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Prezenta inventie se referd la constructii
de  recunoastere  antigenici  impotriva
antigenilor COL6A3. Inventia furnizeazd in
special molecule noi bazate pe receptori de
celule T (TCR) care sunt selective si specifice
pentru antigenul COL6A3 exprimat in tumori.
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canceroase care exprimd COL6A3. Mai sunt
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furnizati  acizi nucleici care  codificd
constructiile care recunosc antigenul in
conformitate cu inventia, vectori care cuprind
acesti acizi nucleici, celule recombinante care
exprimd constructiile care recunosc antigenul
si compozifii farmaceutice care cuprind
compusii inventiei.
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(57) Abstract:
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The present invention pertains to
antigen  recognizing constructs  against
COLOGA3 antigens. The invention in particular
provides novel T cell receptor (TCR) based
molecules which are selective and specific for
the tumor expressed antigen COLOA3. The
TCR of the invention, and COL6A3 antigen
binding fragments derived therefrom, are of
use for the diagnosis, treatment and prevention
of COL6A3 expressing cancerous diseases.
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Further provided are nucleic acids encoding
the antigen recognizing constructs of the
invention, vectors comprising these nucleic
acids, recombinant cells expressing the antigen
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compositions comprising the compounds of the
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Sequences: 74

Claims: 15

Fig.: 12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

MD/EP 3500593 T2 2021.12.31

Descriere:
(Descrierea se publici in varianta redactati de solicitant)

DOMENIUL INVENTIEI

Prezenta inventie se referd la constructii de recunoastere antigenicd impotriva antigenilor
COLOGA3. Inventia furnizeaza in special molecule noi bazate pe receptori de celule T (TCR) care sunt
selective si specifice pentru antigenul COL6A3 exprimat in tumori. TCR-ul in conformitate cu inventia si
fragmentele de legare la antigenul COL6A3 derivate din acestea sunt utile pentru diagnosticarea, tratarea
si prevenirea bolilor canceroase care exprimd COL6A3. Mai sunt furnizati acizi nucleici care codificd
constructiile care recunosc antigenul in conformitate cu inventia, vectori care cuprind acesti acizi nucleici,
celule recombinante care exprimd constructiile care recunosc antigenul si compozitii farmaceutice care
cuprind compusii inventiei.

DESCRIERE

Colagenii sunt o superfamilie de proteine care joacd un rol in mentinerea integritifii diferitelor
tesuturi. Colagenii sunt proteine ale matricei extracelulare si au un domeniu triplu elicoidal ca element
structural comun. Colagenul VI este o componentd structurald majord a microfibrilelor. Unitatea
structurald de baza a colagenului VI este un heterotrimer al lanturilor de colagen alfa 1(VI), alfa 2(VI) si
alfa 3(VI). Lanturile alfa 1(VI) si alfa 2(VI) sunt codificate de genele COL6AL1 si, respectiv, COL6A2.
Proteina codificatd de gena COL6A3 este subunitatea alfa 3 a colagenului de tip VI (lantul de colagen alfa
3(VD)) (Bertini et al., 2002 Eur. J. Paediatr. Neurol 6:193-8). Exprimarea genei COL6A3 s-a dovedit
anterior a fi asociatd cu progresia cancerului de glandd mamard si a fost crescutd in cancerul de colon
(Smith MIJ, et al. “Analysis of differential gene expression in colorectal cancer and stroma using
fluorescence-activated cell sorting purification” British journal of cancer. 2009;100:1452-1464; Tilman G
et al “Human periostin gene expression in normal tissues, tumors and melanoma: evidences for periostin
production by both stromal and melanoma cells” Mol Cancer. 2007;6:80) si ca marker de prognostic al
carcinomului colorectal (Qiao J et al. “Stroma derived COL6A3 is a potential prognosis marker of
colorectal carcinoma revealed by quantitative proteomics” Oncotarget. 2015 Oct 6; 6(30): 29929-29946).
Gena COL6AS3 este localizatd in 2q37 in genomul uman si contine 44 de exoni. Proteina COL6A3 are
3177 de aminoacizi si confine 12 domenii de factor Von Willebrand de tip A (vWA), un domeniu de
fibronectind de tip 3 si un domeniu al familiei BPTI/Kunitz de inhibitori ai serinei proteazei (KU). WO
2011/113819 A2 descrie epitopi peptidici citotoxici ai celulelor T (CTL) asociati tumorii, cum ar fi
peptidele antigenice COL6A3, si TCR-uri care recunosc epitopii peptidici mentionati.

Imunoterapia bazata pe celule T tinteste epitopi peptidici derivati din proteine asociate tumorii sau
specifice tumorii, care sunt prezentate de molecule ale complexului major de histocompatibilitate (MHC).
Acesti antigeni asociati tumorii (TAA) pot fi molecule derivate din toate categoriile de proteine, cum ar fi
enzimele, receptorii, factorii de transcripfie etc. care sunt exprimate si care, comparativ cu celulele
nemodificate cu aceeasi origine, sunt, de obicei, reglate in sens crescdtor in celulele respectivei tumori.

Elemente specifice ale rdspunsului imunitar celular sunt capabile de a recunoaste si distruge in
mod specific celulele tumorale. Izolarea celulelor T din populatiile celulare care infiltreazi tumorile sau
din sAngele periferic sugereaza cid aceste celule au un rol important in reactia imunitara naturald impotriva
cancerului. In special celulele T CD8-pozitive capabile sd recunoascd moleculele de clasa I ale peptidelor
purtdtoare ale complexului major de histocompatibilitate (MHC), care includ, de obicei, 8 pana la 10
resturi aminoacidice derivate din proteine sau produse ribozomale defectuoase (DRIP-uri) localizati in
citozol, joacad un rol important in acest raspuns. Moleculele MHC umane sunt desemnate si ca antigeni
leucocitari umani (HLA).

Un TCR este o proteind heterodimerici de suprafatd celulard din superfamilia imunoglobulinei,
care este asociati cu proteine invariante ale complexului CD3 implicate in medierea transductiei
semnalului. TCR-urile existd in formele off si yo, care sunt similare din punct de vedere structural, dar au
locatii anatomice si, probabil, functii destul de distincte. Porfiunea extracelulard a BBTCR heterodimeric
nativ constd din doud polipeptide, fiecare dintre acestea avand un domeniu constant proximal membranei
si un domeniu variabil distal membranei. Fiecare dintre domeniile constante si variabile include o legaturad
disulfuricd intra-lan{. Domeniile variabile contin bucle extrem de polimorfe analoge regiunilor de
determinanre a complementaritfii (CDR-uri) ale anticorpilor. Utilizarea terapiei genice cu TCR-uri
depiseste o serie de obstacole actuale. Terapia permite echiparea celulelor T proprii ale pacientilor cu
specificitati dorite si generarea unui numadr suficient de celule T intr-o perioada scurti de timp, evitandu-
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se epuizarea lor. TCR-ul va fi transdus in celule T cu memorie centrala sau celule T cu caracteristici ale
celulelor stem, fapt care pot asigura persistenta si functionare mai bune la transfer. Celulele T modificate
cu TCR vor fi perfuzate pacientilor cu cancer care sunt limfopenici prin chimioterapie sau iradiere,
permitind grefarea eficientd, dar inhiband supresia imunitara.

Desi s-au ficut progrese in dezvoltarea de medicamente cu orientare moleculard pentru terapia
cancerului, rimane o necesitate in domeniu de a se dezvolta noi agenti anticancer care {intesc in mod
specific molecule foarte specifice celulelor canceroase. Prezenta descriere rdspunde acestei nevoi prin
furnizarea de noi TCR-uri COL6A3, constructii TCR recombinante respective, acizi nucleici, vectori si
celule-gazda care se leagd in mod specific de epitopul (epitopii) COL6A3, asa cum sunt prezentate; si
metode de utilizare a acestor molecule in tratarea cancerului.

Obiectul inventiei este rezolvat intr-un prim aspect printr-o constructie de recunoastere a
antigenului, asa cum este definit in revendicirile insotitoare.

Antigenul care recunoaste constructia cuprinde o secventd de domeniuCDR1, una CDR2 si una
CDR3. In domeniul variabil, CDR1 si CDR2 se gisesc in regiunea variabild (V) a unui lant polipeptidic,
iar CDR3 include o parte din regiunile V, toate cu regiuni de diversitate (D) si de imbinare (J). CDR3 este
cel mai variabil si principalul CDR responsabil pentru recunoasterea specifica si selectiva a unui antigen.
Secventele CDR1 si CDR2 pot fi selectate dintr-o secventd CDR a unei alele cu lant variabil uman.

TCR-urile heterodimerice alfa-beta native au un lan{ alfa si un lan{ beta. Fiecare lan{ cuprinde
regiuni variabile, de imbinare si constante, iar lanful beta contine, de asemenea, o regiune de diversitate
scurtd Intre regiunea variabild si regiunea de imbinare, insd aceastd regiune de diversitate este adesea
consideratd ca ficind parte din regiunea de imbinare. Fiecare regiune variabild cuprinde trei CDR-uri
(regiuni determinante de complementaritate) incorporate intr-o secventd-cadru, una fiind regiunea
hipervariabild numitd CDR3. Existd mai multe tipuri de regiuni variabile ale lantului alfa (Vo) si mai
multe tipuri de regiuni variabile ale lanfului beta (V) distinse prin cadrul lor, secventele CDR1 si CDR2,
si printr-o secventd CDR3 definitd partial. Tipurile Va sunt desemnate in nomenclatura IMGT printr-un
numdr TRAV unic, iar tipurile V sunt mentionate printr-un numér TRBV unic.

Prin urmare, constructia de recunoastere a antigenului in conformitate cu inventia cuprinde
secvenfe CDR1, CDR2 si CDR3 intr-o combinatie furnizati in Tabelul 1 de mai jos, care afiseaza alela
respectivd a lanfului variabil impreund cu secventa CDR3. Prin urmare, sunt preferate constructiile care
recunosc antigenul care cuprind, toate cele trei secvente CDR — CDR1, CDR2 si CDR3. De preferintd, o
constructie de recunoastere a antigenului in conformitate cu inventia cuprinde secventele CDR1-CDR3
respective ale unei regiuni variabile TCR individuale a inventiei descrise in prezentul document.

Termenul ,,specificitate” sau ,,specificitate a antigenului” sau ,,specific pentru” un antigen dat, asa
cum este utilizat in prezentul document, inseamni posibilitatea de legare specifici a constructiei de
recunoastere a antigenului la antigenul mentionat, preferabil un antigen COL6A3, mai preferabil cu
aviditate ridicatd, atunci cand antigenul respectiv este de HLA, preferabil HLA A2. De exemplu, un TCR,
drept constructie de recunoastere a antigenului, poate fi considerat a avea ,,specificitate antigenicd” pentru
antigeni COL6A3 daci celulele T care exprimd TCR-ul si sunt contactate cu un HLA prezentator de
COLG6A3 secretd cel putin aproximativ 200 pg/ml sau mai mult (de exemplu, 250 pg/ml sau mai mult, 300
pg/ml sau mai mult, 400 pg/ml sau mai mult, 500 pg/ml sau mai mult, 600 pg/ml sau mai mult, 700 pg/ml
sau mai mult, 1000 pg/ml sau mai mult, 2000 pg/ml sau mai mult, 2500 pg/ml sau mai mult, 5000 pg/ml
sau mai mult) de interferon y (IFN-y) la co-culturd cu celule-tintd pulsate cu o concentratic mica de
antigen COL6A3, cum ar fi epitopii COL6A3 si antigenii furnizati mai jos in prezentul document (de
exemplu, aproximativ 10-11 mol/l, 10-10 mol/l, 10-9 mol/l, 10-8 mol/l, 10-7 mol/l, 10-6 mol/l, 10-5
mol/l). Alternativ sau suplimentar, un TCR poate fi considerat a avea ,,specificitate antigenicd” pentru
COL6A3 daci celulele T care exprimd TCR-ul secreta cel putin de doud ori mai mult IFN-y decat nivelul
de fond netransdus de IFN-y la co-culturd cu celule-fintd pulsate cu o concentratie scizutd de antigeni

COLO6A3. O astfel de ,,specificitate” descrisd mai sus poate fi — de exemplu — analizatd cu un ELISA.

Constructia care recunoaste antigenul se leagd in mod selectiv 1la un antigen COL6A3 avand
secven{a aminoacidicd ardtatd in SEQ ID NO: 58.

Termenul ,selectivitate” sau ,recunoastere/legare selectivd” se referd la proprietatea unei
constructii de recunoastere a antigenului, cum ar fi un TCR sau anticorp, de a recunoaste sau de a se lega
selectiv preferabil doar la un singur epitop specific si, preferabil, nu prezintd sau nu prezintd substantial
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reactivitate incrucisatd cu un alt epitop. Preferabil, ,selectivitate” sau ,recunoastere/legare selectivd”
inseamnd ci constructia de recunoastere a antigenului (de exemplu, un TCR) recunoaste sau se¢ leagi
selectiv preferabil doar la un singur epitop specific si, preferabil, nu prezintd sau nu prezintd substantial
reactivitate incrucisatd cu un alt epitop, unde epitopul respectiv este unic pentru o proteind, astfel incat
constructia de recunoastere a antigenului si nu prezinte sau si nu prezinte substantial reactivitate
incrucisati cu un alt epitop si o alta proteina.

Constructia de recunoastere a antigenului in conformitate cu inventia este preferabil selectat dintr-
un anticorp sau un derivat ori un fragment al acestuia sau un receptor de celule T (TCR) ori un derivat sau
un fragment al acestuia. Un derivat sau fragment al unui anticorp sau TCR in conformitate cu inventia va
pastra capacitatea de legare/recunoastere a antigenului a moleculei-pdrinte, in special specificitatea si/sau
selectivitatea acesteia, dupd cum sa explicat mai sus. O astfel de functionalitate de legare poate fi retinuti
prin prezenta unei regiuni CDR3 asa cum este definita in prezentul document.

Intr-o concretizare a inventiei, TCR-urile inovatoare sunt capabile sd recunoasca antigeni COL6A3
intr-o manierd dependentd de clasa I a complexului major de histocompatibilitate (MHC). Termenul
~manierd dependentd de MHC de clasd I”, asa cum este utilizat aici, inseamnd cd TCR-ul determini un
raspuns imun la legarea la antigeni COL6A3 in contextul unei molecule MHC de clasi 1. Molecula MHC
de clasa I poate fi orice moleculd MHC de clasi I cunoscutd in domeniu, de exemplu, molecula HLA-A.
Intr-o concretizare preferatd a inventiei, molecula MHC de clasa I este o moleculd HLA-A2.

Inventia furnizeaza atit constructii de recunoastere a antigenului cu lant unic, cit si constructii de
recunoastere a lantului dublu.

Inventia oferd in special un TCR drept constructie de recunoastere a antigenului sau un fragment
ori un derivat al acestuia. TCR-ul este de preferintd de tip uman, care este inteles ca fiind generat dintr-un
locus TCR uman si, prin urmare, cuprinzand secvente TCR umane. Mai mult, TCR-ul in conformitate cu
inventia poate fi caracterizat prin faptul ci este de origine umand si recunoaste in mod specific un antigen
COLGA3.

O altd concretizare a inventiei furnizeaza suplimentar sau alternativ constructia de recunoastere a
antigenului din inventie, care induce un raspuns imun, preferabil in care rdspunsul imun este caracterizat
printr-o crestere a nivelurilor de interferon (IFN) .

TCR-urile in conformitate cu inventia pot fi furnizate sub forma de constructii cu lant unic sau,
alternativ, cu lant dublu compuse atit din lanful a si B, cat si din lantul y si 6.

Constructia care recunoaste antigenul descrisa in prezentul document pot cuprinde un lant TCR a
sau v; si/sau un lant TCR B sau §; in care lantul TCR a sau y cuprinde un CDR3 avand cel putin 50%,
60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99% sau 100% identitate de secventd cu o secventd aminoacidica
selectatd din SEQ ID NO: 3, 15 si 27 si/sau in care lantul TCR B sau & cuprinde un CDR3 avand cel putin
50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99% sau 100% identitate de secventd cu o secventd aminoacidica
selectata din SEQ ID NO: 9, 21 si 33.

Cel mai preferabil, in unele concretiziri suplimentare, in care descrierea se referd la constructii
care recunosc antigenul cuprinzind una, doud sau toate regiunile CDR1 la CDR3 ale lanturilor TCR
descrise (a se vedea Tabelul 1), astfel de constructii care recunosc antigenul pot fi preferate, care cuprind
secventa CDR respectivd avand trei, doud si, preferabil, doar un resturi aminoacidic modificat. Un rest
aminoacidic modificat poate fi selectat dintr-o inserfie, o deletie sau o substitutic de aminoacizi. Cel mai
preferabil este ca cei trei, doi, preferabil un rest aminoacidic modificat sd fie primul sau ultimul rest
aminoacidic din secventa CDR respectivd. Dacd modificarea este o substitutie, atunci este preferabil in
unele concretizdri ca substitutia si fie o substitutie conservatoare de aminoacizi.

In cazul in care constructia de recunoastere a antigenului in conformitate cu inventia este compusa
din cel putin doud lanfuri de aminoacizi, cum ar fi un TCR cu lant dublu sau un fragment de legare a
antigenului acestuia, constructul de recunoastere a antigenului poate cuprinde intr-un prim lant
polipeptidic secventa de aminoacizi in conformitate cu SEQ ID NO: 3 si, intr-un al doilea lant
polipeptidic, secventa aminoacidicd in conformitate cu SEQ ID NO: 9, sau, intr-un al doilea lant
polipeptidic, secventa aminoacidicd in conformitate cu SEQ ID NO: 15 si, intr-un al doilea lant
polipeptidic, secventa aminoacidicd in conformitate cu SEQ ID NO: 21, sau, intr-un al doilea lant
polipeptidic, secventa aminoacidicd in conformitate cu SEQ ID NO: 27 si, intr-un al doilea lant
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polipeptidic, secventa aminoacidicd in conformitate cu SEQ ID NO: 33. Oricare dintre TCR-urile cu lant
dublu mentionate anterior sau fragmente de legare la antigen ale acestora sunt TCR-uri preferate in
conformitate cu prezenta inventie. In unele concretiziri, CDR3-ul TCR-ului cu lant dublu al inventiei
poate avea mutafie. Mutatiile secven{elor CDR3 ale SEQ ID NO: 9-28 furnizate de mai sus includ, de
preferintd, o substitutie, o deletie, o addugare sau o insertie de cel mult trei, preferabil doud si cel mai
preferabil nu mai mult de un rest aminoacidic. In unele concretiziri, primul lant polipeptidic poate fi un
lant TCR a sau v, iar al doilea lant polipeptidic poate fi un lant TCR B sau 6. Este preferatd combinatia
unui TCR of sau yo.

TCR-ul, sau fragmentul de legare la antigen al acestuia este, in unele concretiziri, compus dintr-un
lant TCR a si un lant TCR B sau un lant vy si 6. Un astfel de TCR cu lant dublu cuprinde in fiecare lant
regiuni variabile, iar regiunile variabile cuprind fiecare cate o secven{d CDRI1, o secven{d CDR2 si o
secventd CDR3. TCR-urile cuprind secventele CDR1 la CDR3, asa cum sunt cuprinse in secventa de
aminoacizi cu lanf variabil din SEQ ID NO: 4 si SEQ ID NO: 10 (R4P1D10) sau SEQ ID NO: 16 si SEQ
ID NO: 22 (R4P3F9) sau SEQ ID NO: 28 si SEQ ID NO: 34 (R4P3H3).

Unele concretizdri ale inventiei se referd la un TCR sau un fragment al acestuia, compus dintr-un
lant TCR o siun lant TCR B, in care TCR-ul mentionat cuprinde secveniele de regiune variabild avand cel
putin 50%, 60%, 70%, 80%, 90 %, 95%, 98%, 99% sau, de preferinti, 100% identitate de secventd cu
secventa aminoacidicd selectatd din lanful o si B conform SEQ ID NO: 4 si, respectiv, 10 sau 16 si,
respectiv, 22 sau 28 si, respectiv, 34.

TCR-urile inovatoare pot cuprinde in plus o regiune constanti derivatd de la orice specie adecvata,
cum ar fi orice mamifer, de exemplu, om, sobolan, maimuti, iecpure, migar sau soarece. Intr-o
concretizare a inventiei, TCR-urile inovatoare cuprind in plus o regiune constantd umana. in unele
concretizdri preferate, regiunea constantd a TCR in conformitate cu inventia poate fi usor modificata, de
exemplu, prin introducerea de secvente heterologe, preferabil secvente murine, care pot creste exprimarea
si stabilitatea TCR.

Unele concretiziri ale inventiei se referd la un TCR sau un fragment al acestuia, compus dintr-un
lant TCR « si un lant TCR B, in care TCR-ul mentionat cuprinde regiunea constantd avand cel putin 50%,
60%, 70%, 80%, 90 %, 95%, 98%, 99% sau, de preferintd, 100% identitate de secventd cu o secventa
aminoacidicd selectatd din lanful a si p conform SEQ ID NO: 5 si, respectiv, 11 sau 17 si, respectiv, 23
sau 29 si, respectiv, 35.

Lantul TCR a sau y descris in prezentul document poate cuprinde in plus un CDR1 avand cel putin
50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99% sau 100% identitate de secventd cu o secventd aminoacidica
selectatd din SEQ ID NO: 1, 13 si 25; si/sau un CDR2 avand cel putin 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%,
98%, 99% sau 100% identitate de secventd cu o secventd aminoacidicd selectatd din SEQ ID NO: 2, 14 si
26.

Lantul TCR B sau ¢ poate cuprinde in plus un CDR1 avand cel putin 50%, 60%, 70%, 80%, 90%,
95%, 98%, 99% sau 100% identitate de secventd cu o secventd aminoacidici selectatd din SEQ ID NO: 7,
19 si 31; si/sau un CDR2 avand cel putin 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99% sau 100%
identitate de secvent{d cu o secventd aminoacidica selectatd din SEQ ID NO: 8, 20 si 32.

Constructia de recunoastere a antigenului poate cuprinde intr-o altd concretizare un fragment de
legare a unui TCR si unde respectivul fragment de legare cuprinde de la CDR1 la CDR3 selectate din
secventele de la CDR1 la CDR3 avand secventele aminoacidice de SEQ ID NO: 1, 2,3 sau 7, 8, 9 ori 13,
14, 15 sau 19, 20, 21 ori 25, 26, 27 sau 31, 32, 33.

In alte concretiziri ale inventici, constructia de recunoastere a antigenului, asa cum este descrisi
mai sus in prezentul document, este un TCR sau un fragment al acestuia compus din cel pufin o secventa
de lant TCR « si o secventd de lant TCR P, in care secventa de lanf TCR o cuprinde secventele de la
CDRI1 la CDR3 avand secventele aminoacidice de SEQ ID NO: 1-3 si secventa mentionati de lant TCR
B cuprinde secventele de la CDR1 la CDR3 avand secventele aminoacidice de SEQ ID NO: 7-9; sau in
care secventa mentionatd de lant TCR a cuprinde secventele de la CDRI1 la CDR3 avand secventele
aminoacidice de SEQ ID NO: 13-15 si secventa mentionatd de lant TCR B cuprinde secventele de la
CDRI1 la CDR3 avand secventele aminoacidice de SEQ ID NO: 19-21; sau in care secventa mentionata
de lant TCR o cuprinde secveniele de la CDRI la CDR3 avand secventele aminoacidice de SEQ ID NO:
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25-27 si secventa mentionatd de lant TCR B cuprinde secventele de la CDR1 la CDR3 avand secventele
aminoacidice de SEQ ID NO: 31-33.

In alte concretiziri ale inventici, constructia de recunoastere a antigenului, asa cum este descrisi
anterior in prezentul document, este un TCR, sau un fragment al acestuia, cuprinzand cel putin o secventa
de lant TCR a si o secventd de lant TCR B, in care secventa de lanf TCR o mentionatd include o secventa
de regiune variabild avand secventa aminoacidicd din SEQ ID NO: 4, si in care respectiva secventd de
lant TCR B cuprinde o secventd de regiune variabild avind secventa aminoacidicd din SEQ ID NO: 10;
sau in care respectiva secventd de lanf TCR o cuprinde o secventd de regiune variabild avind secventa
aminoacidicd din SEQ ID NO: 16 si in care respectiva secventd de lant TCR B cuprinde o secventd de
regiune variabild avand secventa aminoacidicd din SEQ ID NO: 22; sau in care respectiva secventd de
lant TCR o cuprinde o secventd de regiune variabild avind secventa aminoacidicd din SEQ ID NO: 28 si
in care respectiva secventd de lant TCR B cuprinde o secventd de regiune variabild avand secventa
aminoacidicd din SEQ ID NO: 34.

In alte concretiziri ale inventici, constructia de recunoastere a antigenului, asa cum este descrisi
anterior in prezentul document, este un TCR sau un fragment al acestuia, cuprinzand in plus o regiune
constantd TCR avand cel putin 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99% sau 100% identitate de
secventd cu o secventd aminoacidicd selectatd din SEQ ID NO: 5, 11, 17, 23, 29 si 35, preferabil in care
TCR-ul este compus din cel putin o secventa de lanf TCR a si o secventd de lanf TCR P, in care secventa
de lant TCR o cuprinde o regiune constantd avand cel putin 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99%
sau 100% identitate de secvent{d cu o secventd aminoacidicd selectatd din SEQ ID NO: 5, 17 si 29.

Sunt descrise, de asemenea, constructii de recunoastere a antigenului, asa cum sunt descrise
anterior in prezentul document, cuprinzand un prim lanf TCR avand cel pufin 50%, 60%, 70%, 80%,
90%, 95%, 98%, 99% sau 100% identitate de secventd cu secventa aminoacidicd selectati din SEQ ID
NO: 6 si un al doilea lant TCR avand cel putin 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99% sau 100%
identitate de secventd cu secventa aminoacidicd selectatd din SEQ ID NO: 12. Inventia furnizeaza, de
asemenea, TCR-uri cuprinzand un prim lanf TCR avand cel putin 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98%,
99% sau 100% identitate de secventd cu secventa aminoacidicd selectatd din SEQ ID NO: 18 si un al
doilea lanf TCR avand cel putin 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99% sau 100% identitate de
secventd cu secventa aminoacidici selectati din SEQ ID NO: 24. In alte concretiziri, inventia furnizeaz
constructii de recunoastere a antigenului care sunt TCR-uri si cuprind un prim lant TCR avand cel putin
50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99% sau 100% identitate de secventd cu secventa aminoacidica
selectatd din SEQ ID NO: 30 si un al doilea lanf TCR avand cel putin 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%,
98%, 99% sau 100% identitate de secventd cu secventa aminoacidicd selectatd din SEQ ID NO: 36.

Asa cum este utilizat in prezentul document, termenul ,,murin” sau ,,uman”, atunci cind se refera
la o constructie de recunoastere a antigenului, ori un TCR sau orice componentd a unui TCR descrisd in
prezentul document (de exemplu, regiunea de determinare a complementarititii (CDR), regiunea
variabild, regiunea constantd, lanful a si/sau lantul B) inseamna un TCR (sau o componentd a acestuia)
care este derivat de la soarece sau, respectiv, un locus TCR nerearanjat de om.

Intr-o concretizare a inventiei, sunt furnizate TCR-uri himerice, in care lanturile TCR au inclus
secvente de la mai multe specii. Preferabil, un TCR in conformitate cu inventia poate cuprinde un lanf o
cuprinzand o regiune variabild umand a unui lant o si, de exemplu, o regiune constantd murind a unui lant
TCR o murin.

Intr-una dintre concretiziri, TCR-ul din inventie este un TCR uman cuprinzind regiuni variabile
umane in conformitate cu variantele de mai sus si regiuni constante umane.

TCR-ul din inventie poate fi furnizat ca un TCR cu lant unic (scTCR). Un scTCR poate cuprinde o
polipeptidi a unei regiuni variabile a unui prim lant TCR (de exemplu, un lanf alfa) si o polipeptidd a unui
intreg lant TCR (de lungime completd) (de exemplu, un lant beta) sau viceversa. Mai mult, scTCR-ul
poate cuprinde opfional unul sau mai multi linkeri care unesc cele doud sau mai multe polipeptide
impreund. Linkerul poate fi, de exemplu, o peptidd, care uneste doud lanfuri simple, asa cum este descris
in prezentul document. De asemenea, este furnizat un astfel de scTCR al inventiei care este fuzionat cu o
citokind umand, cum ar fi IL-2, IL-7 sau IL-15.

Constructia de recunoastere a antigenului in conformitate cu inventia poate fi furnizat si sub forma
unui complex multimeric cuprinzand cel putin doud molecule scTCR, in care moleculele scTCR



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

MD/EP 3500593 T2 2021.12.31

mentionate sunt fiecare fuzionate la cel pufin un fragment de biotind si in care scTCR-urile respective
sunt interconectate prin interactiune biotind-streptavidind pentru a se permite formarea complexului
multimeric mentionat. Abordari similare pentru generarea TCR-ului multimeric sunt, de asemenea,
posibile si incluse in aceastd descriere. De asemenea, sunt furnizate complexe multimerice de ordin
superior cuprinzind mai mult de doud scTCR-uri in conformitate cu inventia.

Un TCR este un fragment avand cel pufin un domeniu variabil TCR alfa sau gamma si/sau TCR
beta sau delta. In general, acestea cuprind atat un domeniu variabil TCR alfa, cat si un domeniu variabil
TCR beta. Ele pot fi heterodimeri aff sau pot fi in format cu lant unic. Pentru utilizare in terapia adoptiva,
un TCR heterodimeric off poate fi, de exemplu, transfectat ca lanfuri de lungime completd avand atit
domenii citoplasmatice, cat si domenii transmembranare. Daci se doreste, poate fi prezentd o legitura
disulfurica introdusa intre resturile domeniilor constante respective.

Intr-o concretizare preferati, constructia de recunoastere a antigenului este un TCR uman sau un
fragment ori un derivat al acestuia. Un TCR uman sau un fragment ori un derivat al acestuia este un TCR,
care cuprinde peste 50% din secventa TCR umana corespunzitoare. Preferabil, doar o mica parte a
secventel TCR este de origine artificiald sau derivata de la alte specii. Se cunoaste, totusi, cd TCR-urile
himerice, de exemplu derivate din origine umand cu secvente murine in domenii constante, sunt
avantajoase. In mod special preferate sunt, prin urmare, TCR-uri in conformitate cu prezenta inventie care
confin secvente murine in partea extracelulard a domeniilor lor constante.

Astfel, este preferabil, de asemenea, ca o constructie de recunoastere a antigenului inovatoare si
fie capabild sd-si recunoasca antigenul intr-un mod dependent de antigenul leucocitar uman (HLA), de
preferintd intr-un mod dependent de HLA-AQ2. In contextul prezentei inventii, termenul ,,mod dependent
de HLA” inseamnd cd o constructie de recunoastere a antigenului se leagd de antigen numai in cazul in
care peptida antigenici este prezentatd de HLA-ul mentionat.

Constructia de recunoastere a antigenului in conformitate cu inventia, intr-un exemplu de
concretizare, induce de preferintd un raspuns imun, preferabil in care rispunsul imun este caracterizat prin
cresterea nivelurilor de interferon (IFN) v.

De asemenea, in prezentul document este descrisi o polipeptidd care cuprinde o portiune
functionald a oriciruia dintre TCR-uri (sau variante functionale ale acestora) descrise in prezentul
document, de exemplu, pentru oricare dintre TCR-urile selectate dintre R4P1D10, R4P3F9 si R4P3H3,
asa cum se specificd in sectiunea de exemple si Tabelul 1. Termenul ,,polipeptidd”, asa cum este utilizat
in prezentul document, include oligopeptide si se referd la un singur lant aminoacidic conectat prin una
sau mai multe legituri peptidice. In ceea ce priveste polipeptidele, portiunea functionald poate fi orice
portiune care confine aminoacizi adiacen{i ai TCR-ului (sau ai variantei functionale a acestuia) din care
face parte, cu conditia ca porfiunea funcfionald si se lege in mod specific la un antigen COL6A3,
preferabil asa cum este descris in prezentul document in Tabelul 2 si peptidele A1-A9 (SEQ ID NO: 59-
67). Termenul ,,portiune functionald”, atunci cind este utilizat referitor la un TCR (sau o variantd
functionald a acestuia), se refera la orice parte sau fragment al TCR-ului (sau al variantei functionale a
acestuia) in conformitate cu inventia, care parte sau fragment pastreaza activitatea biologicd a TCR-ului
(sau a variantei functionale a acestuia) din care face parte (TCR-ul périnte sau varianta functionald parinte
a acestuia). Portiunile functionale cuprind, de exemplu, acele pirti ale unui TCR (sau ale variantei
functionale a acestuia) care pastreaza capacitatea de a se lega in mod specific la un antigen COL6A3
(intr-un mod dependent de HLA-A2) sau de a detecta, a trata sau a preveni cancerul intr-o masurd
similard, In aceeasi misurd sau intr-o masurd mai mare, ca TCR pdrinte (sau varianta functionald a
acestuia). Referitor la TCR-ul pdrinte (sau varianta functionald a acestuia), porfiunea functionald poate
cuprinde, de exemplu, aproximativ 10%, 25%, 30%, 50%, 68%, 80%, 90%, 95% sau mai mult din
secventele variabile ale TCR-ului parinte (sau ale variantei functionale a acestuia).

Portiunea functionald poate cuprinde aminoacizi suplimentari la capdtul amino sau carboxi al
portiunii ori la ambele capete, in care aminoacizii suplimentari nu se gisesc in secvenfa aminoacidici a
TCR-ului pdrinte sau a variantei functionale a acestuia. De dorit, aminoacizii suplimentari nu interfereaza
cu functia biologica a portiunii functionale, de exemplu, legindu-se in mod specific de antigeni COL6A3
si/sau avand capacitatea de a detecta cancerul, de a trata sau preveni cancerul, etc. Mai de dorit,
aminoacizii suplimentari sporesc activitatea biologicd in comparatie cu activitatea biologicd a TCR-ului
parinte sau a variantei functionale a acestuia.
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Polipeptida poate cuprinde o portiune functionala a uneia sau ambelor lanfuri o si § ale TCR-urilor
sau variante functionale ale acestora in conformitate cu inventia, cum ar fi o portiune functionala care
cuprinde unul dintre mai multe CDR1, CDR2 si (preferabil) CDR3 ale regiunii (regiunilor) variabile a(le)
lantului  si/sau ale lantului B al unui TCR sau a al unei variante functionale a acestuia in conformitate cu
inventia. Polipeptida poate cuprinde o portiune functionald care cuprinde secventa aminoacidicd de SEQ
ID NO: 3, 9, 15, 21, 27 si 33 (CDR3 al regiunilor variabile ale TCR-ului in conformitate cu inventia) sau
o combinatie a acestora. Polipeptida poate cuprinde, de exemplu, regiunea variabild a TCR-ului inovator
sau varianta functionali a acestuia cuprinzand o combinatie a regiunilor CDR prezentate mai sus. In acest
sens, polipeptida poate cuprinde secventa aminoacidica a oricdreia dintre SEQ ID NO: 4, 10, 16, 22, 28 si
34 (regiunile variabile ale unui lant o sau § al TCR-ului in conformitate cu inventia).

In unele cazuri, constructia din inventie poate cuprinde unul sau doud lanturi polipeptidice
cuprinzand o secventd in conformitate cu oricare dintre SEQ ID NO: 1-36 (secvente CDR, regiuni
constante si variabile si secvente de lungime completd) sau fragmente functionale ale acestora si cuprind
in plus alte secvente aminoacidice, de exemplu, o secventd de aminoacizi care codificd o imunoglobulina
sau o portiune a acesteia; atunci proteina inovatoare poate fi o proteina de fuziune. in acest sens, inventia
furnizeaza, de asemenea, o proteind de fuziune care cuprinde cel putin una dintre polipeptidele inovatoare
descrise in prezentul document impreuna cu cel putin o alta polipeptidi. Cealaltd polipeptida poate exista
ca polipeptida separati a proteinei de fuziune sau poate exista ca polipeptidd care este exprimatd in cadru
(in tandem) cu una dintre polipeptidele inovatoare descrise in prezentul document. Cealaltid polipeptida
poate include orice moleculd peptidicd sau proteinacee ori o portiune a acesteia, incluzind, dar fira a se
limita la o imunoglobulind, CD3, CD4, CDS8, o moleculd MHC, o moleculd CD1, de exemplu, CDla,
CDI1b, CDIc, CDId etc.

Proteina de fuziune poate cuprinde una sau mai multe copii ale polipeptidei din inventie si/sau una
sau mai multe copii ale celeilalte polipeptide. De exemplu, proteina de fuziune poate cuprinde 1, 2, 3, 4, 5
sau mai multe copii ale polipeptidei inovatoare si/sau ale celeilalte polipeptide. Metodele adecvate de
producere a proteinelor de fuziune sunt cunoscute in domeniu si includ, de exemplu, metode
recombinante. In unele concretiziri ale inventici, TCR-urile (si portiunile functionale si variantele
functionale ale acestora), polipeptidele si proteinele din inventie pot fi exprimate ca o singurd proteina
cuprinzand o peptidd linker care leagd lanful o si lanful P si care leaga lantul y si lantul 6. In acest sens,
TCR-urile (si variantele functionale si portiunile functionale ale acestora), polipeptidele si proteinele in
conformitate cu invenfia cuprind secventele aminoacidice ale regiunilor variabile ale TCR-ului in
conformitate cu inventia si pot cuprinde in plus o peptida linker. Peptida linker poate facilita in mod
avantajos exprimarea unui TCR recombinant (incluzand portiuni functionale si variante functionale ale
acestora), a unei polipeptide recombinante si/sau a unei proteine recombinante intr-o celuld-gazda.
Peptida linker poate cuprinde orice secventd aminoacidica adecvatd. Secventele linker pentru constructii
TCR cu lant unic sunt bine cunoscute in domeniu. O astfel de constructie cu lant unic poate cuprinde in
plus una sau doud secvente de domeniu constant. La exprimarea constructiei incluznd peptida linker de
citre o celuli-gazda, peptida linker poate fi, de asemenea, clivatd, rezultind lanfuri o si B separate si
lanturi v si & separate.

Asa cum s-a mentionat deja mai sus, functionalitatea de legare a TCR-ului in conformitate cu
inventia poate fi furnizatd in cadrul unui anticorp. Termenul ,anticorp”, in diferitele sale forme
gramaticale, este utilizat in prezentul document pentru a se referi la molecule de imunoglobulind si
portiuni active imunologic de molecule de imunoglobulind, adicd molecule care contin un situs de legare
la antigen sau un paratop. Astfel de molecule sunt, de asemenea, denumite ,fragmente de legare la
antigen” ale moleculelor de imunoglobulind. Inventia furnizeaza si un anticorp sau o portiune de legare la
antigen a acestuia care se leagd in mod specific 1a antigenii descrisi in prezentul document. Anticorpul
poate fi orice tip de imunoglobulind cunoscut in domeniu. De exemplu, anticorpul poate fi de orice izotip,
de exemplu, IgA, IgD, IgE, IgG, IgM etc. Anticorpul poate fi monoclonal sau policlonal. Anticorpul
poate fi un anticorp natural, de exemplu, un anticorp izolat si/sau purificat de 1a un mamifer, de exemplu,
soarece, iepure, caprd, cal, gdind, hamster, om etc. Alternativ, anticorpul poate fi un anticorp proiectat, de
exemplu, un anticorp umanizat sau un anticorp himeric. Anticorpul poate fi sub formd monomericd sau
polimerica.

De asemenea, in prezentul document sunt descrise portiuni de legare 1a antigen ale oricdruia dintre
anticorpii descrisi in prezentul document. Porfiunea de legare la antigen poate fi orice portiune care are
cel putin un situs de legare la antigen, cum ar fi Fab, F(ab")2, dsFv, sFv, diacorpi si triacorpi. Se poate
genera un fragment de anticorp cu fragment de regiune variabild cu un singur lan{ (sFv), care constd dintr-
un fragment Fab trunchiat cuprinzand domeniul variabil (V) al unui lant greu de anticorp legat la un
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domeniu V al unui lanf usor de anticorp printr-o peptidd sinteticd, folosindu-se tehnici de rutind de
tehnologiec cu ADN recombinant. In mod similar, pot fi preparate fragmente de regiune variabili
stabilizate cu disulfurd (dsFv) prin tehnologie cu ADN recombinant; cu toate acestea, fragmentele de
anticorp din inventie nu se limiteaza la aceste tipuri exemplare de fragmente de anticorp. De asemenea,
anticorpul sau portiunca de legare la antigen a acestuia poate fi modificatd pentru a cuprinde un marcaj
detectabil, cum ar fi, de exemplu, un radioizotop, un fluorofor (de exemplu, izotiocianat de fluoresceini
(FITC), ficoeritrind (PE)), o enzima (de exemplu, fosfataza alcalind, peroxidazi de hrean) si particule de
elemente (de exemplu, particule de aur). In unele cazuri, secventa TCR CDR3 poate fi usor modificata,
dar de preferintd cu nu mai mult de 3 resturi aminoacidice, preferabil doar doud si cel mai preferabil o
singurd pozifie de aminoacid, in comparatie cu secventele CDR3 furnizate in SEQ ID NO: 3, 9, 15, 21, 27
si 33. De preferinta, anticorpii cuprind CDR3, de preferintd toate regiunile CDR1 pand la CDR3 in
combinatie, asa cum este indicat pentru TCR-ul inventiei in Tabelul 1.

Metode adecvate de fabricare a anticorpilor sunt cunoscute in domeniu. De exemplu, metodele
standard de hibridom sunt descrise in, de exemplu, Kohler and Milstein, Eur. J. Immunol, 5, 51 1-519
(1976), Harlow and Lane (eds.), Antibodies: A Laboratory Manual, CSH Press (1988), and C.A. Janeway
et al. (eds.), Immunobiology, 8 Ed., Garland Publishing, New York, NY (201 1)). Alternatively, other
methods, such as EBV-hybridoma methods (Haskard and Archer, J. Immunol. Methods, 74(2), 361-67
(1984), and Roder et al, Methods Enzymol, 121, 140-67 (1986)), iar sisteme de exprimare a vectorilor
bacteriofagi (vezi, de exemplu, Huse et al., Science, 246, 1275-81 (1989)) sunt cunoscute in domeniu. De
asemenea, metodele de producere a anticorpilor la animale neumane sunt descrise, de exemplu, in
brevetele SUA cu numerele 5.545.806, 5.569.825 si 5.714.352 si in cererea de brevet SUA cu numdrul
2002/0197266.

Unele concretizdri ale inventiei se referd, de asemenea, la TCR-uri sau la fragmente functionale si
polipeptide ale acestora care sunt TCR-uri solubile. In sensul prezentului document, termenul ,,receptor
de celule T solubil” se referd la variantele trunchiate heterodimerice ale TCR-urilor native, care cuprind
portiuni extracelulare ale lanfului « si lantului B ale TCR-ului, legate printr-o legdturd disulfidicd, dar
cdrora le lipsesc domeniile transmembranar si citosolic ale proteinei native. Termenii ,,secventd a lantului
a al receptorului de celule T solubil si secventd a lantului B al receptorului de celule T solubild” se referd
la secventele lantului o si lanfului p ale TCR care nu au domeniile transmembranar si citosolic. Secventa
(aminoacid sau acid nucleic) a lantului o si a lanfurilor B ale TCR-ului solubil poate fi identici cu
secventele corespunzitoare dintr-un TCR nativ sau poate cuprinde secvente variante ale lantului a si ale
lantului B ale TCR solubil, in comparafie cu secventele corespunzitoare ale TCR-ului nativ. Termenul
»receptor de celule T solubil”, asa cum este utilizat in prezentul document, cuprinde TCR-uri solubile cu
secvenfe de lant o si lant f ale TCR-urilor solubile, variante sau non-variante. Variatiile pot fi in regiunile
variabile sau constante ale secventelor lantului o si lanfului p ale TCR-ului solubil si pot include, fard a se
limita la acestea, mutatii de delefie, inserfie si substitutic de aminoacizi, precum si modificri ale
secvenfel de acid nucleic, care nu modifica secventa de aminoacizi. TCR-ul solubil al inventiei pastreaza
in orice caz functionalitatea de legare a moleculelor lor pirinte.

Problema de mai sus este rezolvatd in continuare printr-un acid nucleic care codificd pentru o
constructie de recunoastere a antigenului din inventie. Acidul nucleic, de preferinti, (a) are o catend care
codifici pentru o constructic de recunoastere a antigenului conform inventiei, (b) are o catend
complementard catenei de la (a); sau (c) are o catend care se hibridizeaza in conditii stricte cu o molecula
descrisa la (a) sau (b). Conditiile stricte sunt cunoscute de citre specialistii in domeniu, in special din
Sambrook et al, ,,Molecular Cloning”. In plus, acidul nucleic are, in mod optional, secvente suplimentare,
care sunt necesare pentru exprimarea secventei de acid nucleic corespunzitoare proteinei, in special
pentru exprimarea intr-o celuld de mamifer/umand. Acidul nucleic utilizat poate fi continut intr-un vector
adecvat pentru a permite exprimarea secventei de acid nucleic corespunzitoare peptidei intr-o celuld. Cu
toate acestea, acizii nucleici pot fi, de asemenea, utilizafi pentru a transforma o celuld prezentatoare de
antigen, care poate sd nu se limiteze la celulele prezentatoare de antigen clasice, cum ar fi celulele
dendritice, astfel incit acestea si produci ele insele proteinele corespunzitoare pe suprafata lor celulara.

Prin ,acid nucleic”, asa cum este utilizat in prezentul document, se intelege ,,polinucleotidd”,
»oligonucleotidd” si ,,moleculd de acid nucleic” si, in general, un polimer de ADN sau ARN, care poate fi
monocatenar sau bicatenar, sintetizat sau obtinut (de exemplu, izolat si/sau purificat) din surse naturale,
care poate contine nucleotide naturale, nenaturale sau modificate si care poate contine o legiturd
internucleotidicid naturald, nenaturald sau modificatd, cum ar fi o legiturd fosfoamidat sau o legiturd
fosforotioioat, in locul fosfodiesterului care se giseste intre nucleotidele unei oligonucleotide
nemodificate.
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De preferint, acizii nucleici in conformitate cu inventia sunt recombinanti. in sensul prezentului
document, termenul ,,recombinat” se referd la (i) moleculele care sunt construite in afara celulelor vii prin
aldturarea unor segmente de acid nucleic natural sau sintetic la molecule de acid nucleic care se pot
replica intr-o celuld vie sau (i) moleculele care rezultd din replicarea celor descrise la punctul (i) de mai
sus. In scopul prezentului document, replicarea poate fi o replicare in vitro sau o replicare in vivo. Acidul
nucleic poate cuprinde orice secventd de nucleotide care codificd oricare dintre TCR-uri, polipeptide sau
proteine, sau portiuni functionale sau variante functionale ale acestora descrise in prezentul document.

Mai mult, inventia oferd un vector care cuprinde un acid nucleic in conformitate cu inventia, asa
cum este descris mai sus. Este de dorit ca vectorul si fie un vector de exprimare sau un vector de
exprimare recombinant. Termenul ,,vector de exprimare recombinant” se referd, in contextul prezentei
inventii, la o constructie de acid nucleic care permite exprimarea unui ARNm, a unei proteine sau a unei
polipeptide intr-o celuld-gazdad adecvatd. Vectorul de exprimare recombinant al inventiei poate fi orice
vector de exprimare recombinant adecvat si poate fi utilizat pentru a transforma sau transfecta orice gazda
adecvati. Printre vectorii adecvati se numard cei conceputi pentru propagare si expansiune sau pentru
exprimare sau ambele, cum ar fi plasmidele si virusii. Exemple de vectori de exprimare animali includ
pEUK-CI, pMAM si pMAMneo. De preferintd, vectorul de exprimare recombinant este un vector viral,
de exemplu, un vector retroviral. Vectorul de exprimare recombinant cuprinde secvente de reglare, cum ar
fi codonii de initiere si terminare a transcriptiei si a translatiei, care sunt specifice tipului de celuld-gazda
(de exemplu, bacterie, ciupercd, plantd sau animal), in care urmeaza si fie introdus vectorul si in care se
poate realiza exprimarea acidului nucleic al inventiei. In plus, vectorul inventici poate include una sau
mai multe gene marker, care permit selectarea gazdelor transformate sau transfectate. Vectorul de
exprimare recombinant poate cuprinde un promotor nativ sau normativ legat in mod operational de
secventa nucleotidicd care codifici constructiile invenfiei sau de secventa nucleotidicd, care este
complementard sau care se hibridizeaza cu secventa nucleotidicd care codificd constructiile invenfiei.
Selectia de promotori include, de exemplu, promotori puternici, slabi, inductibili, specifici pentru tesut si
specifici pentru dezvoltare. Promotorul poate fi un promotor neviral sau un promotor viral. Vectorii de
exprimare recombinanti din inventie pot fi conceputi fie pentru exprimare tranzitorie, fie pentru expimare
stabild, fie pentru ambele. De asemenea, vectorii de exprimare recombinanti pot fi realizafi pentru
exprimare constitutiva sau pentru exprimare inductibili.

Inventia se referd, de asemenea, la o celuld-gazda care cuprinde o constructiec de recunoastere a
antigenului in conformitate cu inventia. In mod specific, celula-gazdi a inventici cuprinde un acid nucleic
sau un vector, asa cum este descris mai sus. Celula-gazdi poate fi o celuld eucariotd, de exemplu, o
plantd, un animal, o ciuperca sau o algd, sau poate fi o celuld procariotd, de exemplu, o bacterie sau un
protozoar. Celula-gazda poate fi o celula cultivati sau o celuld primara, adica o celuld izolatd direct dintr-
un organism, de exemplu, un om. Celula-gazda poate fi o celuld aderenti sau o celuld in suspensie, adica
o celula care creste in suspensie. In scopul producerii unui TCR, a unei polipeptide sau a unei proteine
recombinate, celula-gazda este de preferintd o celuld de mamifer. Cel mai preferabil, celula-gazda este o
celuld umana. Desi celula-gazda poate fi de orice tip de celuld, poate proveni din orice tip de tesut si poate
fi in orice stadiu de dezvoltare, celula-gazda este, de preferintd, o leucocitd din sangele periferic (PBL)
sau o celuld mononucleard din sangele periferic (PBMC). Cel mai preferabil, celula-gazda este o celula T.
Celula T poate fi orice celuld T, cum ar fi o celuld T cultivatd, de exemplu, o celuld T primard, sau o
celuld T dintr-o linie de celule T cultivate, de exemplu, Jurkat, SupT1 etc. ori celuld T obtinutd de la un
mamifer, de preferinti o celuld T sau un precursor de celuli T de la un pacient uman. in cazul in care este
obtinutd de la un mamifer, celula T poate fi obtinutd din numeroase surse, inclusiv, dar fard a se limita la
sange, miduvd osoasd, ganglioni limfatici, timus sau alte tesuturi sau fluide. Celulele T pot fi, de
asemenea, imbogatite sau purificate. Preferabil, celula T este o celuld umana. Mai preferabil, celula T este
o celuld T izolatd de la un om. Celula T poate fi orice tip de celuld T si poate fi in orice stadiu de
dezvoltare, inclusiv, dar fird a se limita la celule T CD4-pozitive si/sau CD8-pozitive, celule T helper
CD4-pozitive, de exemplu, celule Thl si Th2, celule T CD8-pozitive (de exemplu, celule T citotoxice),
celule infiltrate in tumori (TIL-uri), celule T cu memorie, celule T naive si altele asemenea. Preferabil,
celula T este o celuld T CD8-pozitiva sau o celuld T CD4-pozitiva.

Preferabil, celula-gazda in conformitate cu inventia este un limfocit, de preferintd un limfocit T,
cum ar fi o celuld T CD4-pozitivd sau CD8-pozitivd. Celula-gazda este, de asemenea, de preferintd, o
celuld T reactiva la tumori, specifica pentru celulele tumorale care exprimi COL6A3.

Un alt aspect al prezentei inventii se referd la constructiile de recunoastere a antigenului, la acizii
nucleici, la vectori, la compozitiile farmaceutice si/sau la celula-gazdi ale inventiei pentru utilizare in
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medicind. Utilizarea in medicind, intr-o concretizare preferatd, include utilizarea in diagnosticarea,
prevenirea si/sau tratarea unei boli tumorale, cum ar fi o boald tumorald malignd sau benigni. Boala
tumorald este, de exemplu, o boald tumorald caracterizatd prin exprimarea COL6A3, intr-un cancer sau
intr-o celuld tumoral a respectivei boli tumorale.

In ceea ce priveste aplicatiile medicale mentionate mai sus ale constructiilor de recunoastere a
antigenului si a altor materiale derivate din acestea, cancerul care trebuie tratat si/sau diagnosticat poate fi
orice cancer, inclusiv oricare dintre cancer limfocitic acut, leucemic micloida acutd, rabdomiosarcom
alveolar, cancer 0sos, cancer cerebral, cancer de glandd mamard, cancer anal, de canal anal sau anorectal,
cancer ocular, cancer de cale biliard intrahepaticd, cancer de articulatii, cancer de git, de vezica biliara
sau de pleurd, cancer de nas, de cavitate nazald sau de ureche medie, cancer de cavitate bucald, cancer
vaginal, cancer vulvar, leucemie limfocitard cronicd, cancer mieloid cronic, cancer de colon, cancer
esofagian, cancer de col uterin, tumord carcinoidad gastrointestinald, gliom, limfom Hodgkin, cancer
hipofaringian , cancer de rinichi, cancer laringian, cancer hepatic, cancer pulmonar, mezoteliom malign,
melanom, mielom multiplu, cancer nazofaringian, limfom non-Hodgkin, cancer orofaringian, cancer
ovarian, cancer penian, cancer de pancreas, de peritoneu, de oment si cancer mezenteric, cancer faringian,
cancer de prostatd, cancer rectal, cancer renal, cancer de piele, cancer de intestin subtire, cancer de
fesuturi moi, cancer de stomac, cancer testicular, cancer tiroidian, cancer uterin, cancer de ureter si cancer
de vezicd urinard. Un cancer preferat este cancerul de col uterin, cancerul orofaringian, cancerul anal,
cancerul canalului anal, cancerul anorectal, cancerul vaginal, cancerul vulvar sau cancerul penian. Un
cancer deosebit de preferat este un cancer COL6A3-pozitiv, inclusiv cancerul gastrointestinal si cancerul
gastric.

Constructiile, proteinele, anticorpii TCR, polipeptidele si acizii nucleici ai inventiei sunt in special
destinate utilizirii in imunoterapie, de preferintd, in terapia adoptivd cu celule T. Administrarea
compusilor inventiei poate implica, de exemplu, perfuzarea de celule T ale inventiei in pacientul
respectiv. De preferintd, aceste celule T sunt celule T autologe ale pacientului si sunt transduse in vitro cu
un acid nucleic sau o constructie de recunoastere a antigenului din prezenta inventie.

WO 2016/011210 descrie celule modificate pentru terapie adoptivd, inclusiv celule NK si celule T,
compozitii care contin aceste celule si metode de administrare a acestora la subiecti. Celulele pot contine
receptori antigenici modificati genetic care se leagd in mod specific de antigeni, cum ar fi receptorii
himerici de antigen (CAR) si receptorii costimulatori.

Obiectivul inventiei este rezolvat, de asemenea, printr-o metoda de fabricare a unei linii celulare
care exprimd o constructie care recunoaste antigenul specific COL6A3, care cuprinde

a.Furnizarea unei celule-gazda adecvate,

b.Furnizarea unei constructii genetice care cuprinde o secventa codificatoare care codificd pentru o
constructie de recunoastere a antigenului conform inventiei prezentate in prezentul document,

c.Introducerea in respectiva celuld-gazdi adecvata a respectivei constructii genetice si

d.Exprimarea constructiei genetice de citre respectiva celuld-gazda adecvata.

Metoda poate cuprinde, de asemenea, o etapd de prezentare la suprafata celulard a constructiei de
recunoastere a antigenului respectiv pe celula-gazda adecvata.

In alte forme de realizare preferate, constructia genetici este o constructie de exprimare care
cuprinde o secventd promotoare legati in mod operational de respectiva secventd de codificare.

De preferintd, respectiva constructiec de recunoastere a antigenului este de origine mamiferd, de
preferintd de origine umand. Celula-gazda preferatd potrivitd pentru utilizare in metoda inventiei este o
celuld de mamifer, cum ar fi o celuld umand, in special un limfocit T uman. Celulele T destinate utilizarii
in cadrul inventiei sunt descrise in detaliu mai sus.

Inventia cuprinde, de asemenea, forme de realizare in care construcfia de recunoastere a
antigenului este un TCR modificat, in care modificarea respectivd constd in adiugareca de domenii
functionale, cum ar fi un marcaj sau o substantd activd din punct de vedere terapeutic. In plus, sunt
incluse TCR-uri care au domenii alternative, cum ar fi un domeniu alternativ de ancorare in membrand in
locul regiunii transmembranare endogene.
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Este de dorit ca sistemul de transfectare pentru introducerea constructiei genetice in respectiva
celuld-gazdd adecvatd si fie un sistem de vectori retrovirali. Astfel de sisteme sunt bine cunoscute de
catre specialistii iIn domeniu.

De asemenea, prezenta inventie cuprinde, intr-una dintre concretiziri, etapa suplimentard a
metodei de izolare si purificare a constructiei de recunoastere a antigenului din celuld si, optional,
reconstituirea fragmentelor de constructie de recunoastere a antigenului translatate intr-o celula T.

De asemenea, este prezentatd aici o celuld T obtinutd sau care poate fi obtinuta printr-o metoda de
producere a unui receptor de celule T (TCR), care este specific pentru celulele tumorale si are o aviditate
ridicatd, asa cum este descris mai sus. O astfel de celuld T este in functie de celula-gazda utilizatd in
metoda inventiei, de exemplu, o celuld T umand sau non-umand, de preferinti un TCR uman.

TCR-urile, polipeptidele, proteinele (inclusiv variantele functionale ale acestora), acizii nucleici,
vectorii de exprimare recombinanti, celulele-gazdi (inclusiv populatiile acestora) si anticorpii (inclusiv
portiunile de legare 1a antigen ale acestora) pot fi izolati si/sau purificati. Termenul ,,izolat”, astfel cum
este utilizat in prezentul document, inseamni ci a fost indepirtat din mediul siu natural. Termenul
Hpurificat”, astfel cum este utilizat in prezentul document, insecamnd ci a crescut in puritate, unde
~puritate” este un termen relativ si nu trebuie interpretat in mod necesar ca puritate absoluti. De exemplu,
puritatea poate fi de cel pufin aproximativ 50%, poate fi mai mare de 60%, 70%, 80%, 90%, 95% sau
poate fi de 100%.

Constructiile de recunoastere a antigenului, TCR-urile, polipeptidele, proteinele (inclusiv
variantele functionale ale acestora), acizii nucleici, vectorii de exprimare recombinanti, celulele-gazda
(inclusiv populatiile acestora) si anticorpii (inclusiv porfiunile de legare la antigen din acestea), toate
acestea fiind denumite in continuare in mod colectiv ,,materiale TCR”, pot fi formulate intr-o compozitie,
cum ar fi o compozitic farmaceutici. In acest sens, este prezentati o compozitie farmaceutici care
cuprinde oricare dintre constructiile de recunoastere a antigenului, TCR-urile, polipeptidele, proteinele,
portiunile functionale, variantele funcfionale, acizii nucleici, vectorii de exprimare, celulele-gazda
(inclusiv populatiile acestora) si anticorpii (inclusiv portiunile de legare la antigen) descrise in prezentul
document si un purtitor, excipient si/sau stabilizator acceptabil din punct de vedere farmaceutic.
Compozitiile farmaceutice care contin oricare dintre materialele TCR pot cuprinde mai mult de un
material TCR, de exemplu, o polipeptidd si un acid nucleic, sau doud sau mai multe TCR-uri diferite
(inclusiv portiuni functionale si variante functionale ale acestora). Alternativ, compozifia farmaceuticd
poate cuprinde un material TCR in combinatie cu alt (alti) agent (agenti) sau medicament(e) farmaceutic
activ(e), cum ar fi agentii chimioterapeutici, de exemplu, asparaginaza, busulfan, carboplatind, cisplatina,
daunorubicin, doxorubicind, fluorouracil, gemcitabind, hidroxiurce, metotrexat, paclitaxel, rituximab,
vinblastind, vincristind etc. De preferintd, purtdtorul este un purtdtor acceptabil din punct de vedere
farmaceutic. In ceea ce priveste compozitiile farmaceutice, purtitorul poate fi oricare dintre cei utilizati in
mod conventional pentru materialul TCR in cauzd. Astfel de purtitori acceptati din punct de vedere
farmaceutic sunt bine cunoscufi de specialistii in domeniu si sunt usor disponibili publicului. Este de
preferat ca purtitorul acceptabil din punct de vedere farmaceutic si fie unul care nu are efecte secundare
diunatoare sau toxicitate in conditiile de utilizare.

Astfel, este furnizatd, de asemenea, o comporzitie farmaceuticd, care cuprinde oricare dintre
produsele descrise aici ale inventiei si materialele TCR ale inventiei, in special orice proteine, acizi
nucleici sau celule-gazdi. Intr-o concretizare preferati, compozitia farmaceutici este destinati
imunoterapiei, de preferinta terapiei celulare adoptive.

De preferintd, materialul TCR este administrat prin injectare, de exemplu, intravenos. Atunci cand
materialul TCR este o celuld-gazda care exprimd TCR-ul din inventie (sau o variantd functionald a
acestuia), purtitorul acceptabil din punct de vedere farmaceutic pentru celulele pentru injectare poate
include orice purtitor izotonic, cum ar fi, de exemplu, solutie salind normala (aproximativ 0,5 %). 90%
p/v de NaCl in apd, aproximativ 300 mOsm/l NaCl in apa sau aproximativ 9,0 g NaCl pe litru de api),
solutie de electrolit NORMOSOL R (Abbott, Chicago, IL), PLASMA-LYTE A (Baxter, Deerfield, IL),
aproximativ 5% dextroza in apa sau lactat Ringer. Intr-o concretizare, purtitorul acceptabil din punct de
vedere farmaceutic este suplimentat cu albumind sericd umana.

Cantitatea sau doza (de exemplu, numarul de celule atunci cind materialul TCR constd din una sau
mai multe celule) de material TCR administrat poate fi suficientd pentru a afecta, de exemplu, un raspuns
terapeutic sau profilactic, la subiect sau la animal intr-un interval de timp rezonabil. De exemplu, doza de
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material TCR ar trebui si fie suficientd pentru a se lega de un antigen de cancer sau pentru a detecta, trata
sau preveni cancerul intr-o perioadd de aproximativ 2 ore sau mai mult, de exemplu, intre 12 si 24 de ore
sau mai mult, de la momentul administririi. In anumite concretiziri, perioada de timp poate fi chiar mai
lungd. Doza va fi determinati de eficacitatea materialului TCR respectiv si de starea animalului (de
exemplu, a omului), precum si de greutatea corporala a animalului (de exemplu, a omului) care urmeaza
sa fie tratat.

Se are in vedere faptul ci compozitiile farmaceutice, TCR-urile (inclusiv variantele functionale ale
acestora), polipeptidele, proteinele, acizii nucleici, vectorii de expresie recombinantd, celulele-gazda sau
populatiile de celule pot fi utilizate in metodele de tratare sau de prevenire a cancerului sau a
premalignititii COL6A3-pozitive. Se considerd cd TCR-urile (si variantele functionale ale acestora) se
leagad in mod specific de antigenul COL6A3, astfel incat TCR-ul (sau polipeptida sau proteina inruditd din
inventie si variantele functionale ale acesteia), atunci cand este exprimatd de o celuld, este capabild sd
medieze un rdspuns imunitar impotriva unei celule-fintd care exprima antigeni COL6A3. In acest sens,
este prezentati o metodd de tratare sau de prevenire a unei afectiuni, in special a cancerului, la un
mamifer, care constd in administrarea mamiferului respectiv a oricdreia dintre compozitiile farmaceutice,
constructiile de recunoastere a antigenului, in special TCR-uri (si variantele functionale ale acestora),
polipeptidele sau proteinele descrise aici, a oricirui acid nucleic sau vector de exprimare recombinant
care cuprinde o secventd de nucleotide care codificd oricare dintre TCR-uri (si variantele functionale ale
acestora), polipeptidele, proteinele descrise in prezentul document sau orice celuld-gazdi sau populatie de
celule-gazda care cuprinde un vector recombinant, care codifici oricare dintre constructiile inventiei (si
variantele functionale ale acestora), polipeptidele sau proteinele descrise in prezentul document, intr-o
cantitate eficace pentru a trata sau preveni afectiunea la mamifer, in care afectiunea este cancerul, de
preferintd cancerul COL6A3-pozitiv.

Exemple de purtitori sau diluanti acceptabili din punct de vedere farmaceutic utile in prezenta
inventie includ stabilizatori precum SPGA, carbohidrati (de exemplu, sorbitol, manitol, amidon, zaharoza,
glucozd, dextran), proteine precum albumina sau cazeina, agenti care contin proteine precum serul bovin
sau laptele degresat si tampoane (de exemplu, tampon fosfat).

Termenii ,,a trata” si ,,a preveni”, precum si cuvintele derivate din acestia, asa cum sunt utilizate in
prezentul document, nu implicd in mod necesar un tratament sau o prevenire 100% sau completd. Mai
degrabd, exista diferite grade de tratament sau de prevenire pe care o persoand cu experientd obisnuitd in
domeniu le recunoaste ca avand un potential beneficiu sau efect terapeutic. In acest sens, metodele din
inventie pot furniza orice cantitate de orice nivel de tratament sau de prevenire a unei afectiuni la un
mamifer. In plus, tratamentul sau prevenirea asigurati prin metoda din inventie poate include tratarea sau
prevenirea uneia sau mai multor afecfiuni sau simptome ale afectiunii, de exemplu, cancerul, care este
tratatd sau prevenitd. De exemplu, tratamentul sau prevenirea poate include promovarea regresiei unei
tumori. De asemenea, in sensul prezentului document, ,prevenirea” poate cuprinde intarzierea aparitiei
afectiunii sau a unui simptom sau a unei afectiuni a acestuia.

De asemenea, este prezentatd aici o metoda de tratare a cancerului care cuprinde administrarea
unui TCR, a unui acid nucleic sau a unei celule-gazda din prezenta descriere in combinatie cu cel putin un
agent chimioterapeutic si/sau radioterapie.

De asemenca, este prezentatd aici o metoda de tratare a cancerului 1a un subiect care are nevoie de
aceasta, care cuprinde:

a) izolarea unei celule de la respectivul subiect;

b) transformarea celulei cu cel putin un vector care codifici o constructie de recunoastere a
antigenului din prezenta inventie pentru a produce o celuld transformats;

c) extinderea celulei transformate pentru a produce o pluralitate de celule transformate; si

d) administrarea pluralitatii de celule transformate la respectivul subiect.

De asemenca, este prezentatd aici o metoda de tratare a cancerului 1a un subiect care are nevoie de
aceasta, care cuprinde:

a) izolarea unei celule de la un donator sdnitos;

b) transformarea celulei cu un vector care codificd o constructie de recunoastere a antigenului din
prezenta inventie pentru a produce o celuld transformaté;

c) extinderea celulei transformate pentru a produce o pluralitate de celule transformate; si

d) administrarea pluralittii de celule transformate la respectivul subiect.
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De asemenea, este prezentatd aici o metodd de detectare a cancerului intr-o proba biologica, care
cuprinde:

a) punerea in contact a probei biologice cu o constructie de recunoastere a antigenului din prezenta
descriere;

b) detectarea legdrii constructiei de recunoastere a antigenului la proba biologica.

Metoda de detectare a cancerului poate fi efectuata in vitro, in vivo sau in situ.

De asemenea, este prezentatd aici o metoda de detectare a prezentei unei afectiuni la un mamifer.
Metoda cuprinde (i) punerea in contact a unei probe care cuprinde una sau mai multe celule de la mamifer
cu oricare dintre TCR-uri (si variantele functionale ale acestora), polipeptide, proteine, acizi nucleici,
vectori de exprimare recombinanti, celule-gazda, populatii de celule, anticorpi sau portiuni de legare la
antigen din acestia ori compozitii farmaceutice descrise in prezentul document, formind astfel un
complex, si detectarea complexului, in care detectarea complexului indicd prezenta afectiunii la mamifer,
in care afectiunea este cancerul, cum ar fi o tumoare malignd COL6A3-pozitiva.

In ceea ce priveste metoda de detectare a unei afectiuni la un mamifer, proba de celule poate fi o
proba care cuprinde celule intregi, lizate ale acestora sau o fractiune din lizate de celule intregi, de
exemplu, o fractiune nucleara sau citoplasmatici, o fractiune de proteine intregi sau o fractiune de acid
nucleic.

In scopul metodei de detectare, contactul poate avea loc in vitro sau in vivo in ceea ce priveste
mamiferul. De preferinti, punerea in contact se face in vitro.

De asemenea, detectarea complexului poate avea loc prin orice numdr de moduri cunoscute in
domeniu. De exemplu, constructiile de recunoastere a antigenului (si variantele functionale ale acestora),
polipeptidele, proteinele, acizii nucleici, vectorii de exprimare recombinanti, celulele-gazda, populatiile
de celule, sau anticorpii ori TCR-urile sau portiunile de legare 1a antigen din acestea, descrise in prezentul
document, pot fi marcate cu un marcaj detectabil, cum ar fi, de exemplu, un radioizotop, un fluorofor (de
exemplu izotiocianat de fluoresceina (FITC), ficoeritrind (PE)), o enzima (de exemplu, fosfataza alcalina,
peroxidazd de hrean) si particule de elemente (de exemplu, particule de aur).

in scopul metodelor, in care se administreazi celule-gazdi sau populatii de celule, celulele pot fi
celule alogene sau autologe pentru mamifer. De preferintd, celulele sunt autologe pentru mamifer.

In ceea ce priveste aplicatiile medicale men{ionate mai sus ale materialului TCR, cancerul care
trebuie tratat si/sau diagnosticat poate fi orice cancer, inclusiv oricare dintre cancer limfocitic acut,
leucemie micloidd acutd, rabdomiosarcom alveolar, cancer osos, cancer cerebral, cancer de glanda
mamard, cancer anal, de canal anal sau anorectal, cancer ocular, cancer de cale biliard intrahepatica,
cancer de articulatii, cancer de gat, de vezica biliara sau de pleurd, cancer de nas, de cavitate nazald sau de
ureche medie, cancer de cavitate bucald, cancer vaginal, cancer vulvar, leucemic limfocitard cronica,
cancer mieloid cronic, cancer de colon, cancer esofagian, cancer de col uterin, tumord carcinoidd
gastrointestinald, gliom, limfom Hodgkin, cancer hipofaringian , cancer de rinichi, cancer laringian,
cancer hepatic, cancer pulmonar, mezoteliom malign, melanom, mielom multiplu, cancer nazofaringian,
limfom non-Hodgkin, cancer orofaringian, cancer ovarian, cancer penian, cancer de pancreas, de
peritoneu, de oment si cancer mezenteric, cancer faringian, cancer de prostat, cancer rectal, cancer renal,
cancer de piele, cancer de intestin subtire, cancer de tesuturi moi, cancer de stomac, cancer testicular,
cancer tiroidian, cancer uterin, cancer de ureter si cancer de vezicd urinard. Un cancer preferat este
cancerul de col uterin, cancerul orofaringian, cancerul anal, cancerul canalului anal, cancerul anorectal,
cancerul vaginal, cancerul vulvar sau cancerul penian. Un cancer deosebit de preferat este un cancer
COLO6A3-pozitiv, cum ar fi cancerul gastrointestinal sau cancerul gastric.

in general, in prezentul document este prezentatii o metodi de tratare a unui subiect care suferi de
o tumoare sau de o boald tumorald, care cuprinde administrarea de constructii de recunoastere a
antigenului, acizi nucleici, vectori, compozifii farmaceutice si/sau celule-gazd, astfel cum sunt prezentate
in prezenta inventie. De preferinti, subiectul este un subiect care are nevoie de un astfel de tratament. in
concretizdrile preferate, subiectul este un mamifer, de preferinti un pacient uman, care suferd de o
tumoare sau o boala tumorald care este COL6A3-pozitiva.
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Prezenta inventie va fi descrisd in continuare in exemplele de mai jos, cu referire la figurile si
secventele care insofesc prezenta inventie, cu toate acestea, fard a fi limitati la acestea. In figuri si
secvente:

Figura 1: Eliberarea de IFNy (axa din stanga) si coloratia tetramericd HLA-A*02/COL6A3-002
(axa din dreapta) a celulelor T CD8+ primare umane de la un donator electroporat cu ARN de lant alfa si,
respectiv, beta al TCR-ului R4P1D10 (Tabelul 1), dupd co-incubarea cu celule-fintd K562-A2 (vezi
Hirano N. et al; Blood. 2006 Feb 15;107(4):1528-36) incdrcate cu peptida COL6A3-002 (SEQ ID
NO:58), diverse variante de substitufie COL6A3-002 cu alanind sau glicind in pozitiile 1-9 din (SEQ ID
NO: 59-67) sau peptida de control NYESO1-001 (SEQ ID NO: 68).

Figura 2: Eliberarea de IFNy (axa din stanga) si colorarea tetramerului HLA-A*02/COL6A3-002
(axa din dreapta) a celulelor T CD8+ primare umane de la un donator electroporat cu ARN de lant alfa si,
respectiv, de lant beta al TCR-ului R4P1D10 (Tabelul 1), dupd co-incubarea cu celule-{intd K562-A2
incarcate cu peptida COL6A3-002 (SEQ ID NO: 58), peptida omologa, dar fard legiturd, AGRN-001,
CLASP-001, COL6A1-001, COL6A2-001, COL6A3-006, COL6A3-008, COL6A3-014, VWA2-001,
VWEF-001 (SEQ ID NO: 49-57) sau peptida de control NYESO1-001 (SEQ ID NO: 68). Celulele T CD8+
numai electroporate (Numai E) servesc drept control.

Figura 3: Colorarea tetramerilor HLA-A*02/COL6A3-002 si, respectiv, a tetramerilor HLA-
A*02/NYESO1-001 din celulele J.RT3-T3.5 electroporate cu ARN de lant alfa si de lan{ beta al TCR-ului
R4P1D10 sau al TCR-ului de control 1G4 specific NYESO1-001 (Tabelul 1). Celulele J.RT3-T3.5
electroporate simulat servesc drept control.

Figura 4: Colorarea tetramerilor HLA-A*02/COL6A3-002 si, respectiv, a tetramerilor HLA-
A*02/NYESO1-001 din celulele SUP-T1 electroporate cu ARN de lan{ alfa si de lant beta al TCR-ului
R4PIDI10 sau al TCR-ului de control 1G4 specific NYESOI1-001 (Tabelul 1). Celulele SUP-T1
electroporate simulat servesc drept control.

Figura 5: Colorarea tetramerilor HLA-A*02/COL6A3-002 si, respectiv, a tetramerilor HLA-
A*02/NYESO1-001 din celulele T CD8+ primare umane de la un donator electroporate cu ARN de lant
alfa si de lan{ beta al TCR-ului R4P1D10 sau al TCR-ului de control 1G4 specific NYESO1-001 (Tabelul
1). Celulele T CD8+ electroporate simulat servesc drept control.

Figura 6: Eliberarea de IFNy a celulelor T CD8+ primare umane de la un donator electroporat cu
ARN de lan{ alfa si, respectiv, de lant beta al TCR-ului R4P3F9 (Tabelul 1), dupd co-incubarea cu celule-
fintd K562-A2 incircate cu peptida COL6A3-002 (SEQ ID NO: 58), diferite variante de substitutie cu
alanind sau glicind COL6A3-002 la pozitiile 1-9 din (SEQ ID NO: 9-67) sau peptida de control NYESO1-
001 (SEQ ID NO: 68).

Figura 7: Eliberarea de IFNy a celulelor T CD8+ primare umane de la un donator electroporat cu
ARN de lan{ alfa si, respectiv, de lant beta al TCR-ului R4P3F9 (Tabelul 1), dupd co-incubarea cu celule-
fintd K562-A2 incdrcate cu peptida COL6A3-002 (SEQ ID NO: 58), peptida omologa, dar fara legaturd,
AGRN-001, CLASP-001, COL6A1-001, COL6A2-001, COL6A3-006, COL6A3-008, COL6A3-014,
VWA2-001, VWF-001 (SEQ ID NO: 49-57) sau peptida de control NYESO1-001 (SEQ ID NO: 68).
Celulele T CD8+ electroporate simulat (Numai E ) servesc drept control.

Figura 8: Colorarea tetramerilor HLA-A*02/COL6A3-002 si, respectiv, a tetramerilor HLA-
A*02/NYESO1-001 din celulele J.RT3-T3.5 electroporate cu ARN de lant alfa si de lan{ beta al TCR-ului
R4P3F9 sau al TCR-ului de control 1G4 specific NYESO1-001 (Tabelul 1). Celulele J.RT3-T3.5
electroporate simulat servesc drept control.

Figura 9: Colorarea tetramerilor HLA-A*02/COL6A3-002 si, respectiv, a tetramerilor HLA-
A*02/NYESO1-001 din celulele SUP-T1 electroporate cu ARN de lan{ alfa si de lant beta al TCR-ului
R4P3F9 sau al TCR-ului de control 1G4 specific NYESO1-001 (Tabelul 1). Celulele SUP-T1
electroporate simulat servesc drept control.

Figura 10: Eliberarea de IFNy a celulelor T CD8+ primare umane de la un donator
electroporat cu ARN de lant alfa si, respectiv, de lant beta al TCR-ului R4P3H3 (Tabelul 1), dupi co-
incubarea cu celule-tintd K562-A2 incarcate cu peptida COL6A3-002 (SEQ ID NO: 58), diferite variante
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de substitutie cu alanind sau glicind COL6A3-002 la pozitiile 1-9 din (SEQ ID NO: 9-67) sau peptida de
control NYESO1-001 (SEQ ID NO: 68).

Figura 11: Eliberarea de IFNy a celulelor T CD8+ primare umane de la un donator
electroporat cu ARN de lant alfa si, respectiv, de lant beta al TCR-ului R4P3H3 (Tabelul 1), dupi co-
incubarea cu celule-tintd K562-A2 incircate cu peptida COL6A3-002 (SEQ ID NO: 58), peptida
omologd, dar fard legiturd, AGRN-001, CLASP-001, COL6A1-001, COL6A2-001, COL6A3-006,
COL6A3-008, COL6A3-014, VWA2-001, VWF-001 (SEQ ID NO: 49-57) sau peptida de control
NYESO1-001 (SEQ ID NO: 68). Celulele T CD8+ electroporate simulat (Numai E ) servesc drept
control.

Figura 12: Colorarea tetramerilor HLA-A*02/COL6A3-002 si, respectiv, a tetramerilor
HLA-A*02/NYESO1-001 din celulele SUP-T1 electroporate cu ARN de lant alfa si de lant beta al TCR-
ului R4P3H3 sau al TCR-ului de control 1G4 specific NYESO1-001 (Tabelul 1). Celulele SUP-T1
electroporate simulat servesc drept control.

Tabelul 1: Secvente TCR ale inventiei

SEQ ID

NO:

TCR

Lant

Regiune

Secventa

1

R4P1D10

alfa

CDRI1

DRGSQS

2

R4P1D10

alfa

CDR2

1Y

3

R4P1D10

alfa

CDR3

CAVNFHDKIIF

R4P1D10

alfa

domeniu variabil

MKSLRVLLVILWLQLSWVWSQQKEVE
QNSGPLSVPEGAIASLNCTYSDRGSQSFF
WYRQYSGKSPELIMFIYSNGDKEDGRFT
AQLNKASQYVSLLIRDSQPSDSATYLCA
VN

R4P1D10

alfa

domeniu constant

NIQNPDPAVYQLRDSKSSDKSVCLFTDF
DSQTNVSQSKDSDVYITDKTVLDMRSM
DFKSNSAVAWSNKSDFACANAFNNSIIP
EDTFFPSPESSCDVKLVEKSFETDTNLNF
QNLSVIGFRILLLKVAGFNLLMTLRLWS
S

R4P1D10

alfa

lungime completd

MKSLRVLLVILWLQLSWVWSQQKEVE
QNSGPLSVPEGAIASLNCTYSDRGSQSFF
WYRQYSGKSPELIMFIYSNGDKEDGRFT
AQLNKASQYVSLLIRDSQPSDSATYLCA
VNFHDKIIFGKGTRLHILPNIQNPDPAVY
QLRDSKSSDKSVCLFTDFDSQTNVSQSK
DSDVYITDKTVLDMRSMDFEFKSNSAVA
WSNKSDFACANAFNNSIHTPEDTFFPSPES
SCDVKLVEKSFETDTNLNFQNLSVIGEFRI
LLLKVAGFNLLMTLRLWSS

R4P1D10

beta

CDRI1

SGDLS

R4P1D10

beta

CDR2

YYNGEE

R4P1D10

beta

CDR3

CASSVASAYGYTF

10

R4P1D10

beta

domeniu variabil

MGFRLLCCVAFCLLGAGPVDSGVTQTP
KHLITATGQRVTLRCSPRSGDLSVYWY
QQSLDQGLQFLIHY YNGEERAKGNILER
FSAQQFPDLHSELNLSSLELGDSALYTFFC
ASSV

11

R4P1D10

beta

domeniu constant

EDLNKVFPPEVAVFEPSEAEISHTQKAT
LVCLATGFFPDHVELSWWVNGKEVHS
GVSTDPQPLKEQPALNDSRYCLSSRLRV
SATFWQNPRNHFRCQVQFYGLSENDEW
TQDRAKPVTQIVSAEAWGRADCGFTSV
SYQQGVLSATILYEILLGKATLYAVLVS
ALVLMAMVKRKDF
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12

R4P1D10

beta

lungime completd

MGFRLLCCVAFCLLGAGPVDSGVTQTP
KHLITATGQRVTLRCSPRSGDLSVYWY
QQSLDQGLQFLIHY YNGEERAKGNILER
FSAQQFPDLHSELNLSSLELGDSALYTFFC
ASSVASAYGYTFGSGTRLTVVEDLNKV
FPPEVAVFEPSEAEISHTQKATLVCLATG
FFPDHVELSWWVNGKEVHSGVSTDPQP
LKEQPALNDSRYCLSSRLRVSATFWQN
PRNHFRCQVQFYGLSENDEWTQDRAKP
VTQIVSAEAWGRADCGFTSVSYQQGVL
SATILYEILLGKATLYAVLVSALVLMAM
VKRKDF

13

R4P3F9

alfa

CDRI1

DRGSQS

14

R4P3F9

alfa

CDR2

1Y

15

R4P3F9

alfa

CDR3

CAAYSGAGSYQLTF

16

R4P3F9

alfa

domeniu variabil

MKSLRVLLVILWLQLSWVWSQQKEVE

QNSGPLSVPEGAIASLNCTYSDRGSQSFF
WYRQYSGKSPELIMFIYSNGDKEDGRFT
AQLNKASQYVSLLIRDSQPSDSATYLCA

17

R4P3F9

alfa

domeniu constant

NIQNPDPAVYQLRDSKSSDKSVCLFTDF
DSQTNVSQSKDSDVYITDKTVLDMRSM
DFKSNSAVAWSNKSDFACANAFNNSIIP
EDTFFPSPESSCDVKLVEKSFETDTNLNF
QNLSVIGFRILLLKVAGFNLLMTLRLWS
S

18

R4P3F9

alfa

lungime completd

MKSLRVLLVILWLQLSWVWSQQKEVE
QNSGPLSVPEGAIASLNCTYSDRGSQSFF
WYRQYSGKSPELIMFIYSNGDKEDGRFT
AQLNKASQYVSLLIRDSQPSDSATYLCA
AYSGAGSYQLTFGKGTKLSVIPNIQNPD
PAVYQLRDSKSSDKSVCLFTDFDSQTNV
SQSKDSDVYITDKTVLDMRSMDFKSNS
AVAWSNKSDFACANAFNNSIIPEDTFFP
SPESSCDVKLVEKSFETDTNLNFQNLSVI
GFRILLLKVAGEFNLLMTLRLWSS

19

R4P3F9

beta

CDRI1

SGDLS

20

R4P3F9

beta

CDR2

YYNGEE

21

R4P3F9

beta

CDR3

CASSVESSYGYTF

22

R4P3F9

beta

domeniu variabil

MGFRLLCCVAFCLLGAGPVDSGVTQTP
KHLITATGQRVTLRCSPRSGDLSVYWY
QQSLDQGLQFLIHY YNGEERAKGNILER
FSAQQFPDLHSELNLSSLELGDSALYTFFC
ASSV

23

R4P3F9

beta

domeniu constant

EDLNKVFPPEVAVFEPSEAEISHTQKAT
LVCLATGFFPDHVELSWWVNGKEVHS
GVSTDPQPLKEQPALNDSRYCLSSRLRV
SATFWQNPRNHFRCQVQFYGLSENDEW
TQDRAKPVTQIVSAEAWGRADCGFTSV
SYQQGVLSATILYEILLGKATLYAVLVS
ALVLMAMVKRKDF

24

R4P3F9

beta

lungime completd

MGFRLLCCVAFCLLGAGPVDSGVTQTP
KHLITATGQRVTLRCSPRSGDLSVYWY
QQSLDQGLQFLIQYYNGEERAKGNILER
FSAQQFPDLHSELNLSSLELGDSALYTFFC
ASSVESSYGYTFGSGTRLTVVEDLNKVF
PPEVAVFEPSEAEISHTQKATLVCLATGF
FPDHVELSWWVNGKEVHSGVSTDPQPL
KEQPALNDSRYCLSSRLRVSATFWQNP
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RNHFRCQVQFYGLSENDEWTQDRAKP
VTQIVSAEAWGRADCGFTSVSYQQGVL
SATILYEILLGKATLYAVLVSALVLMAM
VKRKDF

25

R4P3H3

alfa

CDRI1

DRGSQS

26

R4P3H3

alfa

CDR2

1Y

27

R4P3H3

alfa

CDR3

CAVKAGNQFYF

28

R4P3H3

alfa

domeniu variabil

MKSLRVLLVILWLQLSWVWSQQKEVE
QNSGPLSVPEGAIASLNCTYSDRGSQSFF
WYRQYSGKSPELIMFIYSNGDKEDGRFT
AQLNKASQYVSLLIRDSQPSDSATYLCA
)\

29

R4P3H3

alfa

domeniu constant

NIQNPDPAVYQLRDSKSSDKSVCLFTDF
DSQTNVSQSKDSDVYITDKTVLDMRSM
DFKSNSAVAWSNKSDFACANAFNNSIIP
EDTFFPSPESSCDVKLVEKSFETDTNLNF
QNLSVIGFRILLLKVAGFNLLMTLRLWS
S

30

R4P3H3

alfa

lungime completd

MKSLRVLLVILWLQLSWVWSQQKEVE
QNSGPLSVPEGAIASLNCTYSDRGSQSFF
WYRQYSGKSPELIMFIYSNGDKEDGRFT
AQLNKASQYVSLLIRDSQPSDSATYLCA
VKAGNQFYFGTGTSLTVIPNIQNPDPAV
YQLRDSKSSDKSVCLEFTDFDSQTNVSQS
KDSDVYITDKTVLDMRSMDFKSNSAVA
WSNKSDFACANAFNNSIHTPEDTFFPSPES
SCDVKLVEKSFETDTNLNFQNLSVIGEFRI
LLLKVAGFNLLMTLRLWSS

31

R4P3H3

beta

CDRI1

SGHVS

32

R4P3H3

beta

CDR2

FQNEAQ

33

R4P3H3

beta

CDR3

CASSLLTSGGDNEQFF

34

R4P3H3

beta

domeniu variabil

MGTRLLCWVVLGFLGTDHTGAGVSQSP
RYKVAKRGQDVALRCDPISGHVSLFWY
QQALGQGPEFLTYFQNEAQLDKSGLPS
DRFFAERPEGSVSTLKIQRTQQEDSAVY
LCASSL

35

R4P3H3

beta

domeniu constant

EDLKNVFPPEVAVFEPSEAEISHTQKAT
LVCLATGFYPDHVELSWWVNGKEVHS
GVSTDPQPLKEQPALNDSRYCLSSRLRV
SATFWQNPRNHFRCQVQFYGLSENDEW
TQDRAKPVTQIVSAEAWGRADCGFTSE
SYQQGVLSATILYEILLGKATLYAVLVS
ALVLMAMVKRKDSRG

36

R4P3H3

beta

lungime completd

MGTRLLCWYVVLGFLGTDHTGAGVSQSP
RYKVAKRGQDVALRCDPISGHVSLFWY
QQALGQGPEFLTYFQNEAQLDKSGLPS
DRFFAERPEGSVSTLKIQRTQQEDSAVY
LCASSLLTSGGDNEQFFGPGTRLTVLED
LKNVFPPEVAVFEPSEAEISHTQKATLV
CLATGFYPDHVELSWWVNGKEVHSGV
STDPQPLKEQPALNDSRYCLSSRLRVSA
TFWQNPRNHFRCQVQFYGLSENDEWT
QDRAKPVTQIVSAEAWGRADCGFTSES
YQQGVLSATILYEILLGKATLYAVLVSA
LVLMAMVKRKDSRG

37

1G4

alfa

CDRI1

DSAIYN

38

1G4

alfa

CDR2

1QS
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39

1G4

alfa

CDR3

CAVRPTSGGSYIPTF

40

1G4

alfa

domeniu variabil

METLLGLLILWLQLQWVSSKQEVTQIPA
ALSVPEGENLVLNCSFTDSAIYNLQWEFR
QDPGKGLTSLLLIQSSQREQTSGRLNAS

LDKSSGRSTLYIAASQPGDSATYLCAVR

41

1G4

alfa

domeniu constant

YIQNPDPAVYQLRDSKSSDKSVCLFTDF
DSQTNVSQSKDSDVYITDKTVLDMRSM
DFKSNSAVAWSNKSDFACANAFNNSIIP
EDTFFPSPESSCDVKLVEKSFETDTNLNF
QNLSVIGFRILLLKVAGFNLLMTLRLWS
S

42

1G4

alfa

lungime completd

METLLGLLILWLQLQWVSSKQEVTQIPA
ALSVPEGENLVLNCSFTDSAIYNLQWEFR
QDPGKGLTSLLLIQSSQREQTSGRLNAS
LDKSSGRSTLYIAASQPGDSATYLCAVR
PTSGGSYIPTFGRGTSLIVHPYIQNPDPA
VYQLRDSKSSDKSVCLFTDFDSQTNVSQ
SKDSDVYITDKTVLDMRSMDFEFKSNSAV
AWSNKSDFACANAFNNSIIPEDTFFPSPE
SSCDVKLVEKSFETDTNLNFQNLSVIGF
RILLLKVAGFNLLMTLRLWSS

43

1G4

beta

CDRI1

MNHEY

44

1G4

beta

CDR2

SVGAGI

45

1G4

beta

CDR3

CASSYVGNTGELFF

46

1G4

beta

domeniu variabil

MSIGLLCCAALSLLWAGPVNAGVTQTP
KFQVLKTGQSMTLQCAQDMNHEYMS
WYRQDPGMGLRLIHYSVGAGITDQGEV
PNGYNVSRSTTEDFPLRLLSAAPSQTSV
YFCASSY

47

1G4

beta

domeniu constant

EDLKNVFPPEVAVFEPSEAEISHTQKAT
LVCLATGFYPDHVELSWWVNGKEVHS
GVSTDPQPLKEQPALNDSRYCLSSRLRV
SATFWQNPRNHFRCQVQFYGLSENDEW
TQDRAKPVTQIVSAEAWGRADCGFTSE
SYQQGVLSATILYEILLGKATLYAVLVS
ALVLMAMVKRKDSRG

48

1G4

beta

lungime completd

MSIGLLCCAALSLLWAGPVNAGVTQTP
KFQVLKTGQSMTLQCAQDMNHEYMS
WYRQDPGMGLRLIHYSVGAGITDQGEV
PNGYNVSRSTTEDFPLRLLSAAPSQTSV
YFCASSYVGNTGELFFGEGSRLTVLEDL
KNVFPPEVAVFEPSEAEISHTQKATLVC
LATGFYPDHVELSWWVNGKEVHSGVS
TDPQPLKEQPALNDSRYCLSSRLRVSAT
FWQNPRNHFRCQVQFYGLSENDEWTQ
DRAKPVTQIVSAEAWGRADCGFTSESY
QQGVLSATILYEILLGKATLYAVLVSAL
VLMAMVKRKDSRG

Tabelul 2: Secvente peptidice

Cod peptida

Secventa

SEQ ID NO:

AGRN-001

ALLDGRVQL | 49

CLASP1-001

RLLDGAFKL | 50

COL6A1-001

ILLDGSASV 51
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COL6A2-001 | FLLDGSERL 52
COL6A3-006 | FLFDGSANLYV | 53
COL6A3-008 | FLFDGSANL 54
COL6A3-014 | FLLDGSEGV | 55
VWA2-001 FLLDGSNSV 56
VWF-001 FLLDGSSRL 57
COL6A3-002 | FLLDGSANV | 58
Al ALLDGSANV | 59
A2 FALDGSANV | 60
A3 FLADGSANV | 61
A4 FLLAGSANV | 62
AS FLLDASANV | 63
Ab FLLDGAANV | 64
A7 FLLDGSGNV | 65
A8 FLLDGSAAV | 66
A9 FLLDGSANA | 67
NYESO1-001 | SLLMWITQV | 68

EXEMPLE

Intr-un aspect, se utilizeazd medii alo-reactive pentru a evita auto-toleranta si pentru a produce
celule T cu o aviditate mai mare in comparatie cu celulele T derivate din medii autologe, adicd de la
pacienti. Exemple de astfel de setdri includ generarea in vitro de celule T reactive alo-HLA, specifice
peptidelor (Sadovnikova et al. 1998; Savage et al. 2004; Wilde et al. 2012) si imunizarea soarecilor
transgenici pentru MHC uman sau TCR uman (Stanislawski et al. 2001; Li et al. 2010).

Pentru a izola celule T cu aviditate ridicatd din mediul alo-reactiv, se utilizeazd PBMC-uri de la
donatori sdndtosi HLA-A*02-negativi, dupa obfinerea consimtimantului informat. Monomerii de clasa I
HLA-A*02 biotinilafi recombinanti si tetramerii fluorescen{i A2 care contin COL6A3-002 sunt obtinufi
de la MBLI (Woburn, MA). PBMC-urile sunt incubate cu anti-CD20SA diluat in solufie salind tamponata
cu fosfat (PBS) timp de 1 ord la temperatura camerei, spalate si incubate cu monomerii HLA-
A*02/COL6A3-002 biotinilati timp de 30 de minute la temperatura camerei, spilate si plasate la 3x10°
celule/godeu in plici cu 24 de godeuri in RPMI cu 10% ser AB uman. Interleukina 7 (IL-7; R&D
Systems, Minneapolis, MN) a fost addugatd in ziua 1 la 10 ng/ml, iar IL-2 (Chiron, Harefield, Regatul
Unit) a fost addugatd la 10 U/ml in ziva 4. Pe o perioadd de 5 sdptdmani, celulele au fost restimulate
saptdmanal cu PBMC-uri proaspete, amestecate cu celule respondente intr-un raport de 1:1 si plasate la
3x10%godeun in plici cu 24 de godeuri.

Pentru a se obtine celule T cu aviditate crescutd, aproximativ 10° PBMC-uri cu tetramer-
ficoeritrind (PE) HLA-A*02/COL6A3-002 (obtinut de 1a MBLI) au fost incubate timp de 30 de minute la
37°C, urmat de izotiocianat de fluoresceind (FITC) anti-CD8/alofizocianind (APC) timp de 20 de minute
la 4°C, urmat de sortare celulard activatd prin fluorescentd. Celulele tetramer-pozitive sortate au fost
expandate in plici cu 24 de godeuri folosindu-se, pentru fiecare godeu, 2x10° celule sortate, 2x10°
PBMC-uri A2-negative iradiate ca celule de nutrifie, 2x10* granule CD3/CD28/ml (Dynal, Oslo,
Norvegia) si IL-2 (1000 U/ml). Celulele T cu aviditate ridicatd, astfel obtinute, au fost apoi folosite pentru
a identifica si izola TCR-uri folosindu-se tehnici cunoscute in domeniu, cum ar fi tehnica monocelulara 5°
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RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends). ADN-urile TCR non-redundante au fost apoi analizate
pentru determinarea secventelor de aminoacizi/ADN si clonarea in vectori de exprimare.

Trei TCR-uri specifice COL6A3-002 (R4P1D10, R4P3F9 si R4P3H3, vezi Tabelul 2), fiecare
codificand lanturile TCR-alfa si TCR-beta specifice tumorilor, au fost izolate si amplificate din celulele T
ale donatorilor sdndtosi. Celulele de la donatori sanitosi au fost stimulate in vitro conform unei metode
descrise anterior. (Walter et al., 2003 J Immunol., Nov 15;171(10):4974-8). Prezentarea peptidelor
COL6A3 a fost realizatd asa cum a fost descris anterior (Hirano N. et al; Blood. 2006 Feb
15;107(4):1528-36). Celulele specifice tintei au fost sortate monocelular utilizindu-se multimeri HLA-
A*02 si apoi au fost utilizate pentru izolarea ulterioard a TCR-urilor. Secventele TCR au fost izolate prin
5" RACE prin metode standard descrise, de exemplu, in ,,Molecular Cloning, a laboratory manual, fourth
edition” de Green si Sambrook. Regiunile variabile alfa si beta ale TCR-urilor R4P1D10, R4P3F9 si
R4P3H3 au fost secventiate si clonate pentru o caracterizare functionala ulterioard. R4P1D10 si R4P3H3
provin de la donatori HLA-A*02 pozitivi, iar R4P3F9 provine de la un donator HLA-A*02 negativ
(context alo-reactiv).

Tabelul 3: Afinitatea SPR a TCR-urilor COL6A3-002 si NYESO1-001

Constanta de disociere la echilibru | Constanta de disociere la echilibru

TCR (Kp) pentru complexul HLA- | (Kp) pentru complexul HLA-
A02/COL6A3-002 in uM A02/NYESO1-001 in uM

R4P1D10 16 fara legare

R4P3F9 62 fara legare

R4P3H3 102 fara legare

1G4 fara legare 7

Exemplul 1: R4P1D10 receptor de celule T

Lanturile alfa si beta ale TCR R4P1D10 au fost clonate asa cum s-a descris anterior, de exemplu,
asa cum este descris in U.S. 8.519.00. TCR-ul R4P1D10 este restrictionat faid de COL6A3-002 HLA-A2-

prezentat (vezi Tabelul 3 de mai sus).

Tabelul 4: Caracteristici ale lantului alfa R4P1D10:
Start Stop Descriere Secventd
1 21 Segment L | MKSLRVLLVILWLQLSWVWSQ (SEQ ID NO: 69)
(TRAV12-2)
1 113 Lang V | MKSLRVLLVILWLQLSWVWSQQKEVEQNSGPLSVPEG
(TRAV12-2) ATASLNCTYSDRGSQSFFWYRQYSGKSPELIMFIYSNGD
KEDGRFTAQLNKASQYVSLLIRDSQPSDSATYLCAVN
48 53 CDR1 DRGSQS
71 72 CDR2 IY
110 120 CDR3 CAVNFHDKIIF
116 130 Segment J | DKIIFGKGTRLHILP
(TRAJ30)
131 272 Regiune NIQNPDPAVYQLRDSKSSDKSVCLFTDFDSQTNVSQSK
constanti DSDVYITDKTVLDMRSMDFKSNSAVAWSNKSDFACAN
(TRAC) AFNNSIPEDTFFPSPESSCDVKLVEKSFETDTNLNFQNLS
VIGFRILLLKVAGFNLLMTLRLWSS
Tabelul 5: Caracteristici ale lantului beta R4P1D10:
Start Stop Descriere Secventd
1 19 Segment L | MGFRLLCCVAFCLLGAGPV (SEQ ID NO: 70)
(TRBV9)
1 114 Lang V | MGFRLLCCVAFCLLGAGPVDSGVTQTPKHLITATGQRV
(TRBVY) TLRCSPRSGDLSVYWYQQSLDQGLQFLIHY YNGEERA
KGNILERFSAQQFPDLHSELNLSSLELGDSALYFCASSV
46 50 CDR1 SGDLS
68 73 CDR2 YYNGEE
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110 122 CDR3 CASSVASAYGYTF
118 131 Lant J | YGYTFGSGTRLTVV
(TRBJ1-2)
132 308 Regiune EDLNKVEPPEVAVFEPSEAEISHTQKATLVCLATGEFPD
constanti HVELSWWVNGKEVHSGVSTDPQPLKEQPALNDSRYCL
(TRBC1) SSRLRVSATFWQNPRNHFRCQVQFYGLSENDEWTQDR
AKPVTQIVSAEAWGRADCGFTSVSYQQGVLSATILYEI
LLGKATLYAVLVSALVLMAMVKRKDF

R4P1D10 recunoaste in mod specific COL6A3-002, deoarece celulele T CD8+ primare umane
care reexprimd acest TCR elibereazd IFNy la co-incubarea cu celule-finti HLA-A*02+ si, respectiv,
tetrameri HLA-A*02 de legare, incircate fie cu peptida COL6A3-002, fie cu variante de substitutie cu
alanind si glicind ale COL6A3-002 (figura 1) sau cu diferite peptide care prezintd un grad ridicat de
similaritate de secventd cu COL6A3-002 (Figura 2). Peptida NYESOI1-001 este utilizatd drept control
negativ.

Reexprimarea R4P1D10 conduce la legarea selectivd a tetramerului HLA-A*02/COL6A3-002, dar
nu si a tetramerului HLA-A*02/NYESO1-001 in celulele Jurkat J.RT3-T3.5 (Figira 3), celulele SUP-T1
(Figura 4) si in celulele T CD8+ primare umane (Figura 5). Pentru fiecare tip de celule, reexprimarea
TCR 1G4 specific NYESO1-001 si exprimarea simulati sunt folosite drept control.

Analiza de legare SPR (Surface Plasmon Resonance) pentru R4P1D10, exprimat ca TCR solubil in
conformitate cu o metoda descrisd anterior (Willcox BE et al., 1999 Protein Sci., Nov;8(11):2418-23), si
complexul HLA-A*02/COL6A3-002 releva o afinitate de Kp =102 uM (Tabelul 3). Datele de legare SPR
pentru 1G4 TCR si HLA-A*02/NYESO1-001 sunt utilizate drept control.

Exemplul 2: Receptor de celule T R4P3F9

Lanturile alfa si beta ale TCR R4P3F9 au fost clonate asa cum s-a descris anterior, de exemplu, asa
cum este descris in U.S. 8.519.00. TCR-ul R4P3F9 este restricionat fatd de COL6A3-002 HLA-A2-
prezentat (vezi Tabelul 3 de mai sus).

Tabelul 6: Caracteristici ale lantului alfa R4P3F9

Start Stop Descriere Secventd

1 21 Segment L | MKSLRVLLVILWLQLSWVWSQ (SEQ ID NO: 71)
(TRAV12-2)

1 111 Lant V | MKSLRVLLVILWLQLSWVWSQQKEVEQNSGPLSVPEG

(TRAV12-2) ATASLNCTYSDRGSQSFFWYRQYSGKSPELIMFIYSNGD
KEDGRFTAQLNKASQYVSLLIRDSQPSDSATYLCA

48 53 CDRI DRGSQS

71 72 CDR2 Y

110 123 CDR3 CAAYSGAGSYQLTF

113 133 Segment  J | YSGAGSYQLTFGKGTKLSVIP
(TRAJ28)

134 274 Regiune NIQNPDPAVYQLRDSKSSDKSVCLEFTDFDSQTNVSQSK
constanti DSDVYITDKTVLDMRSMDFKSNSAVAWSNKSDFACAN
(TRAC) AFNNSITPEDTFFPSPESSCDVKLVEKSFETDTNLNFQNLS

VIGFRILLLKVAGFNLLMTLRLWSS

Tabelul 7: Caracteristici ale lantului beta R4P3F9

Start Stop Descriere Secventd
1 19 Segment L | MGFRLLCCVAFCLLGAGPYV (SEQ ID NO: 72)
(TRBVY)
1 114 Lant V | MGFRLLCCVAFCLLGAGPVDSGVTQTPKHLITATGQRYV
(TRBVY) TLRCSPRSGDLSVYWYQQSLDQGLQFLIHY YNGEERA
KGNILERFSAQQFPDLHSELNLSSLELGDSALYFCASSV
46 50 CDR1 SGDLS
68 73 CDR2 YYNGEE
110 122 CDR3 CASSVESSYGYTF
118 131 Lant J | YGYTFGSGTRLTVV
(TRBJ1-2)
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132 308 Regiune EDLNKVEPPEVAVFEPSEAEISHTQKATLVCLATGEFPD
constanti HVELSWWVNGKEVHSGVSTDPQPLKEQPALNDSRYCL
(TRBC1) SSRLRVSATFWQNPRNHFRCQVQFYGLSENDEWTQDR

AKPVTQIVSAEAWGRADCGFTSVSYQQGVLSATILYEI
LLGKATLYAVLVSALVLMAMVKRKDF

R4P3F9 recunoaste in mod specific COL6A3-002, deoarece celulele T CD8+ primare umane care
reexprimd acest TCR elibereazd IFNy la co-incubarea cu celule-tintd HLA-A*02+, respectiv, incdrcate fie
cu peptida COL6A3-002, fie cu variante de substitutie cu alanin si glicind ale COL6A3-002 (Figura 6),
fie cu diferite peptide care prezintd un grad ridicat de similaritate de secventd cu COL6A3-002 (Figura 7).
Peptida NYESO1-001 este utilizata drept control negativ.

Reexprimarea R4P3F9 conduce la legarea selectivd a tetramerului HLA-A*02/COL6A3-002, dar
nu si a tetramerului HLA-A*02/NYESO1-001 in celulele Jurkat J.RT3-T3.5 (Figura 8) si in celulele SUP-
T1 (Figura 9). Pentru fiecare tip de celule, reexprimarea TCR 1G4 specific NYESO1-001 si exprimarea
simulata sunt folosite drept control.

Analiza de legare SPR pentru R4P3F9, exprimat ca TCR solubil in conformitate cu o metodd
descrisd anterior (Willcox BE et al., 1999 Protein Sci., Nov;8(11):2418-23), si complexul HLA-
A*02/COL6A3-002 relevd o afinitate de Kp =62 pM (Tabelul 3). Datele de legare SPR pentru 1G4 TCR
st HLA-A*02/NYESO1-001 sunt utilizate drept control.

Exemplul 3: Receptor de celule T R4P3H3

Lanturile alfa si beta ale TCR R4P3H3 au fost clonate asa cum s-a descris anterior, de exemplu,
asa cum este descris In U.S. 8.519.00, care este incorporat prin prezenta prin referinti in intregime. TCR-
ul R4P3H3H3 este restrictionat fatd de COL6A3-002 HLA-A2-prezentat (vezi Tabelul 3 de mai sus).

Tabelul 8: Caracteristici ale lantului alfa R4P3H3

Start Stop Descriere Secventd
1 21 Segment L | MKSLRVLLVILWLQLSWVWSQ (SEQ ID NO: 73)
(TRAV12-2)
1 112 Lang V | MKSLRVLLVILWLQLSWVWSQQKEVEQNSGPLSVPEGAI
(TRAV12-2) ASLNCTYSDRGSQSFFWYRQY SGKSPELIMFIYSNGDKED
GRFTAQLNKASQYVSLLIRDSQPSDSATYLCAV
48 53 CDR1 DRGSQS
71 72 CDR2 IY
110 120 CDR3 CAVKAGNQFYF
115 130 Segment J | GNQFYFGTGTSLTVIP
(TRAJ49)
131 271 Regiune NIQNPDPAVYQLRDSKSSDKSVCLFTDFDSQTNVSQSKDS
constanti DVYITDKTVLDMRSMDFKSNSAVAWSNKSDFACANAFN
(TRAC) NSHIPEDTFFPSPESSCDVKLVEKSFETDTNLNFQNLSVIGF
RILLLKVAGFNLLMTLRLWSS
Tabelul 9: Caracteristici ale lantului beta R4P3H3
Start Stop Descriere Secventd
1 19 Segment L | MGTRLLCWVVLGFLGTDHT (SEQ ID NO: 74)
(TRBV7-8)
1 115 Lant V | MGTRLLCWVVLGFLGTDHTGAGVSQSPRYKVAKRGQ
(TRBV7-8) DVALRCDPISGHVSLFWYQQALGQGPEFLTYFQNEAQL
DKSGLPSDRFFAERPEGSVSTLKIQRTQQEDSAVYLCAS
SL
46 50 CDR1 SGHVS
68 73 CDR2 FQNEAQ
111 126 CDR3 CASSLLTSGGDNEQFF
122 135 Lant J | NEQFFGPGTRLTVL
(TRBJ2-1)
136 314 Regiune EDLKNVFPPEVAVFEPSEAFISHTQKATLVCLATGFYPD
constanti HVELSWWVNGKEVHSGVSTDPQPLKEQPALNDSRYCL
(TRBC2) SSRLRVSATFWQNPRNHFRCQVQFYGLSENDEWTQDR
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AKPVTQIVSAEAWGRADCGEFTSESYQQGVLSATILYEIL
LGKATLYAVLVSALVL.MAMVKRKDSRG

R4P3H3 recunoaste in mod specific COL6A3-002, deoarece celulele T CD8+ primare umane care
reexprimd acest TCR elibereazd IFNy la co-incubarea cu celule-tintd HLA-A*02+, respectiv, incdrcate fie
cu peptida COL6A3-002, fie cu variante de substitutie cu alanind si glicind ale COL6A3-002 (figura 10)
sau cu diferite peptide care prezintd un grad ridicat de similaritate de secventd cu COL6A3-002 (Figura
11). Peptida NYESO1-001 este utilizata drept control negativ.

Reexprimarea R4P3H3 conduce 1a legarea selectiva a tetramerului HLA-A*02/COL6A3-002, dar
nu si a tetramerului HLA-A*02/NYESO1-001 in celulele SUP-T1 (Figura 12). Reexprimarea TCR 1G4
specific NYESO1-001 si exprimarea simulatd sunt folosite drept control.

Analiza de legare SPR pentru R4P3H3, exprimat ca TCR solubil in conformitate cu o metodd
descrisd anterior (Willcox BE et al., 1999 Protein Sci., Nov;8(11):2418-23), si complexul HLA-
A*02/COL6A3-002 releva o afinitate de Kp =102 pM (Tabelul 3). Datele de legare SPR pentru 1G4 TCR
st HLA-A*02/NYESO1-001 sunt utilizate drept control.

LISTARE SECVENTE
<110> Immatics Biotechnologies GmbH
<120> RECEPTORI DE CELULE T SI IMUNOTERAPIE CU UTILIZAREA ACESTORA
<130> 132978WO

<150> DE 102016115246.3
<151> 2016-08-17

<150> US 62/376,059
<151> 2016-08-17

<150> US 62/376,632
<151> 2016-08-18

<160> 74
<170> Patentln version 3.5

<210> 1

211> 6

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

Asp Arg Gly Ser GlIn Ser
1 5

<210> 2

211> 2

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2

Ile Tyr
1
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<210> 3

211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3

Cys Ala Val Asn Phe His Asp Lys Ile Ile Phe
1 5 10

<210> 4

<211> 113

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4

Met Lys Ser Leu Arg Val Leu Leu Val Ile Leu Trp Leu Gln Leu Ser
1 5 10 15

Trp Val Trp Ser GIn Gln Lys Glu Val Glu Gln Asn Ser Gly Pro Leu
20 25 30

Ser Val Pro Glu Gly Ala Ile Ala Ser Leu Asn Cys Thr Tyr Ser Asp
35 40 45

Arg Gly Ser GlIn Ser Phe Phe Trp Tyr Arg Gln Tyr Ser Gly Lys Ser
50 55 60

Pro Glu Leu Ile Met Phe Ile Tyr Ser Asn Gly Asp Lys Glu Asp Gly
65 70 75 80

Arg Phe Thr Ala Gln Leu Asn Lys Ala Ser Gln Tyr Val Ser Leu Leu
85 90 95

Ile Arg Asp Ser Gln Pro Ser Asp Ser Ala Thr Tyr Leu Cys Ala Val
100 105 110

Asn

<210> 5

<211> 141

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5

Asn Ile GIn Asn Pro Asp Pro Ala Val Tyr Gln Leu Arg Asp Ser Lys
1 5 10 15
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Ser Ser Asp Lys Ser Val Cys Leu Phe Thr Asp Phe Asp Ser GIn Thr
20 25 30

Asn Val Ser Gln Ser Lys Asp Ser Asp Val Tyr lle Thr Asp Lys Thr
35 40 45

Val Leu Asp Met Arg Ser Met Asp Phe Lys Ser Asn Ser Ala Val Ala
50 55 60

Trp Ser Asn Lys Ser Asp Phe Ala Cys Ala Asn Ala Phe Asn Asn Ser
65 70 75 80

Ile Tle Pro Glu Asp Thr Phe Phe Pro Ser Pro Glu Ser Ser Cys Asp
85 90 95

Val Lys Leu Val Glu Lys Ser Phe Glu Thr Asp Thr Asn Leu Asn Phe
100 105 110

GIn Asn Leu Ser Val Ile Gly Phe Arg Ile Leu Leu Leu Lys Val Ala
115 120 125

Gly Phe Asn Leu Leu Met Thr Leu Arg Leu Trp Ser Ser
130 135 140

<210> 6

<211> 271

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6
Met Lys Ser Leu Arg Val Leu Leu Val Ile Leu Trp Leu Gln Leu Ser
1 5 10 15

Trp Val Trp Ser GIn Gln Lys Glu Val Glu GIn Asn Ser Gly Pro Leu
20 25 30

Ser Val Pro Glu Gly Ala Ile Ala Ser Leu Asn Cys Thr Tyr Ser Asp
35 40 45

Arg Gly Ser GlIn Ser Phe Phe Trp Tyr Arg Gln Tyr Ser Gly Lys Ser
50 55 60

Pro Glu Leu Ile Met Phe Ile Tyr Ser Asn Gly Asp Lys Glu Asp Gly
65 70 75 80

Arg Phe Thr Ala Gln Leu Asn Lys Ala Ser Gln Tyr Val Ser Leu Leu
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85 90 95

Ile Arg Asp Ser Gln Pro Ser Asp Ser Ala Thr Tyr Leu Cys Ala Val
100 105 110

Asn Phe His Asp Lys Ile Ile Phe Gly Lys Gly Thr Arg Leu His Ile
115 120 125

Leu Pro Asn Ile GIn Asn Pro Asp Pro Ala Val Tyr GIn Leu Arg Asp
130 135 140

Ser Lys Ser Ser Asp Lys Ser Val Cys Leu Phe Thr Asp Phe Asp Ser
145 150 155 160

GIn Thr Asn Val Ser Gln Ser Lys Asp Ser Asp Val Tyr Ile Thr Asp
165 170 175

Lys Thr Val Leu Asp Met Arg Ser Met Asp Phe Lys Ser Asn Ser Ala
180 185 190

Val Ala Trp Ser Asn Lys Ser Asp Phe Ala Cys Ala Asn Ala Phe Asn
195 200 205

Asn Ser Ile Ile Pro Glu Asp Thr Phe Phe Pro Ser Pro Glu Ser Ser
210 215 220

Cys Asp Val Lys Leu Val Glu Lys Ser Phe Glu Thr Asp Thr Asn Leu
225 230 235 240

Asn Phe GIn Asn Leu Ser Val Ile Gly Phe Arg Ile Leu Leu Leu Lys
245 250 255

Val Ala Gly Phe Asn Leu Leu Met Thr Leu Arg Leu Trp Ser Ser
260 265 270

<210> 7

211> 5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 7

Ser Gly Asp Leu Ser
1 5

<210> 8
211> 6
<212> PRT
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<213> Homo sapiens
<400> 8

Tyr Tyr Asn Gly Glu Glu
1 5

<210> 9

<211> 13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 9

Cys Ala Ser Ser Val Ala Ser Ala Tyr Gly Tyr Thr Phe
1 5 10

<210> 10

<211> 114

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 10
Met Gly Phe Arg Leu Leu Cys Cys Val Ala Phe Cys Leu Leu Gly Ala
1 5 10 15

Gly Pro Val Asp Ser Gly Val Thr GIn Thr Pro Lys His Leu Ile Thr
20 25 30

Ala Thr Gly GIn Arg Val Thr Leu Arg Cys Ser Pro Arg Ser Gly Asp
35 40 45

Leu Ser Val Tyr Trp Tyr Gln Gln Ser Leu Asp Gln Gly Leu GIn Phe
50 55 60

Leu Ile His Tyr Tyr Asn Gly Glu Glu Arg Ala Lys Gly Asn Ile Leu
65 70 75 80

Glu Arg Phe Ser Ala Gln GIn Phe Pro Asp Leu His Ser Glu Leu Asn
85 90 95

Leu Ser Ser Leu Glu Leu Gly Asp Ser Ala Leu Tyr Phe Cys Ala Ser
100 105 110

Ser Val

<210> 11
<211> 177
<212> PRT
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<213> Homo sapiens
<400> 11
Glu Asp Leu Asn Lys Val Phe Pro Pro Glu Val Ala Val Phe Glu Pro

1 5 10 15

Ser Glu Ala Glu Ile Ser His Thr Gln Lys Ala Thr Leu Val Cys Leu
20 25 30

Ala Thr Gly Phe Phe Pro Asp His Val Glu Leu Ser Trp Trp Val Asn
35 40 45

Gly Lys Glu Val His Ser Gly Val Ser Thr Asp Pro Gln Pro Leu Lys
50 55 60

Glu GIn Pro Ala Leu Asn Asp Ser Arg Tyr Cys Leu Ser Ser Arg Leu
65 70 75 80

Arg Val Ser Ala Thr Phe Trp GIn Asn Pro Arg Asn His Phe Arg Cys
85 90 95

Gln Val Gln Phe Tyr Gly Leu Ser Glu Asn Asp Glu Trp Thr GIn Asp
100 105 110

Arg Ala Lys Pro Val Thr Gln Ile Val Ser Ala Glu Ala Trp Gly Arg
115 120 125

Ala Asp Cys Gly Phe Thr Ser Val Ser Tyr GIn Gln Gly Val Leu Ser
130 135 140

Ala Thr Ile Leu Tyr Glu Ile Leu Leu Gly Lys Ala Thr Leu Tyr Ala
145 150 155 160

Val Leu Val Ser Ala Leu Val Leu Met Ala Met Val Lys Arg Lys Asp
165 170 175

Phe

<210> 12

<211> 308

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12

Met Gly Phe Arg Leu Leu Cys Cys Val Ala Phe Cys Leu Leu Gly Ala
1 5 10 15
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Gly Pro Val Asp Ser Gly Val Thr GIn Thr Pro Lys His Leu Ile Thr
20 25 30

Ala Thr Gly GIn Arg Val Thr Leu Arg Cys Ser Pro Arg Ser Gly Asp
35 40 45

Leu Ser Val Tyr Trp Tyr Gln Gln Ser Leu Asp Gln Gly Leu GIn Phe
50 55 60

Leu Ile His Tyr Tyr Asn Gly Glu Glu Arg Ala Lys Gly Asn Ile Leu
65 70 75 80

Glu Arg Phe Ser Ala Gln GIn Phe Pro Asp Leu His Ser Glu Leu Asn
85 90 95

Leu Ser Ser Leu Glu Leu Gly Asp Ser Ala Leu Tyr Phe Cys Ala Ser
100 105 110

Ser Val Ala Ser Ala Tyr Gly Tyr Thr Phe Gly Ser Gly Thr Arg Leu
115 120 125

Thr Val Val Glu Asp Leu Asn Lys Val Phe Pro Pro Glu Val Ala Val
130 135 140

Phe Glu Pro Ser Glu Ala Glu Ile Ser His Thr Gln Lys Ala Thr Leu
145 150 155 160

Val Cys Leu Ala Thr Gly Phe Phe Pro Asp His Val Glu Leu Ser Trp
165 170 175

Trp Val Asn Gly Lys Glu Val His Ser Gly Val Ser Thr Asp Pro Gln
180 185 190

Pro Leu Lys Glu GIn Pro Ala Leu Asn Asp Ser Arg Tyr Cys Leu Ser
195 200 205

Ser Arg Leu Arg Val Ser Ala Thr Phe Trp Gln Asn Pro Arg Asn His
210 215 220

Phe Arg Cys GlIn Val Gln Phe Tyr Gly Leu Ser Glu Asn Asp Glu Trp
225 230 235 240

Thr Gln Asp Arg Ala Lys Pro Val Thr Gln Ile Val Ser Ala Glu Ala
245 250 255
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Trp Gly Arg Ala Asp Cys Gly Phe Thr Ser Val Ser Tyr Gln GIn Gly
260 265 270

Val Leu Ser Ala Thr Ile Leu Tyr Glu lle Leu Leu Gly Lys Ala Thr
275 280 285

Leu Tyr Ala Val Leu Val Ser Ala Leu Val Leu Met Ala Met Val Lys
290 295 300

Arg Lys Asp Phe
305

<210> 13

211> 6

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 13

Asp Arg Gly Ser GlIn Ser
1 5

<210> 14

211> 2

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14

Ile Tyr
1

<210> 15

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 15

Cys Ala Ala Tyr Ser Gly Ala Gly Ser Tyr Gln Leu Thr Phe
1 5 10

<210> 16

<211> 111

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 16

Met Lys Ser Leu Arg Val Leu Leu Val Ile Leu Trp Leu Gln Leu Ser
1 5 10 15
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Trp Val Trp Ser GIn Gln Lys Glu Val Glu GIn Asn Ser Gly Pro Leu
20 25 30

Ser Val Pro Glu Gly Ala Ile Ala Ser Leu Asn Cys Thr Tyr Ser Asp
35 40 45

Arg Gly Ser GlIn Ser Phe Phe Trp Tyr Arg Gln Tyr Ser Gly Lys Ser
50 55 60

Pro Glu Leu Ile Met Phe Ile Tyr Ser Asn Gly Asp Lys Glu Asp Gly
65 70 75 80

Arg Phe Thr Ala Gln Leu Asn Lys Ala Ser Gln Tyr Val Ser Leu Leu
85 90 95

Ile Arg Asp Ser Gln Pro Ser Asp Ser Ala Thr Tyr Leu Cys Ala
100 105 110

<210> 17

<211> 141

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 17
Asn Ile GIn Asn Pro Asp Pro Ala Val Tyr Gln Leu Arg Asp Ser Lys
1 5 10 15

Ser Ser Asp Lys Ser Val Cys Leu Phe Thr Asp Phe Asp Ser GIn Thr
20 25 30

Asn Val Ser Gln Ser Lys Asp Ser Asp Val Tyr lle Thr Asp Lys Thr
35 40 45

Val Leu Asp Met Arg Ser Met Asp Phe Lys Ser Asn Ser Ala Val Ala
50 55 60

Trp Ser Asn Lys Ser Asp Phe Ala Cys Ala Asn Ala Phe Asn Asn Ser
65 70 75 80

Ile Tle Pro Glu Asp Thr Phe Phe Pro Ser Pro Glu Ser Ser Cys Asp
85 90 95

Val Lys Leu Val Glu Lys Ser Phe Glu Thr Asp Thr Asn Leu Asn Phe
100 105 110

GIn Asn Leu Ser Val Ile Gly Phe Arg Ile Leu Leu Leu Lys Val Ala
115 120 125
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Gly Phe Asn Leu Leu Met Thr Leu Arg Leu Trp Ser Ser
130 135 140

<210> 18

<211> 274

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 18
Met Lys Ser Leu Arg Val Leu Leu Val Ile Leu Trp Leu Gln Leu Ser
1 5 10 15

Trp Val Trp Ser GIn Gln Lys Glu Val Glu Gln Asn Ser Gly Pro Leu
20 25 30

Ser Val Pro Glu Gly Ala Ile Ala Ser Leu Asn Cys Thr Tyr Ser Asp
35 40 45

Arg Gly Ser GlIn Ser Phe Phe Trp Tyr Arg Gln Tyr Ser Gly Lys Ser
50 55 60

Pro Glu Leu Ile Met Phe Ile Tyr Ser Asn Gly Asp Lys Glu Asp Gly
65 70 75 80

Arg Phe Thr Ala Gln Leu Asn Lys Ala Ser Gln Tyr Val Ser Leu Leu
85 90 95

Ile Arg Asp Ser Gln Pro Ser Asp Ser Ala Thr Tyr Leu Cys Ala Ala
100 105 110

Tyr Ser Gly Ala Gly Ser Tyr Gln Leu Thr Phe Gly Lys Gly Thr Lys
115 120 125

Leu Ser Val Ile Pro Asn Ile Gln Asn Pro Asp Pro Ala Val Tyr Gln
130 135 140

Leu Arg Asp Ser Lys Ser Ser Asp Lys Ser Val Cys Leu Phe Thr Asp
145 150 155 160

Phe Asp Ser Gln Thr Asn Val Ser Gln Ser Lys Asp Ser Asp Val Tyr
165 170 175

Ile Thr Asp Lys Thr Val Leu Asp Met Arg Ser Met Asp Phe Lys Ser
180 185 190
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Asn Ser Ala Val Ala Trp Ser Asn Lys Ser Asp Phe Ala Cys Ala Asn
195 200 205

Ala Phe Asn Asn Ser Ile Ile Pro Glu Asp Thr Phe Phe Pro Ser Pro
210 215 220

Glu Ser Ser Cys Asp Val Lys Leu Val Glu Lys Ser Phe Glu Thr Asp
225 230 235 240

Thr Asn Leu Asn Phe GIn Asn Leu Ser Val Ile Gly Phe Arg Ile Leu
245 250 255

Leu Leu Lys Val Ala Gly Phe Asn Leu Leu Met Thr Leu Arg Leu Trp
260 265 270

Ser Ser

<210> 19

211> 5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 19

Ser Gly Asp Leu Ser
1 5

<210> 20

211> 6

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 20

Tyr Tyr Asn Gly Glu Glu
1 5

<210> 21

<211> 13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 21

Cys Ala Ser Ser Val Glu Ser Ser Tyr Gly Tyr Thr Phe
1 5 10

<210> 22

<211> 114

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 22

Met Gly Phe Arg Leu Leu Cys Cys Val Ala Phe Cys Leu Leu Gly Ala
1 5 10 15

Gly Pro Val Asp Ser Gly Val Thr GIn Thr Pro Lys His Leu Ile Thr
20 25 30

Ala Thr Gly GIn Arg Val Thr Leu Arg Cys Ser Pro Arg Ser Gly Asp
35 40 45

Leu Ser Val Tyr Trp Tyr Gln Gln Ser Leu Asp Gln Gly Leu GIn Phe
50 55 60

Leu Ile His Tyr Tyr Asn Gly Glu Glu Arg Ala Lys Gly Asn Ile Leu
65 70 75 80

Glu Arg Phe Ser Ala Gln GIn Phe Pro Asp Leu His Ser Glu Leu Asn
85 90 95

Leu Ser Ser Leu Glu Leu Gly Asp Ser Ala Leu Tyr Phe Cys Ala Ser
100 105 110

Ser Val

<210> 23

211> 177

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 23
Glu Asp Leu Asn Lys Val Phe Pro Pro Glu Val Ala Val Phe Glu Pro
1 5 10 15

Ser Glu Ala Glu Ile Ser His Thr Gln Lys Ala Thr Leu Val Cys Leu
20 25 30

Ala Thr Gly Phe Phe Pro Asp His Val Glu Leu Ser Trp Trp Val Asn
35 40 45

Gly Lys Glu Val His Ser Gly Val Ser Thr Asp Pro Gln Pro Leu Lys
50 55 60

Glu GIn Pro Ala Leu Asn Asp Ser Arg Tyr Cys Leu Ser Ser Arg Leu
65 70 75 80
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Arg Val Ser Ala Thr Phe Trp GIn Asn Pro Arg Asn His Phe Arg Cys
85 90 95

Gln Val Gln Phe Tyr Gly Leu Ser Glu Asn Asp Glu Trp Thr GIn Asp
100 105 110

Arg Ala Lys Pro Val Thr Gln Ile Val Ser Ala Glu Ala Trp Gly Arg
115 120 125

Ala Asp Cys Gly Phe Thr Ser Val Ser Tyr GIn Gln Gly Val Leu Ser
130 135 140

Ala Thr Ile Leu Tyr Glu Ile Leu Leu Gly Lys Ala Thr Leu Tyr Ala
145 150 155 160

Val Leu Val Ser Ala Leu Val Leu Met Ala Met Val Lys Arg Lys Asp
165 170 175

Phe

<210> 24

<211> 308

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 24
Met Gly Phe Arg Leu Leu Cys Cys Val Ala Phe Cys Leu Leu Gly Ala
1 5 10 15

Gly Pro Val Asp Ser Gly Val Thr GIn Thr Pro Lys His Leu Ile Thr
20 25 30

Ala Thr Gly GIn Arg Val Thr Leu Arg Cys Ser Pro Arg Ser Gly Asp
35 40 45

Leu Ser Val Tyr Trp Tyr Gln Gln Ser Leu Asp Gln Gly Leu GIn Phe
50 55 60

Leu Ile Gln Tyr Tyr Asn Gly Glu Glu Arg Ala Lys Gly Asn lle Leu
65 70 75 80

Glu Arg Phe Ser Ala Gln GIn Phe Pro Asp Leu His Ser Glu Leu Asn
85 90 95

Leu Ser Ser Leu Glu Leu Gly Asp Ser Ala Leu Tyr Phe Cys Ala Ser
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100 105 110

Ser Val Glu Ser Ser Tyr Gly Tyr Thr Phe Gly Ser Gly Thr Arg Leu
115 120 125

Thr Val Val Glu Asp Leu Asn Lys Val Phe Pro Pro Glu Val Ala Val
130 135 140

Phe Glu Pro Ser Glu Ala Glu Ile Ser His Thr Gln Lys Ala Thr Leu
145 150 155 160

Val Cys Leu Ala Thr Gly Phe Phe Pro Asp His Val Glu Leu Ser Trp
165 170 175

Trp Val Asn Gly Lys Glu Val His Ser Gly Val Ser Thr Asp Pro Gln
180 185 190

Pro Leu Lys Glu GIn Pro Ala Leu Asn Asp Ser Arg Tyr Cys Leu Ser
195 200 205

Ser Arg Leu Arg Val Ser Ala Thr Phe Trp Gln Asn Pro Arg Asn His
210 215 220

Phe Arg Cys GlIn Val Gln Phe Tyr Gly Leu Ser Glu Asn Asp Glu Trp
225 230 235 240

Thr Gln Asp Arg Ala Lys Pro Val Thr Gln Ile Val Ser Ala Glu Ala
245 250 255

Trp Gly Arg Ala Asp Cys Gly Phe Thr Ser Val Ser Tyr Gln GIn Gly
260 265 270

Val Leu Ser Ala Thr Ile Leu Tyr Glu lle Leu Leu Gly Lys Ala Thr
275 280 285

Leu Tyr Ala Val Leu Val Ser Ala Leu Val Leu Met Ala Met Val Lys
290 295 300

Arg Lys Asp Phe
305

<210> 25

211> 6

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 25
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Asp Arg Gly Ser GlIn Ser
1 5

<210> 26

211> 2

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 26

Ile Tyr
1

<210> 27

211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 27

Cys Ala Val Lys Ala Gly Asn Gln Phe Tyr Phe
1 5 10

<210> 28

<211> 112

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 28
Met Lys Ser Leu Arg Val Leu Leu Val Ile Leu Trp Leu Gln Leu Ser
1 5 10 15

Trp Val Trp Ser GIn Gln Lys Glu Val Glu Gln Asn Ser Gly Pro Leu
20 25 30

Ser Val Pro Glu Gly Ala Ile Ala Ser Leu Asn Cys Thr Tyr Ser Asp
35 40 45

Arg Gly Ser GlIn Ser Phe Phe Trp Tyr Arg Gln Tyr Ser Gly Lys Ser
50 55 60

Pro Glu Leu Ile Met Phe Ile Tyr Ser Asn Gly Asp Lys Glu Asp Gly
65 70 75 80

Arg Phe Thr Ala Gln Leu Asn Lys Ala Ser Gln Tyr Val Ser Leu Leu
85 90 95

Ile Arg Asp Ser Gln Pro Ser Asp Ser Ala Thr Tyr Leu Cys Ala Val
100 105 110
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<210> 29

<211> 141

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 29

Asn Ile GIn Asn Pro Asp Pro Ala Val Tyr Gln Leu Arg Asp Ser Lys
1 5 10 15

Ser Ser Asp Lys Ser Val Cys Leu Phe Thr Asp Phe Asp Ser GIn Thr
20 25 30

Asn Val Ser Gln Ser Lys Asp Ser Asp Val Tyr lle Thr Asp Lys Thr
35 40 45

Val Leu Asp Met Arg Ser Met Asp Phe Lys Ser Asn Ser Ala Val Ala
50 55 60

Trp Ser Asn Lys Ser Asp Phe Ala Cys Ala Asn Ala Phe Asn Asn Ser
65 70 75 80

Ile Tle Pro Glu Asp Thr Phe Phe Pro Ser Pro Glu Ser Ser Cys Asp
85 90 95

Val Lys Leu Val Glu Lys Ser Phe Glu Thr Asp Thr Asn Leu Asn Phe
100 105 110

GIn Asn Leu Ser Val Ile Gly Phe Arg Ile Leu Leu Leu Lys Val Ala
115 120 125

Gly Phe Asn Leu Leu Met Thr Leu Arg Leu Trp Ser Ser
130 135 140

<210> 30

<211> 271

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 30
Met Lys Ser Leu Arg Val Leu Leu Val Ile Leu Trp Leu Gln Leu Ser
1 5 10 15

Trp Val Trp Ser GIn Gln Lys Glu Val Glu Gln Asn Ser Gly Pro Leu
20 25 30

Ser Val Pro Glu Gly Ala Ile Ala Ser Leu Asn Cys Thr Tyr Ser Asp
35 40 45
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Arg Gly Ser GlIn Ser Phe Phe Trp Tyr Arg Gln Tyr Ser Gly Lys Ser
50 55 60

Pro Glu Leu Ile Met Phe Ile Tyr Ser Asn Gly Asp Lys Glu Asp Gly
65 70 75 80

Arg Phe Thr Ala Gln Leu Asn Lys Ala Ser Gln Tyr Val Ser Leu Leu
85 90 95

Ile Arg Asp Ser Gln Pro Ser Asp Ser Ala Thr Tyr Leu Cys Ala Val
100 105 110

Lys Ala Gly Asn GIn Phe Tyr Phe Gly Thr Gly Thr Ser Leu Thr Val
115 120 125

Ile Pro Asn Ile Gln Asn Pro Asp Pro Ala Val Tyr Gln Leu Arg Asp
130 135 140

Ser Lys Ser Ser Asp Lys Ser Val Cys Leu Phe Thr Asp Phe Asp Ser
145 150 155 160

GIn Thr Asn Val Ser Gln Ser Lys Asp Ser Asp Val Tyr Ile Thr Asp
165 170 175

Lys Thr Val Leu Asp Met Arg Ser Met Asp Phe Lys Ser Asn Ser Ala
180 185 190

Val Ala Trp Ser Asn Lys Ser Asp Phe Ala Cys Ala Asn Ala Phe Asn
195 200 205

Asn Ser Ile Ile Pro Glu Asp Thr Phe Phe Pro Ser Pro Glu Ser Ser
210 215 220

Cys Asp Val Lys Leu Val Glu Lys Ser Phe Glu Thr Asp Thr Asn Leu
225 230 235 240

Asn Phe GIn Asn Leu Ser Val Ile Gly Phe Arg Ile Leu Leu Leu Lys
245 250 255

Val Ala Gly Phe Asn Leu Leu Met Thr Leu Arg Leu Trp Ser Ser
260 265 270

<210> 31
<211> 5
<212> PRT
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<213> Homo sapiens
<400> 31

Ser Gly His Val Ser
1 5

<210> 32

211> 6

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 32

Phe GIn Asn Glu Ala GIn
1 5

<210> 33

<211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 33

Cys Ala Ser Ser Leu Leu Thr Ser Gly Gly Asp Asn Glu Gln Phe Phe
1 5 10 15

<210> 34

<211> 115

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 34
Met Gly Thr Arg Leu Leu Cys Trp Val Val Leu Gly Phe Leu Gly Thr
1 5 10 15

Asp His Thr Gly Ala Gly Val Ser Gln Ser Pro Arg Tyr Lys Val Ala
20 25 30

Lys Arg Gly Gln Asp Val Ala Leu Arg Cys Asp Pro Ile Ser Gly His
35 40 45

Val Ser Leu Phe Trp Tyr GIn GIn Ala Leu Gly Gln Gly Pro Glu Phe
50 55 60

Leu Thr Tyr Phe Gln Asn Glu Ala Gln Leu Asp Lys Ser Gly Leu Pro
65 70 75 80

Ser Asp Arg Phe Phe Ala Glu Arg Pro Glu Gly Ser Val Ser Thr Leu
85 90 95
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Lys Ile Gln Arg Thr GIn GIn Glu Asp Ser Ala Val Tyr Leu Cys Ala

100 105 110

Ser Ser Leu
115

<210> 35

<211> 179

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 35
Glu Asp Leu Lys Asn Val Phe Pro Pro Glu Val Ala Val Phe Glu Pro
1 5 10 15

Ser Glu Ala Glu Ile Ser His Thr Gln Lys Ala Thr Leu Val Cys Leu
20 25 30

Ala Thr Gly Phe Tyr Pro Asp His Val Glu Leu Ser Trp Trp Val Asn
35 40 45

Gly Lys Glu Val His Ser Gly Val Ser Thr Asp Pro Gln Pro Leu Lys
50 55 60

Glu GIn Pro Ala Leu Asn Asp Ser Arg Tyr Cys Leu Ser Ser Arg Leu
65 70 75 80

Arg Val Ser Ala Thr Phe Trp GIn Asn Pro Arg Asn His Phe Arg Cys
85 90 95

Gln Val Gln Phe Tyr Gly Leu Ser Glu Asn Asp Glu Trp Thr GIn Asp
100 105 110

Arg Ala Lys Pro Val Thr Gln Ile Val Ser Ala Glu Ala Trp Gly Arg
115 120 125

Ala Asp Cys Gly Phe Thr Ser Glu Ser Tyr Gln GIn Gly Val Leu Ser
130 135 140

Ala Thr Ile Leu Tyr Glu Ile Leu Leu Gly Lys Ala Thr Leu Tyr Ala
145 150 155 160

Val Leu Val Ser Ala Leu Val Leu Met Ala Met Val Lys Arg Lys Asp
165 170 175

Ser Arg Gly
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<210> 36

<211> 314

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 36
Met Gly Thr Arg Leu Leu Cys Trp Val Val Leu Gly Phe Leu Gly Thr
1 5 10 15

Asp His Thr Gly Ala Gly Val Ser Gln Ser Pro Arg Tyr Lys Val Ala
20 25 30

Lys Arg Gly Gln Asp Val Ala Leu Arg Cys Asp Pro Ile Ser Gly His
35 40 45

Val Ser Leu Phe Trp Tyr GIn GIn Ala Leu Gly Gln Gly Pro Glu Phe
50 55 60

Leu Thr Tyr Phe Gln Asn Glu Ala Gln Leu Asp Lys Ser Gly Leu Pro
65 70 75 80

Ser Asp Arg Phe Phe Ala Glu Arg Pro Glu Gly Ser Val Ser Thr Leu
85 90 95

Lys Ile Gln Arg Thr GIn GIn Glu Asp Ser Ala Val Tyr Leu Cys Ala
100 105 110

Ser Ser Leu Leu Thr Ser Gly Gly Asp Asn Glu Gln Phe Phe Gly Pro
115 120 125

Gly Thr Arg Leu Thr Val Leu Glu Asp Leu Lys Asn Val Phe Pro Pro
130 135 140

Glu Val Ala Val Phe Glu Pro Ser Glu Ala Glu Ile Ser His Thr Gln
145 150 155 160

Lys Ala Thr Leu Val Cys Leu Ala Thr Gly Phe Tyr Pro Asp His Val
165 170 175

Glu Leu Ser Trp Trp Val Asn Gly Lys Glu Val His Ser Gly Val Ser
180 185 190

Thr Asp Pro Gln Pro Leu Lys Glu Gln Pro Ala Leu Asn Asp Ser Arg
195 200 205



MD/EP 3500593 T2 2021.12.31
45

Tyr Cys Leu Ser Ser Arg Leu Arg Val Ser Ala Thr Phe Trp Gln Asn
210 215 220

Pro Arg Asn His Phe Arg Cys Gln Val Gln Phe Tyr Gly Leu Ser Glu
225 230 235 240

Asn Asp Glu Trp Thr Gln Asp Arg Ala Lys Pro Val Thr Gin Ile Val
245 250 255

Ser Ala Glu Ala Trp Gly Arg Ala Asp Cys Gly Phe Thr Ser Glu Ser
260 265 270

Tyr Gln Gln Gly Val Leu Ser Ala Thr Ile Leu Tyr Glu Ile Leu Leu
275 280 285

Gly Lys Ala Thr Leu Tyr Ala Val Leu Val Ser Ala Leu Val Leu Met
290 295 300

Ala Met Val Lys Arg Lys Asp Ser Arg Gly
305 310

<210> 37

211> 6

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 37

Asp Ser Ala Ile Tyr Asn
1 5

<210> 38

<211> 3

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 38

Ile GIn Ser
1

<210> 39

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 39

Cys Ala Val Arg Pro Thr Ser Gly Gly Ser Tyr Ile Pro Thr Phe
1 5 10 15
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<210> 40

<211> 112

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 40

Met Glu Thr Leu Leu Gly Leu Leu Ile Leu Trp Leu Gln Leu Gln Trp
1 5 10 15

Val Ser Ser Lys Gln Glu Val Thr Gln Ile Pro Ala Ala Leu Ser Val
20 25 30

Pro Glu Gly Glu Asn Leu Val Leu Asn Cys Ser Phe Thr Asp Ser Ala
35 40 45

Ile Tyr Asn Leu GIn Trp Phe Arg GIn Asp Pro Gly Lys Gly Leu Thr
50 55 60

Ser Leu Leu Leu Ile Gln Ser Ser GIn Arg Glu GIn Thr Ser Gly Arg
65 70 75 80

Leu Asn Ala Ser Leu Asp Lys Ser Ser Gly Arg Ser Thr Leu Tyr Ile
85 90 95

Ala Ala Ser GIn Pro Gly Asp Ser Ala Thr Tyr Leu Cys Ala Val Arg
100 105 110

<210> 41

<211> 141

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 41
Tyr Ile Gln Asn Pro Asp Pro Ala Val Tyr Gln Leu Arg Asp Ser Lys
1 5 10 15

Ser Ser Asp Lys Ser Val Cys Leu Phe Thr Asp Phe Asp Ser GIn Thr
20 25 30

Asn Val Ser Gln Ser Lys Asp Ser Asp Val Tyr lle Thr Asp Lys Thr
35 40 45

Val Leu Asp Met Arg Ser Met Asp Phe Lys Ser Asn Ser Ala Val Ala
50 55 60

Trp Ser Asn Lys Ser Asp Phe Ala Cys Ala Asn Ala Phe Asn Asn Ser
65 70 75 80
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Ile Tle Pro Glu Asp Thr Phe Phe Pro Ser Pro Glu Ser Ser Cys Asp
85 90 95

Val Lys Leu Val Glu Lys Ser Phe Glu Thr Asp Thr Asn Leu Asn Phe
100 105 110

GIn Asn Leu Ser Val Ile Gly Phe Arg Ile Leu Leu Leu Lys Val Ala
115 120 125

Gly Phe Asn Leu Leu Met Thr Leu Arg Leu Trp Ser Ser
130 135 140

<210> 42

<211> 274

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 42
Met Glu Thr Leu Leu Gly Leu Leu Ile Leu Trp Leu Gln Leu Gln Trp
1 5 10 15

Val Ser Ser Lys Gln Glu Val Thr Gln Ile Pro Ala Ala Leu Ser Val
20 25 30

Pro Glu Gly Glu Asn Leu Val Leu Asn Cys Ser Phe Thr Asp Ser Ala
35 40 45

Ile Tyr Asn Leu GIn Trp Phe Arg GIn Asp Pro Gly Lys Gly Leu Thr
50 55 60

Ser Leu Leu Leu Ile Gln Ser Ser GIn Arg Glu GIn Thr Ser Gly Arg
65 70 75 80

Leu Asn Ala Ser Leu Asp Lys Ser Ser Gly Arg Ser Thr Leu Tyr Ile
85 90 95

Ala Ala Ser GIn Pro Gly Asp Ser Ala Thr Tyr Leu Cys Ala Val Arg
100 105 110

Pro Thr Ser Gly Gly Ser Tyr Ile Pro Thr Phe Gly Arg Gly Thr Ser
115 120 125

Leu Ile Val His Pro Tyr Ile Gln Asn Pro Asp Pro Ala Val Tyr Gln
130 135 140

Leu Arg Asp Ser Lys Ser Ser Asp Lys Ser Val Cys Leu Phe Thr Asp
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145 150 155 160

Phe Asp Ser Gln Thr Asn Val Ser Gln Ser Lys Asp Ser Asp Val Tyr
165 170 175

Ile Thr Asp Lys Thr Val Leu Asp Met Arg Ser Met Asp Phe Lys Ser
180 185 190

Asn Ser Ala Val Ala Trp Ser Asn Lys Ser Asp Phe Ala Cys Ala Asn
195 200 205

Ala Phe Asn Asn Ser Ile Ile Pro Glu Asp Thr Phe Phe Pro Ser Pro
210 215 220

Glu Ser Ser Cys Asp Val Lys Leu Val Glu Lys Ser Phe Glu Thr Asp
225 230 235 240

Thr Asn Leu Asn Phe GIn Asn Leu Ser Val Ile Gly Phe Arg Ile Leu
245 250 255

Leu Leu Lys Val Ala Gly Phe Asn Leu Leu Met Thr Leu Arg Leu Trp
260 265 270

Ser Ser

<210> 43

211> 5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 43

Met Asn His Glu Tyr
1 5

<210> 44

211> 6

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 44

Ser Val Gly Ala Gly Ile
1 5

<210> 45

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 45

Cys Ala Ser Ser Tyr Val Gly Asn Thr Gly Glu Leu Phe Phe
1 5 10

<210> 46

<211> 114

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 46

Met Ser Ile Gly Leu Leu Cys Cys Ala Ala Leu Ser Leu Leu Trp Ala
1 5 10 15

Gly Pro Val Asn Ala Gly Val Thr Gln Thr Pro Lys Phe GIn Val Leu
20 25 30

Lys Thr Gly Gln Ser Met Thr Leu GIn Cys Ala Gln Asp Met Asn His
35 40 45

Glu Tyr Met Ser Trp Tyr Arg Gln Asp Pro Gly Met Gly Leu Arg Leu
50 55 60

Ile His Tyr Ser Val Gly Ala Gly Ile Thr Asp Gln Gly Glu Val Pro
65 70 75 80

Asn Gly Tyr Asn Val Ser Arg Ser Thr Thr Glu Asp Phe Pro Leu Arg
85 90 95

Leu Leu Ser Ala Ala Pro Ser GIn Thr Ser Val Tyr Phe Cys Ala Ser
100 105 110

Ser Tyr

<210> 47

<211> 179

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 47
Glu Asp Leu Lys Asn Val Phe Pro Pro Glu Val Ala Val Phe Glu Pro
1 5 10 15

Ser Glu Ala Glu Ile Ser His Thr Gln Lys Ala Thr Leu Val Cys Leu
20 25 30
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Ala Thr Gly Phe Tyr Pro Asp His Val Glu Leu Ser Trp Trp Val Asn

35 40 45

Gly Lys Glu Val His Ser Gly Val Ser Thr Asp Pro Gln Pro Leu Lys
50 55 60

Glu GIn Pro Ala Leu Asn Asp Ser Arg Tyr Cys Leu Ser Ser Arg Leu
65 70 75 80

Arg Val Ser Ala Thr Phe Trp GIn Asn Pro Arg Asn His Phe Arg Cys
85 90 95

Gln Val Gln Phe Tyr Gly Leu Ser Glu Asn Asp Glu Trp Thr GIn Asp
100 105 110

Arg Ala Lys Pro Val Thr Gln Ile Val Ser Ala Glu Ala Trp Gly Arg
115 120 125

Ala Asp Cys Gly Phe Thr Ser Glu Ser Tyr Gln GIn Gly Val Leu Ser
130 135 140

Ala Thr Ile Leu Tyr Glu Ile Leu Leu Gly Lys Ala Thr Leu Tyr Ala
145 150 155 160

Val Leu Val Ser Ala Leu Val Leu Met Ala Met Val Lys Arg Lys Asp
165 170 175

Ser Arg Gly

<210> 48

<211> 311

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 48
Met Ser Ile Gly Leu Leu Cys Cys Ala Ala Leu Ser Leu Leu Trp Ala
1 5 10 15

Gly Pro Val Asn Ala Gly Val Thr Gln Thr Pro Lys Phe GIn Val Leu
20 25 30

Lys Thr Gly Gln Ser Met Thr Leu GIn Cys Ala Gln Asp Met Asn His
35 40 45

Glu Tyr Met Ser Trp Tyr Arg Gln Asp Pro Gly Met Gly Leu Arg Leu
50 55 60
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Ile His Tyr Ser Val Gly Ala Gly Ile Thr Asp Gln Gly Glu Val Pro
65 70 75 80

Asn Gly Tyr Asn Val Ser Arg Ser Thr Thr Glu Asp Phe Pro Leu Arg
85 90 95

Leu Leu Ser Ala Ala Pro Ser GIn Thr Ser Val Tyr Phe Cys Ala Ser
100 105 110

Ser Tyr Val Gly Asn Thr Gly Glu Leu Phe Phe Gly Glu Gly Ser Arg
115 120 125

Leu Thr Val Leu Glu Asp Leu Lys Asn Val Phe Pro Pro Glu Val Ala
130 135 140

Val Phe Glu Pro Ser Glu Ala Glu Ile Ser His Thr Gln Lys Ala Thr
145 150 155 160

Leu Val Cys Leu Ala Thr Gly Phe Tyr Pro Asp His Val Glu Leu Ser
165 170 175

Trp Trp Val Asn Gly Lys Glu Val His Ser Gly Val Ser Thr Asp Pro
180 185 190

Gln Pro Leu Lys Glu Gln Pro Ala Leu Asn Asp Ser Arg Tyr Cys Leu
195 200 205

Ser Ser Arg Leu Arg Val Ser Ala Thr Phe Trp Gln Asn Pro Arg Asn
210 215 220

His Phe Arg Cys GIn Val Gln Phe Tyr Gly Leu Ser Glu Asn Asp Glu
225 230 235 240

Trp Thr GIn Asp Arg Ala Lys Pro Val Thr Gin Ile Val Ser Ala Glu
245 250 255

Ala Trp Gly Arg Ala Asp Cys Gly Phe Thr Ser Glu Ser Tyr Gln GIn
260 265 270

Gly Val Leu Ser Ala Thr lle Leu Tyr Glu Ile Leu Leu Gly Lys Ala
275 280 285

Thr Leu Tyr Ala Val Leu Val Ser Ala Leu Val Leu Met Ala Met Val
290 295 300
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Lys Arg Lys Asp Ser Arg Gly
305 310

<210> 49

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 49

Ala Leu Leu Asp Gly Arg Val GIn Leu
1 5

<210> 50

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 50

Arg Leu Leu Asp Gly Ala Phe Lys Leu
1 5

<210> 51

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 51

Ile Leu Leu Asp Gly Ser Ala Ser Val
1 5

<210> 52

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 52
Phe Leu Leu Asp Gly Ser Glu Arg Leu
1 5

<210> 53

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 53
Phe Leu Phe Asp Gly Ser Ala Asn Leu Val
1 5 10

<210> 54
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211> 9
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 54

Phe Leu Phe Asp Gly Ser Ala Asn Leu
1 5

<210> 55

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 55

Phe Leu Leu Asp Gly Ser Glu Gly Val
1 5

<210> 56

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 56

Phe Leu Leu Asp Gly Ser Asn Ser Val
1 5

<210> 57

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 57

Phe Leu Leu Asp Gly Ser Ser Arg Leu
1 5

<210> 58

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 58

Phe Leu Leu Asp Gly Ser Ala Asn Val
1 5

<210> 59

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 59



MD/EP 3500593 T2 2021.12.31
54

Ala Leu Leu Asp Gly Ser Ala Asn Val
1 5

<210> 60

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 60

Phe Ala Leu Asp Gly Ser Ala Asn Val
1 5

<210> 61

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 61

Phe Leu Ala Asp Gly Ser Ala Asn Val
1 5

<210> 62

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 62

Phe Leu Leu Ala Gly Ser Ala Asn Val
1 5

<210> 63

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 63

Phe Leu Leu Asp Ala Ser Ala Asn Val
1 5

<210> 64

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 64
Phe Leu Leu Asp Gly Ala Ala Asn Val
1 5

<210> 65
<211> 9
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<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 65

Phe Leu Leu Asp Gly Ser Gly Asn Val
1 5

<210> 66

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 66

Phe Leu Leu Asp Gly Ser Ala Ala Val
1 5

<210> 67

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 67

Phe Leu Leu Asp Gly Ser Ala Asn Ala
1 5

<210> 68

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 68

Ser Leu Leu Met Trp Ile Thr Gln Val
1 5

<210> 69

<211> 21

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 69

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

1 5 10 15

Trp Val Trp Ser GIn
20

<210> 70

<211> 19

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 70

Met Gly Phe Arg Leu Leu Cys Cys Val Ala Phe Cys Leu Leu Gly Ala
1 5 10 15

Gly Pro Val

<210> 71

<211> 21

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 71

Met Lys Ser Leu Arg Val Leu Leu Val Ile Leu Trp Leu Gln Leu Ser
1 5 10 15

Trp Val Trp Ser GIn
20

<210> 72

<211> 19

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 72

Met Gly Phe Arg Leu Leu Cys Cys Val Ala Phe Cys Leu Leu Gly Ala
1 5 10 15

Gly Pro Val

<210> 73

<211> 21

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 73

Met Lys Ser Leu Arg Val Leu Leu Val Ile Leu Trp Leu Gln Leu Ser
1 5 10 15

Trp Val Trp Ser GIn
20

<210> 74

<211> 19

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 74
Met Gly Thr Arg Leu Leu Cys Trp Val Val Leu Gly Phe Leu Gly Thr
1 5 10 15
Asp His Thr
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(57) Revendicari;

1. O constructie de recunoastere a antigenului care se leagd in mod specific si/sau selectiv de o
peptidd antigenici COL6A3 avand secventa de aminoacizi prezentatd in SEQ ID NO: 58, in care
respectiva constructie de recunoastere a antigenului cuprinde regiunile determinante complementare
(CDR)

(i) secventele CDR1, CDR2 si CDR3 care au secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 1, SEQ
ID NO: 2 si, respectiv, SEQ ID NO: 3 si secventele CDR1, CDR2 si CDR3 care au secventa de
aminoacizi din SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 si, respectiv, SEQ ID NO: 9 sau

(i1) secventele CDR1, CDR2 si CDR3 care au secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 13, SEQ
ID NO: 14 si, respectiv, SEQ ID NO: 15 si secventele CDR1, CDR2 si CDR3 care au secventa de
aminoacizi din SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20 si, respectiv, SEQ ID NO: 21 sau

(iii) secventele CDR1, CDR2 si CDR3 care au secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 25, SEQ
ID NO: 26 si, respectiv, SEQ ID NO: 27 si secventele CDR1, CDR2 si CDR3 care au secventa de
aminoacizi din SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 32 si, respectiv, SEQ ID NO: 33;
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in care respectiva constructie de recunoastere a antigenului cuprinde secventele respective de
aminoacizi CDR cu cel mult unul, doi sau trei aminoacizi modificati, in care aminoacidul modificat este
selectat dintre o insertie, o deletie sau o substitutiec de aminoacizi.

2. O constructie de recunoastere a antigenului care cuprinde un receptor de celule T (TCR) sau un
fragment al acestuia care se leagd in mod specific si/sau selectiv de o peptida antigenicd COL6A3 avand
secventa de aminoacizi prezentatd in SEQ ID NO: 58, in care respectiva constructiec de recunoastere a
antigenului cuprinde regiunile determinante complementare (CDR)

(i) secventele CDRI1 si CDR3 care au secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 1 si SEQ ID NO:
3 si secventele CDR1 si CDR3 care au secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 7 si SEQ ID NO: 9 sau

(i1) secventele CDR1 si CDR3 care au secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 13 si SEQ ID
NO: 15 si secventele CDR1 si CDR3 care au secven{a de aminoacizi din SEQ ID NO: 19 si SEQ ID NO:
21 sau

(iii) secventele CDRI1 si CDR3 care au secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 25 si SEQ ID
NO: 27 si secvenfele CDR1 si CDR3 care au secvenfa de aminoacizi din SEQ ID NO: 31 si SEQ ID NO:
33;

in care respectiva constructie de recunoastere a antigenului cuprinde secventele respective de
aminoacizi CDR cu cel mult unul, doi sau trei aminoacizi modificati, in care aminoacidul modificat este
selectat dintre o insertie, o deletie sau o substitufie de aminoacizi.

3. Constructia de recunoastere a antigenului in conformitate cu Revendicarea 2,
in care respectiva constructie de recunoastere a antigenului mai cuprinde CDR2 avand secventa
de aminoacizi din SEQ ID NO: 2 si CDR2 avand secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 8 sau
CDR2 avand secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 14 si CDR2 avind secventa de aminoacizi
din SEQ ID NO: 20 sau
CDR2 avand secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 26 si CDR2 avéind secventa de aminoacizi
din SEQ ID NO: 32.

4. Constructia de recunoastere a antigenului in conformitate cu una dintre Revendicdrile 1 sau 3, in
care constructia de recunoastere a antigenului este un anticorp, un derivat sau un fragment al acestuia, sau
un receptor de celule T (TCR), un derivat sau un fragment al acestuia; sau constructia de recunoastere a
antigenului din Revendicarea 2, in care constructia de recunoastere a antigenului este un TCR, un derivat
sau un fragment al acestuia.

5. Constructia de recunoastere a antigenului in conformitate cu Revendicarea 4, in care respectiva
constructie de recunoastere a antigenului este un TCR cu un singur lant (scTCR).

6. Constructia de recunoastere a antigenului in conformitate cu oricare dintre Revendicarile 1-5,
care este un TCR sau un fragment al acestuia compus dintr-o regiune de lant variabil TCR alfa si o
regiune de lant variabil TCR beta,
(i) in care regiunea de lant variabil TCR alfa mentionatd cuprinde secvenfa de aminoacizi din
SEQ ID NO: 4 sau o secventa de aminoacizi care are cel pufin 50% identitate cu secventa de aminoacizi
din SEQ ID NO: 4 si in care regiunea de lanf variabil TCR alfa cuprinde secventele CDR1, CDR2 si
CDR3 din SEQIDNO: 1, 251 3 si
in care regiunea de lan{ variabil TCR beta mentionatd cuprinde secven{a de aminoacizi din SEQ ID
NO: 10 sau o secventd de aminoacizi care are o identitate de cel putin 50% cu secventa de aminoacizi din
SEQ ID NO: 10 si in care regiunea lanfului variabil TCR beta cuprinde secventele CDR1, CDR2 si CDR3
din SEQID NO: 7, 8519 sau
(ii) in care regiunea de lant variabil TCR alfa mentionatd cuprinde secventa de aminoacizi din
SEQ ID NO: 16 sau o secventd de aminoacizi care are cel pufin 50% identitate cu secventa de aminoacizi
din SEQ ID NO: 16 si in care regiunea de lant variabil TCR alfa cuprinde secventele CDR1, CDR2 si
CDR3 din SEQ ID NO: 13, 14 si 15 si
in care regiunea de lan{ variabil TCR beta mentionatd cuprinde secven{a de aminoacizi din SEQ ID
NO: 22 sau o secventd de aminoacizi care are o identitate de cel putin 50% cu secventa de aminoacizi din
SEQ ID NO: 22 si in care regiunea lanfului variabil TCR beta cuprinde secventele CDR1, CDR2 si CDR3
din SEQ ID NO: 19, 20 si 21 sau
(iii) in care regiunea de lant variabil TCR alfa mentionatd cuprinde secventa de aminoacizi din
SEQ ID NO: 28 sau o secven{d de aminoacizi care are cel putin 50% identitate cu secven{a de aminoacizi
din SEQ ID NO: 28 si in care regiunea de lant variabil TCR alfa cuprinde secventele CDR1, CDR2 si
CDR3 din SEQ ID NO: 25, 26 5i 27 si
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in care regiunea de lan{ variabil TCR beta mentionatd cuprinde secven{a de aminoacizi din SEQ ID
NO: 34 sau o secventd de aminoacizi care are o identitate de cel putin 50% cu secventa de aminoacizi din
SEQ ID NO: 34 si in care regiunea lanfului variabil TCR beta cuprinde secventele CDR1, CDR2 si CDR3
din SEQ ID NO: 31, 32 i 33.

7. Constructia de recunoastere a antigenului in conformitate cu oricare dintre Revendicarile 1-5, in
care respectiva constructie de recunoastere a antigenului este un TCR si respectivul TCR cuprinde un lant
TCR o si un lant TCR B sau un lant y si un lant 6.

8. Constructia de recunoastere a antigenului in conformitate cu oricare dintre Revendicdrile 1-7, in
care constructia de recunoastere a antigenului este un TCR sau un fragment al acestuia, compus dintr-un
lant TCR a si un lant TCR B, in care TCR-ul mai cuprinde regiunea constantd care are o identitate de
secventd de cel putin 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99% sau 100% cu o secventd de aminoacizi
selectatd din grupul format din lantul a si f conform SEQ ID NO: 5 si 11, lantul a si B conform SEQ ID
NO: 17 51 23 si lantul a si § conform SEQ ID NO: 29 si 35.

9. Un acid nucleic care codificd pentru o constructie de recunoastere a antigenului conform uneia
dintre Revendicarile 1-8.

10. Un vector cuprinzand un acid nucleic in conformitate cu Revendicarea 9.

11. O celuld-gazda care cuprinde o constructie de recunoastere a antigenului in conformitate cu
una dintre Revendicirile 1-8 sau un acid nucleic in conformitate cu Revendicarea 9 sau un vector in
conformitate cu Revendicarea 10; in mod optional, celula-gazda este un limfocit, de preferintd un limfocit
T sau un progenitor de limfocite T, mai preferabil o celuld T CD4-pozitiva sau CD8-pozitiva.

12. O comporzitie farmaceuticd care cuprinde constructia de recunoastere a antigenului in
conformitate cu oricare dintre Revendicdrile 1-8 sau acidul nucleic in conformitate cu Revendicarea 9 sau
vectorul in conformitate cu Revendicarea 10 sau celula-gazda in conformitate cu Revendicarea 11 si un
suport, stabilizator si/sau excipient acceptabil din punct de vedere farmaceutic.

13. Constructia de recunoastere a antigenului in conformitate cu una dintre Revendicdrile 1-8 sau
un acid nucleic in conformitate cu Revendicarea 9 sau un vector in conformitate cu Revendicarea 10 sau o
celuld-gazdd in conformitate cu Revendicarea 11 sau compozifia farmaceuticd in conformitate cu
Revendicarea 12 pentru utilizare in medicind, optional pentru utilizare in diagnosticarea, prevenirea si/sau
tratarea unei boli proliferative.

14. O metodd de fabricare a unei linii celulare care exprimd o constructie care recunoaste antigenul
specific COL6A3, care cuprinde

a.furnizarea unei celule-gazdi adecvate,

b.furnizarea unei constructii genetice care cuprinde o secventd codificatoare care codificd
constructia de recunoastere a antigenului in conformitate cu oricare dintre Revendicdrile 1-8,

c.introducerea in respectiva celuli-gazda adecvatd a respectivei constructii genetice,

d.exprimarea constructiei genetice de citre respectiva celuld-gazda adecvata.

15. Metoda in conformitate cu Revendicarea 14, care mai cuprinde izolarea si purificarea
constructiei de recunoastere a antigenului din celula-gazdd adecvatd si, optional, reconstituirea
constructiei de recunoastere a antigenului intr-o celuld T.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisiniu, Republica Moldova
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