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DESCRIPCION
Receptores de linfocitos T para el VIH de alta afinidad

La presente invencién se refiere a receptores de linfocitos T (los TCR) que tienen la propiedad de unirse a
SLYNTVATL procedente del polipéptido Gag del VIH-HLA-A*0201. Los TCR comprenden al menos un dominio
variable de la cadena a de TCR y al menos un dominio variable de la cadena 3 de TCR.

Antecedentes de la invencion

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) es el virus causal del sindrome de inmunodeficiencia adquirida
(SIDA). El virus es un retrovirus envuelto que pertenece al grupo de los lentivirus. El péptido SLYNTVATL (SEQ ID
NO: 16) procede del producto génico g17 del gen Gag, uno de los nueve genes que constituyen el Virus de la
inmunodeficiencia humana 1 (VIH-1). El HLA-A*0201 carga el péptido y lo presenta en la superficie de las células
infectadas por el VIH. Por lo tanto, el complejo proporciona un marcador del VIH que los TCR pueden tener como
objetivo, por ejemplo, con el fin de suministrar agentes citotoxicos o inmunoestimulantes a las células infectadas. Sin
embargo, para ese fin, seria conveniente que el TCR tuviera una alta afinidad y/o una baja constante de disociacion
para el complejo péptido-HLA.

Anikeeva et al. (Journal of Immunological Methods 277 (2003) 75-86) describe un receptor de linfocitos T soluble
procedente de un clon de linfocitos T citotoxicos CD8+ D3 humano que reconoce el péptido inmunodominante
SLYNTVATL (SL9) de Gag del VIH en asociacion con la proteina HLA-A2 del complejo principal de
histocompatibilidad de clase 1.

Breve descripcion de la invencion

La invencién proporciona en un primer aspecto un receptor de linfocitos T (TCR) que tiene la propiedad de unirse a
SLYNTVATL-HLA-A*0201 y que comprende un dominio variable de la cadena a de TCR y un dominio variable de la
cadena 3 de TCR CARACTERIZADO POR QUE

el dominio variable de la cadena a de TCR tiene la secuencia de la Figura 1a y el dominio variable de la cadena 3 de
TCR tiene la secuencia de la Figura 1b, excepto que uno o mas de los aminoacidos de la region variable de la
cadena alfa 95T, 96N, 97S, 98G y 100A, utilizando la numeracién mostrada en la Figura 1a, esta/estan mutado(s)
y/o uno o mas de los aminodacidos de la regidn variable de la cadena beta 51Y, 52E, 53E y 54E, utilizando la
numeracion mostrada en la Figura 1b, esta/estan mutado(s).

El TCR puede comprender uno o mas de los aminoacidos de la regién variable de la cadena alfa 95S, 95G, 96A,
97H, 98D o 100S, utilizando la numeracion mostrada en la Figura 1a y/o uno o mas de los aminoacidos de la regién
variable de la cadena beta 51V, 51A, 52R, 52L, 53G o 54V, utilizando la numeracién mostrada en la Figura 1b.

El TCR puede comprender una de las secuencias de aminoacidos de la region variable de la cadena alfa mostrados
en la Figura 6a, 6b o 6¢c y/o una de las secuencias de aminoacidos de la regién variable de la cadena beta
mostradas en la Figura 7a o 7b. El TCR puede comprender los emparejamientos de las regiones variables de las
cadenas alfa y beta mostradas en la siguiente tabla:

Secuencia de la region variable de la cadena alfa,| Secuencia de la regién variable de la cadena beta,
Figura n.® Figura n.°
1a 7a

1a 7b

6a 1b

6b 1b

6¢c 1b

6b 7b

6¢c 7b

6b 7a

6¢c 7a

ElI TCR del primer aspecto puede comprender adicionalmente la secuencia de aminoacidos del dominio constante de
la cadena alfa mostrada en la Figura 8a, y/o una de las secuencias del dominio constante de aminoacidos de la
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cadena beta que se muestra en las Figuras 8b y 8c, que comprende opcionalmente una o mas sustituciones
fenotipicamente silenciosas.

El TCR puede ser un TCR dimérico que comprende:

un primer polipéptido en donde una secuencia correspondiente a una secuencia de la regién variable de la
cadena a de TCR esta fusionada al extremo N de una secuencia correspondiente a una secuencia extracelular
del dominio constante de la cadena a de TCR, y

un segundo polipéptido en donde una secuencia correspondiente a una secuencia de la regién variable de la
cadena 3 de TCR esta fusionada al extremo N de una secuencia correspondiente a una secuencia extracelular
del dominio constante de la cadena 3 de TCR,

estando los primero y segundo polipéptidos unidos por un enlace disulfuro entre restos de cisteina que sustituyen
a Thr 48 del exén 1 de TRAC*01 y Ser 57 del exdn 1 de TRBC1 *01 o TRBC2*01

El TCR puede estar unido covalentemente a un agente terapéutico o una fraccion detectable.

En un segundo aspecto, la presente invencion proporciona un complejo de TCR multivalente que comprende al
menos dos TCR del primer aspecto.

En un tercer aspecto, la presente invencion proporciona una célula que alberga un vector de expresion que
comprende un acido nucleico que codifica un TCR del primer aspecto.

En un cuarto aspecto, la presente invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende un TCR del
primer aspecto, o un complejo de TCR multivalente del segundo aspecto, o una pluralidad de células del tercer
aspecto, junto con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Descripcion detallada de la invencion

La medicion de la Ko y/o la (ko) en el presente documento puede realizarse por cualquiera de los métodos
conocidos. Un método preferente es el método de resonancia de plasmon superficial (Biacore) del Ejemplo 4.

A efectos de comparacion, la interaccion de una variante soluble unida por disulfuros del TCR para gag del VIH
parental (ver la SEQ ID NO: 9 para la cadena a de TCR y la SEQ ID NO: 10 para la cadena 3 de TCR) y el complejo
SLYNTVATL-HLA-A*0201 tiene una Kp de aproximadamente 85 nM y una constante de disociacion (kofr) de 2,21 x
102 S', medidas por el método basado en Biacore del Ejemplo 4.

El TCR para Gag del VIH parental especifico para el complejo SLYNTVATL-HLA-A*0201 tiene el siguiente uso de
los genes de la cadena Valfa y la cadena Vbeta:

Cadena alfa - TRAV12.2
Cadena beta: - TRBV 5.6

El TCR para Gag del VIH parental se puede usar como un molde a partir de cual se pueden producir los TCR de la
invencion con alta afinidad y/o baja constante de disociacion para la interaccion entre dichos TCR y el complejo
SLYNTVATL-HLA-A*0201. Por lo tanto, la invencién se refiere a TCR que estan mutados con respecto al dominio
variable de la cadena a (véase la Figura 1a y la SEQ ID NO: 1) y/o el dominio variable de la cadena B (véase la
Figura 1b y SEQ ID NO: 2) del TCR para Gag parental en al menos una regién determinante de complementariedad
(CDR) de las mismas y, opcionalmente, en al menos una region marco conservada del dominio variable de las
mismas. Ademas, se contempla que otras regiones hipervariables en los dominios variables de los TCR de la
invencion, tales como las regiones hipervariables 4 (HV4), puedan mutarse dentro de un TCR mutante de alta
afinidad.

La presentacion en fagos proporciona un medio mediante el cual se pueden generar bibliotecas de variantes del
TCR. Los métodos adecuados para la presentacion en fagos y la posterior exploracion de bibliotecas de variantes de
TCR conteniendo cada una un enlace disulfuro entre cadenas no nativo se detallan en (Li et al., (2005) Nature
Biotech 23 (3): 349-354) y el documento WO 2004/04404.

Los TCR nativos existen en las formas heterodiméricas af§ o yd. Sin embargo, se han demostrado anteriormente que
los TCR recombinantes que consisten en una Unica cadena de TCR a o TCR B se unen a las moléculas de péptido
MHC.

Como serd obvio para los expertos en la materia, la mutacion (o mutaciones) en la secuencia de la cadena a de TCR
y/o la secuencia de la cadena 3 de TCR pueden ser una o mas de sustituciones, deleciones o inserciones. Estas
mutaciones pueden llevarse a cabo utilizando cualquier método apropiado, incluyendo, pero sin limitacién, los
basados en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), procedimientos de clonacién basados en enzimas de
restriccion o clonacion independiente de ligacion (LIC). Estos métodos se detallan en muchos de los textos de
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biologia molecular habituales. Para detalles adicionales con respecto a la mutagénesis por reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) y la clonacién basada en enzimas de restriccion, véase (Sambrook y Russell, (2001) Molecular
Cloning - A Laboratory Manual (32 Ed.) CSHL Press). Puede encontrar informacion adicional sobre los
procedimientos de LIC en (Rashtchian, (1995) Curr Opin Biotechnol 6 (1): 30-6)

Cabe sefialar que cualquier TCR af3 que comprenda un uso similar de los genes de Valfa y Vbeta y, por lo tanto, una
secuencia de aminoacidos del TCR para Gag del VIH podria ser un TCR de molde conveniente. Entonces seria
posible introducir en el ADN que codifica uno o ambos dominios variables del TCR aff molde los cambios necesarios
para producir los TCR mutados de alta afinidad de la invencion. Como sera obvio para los expertos en la materia, las
mutaciones necesarias podrian introducirse mediante varios métodos, por ejemplo, mutagénesis dirigida.

A menos que se indique lo contrario, las secuencias de aminoacidos de TCR en el presente documento en general
se proporcionan incluyendo un resto de metionina (Met o M) N-terminal. Como sabran los expertos en la materia,
este resto puede eliminarse durante la produccion de proteinas recombinantes. Como también sera obvio para los
expertos en la materia, puede ser posible truncar las secuencias proporcionadas en el extremo C y/o el extremo N
de las mismas, en 1, 2, 3, 4, 5 0 mas restos, sin afectar sustancialmente las caracteristicas de unién a pMHC del
TCR, todas estas variantes triviales estan abarcadas por la presente invencion.

Como se usa en el presente documento, se entiende que la expresion "region variable" abarca todos los
aminoacidos de un TCR dado que no estan incluidos dentro del dominio constante codificado por el gen TRAC para
las cadenas a de TCR y los genes TRBC1 o TRBC2 para las cadenas (3 de TCR. (T cell receptor Factsbook, (2001)
LeFranc y LeFranc, Academic Press, ISBN 0-12-441352-8)

Como se usa en el presente documento, se entiende que la expresion "dominio variable" abarca todos los
aminoacidos de un TCR dado que estan codificados por un gen TRAV para las cadenas a de TCR y un gen TRBV
para las cadenas B de TCR. (T cell receptor Factsbook, (2001) LeFranc y LeFranc, Academic Press, ISBN 0-12-
441352-8)

Como conocen los expertos en la materia, parte de la diversidad del repertorio del TCR se debe a las variaciones
que se producen en el aminoacido codificado por el codén en el limite entre la regién variable, como se define en el
presente documento, y el dominio constante. Por ejemplo, el coddn que esta presente en este limite en la secuencia
de TCR para Gag de VIH parental da como resultado la presencia del resto de Histidina (H) en el C-terminal de las
secuencias de la regidn variable en el presente documento. Esta histidina reemplaza el resto de Asparagina (N) N-
terminal codificado por el gen TRAC mostrado en la Figura 8a.

Los TCR de la invencion pueden comprender la mutacion de uno o mas de los aminoacidos de la regién variable de
la cadena alfa correspondientes a: 95T, 96N, 97S, 98G y 100A a los aminoacidos:

958 0G
96A
97H
98D
100S

La numeracién utilizada anteriormente es la misma que se muestra en la Figura 1ay la SEQ ID NO: 1.

Los TCR de la invencién pueden comprender la mutacion de uno o mas de los aminoacidos de la regién variable de
la cadena beta correspondientes a los enumerados a continuacion, con respecto al aminoacido que aparece en
estas posiciones en la secuencia proporcionada para la region variable de la cadena alfa del TCR para Gag del VIH
nativo de la cadena beta del TCR para Gag del VIH nativo en la Figura 1b y la SEQ ID NO: 2. Los aminoacidos que
se pueden mutar a los que se hace referencia son: 51Y, 52E, 53E y 54E a:

51Vo A
52RolL
53G
54V

La numeracion utilizada anteriormente es la misma que se muestra en la Figura 1b y la SEQ ID NO: 2

Los TCR de la invencion pueden comprender una de las secuencias de aminoacidos de la region variable de la
cadena alfa mutadas que se muestran en la Fig. 6 (las SEQ ID NO: 11 a 13). Las variantes fenotipicamente
silenciosas de tales TCR también forman parte de la presente invencion.

Los TCR de la invencién pueden comprender una de las secuencias de aminoacidos de la regién variable de la

cadena beta mutados mostrados en la Figura 7. (las SEQ ID NO: 14 y 15). Las variantes fenotipicamente silenciosas
de tales TCR también forman parte de la presente invencion.
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Los TCR nativos existen en las formas heterodiméricas a8 o yd. Sin embargo, se ha demostrado anteriormente que
los TCR recombinantes que consisten en homodimeros aa o B3 se unen a las moléculas de péptido MHC.

Los TCR de la invencion pueden comprender la secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena alfa y
las combinaciones de secuencias de aminoacidos de la regién variable de la cadena beta que se enumeran a
continuacion:

Secuencia de la region variable de la cadena alfa, Secuencia de la region variable de la cadena beta,
SEQ ID NO: SEQ ID NO:
1 2
1 14
1 15
11 2
12 2
13 2
12 15
13 15
12 14
13 14

Los TCR de la invencion pueden comprender las combinaciones de regiones variables detalladas anteriormente,
comprenden adicionalmente la secuencia de aminoacidos del dominio constante de la cadena alfa que mostrada en
la Figura 8a (SEQ ID NO: 19) y una de las secuencias del dominio constante de aminoacidos de la cadena beta
mostrada en las Figuras 8b y 8c (las SEQ ID NO: 20 y 21) o las variantes fenotipicamente silenciosas de las mismas.
Como se usa en el presente documento, la expresién "variantes fenotipicamente silenciosas" se refiere a los TCR
que incorporan cambios menores en el dominio constante y/o las regiones variables de los mismos en comparacion
con los detallados anteriormente, sin alterar la afinidad y/o la constante de disociacién para la interaccion con el
complejo SLYNTVATL-HLA-A*0201. En un amplio aspecto, los TCR de la invencién estan en forma de TCR
monocatenarios (TCRmc) o de TCR diméricos (TCRd), como se describe en los documentos WO 04/033685 y WO
03/020763.

Una forma adecuada de TCRmc comprende un primer segmento constituido por una secuencia de aminoacidos
correspondiente a una region variable de la cadena a de TCR, un segundo segmento constituido por una secuencia
de aminoacidos correspondiente a una secuencia de la region variable de la cadena B de TCR fusionada al extremo
N de una secuencia de aminoacidos correspondiente a una secuencia extracelular del dominio constante de la
cadena 3 de TCR, y una secuencia enlazadora que une el extremo C del primer segmento al extremo N del segundo
segmento.

Como alternativa, el primer segmento puede estar constituido por una secuencia de aminoacidos correspondiente a
una region variable de la cadena B de TCR, el segundo segmento puede estar constituido por una secuencia de
aminoacidos correspondiente a una secuencia de la region variable de la cadena a de TCR fusionada al extremo N
de una secuencia de aminoacidos correspondiente a una secuencia extracelular del dominio constante de la cadena
ade TCR

Los TCRmc anteriores pueden comprender adicionalmente un enlace disulfuro entre las primera y segunda cadenas,
siendo dicho enlace disulfuro uno que no tiene equivalente en los receptores de linfocitos Tap nativos, y en donde la
longitud de la secuencia enlazadora y la posicidon del enlace disulfuro son tales que las secuencias del dominio
variable del primero y segundo segmentos se orientan de forma reciproca sustancialmente como en los receptores
de linfocitos T af nativos.

De forma mas concreta, el primer segmento puede estar constituido por una secuencia de aminoacidos
correspondiente a una secuencia de la region variable de la cadena a de TCR fusionada al extremo N de una
secuencia de aminoacidos correspondiente a una secuencia extracelular del dominio constante de la cadena a de
TCR, el segundo segmento puede estar constituido por una secuencia de aminoacidos correspondiente a una region
variable de la cadena B de TCR fusionada al extremo N de una secuencia de aminoacidos correspondiente a la
secuencia extracelular del dominio constante de la cadena B de TCR, y se puede proporcionar un enlace disulfuro
entre la primera y segunda cadenas, siendo dicho enlace disulfuro uno que no tiene equivalente en los receptores de
linfocitos Tap nativos.
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En las formas de TCRmc anteriores, la secuencia enlazadora puede unir el extremo C del primer segmento al
extremo N del segundo segmento, y puede tener la formula -PGGG-(SGGGG)n-P- en donde nes 506 y P es
prolina, G es glicina y S es serina.

-PGGG-SGGGGSGGGGSGEGGSGEGEESGGEGEG-P (SEQIDNO: 17)
-PGGG-SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG-P (SEQ ID NO: 18)

Una forma de TCRd adecuada de los TCR de la presente invencién comprende

un primer polipéptido en donde una secuencia correspondiente a una secuencia de la region variable de la cadena a
de TCR esta fusionada al extremo N de una secuencia correspondiente a una secuencia extracelular del dominio
constante de la cadena a de TCR, y un segundo polipéptido en donde una secuencia correspondiente a una
secuencia de la region variable de la cadena B de TCR esta fusionada al extremo N de una secuencia
correspondiente a una secuencia extracelular del dominio constante de la cadena 8 de TCR, estando los primero y
segundo polipéptidos unidos por un enlace disulfuro que no tiene equivalente en receptores de linfocitos T af
nativos.

El primer polipéptido puede comprender una secuencia de la regidn variable de la cadena a de TCR fusionada al
extremo N de una secuencia correspondiente a una secuencia extracelular del dominio constante de la cadena a de
TCR, y un segundo polipéptido en donde una secuencia correspondiente a una secuencia de la region variable de la
cadena 3 de TCR esta fusionada al extremo N de una secuencia correspondiente a una secuencia extracelular del
dominio constante de la cadena B de TCR, estando los primero y segundo polipéptidos unidos por un enlace
disulfuro entre restos de cisteina que sustituyen a Thr 48 del exén 1 de TRAC*01 y Ser 57 del ex6n 1 de TRBC1*01
o TRBC2*01 o los equivalentes no humanos de los mismos. ("TRAC", etc. nomenclatura en el presente documento
segun T cell receptor Factsbook, (2001) LeFranc y LeFranc, Academic Press, ISBN 0-12-441352-8)

La forma de TCRd o TCRmc de los TCR de la invencion puede tener secuencias de aminoacidos correspondientes a
las secuencias del dominio constante extracelular y de region variable del TCR aff humano, y un enlace disulfuro
puede unir los restos de aminoacidos de dichas secuencias del dominio constante, cuyo enlace disulfuro no tiene
equivalente en TCR nativos. El enlace disulfuro esta entre los restos de cisteina correspondientes a los restos de
aminoacidos cuyos atomos de carbono 8 estan separados por menos de 0,6 nm en los TCR nativos, por ejemplo
entre restos de cisteina que sustituyen a Thr 48 del exén 1 de TRAC*01 y Ser 57 del exdon 1 de TRBC1*01 o
TRBC2*01 o los equivalentes no humanos de los mismos. Otros sitios donde se pueden introducir cisteinas para
formar el enlace disulfuro son los siguientes restos en el exén 1 de TRAC*01 para la cadena a de TCR y TRBC1*01
o TRBC2*01 para la cadena 3 de TCR:

cadena a del | cadena 3 del | Separacion de los carbonos 3
TCR TCR nativos (nm)
Thr 45 Ser 77 0,533
Tyr 10 Ser 17 0,359
Thr 45 Asp 59 0,560
Ser 15 Glu 15 0,59

Ademas del enlace disulfuro no nativo al que se hace referencia anteriormente, la forma TCRs o TCRmc de los TCR
de la invencion puede incluir un enlace disulfuro entre los restos correspondientes a los unidos por un enlace
disulfuro en los TCR nativos.

La forma TCRd o TCRmc de los TCR de la invencién preferentemente no contiene una secuencia correspondiente a
secuencias transmembrana o citoplasmicas de los TCR nativos.

Los TCR de la invencion se unen fuertemente al SLYNTVATL-HLA-A2*0201. Estos TCR también se unen, en cierta
medida, a las variantes de origen natural modificadas pero aun utiles de SLYNTVATL procedente de Gag del VIH
cuando esta cargado en el HLA-A*0201. Las variantes del SLYNTVATL que se han aislado de pacientes con SIDA
incluyen las siguientes (Sewell et al., (1997) Eur J Immunol. 27: 2323-2329):

SLENTVATL

SLENTVAVL

SLSNTVATL

SSENTVATL

SLLNTVATL
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SLYNTIATL

SLYNTIAVL

SLENTIATL

SLENTIAVL

SLENEVATL
Los aminoacidos mutados estan subrayados.
Monémeros de TCR PEGilados

El TCR de la invencién puede estar asociado con al menos una cadena (o cadenas) de polialquilenglicol. Esta
asociacion puede provocarse de varias maneras conocidas por los expertos en la materia. La cadena (o cadenas) de
polialquileno pueden estar unidas covalentemente al TCR. En una realizacion adicional, las cadenas de
polietilenglicol del presente aspecto de la invencion comprenden al menos dos unidades de repeticion de polietileno.

Complejos de TCR multivalentes

Un aspecto de la invencion proporciona un complejo de TCR multivalente que comprende, al menos, dos TCR de la
invencion. Al menos dos moléculas de TCR pueden estar unidas a través de fracciones enlazadoras para formar
complejos multivalentes. Preferentemente, los complejos son solubles en agua, por lo que la fraccion enlazadora
debe seleccionarse en consecuencia. Ademas, es preferente que la fraccion enlazadora tenga la capacidad de
unirse a posiciones definidas en las moléculas de TCR, de modo que se minimice la diversidad estructural de los
complejos formados. Puede proporcionarse un complejo de TCR en donde la secuencia de la cadena de polimero o
del enlazador peptidico se extiende entre los restos de aminoacido de cada TCR que no estan emplazados en una
secuencia de la region variable del TCR.

Dado que los complejos de la invencion pueden usarse en medicina, las fracciones enlazadoras deben elegirse
teniendo en cuenta su idoneidad farmacéutica, por ejemplo, su inmunogenicidad.

Se conocen en la técnica ejemplos de fracciones enlazadoras que cumplen los criterios convenientes anteriores, por
ejemplo, la técnica de unir fragmentos de anticuerpo.

Existen dos clases de enlazadores que son preferentes para su uso en la producciéon de las moléculas de TCR
multivalentes de la presente invencion. Un complejo de TCR de la invencion puede tener los TCR unidos por una
cadena de polialquilenglicol.

Los primeros son polimeros hidréfilos tales como los polialquilenglicoles. Los mas utilizados de esta clase estan
basados en polietilenglicol o PEG, cuya estructura se muestra a continuacion.

HOCH2CH20 (CH2CH20)n-CH2CH20H

en donde n es mayor que dos. Sin embargo, otros basados en otros polialquilenglicoles adecuados, opcionalmente
sustituidos, incluyen polipropilenglicol y copolimeros de etilenglicol y propilenglicol.

Dichos polimeros pueden usarse para tratar o conjugar agentes terapéuticos, particularmente polipéptidos o
proteinas terapéuticas, para lograr cambios beneficiosos en el perfil de PK del agente terapéutico, por ejemplo,
aclaramiento renal reducido, semivida en plasma mejorada, inmunogenicidad reducida y solubilidad mejorada. Se
cree que tales mejoras en el perfil de PK del conjugado terapéutico de PEG son el resultado de la molécula o
moléculas de PEG que forman una 'cubierta’ alrededor del agente terapéutico, lo que impide estéricamente la
reaccion con el sistema inmunitario y reduce la degradacion proteolitica. (Casey et al., (2000) Tumor Targetting 4
235-244). El tamano del polimero hidréfilo usado se puede seleccionar en particular sobre la base del uso
terapéutico pretendido del complejo de TCR. Hay numerosos articulos de revision y libros que detallan el uso del
PEG y de moléculas similares en formulaciones farmacéuticas. Por ejemplo, véase Harris (1992) Polyethylene Glycol
Chemistry - Biotechnical and Biomedical Applications, Plenum, Nueva York, NY. o Harris y Zalipsky (1997) Chemistry
and Biological Applications of Polyethylene Glycol ACS Books, Washington, D.C.

El polimero utilizado puede tener una conformacioén lineal o ramificada. Las moléculas de PEG ramificadas, o
derivados de las mismas, se puede inducir mediante la adicion de fracciones de ramificacion que incluyen glicerol y
oligémeros de glicerol, pentaeritritol, sorbitol y lisina.

Habitualmente, el polimero tendra en su estructura un grupo o grupos quimicamente reactivos, por ejemplo, en uno o
ambos extremos y/o en las ramificaciones a partir de cadena principal, para permitir que el polimero se una a los
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sitios diana en el TCR. Este grupo o grupos quimicamente reactivos pueden unirse directamente al polimero hidréfilo
o puede haber un grupo/fraccion espaciadora entre el polimero hidrdéfilo y el grupo quimico reactivo como se muestra
a continuacion:

grupo quimico reactivo-polimero hidréfilo-grupo quimico reactivo
grupo quimico reactivo-espaciador-polimero hidréfilo-espaciador grupo quimico reactivo

El espaciador utilizado en la formacién de construcciones del tipo descrito anteriormente puede ser cualquier
fraccion organica que sea una cadena no reactiva, quimicamente estable. Dichos espaciadores incluyen, pero no se
limitan a, los siguientes:

-(CH2)-endonden=2a5
-(CH2)sNHCO(CH2)2

Un complejo de TCR de la invencion puede tener un radical espaciador de alquileno divalente emplazado entre la
cadena de polialquilenglicol y su punto de unién a un TCR del complejo.

Un complejo de TCR de la invencién puede tener una cadena de polialquilenglicol que comprende al menos dos
unidades de repeticién de polietilenglicol.

Hay varios proveedores comerciales de polimeros hidrofilos unidos, directamente o a través de un espaciador, a
grupos quimicos reactivos que pueden ser de utilidad en la presente invencién. Estos proveedores incluyen Nektar
Therapeutics (CA, EE. UU.), NOF Corporation (Japon), Sunbio (Corea del Sur) y Enzon Pharmaceuticals (NJ, EE.
uu.).

Los polimeros hidréfilos disponibles en el mercado unidos, directamente o a través de un espaciador, a grupos
quimicos reactivos que pueden ser de utilidad en la presente invencion incluyen, pero no se limitan, los siguientes:

Descripcion del enlazador de PEG Fuente de PEG Numero de catalogo

Union del monémero de TCR

5K lineal (Maleimida) Nektar 2D2MOHO1

20K lineal (Maleimida) Nektar 2D2MOPO1

20K lineal (Maleimida) NOF Corporation SUNBRIGHT ME-200MA

20K ramificado (Maleimida) NOF Corporation SUNBRIGHT GL2-200MA
30K lineal (Maleimida) NOF Corporation SUNBRIGHT ME-300MA

Descripcion del enlazador de PEG Fuente de PEG Numero de catalogo

PEG 40K ramificado (Maleimida) Nektar 2D3X0TO1

5K-NP lineal (para union de Lys) NOF Corporation SUNBRIGHT MENP-50H

10K-NP lineal (para union de Lys) NOF Corporation SUNBRIGHT MENP-10T

20K-NP lineal (para unién de Lys) NOF Corporation SUNBRIGHT MENP-20T

Enlazadores de dimeros de TCR

3,4K lineal (Maleimida) Nektar 2D2DOFO2
5K bifurcado (Maleimida) Nektar 2D2DOHOF
10K lineal (con enlazadores de ortopiridil ds en lugar de|Sunbio

Maleimida)

20K bifurcado (Maleimida) Nektar 2D2DOPOF
20K lineal (Maleimida) NOF Corporation

40K bifurcado (Maleimida) Nektar 2D3XOTOF




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2699 320 T3

Descripcion del enlazador de PEG Fuente de PEG Numero de catalogo

Multimeros de TCR de un orden superior

15K, 3 brazos, Mals (pata trimeros) Nektar OJOONO3
20K, 4 brazos, Mals (pata tetrameros) Nektar 0OJOOPO4
40 K, 8 brazos, Mals (pata octameros) Nektar 0JOOTO8

Se puede utilizar una amplia diversidad de quimicas de acoplamiento para acoplar moléculas de polimeros a
agentes terapéuticos de proteinas y péptidos. La elecciéon de la quimica de acoplamiento mas apropiada depende en
gran medida del sitio de acoplamiento deseado. Por ejemplo, las siguientes quimicas de acoplamiento se han
utilizado unidas a uno o mas de los extremos de las moléculas de PEG (Fuente: catalogo de 2003 de Nektar
Molecular Engineering):

N-maleimida

Vinil sulfona

Carbonato de benzotriazol
Succinimidil proprionato
Succinimidil butanoato
Tioéster

Acetaldehidos

Acrilatos

Biotina

Aminas primarias

Como se indicod anteriormente, los polimeros no basados en PEG también proporcionan enlazadores adecuados
para multimerizar los TCR de la presente invencion. Por ejemplo, se pueden usar fracciones que contienen extremos
de maleimida unidos por cadenas alifaticas tales como BMH y BMOE (Pierce, N.° de producto 22330 y 22323).

La otra clase de enlazadores de TCR son los enlazadores peptidicos. Estos enlazadores estan compuestos por
cadenas de aminoacidos y funcionan para producir enlazadores simples o dominios de multimerizacion a los que se
pueden unir las moléculas de TCR. El sistema de biotina/estreptavidina se ha utilizado anteriormente para producir
tetrameros de TCR (véase el documento WO/99/60119) para estudios de unién in vitro. Sin embargo, la
estreptavidina es un polipéptido obtenido de microbios y, como tal, no es el mas adecuado para su uso en un agente
terapéutico.

Un complejo de TCR de la invencion puede tener los TCR unidos por un enlazador peptidico derivado de un dominio
de multimerizaciéon humano.

Hay varias proteinas humanas que contienen un dominio de multimerizacién que podria usarse en la produccion de
complejos de TCR multivalentes. Por ejemplo, el dominio de tetramerizacion de p53 que se ha utilizado para producir
tetrameros de fragmentos de anticuerpo scFv que mostraron una mayor persistencia en suero y una constante de
disociacion significativamente reducida, en comparaciéon con el fragmento monomérico de scFV. (Willuda et al.
(2001) J. Biol. Chem. 276 (17) 14385-14392). La hemoglobina también tiene un dominio de tetramerizacién que
podria utilizarse potencialmente para este tipo de aplicacion.

Un complejo de TCR multivalente de la invencion puede comprender al menos dos TCR, en donde al menos uno de
dichos TCR esta asociado con un agente terapéutico.

Un TCR (o un complejo multivalente del mismo) de la presente invencion puede comprender como alternativa o
adicionalmente una cisteina reactiva en el C-terminal o N-terminal de las cadenas alfa o beta del mismo.

Uso diagnéstico y terapéutico

El TCR de la invencion puede estar asociado con un agente terapéutico o fraccién detectable. Por ejemplo, dicho
agente terapéutico o fraccion detectable puede estar unido covalentemente al TCR.

Dicho agente terapéutico o fraccion detectable puede estar unido covalentemente al extremo C de una o ambas
cadenas del TCR.

El TCRmc de una o ambas cadenas del TCRd de los TCR de la presente invencidon pueden marcarse con una
fraccion detectable, por ejemplo, un marcador que sea adecuado para fines diagnoésticos. Dichos TCR marcados son
utiles en un método para detectar un complejo SLYNTVATL-HLA-A*0201, cuyo método comprende poner en
contacto el ligando del TCR con un TCR (o un complejo de TCR multimérico de alta afinidad) que es especifico para
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el ligando de TCR; y detectar la union al ligando de TCR. En los complejos de TCR tetraméricos formados, por
ejemplo, utilizando heterodimeros biotinilados, se puede usar estreptavidina fluorescente para proporcionar un
marcador detectable. Dicho tetramero de TCR marcado de forma fluorescente es adecuado para su uso en el
andlisis por FACS, por ejemplo, para detectar células presentadoras de antigeno que portan el complejo
SLYNTVATL-HLA-A*0201 para el cual estos TCR de alta afinidad son especificos.

Otra manera en la que los TCR solubles de la presente invencion pueden detectarse es mediante el uso de
anticuerpos especificos para el TCR, en particular anticuerpos monoclonales. Hay muchos anticuerpos anti-TCR
disponibles en el mercado, tales como aF1 y BF1, que reconocen los dominios constantes de las cadenas a y {3,
respectivamente.

Como alternativa o adicionalmente, un TCR (o un complejo multivalente del mismo) de la presente invencion puede
estar asociado (por ejemplo, covalentemente o vinculado de otra forma) un agente terapéutico que puede ser, por
ejemplo, una fraccion téxica para su uso en la destruccion celular, o una molécula efectora inmunitaria tal como una
interleucina o una citocina. Un complejo de TCR multivalente de la invencion puede tener una capacidad de union
potenciada para un ligando de TCR, en comparacion con un heterodimero no multimérico de tipo silvestre o receptor
de células T de la invencién. Por lo tanto, los complejos de TCR multivalentes de acuerdo con la invenciéon son
particularmente Utiles para rastrear o tener dirigirse a células que presentan complejos de SLYNTVATL-HLA-A*0201
in vitro o in vivo,, y también son Utiles como intermediarios para la producciéon de complejos de TCR multivalentes
adicionales que tengan tales usos. Estos TCR o complejos de TCR multivalentes pueden, por lo tanto,
proporcionarse en una formulacion farmacéuticamente aceptable para uso in vivo.

Se describe un método para suministrar un agente terapéutico a una célula diana, método que comprende poner en
contacto las células diana potenciales con un TCR o complejo de TCR multivalente en conformidad con la invencion,
en condiciones que permitan la unién del TCR o complejo de TCR multivalente a la célula diana, siendo dicho TCR o
complejo de TCR multivalente especifico para el complejo SLYNTVATL-HLA-A*0201 y teniendo el agente
terapéutico asociado a él.

En particular, el TCR soluble o complejo de TCR multivalente de la presente invencién se puede usar para
suministrar agentes terapéuticos al emplazamiento de las células que presentan un antigeno particular. Esto seria
util en muchas situaciones y, en particular, frente a células infectadas por el VIH. Se podria suministrar un agente
terapéutico de forma que ejerza su efecto de forma local pero no solo sobre la célula a la que se une. Por lo tanto,
una estrategia particular contempla moléculas citotéxicas o inmunoestimulantes unidas a los TCR o complejos de
TCR multivalentes de acuerdo con la invencién especificos para el complejo SLYNTVATL-HLA- A*0201.

Se podrian emplear muchos agentes terapéuticos para este uso, por ejemplo, compuestos radiactivos, enzimas (por
ejemplo, perforina) o agentes quimioterapéuticos (por ejemplo cis-platino). Para garantizar que los efectos téxicos se
ejercen en el emplazamiento deseado, la toxina podria estar dentro de un liposoma unida a estreptavidina, de forma
que el compuesto se libere lentamente. Esto evitara los efectos dafinos durante el transporte en el cuerpo y
garantizara que la toxina tenga un efecto maximo después de la unién del TCR a las células presentadoras de
antigeno pertinentes.

Otros agentes terapéuticos adecuados incluyen:

. agentes citotoxicos de molécula pequefia, es decir, compuestos con la capacidad de destruir células de
mamifero que tienen un peso molecular de menos de 700 daltons. Dichos compuestos también podrian
contener metales toxicos que tienen la capacidad de tener un efecto citotdxico. Ademas, debe entenderse
que estos agentes citotdxicos de molécula pequefia también incluyen profarmacos, es decir, compuestos que
se descomponen o se convierten en condiciones fisiolégicas para liberar agentes citotdxicos. Los ejemplos de
tales agentes incluyen cis-platino, derivados de maitansina, rachelmicina, caliqueamicina, docetaxel,
etopdsido, gemcitabina, ifosfamida, irinotecan, melfalan, mitoxantrona, Porfimero de sodio Photofrin II,
temozolmida, topotecan, glucuronato de trimetreato, auristatina E, vincristina y doxorrubicina;

. citotoxinas peptidicas, es decir, proteinas o fragmentos de las mismas con la capacidad de destruir células de
mamifero. Incluyendo, pero sin limitacion, ricina, toxina diftérica, exotoxina A bacteriana de pseudomonas,
ADNasa y ARNasa;

. radionuclidos, es decir, is6topos inestables de elementos que se desintegran con la emision simultanea de

una o mas de particulas a o B, o rayos vy, incluyendo, pero sin limitacion, yodo 131, renio 186, indio 111, itrio
90, bismuto 210 y 213, actinio 225 y astatina 213; se pueden usar agentes quelantes para facilitar la
asociacion de estos radiontclidos a los TCR de alta afinidad, o multimeros de los mismos;

. profarmacos, incluyendo, pero sin limitacién, profarmacos enzimaticos dirigidos por anticuerpos;

. inmunoestimulantes, es decir, fracciones que estimulan la respuesta inmunitaria. Incluyendo, pero sin
limitacion, citocinas tales como IL-2 e IFN, superantigenos y mutantes de los mismos, fusiones de TCR-HLA y
quimiocinas tales como IL-8, factor plaquetario 4, proteina estimulante del crecimiento del melanoma, etc.,
anticuerpo o fragmentos de los mismos, activadores del complemento, dominios proteicos xenogénicos,
dominios proteicos alogénicos, dominios de proteinas viricas/bacterianas, péptidos viricos/bacterianos y
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anticuerpos anti-determinantes de linfocitos T (por ejemplo, anti-CD3 o anti-CD28) o analogos de anticuerpos
tales como Nanobodies™ y Affybodies ™.

Los TCR solubles o complejos de TCR multivalentes de la invencién se pueden unir a una enzima que tenga la
capacidad de convertir un profarmaco en un farmaco. Esto permite que el profdrmaco se convierta en el farmaco
solo en el sitio donde se precisa (es decir, dirigido por el TCRs).

Se espera que los TCR especificos para SLYNTVATL (SEQ ID NO: 16)-HLA-A*0201 de alta afinidad divulgados en
el presente documento se puedan usar en métodos para el diagndéstico y tratamiento del SIDA.

Para el tratamiento, el emplazamiento del agente terapéutico en la vecindad de las células infectadas por el VIH
(CD4+) potenciaria el efecto de las toxinas o los inmunoestimulantes. Para el suministro de la vacuna, el antigeno de
vacuna podria emplazarse en la vecindad de las células presentadoras de antigeno, potenciando asi la eficacia del
antigeno. El método también se puede aplicar para fines de obtencion de imagenes.

En el presente documento se describe una preparacion de membranas que comprende un TCR de la invencion.
Dicha preparaciéon de membranas puede prepararse a partir de células o puede comprender una membrana
sintética.

La presente invencién proporciona una célula que alberga un vector de expresion que comprende un acido nucleico
que codifica un TCR de la invencion. Por ejemplo, dicha célula puede ser un linfocito T.

La presente invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende:

un TCR o un complejo de TCR multivalente de la invencion (opcionalmente, asociado con un agente terapéutico), o
una pluralidad de células que albergan un vector de expresion que comprende un acido nucleico que codifica un
TCR de la invencioén, junto con un vehiculo farmacéuticamente aceptable;

En el presente documento se describe un método de tratamiento del SIDA que comprende administrar a un sujeto
que padece tal SIDA, una cantidad eficaz de un TCR o un complejo de TCR multivalente de la invencién, o una
preparaciéon de membranas que comprende un TCR de la invencién, o una pluralidad de células que albergan un
vector de expresiéon que comprende un acido nucleico que codifica un TCR de la invencion. Se describe el uso de un
TCR o un complejo de TCR multivalente de la invencion, o una preparacion de membranas que comprende un TCR
de la invencion, o una pluralidad de células que albergan un vector de expresion que comprende un acido nucleico
que codifica un TCR de la invencién, en la preparacion de una composicion para el tratamiento del SIDA. Se
describen usos y métodos adicionales en donde el TCR, o complejo de TCR multivalente de la invencién, o una
preparacién de membranas que comprende un TCR de la invencion, se administra en una forma que esta asociada
con un agente terapéutico. Las células que albergan un vector de expresién que comprende un acido nucleico que
codifica un TCR de la invencion pueden ser linfocitos T CD8+.

Los TCR terapéuticos o de obtencion de imagenes generalmente se suministraran como parte de una composicion
farmacéutica estéril que, normalmente, incluira un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Esta composicion
farmacéutica puede estar en cualquier forma adecuada (dependiendo del método deseado de administracién a un
paciente). La inyeccidon se puede proporcionar en una forma farmacéutica unitaria, generalmente se proporcionara
en un recipiente sellado y se puede proporcionar como parte de un kit. Dicho kit normalmente incluiria (aunque no
necesariamente) las instrucciones de uso. Puede incluir una pluralidad de dichas formas farmacéuticas unitarias.

Sin pretender limitarse a teoria alguna, se espera que los TCR de la invenciéon proporcionen agentes de
direccionamiento eficaces que tengan la capacidad de suministrar agentes terapéuticos tales como
inmunoestimulantes y/o agentes citotoxicos a células (CD4+) infectadas por VIH. En particular, se espera que la
administracion de los TCR de la presente invencion, cuando esté asociada con inmunoestimulantes y/o agentes
citotdxicos en combinacién con terapias convencionales con farmacos antirretrovirus y/o tratamiento con IL-2, pueda
dirigirse a las células infectadas por VIH.

La siguiente es un listado de los farmacos antirretroviricos actualmente aprobados para su uso en los EE. UU.:

Agenerasa (amprenavir) - inhibidor de proteasas

Combivir -combinacion de Retrovir (300 mg) y Epivir (150 mg)

Crixivan (indinavir) - inhibidor de proteasas

Epivir (3tc / lamivudina) - analogo nucleosidico inhibidor de la transcriptasa inversa
Epzicom (una combinacion de 2 inhibidores nucleosidicos de la (los INRT, en la misma pildora; 600 mg de
Ziagen (abacavir) y 300 mg of Epivir (3TC).

Emtriva [emtricitabina (FTC)]

Fortovase (saquinavir) - inhibidor de proteasas

Fuzeon (enfuvirtida) - Inhibidor de la fusion

Hivid (ddc / zalcitabina) - analogo nucleosidico inhibidor de la transcriptasa inversa
Invirase (saquinavir) - inhibidor de proteasas
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Kaletra (lopinavir) - inhibidor de proteasas

Lexiva (Fosamprenavir) Inhibidor de proteasas aprobado el 20/10/03

Norvir (ritonavir) - inhibidor de proteasas

Rescriptor (delavirdina) - analogo no nucleosidico inhibidor de la transcriptasa inversa
Retrovir, AZT (zidovudina) - analogo nucleosidico inhibidor de la transcriptasa inversa
Reyataz (atazanavir; BMS-232632) - inhibidor de proteasas

Sustiva (efavirenz) - analogo no nucleosidico inhibidor de la transcriptasa inversa
Trizivir (3 no nucleosidicos en un comprimido; abacavir + zidovudina + lamivudina
Truvada (Emtricitabina + Tenofovir DF)

Videx (ddl / didanosina) analogo nucleosidico inhibidor de la transcriptasa inversa
Videx EC; (ddl / didanosina) analogo nucleosidico inhibidor de la transcriptasa inversa;
Viracept (nelfinavir) - inhibidor de proteasas

Viramune (nevirapina) - analogo no nucleosidico inhibidor de la transcriptasa inversa
Viread (tenofovir disoproxil fumarato) analogo nucleosidico inhibidor de la transcriptasa inversa (de tipo
Adenosine)

Zerit (d4t / stavudina) - analogo nucleosidico inhibidor de la transcriptasa inversa
Ziagen (abacavir) - analogo nucleosidico inhibidor de la transcriptasa inversa

La composicién farmacéutica puede adaptarse para su administracion por cualquier via apropiada, por ejemplo,
parenteral, transdérmica o a través de inhalacién, preferentemente una via parenteral (incluyendo subcutanea,
intramuscular o, muy preferentemente, intravenosa). Dichas composiciones se pueden preparar mediante cualquier
método conocido en la técnica de farmacia, por ejemplo, mezclando el principio activo con el vehiculo (o vehiculos) o
excipiente (o excipientes) en condiciones estériles.

Las dosificaciones de las sustancias de la presente invencion pueden variar entre amplios limites, dependiendo de la
enfermedad o trastorno a tratar, la edad y el estado del individuo a tratar, etc., y un médico determinara en ultima
instancia las dosificaciones apropiadas a utilizar.

Aspectos adicionales

Un TCRmc o TCRd (que preferentemente esta constituido por secuencias constantes y variables correspondientes a
secuencias humanas) de la presente invencion puede proporcionarse en forma sustancialmente pura, 0 como una
preparacion purificada o aislada. Por ejemplo, puede proporcionarse en una forma que esté sustancialmente libre de
otras proteinas.

La secuencia (o secuencias) del acido nucleico o de los acidos nucleicos que codifican los TCR de la invencion
pueden modificarse para optimizar el nivel de expresion obtenido en la célula hospedadora. La célula hospedadora
puede ser cualquier célula procariota o eucariota apropiada. Por ejemplo, la célula hospedadora puede ser una
célula de E. coli o un linfocito T humano. Las modificaciones hechas a estas secuencias genéticas son silenciosas,
es decir, no modifican la secuencia de aminoacidos codificada. Hay varias empresas que ofrecen tales servicios de
optimizacion de expresion, incluyendo, GeneArt, Alemania.

Se describe en el presente documento un método de produccién de un TCR de alta afinidad que tiene la propiedad
de unirse a SLYNTVATL-HLA-A*0201. CARACTERIZADO POR QUE el TCR (i) comprende al menos un dominio
variable de la cadena a de TCR y/o al menos un dominio variable de la cadena 3 de TCR vy (ii) tiene una Ko para
dicho complejo SLYNTVATL-HLA-A*0201 de menos de o igual a 1 yM y/o una constante de disociacion (koff) para el
complejo SLYNTVATL-HLA-A*0201 de 1x10-® S 0 mas baja, en donde el método comprende:

(a) la produccién de un TCR que comprende los dominios variables de las cadenas a y 8 del TCR para Gag del
VIH parental, en donde uno o ambos de dominios variables de las cadenas a y B comprenden una mutacion (o
mutaciones) en uno o mas de los aminoacidos identificados en las reivindicaciones 7 y 8;

(b) poner en contacto dicho TCR mutado con SLYNTVATL-HLA-A*0201 en condiciones adecuadas para permitir
la unién del TCR a SLYNTVATL-HLA-A*0201;

y medir la Kb y/o la koff de la interaccion.
Las caracteristicas preferentes de cada aspecto de la invenciéon son como para cada uno de los otros aspectos
mutatis mutandis.

Ejemplos

La invencion se describe con mas detalle en los ejemplos siguientes, que no limiten el alcance de la invencién de
ningun modo.

A continuacion, se hace referencia a los siguientes dibujos adjuntos, en las cuales:
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La Figura 1a y 1b detallan las secuencias de aminoacidos del dominio variable de la cadena alfa y del dominio
variable de la cadena beta del TCR para Gag del VIH, respectivamente.

Las Figuras 2a y 2b muestran respectivamente la secuencia de ADN de las versiones solubles de las cadenas a
y B del TCR para Gag parental.

Las Figuras 3a y 3b muestran respectivamente las secuencias de aminoacidos extracelulares de las cadenas a 'y
B del TCR para Gag del VIH producidas a partir de las secuencias de ADN de las Figuras 2a 'y 2b.

Las figuras 4a y 4b muestran respectivamente la secuencia de ADN de las versiones solubles de las cadenas a y
B del TCR para Gag del VIH mutadas para codificar restos de cisteina adicionales para formar un enlace
disulfuro no nativo. El codén mutado se indica mediante un sombreado y los sitios de reconocimiento de enzimas
de restriccion introducidos estan subrayados.

Las Figuras 5a y 5b muestran respectivamente las secuencias de aminoacidos extracelulares de las cadenas a y
B del TCR para Gag del VIH producidas a partir de las secuencias de ADN de las Figuras 4a y 4b. La cisteina
introducida en cada cadena se indica mediante un sombreado.

La Figura 6 detalla las secuencias de aminoacidos del dominio variable de la cadena alfa de las variantes de alta
afinidad del TCR para Gag del VIH.

La Figura 7 detalla las secuencias de aminoacidos del dominio variable de la cadena beta de las variantes de alta
afinidad del TCR para Gag del VIH.

La Figura 8a detalla la secuencia de aminoacidos de una porcion soluble de TRAC.

La Figura 8b detalla la secuencia de aminoacidos de una porcién soluble de TRBC1.

La Figura 8c detalla la secuencia de aminoacidos de una porcion soluble de TRBC2.

La Figura 9 detalla la secuencia de ADN del plasmido pEX954.

La Figura 10 detalla la secuencia de ADN del plasmido pEX821.

La Figura 11 detalla las secuencias de aminoacidos de la cadena beta de la variante de TCR para Gag del VIH
soluble parental fusionada a través de un enlazador peptidico a IL-2 humana de tipo silvestre. Los aminoacidos

del enlazador y de IL-2 se indican en cursiva.

La Figura 12 proporciona las curvas de respuesta de Biacore generadas para la interaccién del TCR para Gag
del VIH parental unido por disulfuro soluble y el complejo SLYNTVATL-HLA-A*0201.

La Figura 13 proporciona un mapa plasmidico del plasmido pEX954.
La Figura 14 proporciona un mapa plasmidico del plasmido pEX821.

La Figura 15a proporciona la secuencia de ADN de longitud completa de la cadena a del TCR Gag del VIH
parental optimizada para la expresion en linfocitos T humanos.

La Figura 15b proporciona la secuencia de ADN de longitud completa de la cadena 3 del TCR Gag del VIH
parental optimizada para la expresion en linfocitos T humanos.

La Figura 16a proporciona la secuencia de aminoacidos de longitud completa de la cadena a del TCR para Gag
del VIH parental.

La Figura 16b proporciona la secuencia de aminoacidos de longitud completa de la cadena 3 del TCR Gag del
VIH parental optimizada para la expresién en linfocitos T humanos.

La Figura 17a proporciona datos de analisis por FACS para linfocitos T CD8+ de control no transducidos.

La Figura 17b proporciona datos de analisis por FACS que demuestran la expresion del TCR para Gag del VIH
parental en la superficie de linfocitos T CD8+ transducidos.

Las Figuras 18a y 18b proporcionan las secuencias de aminoacidos de las cadenas alfa y beta de un TCR para
Gag del VIH c11c6 de alta afinidad unido por disulfuro soluble, respectivamente.
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La Figura 19 demuestra la capacidad de los TCR para Gag del VIH ¢11c6 de alta afinidad unidos por disulfuro
solubles para inhibir la activacion de la linea de linfocitos T policlonal OX84 reactiva con SLYNTVATL-HLA-
A*0201 en presencia de linfocitos To infectados con VIH, medido por la produccion de IFN-y y de TNF-a.

La Figura 20 demuestra la capacidad de los TCR para Gag del VIH c11c6 de alta afinidad unidos por disulfuro
solubles para inhibir la activacion de la linea de linfocitos T policlonal OX84 reactiva con SLYNTVATL-HLA-
A*0201 en presencia de linfocitos To no infectados pulsados con péptido SLYNTVATL, medido por la produccién
de IFN-y y de TNF-a.

La Figura 21 demuestra la capacidad de los TCR para Gag del VIH c11c6 de alta afinidad unidos por disulfuro
solubles para tefiir linfocitos T2 pulsados con péptido SLYNTVATL.

Ejemplo 1 - Produccién de TCR unidos por disulfuro solubles que comprenden las regiones variables del TCR para
Gag del VIH parental

Las Figuras 4a y 4b proporcionan las secuencias de ADN de las cadenas alfa beta unidas por disulfuro solubles de
un TCR parental que es especifico para el complejo SLYNTVATL-HLA-A*0201. Varias compafiias de investigacion
por contrato pueden sintetizar de novo estas secuencias de ADN, por ejemplo, GeneArt (Alemania). También se
afaden a estas secuencias de ADN sitios de reconocimiento de enzimas de restriccion para facilitar el ligamiento de
estas secuencias de ADN en los plasmidos de expresion basados en pGMT7, que contienen el promotor T7 para
una expresion de alto nivel en la cepa BL21-DE3 (pLysS) de E. coli (Pan et al., Biotechniques (2000) 29 (6): 1234-8)

Las secuencias de la cadena alfa de TCR contienen sitios de reconocimiento de las enzimas de restriccion Clal y
Salll introducidos y esta secuencia se ligé en pEX954 (véanse las Figuras 9 y 13) cortado con Clal y Xhol.

Las secuencias de la cadena beta de TCR contienen sitios de reconocimiento de las enzimas de restriccion Asel y
Agel introducidos y se ligaron en pEX821 (véanse las Figuras 10 y 14) cortado con Ndel/Agel.

Sitios de reconocimiento de enzimas de restricciébn como se introdujeron en el ADN que
codifica las cadenas de TCR

Clal - ATCGAT
Salll - GTCGAC
Asel - ATTAAT

Agel - ACCGGT

Ligamiento

El ADN cortado de las cadenas alfa y beta de TCR vy el vector cortado se ligaron utilizando un kit de ligamiento
rapido de ADN (Roche) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Los plasmidos ligados se transformaron en células E. coli cepa XL1-blue competentes y se sembraron en placas de
LB/agar que contenian ampicilina 100 mg/ml. Después de la incubacion durante una noche a 37 °C, se tomaron
colonias individuales y se cultivaron en 10 ml de LB que contenia ampicilina 100 mg/ml durante una noche a 37 °C
con agitacion. Los plasmidos clonados se purificaron utilizando un kit Miniprep (Qiagen) y el inserto se secuencio
utilizando un secuenciador de ADN automatizado (Lark Technologies).

Las Figuras 5a y 5b muestran respectivamente las secuencias de aminoacidos extracelulares de las cadenas a y B
del TCR para gag del VIH parental unidas por disulfuro producidas a partir de las secuencias de ADN de las Figuras
4avy4b

Ejemplo 2- Produccion de variantes de alta afinidad del TCR para Gag del VIH unido por disulfuro soluble

El TCR para Gag del VIH nativo unido por disulfuro soluble producido como se describe en el Ejemplo 1 puede
usarse como un molde a partir del cual se producen los TCR de la invencion que tienen una afinidad aumentada por
el complejo SLYNTVATL (SEQ ID NO: 16) -HLA-A*0201.

La presentacion en fagos es un medio por el cual pueden generarse bibliotecas de variantes de TCR para Gag del
VIH para identificar mutantes de alta afinidad. Por ejemplo, la presentacion en fagos del TCR y los métodos de
exploracion descritos en (Li et al., (2005) Nature Biotech 23 (3): 349-354) se puede adaptar y aplicar a los TCR para
Gag del VIH.

Las secuencias de amino de los dominios variables de las cadenas alfa y beta de TCR mutados que, cuando se

combinan con una cadena de TCR apropiada, demuestran una alta afinidad por el complejo SLYNTVATL-HLA-
A*0201, se enumeran en las Figuras 6 y 7, respectivamente. (las SEQ ID NO: 11-13 y 14-15, respectivamente).
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Como saben los expertos en la materia, los cambios de codones necesarios para producir estas cadenas mutadas
pueden introducirse en el ADN que codifica estas cadenas mediante mutagénesis dirigida. (kit de mutagénesis
dirigida QuickChange™ de Stratagene)

En resumen, esto se logra usando cebadores que incorporan el cambio (0o cambios) de codén deseado y los
plasmidos que contienen el ADN de la cadena de TCR pertinente como un molde para la mutagénesis:

La mutagénesis se llevd a cabo en las siguientes condiciones: plasmido de molde 50 ng, 1 pyl de dNTP 10 mM, 5 pl
de tampdn de ADN polimerasa Pfu 10x suministrado por el fabricante, 25 pmoles de cebador directo, 25 pmoles de
cebador inv., 1 yl de ADN polimerasa pfu en un volumen total de 50 ul. Después de una etapa inicial de
desnaturalizacién de 2 minutos a 95°C, la reaccién se someti6 a 25 ciclos de desnaturalizacion (95 °C, 10
segundos), apareamiento (55 °C 10 segundos) y elongacion (72 °C, 8 minutos). El producto resultante se digirié con
la enzima de restriccion Dpnl para eliminar el plasmido de molde y se transform6 en E. coli cepa XL1-blue. La
mutagénesis se verificd por secuenciacion.

Ejemplo 3 - Expresion, replegamiento y purificaciéon de TCR soluble

Los plasmidos de expresion que contenian la cadena a y la cadena B mutadas, respectivamente, como se
prepararon en los Ejemplos 1 o 2, se transformaron por separado en E. coli cepa BL21pLysS y se cultivaron colonias
individuales resistentes a ampicilina a 37 °C en medio TYP (ampicilina 100 pg/ml) hasta una DOeoo de 0,4, antes de
inducir la expresion de proteinas con IPTG 0,5 mM. Las células se recogieron tres horas posinduccion mediante
centrifugacion durante 30 minutos a 4000 rpm en un Beckman J-6B. Los sedimentos celulares se resuspendieron en
un tampén que contenia Tris-HCL 50 mM, sacarosa al 25 % (p/v), EDTANa 1 mM, AzidaNa al 0,1 % (p/v), DTT
10 mM, pH 8,0. Después de una etapa de congelacion y descongelacion durante una noche, las células
resuspendidas se sometieron a ultrasonidos en rafagas de 1 minuto durante un total de aproximadamente 10
minutos en un sonicador Milsonix XL2020, utilizando una sonda convencional de 12 mm de diametro. Los
sedimentos de cuerpos de inclusién se recuperaron por centrifugacion durante 30 minutos a 13000 rpm en una
centrifuga Beckman J2-21. Después, se llevaron a cabo tres lavados con detergente para eliminar los residuos
celulares y los componentes de la membrana. Cada vez el sedimento de cuerpos de inclusion se homogeneizé en
tampon Triton (Tris-HCI 50 mM, Triton X100 al 0,5 %, NaCl 200 mM, EDTANa 10 mM, AzidaNa al 0,1 % (p/v), DTT
2 mM, pH 8,0) antes de sedimentarlos por centrifugacion durante 15 minutos a 13000 rpm en una Beckman J2-21.
Después, se eliminaron el detergente y la sal mediante un lavado similar en el siguiente tampoén: Tris-HCI 50 mM,
EDTANa 1 mM, AzidaNa al 0,1 % (p/v), DTT 2 mM, pH 8,0. Por ultimo, los cuerpos de inclusiéon se dividieron en
alicuotas de 30 mg y se congelaron a -70 °C. El rendimiento de la proteina del cuerpo de inclusién se cuantificd
solubilizando con guanidina-HCI 6 M y midiendo con el ensayo de unién a colorante de Bradford (PerBio).

Aproximadamente 30 mg de cadena 3 de TCR y 60 mg de cadena a de TCR de cuerpos de inclusion solubilizados
se descongelaron de las reservas congeladas, después se mezclaron las muestras y la mezcla se diluyé en 15 ml de
una solucién de guanidina (clorhidrato de guanidina 6 M, acetato de sodio 10 mM, EDTA 10 mM), para garantizar la
desnaturalizacion completa de las cadenas. La solucién de guanidina conteniendo las cadenas de TCR
completamente reducidas y desnaturalizadas se inyectd después en 1 litro del siguiente tampoén de replegamiento:
Tris 100 mM pH 8,5, L-Arginina 400 mM, EDTA 2 mM, glutatién reducido 5 mM, glutation oxidado 0,5 mM, urea 5 M,
PMSF 0,2 mM. La pareja de oxidorreduccion (2-mercaptoetilamina y cistamina (hasta concentraciones finales de
6,6 mM y 3,7 mM, respectivamente) se afiadieron aproximadamente 5 minutos antes de la adicién de las cadenas de
TCR desnaturalizadas. La solucion se dejé durante 5 horas + 15 minutos. El TCR replegado se dializ6 en una
membrana Spectrapor 1 (Spectrum; N.° de producto 132670) frente a 101 de Tris 10 mM pH 8,1 a 5°C + 3°C
durante 18-20 horas. Después de este tiempo, el tampdn de didlisis se cambié a Tris 10 mM recién preparado, pH
8,1 (101) y la didlisis se continué a 5 °C + 3 °C durante otras 20-22 horas.

El TCRs se separd de los productos de degradacion y las impurezas cargando el replegamiento dializado en una
columna de intercambio anidnico POROS 50HQ y eluyendo la proteina unida con un gradiente de NaCl de 0-
500 mM con 50 volumenes de columna utilizando un purificador Akta (Pharmacia). Las fracciones pico se
almacenaron a 4°C y se analizaron mediante SDS-PAGE tefiido con Coomassie antes de agruparlas y
concentrarlas. Por ultimo, el TCRs se purificéd y caracterizé utilizando una columna de filtracion en gel Superdex
200HR preequilibrada en tampén HBS-EP (HEPES 10 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM, EDTA 3,5 mM, nonidet p40 al
0,05 %). El pico de eluciéon a un peso molecular relativo de aproximadamente 50 kDa se agrupd y concentré antes
de la caracterizacion por analisis de resonancia de plasmon superficial BlAcore.

Ejemplo 4 - Caracterizacién por resonancia de plasmén de superficial Biacore de la unién del TCRs a un pMHC
especifico

Se utilizé un biosensor de resonancia de plasmon superficial (Biacore 3000™) para analizar la union del TCRs a su
ligando péptido-MHC. Esto se facilitd6 mediante produciendo complejos de pMHC individuales (descritos a
continuacién) que se inmovilizaron en una superficie de unién recubierta con estreptavidina de un modo
semiorientado, permitiendo un analisis eficaz de la unién de un receptor de linfocitos T soluble a hasta cuatro pMHC
distintos (inmovilizados en celdas de flujo separadas) de forma simultanea. La inyeccién manual del complejo de
HLA permite manipular faciimente el nivel preciso de moléculas de clase | inmovilizadas.
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Las moléculas de HLA-A*0201 de clase | biotiniladas se replegaron in vitro a partir de cuerpos de inclusion
expresados en bacterias que contenian las proteinas de la subunidad constituyente y el péptido sintético, seguido de
purificacion y biotinilacién enzimatica in vitro (O’Callaghan et al. (1999) Anal. Biochem. 266: 9-15). La cadena pesada
de HLA-A*0201 se expreso con una etiqueta de biotinilacion C-terminal que reemplaza los dominios transmembrana
y citoplasmico de la proteina, en una construccion apropiada. Se obtuvieron niveles de expresién de cuerpos de
inclusion de ~ 75 mg/litro de cultivo bacteriano. La cadena ligera de MHC, o microglobulina 32, también se expresoé
como cuerpos de inclusion en E. coli a partir de una construccion apropiada, a un nivel de ~500 mg/litro de cultivo
bacteriano.

Las células de E. coli se lisaron y los cuerpos de inclusién se purificaron hasta aproximadamente el 80 % de pureza.
La proteina de los cuerpos de inclusion se desnaturalizé en guanidina-HCI 6 M, Tris 50 mM pH 8,1, NaCl 100 mM,
DTT 10 mM, EDTA 10 mM, y se replegd a una concentracion de 30 mg/litro de cadena pesada, mB2 30 mg/mitro en
L-Arginina-HCI 0,4 M, Tris 100 mM pH 8,1, cistamina 3,7 mM, [B-cisteamina 6,6 mM, 4 mg/ml del péptido
SLYNTVATL necesario para cargarse en la molécula HLA-A*0201, por la adicién de un unico pulso de proteina
desnaturalizada en un tampon de replegamiento a < 5 °C. Se permitié que el replegamiento finalizara a 4 °C durante
al menos 1 hora.

El tampdn se cambid por didlisis en 10 volumenes de Tris 10 mM, pH 8,1. Fueron necesarios dos cambios de
tampodn para reducir suficientemente la fuerza iénica de la solucion. La soluciéon de proteina se filtré después a través
de un filtro de acetato de celulosa de 1,5 ym y se cargé en una columna de intercambio aniénico POROS 50HQ
(8 ml de volumen de lecho). La proteina se eluy6 con un gradiente lineal de NaCl 0-500 mM. El complejo HLA-
A*0201-péptido se eluyd a aproximadamente NaCl 250 mM y se recogieron las fracciones pico, se afiadi6é un coéctel
de inhibidores de proteasas (Calbiochem) y las fracciones se enfriaron en hielo.

Se les cambié el tampdn a las moléculas de pMHC etiquetadas con biotinilacion a tampén Tris 10 mM, pH 8,1, NaCl
5 mM usando una columna de desalado rapido de Pharmacia equilibrada en el mismo tampén. Inmediatamente
después de la elucion, las fracciones que contenian proteina se enfriaron en hielo y se afiadié cdoctel inhibidor de
proteasas (Calbiochem). Después se afiadieron los reactivos de biotinilacion: biotina 1 mM, ATP 5 mM (tamponado a
pH 8), MgCI2 7,5 mM y enzima BirA 5 pug/ml (purificada de acuerdo con O’Callaghan et al. (1999) Anal. Biochem.
266: 9-15). Después, la mezcla de reaccién se dejo incubar en agitacion a temperatura ambiente durante una noche.

Las moléculas de pHLA-A*0201 biotiniladas se purificaron utilizando cromatografia por filtracion en gel. Una columna
Pharmacia Superdex 75 HR 10/30 se preequilibré con PBS filtrado y se cargd 1 ml de la mezcla de reaccion de
biotinilacion y la columna se hizo progresar con PBS a 0,5 ml/min. Las moléculas de pHLA-A*0201 biotiniladas
eluyeron como un Unico pico a aproximadamente 15 ml. Las fracciones que contenian proteina se agruparon, se
enfriaron en hielo y se afiadio coctel inhibidor de proteasas. La concentracion de proteina se determiné utilizando un
ensayo de unién de Coomassie (PerBio) y se almacenaron alicuotas de las moléculas de pHLA-A*0201 biotiniladas
congeladas a -20 °C. La estreptavidina se inmovilizé mediante métodos de acoplamiento de amina convencionales.

Dichos complejos inmovilizados tienen la capacidad de unirse tanto a los receptores de linfocitos T como al
correceptor CD8aa, los cuales pueden inyectarse en la fase soluble. La unién especifica del TCR se obtiene incluso
a bajas concentraciones (al menos 40 ug/ml), lo que implica que el TCR es relativamente estable. Se observa que
las propiedades de union al pMHC del TCRs son cualitativa y cuantitativamente similares si el TCRs se usa en la
fase soluble o inmovilizada. Este es un control importante para la actividad parcial de las especies solubles y
también sugiere que los complejos de pMHC biotinilados son biolégicamente tan activos como los complejos no
biotinilados.

Las interacciones entre el TCRs del Gag del VIH que contiene un nuevo enlace intercadena y su complejo
ligando/MHC, o una combinacién de HLA-péptido irrelevante, cuya produccidon se describe anteriormente, se
analizaron en un biosensor de resonancia de plasmén superficial (RPS) Biacore 3000™. La RPS mide los cambios
en el indice de refraccion, expresados en unidades de respuesta (UR), cerca de la superficie de un sensor dentro de
una celda de flujo pequefa, un principio que puede usarse para detectar las interacciones de los ligandos del
receptor y para analizar su afinidad y parametros cinéticos. Las celdas de flujo de la sonda se prepararon
inmovilizando los complejos HLA-péptido individuales en celdas de flujo distintas a través de la unioén entre la biotina
reticulada en mp2 y la estreptavidina que se ha reticulado quimicamente a la superficie activada de las celdas de
flujo. Después, el ensayo se realiz6 pasando el TCRs sobre las superficies de las distintas celdas de flujo a un
caudal constante, midiendo la respuesta de RPS al hacerlo.

Para medir la constante de unién en equilibrio

Se prepararon diluciones seriadas del TCRs para Gag del VIH parental o mutado y se inyectaron a una caudal
constante de 5 pyl min-1 sobre dos celdas de flujo distintas; una recubierta con ~1000 UR del complejo SLYNTVATL-
HLA-A*0201 especifico, y la segunda recubierta con -1000 UR del complejo HLA-A2-péptido no especifico. La
respuesta se normalizé para cada concentracion utilizando la medicion de la celda de control. Los datos
normalizados de la respuesta se representaron frente a la concentracion de la muestra de TCR y se ajustaron a una
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hipérbola para calcular la constante de union en equilibrio, Kp. (Price y Dwek, Principles and Problems in Physical
Chemistry for Biochemists (22 Edicion) 1979, Clarendon Press, Oxford).

Para medir parametros cinéticos

Para los TCR de alta afinidad, se determind Ko midiendo experimentalmente la constante de disociacion, kd, y la
constante de asociacion, ka. La constante en equilibrio Kp se calculé como kd/ka.

El TCR se inyectd en dos celdas distintas, una recubierta con -300 UR de complejo HLA-A2-péptido nyeso
especifico, y la segunda recubierta con -300 UR del complejo HLA-A2-péptido no especifico. El caudal se fijo a
50 pl/min. Normalmente, se inyectaron 250 pyl de TCR a una concentracion de -3 uM. El tampén se hizo fluir hasta
que la respuesta volvid a los valores basales. Los parametros cinéticos se calcularon utilizando el software
Biaevaluation. La fase de disociacién también se ajusté a una Unica ecuacion de caida exponencial, lo que permite el
célculo de la semivida.

Resultados

Se analiz6 la interaccion entre el TCR para Gag del VIH nativo unido por disulfuro soluble (que consiste en las
cadenas de TCR a y B detalladas en las SEQ ID NO 9 y 10, respectivamente) y el complejo SLYNTVATL-HLA-
A*0201, utilizando los métodos anteriores, y se demostré una Ko de 85 nM y una tasa de disociacion (koff) de 2,21 x
102 S, (Véase la Figura 12 para las curvas de respuesta de Biacore)

Los TCR especificados en la siguiente tabla tienen una Kp menor o igual a 1 uM y/o una kot de 1 x 102 S-' 0 menor.

Secuencia del dominio variable de la cadena alfa, SEQ ID| Secuencia del dominio variable de la cadena beta, SEQ

NO: ID NO:
1 2
1 14
1 15
11 2
12 2
13 2
12 15
13 15
12 14
13 14

Ejemplo 5 - Produccién de una proteina de fusién de IL-2 humana de TS-TCR para Gag des VIH de alta afinidad
soluble

Se pueden usar los métodos sustancialmente como se describen en los Ejemplos 1 a 3 para producir una proteina
de fusién de IL-2 humana de TS-TCR para Gag del VIH de alta afinidad soluble: En resumen, los ADN que codifican
el enlazador deseado y la IL-2 humana de TS se afiaden en el extremo 3' de la secuencia de ADN de la cadena beta
del TCR para Gag del VIH Gag parental unida por disulfuro soluble inmediatamente antes del codon TAA ("Stop").
La Figura 11 proporciona la secuencia de aminoacidos de una proteina de fusidon que comprende una cadena beta
de TCR para Gag del VIH parental unida por disulfuro fusionada a IL-2 humana de TS a través de una secuencia
enlazadora. (SEC ID NO: 24) El enlazador y la porcion de IL-2 de esta proteina de fusién se indican en cursiva.
Después, el ADN que codifica esta construccion se puede ligar a pEX821. La proteina de fusion TCR para Gag del
VIH-IL-2 parental soluble puede expresarse después, combinando esta proteina de fusiéon de la cadena beta con la
cadena del TCR de la cadena alfa para Gag del VIH parental unida por disulfuro soluble que se detalla en la Figura
5a (SEQ ID NO: 9), utilizando sustancialmente los métodos como se describen en el Ejemplo 3.

Ejemplo 6 - Expresién recombinante del TCR para Gag del VIH parental en la superficie de los linfocitos T.
Se sintetizaron construcciones de ADN que codifican la secuencia sefal, los dominios extracelulares,
transmembrana e intracelular de las cadenas del TCR para Gag del VIH parentales (GeneArt, Alemania). Estas

secuencias de ADN de la cadena a del TCR y de la cadena 8 del TCR, proporcionadas en las Figuras 15a y 15b
respectivamente, se modifican a partir de las secuencias de ADN del TCR para Gag del VIH parentales para
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potenciar los niveles de expresion de las cadenas de TCR codificadas en linfocitos T humanas, mientras se
mantiene la secuencia de aminoacidos nativa. Las Figuras 16a y 16b proporcionan las secuencias de aminoacidos
de longitud completa codificadas por las secuencias de ADN de las Figuras 15a y 15b, respectivamente.

Después, las secuencias de ADN de la cadena a del TCR y de la cadena B del TCR se insertaron juntas en un
vector de expresion lentivirico. Este vector contiene ADN que codifica tanto la cadena a como la cadena 3 del TCR
para Gag del VIH parentales como una unica fase de lectura abierta con la secuencia de aminoacidos en fase del
factor de escision de 2A del virus la fiebre aftosa (VFA) (LLNFDLLKLAGD-VESNPG (SEQ ID NO: 31)) separando las
cadenas del TCR. (de Felipe et al., Genet Vaccines Ther (2004) 2 (1): 13). En la traducciéon del ARNm, la cadena a
del TCR se produce con la secuencia peptidica de 2A en su extremo C y la cadena 8 del TCR se produce como un
polipéptido separado.

Se transdujeron linfocitos T con el vector lentivirico anterior. En resumen, se estimularon linfocitos T primarios
durante 24 horas usando perlas anti-CD3/anti-CD28. Después se incubd con los linfocitos T estimulados un
sobrenadante concentrado de lentivirus, que expresaba los genes del TCR, para permitir la transduccion virica.
Después, se retiraron las perlas anti-CD3/anti-CD28 y se cultivaron los linfocitos T transducidos hasta que
alcanzaron un "volumen de reposo" de 200-300 fl.

La presentacion de los TCR para Gag del VIH en la superficie de las células transducidas se confirmé mediante

analisis por FACS utilizando el tetramero HLA-A*0201-SLYNTVALT PE y cotincion con anticuerpo monoclonal anti-
CD8 FITC.

Resultados

La Figura 17b proporciona datos de analisis por FACS que demuestran la expresién satisfactoria del TCR para Gag
del VIH parental en la superficie de linfocitos T CD8+ transducidos. La Figura 17a proporciona datos de analisis por
FACS generados usando linfocitos T no transducidos de control.

Ejemplo 7 - Inhibicion de la activacion de CTL por los TCR para Gag del VIH de alta afinidad solubles

Los siguientes ensayos se llevaron a cabo para demostrar que el TCR para Gag del VIH c11¢6 de alta afinidad
soluble tenia la capacidad de inhibir la activacion de una linea de linfocitos T policlonal reactiva a SLYNTVATL-HLA-
A*0201.

Inhibicién de la activacion de la linea de linfocitos T policlonal reactivas a SLYNTVATL-HLA-A*0201 OX84 en
presencia de células infectadas por VIH

El TCR para Gag del VIH de alta afinidad c11c6 soluble utilizado en este experimento contenia el dominio variable
de la cadena alfa del TCR y las regiones variables de la cadena beta del TCR mostrados en la Figura 6¢ (SEQ ID
NO: 13) y la Figura 7b (SEQ ID NO: 15), respectivamente. Las secuencias de aminoacidos completas de las
cadenas alfa y beta del TCR de este TCR soluble se proporcionan en la Figura 18a (SEC ID NO: 29) y la Figura 18b
(SEC ID NO: 30), respectivamente.

La produccion de IFN-y y TNF-a se usé como lecturas para la activacion de CTL.

Reactivos

Medio de ensayo R10: SFT al 10 % (inactivado por calor, Gibco, n.° de cat. 10108-165), RPMI 1640 (Gibco, n.° de
cat. 42401-018) al 88 %, glutamina al 1 % (Gibco, n.° de cat. 25030-024) y penicilina/estreptomicina al 1 % (Gibco,
n.° de cat. 15070-063).

Péptido: (obtenido de varias fuentes) inicialmente disuelto en DMSO (Sigma, n.° de cat. D2650) a 4 mg/ml y
congelado.

El kit BD™ Cytometric Bead Array, kit de citocinas Th1/Th2 humanas |l (BD Biosciences, San Diego, EE. UU.)
contiene todos los reactivos necesarios para el ensayo.

Ensayo de activacién de linfocitos T

Se lavaron células diana To infectadas de forma crénica con VIH (cepas de laboratorio HXB2 y VIH3B) y se volvieron
a suspender en medio R10. Como control no infectado, se pulsaron células diana To con I nM del péptido
SLYNTVATL, durante 30 minutos a 37 °C, CO2 al 5 %.

Muestras de prueba:

25.000 células diana To infectadas con VIH en medio R10 por pocillo de una placa de 96 pocillos de fondo en U.

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2699 320 T3

TCR para Gag del VIH c11c6o de alta afinidad 2 x 107 M o TCR para Gag del VIH parental en medio R10 por
pocillo.

5000 células de la linea de linfocitos T efectores policlonal OX84 en medio R10 por pocillo.
Controles:

Como anteriormente, se sustituyen los TCR solubles irrelevantes (los TCR especificos para HLA-A*0201-Tax y
especificos para HLA-A*0201-NY-ESO ) o los TCR para Gag de VIH de alta afinidad.

Después, la placa se incub6 durante 4 horas a 37 °C, CO:2 al 5 %. El sobrenadante del cultivo se retiré6 para medir los
niveles de IFN-y y TNF-a presentes, utilizando el siguiente método.

Ensayo de IFN-y y TNF-a

Se prepararon perlas citométricas de BD™ recubiertas con (a) anticuerpos de captura anti-IFNy y (b) anticuerpos de
captura anti-TNFa de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Después, se prepararon varios tubos de ensayo que contenian los siguientes afadidos

50 pl de perlas citométricas de BD™ anti-IFNy y anti-TNFa mezcladas en diluyente de ensayo de BD
50 pl de reactivo de deteccion de BD

Seguido de:

50 pl del sobrenadante de cultivo tomado de los pocillos del ensayo de activaciéon de linfocitos T. (Muestras de
prueba)
0]

50 pl de patrones de IFNy y TNFa mezclados preparados en variedad de concentraciones por dilucion seriada de
los patrones de reserva. (Patrones de calibracion)

Después, los tubos se incubaron en la oscuridad durante 3 horas antes de lavarse con 1 ml de tampoén de lavado BD
y se centrifugaron. Por Ultimo, las perlas se resuspendieron en 300 pl del tampoén de lavado y el nivel de IFNy y
TNFa presente se determiné mediante citometria de flujo de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Inhibicién de la linea T policlonal OX84 especifica para SLYNTVATL-HLA-A*0201 en presencia de células To no
infectadas pulsadas con péptido SLYNTVATL

Se usaron los mismos reactivos y métodos que se utilizaron para el ensayo de activacion de CTL anterior, excepto
que:
Se usaron 2000 linfocitos T efectores policlonales OX84 en cada ensayo de activacién de linfocitos T.

Como células diana se usaron células linfoblastoides To no infectadas, pulsadas con péptido SLYNTVATL 10710 -108
M.

Resultados

El TCR para Gag del VIH c11c6 de alta afinidad soluble inhibi6 fuertemente la activacion de la linea de linfocitos T
policlonal OX84 reactiva con SLYNTVATL-HLA-A*0201 en presencia de linfocitos To infectados por VIH, medido por
la produccién de IFN-y y de TNF-a. (Véase la figura 19)

El TCR para Gag del VIH c11c6 de alta afinidad soluble inhibié fuertemente la activacion de la linea de linfocitos T
policlonal OX84 reactiva con SLYNTVATL-HLA-A*0201 en presencia de linfocitos To no infectados pulsados con
SLYNTVATL, medido por la produccion de IFN-y y de TNF-a. (Véase la figura 20)

Ejemplo 8 - Cuantificacion de los antigenos de superficie celular SLYNTVATL-HLA-A*0201 en células T2 pulsadas
con péptido mediante microscopia de fluorescencia usando TCR para Gag del VIH c11c6 de alta afinidad

Se determind el numero de antigenos SLYNTVATL-HLA-A*0201 en células linfoblastoides T2 pulsadas con péptido
(suponiendo que una sefal de fluorescencia se relaciona con un Unico TCR marcado unido a su ligando pMHC afin
en la superficie de la célula diana) por microscopia de fluorescencia de una sola molécula usando un TCR para Gag
del VIH c11c6 de alta afinidad soluble. Esto se facilitd utilizando TCR biotinilado para dirigirse a células cancerosas
que expresan antigeno y el posterior marcado del TCR unido a la célula mediante los conjugados de estreptavidina-
Phycoerythrin R (PE). Después, se obtuvieron imagenes de las moléculas de PE individuales mediante microscopia
de fluorescencia tridimensional.
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Las células linfoblastoides T2 se pulsaron con el péptido SLYNTVATL derivado de Gag del VIH, o un péptido
irrelevante (SLLMWITQC), en un intervalo de concentraciones (10 - 10-'© M) durante 90 minutos a 37 °C. Después
de pulsar, las células se lavaron dos veces con 500 pl de PBS. Las células se incubaron en 200 pl de solucién de
TCR (TCR para Gag del HIV ¢c11c6 de alta afinidad 100 nM), en PBS. albumina BSA al 0,5 %) durante 30 min a
temperatura ambiente. La soluciéon de TCR se retird y las células se lavaron tres veces con 500 pl de PBS. Las
células se incubaron en 200 ul de solucion de estreptavidina-PE (5 yg ml' de estreptavidina-PE en PBS que
contenia BSA al 0,5 %) a temperatura ambiente en oscuridad durante 20 min. Se retird la solucion de estreptavidina-
PE vy las células se lavaron tres veces con 500 pl de PBS. Se retird el medio de lavado y las células se mantuvieron
en 400 ul de R10, sin rojo fenol, antes de obtener imagenes por microscopia de fluorescencia.

Microscopia de fluorescencia. La microscopia de fluorescencia se llevd a cabo utilizando un microscopio Axiovert
200M (Zeiss) con un objetivo de aceite de 63x (Zeiss). Se us6 una fuente de luz Lambda LS que contenia una
lampara de arco de xendn de 300 W (Sutter) para la iluminacion, y la intensidad de la luz se redujo a niveles 6ptimos
colocando un filtro de densidad neutro de 0,3 y 0,6 en la trayectoria de la luz. Los espectros de excitacién y emision
se separaron utilizando un conjunto de filtros TRITC/Dil (Chroma). Se obtuvieron imagenes en tres dimensiones de
las células mediante la adquisicion por apilamiento Z (21 planos, con 1 ym de separacion). La adquisicion y el
analisis de imagenes se realizaron con el programa informatico Metamorph (Universal Imaging) como se describe
(Irvine et al., Nature 419: pag. 845-9 y Purbhoo et al., Nature Immunology 5: pag. 524-30).

Resultados
Como se muestra en la Figura 21, el método anterior se utiliz6 de forma satisfactoria para obtener imagenes del TCR
para Gag del VIH c11c6 de alta afinidad unido a antigenos SLYNTVATL-HLA-A*0201 en la superficie de los linfocitos
T2 pulsados con péptido. Estos resultados muestran que el umbral para el recuento de epitopos en células pulsadas
con péptido SLYNTVATL utilizando el TCR para Gag del VIH c6¢11 de alta afinidad es aproximadamente péptido 10
M.
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Met Ala Gln Lys Glu Val Glu Gln Asn Ser Gly Pro Leu Ser Val Pro

Glu Gly Ala Ile Ala Ser Leu Asn Cys Thr Tyr Ser Asp Arg Gly Ser
20 25 30

Gln Ser Phe Phe Trp Tyr Arg Gln Tyr Ser Gly Lys Ser Pro Glu Leu
35 40 45

Ile Met Phe Tle Tyr Ser Asn Gly Asp Lys Glu Asp Gly Arg Phe Thr
50 55 60

Ala Gln Leu Asn Lys Ala Ser Gln Tyr Ile Ser Leu Leu Ile Arg Asp
65 70 75 80

Ser Lys Leu Ser Asp Ser Ala Thr Tyr Leu Cys Ala Val Arg Thr Asn
85 90 95

Ser Gly Tyr Ala Leu Asn Phe Gly Lys Gly Thr Ser Leu Leu Val Thr
100 105 110

Pro His

<210> 2

<211> 113

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2
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Val Thr

Thr Leu

Gln Gln

Glu Glu

55

Gln Phe

70

Gly Asp

Glu Gln

Gln

Arg

Ala

Glu

Pro

Ser

Tyr

Ser Pro

Ser
25

Cys

Leu
40

Gly

Arg Gln

Asn Tyr

Ala Leu

Phe Gly

105

Thr

10

Pro

Gln

Arg

Ser

Tyr

90

Pro

His Leu

Lys Ser
Pro

Gly

Asn
60

Gly

Ser Glu

75

Leu Cys

Gly Thr

Ala

Arg

Thr
15

Ile Lys

His
30

Gly Asp

Gln
45

Phe Ile

Phe Pro Asp

Leu Asn Val

Ser
95

Ser

Leu Thr

110

<223> ADN que codifica una porcién truncada de la cadena alfa del TCR para GAG parental

Met Glu Ala Gly
1
Gly Gln Gln Val
20
Val Ser Trp Tyr
35
Gln Tyr Tyr Glu
50
Phe Ser Gly His
65
Ala Leu Leu Leu
Thr Val Ser Tyr
100
Thr
<210>3
<211> 624
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<400> 3
atggcccaga aggaggtgga
gcctctectca attgcactta
tattctggga aaagccctga
ggaaggttta cagcacagct
tccaagctca gtgattcage
ctcaacttcg gcaaaggcac
gccgtgtacce agctgagaga
tttgattctc aaacaaatgt

gcagaattct
cagtgaccga
gttgataatg
caataaagcc
cacctacctce
ctecgetgttg
ctctaaatcc

gtcacaaagt

ggacccctca
ggttcccagt
ttcatatact
agccagtata
tgtgcggtge
gtcacaccce
agtgacaagt

aaggattctg

22

gtgttccaga
ccttettetg
ccaatggtga
tttcecetget
gcacaaattc
atatccagaa
ctgtctgect

atgtgtatat

gggagccatt
gtacagacaa
caaagaagat
catcagagac
cgggtatgca
ccctgacect
attcaccgat

cacagacaaa

Arg

Thr

Phe

Arg

Asn

80

Asp

Val

60

120

180

240

300

360

420

480
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actgtgctag acatgaggtc tatggacttc aagagcaaca gtgctgtggc ctggagcaac

aaatctgact ttgcatgtgc aaacgccttc aacaacagca ttattccaga agacaccttce

ttcceccagee cagaaagttce ctaa

<210> 4
<211>732
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ADN que codifica una porcién truncada de la cadena beta del tcr para gag parental

<400> 4

atggaggctg
actctgagat
ggtcaggggce
ttcecctgate
gecettgttge
gagcagtact
ccacccgagg
acactggtgt
aatgggaagg
gccctcaatg
caggaccccce
gagtggaccc
agagcagact
<210>5

<211> 207
<212> PRT

gagtcacaca
gctctecctaa
cccagtttat
gattctcagg
tgggggactc
tcgggecggg
tcgetgtgtt
gcctggcecac
aggtgcacag
actccagata
gcaaccactt

aggatagggc

aa

<213> Secuencia artificial

<220>

aagtcccaca
gtctgggcecat
ctttcagtat
tcaccagttc
ggccctctat
caccaggctc
tgagccatca
aggcttctac
tggggtcage
cgctctgage
ccgetgtcaa

caaacccgtce

cacctgatca
gacactgtgt
tatgaggagg
cctaactata
ctctgtgcecceca
acggtcacag
gaagcagaga
cccgaccacg
acagacccgce
agccgcectga
gtccagttct

acccagatcg

aaacgagagg
cctggtacca
aagagagaca
gctctgagct
gcagcgacac
aggacctgaa
tcteccacac
tggagctgag
agcccctcaa
gggtctcgge
acgggctctce

tcagcgececga

<223> una porcion truncada de la cadena alfa del tcr para gag parental

<400> 5

23

acagcaagtg
acaggccctg
gagaggcaac
gaatgtgaac
cgtctectac
aaacgtgttc
ccaaaaggcc
ctggtgggtyg
ggagcagccce
caccttetgg
ggagaatgac

ggcetggggt

540

600

624

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

732
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Met

Glu

Gln

Ile

Ala

65

Ser

Ser

Pro

Lys

Thr

145

Thr

Ala

Ser

<210>6
<211> 243
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Ala

Gly

Ser

Met

50

Gln

Lys

Gly

His

Ser

130

Asn

Val

Trp

Ile

Gln

Ala

Phe

35

Phe

Leu

Leu

Tyr

Ile

115

Ser

Val

Leu

Ser

Ile
195

Lys

Ile

20

Phe

Ile

Asn

Ser

Ala

100

Gln

Asp

Ser

Asp

Asn

180

Pro

Glu

Ala

Trp

Tyr

Lys

Asp

85

Leu

Asn

Lys

Gln

Met

165

Lys

Glu
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Val

Ser

Tyr

Ser

Ala

70

Ser

Asn

Pro

Ser

Ser

150

Arg

Ser

Asp

Glu

Leu

Arg

Asn

55

Ser

Ala

Phe

Asp

Val

135

Lys

Ser

Asp

Thr

Gln

Asn

Gln

40

Gly

Gln

Thr

Gly

Pro

120

Cys

Asp

Met

Phe

Phe
200

Asn

Cys

25

Tyr

Asp

Tyr

Tyr

Lys

105

Ala

Leu

Ser

Asp

Ala

185

Phe

Ser
10

Thr

Ser

Lys

Ile

Leu

90

Gly

Val

Phe

Asp

Phe

170

Cys

Pro

Gly

Tyr

Gly

Glu

Ser

75

Cys

Thr

Tyr

Thr

Val

155

Lys

Ala

Ser

<223> una porcién truncada de la cadena beta del tcr para gag parental

24

Pro

Ser

Lys

Asp

60

Leu

Ala

Ser

Gln

Asp

140

Tyr

Ser

Asn

Pro

Leu

Asp

Ser

45

Gly

Leu

Val

Leu

Leu

125

Phe

Ile

Asn

Ala

Glu
205

Ser

Arg

30

Pro

Arg

Ile

Arg

Leu

110

Arg

Asp

Thr

Ser

Phe

190

Ser

Val
15

Gly

Glu

Phe

Arg

Thr

95

Val

Asp

Ser

Asp

Ala

175

Asn

Ser

Pro

Ser

Leu

Thr

Asp

80

Asn

Thr

Ser

Gln

Lys

160

Val

Asn
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<400> 6

Met Glu Ala Gly Val Thr Gln Ser Pro Thr His Leu Ile Lys Thr Arg
1 5 10 15

Gly Gln Gln Val Thr Leu Arg Cys Ser Pro Lys Ser Gly His Asp Thr
20 25 30

Val Ser Trp Tyr Gln Gln Ala Leu Gly Gln Gly Pro Gln Phe Ile Phe
35 40 45

25
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<210>7
<211> 630
<212> ADN

Gln

Phe

65

Ala

Thr

Thr

Pro

Leu

145

Asn

Lys

Leu

Cys

Asp

225

Arg

Tyr

50

Ser

Leu

Val

Glu

Ser

130

Ala

Gly

Glu

Arg

Gln

210

Arg

Ala

Tyr

Gly

Leu

Ser

Asp

115

Glu

Thr

Lys

Gln

Val

195

Val

Ala

Asp

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ADN que codifica una porcion truncada de la cadena alfa del tcr para gag parental que incluye un codén de

Glu

His

Leu

Tyr

100

Leu

Ala

Gly

Glu

Pro

180

Ser

Gln

Lys

Glu

Gln

Gly

Glu

Lys

Glu

Phe

Val

165

Ala

Ala

Phe

Pro
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Glu

Phe

70

Asp

Gln

Asn

Ile

Tyr

150

His

Leu

Thr

Tyr

Val
230

Glu

55

Pro

Ser

Tyr

Val

Ser

135

Pro

Ser

Asn

Phe

Gly

215

Thr

Arg

Asn

Ala

Phe

Phe

120

His

Asp

Gly

Asp

Trp

200

Leu

Gln

Gln

Tyr

Leu

Gly

105

Pro

Thr

His

Val

Ser

185

Gln

Ser

Ile

Arg

Ser

Tyr

90

Pro

Pro

Gln

Val

Ser

170

Arg

Asp

Glu

Val

Gly

Ser

75

Leu

Gly

Glu

Lys

Glu

155

Thr

Tyr

Pro

Asn

Ser
235

Cys introducido y secuencias de reconocimiento de enzimas de restriccion

<400> 7

26

Asn

60

Glu

Cys

Thr

Val

Ala

140

Leu

Asp

Ala

Arg

Asp

220

Ala

Phe

Leu

Ala

Arg

Ala

125

Thr

Ser

Pro

Leu

Asn

205

Glu

Glu

Pro

Asn

Ser

Leu

110

Val

Leu

Trp

Gln

Ser

190

His

Trp

Ala

Asp

Val

Ser

95

Thr

Phe

Val

Trp

Pro

175

Ser

Phe

Thr

Trp

Arg

Asn

80

Asp

Val

Glu

Cys

Val

160

Leu

Arg

Arg

Gln

Gly
240
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ccatcgatgg
gccattgect
agacaatatt
gaagatggaa
agagactcca
tatgcactca
gaccctgeeg
accgattttg
gacaaatgtg
agcaacaaat

accttcettece

<210> 8
<211> 742
<212> ADN

cccagaagga
ctctcaattg
ctgggaaaag
ggtttacagc
agctcagtga
acttcggcaa
tgtaccagct
attctcaaac
tgctagacat
ctgactttgce

ccagcccaga

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ADN que codifica una porcién truncada de la cadena beta del tcr para gag parental que incluye un codén

ES 2699 320 T3

ggtggagcag
cacttacagt
ccctgagttg
acagctcaat
ttcagccacce
aggcacctcg
gagagactct
aaatgtgtca
gaggtctatg
atgtgcaaac

aagttcctaa

aattctggac
gaccgaggtt
ataatgttca
aaagccagcc
tacctectgtg
ctgttggtca
aagtcgagtg
caaagtaagg
gacttcaaga

gccttcaaca

ccctecagtgt
cccagtceccett
tatactccaa
agtatatttc
cggtgcgecac
caccccatat
acaagtctgt
attctgatgt
gcaacagtgc

acagcattat

de Cys introducido y secuencias de reconocimiento de enzimas de restriccion

<400> 8

tctctcatta
acagcaagtg
acaggccctg
gagaggcaac
gaatgtgaac
cgtctectac
aaacgtgttc
ccaaaaggcc
ctggtgggtyg
ggagcagccce
caccttetgg
ggagaatgac

ggcetggggt

atggaggctg
actctgagat
ggtcaggggce
ttcecctgate
gecettgttge
gagcagtact
ccacccgagg
acactggtgt
aatgggaagg
gccctcaatg
caggaccccce
gagtggaccc

agagcagact

gagtcacaca
gctctecctaa
cccagtttat
gattctcagg
tgggggactc
tcgggecggg
tcgetgtgtt
gcctggcecac
aggtgcacag
actccagata
gcaaccactt

aggatagggc

aa

aagtcccaca
gtctgggcat
ctttcagtat
tcaccagttc
ggccctctat
caccaggctc
tgagccatca
cggtttctac
tggggtctge
cgctctgage
ccgctgtcaa

caaacccgtce

27

cacctgatca
gacactgtgt
tatgaggagg
cctaactata
ctctgtgcecceca
acggtcacag
gaagcagaga
cccgaccacg
acagacccgce
agccgcectga
gtccagttct

acccagatcg

tccagaggga
cttctggtac
tggtgacaaa
cctgctecatce
aaattccggg
ccagaaccct
ctgecctatte
gtatatcaca
tgtggccetgg

tccagaagac

aaacgagagg
cctggtacca
aagagagaca
gctctgagct
gcagcgacac
aggacctgaa
tctcccacac
tggagctgag
agcccctcaa
gggtctcgge
acgggctctce

tcagcgececga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

630

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

742



10

<210>9
<211> 207
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Una porcién truncada de la cadena alfa del tcr para gag parental que incluye un resto Cys introducido

<400>9

Met

1

Glu

Gln

Ile

Ala

65

Ser

Ser

Pro

Lys

Thr

145

Cys

Ala

Ser

Ala

Gly

Ser

Met

50

Gln

Lys

Gly

His

Ser

130

Asn

Val

Trp

Ile

Gln

Ala

Phe

35

Phe

Leu

Leu

Tyr

Ile

115

Ser

Val

Leu

Ser

Ile
195

Lys

Ile

20

Phe

Ile

Asn

Ser

Ala

100

Gln

Asp

Ser

Asp

Asn

180

Pro

Glu

Ala

Trp

Tyr

Lys

Asp

85

Leu

Asn

Lys

Gln

Met

165

Lys

Glu

ES 2699 320 T3

Val

Ser

Tyr

Ser

Ala

70

Ser

Asn

Pro

Ser

Ser

150

Arg

Ser

Asp

Glu

Leu

Arg

Asn

55

Ser

Ala

Phe

Asp

Val

135

Lys

Ser

Asp

Thr

Gln

Asn

Gln

40

Gly

Gln

Thr

Gly

Pro

120

Cys

Asp

Met

Phe

Phe
200

Asn

Cys

25

Tyr

Asp

Tyr

Tyr

Lys

105

Ala

Leu

Ser

Asp

Ala

185

Phe

28

Ser

10

Thr

Ser

Lys

Ile

Leu

90

Gly

Val

Phe

Asp

Phe

170

Cys

Pro

Gly

Tyr

Gly

Glu

Ser

75

Cys

Thr

Tyr

Thr

Val

155

Lys

Ala

Ser

Pro

Ser

Lys

Asp

60

Leu

Ala

Ser

Gln

Asp

140

Tyr

Ser

Asn

Pro

Leu

Asp

Ser

45

Gly

Leu

Val

Leu

Leu

125

Phe

Ile

Asn

Ala

Glu
205

Ser

Arg

30

Pro

Arg

Ile

Arg

Leu

110

Arg

Asp

Thr

Ser

Phe

190

Ser

Val

15

Gly

Glu

Phe

Arg

Thr

95

Val

Asp

Ser

Asp

Ala

175

Asn

Ser

Pro

Ser

Leu

Thr

Asp

80

Asn

Thr

Ser

Gln

Lys

160

Val

Asn



10

<210> 10
<211> 243
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Una porcién truncada de la cadena beta del tcr para gag parental que incluye un resto Cys introducido

<400> 10

Met

1

Gly

Val

Gln

Phe

65

Ala

Thr

Thr

Pro

Leu

145

Asn

Lys

Leu

Glu

Gln

Ser

Tyr

50

Ser

Leu

Val

Glu

Ser

130

Ala

Gly

Glu

Arg

Ala

Gln

Trp

35

Tyr

Gly

Leu

Ser

Asp

115

Glu

Thr

Lys

Gln

Val
195

Gly

Val

20

Tyr

Glu

His

Leu

Tyr

100

Leu

Ala

Gly

Glu

Pro

180

Ser

Val

5

Thr

Gln

Glu

Gln

Gly

85

Glu

Lys

Glu

Phe

Val

165

Ala

Ala

ES 2699 320 T3

Thr

Leu

Gln

Glu

Phe

70

Asp

Gln

Asn

Ile

Tyr

150

His

Leu

Thr

Gln

Arg

Ala

Glu

55

Pro

Ser

Tyr

Val

Ser

135

Pro

Ser

Asn

Phe

Ser

Cys

Leu

40

Arg

Asn

Ala

Phe

Phe

120

His

Asp

Gly

Asp

Trp
200

Pro

Ser

25

Gly

Gln

Tyr

Leu

Gly

105

Pro

Thr

His

Val

Ser

185

Gln

29

Thr

10

Pro

Gln

Arg

Ser

Tyr

90

Pro

Pro

Gln

Val

Cys

170

Arg

Asp

His

Lys

Gly

Gly

Ser

75

Leu

Gly

Glu

Lys

Glu

155

Thr

Tyr

Pro

Leu

Ser

Pro

Asn

60

Glu

Cys

Thr

Val

Ala

140

Leu

Asp

Ala

Arg

Ile

Gly

Gln

45

Phe

Leu

Ala

Arg

Ala

125

Thr

Ser

Pro

Leu

Asn
205

Lys

His

30

Phe

Pro

Asn

Ser

Leu

110

Val

Leu

Trp

Gln

Ser

190

His

Thr

15

Asp

Ile

Asp

Val

Ser

95

Thr

Phe

Val

Trp

Pro

175

Ser

Phe

Arg

Thr

Phe

Arg

Asn

80

Asp

Val

Glu

Cys

Val

160

Leu

Arg

Arg



10

15

20

ES 2699 320 T3

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

210

215

220

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

225

Arg Ala Asp

<210> 11
<211>114
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de region variable de la cadena alfa del TCR para GAG mutada de alta afinidad

<400> 11

Met Ala
1

Glu Gly

Gln Ser

Ile Met
50

Ala Gln
65

Ser Lys

His Gly

Pro His

<210> 12
<211>114
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de region variable de la cadena alfa del TCR para GAG mutada de alta afinidad

<400> 12

Gln

Ala

Phe

35

Phe

Leu

Leu

Tyr

Lys

Ile

20

Phe

Ile

Asn

Ser

Ser
100

Glu

Ala

Trp

Tyr

Lys

Asp

85

Leu

230

Val

Ser

Tyr

Ser

Ala

70

Ser

Asn

Glu

Leu

Arg

Asn

55

Ser

Ala

Phe

Gln

Asn

Gln

40

Gly

Gln

Thr

Gly

Asn

Cys

25

Tyr

Asp

Tyr

Tyr

Lys
105

30

Ser

10

Thr

Ser

Lys

Ile

Leu

90

Gly

235

Gly

Tyr

Gly

Glu

Ser

75

Cys

Thr

Pro

Ser

Lys

Asp

60

Leu

Ala

Ser

Leu

Asp

Ser

45

Gly

Leu

Val

Leu

Ser

Arg

30

Pro

Arg

Ile

Arg

Leu
110

Val

15

Gly

Glu

Phe

Arg

Ser

95

Val

240

Pro

Ser

Leu

Thr

Asp

80

Ala

Thr



10

Met

Glu

Gln

Ile

Ala

65

Ser

His

Pro

<210> 13
<211>114
<212> PRT

Ala

Gly

Ser

Met

50

Gln

Lys

Gly

His

Gln

Ala

Phe

35

Phe

Leu

Leu

Tyr

Lys

Ile

20

Phe

Ile

Asn

Ser

Ala
100

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de region variable de la cadena alfa del TCR para GAG mutada de alta afinidad

<400> 13

Met

1

Glu

Gln

Ile

Ala

Ala

Gly

Ser

Met

50

Gln

Gln

Ala

Phe

35

Phe

Leu

Lys

Ile

20

Phe

Ile

Asn

Glu

Ala

Trp

Tyr

Lys

Asp

85

Leu

Glu

Ala

Trp

Tyr

Lys

ES 2699 320 T3

Val

Ser

Tyr

Ser

Ala

70

Ser

Asn

Val

Ser

Tyr

Ser

Ala

Glu

Leu

Arg

Asn

55

Ser

Ala

Phe

Glu

Leu

Arg

Asn

55

Ser

Gln

Asn

Gln

40

Gly

Gln

Thr

Gly

Gln

Asn

Gln

40

Gly

Gln

Asn

Cys

25

Tyr

Asp

Tyr

Tyr

Lys
105

Asn

Cys

25

Tyr

Asp

Tyr

31

Ser

10

Thr

Ser

Lys

Ile

Leu

90

Gly

Ser

10

Thr

Ser

Lys

Ile

Gly

Tyr

Gly

Glu

Ser

75

Cys

Thr

Gly

Tyr

Gly

Glu

Ser

Pro

Ser

Lys

Asp

60

Leu

Ala

Ser

Pro

Ser

Lys

Asp

60

Leu

Leu

Asp

Ser

45

Gly

Leu

Val

Leu

Leu

Asp

Ser

45

Gly

Leu

Ser

Arg

Pro

Arg

Ile

Arg

Leu
110

Ser

Arg

Pro

Arg

Ile

Val

15

Gly

Glu

Phe

Arg

Ser

95

Val

Val

15

Gly

Glu

Phe

Pro

Ser

Leu

Thr

Asp

80

Ala

Thr

Pro

Ser

Leu

Thr

Arg Asp



ES 2699 320 T3

65 70 75 80

Ser Lys Leu Ser Asp Ser Ala Thr Tyr Leu Cys Ala Val Arg Gly Ala
85 90 95

His Asp Tyr Ala Leu Asn Phe Gly Lys Gly Thr Ser Leu Leu Val Thr

100 105 110
Pro His
<210> 14
<211>113
5 <212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia de region variable de la cadena beta del TCR para GAG mutada de alta afinidad
10
<400> 14
Met Glu Ala Gly Val Thr Gln Ser Pro Thr His Leu Ile Lys Thr Arg
1 5 10 15
Gly Gln Gln Val Thr Leu Arg Cys Ser Pro Lys Ser Gly His Asp Thr
20 25 30
Val Ser Trp Tyr Gln Gln Ala Leu Gly Gln Gly Pro Gln Phe Ile Phe
35 40 45
Gln Tyr Val Arg Gly Val Glu Arg Gln Arg Gly Asn Phe Pro Asp Arg
50 55 60
Phe Ser Gly His Gln Phe Pro Asn Tyr Ser Ser Glu Leu Asn Val Asn
65 70 75 80
Ala Leu Leu Leu Gly Asp Ser Ala Leu Tyr Leu Cys Ala Ser Ser Asp
85 90 95
Thr Val Ser Tyr Glu Gln Tyr Phe Gly Pro Gly Thr Arg Leu Thr Val
100 105 110
Thr
15 <210> 15
<211> 113
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
20 <220>

<223> Secuencia de region variable de la cadena beta del TCR para GAG mutada de alta afinidad

32



10

15

20

25

<400> 15

Met
1

Gly

Val

Gln

Phe

65

Ala

Thr

Thr

<210> 16
<211>9
<212> PRT

Glu

Gln

Ser

Tyr

50

Ser

Leu

Val

Ala

Gln

Trp

Ala

Gly

Leu

Ser

Gly

Val

20

Tyr

Leu

His

Leu

Tyr
100

Val

Thr

Gln

Gly

Gln

Gly

Glu

Thr

Leu

Gln

Glu

Phe

70

Asp

Gln

ES 2699 320 T3

Gln

Arg

Ala

Glu

55

Pro

Ser

Tyr

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana

<400> 16

<210> 17
<211> 30
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Ser

Cys

Leu

40

Arg

Asn

Ala

Phe

Pro

Ser

25

Gly

Gln

Tyr

Leu

Gly
105

Thr

10

Pro

Gln

Arg

Ser

Tyr

90

Pro

His

Lys

Gly

Gly

Ser

75

Leu

Gly

Leu

Ser

Pro

Asn

60

Glu

Cys

Thr

Ile

Gly

Gln

45

Phe

Leu

Ala

Arg

Ser Leu Tyr Asn 