgct
agagcgcectg
tgcactctca
cgctacgtga
gacgggcttg

gcatgtgtca

atggcaacaa
caattaatag
ccggctgget
attgcagcac
agtcaggcaa
aagcattggt
catttttaat
ccttaacgtg
tcttgagatc
ccagcggggg
ttcagcagag
ttcaagaact
gctgccagtg
aaggcgcagc
acctacaccg
gggagaaagg
gagcttccag
cttgagcgtc
aacgcggcct
gcgttatccc
cgccgcagcec
atgcggtatt
gtacaatctg
ctgggtcatg
tctgctececcg

gaggttttca

cgttgcgcaa
actggatgga
ggtttattgc
tggggccaga
ctatggatga
aactgtcaga
ttaaaaggat
agttttcgtt
ctttttttect
tttgtttgec
cgcagatacc
ctgtagcacc
gcgataagtc
ggtCQGQCtg
aactgagata
cggacaggta
ggggaaacgc
gatttttgtg
ttttacggtt
ctgattctgt
gaacgaccga
ttctecttac
ctctgatgcec
gctgegececec
gcatccgett

ccgtcatcac

2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180

3240

© 3300

3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
384Q

3857



<220>

<223>

<400>

Cadeia-alfa Mel TCR soluvel de alta afinidade

29

Met Gln Lys

1

Gly

Ser

Met

Gln

65

Gln

Arg

Gln

Asp

Ser

145

Ala

Phe

Phe

50

Leu

Pro

Leu

Asn

Lys

130

Gln

Ile

Phe

35

Ile

Asn

Ser

Thr

Pro

115

Ser

Ser

Glu

Ala

20

Trp

Tyr

Lys

Asp

Phe

100

Asp

Val

Lys

val

Ser

Tyr

Ser

Ala

Ser

85

Gly

Pro

Cys

Asp

Glu

Leu

Arg

Asn

Ser

70

Ala

Asp

Ala

Leu

Ser

150

Gln

Asn

Gln

Gly

55

Gln

Thr

Gly

val

Phe

135

Asp

Asn

Cys

Tyr

40

Asp

Tyr

Tyr

Thr

Tyr

120

Thr

val

Ser

Thr

25

Ser

Lys

Vai

Leu

Thr

105

Gln

Asp

Tyr

73

Gly

10

Tyr

Gly

Glu

Ser

Cys

90

Leu

Leu

Phe

Ile

Pro

Ser

Lys

Asp

Leu

75

Ala

Thr

Arg

Asp

Thf

155

Leu

Asp

Ser

Gly

60

Leu

val

val

Asp

Ser

140

Asp

Ser

Arg

Pro

45

Arg

Ile

Asn

Lys

Ser

125

Gln

Lys

val

Gly

30

Glu

Phe

Arg

Asp

Pro

110

Lys

Thr

Cys

Pro

15

Ser

Leu

Thr

Asp

Gly

95

Asn

Ser

Asn

val

Glu

Gln

Ile

Ala

Ser

80

Gly

Ile

Ser

val

Leu

160



74

Asp Met Arg Ser Met Asp Phe Lys Ser Asn Ser Ala Val Ala Trp

165 170 175

Asn Lys Ser Asp Phe Ala Cys Ala Asn Ala Phe Asn Asn Ser Ile

180 185 190

Pro Glu Asp Thr Phe Phe Pro Ser Pro Glu Ser Ser

195, , 200
<210> 30
<211> 380
<212> PRT

<213> Segiiéncia Artificial

<220>

<223> Cadeia-beta soldvel em Mel TCR soluvel apresentapdo
dido através de ligabéo peptidica a um tipo humano selvagem
<400> 30

Met Ser Gln Thr Ile His Gln Trp Pro Ala Thr Leu Val Glh Pro

1 5 10 15

Gly Ser Pro Leu Ser Leu Glu CYs Thr Val Glu Gly Thr Ser Asn

20 25 30

Asn Leu Tyr Trp Tyr Arg Gln Ala Ala Gly Arg Gly Leu Gln Leu

35 40 45

Phe Tyr Ser Val Gly Ile Gly Gln Ile.Ser Ser Glu Val Pro Gln

50 ' 55 60

Leu Ser Ala Ser Arg Pro Gln Asp Arg Gln Phe Ile Leu Ser Ser

65 ' 70 75

Ser

Ile

residuo Cys fun-

IL-2

Val

Pro

Leu

Asn

Lys

80



Lys

Thr

Thr

Phe

val

145

Trp

Pro

Ser

Phe

Thx

225

Trp

Leu

Gly

val

Glu

130

Cys

val

Leu

Arg

Arg

210

Gln

Gly

Leu

Leu

Leu

115

Pro

L_eu

Asn

Lys

Leu

195

Cys

Asp

Arg

Leu

Gly

100

Glu

Ser

Ala

Gly

Glu

180

Arg

Gln

Arg

Ala

Ser

85

Thr

Asp

Glu

Thr-

Lys

165

Gln

val

val

Ala

Asp

Asp

Gly

Leu

Ala

Gly

150

Glu

Pro

Ser

Gln

Lys

230

Pro

Ser

Glu

Lys

Glu

135

Phe

val

Ala

Ala

Phe

215

Pro

Gly

Gly

Leu

Asn

120

Ile

Tyr

His

Leu

Thr

200

Tyx

Val

Ala

Phe

Phe

105

val

Ser

Pro

Ser

Asn

185

Phe

Gly

Thr

Pro

75

Tyr

90

Phe

Phe

His

Asp

Gly

170

Asp

Trp

Leu

Gln

Thr

Leu

Gly

Pro

Thr

His

155

val

Ser

Gln

Ser

Ile

235

Ser

Cys

Glu

Pro

125,

Gln

140

val

Cys

Arg

Asp

Glu

220

val

Ser

Ala

Gly

Glu

Lys

Glu

Thr

Tyr

Pro

205

Asn

Ser

Ser

Trp

Ser

110

val

Ala

Leu

Asp

Ala

190

Arg

Asp

Ala

Thr

Ser

95

Arg

Ala

Thr

Ser

Pro

175

Leu

Asn

Glu

Glu

Lys

Glu

Leu

val

Leu

Tfp

160

Gln

Ser

His

Trp

Ala

240

Lys



e o

Thr

Asn

Phe

Cys

305

Gln

Asn

Glu

Ile

245

Gln Leu Gln Leu Glu His

260

Gly Ile Asn Asn Tyr Lys

Lys

290

Leu

Ser

val

Tyr

Thr

370

_<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

275

Phe Tyr Met Pro Lys

295

Glu Glu Glu Leu Lys

310

Lys Asn Phe His Leu

325

Ile Val Leu Glu Leu

340

Ala Asp Glu Thr Ala

355

Phe Cys Gln Ser Ile

375

31
839
DNA

Seqgiiéncia Artificial

Codificacdo de DNA em toda a extensdo de um cdédon otimizado WT sem.

Leu

Asn

280

Lys

Pro

Arg.

Lys

Thr

360

Ile

Leu

265

Pro

Ala

Leu

Pro

Gly

345

‘Ile

Ser

76

250

Leu

Lys

Thr

Glu

Arg

330

Ser

val

Thr

Asp

Leu

Glu

Glu

315

Asp

Glu

Glu

Leu

Leu

Thr

Leu

300

val

Leu

Thr

Phe

Thr

380

Gln

Arg

285

Lys

Leu

Ile

Thr

Leu

365

Met

270

Met

His

Asn

Ser

Phe

350

Asn

255

Ile

Leu

Leu

Leu

Asn

335

Met”

Arg

Leu

Thr

Gln

Ala

320

Ile

Cys

Trp



uma cadeia-alfa MEL TCR

<400> 31

‘ctcgagcecegce
tgagctgggt
ccgagggcege
itctggtatcg
gcgaéaagga
tgctgatceg
ctgggaagag
ccgaccccgce
tcaccgactt
ccgacaagac.
ggagcaacaa
acaccttttt
.agaccgacac
tgaaagtggc
<210> 32
<211> 272
<212> PRT
<213> . Homo
<400> 32

Met Met Lys

1

Ser Trp Val

Leu Ser Val

35

Asp Arg Gly

caccatgatg

‘gtggagccag

catcgeccagce
gcagtacagc
ggacggcegy
ggacagccag
caccttcggce
cgtgtaccag
cgacagccag
cgtgctggac
gagcgacttc
ccccagcecccc
caacctgaac

tgggttcaac

sapiens

Ser Leu

Trp Ser

20

Pro

Ser Gln

aagagcctgc
cagaaggagg
ctgaactgca
ggcaagagcce
ttcaccgcce
cccagcgaca
gacggcacca
ctgcgggaca
accaatgtga
atgcggagca
gcctgecgeca
gagagcégct
ttccagaacc

ctgctgatga

40

77

gggtgctgcet
tggagcagaa
cctacagcgé
ccgagctgat
agctgaacaa
gcgccaccta
ccctgaccgt
gcaagagcag
gccagagcaa
tggacttcaa
acgccttcaa
gcgacgtgaa
tgagcgtgat

ccctgecggct

Arg Val Leu Leu Val Ile

10

Gln Gln Lys Glu Vval Glu

25

Glu.Gly Ala Ile Ala Ser Leu

Ser Phe Phe Trp Tyr Arg

ggtgatcctg
cagcggcccc
ccggggcagce
tatgttcatc
ggccagccag
cctgtgcgcc
gaagcccaac
cgacaagtct
ggacagcgac
gagcaacagc
caacagcatc
actégtggag
cggctgcaga

gtggagcagce

Leu Trp

Gln Asn

30
Asn Cys
45

Gln Tyr

Leu

Ser

Thr

Ser

tggctgcagce
ctgagcgtgc
cagagcttct
tacagcaacg

tatgtgagcc

gtgaacgtgg .

atccagaacc

gtgtgcctgt

gtgtacatca

gcecgtggect

atccccgagg

aagagcttcg

atcctgetge

taaacgcgt

Gln Leu

15

Gly Pro

Tyr Ser

Gly Lys

60
120
180
240
300
360
420 -
480
540
600
660
720
780

839



Ser

65

Gly

Leu

val

val

Asp .

145

Ser

Asp

Ala

Asn

50

Pro

Arg

Ile

Asn

Lys

130

Ser

Gln

Lys

val

Asn

210

Glu

Phe

.Arg

val

115

Pro

Lys

Thr

Thr

Ala

195

Ser

Leu

Thr

Asp

100

Ala

Asn

Ser

Asn

val

180

Trp

Ile

Ile

Ala

85

Ser

Gly

Ile

Ser

val

165

Leu

Ser

Ile

Met

70

Gln

Gln

Lys

Gln

Asp

150

Ser

Asp

Asn

Pro

55

Phe

Leu

Pro

Ser

Asn

135

Lys

Gln

Met

Lys

Glu

215

Ile

Asn

Ser

Thr

120

Pro

Ser

Ser-:

Arg

Ser

200

Asp

Tyr

Lys

Asp

105

Phe

Asp

val

Lys

Ser

185

Asp

Thr

78

Ser Asn

75

Ala Ser

90

Ser Ala

Gly Asp

Pro Ala

Cys Leu

155
Asp Se:
170
Met Asp

Phe Ala

Phe Phe

60

Gly

Gln

Thr

Gly

val

140

Phe

Asp

Phe

Cys

Pro

220

Asp

Tyr

TYyr

Thr

125

Tyr

Thr

val

Lys

Ala

205

Ser

Lys

val

Leu

110

Thr

Gln

Asp

Tyr

Ser

190

Asn

Pro

Glu

Ser

95

Cys

Leu

Leu

Phe

Ile

175

Asn

Ala

Glu

Asp

80

Leu

Ala

Thr

Arg

Asp

160

Thr

Ser

Phe

Ser



Ser Cys Asp Val Lys Leu

225

Leu Asn Phe Gln Asn Leu

Lys Val Ala Gly Phe Asn

<210> 33

<211> - 839
<212> DNA
<213>
<220>

<223>

afinidade em uma cadeia-alfa Mel TCR

<400> 33

ctcgagcecgce
tgagctgggt
ccgagggcgc
tctggtatcg
gcgacaagga
tgctgatccg
gcggcagact
ccgaccecgce
tcaccgactt
ccgacaagac
ggagcaacaa
acaccttttt

agaccgacac

tgaaagtggc

val Glu

230

245

260

caccatgatg

gtggagccag

catcgccagc

gcagtacagc .

ggacggccgyg
ggacagccag
gaccttcggc
cgtgtaccag
cgacagccag
cgpgctggac
gagcgacttc
ccccageccc
caacctgaac

tgggttcaac

Ser Val

Seqgiiéncia Artificial

aagagcctgce
cagaaggagg
ctgaactgca
ggcaagagcc
ttcaccgccec
cccagcgaca
gacggcacca
ctgcgggaca
accaatgtga
atgcggagca
gcétgcgcca
gagagcagct
ttccagaacc

ctgctgatga

Leu Leu Met

79

Lys

235

Ileley Phe Arg Ile Leu Leu

250

265

gggtgctget

tggagcagaa

cctacagcga

‘ccgagctgat

agctgaacaa

gcgcecaccta

ccctgaccgt

gcaagagcag

gccagagcaa

tggacttcaa

acgccttcaa

gcgacgtgaa

tgagcgtgat

ccctgegget

Ser Phe Glu Thr Asp Thr

Thr Leu Arg Leu Trp Ser

270

ggtgatcctg
cagcggcccece
ccggggcage
tatgttcatc
ggccagccag
cctgtgegcece
gaagcccaac
cgacaagtct
ggacagcgac
gagcaacagc
caacagcatc
actggtggag
cggcttcaga

gtggagcagce

Asn

240

Leu

255

Ser

tggctgcage-

ctgagegtgce
cagagcttct
tacagcaacg
tatgtgagcc
gtgaacgacg
atccagaacc

gtgtgcectgt

gtgtacatca

gccgtggéct
atccccgagg
aagagcttcg
atcctgctgce

taaacgcgt

Codificacdio de DNA em toda a extensdo de um cédon otimizado de alta

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780

839



80

<210> 34
<211> 272
<212> PRT

<213> Segiiéncia Artificial

<220>

<223> Extensdo de um cdédon otimizado de alta afinidade em uma cadeia-alfa
Mel TCR |

<400> 34

Met Met Lys Ser Leu Arg Val Leu Leu Val Ile Leu Trp Leu Gln Leu

1 5 10 15

Ser Trp Val Trp Ser Gln Gln Lys Glu Val Glu Gln Asn Ser Gly Pro

20 25 30

Leu Ser Val Pro Glu Gly Ala Ile Ala Ser Leu Asn Cys Thr Tyr Ser

35 : 40 45

Asp Arg Gly Ser Gln Ser Phe Phe Trp Tyr Arg Gln Tyr Ser Gly Lys

50 ' 55 60

Ser Pro Glu Leu Ile Met Phe Ile Tyr Ser Asn Gly Asp Lys Glu Asp

65 , ' 70 - 15 80

Gly Arg Phe Thr Ala Gln Leu Asn Lys Ala Ser Gln Tyr Val Ser Leu

85 ' 90 95

Leu Ile Arg Asp Ser Gln Pro Ser Asp Ser Ala Thr Tyr Leu Cys Ala

100 105 110

Val Asn Asp Gly Gly Arg Leu Thr Phe Gly Asp Gly Thr Thr Leu Thr

© 115 120 125



val

Asp

145

Ser

Asp

Ala

Asn

Ser

225

Leu

Lys

Lys

130

Ser

Gln

Lys

val

Asn

210

Cys

Asn

val

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

Pro

Lys

Thr

Thr

Ala

195

Ser

Asp

Phe

Ala

35
839

DNA

Asn

Ser

Asn

val

180

Trp

Ile

val

Gln

Gly

260

Ile

Ser

val

165

Leu

Ser

Ile

Lys

Asn

245

Phe

Gln

Asp

150

Ser

Asp

Asn

Pro

Asn

135

Lys

Gln

Met

Lys

'Glu

$ 215

Leu

230

Leu

Asn

val

Ser

Leu

Seqiiéncia Artificial

Pro

Ser

Ser

Arg

Ser

200

Asp

Glu

Val

Leu

Asp

val

Lys

Ser

185

Asp

Thr

Lys

Ile

Met

265

81

Pro

Cys

Asp

170

Met

Phe

Phe

Ser

Gly

250

Thr

Ala

Leu

155

Ser

Asp

Ala

Phe

Phe

235

Phe

Leu

val

140

Phe

Asp

Phe

Cys

Pro

220

Glu

Arg

Arg

Tyr

Thr

val

Lys

Ala

205

Ser

Thr

Ile

Leu

Gln

Asp

Tyxr

Ser

190

Asn

Pro

Asp

Leu

Trp

270

Leu

Phe

Ile

175

Asn

Ala

Glu

Thr

Leu

255

Ser

Arg

Asp

160

Thr

Ser

Phe

Ser

Asn

240

Leu

Ser



<223>

" uma cadeia-alfa MEL TCR

<400> 35

ctcgagcege

tgagctgggt

ccgagggcgce

tctggtatcg

gcgacaagga

tgctgatccg

gcggcagaag

ccgaccecgce

~ tcaccgactt

ccgacaagac

ggagcaacaa

acaccttttt

‘agaccgacac

tgaaagtggc

<210> 36

<211> 272

<212> PRT

<213>

<220>

<223>

<400> 36

caccatgatg
gtggagccag
catcgccagce
gcagtacagc
ggacggccgyg
ggacagccag

caccttecggce

cgtgtaccag

cgacagccag
cgtgctggac
gagcgacttc
ccccagcecce
caacctgaéc

tgggttcaac

aagagcctgc
cagaaégagg
ctgaactgca
ggcaagagcc
ttcaccgccce
cccagcgaca
gacggcacca
ctgcgggaca
accaatgtga
atgcggagca
gcctgcgeca

gagagcagct

ttccagaacc

ctgctgatga

,Seqﬁéncié Artificial

82

gggtgctgcet
tggagcagaa
cctacagcga
ccgagctgat
agctgaacéa
gcgccaccta
ccctgaccgt
gcaagagcag
gccagagcaa
tggacttcaa
acgccttcaa
gcgacgtgaa
tgagcgtgat

ccctgegget

ggtgatcctg
cagcggcccce
ccggggceage
tatgttcatc
ggccagccag
cctgtgcgcec
gaagcccaac
cgacaagtct
ggacagcgac
gagcaacagc
caacagcatc
actggtggag
cggcttcaga

gtggagcage

tggctgcagce
ctgagcgtgc
cagagcttct
tacagcaacg
tatgtgagcc
gtgaacgacg
atccagaacc
gtgtgcctgt
gtgtacatca
gccgtggcct
atccccgagg
aagagcttcg
atcctgectge

taaacgcgt

Cadeia-alfa MEL TCR com a lta afinidade em toda extensdo

Met Met Lys Ser Leu Arg val Leu Leu Val Ile Leu Trp Leu Gln Leu

1

5

10

15

Ser Trp Val Trp Ser Gln Gln Lys Glu Val Glu Gln Asn Ser Gly Pro

20

25

30

Leu Ser Val Pro Glu Gly Ala Ile Ala Ser Leu Asn Cys Thr Tyr Ser

Codificacdo de DNA em toda a extensdo de um cédon otimizado WT sem

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

839



Asp

Ser

65

Gly

Leu

val

val

Asp

145

Ser

Asp

Ala

Arg

50

Pro

Arg

Ile

Asn-

Lys

130

Ser

Gln

Lys

val

35

Gly

Glu

Phe

Arg

Asp

115

Pro

Lys

Thr

Thr

Ala

195

Ser

Leu

Thr

Asp

100

Gly

Asn

Ser

Asn

Vval

180

Trp

Gln

Ile

Ala

85

Ser

Gly

Ile

Ser

val

165

Leu

Ser

Ser

Met

70

Gln

Gln

Arg

Gln

Asp

150

Ser

Asp

Asn

Phe

55

Phe

Leu

Pro

Ser

Asn

135

Lys

Gln

Met

Lys

40

Phe

Ile

Asn

Ser

Thr

120

Pro

Ser

Ser

Arg

Ser

200

Trp

Tyr

Lys

Asp

105

Phe

Asp

val

Lys

Ser

185

Asp

83

Tyr

Ser

Ala

90

Ser

Gly

Pro

Cys

Asp

170

Met

Phe

Arg

Asn

75

Ser

Ala

Asp

Ala

Leu

155

Ser

Asp

Ala

Gln

60

Gly

Gln

Thr

Gly

val

140

Phe

Asp

Phe

Cys

45

Tyr

Asp

Tyr.

Tyr:

Thr

125

Tyr

Thr

val

Lys

Ala

205

Ser

Lys

val

Leu

110

Thr

Gln

Asp

Ser

Gly

Glu

Ser

95

Cys

Leu

Leu

Phe

Ile

175

Asn

190 .

Asn

Ala

Lys

Asp

80

Leu

Ala

Thr

Arg

Asp

160

Thr

Ser

Phe



Asn Asn Ser Ile Ile Pro Glu

210

Ser Cys Asp Val Lys Leu Val

225

Leu Asn Phe Gln Asn Leu Ser

Lys Val Ala Gly Phe Asn Leu

<210> 37

<211> 839
<212> DNA
<213>
<220>

<223>

215

230

245

260

Seqgiiénecia Artificial

84

Asp Thr Phe Phe Pro Ser

Glu Lys Ser Phe Glu Thr

235

val Ile Gly Phe Arg Ile

250

Leu Met Thr Leu Arg Leu

265

afinidade em uma cadeia-alfa MEL TCR

<400> 37

ctcgagccgc
tgagctgggt
ccgagggcgce
.tctggtatcg
gcgacaaggé
tgctgatccg
gcctgatcect
ccgaccecge
tcaccgactt
ccgacaagac

ggagcaacaa

acaccttttt

caccatgatg
gtggagccag
catcgccage
gcagtacagc
ggacggccgg
ggécagccag
gctgttcggce
cgtgtaccag
cgacagccag
cgtgctggac
gagcgacttc

ccecagececce

aagagcctgc
cagaaggagyg
ctgaactgca
ggcaagagcc
ttcaccgecece
cccagcgaca
gacggcacca
ctgcgggaca
accaatgtga
atgcggagca
gcctgegeca

gagagcagct

gggtgctgcect
tggagcagaa
cctacagcga
ccgagctgat
agcﬁgaacaa
gcgccaccta
ccctgacégt
gcaagagcag
gccagagcaa
tggacttcaa
acgccttcaa

gcgacgtgaa

Pro

220

Asp

Leu

Trp

270

ggtgatcctg
cagcggcccce
ccggggcage
tétgttcatc
ggccagccag
;ctgtgcgcc
gaagcccaac
cgacaagtct
ggacagcgac
gagcaacagc
caacagcatc

actggtggag

Glu Ser

Thr Asn

240
Leu Leu
255

Ser Ser

tggctgcagce
ctgégcgtgc
cagagcttct
tacagcaécg
tatgtgagcc
gtgaacgtgg
atccagaacc
gtgtgcctgt
gtgtacatca
gccgtggect
atcceccgagg

aagagcttcg

Codificacdo de DNA em toda a extensdo de um cédon otimizado de alta

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

720



85

agaccgacac caacctgaac ttccagaacc tgagcgtgat cggcttcaga atcctgcetge

tgaaagtggc tgggttcaac ctgctgatga ccctgegget gtggagcagce taaacgcegt

<210> 38
<211> 272
<212> PRT

<213> Seqiiéncia Artificial -

<220>

<223> cCadeia-alfa MEL TCR com alta afinidade em toda extens&o
<400> 38

' Met Met Lys Ser Leu Arg Val Leu Leu val Ile Leu Trp Leu Gln Leu

1 . 5 10 : ) 15

Ser Trp Val Trp Ser Gln Gln Lys Glu val Glu Gln Asn Ser Gly Pro

20 25 30

Leu Ser Val Pro Glu Gly Ala Ile Ala Ser Leu Asn Cys Thr Tyr Ser

35 , 40 45

Asp Arg Gly Ser Gln Ser Phe Phe Trp Tyr Arg Gln Tyr Ser Gly Lys

50 . 55 ‘ 60

Ser Pro Glu Leu Ile Met Phe Ile Tyr Ser Asn Gly Asp Lys Glu Asp

65 70 75 80

Gly Arg Phe Thr Ala Gln Leu Asn Lys Ala Ser Gln Tyr Val Ser Leu

85 90 _ 95

Leu Ile Arg Asp Ser Gln Pro Ser Asp Ser Ala Thr Tyr Leu Cys Ala

100 105 110

val Asn Val Gly Leu Ile Leu Leu Phe Gly Asp Gly Thr Thr Leu Thr

780

839



86

115 120 125

val Lys Pro Asn Ile Gln Asn Pro Asp Pro Ala Val Tyr Gln Leu Arg

130 135 140

Asp Ser Lys Ser Ser Asp Lys Ser Val Cys Leu Phe Thr Asp Phe Asp
155 160

145 150

Ser Gln Thr Asn Val Ser Gln Ser Lys Asp Ser Asp Val Tyr Ile Thr

165 170 175

Asp Lys Thr Val Leu Asp Met Arg Ser Met Asp Phe Lys Ser Asn Ser

180 185 190

Ala Val Ala Trp Ser Asn Lys Ser Asp Phe Ala Cys Ala Asn Ala- Phe

195 200 205

Asn Asn Ser Ile Ile Pro Glu Asp Thr Phe Phe Pro Ser Pro Glu Ser

210 215 220

Ser Cys Asp Val Lys Leu Val Glu Lys Ser Phe Glu Thr Asp Thr Asn

225 230 235 240

Leu Asn Phe Gln Asn Leu Ser Val Ile Gly Phe Arg Ile Leu Leu Leu
245 250 255

Ala Gly Phe Asn Leu Leu Met Thr Leu Arg Leu Trp Ser Ser

Lys Val

260 265 270
<210> 39
<211> 956

<212> DNA



<213>
<220>

'<223>

Seqgiiéncia Artificial

uma cadeia-alfa MEL TCR

<400> 39

ggatccgccg
gtgcggagcc
ctgagcctgg
gccgcaggga
gaggtgcccc
aagaagctgce
ggcaccggceg
aacgtgttcc
cagaéggcta
tggtgggtga
gagcagceccg
accttctggce
gagaacgacg
gcctggggca
gccaccatcc
gccctggtge
<210> 40
<211> 310
<212> PRT
<213>
<220>
<223>

<400> 40

ccaccatgct
agaccatcca

agtgcaccgt

gggggctgca

agaacctgag
tgctgagcga
agctgttctt
ccececgaggt
ccctggtgtyg
acggcaagga
ccctgaacga
agaacccccg
agtggaccca
gagccgactg
tgtacgagat

tgatggctat

gtgcagcctg
ccagtggccc
ggagggcacc
gctgctgttc
cgecctccagg
cagcggcecttce
cggcgagggc
ggccgtgttc
tctggccacc
ggtgcacagc
cégccggtac

gaaccacttc

ggaccgggec

cggcttcacc

cctgcectggge

-ggtgaagcgg

Seqiiéncia Artificial

87

ctggccctgce
gccacactgg
agcaacccca
tactctgtgg
ccccaggacce
tacctgtgcg
tccaggctga
gagcccagcg
ggcttctacc
ggcgtgtcta
tgcctgtect
cggtgccagg
aagcccgtga
agcgagagct

aaggccaccc

‘aaggacagcc

tgctgggcac
tgcagectgt
acctgtactg
gcatcggcca
ggcagttcat
cctggagcga
ccgtgctgga
aggccgagat
ccgaccacgt
ccgacccceca
ccagactgag
tgcagttcta
cccagattgt
accagcaggg
tgtacgcecgt

ggggctaagc

Toda extensdo WT da cadeia-beta MEL TCR

cttcttcgga
gggcagcccce
gtatcggcag
gatcagcagc
cctgagcagce
gaccggcctg
ggacctgaag
cagccacacc

ggagctgtcc

gcccctgaag

agtgagcgcc

cggcectgage

gagcgecgag”

cgtgctgagce
gctggtgtet

ggccgce

Met Leu Cys Ser Leu Leu Ala Leu Leu Leu Gly Thr Phe Phe Gly val

1

5

10

15

Codificacdo de DNA em.toda a extensdo de um cédon otimizado WT sem

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900

956



Arg

Gly

Asn

Phe

65

Leu

.Lys

Thr

Thr

Phe

145

val

Trp

Ser

Ser

Leu

50

Tyr

Ser

Leu

Gly

val

130

Glu

Cys

val

Gln

Pro

35

Tyr

Ser

Ala

Leu

Leu

115

Leu

Pro

Leu

Asn

Thr

20

Leu

Trp

Val

Ser

Leu

100

Gly

Glu

Ser

Ala

Gly

180

Ile

Ser

TYyr

Gly

Arg

85

Ser

Thr

Asp

Glu

Thr

165

Lys

His

Leu

Arg

Ile

70

Pro

Asp

Gly

Leu

Ala

150

Gly

Glu

Gln

Glu

Gln

55

Gly

Gln

Ser

Glu

Lys

135

Glu

Phe

val

Trp

Cys

40

Ala

Gln

Asp

Gly

Leu

120

Asn

Ile

Tyr

His

Pro

25

Thr

ala

Ile

Arg

Phe

105

Phe

val

Ser

Pro

Ser

185

88

Ala

val

Gly

Ser

Gln

90

Tyr

Phe

Phe

His

Asp

170

Gly

Thr

Glu

Arg

Ser

75

Phe

Leu

Gly

Pro

Thr

155

His

val

Leu

Gly

Gly

60

Glu

Ile

Cys

Glu

Pro

140

Gln

val

Ser

val

Thr

45

Leu

val

Leu

Ala

Gly

125

Glu

Lys

Glu

Thr

Gln

30

Ser

Gln

Pro

Ser

Trp

110

Ser

val

Ala

Leu

Asp

190

Pro

Asn

Leu

Gln

Ser

95

Ser

Arg

Ala

Thr

Ser

175

Pro

val

Pro

Leu

Asn

80

Lys

Glu

Leu

val

Leu

160

Trp

Gln



Pro

Ser

Phe

225

Thr

Trp

Vval

Leu

Arg

305

-Leu

Arg

210

Arg

Gln

Gly

Leu

Tyr

290

Lys

<210>

o <211>

<212>

1 <213>

<220>

<223>

<400>

Lys

195

Leu

Cys

Asp

Arg

Ser

275

Ala

Asp

41
30

PRT

Glu

Arg

Gln

Arg

Ala

260

Ala

Val

Ser

Gln

val

Val

Ala

245

Asp

Thr

Leu

Arg

Pro

Ser

Gln

230

Lys

Cys

Ile

val

Gly

310

Ala

Ala

215

Phe

Pro

Gly

Leu

Ser

295

Seqiéncia Artificial

Leu

200

Thr

Tyr

val

Phe

Tyr

280

Ala

Pequena ligacdo ScTCR

41

Asn

Phe

Gly

Thr

Thr

265

Glu

Leu

89

Asp

Trp

Leu

Gln

250

Ser

Ile

val

Ser

Gln

Ser

235

Ile

Glu

Leu

Leu

Arg

Asn

220

Glu

val

Ser

Leu

Met

300

Tyxr

205

Pro

Asn

Ser

TyY

Gly

285

Ala

Cys

Arg

Asp

Ala

Gln

270

Lys

Met

Leu

Asn

Glu

Glu

255

Gln

Ala

val

Ser

His

Trp

240

Ala

Gly

Thr

LysS



90

Pro Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly

1 5 10 15

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Pro

20 25 ' 30

<210> 42

<211> 35

<212> PRT

<213> Seqgiliéncia Artificial

<220> .

<223> Longa ligagdo scTCR

<400> 42

Pro Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly

1 5 10 15

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly

20 25 K 30

Gly Gly Pro

35
<210> 43
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 43
Ala Ala Gly Ile Gly Ile Leu Thr val

1 5

<210> 44

<211> 816



<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 44

atgatgaaat
agccaacaga
gcctetctcea
tattctggga
ggaaggttta
tcccagecca
tttggggatg
taccagctga
tctcaaacaa
ctagacatga
gactttgcat
agcccagaaé
_Ctaaactttc
tttaatctgc
<210> 45
<211> 930
<212> DNA
<213>
<400> 45

atgctctgcect
attcatcaat
actgtggagg
_ctccagctgc
ctctcagcect
agtgactctg
ttttttggag

gaggtcgctg

gtgtgcctgg

ccttgagagt
aggaggtgga
actgcactta
aaagccctga
cagcacagct
gtgattcagc
ggactacgct
gagactctaa
atgtgtcaca
ggtctatgga
gtgcaaacgc
gttcctgtga
aaaacctgtc

tcatgacgct

. Homo sapiens

ctctccttge
ggccagcgac
gaécatcaaa
tcttctactc
ccagacccca
gcttctatct
aaggctctag
tgtttgagcce

ccacaggctt

tttactagtg
gcagaattct
cagtgaccga
gttgataatg
caataaagcc
cacctacctc
qactgtgaag
atccagtgac

aagtaaggat

cttcaagagc

cttcaacaac
tgtcaagctg
agtgattggg

gcggetgtgg

ccttcteectyg
cctggtgcag
ccccaacéta
cgttggtatt
ggaccggcag
ctgtgectgg
gctgaccgta
atcagaagca

ctaccccgac

91

atcctgtgge
ggacccctca
ggttcccagt
ttcatatact
agccagtatg
tgtgccgtga
ccaaatatcc
aagtctgtcet
tctgatgtgt
aacagtgctg
agcattattc
gtcgagaaaa
ttccgaatcec

tccagce

ggcactttct
cctgtgggca
tactggtacc

ggccagatca

ttcatcctga

tccgagacag
ctggaggacc
gagatctccc

cacgtggagc

ttcagttgag
gtgttccaga
ccttcttetg
ccaatggtga
tttctctget
acgttgcagg
agaaccctga
gcctattcac
atatcacaga
tggcctggag
cagaagacac
gctttgaaac

tcctectgaa

ttggggtcag
gcccgetcecte
gacaggctgce
gctctgaggt
gttctaagaa
ggttaggcac
tgaaaaacgt
acacccaaaa

tgagctggtg

ctgggtttgg

gggagccatt

gtacagacaa.

caaagaagat
catcagagac
caaatcaacc
ccctgeegtg
cgattttgat
caaaacggtg
caacaaatct
cttctteccce
agatacgaac

agtggccggyg

atctcagact
tctggagtgc
aggcaggggc
gcecccagaat
gctcctecte
cggggégctg
gttcccaccc
ggccacactg

ggtgaatggg

60
120
180
240
300
360
420

480

540

600
660
720
780

816

60
120
180
240
300
360
420
480

540



e

aaggaggtgc

aatgactgca

‘ccececgeaace

acccaggata
gactgtggct
gagatcttgc

gccatggtca

<210> 46

<211> 816

<212> - DNA -

<213>

<220>

acagtggggt
gatactgcct
acttccgctg
gggccaaacc
tcacctccga
tagggaaggc

agagaaagga

<223> ORF cadeia-alfa

<400> 46

atgatgaaat
agccaacaga
gcctctctea
tattctggga
ggaaggttta
tcccagccca
tttggégatg
taccagctga
tctcaaacaa
ctagacatga
gactttgcat
agcccagaaa
ctaaactttc

tttaatctge

<210> 47

<211> 110

ccttgagagt
aggaggtgga
actgcactta
aaagccctga

cagcacagct

gtgattcagc

ggactacgct

gagactctaa

atgtgtcaca

ggtctatgga

gtgcaaacgc

gttcctgtga

aaaacctgtc

tcatgacgct

cagcacagac
gagcagccgc
tcaagtccag
tgtcacccag
gtcttaccag
caccttgtat

ttccagaggce

Seqgiiéncia Artificial

MEL TCR Codificando um DNA de alta afinidade

tttactagtg
gcagaattct
cagtgaccga
gttgataatg
caataaagcc
cacctacctc
cactgtgaag

atccagtgac

aagtaaggat

cttcaagagc

cttcaacaac

tgtcaagctg

agtgattggg

gcggcectgtgg

92

ccgcagceccec
ctgagggtct
ttctacgggce
atcgtcagcg
caaggggtcc

gccgtgctgg

atcctgtgge
ggacccctca
ggttcccagt
ttcatatact

agccagtatg

‘tgtgeccgtga

ccaaatatcc

aagtctgtct

tctgatgtgt
aacagtgctg
agcattattc
gtcgagaaaa
ttccgaatcc

tccagc

tcaaggagca
cggccacctt
tctcggagaa
ccgaggcctg
tgtctgccac

tcagtgccct

ttcagttgag
gtgttccagé
ccttcttctg
ccaatggtga

tttctctget

acgatggggg

agaaccctga
gcctattcac
atatcacaga
ﬁggcctggag
cagaagacac
gctttgaaac

tcctectgaa

gccecgeecte
ctggcagaac
tgacgagtgg
gggtagagca
catcctctat

cgtgctgatg

ctgggtttgg
gggagccatt
gtacagacaa
qaaagaagat
catcagagac
tcgtettace
ccectgeegtyg
cgattttgat
caaaactgtg

caacaaatct

cttcttecce

agatacgaac

agtggcecggg

600
660
720 -
780
840
900

930

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
580

816



<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Met

Gly

Ser

Met

Gln

65

Gln

Lys

Gln

Ala

Phe

Phe:

50

Leu

Pro

Ser

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

PRT

Seqiiéncia Artificial

Dominio varidvel

47

Lys

Ile

Phe

35

Ile

Asn

Ser

Thr

48
110

PRT

Glu

Ala

20

Trp

Tyr

Lys

Asp

Phe

100

val

Ser

Tyr

Ser

Ala

Ser

85

Gly

Glu

Leu

Arg

Asn

Ser

70

Ala

Asp

93

de cadeia-alfa Mel TCR de alta-afinidade

Gln

Asn

Gln

Gly

55

Gln

Thr

Gly

Seqiiéncia Artificial

Asn

Cys

Tyr

40

Asp

TYyr

yr

Thr

Ser

Thr

25

Ser

Lys

val

‘Leu

Thr

105

Gly

10

Tyr

Gly

Glu

Ser

Cys

90

Leu

Pro

Ser

Lys

Asp

Leu

75

Ala

Thr

Leu

Phe

Ser

Gly

60

Leu

Val

val

Ser

Gln

Pro

45

Arg

Ile

Asn

Lys

Val Pro

15

Gly Ser

30

Glu Leu

Phe Thr

Arg Asp

val Ala

95

Pro

110

Glu

Gln

Ile

Ala

‘Ser

80

Gly

Dominio varidvel de cadeia-alfa Mel TCR de alta-afinidade



94

<400> 48
Met Gln Lys Glu Val Glu Gln Asn Ser Gly Pro Leu Ser Val Pro Glu

1 5 10 15

Gly Ala Ile Ala Ser Leu Asn Cys Thr Tyr Ser Phe Leu Gly Ser Gln

20 25 30

Ser Phe Phe Trp Tyr Arg Gln Tyr Ser Gly Lys Ser Pro Glu Leu Ile

35 40 45 .

Met Phe Ile Tyr Ser Asn Gly Asp Lys Glu Asp Gly Arg Phe Thr Ala

50 55 60

Gln Leu Asn Lys Ala Ser Gln Tyr Val Ser Leu Leu Ile Arg Asp Ser

65 70 75 80

Gln Pro Ser Asp Ser Ala Thr Tyr Leu Cys Ala Val Asn Val Ala Gly

85 20 ’ 95

Lys Ser Thr Phe Gly Asp Gly Thr Thr Leu Thr Val Lys Pro

100 105 110

<210> 49
<211> 110
<212> PRT

<213> Seqﬁéncia‘Artificial

<220>

<223> Dominio varidvel de cadeia-alfa Mel TCR de alta-afinidade
<400> 49

Met Gln Lys Glu Val Glu Gln Asn Ser Gly Pro Leu Ser Val Pro Glu

1 5 10 15



Gly

Ser

Met

Gln

65

Gln

~Lys

Ala

Phe

-Phe

50

Leu

Pro

Ser

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Ile

Phe

35

Ile

Asn

Ser

Thr

50

110

PRT

Ala

20

Trp

TYyTr

Lys

Asp

Phe’

100

Ser

Tyr

Ser

Ala

Sér

85

Gly

Leu

Arg

Asn

Ser

70

Ala

Asp

Asn

Gln

Gly

55

Gln

Thr

Gly

. Seqgiiéncia Artificial

Cys

TYyr

40

Asp

Tyr

TYyY

Thr

Thr

25

Ser

Lys

val

Leu

Thr

105

95

Tyxr

Gly

Glu

Ser

Cys

90

Leu

Ser

Lys

Asp

Leu

75

Ala

Thr

Tyr

Ser

Gly

60

Leu

val

val

Gln

Pro

45

Arg

Ile

Asn

Lys

Gly

30

Glu

Phe

Arg

val

Pro

110

Ala

Leu

Thr

Asp

Ala

95

Gln

Ile

Ala

Ser

80

Gly

Dominio varidvel de cadeia-alfa Mel TCR de alta-afinidade

50

Met Gln Lys Glu Val Glu Gln Asn Ser Gly Pro Leu Ser Val Pro Glu

1

5

i0

15

Gly Ala Ile Ala Ser Leu Asn Cys Thr Tyr Ser Ser Ile His Ala Gln

20

25

30

Ser Phe Phe Trp Tyr Arg Gln Tyr Ser Gly Lys Ser Pro Glu Leu Ile



Met Phe

50

Gln Leu

65

Gln Pro

Lys Ser

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Met Gln

1

Gly Ala

Ser Phe

Met Phe

50

96

35 40 45

Ile Tyr Ser Asn Gly Asp Lys Glu Asp Gly Arg Phe Thr Ala

55 60

Asn Lys Ala Ser Gln Tyr Val Ser Leu Leu Ile Arg Asp Ser

70 . 75 80

Ser Asp Ser Ala Thr Tyr Leu Cys Ala val Asn Val Ala Gly

85 90 . 95

Thr Phe Gly Asp Gly Thr Thr Leu Thr Val Lys Pro

100 - 105 ) 110

51
110
PRT

Seqliéncia Artificial

Dominio varidvel de cadeia-alfa Mel TCR de alta-afinidade
51
Lys Glu val Glu Gln Aén Ser Gly Pro Leu Ser Val Pro Glu

5 10 : 15

Ile Ala Ser Leu Asn Cys Thr Tyr Ser Asn Leu Gly Ser Gln

20 25 30

Phe Trp Tyr Arg Gln Tyr Ser Gly Lys Ser Pro Glu Leu Ile

35 40 45

Ile Tyr Ser Asn Gly Asp Lys Glu Asp Gly Arg Phe Thr Ala

55 60



97

Gln Leu Asn Lys Ala Ser Gln Tyr Val Ser Leu Leu Ile Arg Asp Ser

65 70 75 80

Gln Pro Ser Asp Ser Ala Thr Tyr Leu Cys Ala Val Asn val Ala Gly

85 90 95

Lys Ser Thr Phe Gly Asp Gly Thr Thr Leu Thr val Lys Pro

100 105 110

<210> 52
<211> 110
<212> PRT

<213> Seqliéncia Artificial

<220> |

' <223> Dominio variavel de cadeia-alfa Mel TCR de alta—afinidaae
<400> 52

Met .Gln Lystlu val Glu Gln Asn Ser Gly Pro Leu Ser Val Pro Glu

1 5 10 15

Gly Ala Ile Ala Ser Leu Asn Cys Thr Tyr Ser Asp Phe Gly Ala Gln

20 25 _ 30

Ser Phe Phe Trp Tyr Arg Gln Tyr Ser Gly Lys Ser Pro Glu Leu Ile

35 ‘ 40 45

Met Phe Ile Tyr Ser Asn Gly Asp Lys Glu Asp Gly Arg Phe Thr Ala

50 55 60

Gln Leu Asn Lys Ala Ser Gln Tyr Val Ser Leu Leu Ile Arg Asp Ser

65 ' 70 75 80



98

Gln Pro Ser Asp Ser Ala Thr Tyr Leu Cys Ala Val Asn Val Ala Gly

85

90

Lys Ser Thr Phe Gly Asp Gly Thr Thr Leu Thr Val Lys Pro

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

53

110

PRT

100

Seqgiiénecia Artificial

105

110

95

Dominio varidvel de cadeia-alfa Mel TCR de alta-afinidade

53

Met Gln Lys

1

Gly

Ser

Met

Gln

65

Gln

Lys

Ala

Phe

Phe

50

Leu

Pro

Ser

Ile

Phe-

35

Thr

Asn

Ser

Thr

Glu

Ala

20

Trp

Tyr

Lys

Asp

Phe

val

5

Ser

Tyr

Arg

Ala

Ser

85

Gly

Glu

Leu

Arg

Glu

Ser

70

Ala

Asp

Gln

Asn

Gln

Gly

55

Gln

Thr

Gly

Asn

Cys

Tyr

40

Asp

His

Tyxr

Thr

Ser

Thr

25

Ser

Lys

val

Leu

Thr

Gly

10

Gly

Glu

Ser

Cys

920

Leu

Pro

Ser

Lys

Asp

Leu

75

Ala

Thr

Leu

Asp

Ser

Gly

60

Leu

val

Val

Ser

Arg

Pro

45

Arg

Ile

Asn

Lys

val

Gly

30

Glu

Phe

Arg

val

Pro

Pro

15

Ser

Leu

Thr

Asp

Ala

95

Glu

Gln

Ile

Ala

Serxr

80

Gly



<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

54

115

PRT

100

Seqgiiéncia Artificial

105

99

110

Dominio variavel de cadeia-beta MEL TCR de alta-afinidade

54

Met Ser Gln

1

Gly

Asn

Phe

Leu

65

Lys

Thr

Thr

Ser

Leu

Tyr

50

Ser

Leu

Gly

val

Pro

Tyr

35

Tyr

Ala

Leu

Leu

Leu

115

Thr

Leu

20

Trp

Gly

Ser

Leu

Gly

100

Ile

Ser

Pro

'Arg

Ser

85

Thr

His

Leu

Arg

Phe

Pro

70

Asp

Gly

Gln

Glu

Gln

Gly

55

Gln

Ser

Glu

Trp

Cys

Ala

40

Gln

Asp-

Gly

Leu

Pro

Thr

25

Ala

Ile

Arg

Phe

Phe

105

Ala

10

val

Gly

Ser

Gln

Tyr

90

Phe

Thr

Glu

Arg

Ser

Phe

75

Leu

Gly

Leu

Gly

Gly

Glu

60"

Ile

Cys

Glu

Val

Thr

Pro

45

val

Leu

Ala

Gly

Gln

Ser

30

Gln

Pro

Ser

Trp

ser

110

Pro

15

Asn

Leu

Gln

Ser

Ser

95

‘Arg

val

Pro

Leu

Asn

Lys

80

Glu

Leu



<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

55

115

PRT

100

Seqiiéncia Artificial

Dominio variavel

55

Met Ser Gln

Gly

Asn

Phe

Leu

65

Lys

Thr

Thr

Ser

Leu

Tyr

50

Ser

Leu

Gly

val

Pro

Tyr

35

Phe

Ala

Leu

Leu

Leu

115

Thr

Leu

20

Trp

Gly

Ser

Leu

Gly

100

Ile

Ser

Tyr

Pro

Arg

Ser

85

Thr

His

Leu

Arg

Phe

Pro

70

Asp

Gly

de cadeia-beta MEL TCR de alta-afinidade

Gln Trp Pro Ala

10

Glu Cys Thr Vval

.25

Gln Ala Ala Gly

40

Gly Gln Ile Ser

55

Gln Asp Arg Gln

Ser Gly Phe Tyrx

90

Glu Leu Phe Phe

105

Thr

Glu

Arg

Ser

Phe

75

Leu

Gly

Leu

Gly

Gly

Glu

60

Ile

Cys

Glu

val

- Thr

Pro

45

val

Leu

Ala

Gly

Gln Pro

15

‘Ser Asn

30

Gln Leu

Pro Gln

Ser Ser

Trp Ser

95

Ser Arg

110

val

Pro

Leu

Asn

Lys

80

Glu

Leu



<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

56
115

PRT

101

Seqiiéncia Artificial

Dominio varidvel

56

Met Ser Gln

Gly

Asn

Phe

Leu

65

Lys

Thr

Thr

Ser

Leu

Tyr

50

Ser

Leu

Gly

val

<210>

Pro

Tyr

35

Phe

Ala

Leu

Leu

Leu

115

57

Thr

Leu

20

Trp

Gly

Ser

Leu

Gly

100

Ile

Ser

Tyxr

Pro

Arg

Ser

85

Thr

His

Leu

Arg

Tyr

Pro

70

Asp

Gly

de cadeia-beta MEL TCR de alta-afinidade

Gln Trp Pro Ala Thr Leu Val Gln Pro Val

"10 15

Glu Cys Thr Val Glu Gly Thr Ser Asn Pro

25 30

Gln Ala Ala Gly Arg Gly Pro Gln Leu Leu

40 45

Gly Gln Ile Ser Ser Glu Ala Pro Gln Asn

55 60

Gln Asp Arg Gln Phe Ile Leu Ser Ser Lys

75 80

Ser Gly Phe Tyr Leu Cys Ala Trp Ser Glu

90 95

Glu Leu Phe Phe Gly Glu Gly Ser Arg Leu

105 | 110



102

<211> 115

<212> PRT

<213> Seqgliéncia Artificial

<220>

<223> Dominio varidvel de cadeia-beta MEL TCR de alta-afinidade
‘<400> 57

Met Ser Gln Thr Ile His Gln Trp Pro Ala Thr Leu Val Gln Pro Val
Gly Ser Pro Leu Ser Leu Glu Cys Thr Val Glu Gly Thr Ser Asn Pro
20 25 30

Asn Leu Tyr Trp Tyr Arg Gln Ala Ala Gly Arg Gly Pro Gln Leu Leu

35 . 40 45

Phe Tyr Trp Gly Pro Phée Gly Gln Ile Ser Ser Glu Val Pro Gln Asn .

50 55 60

Leu Ser Ala Ser Arg Pro Gln Asp Arg Gln Phe Ile Leu Ser Ser Lys

65 ' - 70 75 - 80

Lys Leu Leu Leu Ser Asp Ser Gly Phe Tyr Leu Cys Ala Trp Ser Glu

85 90 95

Thr Gly Leu Gly Thr Gly Glu Leu Phe Phe Gly Glu Gly Ser Arg Leu

100 105 110

Thr vVal Leu

115

<210> 58

<211> 115



<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Met Ser

Gly Ser

Asn Leu

Phe Tyr

50

Leu Ser

65

‘Lys Leu

Thr Gly

Thr val

<210>
<211>

<212>

103

PRT

Seqiiéncia Artificial

Dominio varidvel de cadeia-beta MEL TCR de alta-afinidade

58

Gln Thr Ile His Gln Trp Pro Ala Thr Leu Val Gln Pro Val

Pro Leu Ser Leu Glu Cys Thr Val Glu Gly Thr Ser Asn Pro

20 : 25 30

Tyr Trp Tyr Arg Gln Ala Ala Gly Arg Gly Leu Gln Leu Leu

35 40 45

Ser Val Gly Ile Gly Gln Ile Ser Ser Glu Val Pro Gln Asn

55 60

Ala Ser Arg Pro Gln Asp Arg Gln Phe Ile Leu Ser Ser Lys

70 75 80

Leu Leu Ser Asp Ser Gly Phe Tyr Leu Cys Ala Trp Ser Glu

85 90 95

Leu Gly Met Gly Gly Trp Gln Phe Gly Glu Gly Ser Arg Leu

100 105 : 110

Leu

115

59
115

PRT



104

<213> Segiiéncia Artificial

<220>

'<223> Dominio varidvel de cadeia-beta MEL TCR de alta-afinidade
<400> 59

Met Ser Gln Thr Ile His Gln Trp Pro Ala Thr Leu Val Gln Pro val

1 5 10 15

Gly Ser Pro Leu Ser Leu Glu Cys Thr val Glu Gly Thr Ser Asn Pro

20 25 _ 30

Asn Leu Tyr Trp Tyr Arg Gln Ala Ala Gly Arg Gly Leu Gln Leu Leu

35 40 45 =

Phe Tyr Ser Val Gly Ile Gly Gln Ile Ser Ser Glu Val Pro Gln Asn

50 . 55 60

Leu Ser Ala Ser Arg Pro Gln Asp Arg Gln Phe Ile Leu Ser Ser Lys

65 70 75 _ 80

Lys Leu Leu Leu Ser Asp Ser Gly Phe Tyr Leu Cys Ala Trp Ser Glu

85 90 95

Thr Gly Leu Gly Met Gly Gly Trp Ser Phe Gly Glu Gly Ser Arg Leu

100 105 110

Thr vVal Leu

115
<210> 60
<211> 115

<212> PRT

<213> Segiliéncia Artificial



105

<220>
<223> Dominio varidvel de cadeia-beta MEL TCR de alta-afinidade
<400> 60

Met Ser Gln Thr Ile His Gln Trp Pro Ala Thr Leu Val Gln Pro Val
Gly Ser Pro Leu Ser Leu Glu Cys Thr Val Glu Gly Thr Ser Asn Pro
20 25 30

Asn Leu Tyr Trp Tyr Arg Gln Ala Ala Gly Arg Gly Leu Gln Leu Leu

35 40 45

Phe Tyr Ser Val Gly Ile Gly Gln Ile Ser Ser Glu Val Pro Gln Asn

50 ’ 55 60

Leu Ser Ala Ser Arg Pro Gln Asp Arg Gln Phe Ile Leu Ser Ser Lys

65 70 75 80

Lys Leu Leu Leu Ser Asp Ser Gly Phe Tyr Leu Cys Ala Trp Ser Glu

85 90 95

Thr Gly Leu Gly Met Gly Gly Trp Ala Phe Gly Glu Gly Ser Arg Leu

100 105 110

Thr vVal Leu

115
<210> 61
<211> 115
<212> PRT

<213> Seqgiiéncia Artificial

<220>
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<223> Dominio varidvel de cadeia-beta MEL TCR de alta-afinidade
<400> 61

Met Ser Gln Thr Ile His Gln Trp Pro Ala Thr Leu Val Gln Pro Val
Gly Ser Pro Leu Ser Leu Glu Cys Thr vVal Glu Gly Thr Ser Asn Pro
20 .25 30

Asn Leu Tyr Trp Tyr Arg Gln Ala Ala Gly Arg Gly Leu Gln Leu Leu

35 40 45.

phe Tyr Ser val Gly Ile Gly Gln Ile Ser Ser Glu Val Pro Gln Asn

50 55 ' 60

Leu Ser Ala Ser Arg Pro Gln Asp Arg Gln Phe Ile Leu Ser Ser Lys

65 ’ 70 75 80

Lys Leu Leu Leu Ser Asp Ser Gly Phe Tyr Leu Cys Ala Trp Ser Glu

85 90 95

Thr Gly Leu Gly Val Gly Gly Trp Asp Phe Gly Glu Gly Ser Arg Leu

100 105 110

Thr Val Leu

115
<210> 62
<211> 115
<212> PRT

<213> Segiiéncia Artificial
<220>

<223> Dominio variavel de cadeia-beta MEL TCR de alta-afinidade
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<400> 62

Met Ser Glh Thr Ile His Gln Trp Pro Ala Thr Leu Val Gln Pro Val
Gly Ser Pro Leu Ser Leu Glu Cys Thr Val Glu Gly Thr Ser Asn Pro
20 25 30

Asn Leu Tyr Trp Tyr Arg Gln Ala Ala Gly Arg Gly Leu Gln Leu Leu

35 40 : 45

Phe Tyr Ser Val Gly Ile Gly Gln Ile Ser Ser Glu Val Pro Gln Asn

50 55 60

Leu Ser Ala Ser Arg Pro Gln Asp Arg Gln Phe Ile Leu Ser Ser Lys

65 70 75 80

Lys Leu Leu Leu Ser Asp Ser Gly Phe Tyr Leu Cys Ala Trp Ser Glu

85 90 95 -

Thr Gly Leu Gly Val Gly Gly Trp Glu Phe Gly Glu Gly Ser Arg Leu

100 : . 105 110

Thr Val Leu

115
<210> 63
<211> 115
<212> PRT

- <213> Seqiiéncia Artificial
<220>
<223> Dominio varidvel de cadeia-beta MEL TCR de alta-afinidade

<400> 63
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Met Ser Gln Thr Ile His Gln Trp Pro Ala Thr Leu Val Gln Pro Val
Gly Ser Pro Leu Ser Leu Glu Cys Thr val Glu Gly Thr Ser Asn Pro
20 25 30

Asn Leu Tyr Trp Tyr.Arg Gln Ala Ala Gly Arg Gly Leu Gln Leu Leu

35 a0 45

Phe Tyr Ser Val Gly Ile Gly Gln Ile Ser Ser Glu vVal Pro Gln Asn

50 55 60

Leu Ser Ala Ser Arg Pro Gln Asp Arg'Gln Phe Val Leu Ser Ser Lys

65 70 75 80

Lys Leu Leu Leu Ser Asp Ser Gly Phe Tyr Leu Cys Ala Trp Ser Glu

85 ' 90 . 95

Thr Gly Leu Asn Thr Ser Gly Trp Phe Phe Gly Glu Gly Ser Arg Leu

100 105 110

Thr val Leu

115
<210> 64
<211> 115
<212> PRT

<213> Segqgiiéncia Artificial

<220>

<223> Dominio variavel de cadeia-beta MEL TCR de alta-afinidade
<400> 64

Met Ser Gln Thr Ile His Gln Trp Pro Ala Thr Leu Val Gln Pro Val
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Gly Ser Pro Leu Ser Leu Glu Cys Thr val Glu Gly Thr Ser Asn Pro

20 25 30

Asn Leu Tyr Trp Tyr Arg Gln Ala Ala Gly Arg Gly Leu Gln Leu Leu

35 40 ’ 45

Phe Tyr Ser Val Gly Ile Gly Gln Ile Ser Ser Glu Val Pro Gln Asn

50 55 " 60

Leu Ser Ala Ser Arg Pro Gln Asp Arg Gln Phe Ile Leu Ser Ser Lys

65 70 75 80

Lys Leu Leu Leu Ser Asp Ser Gly Phe Tyr Leu Cys Ala Trp Ser Glu

-85 90 95

Thr Gly Leu Asn Thr Asn Gly Trp Phe Phe Gly Glu Gly Ser Arg Leu

100 105 110

Thr Val Leu

115
<210> 65
<211> 115
<212> PRT

_ <213> Seqgiiéncia Artificial

<220>

<223> Dominio varidvel de cadeia-beta MEL TCR de alta-afinidade
<400> 65

‘Met Ser Gln Thr Ile His Gln Trp Pro Ala Thr Leu Val Gln Pro Val

1 5 10 15



Gly

Asn

Phe

Leu

65

Lys

Thr

Thr

Ser

Leu

Tyr

50

Ser

Leu

Gly

val

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Pro

35

Ser

Ala

Leu

Leu

Leu

115

66

115

PRT

Leu

20

Trp

val

Ser

Leu

Asn

100

Ser

Tyr

Gly

Arg

Sexr

85

Leu

Leu

Arg

Ile

Pro

70

Asp

Gly

Glu

Gln

Gly

55

Gln

Ser

Gly

Seqiiéncia Artificial

66

Cys

Ala

40

Gln

Asp

Gly

Trp

110

Thr vVal

25

Ala Gly

Ile Ser

Arg Gln

Phe Tyr

90

Phe Phe.

105

Glu

Arg

Ser

Phe

75

Leu

Gly

Gly

Gly

Glu

60

Ile

Cys

Glu

Thr

Leu

45

val

Leu

Ala

Gly

Ser

30

Gln

Pro

Ser

Trp

Ser

110

Asn

Leu

‘Gln

Ser

Ser

95

Arg

Pro

Leu

Asn

Lys

80

Glu

Leu

Dominio variivel de cadeia-beta MEL TCR de alta-afinidade

Met Ser Gln Thr Ile His Gln Trp Pro Ala Thr Leu Val Gln Pro Val

1

5

10

15



111

Gly Ser Pro Leu Ser Leu Glu Cys Thr Val Glu Gly Thr Ser Asn Pro

20 25 30

Asn Leu Tyr Trp Tyr Arg Gln Ala Ala Gly Arg Gly Leu Gln Leu Leu

35 40 45

Phe .Tyr Ser Val Gly Ile Gly Gln Ile Ser Ser Glu Val Pro Gln Asn

50 55 60

Leu Ser Ala Ser Arg Pro Gln Asp Arg Gln Phe Ile Leu Ser Ser Lys

65 70 75 80

Lys Leu Leu Leu Ser Asp Ser Gly Phe Tyr Leu Cys Ala Trp Ser Glu

85 90 95

~Thr Gly Leu Asn Val Ser Gly Trp Phe Phe Gly Glu Gly Ser Arg Leu

100 v 105 110

Thr val Leu

115
<210> . 67
<211> 115
<212> PRT

<213> Seéﬁéncia Artificial

<220>

.<223>' Dominio varidvel de cadeia-beta MEL TCR de alta-afinidade
<400> 67

Met Ser Gln Thr Ile His Gln Trp Pro Ala Thr Leu Val Gln Pro Val

1 5 10 15

Gly Ser Pro Leu Ser Leu Glu Cys Thr val Glu Gly Thr Ser Asn Pro



112

20 25 30

‘Asn Leu Tyr Trp Tyr Arg Gln Ala Ala Gly Arg Gly Leu Gln Leu Leu

35 40 45

Phe Tyr Ser Val Gly Ile Gly Gln Ile Ser Ser Glu Val Pro Gln Asn

50 ' 55 - 60

Leu Ser Ala Ser Arg Pro Gln Asp Arg Gln Phe Ile Leu Ser Ser Lys

65 70 ’ 75 : 80

Lys Leu Leu Leu Ser Asp Ser Gly Phe Tyr Leu Cys ‘Ala Trp Ser Glu

85 90 ' 95

Thr Gly Leu Asn Thr Thr Gly Trp Phe Phe Gly Glu Gly Ser Arg Leu

100 o 105 ' 110

Thr vVal Leu

115
<210> 68
<211> 204
<212> PRT

<213> Seqgiiéncia Artificial

<220>

<223> Cadeia-alfa Mel TCR solivel de alta afinidade incluindo um residuo

CYS apresentado

<400> 68

Met Gln Lys Glu Val Glu Gln Asn Ser Gly Pro Leu Ser Val Pro Glu

1 5 10 15

Gly Ala Ile Ala Ser Leu Asn Cys Thr Tyr Ser Phe Gln Gly Ser Gln



Ser

Met

Gln

65

Gln

Lys

Gln

Asp

Ser

145

Asp

Asn

Phe

Phe

50

Leu

Pro

Ser

Asn

Lys

130

Gln

Met

Lys

Phe

35

Ile

Asn

Ser

Thr

Pro

115

Ser

Ser

Arg

Ser

20

Trp

Tyr

Lys

Asp

Phe

100

Asp

Val

Lys

Ser

Asp

180

Tyxr

Ser

Ala

Ser

85

Gly

Pro

Cys

Asp

Met

165

Phe

Arg

Asn

Ser

70

Ala

Asp

Ala

Leu

Ser

150

Asp

Ala

Gln

Gly

55

Gln

Thr

Gly

val

Phe

135

Asp

Phe

Cys

Tyxr

40.

Asp

Tyr

Tyr

Thr

Tyxr

120

Thr

val

Lys

Ala

25

Ser

Lys

val

Leu

Thxr

105

Gln

Asp

Tyr

Ser

Asn

185

113

Gly

Glu

Ser

Cys

90

Leu

Leu

Phe

Ile

Asn

170

Ala

Lys

Asp

Leu

75

Ala

Thr

Arg

Asp

Thr

155

Ser

Phe

Ser

Gly

60

Leu

val

val

Asp

Se;

140

Asp

Ala

Asn

Pro

45

Arg

Ile

Asn

Lys.

Ser

125

Gln

Lys

val

Asn

30

Glu

Phe

Arg

val

Pro

110

Lys

Thr

Cys

Ala

Ser

Leu

Thr

Asp

Ala

95

Asn

Ser’

Asn

val

Trp

175

Ile

190 .

Ile

Ala

Ser

80

Gly

Ile

Serxr

Vval

Leu

160

Ser

Ile



114

Pro Glu Asp Thr Phe Phe Pro Ser Pro Glu Ser Ser

195 200
<210> 69
<211> 204
<212> PRT

<213$ Seqiiéncia Artificial

<220>

<223> Cadeia-alfa Mel TCR soliuvel de alta afinidade incluindo um residuo
CYS apresentado

<400> - 69

Met Gln Lys Glu Val Glu Gln Asn Ser Gly Pro Leu Ser Val Pro Glu

1 5 10 15

Gly Ala Ile Ala Ser Leu Asn Cys Thr Tyr Ser Phe Leu Gly Ser Gln

20 ' 25 ' 30

Ser Phe Phe Trp Tyr Arg Gln Tyr Ser Gly Lys Ser Pro Glu Leu Ile

35 40 45

Met Phe Ile Tyr Ser Asn Gly Asp Lys Glu Asp Gly Arg Phe Thr Ala

50 55 ' 60

Gln Leu Asn Lys Ala Ser Gln Tyr Val Ser Leu Leu Ile Arg Asp Ser

65 70 75 ' 80

Gln Pro Ser Asp Ser Ala Thr Tyr Leu Cys Ala Val Asn Val Ala Gly

85 90 95

Lys Ser Thr Phe Gly Asp Gly Thr Thr Leu Thr Val Lys Pro Asn Ile

100 105 110



Gln

Asp

Ser

145

Asp

Asn

Pro

Asn

Lys

130

‘Gln

Met

Lys

Glu

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

Pro
115
Ser
Ser
Arg

Ser

Asp

195

70
204

PRT

Asp

val

Lys

Ser

Asp

180

Thr

Pro

Cys

Asp

Met

165

Phe

Phe

Ala

Leu

Ser

150

Asp

Ala

Phe

Val

Phe

135

Asp

Phe

Cys

Pro

Seqgiéncia Artificial

CYS apresentado -

<400>

1

70

5

Tyr

120

Thr

val

Lys

Ala

Ser

200

Gln

Asp

Tyr

Ser

Asn

185

Pro

Cadeia-alfa Mel TCR soluvel

Met Gln Lys Glu val Glu Gln Asn Ser

115

Leu Arg Asp Ser Lys

125

Phe Asp Ser Gln Thr

140

Ile Thr Asp Lys Cys

155

Asn Ser Ala Val Ala

170

Ala Phe Asn Asn Ser

190

Glu Ser Ser

de alta afinidade

Gly Pro Leu Ser Val

10

Ser Ser

Asn Val

val Leu

160

Trp Ser

175

Ile Ile

incluindo um residuo

Pro Glu

15

Gly Ala Ile Ala Ser Leu Asn Cys Thr Tyr Ser Asp Arg Gly Ser Gln

20

25

30



A

116

Ser Phe Phe Trp Tyr Arg Gln Tyr Ser Gly Lys Ser Pro Glu Leu Ile

35 40 45

Met Phe Thr Tyr Arg Glu Gly Asp Lys Glu Asp Gly Arg Phe Thr Ala

50 55 60

Gln Leu Asn Lys Ala Ser Gln His val Ser Leu Leu Ile Arg Asp Ser

65 70 75 80

Gln Pro Ser Asp Ser Ala Thr Tyr Leu Cys Ala Val Asn Val Ala Gly

85 90 95

Lys Ser Thr Phe Gly Asp Gly Thr. Thr Leu Thr Val Lys Pro Asn Ile

100 105 110

Gln Asn Pro Asp Pro Ala val Tyr Gln Leu Arg Asp Ser Lys Ser Ser

115 120 125

Asp Lys Ser Val Cys Leu Phe Thr Asp Phe Asp Ser Gln Thr Asn Val

130 135 140

Ser Gln Ser Lys Asp Ser Asp Val Tyr Ile Thr Asp Lys Cys Val Leu

145 150 155 160

Asp Met Arg Ser Met Aéb Phe Lys Ser Asn Ser Ala Val Ala Trp Ser

165 170 175

Asn Lys Ser Asp Phe Ala Cys Ala Asn Ala Phe Asn Asn Ser Ile Ile

180 185 190

Pro Glu Asp Thr Phe Phe Pro Ser Pro Glu Ser Ser

195 200



<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

71

245

PRT

Seqiéncia Artificial

<223> Cadeia-beta Mel TCR soluvel

CYS apresentado

<400>

71

Met Ser Gln Thr Ile His Gln

1

Gly Ser

Phe Tyr

50

Leu Ser

65

Lys Leu

Thr Gly

Thr Val

5

Pro Leu Ser Leu Glu

Tyr Trp Tyr Arg Gln

20

Tyr

Ala

Leu

Leu

Leu

115

Gly Pro

Ser.Arg

Leu Ser

85

Gly Thr

100

Glu Asp

Phe Gly

55

Pro Gln

70

Asp Ser

Gly Glu

Leu Lys

Trp Pro

Cys Thr

25

Ala Ala

40

Gln Ile

Asp Arg

Gly Phe

Leu Phe

105

Asn Val

120

117

de alta afinidade incluindo um residuo

Ala Thr Leu

10

val Glu GIy

Gly Arg Gly

Ser

Gln

Tyr

90

Phe

phe

Ser

Phe

75

Leu

Gly

Pro

Glu

60

Ile

Cys

Glu

Pro

val

Thr

Pro

45

val

Leu

Ala

Gly

Glu

125

Gln

Ser

30

Gln

Pro

Ser

Trp

Ser

110

val

Pro

15

Asn

Leu

Gln

ser

Ser

95

Arg

Ala

val

Pro

Leu

Asn

Lys

80

Glu

Leu

val



118

Phe Glu Pro Ser Glu Ala Glu Ile Ser His Thr Gln Lys Ala Thr Leu

130 135 140

Val Cys Leu Ala Thr Gly Phe Tyr Pro Asp His Val Glu Leu Ser Trp

145 150 155 © 160

Trp Val Asn Gly Lys Glu Val His Ser Gly Val Cys Thr Asp Pro Gln

165 170 . 175

Pro Leu Lys Glu Gln Pro Ala Leu Asn Asp Ser Arg Tyr Ala Leu Ser

180 185 _ . '190

Ser Arg Leu Arg Val Ser Ala Thr Phe Trp Gln Asp Pro Arg Asn His

195 200 205

Phe Arg Cys Gln Val Gln Phe Tyr Gly Leu Ser Glu Asn Asp Glu Trp

210 215 220

Thr Gln Asp Arg Ala Lys Pro Val Thr Gln Ile Val Ser Ala Glu Ala

225 230 ' 235 240

Trp Gly Arg Ala Asp

245

<210> 72
<211> 245
<212> PRT

<213> Seqgiiéncia Artificial
<220>
<223> Cadeia-beta Mel TCR soludvel de alta afinidade incluindo um residuo

CYS apresentado



<400>

72

Met. Ser Gln

Gly

Asn

Phe

Leu

65

Lys

Thr

Thr

Phe

val

145

Trp

Ser

Leu

Tyr

50

Ser

Leu

Gly

val

Glu

130

Cys

val

Pro

TyY

35

Phe

Ala

Leu

Leu

Leu

115

Pro

Leu

Asn

Thr

Leu

20

Trp

Gly

Ser

Leu

Gly

100

Glu

Ser

Ala

Gly

Ile

Ser

Tyr

Pro

Arg

Ser

85

Thr

Asp

Glu

Thr

Lys

His

Leu

Arg

Phe

Pro

70

Asp

Gly

Leu

Ala

Gly

150

Glu

Gln

Glu

Gln

Gly

55

Gln

Sex

Glu

Lys

Glu

135

Phe

val

Trp

Cys

Ala

40

Gln

Asp

Gly

Leu

Asn

120

Ile

Tyr

His

Pro

Thr

25

Ala

Ile

Arg

Phe

Phe

-105

Val

Ser

Pro

Ser

119

Ala

10

Val

Gly

Ser

Gln

TYyY

90

Phe

Phe

His

Asp

Gly

Thr

Glu

Arg

Ser

Phe

75

Leu

Gly

Pro

Thr

His

155

val

Leu

Gly

Gly

Glu

60

Ile

Cys

Glu

Pro

Gln

140

val

Cys

val

Thr

Pro

45

val

Leu

Ala

Gly

Glu

125

Lys

Glu

Thr

Gln

Ser

30

Gln

Pro

Ser

Trp

Ser

110

val

Ala

Leu

Asp

Pro

15

Asn

Leu

Gln

Ser

Ser

95

Arg

Ala

Thr

Serxr

Pro

val

Pro

Leu

Asn

Lys

80

Glu

Leu

val

Leu

Trp

160

Gln



165

" Pro Leu Lys Glu Gln Pro Ala Leu Asn

180 185

Ser Arg Leu Arg Val Ser Ala Thr Phe

195 ) 200

Phe Arg Cys Gln Val Gln Phe Tyr Gly

210 215

Thr Gln Asp Arg Ala Lys Pro Val Thr

225 230

Trp Gly Arg Ala Asp

245

<210> 73
<211> 245
<212> PRT

<213> Seqiiéncia Artificial

<220>

<223> Cadeia-beta Mel TCR soluvel
CYS apresentado

<400> i3

Met Ser Gln Thr Ile His Gln Trp Pro

1 5

Gly Ser Pro Leu Ser Leu Glu Cys Thr

20 25

Asn Leu Tyr Trp Tyr Arg Gln Ala Ala

120

170 175

Asp Ser Arg Tyr Ala Leu Ser

190

Trp Gln Asp Pro Arg Asn His

205

Leu Ser Glu Asn Asp Glu Trp

220

Gln Ile Val Ser Ala Glu Ala

235 : 240

de alta afinidade incluindo um residuo
Ala Thr Leu Val Gln Pro Val
10 15

Val Glu Gly Thr Ser Asn Pro

30

Gly Arg Gly Pro Gln Leu Leu



Phe

Leu

65

Lys

Thr

Thr

Phe

Val

145

Trp

Pro

Ser

TYyr

50

Ser

Leu

Gly

val

Glu

130

Cys

val

Leu

Arg

35

Phe

Ala

) Leu

Leu

Leu

Gly

Ser

Leu

Gly

100

Glu

115

Pro

Leu

Asn

Lys

Leu

© 195

Ser

Ala

Gly

Glu

180

Arg

Pro

Arg

Ser

85

Thr

Asp

Glu

Thr

Lys

165

Gln

val

Tyr

Pro

70

Asp

Gly

Leu

Ala

Gly

150

Glu

Pro

Ser

Gly

55

Gln

Ser

Glu

Lys

Glu

135

Phe

val

Ala

Ala

40

Gln

Asp

Gly

Leu

Asn

120

Ile

Tyx-

His

Leu

Thr

200

Ile

Arg

Phe

Phe

105

val

Ser

Pro

Ser

Asn

185

Phe

121

Ser

Gln

Tyr

90

Phe

Phe

His

Asp

Gly

170

Asp

Trp

Ser

Phe

75

Leu

Gly

Pro

Thr

His

155

val

Ser

Gln

Glu

60

Ile

Cys

Glu

Pro

Gln

140

val

Cys

Arg

Asp

45

Ala

Leu

Ala

Gly

Glu

125

Lys

Glu

Thr

Tyr

Pro

205

Pro

Ser

Trp

Ser

110

val

Ala

Leu

Asp

Ala

190

Arg

Gln

Ser

Ser

95

Arg

Ala

Thr

Ser

Asn

Lys

80

Glu

Leu

Val

Leu

Trp

160

Pro

175

Leu

Asn’

Gln

Ser

His



122

Phe Arg Cys Gln Val Gln Phe Tyr Gly Leu Ser Glu Asn Asp Glu Trp

210 215 220

Thr Gln Asp Arg Ala Lys Pro Val Thr Gln Ile Vval Ser Ala Glu Ala

225 230 235 240

Trvaly Arg Ala Asp

245

<210> 74
<211> 245

<212>‘ PRT

<213> Seqgiiéncia Artificial

<220>

<223> Cadeia-beta Mel TCR soluvel de alta afinidade'incluindo'um residuo
CYQ apresentado |

<400> 74

Met Ser Gln Thr Ile His Gln Trp Pro Ala Thr Leu Val Gln Pro val

1 5 10 15

Gly Ser Pro Leu Ser Leu Glu Cys Thr Val Glu Gly Thr Ser Asn Pro

20 25 30

Asn Leu Tyr Trp Tyr Arg Gln Ala Ala Gly Arg Gly Pro Gln Leu Leu

35 40 ' 45

Phe Tyr Trp Gly Pro Phe Gly Gln Ile Ser Ser Glu Val Pro Gln Asn

50 _ 55 60

Leu Ser Ala Ser Arg Pro Gln Asp Arg Gln Phe Ile Leu Ser Ser Lys

65 70 75 - 80



Lys

Thr

Thr

Phe

val

145

Trp

Pro

Ser

Phe

Thr

225

Trp

Leu

Gly

val

Glu

130

Cys

val

Leu

Arg

Arg

210

Gln

Gly

Leu

Leu

Leu

115

Pro

Leu

Asn

Lys

Leu

Gly

100

Glu

Ser

Ala

Gly-

Glu

180

Leu

195

Cys

Asp

Arg

Arg

Gln

Arg

Ala

Ser

85

Thr

Asp

Glu

Thr

Lys

165

Gln

val

val

Ala

Asp

245

Asp Ser

Gly Glu

Leu Lys

Ala Glu

135

Gly Phe

150

Glu val

Pro Ala

Ser Ala

Gln Phe

215°

Lys Pro

230

Gly

Leu

Asn

120

Ile

Tyr

His

Leu

Thr

200

Tyx

val

Phe

Phe

105

val

Ser

Pro

Ser

Asn

185

Phe

Gly

Thr

123

Tyr

90

Phe

Phe

His

Asp

Gly

170

Asp

Trp

Leu

Gln

Leu

Gly

Pro

Thr

His

155

Val

Ser

Gln

Ser

Ile

235

Cys

Glu

Pro

Gln

140

val

Cys

Arg

Asp

Glu

220

val

Ala

Gly

Glu

125

Lys

Glu

Thr

Tyr

Pro

205

Asn

Ser

Trp

Ser

110

val

Ala

Leu

Asp

Ala

190

Arg

Asp

Ala

Ser

95

Arg

Ala

Thr

Ser

Pro

175

Leu

Asn

Glu

Glu

Glu

Leu

Val

Leu

Trp

160 -

Gln

Ser

His

Trp

Ala

240



124

<210> 75
<211> 245
<212> PRT_

<213> Seqiiéncia Artificial

<220> |

<223> Cadeia-beta Mel TCR soluvel de alta afinidade incluindo um residuo
CYS apresentado | |

<400> 75

Met Ser Gln Thr Ile His Gln Trp Pro Ala Thr Leu Val Gln Pro Val
Gly Ser Pro Leu Ser Leu Glu Cys Thr Val Glu Gly Thr Ser Asn Pro
20 25 30

Asn Leu Tyr Trp Tyr Arg Gln Ala Ala Gly Arg Gly Leu Gln Leu Leu

35 ' 40 45

Phe Tyr Ser Val Gly Ile Gly Gln Ile Ser Ser Glu Val Pro Gln Asn

50 ' 55 60

Leu Ser Ala Ser Arg Pro Gln Asp Arg Gln Phe Ile Leu Ser Ser Lys

65 70 75 80

Lys Leu Leu Leu Ser Asp Ser Gly Phe Tyr Leu Cys Ala Trp Ser Glu

85 90 95

Thr Gly Leu Gly Met Gly Gly Trp Gln Phe Gly Glu Gly Ser Arg Leu

100 105 110

Thr Val Leu Glu Asp Leu Lys Asn Val Phe Pro Pro Glu val Ala Val

115 120 125



125

Phe Glu Pro Ser Glu Ala Glu Ile Ser His Thr Gln Lys Ala Thr Leu

130 135 140

val Cys Leu Ala Thr Gly Phe Tyr Pro Asp His Val Glu Leu Ser Trp

145 150 155 160

Trp Val Asn Gly Lys Glu Val His Ser Gly Val Cys Thr Asp Pro Gln

165 170 175

Pro Leu Lys Glu Gln Pro Ala Leu Asn Asp Ser Arg Tyr Ala Leu Ser

180 185 190

Ser Arg Leu Arg Val Ser Ala Thr Phe Trp Gln Asp Pro Arg Asn His

195 . 200 205

Phe Arg Cys Gln Val Gln Phe Tyr Gly Leu Ser Glu Asn Asp Glu Trp

210 215 220

Thr Gln Asp Arg Ala Lys Pro Val Thr Gln Ile Val Ser Ala Glu Ala

225 . 230 235 240

Trp Gly Arg Ala Asp

245

<210> 76
<211> 245
<212> PRT

<213> Seqgiéncia Artificial
<220>
<223 cadeia-beta Mel TCR soliuvel de alta afinidade incluindo um residuo

CYS apresentado



<400>

76

Met Ser Gln

1

Gly

Asn

Phe

Leu

65

Lys

Thr

Thr

Phe

val

145

Trp

Ser

Leu

Tyr

50

Ser

Leu

Gly

val

Glu

130

Cys

val

Pro

Tyr

35

Ser

Ala

Leu

Leu

Leu

115

Pro

Leu

Asn

Thr

Leu

20

Trp

val

Ser

Leu

‘Gly

100

Glu

Ser

Ala

Gly

Ile

Ser

Tyr

Gly

Arg

Ser

85

Val

Asp

Glu

Thr

Lys

His

Leu

Arg

Ile

Pro

70

Asp

Gly

Leu

Ala

Gly

150

Glu

Gln

Glu

Gln

Gly

55

Gln

Ser

Gly

Lys

Glu

135

Phe

val

Trp

Cys

Ala

40

Gln

Asp

Gly

Trp

Asn

120

Ile

Tyr

His

Pro

Thr

25

Ala

Ile

Arg

Phe

Glu

105

val

Ser

Pro

Ser

126

Ala

10

val

Gly

Ser

Gln

Tyxr

90

Phe

Phe

His

Asp

Gly

Thr

clu

Arg

Ser’

Phe

75

Leu

Gly

Pro

Thr

His

155

val

Leu

Gly

Gly

Glu

60

Ile

Cys

Glu

Pro

Gln

140

val

Cys

val

Thr

Leu

45

val

Leu

Ala

Gly

Glu

125

Lys

Glu

Thr

Gln

Ser

30

Gln

Pro

Ser

Trp

Ser

110

val

Ala

Leu

Asp

Pro Val

15

Asn Pro

Leu Leu

Gln Asn

Ser Lys

80

Ser Glu

95

Arg Leu

Ala val

Thr Leu

Ser Trp

160

Pro Gln



127

165 170 175

Pro Leu Lys Glu Gln Pro Ala Leu Asn Asp Ser Arg Tyr Ala Leu Ser

180 . 185 190

Ser Arg Leu Arg Val Ser Ala Thr Phe Trp Gln Asp Pro Arg Asn His

195 200 205

Phe Arg Cys Gln val Cln Phe Tyr Gly Leu Ser Glu Asn Asp Glu Trp

210 215 220

Thr Gln Asp Arg Ala Lys Pro Val Thr Gln Ile Val Ser Ala Glu Ala

225 230 235 ’ 240

Trp Gly Arg Ala Asp

245

<210> 77
<211> 245
<212> PRT

<213> Segiiéncia Artificial

<220> |

<223> Cadeia-beta Mel TCR solivel de alta afinidade incluindo um residuo
CYS apresentado

<400> 77

Met Ser Gln Thr Ile His Gln.Tfp Pro Ala Thr Leu Val Gln Pro Val

1 ' 5 10 15

Gly Ser Pro Leu Ser Leu Glu Cys Thr Vval Glu Gly Thr Ser Asn Fro

20 25 30

Asn Leu Tyr Trp Tyr Arg Gln Ala Ala Gly Arg Gly Leu Gln Leu Leu



"Phe

Leu

65

Lys

Thr

Thr

Phe

val

145

Trp

Pro

Ser

Tyr

50

Ser

Leu

Gly

val

Glu

130

Cys

val

Leu

Arg

35

Ser

Ala

Leu

Leu

Leu

115

Pro

Leu

Asn

Lys

Leu

195

val

Ser

Leu

Asn

100

Glu

Ser

Ala

Gly

Glu

180

Arg

Gly

Arg

Ser

85

Leu

Asp

Glu

Thr

Lys

165

Gln

val

Ile

Pro

70

Asp

Gly

Leu

Ala

Gly

150

Glu

Pro

Ser

Gly

55

Gln

Ser

Gly

Lys

Glu

135

Phe

val

Ala

Ala

40

Gln

Asp

Gly

Trp

Asn

120

Ile

Tyx

His

Leu

Thr

200

Ile

Arg

Phe

Phe

105

val

Ser

Pro

Ser

Asn

185

Phe

128

Ser

Gln

Tyr

90

Phe

Phe

His

Asp

Gly

170

Asp

Trp

Ser

Phe

75

Leu

Gly

Pro

Thr

His

155

Vval

Ser

Gln

Glu

60

Ile

Cys

Glu

Pro

Gln

140

val

Cys

Arg

Asp

45

val

Leu

Ala

Gly

Glu

125

Lys

Glu

Thr

Tyr

Pro

205

Pro

Ser

Trp

Ser

110

val

Ala

Leu

Asp

Ala

190

Arg

Gln

Ser

Ser

95

Arg

Ala

Thr

Ser

Pro

175

Leu

Asn

Asn

Lys

80

Glu

Leu

val.

Leu

Trp

160

.len '

Ser

His
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Phe Arg Cys Gln Val Gln Phe Tyr Gly Leu Ser Glu Asn Asp Glu Trp

210 | 215 220

Thr Gln Asp Arg Ala Lys Pro val Thr Gln Ile Val Ser Ala Glu Ala

225 230 235 240

Trp Gly Arg Ala Asp

245

<210> 78
<211> 245
<212> PRT

<213> Seqgiiéncia Artificial

<220>

<223> Cadeia-beta Mel TCR solivel de alta afinidade incluindo um residuo
CYS apresentado

<400> 78

Met Ser Gln Thr Ile His Gln Trp Pro Ala Thr Leu Val Gln Pro Val

1 5 10 15

Gly Ser Pro Leu Ser Leu Glu Cys Thr Val Glu Gly Thr Ser Asn Pro

20 25 } 30

Asn Leu Tyr Trp Tyr Arg Gln Ala Ala Gly Arg Gly Leu Gln Leu Leu

'35 ' 40 45

Phe Tyr Ser Val Gly Ile Gly Gln Ile Ser Ser Glu Val Pro Gln Asn

50 55 60

Leu Ser Ala Ser Arg Pro Gln Asp Arg Gln Phe Ile Leu Ser Ser Lys

65 ' 70 75 80



Lys

Thr

Thxr

Phe

val

Leu

Gly

val

Glu

130

Cys

145

Trp

Pro

Ser

Phe

Thr

225

Trp

Val

Leu

Arg

Arg

210

Gln

Gly

Leu

Leu

Leu

115

Pro

Leu

Asn

Lys

Leu

195

Cys

Asp

Arg

Leu

Asn

100

Glu

Ser

Ala

Gly

Glu

1180

Arg

Gln

Ala

Ser

85

val

AsSp

Glu

Thr

Asp

Ser

Leu

Ala

Gly

- 150

Lys

165

Gln

Val

val

Ala

AsSp

245

Glu

Pro

Ser

Gln

Lys

- 230

Ser

Gly

Lys

Glu

135

Phe

val

Ala

Ala

Phe

215

Pro

Gly

Trp

Asn

120

Ile

Tyr

His

Leu

Thr

Phe

Phe

105

val

Ser

Pro

Ser

Asn

185

Phe

200

Tyr

‘Val

Gly

Thr

130

Tyr

90

Phe

Phe

His

Asp

Gly

170

Asp

Trp

Leu

Gln

Leu

Gly

Pro

Thr

Cys

Glu

Pro

Gln»

140

His

155

val

Ser

Gln

Ser

Ile

235

val

Cys

Arg

Asp

Glu

220

val

Ala

Gly

Glu-

125

Lys

Glu

Thr

Tyr

Pro

205

Asn

Ser

Trp

Ser

110

val

Ala

Leu

Asp

Ala

190

Arg

Asp

Ala

Ser

95

Arg

Ala

Thr

Ser

Pro

175

Leu

Asn

Glu

Glu

Glu

Leu

val

Leu

Trp

160

Gln

Ser

His

Trp

Ala

240
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REIVINDICAGOES

1. Receptor de células-T (TCR) com a propriedade de se ligar a
AAGIGILTV-HLA-A*0201, caracterizado pelo fato de que compreende pelo
menos um dominio varidvel da cadeia o do TCR tendo uma SEQ ID N°1,
exceto aquele de um ou mais aminoacidos 28D, 29R, 30G, 31S, 49M, 51,
53S, 54N, 72Y, 94V, 95A, 96G, 97K, 98S e 99T que é/sdo mutantes, e/ou
pelo menos um dominio variavel da cadeia p do TCR tendo uma SEQ ID
N°:2, exceto aquele de um ou mais aminoacidos 45L, 518, 52V, 53G, 54,
761, 160G, 101T, 102G, 103E, 104L e 105F que é/sdo mutantes, em que o
referido TCR tem um Kp para o referido complexo AAGIGILTV-HLA-A*0201
menor ou igual a 3 uM e/ou uma taxa de separagao (kor) de 1 x 10° S1 ou
mais baixa.

2. TCR como definido na reivindicagao 1, caracterizado pelo fato
de que compreende uma ou mais mutagdes na regido variavel da cadeia-alfa
selecionado entre 28D—F, 28D—Y, 28D—-S, 28D—N, 29R—Q, 29R—L,
29R—|, 29R—F, 30G—H, 31S—A, 49M—l, 511-T, 53S—R, 54N—E,
72Y—H, 94V—D, 94V—P, 94V5S, 94V-L, 94V—N, 95A-G, 95A—S,
95A—E, 9G6—N, 96G—P, 96G—-V, 96G—M, 96G—L, 96G—R, 97K—R,
97K—Y, 97K—V, 97K—L, 97K—H, 97K—-G, 97K—l, 97K—P, 98S—L,
98S—M, 98S—R, 99T—L ou 99T—R usando a numeragdo mostrada na
SEQ ID N® 1.

3. TCR como definido na reivindicagao 1, caracterizado pelo fato
de que compreende uma ou mais mutagdes na regido variavel da cadeia-
beta selecionado entre 45L—P, 51S—Y, 51S—F, 51S-W, 52V-G,
53G—P, 541-F, 54-Y, 716V, 100G—N, 101T-M, 101T-L, 101T-V,
102G—S, 102G—N, 102G—T, 103E—G, 104L—W, 105F—S, 105F—A,
105F—Q, 105F—D, ou 105F—E usando a numeragdo mostrada na SEQ ID
N2 2.

4. TCR como definido na reivindicagéo 1, caracterizado pelo fato
de que compreende uma das seqiiéncias de aminoacidos da regiéo variavel
da cadeia-alfa das SEQ ID N°°: 11 a 24 ou 47 a 53.

5. TCR como definido na reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato



de que compreende uma das seqiiéncias de aminoacidos da regiao variavel
da cadeia-beta das SEQ ID N°°: 54 a 67.

6. TCR de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo fato
de que compreende os pares de regides variaveis da cadeia-alfa e beta

mostrados na tabela a seguir:

Sequéncia da regido variavel da ca- Sequiéncia da regido variavel da
deia-alfa, cadeia-beta,
SEQ ID N SEQ ID N°

11 2

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

47

48

49

50

51

52

NININININININIDINDINDINDINDINININDINDIDINDINDIDND

53

n
D

11

(8)]
(4]

11

(o)
(o)}

11

(8]
~

11
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Sequéncia da regido variavel da ca- Sequéncia da regiao variavel da

deia-alfa, cadeia-beta,
SEQ ID N SEQ ID N°

11 58

11 59

11 60

11 61

11 62

11 63

11 64

11 65

11 66

11 67

7. TCR como definido na reivindicagao 1, caracterizado pelo fato
de que compreende ainda a sequiéncia de aminoacidos da regido constante
da cadeia-alfa mostrada na SEQ ID N2 25, e/ou uma das seqiiéncias da re-
gido constante de aminoacidos da cadeia-beta mostradas nas SEQ ID Nes:
26 e 27.

8. TCR soluvel, caracterizado pelo fato de que compreende a
sequéncia de aminoacidos da cadeia-alfa de SEQ ID N® 29 ou SEQ ID NS
68 ou SEQ ID N2 69 ou SEQ ID N2 70, e a seqiiéncia de aminoacidos da
cadeia-beta de SEQ ID N° 10.

9. TCR soluvel, caracterizado pelo fato de que compreende a
seqiiéncia de aminoacidos da cadeia-alfa de SEQ ID N® 29 e a sequéncia de
aminoacidos da cadeia-beta de SEQ ID N° 71 ou SEQ ID N% 72 ou SEQ ID
N2 73 ou SEQ ID N2 74 ou SEQ ID N2 75 ou SEQ ID N% 76 ou SEQ ID N
77 ou SEQ ID N 78.
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Sequéncia da regido variavel da | Sequéncia da regido variavel da
cadeia-alfa, ' cadeia-beta,
SEQID N° SEQID N®
11 64
11 | 65
11 66
11 | 67

15. TCR de acordo.com a reivindicacdo 3, compreendendo a
regido variavel da cadeia-alfa mostrada na SEQ ID'N® 11 e a regido variavel
da cadeia-beta mostrada na SEQ ID N° 2. |

16. TCR de acordo com a reivindicagdo 3, compreendendo a

_ regido variavel da cadeia-alfa mostrada na SEQ ID N2 47 e a regido variavel

da cadeia-beta mostrada na SEQ ID Ne 2.

17. TCR de acordo com a reivindicagao 3, compreendendo a
regido variavel da cadeia-alfa mostrada na SEQ ID N2 48 e a regido variével
da cadeia-beta mostrada na SEQ ID N° 2.

18. TCR de acordo com a reivindicagao 3, compfeendendo a
regido variavel da cadeia-alfa mostrada na SEQ ID N° 53 e a regido varidvel .
da cadeia-beta mostrada na SEQ ID N2 2.

19. TCR de acordo com a reivindicagao 3, compreendendo a
regido variavel da cadeia-alfa mostrada na SEQ ID N° 11 e a regiao variavel
da cadeia-beta mostrada na SEQ 1D N2 54.

20. TCR de acordo com a reivindicacdao 3, compreendendo-a
regido variavel da cadeia-alfa mostrada na SEQ IDN°11ea regiéo variavel
da cadeia-beta mostrada na SEQ ID N2 55. |

21. TCH de acordo com a reivindicagdo 3, compreendendo a
regido variavel da cadeia-alfa mostrada na SEQ ID N° 11 e a regido variavel
da cadeia-beta mostrada na SEQ ID N° 56.

22. TCR de acordo com a reivindicagdo 3, compreendendo a
regido variavel da cadeia-alfa mostrada na SEQ ID N°® 11 e a regido variavel
da cadeia-beta mostrada na SEQ ID N° 57.

23. TCR de acordo com a reivindicagao 3, compreendendo a
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regiao variavel da cadeia-alfa mostrada na SEQ ID N® 11 e a regiao variavel
da cadeia-beta mostrada na SEQ ID N 58.

24. TCR de acordo com a reivindicagdo 3, compreendendo a
regido variavel da cadeia-alfa mostrada na SEQ ID N 11 e a regido variavel
da cadeia-beta mostrada na SEQ ID N°® 62.

25. TCR de acordo com a reivindicagdo 3, compreendendo a

regido variavel da cadeia-alfa mostrada na SEQ ID N° 11 e a regido variavel

da cadeia-beta mostrada na SEQ ID N2 65.

26. TCR de acordo com a reivindicagao 3, compreendendo a
regido varidvel da cadeia-alfa mostrada na SEQ ID N? 11 e a regiéo variavel
da cadeia-beta mostrada na SEQ ID N2 66.

27. TCR como definido em qualquer uma das reivindicagoes
p'recedentes compreendendo ainda a sequéncia de aminoacidos da regiao
constante da cadeia-alfa mostrada na SEQ ID N° 25, e/ou uma das sequién-

cias da regido constante de aminoacidos da cadeia-beta mostradas nas

SEQ ID N°%: 26 ¢ 27.

, 28. TCR como definido em qualquér uma das reivindicagoes
precedentes que é um receptor de células-T dimérico (dTCR) ou um recep-
tor de células-T da cadeia simples (scTCR).

29. TCR como definido em qualquer uma das reivindicagoes 5 a -
28 que é um scTCR compreendendo

~ um primeiro segmento constituido por uma seqijéncia de amino-

acidos correspondendo a uma regido variavel da cadeia o do TCR

um segundo segmento constituido por uma sequéncia de ami- ‘
noacidos correspondendo a uma sequéncia da regido variavel da cadeia [
do TCR fundida ao terminal N de uma seqiéncia de aminoacidos corres-
pondendo a uma seqiéncia extracelular do dominio constante da cadeia B'
do TCR, e |

uma sequéncia ligadora ligando o terminal C do primeiro seg-
mento ao terminal N do segundo segmento.
V 30. TCR de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 5 a 28

que é um scTCR compreendendo
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um primeiro segmento constituido por uma sequéncia de amino-
acidos correspondendo a uma regido varidvel da cadeia § do TCR

um segundo segmento constituido por uma sequéncia de ami-
nodcidos correspondendo a uma seqiéncia da regido variavel da cadeia o

do TCR fundida ao terminal N de uma seqiéncia de aminoéacidos corres-

- pondendo a uma sequéncia extracelular do dominio constante da cadeia a

do TCR, e
uma sequéncia ligadora ligando o terminal C do primeiro seg-
mento ao terminal N do segundo segmento.

* 31. TCR de acordo com a reivindicagao 29 ou 30, compreen-
dendo ainda uma ligagao dissulfeto entre a ligagao entre as primeira e se-
gunda cadeias, a referida ligagdo dissulfeto sendo uma ligagé@o que' nao
possui equivalentes nos receptores de células-T a3 nativos, e onde 0 com-
primento da seqléncia ligadora e a posicdo da ligacdo dissulfeto séd tais

que as sequéncias do dominio variavel dos primeiro e segundo segmentos

~s@o mutuamente orientadas substancialmente da mesma maneira que nos -

receptdres de células-T dB nativos.

32. scTCR como definido em qualquer uma das reivindicagoes
29 a 31, onde na parte de ligagao a seqliéncia ligadora liga o terminal C do
primeiro segmento ao terminal N do segundo segmento. ‘

- 33. scTCR como definido em qualquer uma das reivindicé?;ées

29 a 32, ondé na parte de ligacdo a sequéncia ligadora tem a formula -
PGGG-(SGGGG)s-P- (SEQ ID N2 41) ou -PGGG-(SGGGG)e-P- (SEQ ID Ne
42) onde P é prolina, G é glicina e S é serina.

34. TCR como definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a
3 ou 5 a 28 que € um dTCR compreendendo ’,

um primeiro polipeptidio onde uma sequéncia correspondehdo a
Uma sequéncia da regido variavel da cadeia o do TCR é fundida ao terminal
N de uma seqiéncia correspondendo a uma seqiéncia extracelular do do-
minio constante da cadeia a.do TCR, e

um segundo polipeptidio onde uma seqﬁéncia correspondendo a

uma sequéncia da regido variavel da cadeia 3 do TCR fundida ao terminal N
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uma sequiéncia correspondendo a uma seqiéncia extracelular do dominio
constante da cadeia B do TCR, o primeiro e o segundo polipeptidios sendo
ligados por uma ligagao dissulfeto que ndo tem equivalentes nos receptores
de células-T aff nativos.

35. TCR de acordo com a reivindicagao 34, onde a ligagao dis-
sulfeto liga residuos de aminoacidos das referidas sequiéncias do dominio
constante, ligacao dissulfeto esta.'que nao tem equivalentes em TCRs nati-
VOS. '

36. TCR de acordo com a reivindicagao 35, onde a referida liga-
¢ao dissulfeto esta entre residuos cisteina correspondentes a residuos de
aminoéacidos cujos atomos de carbono B estdo a menos de 0,6 nm de dis-
tancia nos TCRs natiVos.

37. TCR de acordo com a reivindicagao 35, onde a referida liga-
cao dissulfeto esta entre residuos cisteina substituindo a Thr 48 do exon 1
do TRAC*01 e a Ser 57 do exon 1 do TRBC1*01 ou TRBC2*01 ou o equiva-

lente nao humano do mesmo.

o 38. TCR como definido em qualquer' uma das reivindicagoes 1 a

3 ou 5 a 28 que é um dTCR compreendendo _

um primeiro polipeptidio onde uma seqiéncia correspondendo a
uma sequéncia da regido variavel da cadeia o do TCR ¢é fundida ao terminal
N de uma sequéncia correspondendo a uma sequéncia extracelular do do-
minio constante da cadeia o do TCR, e |

um segundo polipeptidio onde uma sequéncia corre_spondendo a
uma sequéncia da regido variavel da cadeia p do TCR fundida ao terminal N
uma seqﬁéncia correspondendo a uma sequéncia extracelular do dominio

constante da'cadeia B do TCR, 0 primeiro e o segundo polipeptidios sendo

_ligados por uma ligagao dissulfeto que ndo tem equivalentes na célula T o8-

nativa entre residuos cisteina substituindo a Thr 48 do exon 1 do TRAC*01 e
a Ser 57 do exon 1 do TRBC1*01 ou TRBC2*01 ou 0 equivalente ndo hu-
mano do mesmo.

| 39. TCR de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 14 a

38, onde a parte de ligagdo do dTCR ou do scTCR inclui uma ligagao dissul-
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. feto entre os residuos correspondentes aqueles ligados por uma ligagéo dis-

sulfeto nos TCRs nativos.

40. TCR como definido em qualquer uma das reivindicagoes 14
a 39, onde a parte de ligagdo do dTCR ou do scTCR n&o contém uma se-
quéncia correspondente a sequéncias transmembranosas ou citoplasmati-
cas dos TCRs nativos.

| 41. TCR éoll]vel- compreendendo a seqliéncia de aminoacidos
da cadeia-alfa de SEQ ID N2 29 e a seqliéncia de aminodacidos da cadeia-
beta de SEQ ID N® 10

42. TCR soluvel compreehdendo a sequéncia de aminoacidos
da cadeia-alfa de SEQ ID N°® 68 e a sequéncia de aminoacidos da cadeia-
beta de SEQ ID N 10.

43. TCR soluvel compreendendo a seqléncia de aminoacidos
da cadeia-alfa de SEQ ID N°® 69 e a sequéncia de aminoacidos da cadeia-
beta de SEQ ID N2 10. |

44. TCR soluvel compreendendo a sequéncia de ami'noécidos
da cadeia-alfa de SEQ ID N° 70 e a seqUéncia de aminoacidos da cadeia-
beta de SEQ ID N2 10.

45. TCR soluvel compreendendo a sequéncia de aminoacidos
da cadeia-alfa de SEQ ID N2 29 e a sequéncia de aminodcidos da cadeia-
beta de SEQ ID N® 71.

| 46. TCR soluvel compreendendo a seqi]éncia de aminoacidos
da cadeia-alfa de SEQ ID N2 29 e a seqtiéncia de amino&cidos da cadeia-
beta de SEQ ID N® 72. '

47. TCR soluvel compreendendo a sequéncia de aminoacidos
da cadeia-alfa de SEQ ID N® 29 e a sequéncia de aminoacidos da cadeia-

beta de SEQ ID N° 73.

48. TCR soltuvel compreendendo a sequéncia de aminoacidos
da cadeia-alfa de SEQ ID N° 29 e a sequéncia de aminoacidos da cadeia- |
beta de SEQ ID N° 74.

49. TCR soluvel compreendendo a sequiéncia de aminoacidos

da cadeia-alfa de SEQ ID N2 29 e a sequéncia de aminodcidos da cadeia-
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beta de SEQ ID N° 75.

50. TCR soluvel compreendendo a sequéncia de aminoacidos
da cadeia-alfa de SEQ ID N2 29 e a sequéncia de aminoacidos da cadeia-
beta de SEQ ID N° 76.

51. TCR soluvel compreendendo a sequéncia de aminoacidos
da cadeia-alfa de SEQ ID N 29 e a sequéncia de aminoacidos da cadeia-
beta de SEQ ID N°® 77. '

52. TCR soluvel compreendendo a sequéncia de aminoacidos

" da cadeia-alfa de SEQ ID N2 29 e a sequéncia de amino&cidos da cadeia-

beta de SEQ ID N° 78.
53. TCR como definido em qualquer uma das reivindicagoes

precedentes onde o TCR é associado a pelo menos uma cadeia polialquile-

"no glicol.

54.. TCR de acordo com a reivindicagdo 53, onde a(s) cadeia(s) .
polialquileno glicol é/sao covalentemente ligadas ao TCR.

55. TCR de acordo com a reivindicagao 53 ou reivindicagao 54,
onde a(s) cadeia(s) polialquileno glicol comp_reénde(m) pelo menos -duas
unidades repetitivas polietileno glicol.

56. TCR como definido em qualquer uma das reivindicagoes
precedentes compreendendo a.inda uma cisteina reativa no terminal C ou no
terminal N das cadeias alfa ou beta do mesmo.

| 57. TCR de acordo com qualquer uma das reivindicagoes pre-

- cedentes associado a um agente terapéutico ou a uma porgao detectavel.

58. TCR de acordo com a reivindicagdo 57, onde o TCR é cova-
Ientemenfe ligado a um agente terapéutico ou a uma porgao detectavel. |

59. TCR de aco'rd.o com a reivindicagcao 57, onde o agente tera-
péutico ou a porgcado detectavel é _covaléntemente ligada ao terminal C de
uma das cadeias do TCR ou de ambas.

60. TCR como definido em qualquer uma das reivindicagoes 57
a 59, associado a um agente terapéutico € uma molécula efetora imune.
| 61. TCR de acordo com a reivindicagdo 60, onde a molécula

efetora imune é uma citocina.
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62. TCR de acordo com a reivindicagdo 60 onde a molécula efe-
tora imune é IL-2, ou uma variante funcional ou um fragmento da mesma.

63. TCR como definido em qualquer uma das reivindicagdes 57
a 59, onde o0 agente terapéutico é um agente citotoxico.

64. TCR como definido em qualquer uma das reivindicagoes 57
a 49, onde o agente terapéutico € um radionuclideo.

| 65. Complexo de TCR multivalente compreendendo pelo menos
dois TCRs como definido em qualquer uma das reivindicégées precedentes.

66. Complexo de TCR multivalente compreendendo pelo menos
dois TCRs}como definido em qualquer uma das reivindicagbes precedentes
ligados por uma cadeia de polimero néo peptidica ou uma sequiéncia ligado-
ra peptidica. ' ’

67. Complexo de TCR de acordo com a reivindicagéo 65, onde a
cadeia de polimero ou a sequéncia ligadora peptidica se estende entre os
residuos de aminoacidos de cada TCR que nao estao localizados em uma
sequéncia da regido variavel do TCR. .

68. Complexo de TCR de acordo com uma das reivindicagoes
66 ou 67, onde os TCRs estdo ligados por uma cadeia polialquileno glicol ou
por um ligador peptidico derivado de um dominio de multimerizagdo huma-
no. ' | '

69. Complexo de TCR de acordo com a reivindicagé@o 68, onde

um radical espagador alquileno divalente esta localizado entre a cadeia poli-

alquileno glicol e seu ponto de ligagdo a um TCR do complexo.

70. Complexo de TCR de acordo com a reivindicagdo 68 ou com
a reivindicagdo 69, onde a cadeia polialquiléno glicol compreende pelo me-
nos dljas unidades repetitivas polietileno glicol. '

71. Complexo de TCR muitivalente compreendend'o pelo menos
dois TCRs de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 56, onde (i)
pelo menos um dos referidos TCRs esta associado a um agente terapéutico
de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 57 a 64.

72. Célula isolada apresentando um TCR como definido em

qualquer uma das reivindicagbes 1 a 52.
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73. Célula isolada de acordo com a reivindicagdo 72, que € uma
célula T humana ou uma célula-tronco hematopoiética humana.
74. Acido nucléico ou acidos nucléicos codificando um TCR co-

~ mo definido em qualquer uma das reivindicagdes precedentes.

75. Acido nucléico ou acidos nucléicos de acordo com a reivindi- -
cacdo 74, adaptados para expressdo em uma célula bacteriana, de levedu-
ra, de mamifero ou de inseto. |

76. Acido nucléico ou acidos nucléicos de acordo com a reivindi-
cagdo 74, adaptado para expressd@o em uma célula T humana ou em uma
célula-tronco hematopoiética humana.

77. Acido nucléico de acordo com a reivindicagdo 76, consistin-

~do em uma das sequiéncias de DNA da cadeia o. do TCR de comprimento

integral de SEQ ID N°s:' 33, 35 ou 37 e a sequéncia de DNA da cadeia B do
TCR de SEQ ID N° 39 ou um écido.nucléico complementar a mesma ou
uma seqliéncia de RNA correspondente. _

78. Composigao fa‘rmacéutica compreendendo um TCR ou um
complexo de TCR multivalente como definido em qualquer uma das reivindi-
cagcbes 1 a 71, ou uma pluralidade de células de acordo com as reivindica-
¢des 72 ou 73, ou um acido nucléico ou acidos nucléicos de acordo com as
reivindicagbes 74 a 77 junto com um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

79. Método de tratamento de cancer compreendendo adminis-
trar a um individuo sofrendo de tal cancer uma quantida‘de eficaz de um
TCR ou de um complexo de TCR multivalente de acordo com qualquer uma
das reivindicagbes 1 a 71, ou de uma pluralidade de células de acordo com
as reivindicag()es 72 ou 73, ou de um &acido nucléico ou écidos nucléicos de
acordo com q}ualquer uma das reivindicagbes 74 a 77.

80. Uso de um TCR ou de um complexo de TCR multivalente de
acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 71, ou de uma pluralidade
de células de acordo com as reivindicagdes 72 ou 73, ou de um &acido nu-
cléico ou acidos nucléicos de acordo com qualquer uma das reivindicagoes
74277 na preparacdo de uma composigdo para o tratamento de cancer.

81. Método para identificar um TCR de alta afinidade com a pro--
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priedade de se ligar ao AAGIGILTV-HLA-A*0201 caracterizado pelo fato de
o TCR (i) compreender pelo menos um dominio variavel da cadeia o do TCR
e/ou pelo menos um dominio varidvel da cadeia B do TCR e (ii) ter um Kp
para o referido complexo AAGIGILTV-HLA-A*0201 menor que 3 uM, o refe-
rido método compreendendo: '

(a) a produgdo de uma biblioteca variada de TCRs compreen-
dendo os dominios varidveis das cadeias o e B do TCR MEL onde um dos
dominios variaveis das cadeias o e B ou ambos comp_réendem uma muta-
¢ao (mutagdes);

(b) contatar a referida biblioteca variada de TCRs com
AAGIGILTV-HLA-A*0201 em condigdes adequadas para permitir a ligagao
dos TCRs ao AAGIGILTV-HLA-A*0201; e

(c) medir o Kp da interagao.
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FIG 1a

10 20

* *

MQKEVEQNSGPLSVPEGAIASLNCTYSDR

30 40 50

* *

GSQSFFWYRQYSGKSPELIMFIYSNGDIKE

60 70 80
* * *

DGRFTAQLNKASQYVSLLIRDSQPSDSAT

90 100 110

* * *

YLCAVNVAGKSTFGDGTTLTVIKTP

(SEQID No: 1)
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FIG 1b

10 20

* *

MSQTIHQWPATLVQPVGEGSPLSLECTVEGT

30 40 50

* * *

SNPNLYWYRQAAGRGLQLLFYSVGIGQTIS

60 70 80

* * *

SEVPQNLSASRPQDRQFILSSKIXLLLSDS

90 100 110

* * *

GFYLCAWSETGLGTGELFFGEGSRLTVL

(SEQ ID No: 2)
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FIG 2a

atgcaaaaagaagtigaacaaaattctggacccctcagtgticcagagggagecatigectctetcaactgeacttacagtga
ccgaggttcccagtectictictggtacagacaatattctgggaaaagecctgagtigataatgticatatactccaatggtgac
aaagaagatggaaggtttacagcacagctcaataaagcecagecagtatgtttctetgetcatcagagacteccageccagtg
attcagccacctacctetgtgecgtgaacgttgcaggeaaatcaacctiiggggatgggactacgeteactgtgaagecaaat
atccagaaccctgaccetgecgtgtaccagetgagagactctaagtegagtgacaagtetgtetgectattcaccgattttgat
tctcaaacaaatgtgtcacaaagtaaggattctgatgtgtatatcacagacaaaactgtgetagacatgaggtctatggacttc

aagagcaacagtgetgtggectggageaacaaatctgactitgeatgtgcaaacgectticaacaacageattattccagaag

acaccttcttccecageccagaaagttcctaagettga
(SEQ ID No: 3)

FIG 2b

atgtctcagactattcatcaatggccagegaccetggtgeageetgtgggeageccgetetetctggagtgeactgtggagg
gaacatcaaaccccaacctatactggtaccgacaggetgeaggeaggggectecagetgetcttctactecgtiggtatigg
ccagatcagctctgaggtgccccagaatetetcagectccagaceccaggaccggeagttcatectgagttetaagaagete
ctectcagtgactetggettetatetctgtgectggtccgagacagggttaggcaccggggagcetgttttitggagaaggcetet
aggctgaccgtactggaggacctgaaaaacgtgticccacccgaggtegetgtgtttgagecatcagaageagagatctee
cacacccaaaaggccacactggtgtgectggecaccggttictaccccgaccacgtggagetgagetggtgggtgaatgg
gaaggaggtgcacagtggggtcagbacagacccgcagcccctcaaggagcagcccgccctcaatgactccagatacgc
tctgagceagecgectgagggtctcggecaccttctggeaggacceccgeaaccacticcgetgteaagtecagtictacgg
getetcggagaatgacgagtggacccaggatagggecaaaccegtcacccagatcgtcagegecgaggeetggggtag
agcagactaagctiga

(SEQ ID No: 4)
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FIG 3a
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FIG 3b
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FIG 4a

tatacatatgcaaaaagaagtigaacaaaatictggaccceteagtgticcagagggagecattgectetetcaactgeactta
cagtgaccgaggttcccagtecticttctggtacagacaatattctgggaaaagecctgagttgataatgticatatactccaat
ggtgacaaagaagatggaaggtttacagecacagctcaataaagecagecagtatgtttetetgetcatcagagactcecage
ccagtgattcagccacctacctctgtgecgtgaacgtigcaggeaaatcaacctttggggatgggactacgcetcactgtgaa

gecaaatatccagaaccctgaccetgecgtgtaccagetgagagactctaagtcgagtgacaagictgtctgectattcace

gattttgattctcaaacaaatgtgtcacaaagtaaggatictgatgtgtatatcacagacaaa getagacatgaggtctat
ggacttcaagagcaacagtgetgtggectggageaacaaatctgactttgeatgtgcaaacgecticaacaacageattattc
cagaagacaccttcticcccageccagaaagtticctaagetiga

(SEQ ID No: 7)
FIG 4b

tatacatatgtctcagactattcatcaatggecagegaccetggtgecagectgtgggcageccgetcetetetggagtgeactgt
ggagggaacatcaaaccccaacctatactggtaccgacaggetgeaggeaggggectcecagetgetcetictacteegiigg
tattggccagatcagcetctgaggtgecccagaatetetcagectecagaccecaggaccggeagticatectgagtictaag

aagctectectcagtgactetggetictatetetgtgectggtecegagacagggttaggeaccggggagcetgtitttiggagaa
ggctctaggetgaccgtactggaggacctgaaaaacgtgttcccacccgaggtegetgtgtttgagecatcagaageagag
atctcccacacccaaaaggecacactggigtgectggecaceggtttetacccegaccacgtggagetgagetggtggety
aatgggaaggaggtgcacagtggggtcigtacagaccegeageecctcaaggageageccgeectcaatgactecagat
acgctctgagcagcecgectgagggtctecggecaccttctggeaggaccccegeaaccacttcegetgtcaagtecagtict

acgggctctcggagaatgacgagtggacccaggatagggecaaaccegteacccagategtecagegeegaggecetggg
gtagagcagactaagcttga

(SEQ ID No: 8)
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FIG 5a
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FIG 5b

EQ ID No: 9)
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FIG6
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FIG 6 (Cont.)

FIYSNGDIKE
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(SEQ ID No: 19)
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FIG 6 (Cont.)

NSGPLSVPEGAIASLNCTYSDR

QYVSLLIRDSQPSDSAT

FGDGTTLTVIKTP
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(SEQ ID No: 22)
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FIG 7a

NIQNPDPAVYQLRDSKSSDKSVCLFT

DFDSQTNVSQSKDSDVYITDEK

(SEQ ID No: 25)

FIG7b

T
v

QKA
HS G

T
\Y%

EDLNKVFPPEVAVFEPSEAETISH
LVCLATGFFPDHVELSWWVNGI KE

(SEQ ID No: 26)

FIG7c

EDLKNVFPPEVAVFEPSE

LVCLATGFYPDHVELSWW

(SEQ ID No: 27)
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FIG 8a

promotor T7

Nde1(99)
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< Avar(713)
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BamHI @850)
NcoI®Bs4)
FHindITI (861)
EcoR1(B67)

sequéncia repetida

sinal de empacotamento e origem de f1

Pst1(2318) sequéncia repetida

gene da beta lactamese * Apall (1888)
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FIG 8b

gatctcgatcccgegaaattaatacgactcactatagggagaccacaacggtticectctagaaataattttgtttaactttaaga
aggagatatacatatgcagaaggaagtggagcagaactctggaccectcagtgticcagagggagecattgecteictcaa
ctgcacttacagtgaccgaggttcecagtectictictggtacagacaatatictgggaaaagecctgagttgataatgtecata
tactccaatggtgacaaagaagatggaaggtttacagcacagctcaataaageccagecagtatgtttctctgetcatcagaga
ctcccageccagtgaticagecacctacctctgtgeegttacaactgacagetgggggaaattgeagtitggageagggace
caggttgtggtcaccccagatatccagaaccetgaccetgecgtgtaccagetgagagactctaaatceagtgacaagtetg
tctgectattcaccgattitgattctcaaacaaatgtgtcacaaagtaaggattctgatgtgtatatcacagacaaaactgtgeta
gacatgaggtctatggacttcaagagcaacagtgctgtggectggageaacaaatctgacttigeatgtgcaaacgecttca
acaacagcattattccagaagacaccttcttccccageccagaaagiteccccegggggtagaatcgeccggetggaggaa
aaagtgaaaaccttgaaagctcagaactcggagetggegtccacggecaacatgetcagggaacaggtggeacagettaa
acagaaagtcatgaactactaggatccatggtaagctigaattccgatccggetgetaacaaageccgaaaggaagetgag
ttggctgetgecacegetgageaataactageataaceecttggggectctaaacgggtctigaggggtttittgetgaaagg
aggaactatatccggataatictigaagacgaaagggcectegtgatacgectattittataggttaatgtcatgataataatggtt
tcttagacgtcaggtggcacttttcggggaaatgtgegeggaaccectatitgtttatttttctaaatacattcaaatatgtatceg
ctcatgagacaataaccctgataaatgcticaataatattitgttaaaattcgcgttaaatttitgttaaatcagetcattttttaacca
ataggccgaaatcggceaaaatccettataaatcaaaagaatagaccgagatagggttgagtgtitgticcagtttggaacaaga
gtccactattaaagaacgtggactccaacgtcaaagggegaaaaaccgtctatcagggegatggeccactacgtgaaccat
caccctaatcaagtittttggggtcgaggtgcegtaaagcactaaatcggaaccctaaagggageccccgatttagagettg
acggggaaagceeggegaacgtggcgagaaaggaagggaagaaagegaaaggagegggegetagggegetggeaag
tgtageggtcacgetgegegtaaccaccacaccegecgegcettaatgegeegetacagggegegtcaggtggeacttticg
gggaaatgtgcgeggaacccctatttgtttattttictaaatacattcaaatatgtatcegetcatgagacaataacectgataaat
gcttcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacatttccgtgtcgeccttattcecttttttgeggeattitgecttect
gtttttgctcacccagaaacgetggtgaaagtaaaagatgetgaagatcagtigggtgeacgagtgggttacatcgaactgg
atctcaacagcggtaagatccttgagagttttcgceccgaagaacgttticcaatgatgageacttttaaagtictgetatgtgg
cgeggtattatccegtgttgacgeegggcaagageaactcggtegecgeatacactattctcagaatgacttggttgagtact
caccagtcacagaaaagcatcttacggatggcatgacagtaagagaattatgcagtgetgecataaccatgagtgataacac -
tgcggccaacttacttctgacaacgatcggaggaccgaaggagcetaacegctttitigecacaacatgggggatcatgtaact
cgccttgategtigggaaceggagetgaatgaagcecataccaaacgacgagegtgacaccacgatgectgeageaatgge
aacaacgttgcgcaaactattaactggcgaactacttactctagcettcccggeaacaattaatagactggatggaggeggata
aagttgcaggaccacttctgegeteggeecticeggetggetggtitatigetgataaatetggagecggtgagegtgggtet
cgeggtatcattgeageactggggecagatggtaageectecegtategtagttatctacacgacggggagtcaggeaact
atggatgaacgaaatagacagatcgctgagataggtgcctcactgattaageattggtaactgtcagaccaagtttactcatat
atactttagattgatttaaaacttcattittaatttaaaaggatctaggtgaagatccttittgataatctcatgaccaaaatcccttaa
cgtgagttttcgticcactgagegtcagacccogtagaaaagatcaaaggatcttctigagatectttittictgegegtaatetg
ctgctigeaaacaaaaaaaccaccgetaccageggtggtitgtitgccggatcaagagetaccaactctitttccgaaggtaa
ctggcttcagcagagegceagataccaaatactgtectictagtgtageegtagttaggecaccacticaagaactetgtagea
ccgectacatacctegetetgetaatectgttaccagtggetgetgecagtggegataagtegtgtettacogggttggactca
agacgatagttaccggataaggegeageggtcgggetgaacggggggticgtgcacacageccagetiggagegaacg
acctacaccgaactgagatacctacagegtgagetatgagaaagegecacgeticccgaagggagaaaggeggacaggt
atccggtaageggeagggteggaacaggagagegeacgagggagettccagggggaaacgectggtatctitatagtect
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FIG 8b (Cont.)

gtegggtttcgecacctetgactigagegtegattittgtpatgetcgtcaggggggeggagectatggaaaaacgecagea
acgcggcctttttacggttcctggccttttgctggccttttgctcacatgttctttcctgcgttatcccctgattctgtggataaccg’t
attaccgectttgagtgagetgataccgctegecgeageegaacgaccgagegeagegagtcagtgagegaggaagegs
aagagcgcctgatgcggtattttctccttacgcatctgtgcggtatttcacaccgcaatggtgcactctcagtacaatctgctct

gatgccgcatagttaagccagtatacactecgetatogetacgtgactgggteatggetgegececgacacecgecaacac

ccgctgacgcgccctgacgggcttgtctgctcccggcatccgcttacagacaagctgtgaccgtctccgggagctgcatgt

gtcagaggtittcaccgtcatcaccgaaacgegegaggeag

(SEQ ID NO: 28)
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FIG 9a
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FIG 10

WT MEL MTCR ligado ao 'WT HLA-A2 9mer
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FIG 11a

ctcgagcee gccaccatgatgaagagcctgcgggtgctgctggtgatcctgtggctgcagctgagctgggtgtggagccag
cagaaggaggtggagcagaacagcggccccctgagcgtgcccgagggcgccatcgccagcctgaactgcacctacag
cgaccgg ggcagccagagcttcttctggtatcggcagtacagcggcaagagccccgagctgattatgttcatctacagcaa
cggcgacaaggaggacggccggttcaccgcccagctgaacaaggccagccagtatgtgagcctgctgatccgggacag
ccagcccagCgacagcgccacctacctgtgcgccgtgaacgtggctgggaagagcaccttcggcgacggcaccaccct

gacc gtgaagcccaacatccagaaccccgaccccgccgtgtaccagctgcgggacagcaagagcagcgacaagtctgt
gtgcctgttcaccgacttcgacagccagaccaatgtgagccagagcaaggacagcgacgtgtacatcaccgacaagacc

gtgctggacatgcggagcatggacttcaagagcaacagcgccgtggcctggagcaacaagagcgacttcgcctgcgcca
acgccttcaacaacagcatcatccccgaggacacctttttccccagccccgagagcagctgcgacgtgaaactggtggag

aagagcttc gagaccgacaccaacctgaacttccagaacctgagcgtgatcggcttcagaatcctgctgctgaaagtggct

gggﬁcaacctgctgatgaccctgcggctgtggagcagctaaacgcg’c

(SEQ ID NO: 31)

FIG 11b

MEL wt alpha protein sequence

MMKSLRVLLVILWLQLSWVWSQQKEVE QNSGPLSVPEGAIASLNCTYSDRGSQSFFWY
RQYSGKSPELIMF TYSNGDKEDGRFTAQLNKASQYVSLLIRDSQPSDSATYLCAVNVA
CKSTFGDGTTLTVKPNIQNPDPAVYQLRDSKS SDKSVCLFTDFDSQTNVSQSKDSDVY
ITDKTVLDMRSMDFKSNSAVAWSNKSDFACANAFNNSII PEDTFFPSPESSCDVKLVE
KSFETDTNLNFQNLSVIGFRILLLKVAGFNLLMTLRLWSS

(SEQ ID NO: 32)
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FIG 12a

ctcgagccgccaccatgatgaagagcctgcgggtgctgctggtgatcctgtggctgcagctgagctgggtgtggagccag
cagaaggagg1ggagcagaacagcggccccctgagcgtgcccgagggcgccatcgccagcctgaactgcacctacag

cgaccggggcagccagagcttcttctggtatcggcagtacagcggcaagagccccgagctgattatgttcatctacagcaa
cggcgacaaggaggacggccggttcaccgcccagctgaacaaggccagccagtatgtgagcctgctgatccgggacag
ccagcccagcgacagcgccacctacctgtgcgccgtgaacgacggcggcagactgaccttcggcgacggcaccaccct
gaccgtgaagcccaacatccagaaccccgaccccgccgtgtaccagctgcgggacagcaagagcagcgacaagtctgt

gtgcctgttca00gacttcgacagccagaccaatgtgagccagagcaaggacagcgacgtgtacatcaccgacaagacc

gtgctggacatgcggagcatggacttcaagagcaacagcgccgtggcctggagcaacaagagcgacttcgcctgcgcca
acgccttcaacaacagcatcatccccgaggacacctttttccccagccccgagagcagctgcgacgtgaaactggtggag

aagagcttcgagaccgacaccaacctgaacttccagaacctgagcgtgatcggcttcagaatcctgctgctgaaagtggct

gggttcaacctgetgatgacectgeggetgtggageagetaaacgegt

(SEQ ID NO: 33)
FIG 12b

MEL c1 alpha protein sequence
MMKSLRVLLVILWLOLSWVWSQQKEVEQNSGPLSVPEGATASLNCTYSDRGSQSFFWY
RQYSGKSPELIMFIYSNGDKEDGRFTAQLNKASQYVS LLIRDSQPSDSATYLCAVNDG
GRLTFGDGTTLTVKPNIQNPDPAVYQLRDSKSSDKSVCLFTDFDSQTNV. SQSKDSDVY
ITDKTVLDMRSMDFKSNSAVAWSNKSDFACANAFNNSIIPEDTFFPSPESSCDVKLVE
KSFETDTNLNFQNLSVIGFRILLLKVAGFNLLMTLRLWSS

(SEQ ID NO: 34)



18/33

FIG 13a

ctcgagccgccaccatgatgaagagcctgcgggtgctgctggtgatcctgtggctgcagctgagctgggtgtggagccag
cagaaggaggtggagcagaacagcggccccctgagcgtgcccgagggcgccatcgccagcctgaactgcacctacag
cgaccggggcageeagagctteticiggtatcggeagtacageggeaagageeccgagcetgattatgticatctacageaa
cggcgacaaggaggacggeeggticaccgeccagetgaacaaggecagecagtatgtgagectgetgatcegggacag
ccagcccagegacagegeeacctacctgtgegecgtgaacgacggeggeagaageaccticggegacggeaccacect
gaccgtgaagcccaacatccagaaccccgaceeegeegtgtaccagetgegggacagcaagageagegacaagtotgt
gtgectgttcaccgacttcgacagecagaccaatgtgagecagageaaggacagegacgtgtacatcaccgacaagace
gtgctggacatgeggageatggacticaagagcaacagegeegtggeetggageaacaagagegacttegeotgegeea
acgccttcaacaacageatcatccccgaggacacctttttccccageceegagageagetgegacgtgaaactggtggag
aagagcticgagaccgacaccaacctgaacticcagaacctgagegtgateggeticagaatectgetgetgaaagtgget
gggttcaacctgetgatgacectgeggetgtggageagetaaacgegt
(SEQ ID NO: 35)

FIG 13b

MELS5 cld alpha protein sequence
MMKSLRVLLVILWLQLSWVWSQQKEVEQNSGPLSVPEGAIASLNCTYSDRGSQSFFWY
RQYSGKSPELIMFIYSNGDKEDGRFTAQLNKASQYVSLLIRDSQP SDSATYLCAVNDG
GRSTFGDGTTLTVKPNIQNPDPAVYQLRDSKSSDKSVCLFTDFDSQTNVSQSKDSDVY
I TDKTVLDMRSMDFKSNSAVAWSNKSDFACANAFNNSIIPEDTFFPSPESSCDVKLVE
KSFETDTNLNFONLSVIGFRILLLKVAGFNLLMTLRLWSS

(SEQ ID NO: 36)
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FIG 14a

ctcgagccgccaccatgatgaagagcctgcgggtgctgctggtgatcctgtggctgcagctgagctgggtgtggagccag
cagaaggaggtggagcagaacagcggccccctgagcgtgcccgagggcgccatcgccagcctgaactgcacctacag

cgaccggggcagccagagcttcttctggtatcggcagtacagcggcaagagccccgagctgattatgttcatctacagcaa
cggcgacaaggaggacggccggttcaccgcccagctgaacaaggccagccagtatgtgagcctgctgatccgggacag
ccagoccagcgacagcgccacctacctgtgcgccgtgaacgtgggcctgatcctgctgttcggcgacggcaccaccctga
ccgtgaagcccaacatccagaaccccgaccccgccgtgtaccagctgcgggacagcaagagcagcgacaagtctgtgtg
cctgttcaccgacttcgacagccagaccaatgtgagccagagcaaggacagcgacgtgtacatcaccgacaagaccgtgc
tggacatgcggagcatggacttcaa’gagcaacagcgccgtggcctggagcaacaagagcgac’ctcgcctgcgccaacgc
cttcaacaacagcatcatccccgaggacacctttttccccagccccgagagcagctgcgacgtgaaactggtggagaaga

gcttcgagaccgacaccaacctgaacttccagaacctgagcgtgatcggcttcagaatcctgctgctgaaagtggctgggtt
caacctgctgatgaccetgeggetgtggageagctaaacgegt

(SEQ ID NO: 37)

FIG 14b

MELS ¢9 alpha protein sequence

MMKSLRVLLVILWLQL SWVWSQOKEVEQNSGPLSVPEGAIASLNCTYSDRGSQSF FWY
RQYSGKS PELIMFIYSNGDKEDGRFTAQLNKASQYVSLLIRDSQPSDSATYLCAVNVG
LILLFGDGTTLTVKPNIQNPDPAVYQLRDSKSSDKSVCLFTDFDS QTNVSQSKDSDVY
I TDKTVLDMRSMDFKSNSAVAWSNKSDFACANAFNNSIIPEDTFFPS PESSCDVKLVE
KSFETDTNLNFONLSVIGFRILLLKVAGFNLLMTLRLWSS

(SEQ ID NO: 38)
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FIG 15a

ggatccgccgccaccatgctgtgcagcctgctggccctgctgctgggcaccttcttcggagtgcggagccagaccatccac
cagtggcccgecacactggtgeageetgtgggeageccectgagectggagtgeaccgtggagggeaccageaacceee
aacctgtactggtatcggcaggecgeagggagggggetgeagetgetgtictactctgtgggeatcggecagatcageag

cgaggtgccccagaacctgagcgcctccaggccccaggaccggcagttcatcctgagcagcaagaagctgctgctgagc
gacagcggcttctacctgtgcgcctggagcgagaccggcctgggcaccggcgagctgttcttcggcgagggctccaggc

tgaccgtgctggaggacctgaagaacgtgttcccccccgaggtggccgtgttcgagcccagcgaggccgagatcagcca
cacccagaaggctaceetggtgtgtetggecaccggetictacccecgaccacgtggagetgtectggtgggtgaacggea

aggaggtgeacageggegtgtetaccgacccccageccetgaaggageageecgeectgaacgacagecggtactgee
tgtcctccagactgagagtgagegecaccttctggeagaacceceggaaccacticeggtgecaggtgeagitetacggee
tgagcgagaacgacgagtggacccaggaccgggecaageccgtgacccagattgtgagegeegaggectggggeaga
gccgactgcggcttcaccagcgagagctaccagcagggcgtgctgagcgccaccatcctgtacgagatcctgctgggca

aggccaccctgtacgccgtgctggtgtctgccctggtgctgatggctatggtgaagcggaaggacagccggggctaagcg
geege

(SEQ ID NO: 39)

FIG 15b

MELS WT beta protein sequence
MLCSLLALLLGTFFGVRSQTIHQWPATLVQPVGSPLSLECTVEGTSNPNLYWYRQAAG
RGLQLLFYSVGIGQISSEVPQNLSASRPQDRQFILSSKKLLLSDSGFYLCAWSETGLG
TGELFFCGEGSRLTVLEDLKNVFPPEVAVFEPSEAEISHTQKATLVCLATGFYPDHVEL
SWWVNGKEVHSGVSTDPQPLKEQPALNDSRYCLSSRLRVSATFWONPRNHFRCQVQFY
GLSENDEWTQDRAKPVTQIVSAEAWGRADCGFTSESYQQGVLSATILYEILLGKATLY
AVLVSALVLMAMVKRKDSRG

(SEQ ID NO: 40)
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FIG 17a

atgatgaaatccttgagagttttactagtgatcctgtggcttcagttgagctgggtttggagccaacagaaggaggtggagca
gaattc’cggacccctcagtgttccagagggagccattgcctctctcaactgcacttacagtgaccgaggttcccag’cccttctt
ctggtacagacaatattctgggaaaagccctgagttgataatgttcatatactccaatggtgacaaagaagatggaaggtttac
agcacagctcaataaagccagccagtatgtttctctgctcatcagagactcccagcccagtgattcagccacctacctctgtg
ccgtgaacgttgcaggcaaatcaacctttggggatgggactacgctcactgtgaagccaaatatccagaaccctgaccctg
ccgtgtaccagctgagagactctaaatccagtgacaagtctgtctgcctattcaccgattttgattctcaaacaaatgtgtcaca
aagtaaggattctgatgtgtatatcac_agacaaaactg’tgctagacatgaggtctatggacttcaagagcaacagtgctg‘tgg
cctggagcaacaaatctgactttgcatgtgcaaacgccttcaacaacagcattattccagaagacaccttcttccccagccca
gaaagttcctgtgatgtcaagctggtcgagaaaagctttgaaacagatacgaacctaaactttcaaaacctgtcagtgattgg
gttccgaatcctcctcctgaaag‘tggccgggtttaatctgctcatgacgctgcggctgtggtccagc

(SEQ ID NO: 44)

FIG 17b

atgctctgctctctccttgcccttctcctgggcactttctttggggtcagatctcagactattcatcaatggccagcgaccctggt

gcagcctgtgggcagcccgctctctctggagtgcactgtggagggaacatcaaaccccaacctatactggtaccgacagg

ctgcaggcaggggcctccagctgctcttctactccgttggtattggccagatcagctctgaggtgccccagaatctctcagcc
tccagaccccaggaccggcagttcatcctgagttctaagaagctcctcctcagtgactctggcttctatctctgtgcctggtcc

gagacagggttaggcaccggggagctgt‘tttttggagaaggctctaggctgaccgtactggaggacctgaaaaacgtgttc
ccacccgaggtcgctgtgtttgagccatcagaagcagagatctcccacacccaaaaggccacactggtgtgcctggccac

aggcttctaccccgaccacgtggagctgagctggtgggtgaatgggaaggaggtgcacagtggggtcagcacagacccg
cagcccctcaaggagcagcccgccctcaatgactccagatactgcctgagcagccgcctgagggtctcggccaccttctg

gcagaacccccgcaaccacttccgctgtcaagtccagttctacgggctctcggagaatgacgagtggacccaggataggg
ccaaacctgtcacccagatcgtcagegec gaggcctggggtagageagactgtggettcacctecgagtettaccageaa

ggggtcctgtctgccaccatcctctatgagatcttgctagggaaggccaccttgtatgccgtgctggtcagtgccctcgtgct

gatggccatggtcaagagaaaggattccagagge

(SEQ ID NO: 45)
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FIG 18

atgatgaaatccttgagagttitactagtgatcctgtggettcagtigagetgggtitggagecaacagaaggaggtggagea
gaattctggacccctcagtgttccagagggagccattgcctctctcaactgcacttacagtgaccgaggttcccagtccttctt
ctggtacagacaatattctgggaaaageectgagttgataatgticatatactccaatggtgacaaagaagatggaaggtitac
agcacagctcaataaagccagccagtatgtttctctgctcatcagagactcccagcccagtgattcagccacctacctctgtg
ccgtgaacgatgggggtcgtcttacctttggggatgggactacgctcactgtgaagccaaatatccagaaccctgaccctgc
cgtgtaccagctgagagactctaaatccagtgacaagtctgtctgcctattcaccgaftttgattctcaaacaaatgtgtcacaa
agtaaggattctgatgtgtatatcacagacaaaactg’tgctagacatgaggtctatggacttcaagagcaacagtgctgtggc
ctggagcaacaaatctgactttgcatgtgcaaacgccﬁcaacaacagcattattccagaagacaccttcttccccagcccag
aaagttcctgtgatgtcaagctggtcgagaaaagctttgaaacagatacgaacctaaactttcaaaacctgtcagtgattgggt
tccgaatcctectectgaaagtggecgggtttaatetgeteatgacgetgeggetgtggtecage

(SEQ ID NO: 46)
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FIG 20
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FIG 20 (Cont.)
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FIG 21
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FIG 21(Cont)
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FIG 22
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FIG 23 (Cont.)
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FIG 23 (Cont.)
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RESUMO
Patente de Invencdo: "RECEPTORES DE CELULAS T MELANO-A DE
ALTA AFINIDADE".

A presente invengdo fornece TCRs com uma afinidade (Kp) me-
nor ou igual a 3 uM, e/ou uma taxa de separagado (kox) de 1 x 10° s ou
mais baixa, para o complexo AAGIGILTV-HLA-A*0201. Estes TCRs sao U-
teis, seja isolados ouv associados com um agente terapéutico, para atacar

células cancerosas presentes nesse complexo.
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