ES 2999411 T3

ESPANA

®@

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

@Nﬂmero de publicacién: 2 999 411

@Int. Cl.:

CO7K 14/725
CO7K 14/74
C12N 5/0783
A61K 39/00

TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea: 18.12.2015 E 20212399 (8)
Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 27.11.2024  EP 3851450

T3

Titulo: Receptores de antigenos quiméricos y métodos de uso

Prioridad:

19.12.2014 EP 14199148

Fecha de publicacién y mencién en BOPl de la

traduccion de la patente:
25.02.2025

@ Titular/es:

ETH ZURICH (100.00%)
Réamistrasse 101
8092 Ziirich, CH

@ Inventor/es:

KISIELOW, JAN;
OBERMAIR, FRANZ-JOSEF y
KOPF, MANFRED

Agente/Representante:
ARIAS SANZ, Juan

AVisO:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencién de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicién (art. 99.1 del

Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2999 411 T3

DESCRIPCION
Receptores de antigenos quiméricos y métodos de uso

La mayoria de las células T expresan receptores de células oyT (TCR) y reconocen antigenos en forma de péptidos
(epitopos) presentados por el complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) sobre otras células. Los TCR de los
linfocitos T citotdxicos reconocen epitopos mostrados por moléculas de CMH de clase | en la superficie de casi todas
las células del cuerpo. Los TCR de las células T auxiliares reconocen epitopos presentados por moléculas de CMH
de clase Il en la superficie de células inmunitarias presentadoras de antigenos, incluyendo macréfagos, células
dendriticas y células B. El reconocimiento eficiente del epitopo por las células T implica glicoproteinas adicionales de
superficie de células T: CD8 en linfocitos T citotoxicos (células T CD8*) y CD4 en células T auxiliares (células T CD4%),
que se unen a moléculas de CMH de clase | y I, respectivamente. La unién de un TCR a un epitopo puede dar como
resultado que se envien sefiales al nlcleo del linfocito T para inducir una respuesta de células T.

La identificacién inequivoca y eficiente de las especificidades antigénicas de las células T es una gran promesa para
el desarrollo de herramientas de diagnéstico y terapias inmunitarias eficaces. En particular:

- puede ayudar a evaluar la seguridad de las terapias adoptivas con células T,

- puede permitir nuevos enfoques en el tratamiento de enfermedades autoinmunitarias, cancer y en el desarrollo de
nuevas vacunas.

Sin embargo, los TCR se unen a complejos de CMH-péptido con baja afinidad, lo que hace que los métodos de
presentacidn en fagos y levaduras sean ineficaces. Métodos alternativos, como el cribado de bibliotecas combinatorias
de péptidos de exploracién posicional, aprovechan la reactividad cruzada del TCR y usan conjuntos de péptidos para
definir motivos que conducen a la activacidén de células T. Aparte de restricciones de afinidad similares, estos métodos
engorrosos adolecen de una alta tasa de resultados falsos positivos. Debido a que se interrogan secuencias de
péptidos al azar, los motivos peptidicos identificados son ambiguos o no tienen una homologia clara con las proteinas
nativas.

Zhang et al. (FASEB J, 20 de enero de 2004, DOI: 10.1096/fj.03-0881fje) dan a conocer un receptor de antigeno
transgénico que comprende un dominio transmembrana de cadena o o B IA de CMH de clase Il y un dominio
intracelular de cadena zeta de CD247.

Jyothi M.D. et al. Nat. Biotechnol. 20/12, diciembre de 2002, 1215-1220 dan a conocer un receptor de antigeno
transgénico que tiene un dominio extracelular de CMH de clase 1.

El documento US 2008/286312 muestra un receptor de antigeno transgénico que comprende una beta2-microglobulina
unida a un receptor de tipo Toll de dominio citoplasmatico de CD40.

El problema que subyace a la presente invencién es proporcionar los medios para la identificacién directa y sensible,
sin sesgos de las especificidades de péptidos antigénicos de células T CD4* y CD8* para su uso in vitro e in vivo. Este
problema se soluciona mediante la materia de las reivindicaciones independientes.

Términos y definiciones

Se facilitan secuencias de aminoacidos de extremo amino a carboxilo terminal. Las letras mayuUsculas para las
posiciones de secuencia se refieren a L-aminoacidos en el cédigo de una letra (Stryer, Biochemistry, 32 ed. pag. 21).
Las letras minUsculas para las posiciones de secuencia de aminoacidos se refieren a los D- o (2R)-aminoécidos
correspondientes.

En el contexto de la presente invencion, los términos “identidad” o “identidad de secuencia” se utilizan en su significado
conocido en la técnica de genética y bioinformatica; se refieren a un Unico parametro cuantitativo que representa el
resultado de una comparacién de secuencia posicidn por posicién. En la técnica se conocen métodos de comparacion
de secuencias; el algoritmo BLAST disponible pUblicamente es un ejemplo.

Un ejemplo de este tipo para la comparacién de secuencias de aminoécidos es el algoritmo BLASTP que usa
parametros por defecto tales como: umbral de espera: 10; tamafio de palabra: 3; coincidencias maximas en un intervalo
de consulta: 0; matriz. BLOSUMG62; costes de hueco: existencia 11, extensién 1; ajustes de composicién: ajuste de
matriz de puntuacién de composicién condicional. En ausencia de detalles adicionales, estos ajustes se usan para la
determinacion de los valores de identidad de secuencia de aminoacidos facilitados a continuacién.

Un ejemplo de este tipo para la comparacién de secuencias de acido nucleico es el algoritmo BLASTN que usa los
parametros por defecto: umbral de espera: 10; tamafio de palabra: 28; coincidencias méaximas en un intervalo de
consulta: 0; puntuaciones de coincidencia/falta de coincidencia: 1-2; costes de hueco: lineal. En ausencia de detalles
adicionales, estos ajustes se usan para la determinacién de los valores de identidad de secuencia de acido nucleico
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facilitados a continuacioén.

En el contexto de la presente memoria descriptiva, se usa el término “complejo mayor de histocompatibilidad” (CMH)
en su significado conocido en la técnica de biologia celular y bioquimica; se refiere a una molécula de superficie celular
que presenta un péptido, una fraccién de una proteina, de un modo adecuado para el reconocimiento por un receptor
de células T. Los péptidos reconocidos por el sistema inmunitario se denominan “epitopos” o “péptidos antigénicos” u
“oligopéptidos” en el contexto de la presente memoria descriptiva.

Hay dos clases principales de moléculas de CMH: clase | y clase Il.

CMH de clase | se produce como una cadena a compuesta por tres dominios, a1, a2, a3. El dominio o3 interacciona
con la molécula que no es de CMH B2-microglobulina. El péptido que se muestra o se presenta se sostiene mediante
la ranura de unidén a péptido, en la regién central del heterodimero a1/a2. La subunidad a3 contiene un dominio
transmembrana, que ancla la molécula de CMH de clase | a la membrana celular.

CMH de clase |l estd formado por dos cadenas, o y f3, teniendo cada una dos dominios, a1l y a2 y 1 y B2,
respectivamente. La ranura de unién a péptido (el elemento estructural formado por la molécula de CMH de clase |l
que presenta o muestra el epitopo peptidico) esta formada por el heterodimero de o1 y 1. Las subunidades a2 y 32
contienen dominios transmembrana que anclan la molécula de CMH de clase Il a la membrana celular.

Las moléculas de CMH de clase | y de clase Il comprenden en su forma inmadura un péptido sefial como la mayoria
de las proteinas recién sintetizadas que estan destinadas a la via secretora. La secuencia de péptido sefial de CMH
se ubica en el sentido de (5') del dominio de CMH o1 en la molécula de ARNm de CMH. Después de la escision del
péptido sefial, la molécula de CMH se conoce como la molécula de CMH madura.

En el contexto de la presente memoria descriptiva, se usa el término dominio de “B2-microglobulina” en su significado
conocido en la técnica de biologia celular y bioquimica; se refiere a una molécula que no es de CMH que forma parte
de la molécula de heterodimero de CMH de clase |. En otras palabras, constituye la cadena 3 del heterodimero de
CMH de clase |.

En el contexto de la presente memoria descriptiva, se usa el término “receptor de células T” (TCR) en su significado
conocido en la técnica de biologia celular y bioquimica; se refiere a una molécula que se encuentra en la superficie de
las células T que es capaz de reconocer antigenos unidos a moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad.
Los TCR son heterodimeros anclados a la membrana unidos por disulfuro que consisten en cadenas o y p altamente
variables. Cada cadena se compone de dos dominios extracelulares: regién variable (V) y una regién constante (C).
La regién variable se une al complejo de péptido-CMH; la regién constante es proximal a la membrana celular, seguida
de una regién de bisagra, regién transmembrana y una cola citoplasmética corta.

En el contexto de la presente memoria descriptiva, se usa el término “complejo de receptor de células T” en su
significado conocido en la técnica de biologia celular e inmunologia; se refiere a un complejo octamérico del TCRa/p
heterodimérico, con dos médulos de sefializacién heterodiméricos CD3e/6 y CD3y/e y el homodimero CD247/C
(también conocido como cadena & o cadena zeta de TCR). Los residuos ionizables en el dominio transmembrana de
cada subunidad forman una red polar de interacciones que mantienen unido el complejo. Dado que la cola
citoplasmatica del TCRa/P} es extremadamente corta, haciendo que sea poco probable que participe en la sefializacién,
estas moléculas de sefializacién son vitales en la propagacién de la sefial desde el TCR activado al interior de la
célula. El mecanismo mas comun para la activacién y regulaciéon de moléculas debajo de la membrana plasmatica es
a través de fosforilacién/desfosforilaciéon por proteina cinasas. Las partes intracelulares de CD3 y CD247¢ contienen
motivos de activacién basados en tirosina inmunorreceptora (ITAM) que la familia Src de tirosina cinasas seleccionan
como diana.

En el contexto de la presente memoria descriptiva, el término “funcionalmente unido” se refiere a la unién del estado
de actividad de dos funciones diferentes. Por ejemplo, un polipéptido receptor (funcién 1) puede estar funcionalmente
unido a un gen indicador y su promotor (funcién 2); entonces, si el receptor cambia su estado de actividad (por ejemplo,
activado), el promotor del gen indicador también cambiard su estado de actividad (por ejemplo, activado) y el gen
indicador se transcribe. Un ejemplo no limitativo de este tipo es el factor nuclear de la ruta de seflalizacién de células
T activadas (NFAT) conocida en la técnica. La activacién de TCR nativos (funcién 1) en las células T da como resultado
la activacién de proteina cinasas y fosfatasas que inician la importacién nuclear del factor de transcripcion NFAT
conduciendo a la expresidn de los genes diana de NFAT (funcién 2). En otras palabras, el TCR esta funcionalmente
unido a la expresion de genes diana de NFAT.

En el contexto de la presente memoria descriptiva, el término “activaciéon del gen indicador” se refiere a un cambio en
el estado de actividad del gen indicador. Un ejemplo de un cambio de este tipo en el estado de actividad es la activacién
del promotor de un indicador gen. Esto da como resultado el aumento de la transcripcién/ftraduccién del gen indicador.
Otro ejemplo es la escisién de un inhibidor de la proteina indicadora que da como resultado una mayor cantidad de
proteina indicadora activa.
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En el contexto de la presente memoria descriptiva, el término “transgénico” se usa en su significado conocido en la
técnica de biologia celular; se refiere a la introduccién de una secuencia de 4cido nucleico exégeno en un organismo
vivo de modo que este organismo presenta una nueva propiedad que no posee endégenamente.

En el contexto de la presente memoria descriptiva, se usa el término “receptor de antigeno” en su significado conocido
en la técnica de biologia celular e inmunologia; se refiere a receptores de superficie capaces de unirse a antigenos o
epitopos. Ejemplos de receptores de antigeno son receptores de células By de células T.

En el contexto de la presente memoria descriptiva, el término “receptor de antigeno quimérico” se refiere a los
receptores artificiales modificados por ingenieria genética que comprende partes de receptores de antigeno. Un
ejemplo no limitativo es un receptor hibrido que comprende dominios de receptores de células T o de células B
fusionados con dominios de CMH y/o secuencias de péptidos antigénicos.

En el contexto de la presente memoria descriptiva, el término “oligopéptido” o “secuencia de oligopéptido” se refiere
exclusivamente a oligopéptidos reactivos de células T que, cuando se presentan en el contexto de una molécula de
CMH en una célula, pueden provocar una respuesta de células T si los reconoce un receptor de células T relacionado.
Cuando se menciona que una secuencia de oligopéptidos estd compuesta por un polipéptido (mas largo) de la
invencién, el experto comprenderé que esto se refiere a una secuencia de oligopéptido que puede reconocerse por un
TCR cuando se presenta sobre una molécula de CMH. La secuencia de oligopéptidos comprende, ademés del epitopo
reactivo de células T presentado por CMH, un ligador de varios aminoacidos, que permite que el epitopo reactivo de
células T se ajuste en la molécula de CMH. A continuacién, se facilitan ejemplos de la longitud y la secuencia del
ligador.

Segun un primer aspecto de la invencién, se proporciona un método para la identificacién de una secuencia peptidica
reconocible por TCR, que comprende las etapas de:

i. proporcionar una pluralidad de células de mamifero, en el que
- cada una de la pluralidad de células de mamiferos expresa a un miembro de una biblioteca,
- cada miembro de la biblioteca codifica para una molécula de receptor de antigeno transgénico,
- la molécula de receptor de antigeno transgénico comprende
* un dominio extracelular de CMH1 o CMH2,
* un oligopéptido comprendido dentro de la secuencia polipeptidica de la secuencia del dominio extracelular (el
término “dentro” pretende significar que el oligopéptido puede estar comprendido en cualquier lugar entre el limite
N y C de la secuencia del dominio extracelular, o en cualquiera de sus extremos respectivos), en el que el
oligopéptido es diferente para cada miembro de la biblioteca, y en el que el oligopéptido se presenta de un modo
adecuado para el reconocimiento por un receptor de células T,
* un dominio transmembrana de un receptor de células T (TCR), y
* un dominio intracelular de un TCR,
- la molécula de receptor de antigeno transgénico esta funcionalmente unida a una proteina indicadora, mediante lo
cual la unién de un receptor de células T relacionado al receptor de antigeno transgénico da como resultado la
activacion del gen indicador.
ii. Poner en contacto la pluralidad de células de mamiferos con una preparacién de linfocitos T capaces de unirse a la
secuencia de oligopéptido comprendida en el receptor de antigeno transgénico a través de un receptor de células T

expresado en la superficie de los linfocitos T.

iii. Separar las células con una proteina indicadora detectable de dicha pluralidad de células de mamiferos segun el
nivel de proteina indicadora detectable, dando lugar de ese modo a células activadas.

iv. Aislar ADN que codifica para el miembro de la biblioteca expresado a partir de las células activadas.

v. Secuenciar la secuencia de oligopéptido comprendida en el receptor de antigeno transgénico expresado en las
células activadas. La secuencia determinada del oligopéptido es la secuencia peptidica reconocible por TCR.

En otras palabras, el método de la invencién permite evaluar el potencial antigénico de los oligopéptidos, o (para ser

més preciso) el potencial de una secuencia de oligopéptido particular de ser un epitopo presentado por CMH que
desencadena una respuesta de TCR relacionada. Para llevar a cabo esta evaluacion, se requiere una biblioteca de
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receptores de antigenos transgénicos que comprende oligopéptidos potencialmente antigénicos. Un miembro de la
biblioteca se expresa en cada célula de mamifero de la pluralidad de células, en donde la secuencia de oligopéptido
puede ser diferente para cada miembro de la biblioteca. El oligopéptido se presenta por el receptor de antigeno
transgénico de una manera que es adecuada para el reconocimiento por un receptor de células T. La unién del
oligopéptido antigénico por los linfocitos T proporcionados a través de su receptor de células T activa la proteina
indicadora que esté funcionalmente unida al receptor de antigeno transgénico. La célula de mamifero se separa
entonces segun el nivel de indicador detectable. El ADN se aisla de la célula de mamifero separada y el ADN del
oligopéptido comprendido se secuencia. Cada oligopéptido recuperado por este método es reconocido por un receptor
de células T.

El receptor de antigeno transgénico comprende un oligopéptido que se presenta de un modo adecuado para el
reconocimiento por un receptor de células T, un dominio extracelular de CMH1 o CMH2, un dominio transmembrana
de un receptor de células T y un dominio intracelular de un receptor de células T. El oligopéptido y los diferentes
dominios estan covalentemente unidos formando una sola cadena polipeptidica (extracelular-transmembrana-
intracelular). En ciertas realizaciones, el receptor transgénico comprende adicionalmente una regién de bisagra de un
receptor de células T que se sitla entre el dominio extracelular y el dominio transmembrana.

En el contexto de la presente memoria descriptiva, los términos “expresa” o “expresién” se usan en su significado en
la técnica de biologia celular y biologia molecular; se refieren a la transcripcién y traduccién de una secuencia de ADN
y del ARNm derivado.

En ciertas realizaciones la separacién de células con una proteina indicadora detectable de la pluralidad de células de
mamifero segun el nivel de proteina indicadora detectable tal como se describe en la etapa iii. se realiza al menos 1,
2,3,4,5,6,7, 8,90 10 veces. Esta realizacion es particularmente ventajosa si se usan bibliotecas de alta complejidad.

Seguln un aspecto alternativo de la invencién, se proporciona un método para la identificacién de una secuencia de
péptido reconocible por TCR. EI método comprende:

. proporcionar una célula de mamifero, en el que
- la célula de mamifero expresa una molécula de receptor de antigeno transgénico;
- la molécula de receptor de antigeno transgénico comprende

* un dominio extracelular de CMH1 o CMH2 que comprende un oligopéptido presentado de un modo adecuado
para el reconocimiento por un receptor de células T,

* un dominio transmembrana de un receptor de células T (TCR), y
* un dominio intracelular de un TCR,

- la molécula de receptor de antigeno transgénico esta funcionalmente unida a una proteina indicadora, mediante lo
cual la unién de un receptor de células T al receptor de antigeno transgénico da como resultado la activacién de
dicho gen indicador.

ii. Poner en contacto la célula de mamifero con una preparacién de linfocitos T capaces de unirse al oligopéptido
comprendido en el receptor de antigeno transgénico a través de un receptor de células T expresado en la superficie
del linfocito T. La unién del receptor de células T al receptor de antigeno transgénico activa el gen indicador, dando
lugar a una célula de mamifero activada.

iii. Aislar el ADN que codifica para el miembro expresado de la biblioteca de la célula de mamifero activada.
iv. Secuenciar la secuencia de oligopéptido comprendida en el receptor de antigeno transgénico.

En ciertas realizaciones, el receptor de antigeno transgénico comprende adicionalmente una regién de bisagra. En
ciertas realizaciones segun el aspecto primero y segundo de la invencion, el receptor de antigeno transgénico es un
receptor de antigeno transgénico ya conocido en la técnica. Se dan a conocer ejemplos de receptores de antigenos
transgénicos adecuados conocidos en la técnica en Jyothi et al., Nat Biotechnol 20, 1215-1220 (2002); Geiger et al.,
Blood 98(8) 2364-2371 (2001); documento US2008286312A1; Mekala et al.,, PNAS 102(33), 11817-11822, (2005);
Moisini et al., J Immunol (2008), 180:3601-3611; Scott et al., J Autimm 35, 390-397 (2010).

En ciertas realizaciones de cualquiera de los aspectos anteriores de la invencion, el receptor de antigeno transgénico
es un heterodimero de polipéptido de receptor de antigeno quimérico que comprende un primer polipéptido y un
segundo polipéptido, y

a. el primer polipéptido comprende una parte extracelular de la cadena alfa del complejo mayor de histocompatibilidad
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| (CMH de clase I) y el segundo polipéptido comprende un dominio de }2-microglobulina, o

b. el primer polipéptido comprende una parte extracelular de la cadena alfa del complejo mayor de histocompatibilidad
Il (CMH de clase Il) y el segundo polipéptido comprende una parte extracelular de la cadena beta del complejo mayor
de histocompatibilidad Il (CMH de clase II).

Al menos una de la primera y la segunda cadena polipeptidica comprende adicionalmente un oligopéptido,
covalentemente unido al dominio extracelular de CMH, en el que el oligopéptido puede ser reconocido por un receptor
de células T.

En ciertas realizaciones, la secuencia de oligopéptido comprende ademas una secuencia de ligador de 4 a 16
aminoacidos, particularmente 6, 8, 10, 12 o 14 aminoacidos de longitud. En ciertas realizaciones, el ligador se compone
predominantemente de glicina y una de serina, treonina y alanina. En ciertas realizaciones, el ligador comprende
glicina y serina solamente.

Uno del primer polipéptido y el segundo polipéptido comprende ademas una regién de bisagra, un dominio
transmembrana y un dominio intracelular o cola intracelular de la cadena alfa del receptor de células T y el otro del
primer polipéptido y el segundo polipéptido comprende una regidén de bisagra, un dominio transmembrana y un dominio
intracelular de la cadena beta del receptor de células T.

En ciertas realizaciones, se insertan la secuencia de oligopéptido y un ligador de glicina-serina entre el Gltimo
aminoécido del péptido sefal/lider de CMH y el primer aminoéacido del dominio a1 o dominio 31 de CMH.

En ciertas realizaciones, se inserta la secuencia de oligopéptido y una secuencia de ligador después del aminoécido
1,2, 3, 4 0 5 de la secuencia de dominio o1 0 de la secuencia de dominio B1 de CMH. La unién del péptido a la cadena
beta (dominio B1) insertara el péptido en el CMH en la direccién méas cominmente encontrada. Al unirlo a la cadena
alfa, se insertara el péptido en una orientacién inversa.

En ciertas realizaciones, se selecciona la parte extracelular de la molécula de CMH de la familia de genes HLA del
complejo mayor de histocompatibilidad humano disponibles para el experto en la técnica en bases de datos
especializadas tales como IMGT/HLA (http:/iwww.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/). Alternativamente, la secuencia de HLA se
deriva del ARN extraido de muestras de sangre o tejido del paciente.

En ciertas realizaciones, el oligopéptido tiene 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30 0 40 aminoacidos
(AA) de longitud. La mayoria de los péptidos de CMH de clase | tiene 8-10 aminoacidos de longitud, mientras que el
CMH de clase Il puede presentar péptidos mucho mas largos, ya que la hendidura de unién esté abierta, sin embargo
el epitopo real oscila entre 10 y 12 AA. En el método dado a conocer en el presente documento, los péptidos podrian
ser incluso mayores de 20 (véase la figura 3, el péptido de LCMV encontrado por el método de invencién comprende
24 AA). En ciertas realizaciones, se emplean oligopéptidos méas grandes, ya que esto permite el cribado de mas
registros de unién en un péptido.

En ciertas realizaciones, la regién de bisagra, la parte transmembrana e intracelular del antigeno transgénico en el
primer y/o segundo polipéptido no se deriva de la misma cadena de TCR. En otras palabras, la regién de bisagra o el
dominio transmembrana de la cadena a de TCR podria estar conectado al dominio transmembrana o intracelular de
la cadena [} de TCR y viceversa.

En ciertas realizaciones, el heterodimero de polipéptido de receptor de antigeno quimérico segun el segundo aspecto
de la invencién comprende un primer polipéptido con una secuencia de aminoéacidos que tiene al menos =80 %, 85 %,
90 %, 92 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % de identidad con SEQ ID NO 007 y un segundo polipéptido con
una secuencia de aminoacidos que tiene al menos = 80 %, 85 %, 90 %, 92 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 %
de identidad con SEQ ID NO 008.

La presente divulgacién describe un heterodimero de polipéptido de receptor de antigeno quimérico que comprende
un primer polipéptido y un segundo polipéptido. El primer polipéptido estd unido al segundo polipéptido por uno o
varios enlaces de disulfuro, y

a. el primer polipéptido comprende una parte extracelular de la cadena alfa del complejo mayor de
histocompatibilidad | (CMH de clase 1)y el segundo polipéptido comprende un dominio de 32-microglobulina asociado
al complejo mayor de histocompatibilidad | (CMH de clase I), o

b. el primer polipéptido comprende una parte extracelular de la cadena alfa del complejo de histocompatibilidad |l
(CMH de clase Il) y el segundo polipéptido comprende una cadena beta del complejo mayor de histocompatibilidad
Il (CMH de clase I1).

Uno del primer polipéptido y el segundo polipéptido comprende ademas una regién de bisagra, dominio
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transmembrana (y el dominio intracelular o la cola) de la cadena alfa del receptor de células T (TCR) y el otro del
primer polipéptido y el segundo polipéptido comprende una regién de bisagra, dominio transmembrana (y el dominio
intracelular o la cola) de la cadena beta del receptor de células T.

En otras palabras, el heterodimero de polipéptido de receptor de antigeno quimérico es capaz de presentar un
oligopéptido (epitopo) en un contexto de CMH, con el fin de que su TCR relacionado reconozca y se una al oligopéptido
(epitopo). La unién de su TCR relacionado da como resultado la activacién de los dominios intracelulares de las
moléculas CD3 y CD247 asociadas con el heterodimero de polipéptido de receptor de antigeno quimérico, lo que
conduce a la activacion de NFAT.

En ciertas realizaciones, las partes extracelulares de la molécula de CMH comprenden

i. dominios alfa1 y alfa2 y alfa3 y alfa3 de CMH de clase | en el primer polipéptido (ademas de -2 microglobulina
como segundo polipéptido), o

ii. dominios alfa1 y alfa2 de CMH de clase Il en el primer polipéptido, y dominios beta1 y beta2 de CMH de clase Il
en el segundo polipéptido.

En ciertas realizaciones, el primer polipéptido comprende sustancialmente toda la parte extracelular de la cadena alfa
del complejo mayor de histocompatibilidad | (CMH de clase |). En ciertas realizaciones, el primer polipéptido es la parte
extracelular de la cadena alfa del complejo mayor de histocompatibilidad | (CMH de clase ).

En ciertas realizaciones, el segundo polipéptido comprende sustancialmente toda la parte extracelular del dominio de
p2-microglobulina asociado al complejo mayor de histocompatibilidad | (CMH de clase |). En ciertas realizaciones, el
segundo polipéptido es el dominio de B2-microglobulina asociado al complejo mayor de histocompatibilidad | (CMH de
clase ).

En algunas otras realizaciones, el primer polipéptido comprende sustancialmente toda la parte extracelular de la
cadena alfa del complejo mayor de histocompatibilidad || (CMH de clase Il). En ciertas realizaciones, el primer
polipéptido es la parte extracelular de la cadena alfa del complejo mayor de histocompatibilidad Il (CMH de clase Il).
En ciertas realizaciones, el segundo polipéptido comprende sustancialmente toda la cadena beta del complejo mayor
de histocompatibilidad Il (CMH de clase Il). En ciertas realizaciones, el segundo polipéptido es la cadena beta del
complejo mayor de histocompatibilidad Il (CMH de clase II).

En ciertas realizaciones, al menos una de la primera y segunda cadena de polipéptido comprende adicionalmente un
péptido antigénico covalentemente unido al dominio extracelular de CMH, en el que dicho oligopéptido puede
reconocerse por un receptor de células T.

En ciertas realizaciones, se insertan la secuencia de péptido antigénico y un ligador de glicina-serina entre el Gltimo
aminoécido del péptido sefal/lider de CMH y el primer aminoéacido del dominio a1 o dominio 31 de CMH.

En ciertas realizaciones, se inserta la secuencia de péptido antigénico y una secuencia de ligador después de los
aminoécidos 1, 2, 3, 4 0 5 de la secuencia del dominio a1 o de la secuencia de dominio f1 de CMH.

En ciertas realizaciones, la parte extracelular de la molécula de CMH se selecciona de la familia de genes HLA del
complejo de mayor de histocompatibilidad humano disponible en bases de datos especializadas tales como IMGT/HLA
(http://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/). Alternativamente, la secuencia de HLA se deriva del ARN extraido de muestras
de sangre o tejido del paciente.

En ciertas realizaciones, el oligopéptido tiene 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30 0 40 aminoécidos
de longitud. La mayoria de los péptidos de CMH de clase | tienen 8-10 aminoéacidos de longitud, mientras que CMH
de clase Il puede presentar péptidos mucho mas largos, ya que la hendidura de unién esta abierta, sin embargo el
epitopo real esta dentro de 10-12 AA. En el método dado a conocer en el presente documento, los péptidos podrian
ser incluso mayores de 20 (véase la figura 3, el péptido de LCMV encontrado por el método de invencién comprende
24 AA). Podria ser ventajoso tener oligopéptidos més grandes, ya que esto permite el cribado de més registros de
unién en un péptido.

En ciertas realizaciones, la regién de bisagra, la parte transmembrana e intracelular del polipéptido del receptor de
antigeno quimérico en el primer y/o segundo polipéptido no se deriva de la misma cadena de TCR. En otras palabras,
la regién de bisagra o el dominio transmembrana de la cadena o« de TCR podria estar conectado al dominio
transmembrana o intracelular de la cadena 3 de TCR y viceversa.

La presente divulgacién describe ademés una molécula de &cido nucleico que codifica para el heterodimero de
polipéptido de receptor de antigeno quimérico, particularmente una molécula de é&cido nucleico que tiene una
secuencia promotora que funciona en una célula huésped de mamifero.
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La presente divulgacién describe ademas una célula, en particular una célula de mamifero, que comprende o que
expresa la molécula de 4cido nucleico.

La presente divulgacion describe ademés una célula, en particular una célula de mamifero, méas particularmente un
linfocito T de mamiferos, que comprende

i. el polipéptido de receptor de antigeno quimérico segun el primer aspecto de la invencidn, y

ii. una funcién efectora funcionalmente unida al heterodimero de polipéptido de receptor de antigeno quimérico.
En ciertas realizaciones, la funciéon efectora es:

i. una proteina indicadora, y/o

ii. la capacidad de inducir la muerte celular, en particular la apoptosis, en las células unidas al heterodimero de
polipéptido de receptor de antigeno quimérico.

En ciertas realizaciones, la proteina indicadora se selecciona de:
i. una proteina fluorescente,
ii. una proteina luciferasa,
iii. un gen de resistencia a antibidticos,
iv. una recombinasa Cre,
V. una nucleasa CAS-9, o
vi. un activador o supresor transcripcional quimérico de CAS-9.

La presente divulgacién describe ademéas un método para obtener una preparacién de linfocitos T que tienen una
reactividad reducida contra un antigeno. El método comprende:

i. proporcionar una preparacién de linfocitos T obtenidos de un paciente,

ii. poner en contacto la preparacién de linfocitos T con células de mamiferos descritas anteriormente en el presente
documento,

en el que la célula de mamifero se caracteriza porque la funcién efectora es capaz de inducir la muerte celular, en
particular la apoptosis, en células unidas al heterodimero de polipéptido de receptor de antigeno quimérico.

En otras palabras, los linfocitos T especificos capaces de unirse a las secuencias de oligopéptidos proporcionadas
dentro del heterodimero de polipéptido de receptor de antigeno quimérico de la célula mamifero experimentarian
muerte celular, en particular apoptosis.

La presente divulgacion describe ademéas un método para el agotamiento de linfocitos T que tienen una actividad
contra antigenos especificos para su uso en un paciente que lo necesita. EI método comprende las etapas de:

i. proporcionar una preparacién de células de mamifero descritas anteriormente en el presente documento,
ii. administrar las células de mamifero a un paciente,

en el que la célula de mamifero se caracteriza por que la funcién efectora es capaz de inducir la muerte celular, en
particular la apoptosis, de las células unidas al heterodimero de polipéptido de receptor de antigeno quimérico.

En otras palabras, los linfocitos T capaces de unirse a la secuencia de oligopéptidos que se presenta en el
heterodimero de polipéptido de receptor de antigeno quimérico se agotan selectivamente. Esto puede usarse, por
ejemplo, para la reduccién o eliminacion de linfocitos T autorreactivos en un paciente que lo necesita.

En ciertas realizaciones, este método se usa para tratar enfermedades autoinmunitarias tales como alergias. En ciertas
realizaciones, este método se usa para la prevencién y el tratamiento del rechazo de érganos después de un
trasplante.

La presente divulgacién describe ademas una célula de mamifero descrita anteriormente en el presente documento
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para su uso en el tratamiento o la prevencién de enfermedades autoinmunitarias, rechazo de trasplantes o disfuncién
inmunitaria incluyendo, pero sin limitarse a, diabetes tipo 1, esclerosis multiple, artritis reumatoide, enfermedad de
Crohn y sindrome inflamatorio del intestino. En otras palabras, la célula de mamifero se usa para el agotamiento de
linfocitos T que tienen una actividad contra antigenos especificos, asociados a enfermedad.

La presente divulgacién describe ademéas un método para detectar la respuesta inmunitaria de un paciente a un
oligopéptido. El método comprende las etapas de:

i. proporcionar una célula de mamifero descrita anteriormente en el presente documento, en el que dicha célula
comprende una proteina indicadora funcionalmente unida a dicho heterodimero de polipéptido de receptor de
antigeno quimérico,

ii. proporcionar una muestra de sangre del paciente ex vivo que contiene linfocitos T implicados en la respuesta
inmunitaria,

iii. poner en contacto la célula de mamifero con la muestra de sangre en condiciones que permiten que la funcién
efectora funcione, y

iv. detectar la proteina indicadora en la célula de mamifero.

En otras palabras, si en la sangre de un individuo se enriquecen linfocitos T capaces de unirse al oligopéptido usado
dando como resultado una fuerte expresién de proteina indicadora, esto indica una respuesta inmunitaria contra el
oligopéptido.

En ciertas realizaciones, el oligopéptido usado en este método se deriva de un virus, una bacteria, un hongo o un
parasito.

En algunas realizaciones, el método comprende ademas las etapas de
i. separar las células de mamifero segun la expresion de la proteina indicadora,
ii. aislar el ADN de las células de mamifero separadas, y

iii. secuenciar el oligopéptido, codificado en el heterodimero de polipéptido de receptor de antigeno quimérico
descrito anteriormente en el presente documento.

En otras palabras, se usa una multitud de células de mamifero con diferentes oligopéptidos en el heterodimero de
polipéptido de receptor de antigeno quimérico. Cada uno de estos oligopéptidos se deriva de un determinado
patégeno, alérgeno, tumor o tejido inflamado (en el caso de un paciente autoinmunitario). Esto permite realizar pruebas
simultdneas para una multitud de diferentes respuestas inmunitarias. Un ejemplo no limitativo es el uso como
herramienta de diagndstico.

Cuando se presentan alternativas para caracteristicas individuales separables tales como, por ejemplo, una secuencia
de ligador, longitud de ligador, en el presente documento como “realizaciones”, debe entenderse que tales alternativas
pueden combinarse libremente para formar realizaciones diferenciadas dadas a conocer en el presente documento.

La invencién se ilustra ademas mediante los siguientes ejemplos y figuras, de los que pueden extraerse realizaciones
y ventajas adicionales. Estos ejemplos pretenden ilustrar la invencién, pero no limitar su alcance. La invencién se
define por las reivindicaciones adjuntas.

Descripcion corta de las figuras

La figura 1 muestra la estructura y reactividad especifica de antigeno del sensor de MCR2 (heterodimero de polipéptido
receptor de antigeno quimérico con partes extracelulares de CMH Il). (a) Representacion esquemética del MCR2 y su
interaccién con el TCR especifico de péptido. (b) Expresion de superficie de MCR2(gp61) en células de timoma BEKO.
(c) Transcurso temporal de la regulacién por disminucién de MCR2(gp61) (panel izquierdo) o MCR2(OVA) (panel
derecho) en células BEKO cocultivadas con células T CD4+ transgénicas para TCR OT-Il especificas de OVA o Smarta
especificas de gp61. Los valores muestran los niveles de MCR2 representados como porcentaje de intensidad de
fluorescencia media al inicio del cocultivo. (d) Transcurso temporal de activacion de NFAT especifica de péptido
(expresiéon de GFP) en células H18.3.13 transducidas con MCR2(gp61) o MCR2(OVA) cocultivadas con células T
CD4+ Smarta u OT-Il. El histograma muestra ejemplos de mediciones de activacién de NFAT en células MCR2(gp61)+
en los puntos de tiempo indicados. (e) Sensibilidad de células indicadoras especificas de péptido. Se diluyeron células
H18.3.13 MCR2(gp61)+ en células H18.3.13 MCR2(OVA)+ y se midié la activacién de NFAT en células no tratadas
(triangulos) o después del cocultivo con células T CD4+ Smarta (cuadrados). El grafico muestra una correlacién lineal
(R>0,99) entre el porcentaje de células H18.3.13 GFP+ y el porcentaje de células que portan el MCR2(gp61). (f)
Frecuencia minima de células T especificas de péptido capaces de desencadenar una activacién robusta de NFAT en
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células indicadoras MCR2+. Se mezclaron esplenocitos de ratones transgénicos Smarta y OT-Il a diferentes
proporciones y se usaron para estimular células H18.3.13 MCR2(gp61)+ o MCR2(OVA)+. El grafico muestra el
porcentaje de células GFP+ entre las células H18.3.13 MCR2(gp61)+ o H18.3.13 MCR2(OVA)+ en funcién del
porcentaje de células T CD4+ especificas de péptido, después de 8 h de cocultivo. (g) El nimero minimo de células T
especificas de péptido capaces de desencadenar una respuesta en células indicadoras. Activacién de NFAT en células
H18.3.13 MCR2(gp61)+ (izquierda) y MCR2(OVA)+ (derecha) después de cocultivo durante la noche con diferentes
nameros de células T CD4+ Smarta u OT-Il. h) Cinética de la expansién de células T CD4+ especificas de LCMV en
la sangre de ratones infectados (n=3) detectada por la activacién de células H18.3.13 MCR2(gp61)+. Se muestra el
porcentaje de células indicadoras GFP+ después del cocultivo durante la noche con sangre tomada en diferentes dias
después de la infeccidn. Se us6 sangre de un ratén Smarta sin tratamiento previo como control positivo.

La figura 2 muestra el cribado de mimotopos de gp61. (a) Un esquema de aleatorizacién de péptidos mediada por
RAG basandose en el cual se genero6 la biblioteca de mimotopos de MCR2(gp61-RSS) (véase Materiales y métodos),
RSS, secuencia sefial de recombinacién. (b) Ejemplos de secuencias de gp61 alteradas encontradas en la biblioteca
(los nuevos aminoacidos se muestran en gris). (¢) Células 16.2¢c11 que portan el indicador de NFAT-FT se transdujeron
con la biblioteca de MCR2(gp61-RSS) o con MCR2(OVA) o MCR2(gp61) como controles y se cocultivaron con
hibridomas de células T CD4+ Smarta u OT-ll. Se clasificaron y se expandieron células MCR2(gp61-RSS)+
individuales que mostraban activacion de NFAT (fluorescencia de azul-FT) después del cocultivo de 9 h con el
hibridoma de Smarta especifico de gp61 (panel superior derecho). (d) Activacién de células 16.2c11 MCR2(gp61)+,
MCR2(gp61S)+ y MCR2 (gp61N)+ cocultivadas con el hibridoma de Smarta. (e) Secuencias de gp61 original y dos
nuevos mimotopos de gp61 encontrados en la biblioteca de MCR2(gp61-RSS). (f) Dilucién de CFSE en células T
CD4+ Smarta después de un cocultivo de 3 dias con células dendriticas pulsadas con mimotopos de gp61 a diferentes
concentraciones (histogramas) y produccién de citocinas a una concentraciéon de 100 nM (graficos de puntos).

La figura 3 muestra la busqueda de nuevos epitopos de LCMV. (a, b) Se purificaron células T CD4+ de ratones
infectados con LCMV de los bazos 5y 8 dias p.i. y se fusionaron con células BW5147 que portaban un indicador de
NFAT-GFP. La reactividad de los hibridomas resultantes se determiné mediante la expresién de GFP después del
cocultivo con células dendriticas pulsadas con LCMV o gp61. Los histogramas (a) muestran ejemplos de diferentes
tipos de reactividad (LCMV-blanco o gp61-gris oscuro) y la tabla (b) un resumen de los datos (¢) un esquema de la
estrategia de clonacién para la construccion de bibliotecas enriquecidas en péptidos que se producen de manera
natural (NPL). ORF - marco de lectura abierto que dicta la secuencia de proteina natural. (d) Se cocultivaron células
indicadoras 16.2¢11 MCR2(LCMVNPL)+ con hibridomas reactivos con LCMV (H2, H3, H14 y H30) de especificidad
de péptido desconocida. Las células indicadoras activadas se clasificaron, se expandieron y se cocultivaron
nuevamente con los hibridomas correspondientes. Para lograr suficiente enriquecimiento, este procedimiento se
repitié tres veces. Los gréaficos de puntos muestran un ejemplo de activacion de NFAT después de dos o tres rondas
de cocultivo. (e) Después de la tercera ronda de enriquecimiento, las células individuales se clasificaron, se
expandieron y se verificd su reactividad mediante cocultivo con hibridomas (el histograma muestra la reactividad de
NFAT de ejemplo). La tabla de la derecha muestra las frecuencias de clones reactivos. A continuacién se muestran
las secuencias peptidicas de los constructos de MCR2, que representan el epitopo dominante NP311 y el nuevo
epitopo NP547.

La figura 4 muestra una prueba de funcién de la molécula de MCR1 (heterodimero de polipéptido de receptor de
antigeno quimérico con partes extracelulares de CMH [; gp33/H2-Kb) transducida en la linea celular indicadora
H18.3.13. (A) Después de un cultivo durante la noche en pocillos recubiertos con anticuerpos aCMH-I, se indujo la
activacion de la NFAT en las células transducidas con MCR1, pero no en células de control.

La figura 5 muestra a) la activacién de células 16.2¢c11 MCR2(LCMV-NPL)+ después de una, dos y tres rondas de
enriquecimiento por cocultivo con hibridomas H3 y H4. b) Ejemplos de activacién de clones de 16.2c11 MCR2+
derivados del cribado de una biblioteca de MCR2 de péptidos al azar con el hibridoma H9 después del cocultivo final.
Se muestran ejemplos de secuencias recuperadas de la biblioteca antes y después del enriquecimiento en péptidos
reactivos con H9.

La figura 6 muestra la reactividad especifica de péptido y la sensibilidad del sensor de MCR2. a) Transcurso temporal
de la activacién de NFAT especifica de péptido (expresién de indicador de GFP) en células H18.3.13 MCR2(OVA)+
cocultivadas con células T CD4+ OT-Il o células T CD4+ Smarta como controles. El histograma muestra ejemplos de
mediciones de activacion de NFAT en células MCR2(OVA)+ en los puntos de tiempo indicados. b) Sensibilidad de
células indicadoras especificas de péptido. Se diluyeron células H18.3.13 MCR2(OVA)+ en células H18.3.13
MCR2(gp61)+ y se midi6 la activacién de NFAT después del cocultivo con células T CD4+ OT-Il. El gréfico muestra
una correlacién lineal (R>0,99) entre el porcentaje de células H18.3.13 GFP+ y el porcentaje de células que portan el
MCR2(OVA).

Ejemplos

Ejemplo 1: Cribado de epitopos de células T en células de mamiferos usando el heterodimero de polipéptido de
receptor de antigeno quimérico dado a conocer
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Los métodos actuales para identificar epitopos de células T relacionados se basan en principio en dos enfoques
principales. El primer enfoque se basa en la deteccién de interacciones fisicas de CMH-TCR mediante la tincién de
células T con tetrameros de CMH o tincién de fagos, levaduras o células de insectos que presentan complejos de
péptido-CMH con TCR recombinantes. El segundo enfoque se basa en la medicién de la activacién de células T en
cocultivos con células dendriticas (DC) que presentan conjuntos de péptidos o bibliotecas de péptidos combinatorias
de exploracion posicional. El cribado de bibliotecas de tetrdmeros de CMH es eficaz para definir la especificidad fina
del reconocimiento de antigenos conocidos o predichos, pero debido a que no todos los tetrameros de péptido-CMH
se unen con igual fuerza, pueden omitirse facilmente interacciones de baja afinidad (por ejemplo, se necesitan 400
veces mas tetrameros de OVA-I-A® que tetrameros de gp66-1-AP, para una tincion similar de células T OT-Il especificas
de OVA 'y células T Smarta2 especificas de gp61, respectivamente). Se aplican restricciones de afinidad similares a
los métodos actuales de presentacién de péptido-CMH, donde se usan TCR solubles. Ademas, las moléculas de CMH
tienen que mutagenizarse para permitir una expresion de superficie eficaz en fagos o células de levadura. El cribado
de bibliotecas de péptidos combinatorias de exploracién posicional aprovecha la reactividad cruzada del TCR vy utiliza
conjuntos de péptidos para definir motivos que conducen a la activacién de células T. Aunque se han encontrado
epitopos de células T que se asemejan a péptidos que se producen de manera natural con este método, los péptidos
identificados a menudo no tienen una homologia clara con proteinas conocidas y es necesario recurrir a enfoques
bioinformaticos.

Los inventores dan a conocer en el presente documento el desarrollo de un sistema universal que permite un cribado
directo, sin sesgos, sensible y eficaz de epitopos en células de mamifero. Un método de este tipo debe: i) proporcionar
una mezcla compleja de APC, presentando cada una péptidos de una Unica secuencia que se produce de manera
natural; ii) proporcionar medios eficaces para identificar y separar las APC que presentan péptidos relacionados; iii)
ofrecer la posibilidad de repetir iterativamente el procedimiento y iv) permitir una facil recuperacién de secuencias de
péptidos mediante clonacién. Para generar APC que satisfacen los primeros criterios, los inventores siguieron los
enfoques usados para producir ratones de “péptido individual”’ y para construir diferentes sistemas de presentacion de
péptido-CMH. Por medio de la tecnologia de ADN recombinante, se unié un péptido directamente a la molécula de
CMH, produciendo un complejo estable y evitando que se unan otros péptidos. Una biblioteca de tales complejos de
péptido-CMH transfectados en células deficientes en CMH da lugar a un conjunto de células que presentan cada una
un péptido Unico (para mas detalles véase Materiales y métodos). Idealmente, la identificaciéon de las APC que portan
péptidos relacionados para células T particulares implicaria una sefial facilmente medible una vez que a sus complejos
de péptido-CMH se unieron los TCR de las células T especificas. Por tanto, la molécula de fusién de péptido-CMH
estaba unida al complejo de TCR, que est4 hecho a medida para detectar interacciones de baja afinidad. Se han usado
satisfactoriamente fusiones directas de cadena zeta (CD247) para construir diversos receptores de antigeno
quimérico. Sin embargo, para crear un sensor molecular que se asemeja al complejo de TCR nativo lo maximo posible,
los complejos de péptido-CMH se fusionaron con cadenas truncadas TCRa y TCRp que consistian en los dominios
de regién de bisagra, transmembrana (TM) e intracelular (IC). La conexién del péptido-CMH a toda la maquinaria de
sefializacion de TCR proporciona mas sefiales fisiolégicas. Esta quimera de CMH-TCR se denomina MCR en el
contexto de esta memoria descriptiva. Una molécula de este tipo, tras su transfeccién en hibridomas de células T
deficientes en TCR, permite la monitorizacién directa del acoplamiento a péptido-CMH por los TCR de células T
especificas usando un sistema indicador de NFAT-EGFP (figura 1a). El cocultivo de células que portan una biblioteca
de moléculas de péptido-MCR con hibridomas o clones de células T especificos de antigeno permite la identificacién
directa de las especificidades de péptidos relacionados de las células T mediante un cribado funcional masivamente
en paralelo en células de mamifero.

Por tanto, el MCR se disefi6 y se cloné para el cribado de péptidos relacionados de células T restringidas por CMH de
clase Il, por tanto, MCR2. MCR2 consiste en dos cadenas: la cadena o, compuesta por los dominios extracelulares de
la cadena oo de CMH de clase Il de I-A° unida a un TCRa truncado; y la cadena f compuesta por un péptido (el epitopo
derivado de LCMV dominante, gp61) y los dominios extracelulares de la cadena § de CMH de clase Il de I-A” unida a
un TCRP truncado (figura 1a). También se clond un segundo MCR2 que portaba el péptido OVA y los dos se
designaron MCR2(gp61) y MCR2(OVA), respectivamente. Tras la transduccién de los MCR en una linea celular de
timoma CMH-II'TCR BEKO, su expresién se verificé mediante tincién con anticuerpos anti-CMH-Il. Tal como se
representa en la figura 1b, el MCR2 se expresé eficientemente en la superficie celular, lo que indica que se ensambld
con componentes de CD3 del complejo de TCR. Para verificar su especificidad, se cocultivaron células BEKO que
expresaban MCR2(gp61) o MCR2(OVA) con células T CD4* Smarta2 u OT-Il. Se observd una regulaciéon por
disminucién de MCR2 muy rapida y especifica de péptido desde la superficie, con cinética idéntica a los TCR
convencionales. MCR2(gp61) se regulé por disminucién en cocultivos con células T Smarta2 y no en presencia de
células T OT-Il (figura 1c, panel izquierdo). Lo contrario era cierto para el MCR2(OVA), resaltando la especificidad del
sistema de MCR2 (figura 1c, panel derecho). Ademas, se evalué la capacidad del MCR2 para desencadenar la
activacién de NFAT transduciéndolo en un hibridoma de células T deficiente en TCR que portaba el indicador de
NFAT-EGFP (H18.3.13). De nuevo, la respuesta de NFAT solo se desencadené cuando se cocultivaron hibridomas
que portaban MCR2 con células T especificas de péptido (figura 1d). La respuesta fue robusta y facilmente medible
ya después de 2 h (figura 1d, panel mas a la derecha).

Los inventores sometieron a prueba la sensibilidad del sistema de MCR mezclando células indicadoras MCR2(gp61)*
y MCR2(OVA)* a diferentes proporciones y midiendo la activacién de NFAT después del cocultivo con células T CD4*
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Smarta2 u OT-Il. Tal como se muestra en la figura 1e, fue posible detectar directamente la expresién especifica de
indicador de NFAT en células presentes a frecuencias por encima de 1/10000. De manera importante, se observd una
correlacién lineal entre el porcentaje de células que expresan NFAT-EGFP detectadas y el porcentaje de células que
portan el MCR2 “especifico de idiotipo/célula T”, lo que indica que células especificas presentes a frecuencias
inferiores a 1/10000 son todavia NFAT-EGFP™, incluso si no pueden distinguirse del fondo. También se determiné la
frecuencia méas baja de células T especificas de péptido en una poblacién heterogénea, que era capaz de
desencadenar una activacion robusta de NFAT en células MCR2*. Se mezclaron células T CD4* clasificadas (figura
1f, panel superior) o esplenocitos sin clasificar (figura 1f, panel inferior) de ratones Smarta2 y OT-Il a diferentes
proporciones y se usaron para estimular células MCR2(gp61)* o MCR2(OVA)*. Incluso con solo un 1 % de células T
CD4* especificas de péptido, se desencadend un 50 % de la activacion maxima de NFAT en células MCR2", cuando
se proporcionaron células T en exceso. De manera notable, tal como se muestra en la figura 1g (panel izquierdo),
incluso una sola célula T CD4* Smarta2 fue capaz de desencadenar una activacion significativa de NFAT-EGFP en
células MCR2(gp61)*, mientras que en el caso de las células MCR2(OVA)*, se requirieron 5 células, probablemente
debido a una menor afinidad de interaccién (figura 1g, panel derecho). Estos resultados indican que puede usarse la
tecnologia de MCR como herramienta de diagnéstico sensible para la monitorizaciéon de especificidades de células T
en la sangre tomada de los pacientes. De hecho, pueden usarse células indicadoras MCR2(gp61)* para rastrear
eficazmente la expansién de células T CD4" especificas de antigeno en la sangre de animales infectados por LCMV
(figura 1h). Estos resultados demuestran la gran sensibilidad del método de MCR.

Para usar la invencién dada a conocer para encontrar péptidos especificos poco comunes en una biblioteca compleja,
se necesitan miltiples ciclos iterativos de cocultivo y clasificacién de células indicadoras NFAT-EGFP*. Debido a que
la deteccién eficaz de activacién de NFAT en rondas posteriores de estimulacién depende de la rapida desaparicion
de las sefiales de indicador de NFAT desencadenadas en rondas anteriores, se reemplazé el EGFP muy estable por
el temporizador fluorescente lento (sFT). Este mutante de mCherry cambia de “color” con el tiempo, permitiendo la
distincién de activacion reciente (azul-mCherry) y pasada (rojo-mCherry) de NFAT y por tanto permite intervalos mucho
méas cortos entre rondas posteriores de estimulacién.

En primer lugar, se aplicé la invencién dada a conocer para la blisqueda de mimotopos de gp61 en la biblioteca de
MCR2(GP61-RSS), generada mediante la aleatorizaciéon de residuos centrales de gp61 a través de reordenamiento
mediado por RAG (figura 2a y M&M). Los clones seleccionados aleatoriamente contenian constantemente mutantes
Unicos de la secuencia de gp61 (figura 2a). Después de transducir esta biblioteca en células indicadoras de NFAT-
sFT (16.2c11), las células MCR2* se clasificaron, se expandieron y se cocultivaron con hibridomas de células T
especificas de gp61 o especificas de OVA (figura 2b). Alrededor del 10 % de las células 16.2¢11 MCR2(gp61-RSS/I-
AP)* mostraron activacién de indicador de NFAT azul cuando se cocultivaron con hibridomas especificos de gp61.
Estas células se clasificaron como células individuales, se expandieron y volvieron a cribarse (figura 2c). Todos los 24
clones sometidos a prueba respondieron a la reestimulacién con hibridomas especificos de gp61. La amplificacién por
PCR y secuenciacién de las partes peptidicas de los MCR de estos clones revelaron dos nuevos mimotopos y el
péptido gp61 original (figura 2¢). La lisina en la posicién 9 de gp61 se mutd a serina (gp61S) o a asparagina (gp61N),
lo que indica que no se requiere absolutamente para la activacién de células T Smarta2. Sin embargo, el nivel de
activacién de NFAT sugirié que TCR Smarta2 se une a los nuevos mimotopos (en particular gp61S) con menor afinidad
(histograma en la figura 2c). En cocultivos de células T con células dendriticas, ambos mimotopos indujeron respuestas
robustas de células T Smarta2. De manera interesante, mientras que gp61N indujo proliferacién y produccién de
citocinas de tipo Th1 de manera similar al péptido original, el gp61S subo6ptimo fue mucho menos eficaz en a impulsién
de la proliferacion, pero indujo una fuerte respuesta de citocinas de tipo Th2 (figura 2d).

Finalmente, se realiz6 un cribado para epitopos de LCMV novedosos con la ayuda de hibridomas de células T CD4*
derivados de animales infectados por LCMV 5 y 8 dias después de la infeccidn (figura 3a y b). Los hibridomas portaban
un indicador de NFAT-EGFP que permitié verificar su reactividad contra LCMV y recoger hibridomas no reactivos con
gp61 para su analisis adicional (figura 3b). Cinco de tales hibridomas (H30, H14, H2 que responden fuertemente y H4,
H3 que responden débilmente) se usaron para cribar células indicadoras 16.2¢11 transducidas con una biblioteca de
moléculas de MCR2 que portaban todos los péptidos solapantes posibles de la glicoproteina (GP) y la proteina nuclear
(NP) de LCMV. Esta “biblioteca de péptidos genuinos” (GPL) se generé clonando piezas aleatorias de ADNc que
codifica para GP y NP en el vector de MCR2 (figura 3c) y tiene una ventaja significativa con respecto a bibliotecas de
péptidos aleatorias 0 combinatorias, ya que muchos (1/6) de los péptidos recuperados representan proteinas nativas.
De hecho, para 4 de cada 5 hibridomas, se identificaron directamente péptidos diana especificos de LCMV. Tres de
los hibridomas (H30, H14 y H2) reconocieron un epitopo dominante de LCMV conocido NP311 y H3 reacciond con un
nuevo epitopo NP547 (figura 3d). El quinto hibridoma (H4) no dio lugar a ningln enriquecimiento para las células
indicadoras reactivas, incluso después de 3 rondas iterativas de cribado. La expresidén de superficie de TCR se sometid
a prueba en este hibridoma y se encontré que era negativa para TCR. El TCR probablemente se perdi6é durante la
expansion después del cribado inicial de especificidad de LCMV. Este resultado verifica ademas la especificidad de
TCR del método dado a conocer. Se usé un hibridoma adicional (H9) para cribar una biblioteca de MCR2 que portaba
péptidos al azar y se encontraron varios epitopos fuertemente reactivos, pero no se asemejaban a ningin péptido de
LCMV. Este apoya ademas la estrategia de usar GPL en lugar de bibliotecas de péptidos al azar para el cribado de
epitopos de células T.

En el presente documento, se da a conocer un nuevo sensor molecular, que permite la deteccién de interacciones de
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péptido-CMH-TCR en el lado de APC con gran especificidad, sensibilidad y cinética rapida. Utilizando este indicador,
se establecié un enfoque novedoso para el cribado funcional y sin sesgos de epitopos de células T. Combina la
versatilidad de la clonacidén por expresién con las capacidades de sensibilidad y alto rendimiento de la clasificacién
celular activada por fluorescencia y permite un cribado iterativo eficaz de bibliotecas de péptidos en células de
mamiferos. Todo esto proporciona ventajas significativas con respecto a los métodos conocidos en la técnica. En
primer lugar, gracias a la interaccién multivalente entre los MCR y los TCR, la unién de alta y baja afinidad genera
sefiales de NFAT-indicador similares (figura 1d) y, por tanto, es menos probable que se pierdan ligandos de baja
afinidad. De hecho, a pesar de que los epitopos de LCMV se han estudiado ampliamente, pudo identificarse un epitopo
novedoso, NP547. En segundo lugar, nos e requiere modificaciéon por ingenieria genética de TCR recombinantes
individuales o mutagénesis del CMH, ya que los péptidos se criban en el contexto de moléculas nativas de TCR y
CMH expresadas en la superficie de células de mamifero. En tercer lugar, tal como se ejemplifica mediante el cribado
de péptidos del virus LCMV, la tecnologia de MCR facilita el cribado eficaz de bibliotecas altamente enriquecidas en
péptidos derivados del patégeno/célulaftejido seleccionado como diana por la célula T de interés.

El enfoque basado en MCR proporciona un modo versétil, facil de usar y potente para identificar especificidades
antigénicas de células T. Como tal, puede tener un impacto en varios campos de la investigacién basica y clinica.
Definir las especificidades de las células T infiltrantes en tumores reguladoras y efectoras permite el descubrimiento
de antigenos tumorales novedosos. La definicidn de las especificidades de células T infiltrantes en tejidos
autorreactivas ayuda en el desarrollo de terapias especificas de antigeno para enfermedades autoinmunitarias. En
este sentido, MCR también puede permitir un redireccionamiento eficaz de las funciones efectoras de células T hacia
células T especificas de péptido, permitiendo la purga del repertorio de especificidades no deseadas. Ademas, el
cribado de bibliotecas de mimotopos conducird al descubrimiento de variantes de péptidos de alta afinidad y al
desarrollo de pruebas basadas en citometria de flujo sensibles para la reactividad antigénica de células T que circulan
en la sangre de los pacientes.

Materiales y métodos

Ratones

Se adquirieron ratones C57/BI6 de Charles River. Se criaron ratones Smarta2 y OT-ll en la instalacién de ratones de
ETH.

Lineas celulares

Beko es una linea celular de timoma espontanea derivada de ratones deficientes en TCRp. La linea celular indicadora
H18.3.13 se gener6 transduciendo retroviralmente el indicador de NFAT-EGFP (que porta cuatro copias del promotor
minimo humano de IL-2, conteniendo cada una 3 sitios de unién a NFAT ACGCCTTCTGTATGAAACAGTTTTTCCTCC
(SEQ ID NO 001), insertados en el sentido de 5 de la secuencia codificante de EGFP) en un hibridoma de células T
TCR" B6. La linea celular indicadora 16.2c11 se gener6 transfectando el hibridoma de células T 16.2 con el constructo
indicador de NFAT-sFT y un vector que codifica para el receptor de retrovirus ecotrépico murino Sic7a1.

Generacién de hibridomas

Se activaron células T o timocitos clasificados con anticuerpos anti-CD3e y anti-CD28 unidos a plastico en presencia
de IL-2 de ratén durante 2-3 dias. Se fusionaron iguales numeros de células T activadas y la pareja de fusién TCRo
pBW5147 usando PEG-1500, y se sembraron en placa a dilucién limitante en presencia de hipoxantina 100 mM,
aminopterina 400 nM y timidina 16 mM (HAT).

Clonacién del MCR2
Se clonaron las cadenas a y f de MCR2 mediante técnicas convencionales y contienen las siguientes partes:

Cadena o de MCR2: los residuos de la cadena o de CMH-II I-AP 1-208 unidos a los residuos de la regién constante
de la cadena de TCRa 87-137 mediante el ligador GGSGGSAQ (SEQ ID NO 002).

Cadena B de MCR2: los residuos de la cadena 8 de CMH-II I-A° 1-217 unidos a los residuos de la regién constante de
la cadena de TCRp (C1) 123-173 mediante el ligador AQSGGSGGSAQ (SEQ ID NO 003). En MCR2(gp61), los
residuos DS en las posiciones 29 y 30 de la parte de CMH-Il se reemplazaron por la secuencia de aminoéacidos
SGLNGPDIYKGVYQFKSVGSGGSGGSGDS (SEQ ID NO 004; que contenia el péptido gp61). En MCR2(OVA), los
mismos residuos se reemplazaron por la secuencia de aminoacidos SISQAVHAAHAEINEAGRGSGGSGGSGDS
(SEQ ID NO 005; que contenia el péptido OVA).

Transduccién retroviral de lineas celulares indicadoras y timocitos clasificados

Se clonaron MCRa y MCRp en el vector retroviral pMYiresGFP, de modo que MCRf reemplazé a GFP. A lo largo del
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estudio se usd este vector (pMY-MCRairesMCRp) para generar MCR que contenian diversos péptidos y se
denominaron MCR (“péptido”/’haplotipo de CMH”). Se produjeron sobrenadantes que contenian retrovirus en la linea
celular de empaquetamiento ecotrépica Phoenix y se usaron para infectar lineas celulares indicadoras y células
clasificadas.

Generacion mediada por RAG de bibliotecas de mimotopos

Para generar la biblioteca de mimotopos de gp61, se construyd el constructo MCR2(gp61-RSS-EGFP-RSS/I-AP)
insertando un fragmento de relleno que contenia EGFP y las secuencias de sefial de recombinacién RAG (RSS) en el
medio del péptido gp61 en el constructo MCR2(gp61) (figura 2a). Este constructo se transdujo en timocitos doblemente
negativos para CD4CD8 (DN) clasificados cultivados en Tst-4/DLL1%2. Después de una semana de cultivo (durante
la cual las células DN se desarrollan en células doblemente positivas para CD4*CD8" (DP) y recombinan sus genes
de TCR, asi como el relleno de RSS-EGFP-RSS, por reordenamiento mediado por RAG), se clasificaron las células
que expresaban niveles bajos de EGFP y se preparé ADNc. La parte que codifica para péptidos del constructo
MCR2(gp61-RSS-EGFP-RSS/I-AP) recombinado se amplificé por PCR a partir del ADNc y se cloné en el vector vacio
MCR2(I-AP), generando la biblioteca de mimotopos de MCR2(gp61-RSS/I-AP).

Generacion y cribado de bibliotecas de péptidos genuinos y al azar

Para generar la biblioteca de péptidos solapantes genuinos de MCR2-LCMV, se digiri6 ADN que codifica para las
proteinas GP y NP durante un tiempo limitado (kit de fragmentacién de ADN de Takara). Los fragmentos se ligaron
con ligadores homoélogos a secuencias de vector que flanquean el sitio de clonacioén, se amplificaron por PCR, se
clonaron en el vector pMY-MCR2 mediante ensamblaje de Gibsson y se transfectaron en bacterias generando mas
de 2*10° clones. Se transdujeron células 16.2¢c11 con esta biblioteca y se clasificaron 0,5*10° células MCR3° y 2 2*104
MCRaIto_

La biblioteca de péptidos al azar de MCR2 se prepar6 mediante la clonacién de un oligonucleétido
(GGTNNNNNNTWCNNNNNNBCCNNNSCCNNNNNNKCCNNNGGA) (SEQ ID NO 008) en el vector de MCR2 usando
la estrategia descrita anteriormente. Este oligonucledtido codificé para aminoacidos al azar en posiciones enfrentadas
al TCR, mientras que los residuos de anclaje se fijaron parcialmente para garantizar una buena presentacién. La
complejidad fue de 5,5*10° clones bacterianos y después de la transduccién se clasificaron 11,5*10° células MCR2+
individuales.

Ensayo de regulacién por disminucién de MCR

Si no se indica lo contrario, se cocultivaron células Beko MCR2* con un exceso de 5 veces de células T CD4*
clasificadas de ratones donantes indicados.

Estimulacién de células H18.3.13 0 16.2c11 MCR*

Si no se indica lo contrario, se cocultivaron células MCR2* con un exceso de 5 veces de células T CD4* clasificadas
o hibridomas de células T CD4* de ratones donantes indicados durante 8-12 h.

Ejemplo 2: Heterodimero de polipéptido de receptor de antigeno guimérico

Primer polipéptido, cadena alfa (SEQ ID NO 007):

MPRSRALILGVLALTTMLSLCGGEDDIEADRVGTYGISVYQSPGDIGQYTPEFDGDELEFYVDLDKRET
VHWMLPEFGQLASFDPOGGLONTIAVVKHENLGVLTRRSNSTPATNEAPQATVFPESPVLLGOPNTLICEV
DNIFPPVINITWLRNSKSVADGVYETSFFVNRDYSFHKLSYLTFIPSDDDIYDCKVERWGLEEPVLKH
WEPEGGSGGSAQSDVPCDATL TEKSFETDMNLNFONLSVMGLRILLLEVAGPNLLMTLRLWSS

Los aminoacidos 1-208 se derivan de CMH2 alfa. Los aminoacidos 209-216 son una secuencia de ligador. Los
aminodcidos 217-267 se derivan de TCR alfa.

Segundo polipéptido, cadena beta (SEQ ID NO 008):

MALQIPSLLLSAAVVVLMVLSSPRTEGGSGGSGGSGDSERHEVYQFMGECYPTNGTQRIRYVTRY IYN

REEYVRYDSDVGERRAVIELGRPDAERYWNSQPEILERTRARLDTVCRENYEGPETHTSLRRLEQPRVV
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ISLSRTEALNHENTLVCSVIDPYPAKIRKVRWERNGQEETVGVSSTOL IRNGDWTFQVLVMLEMTPRRG
EVYTCHVEHPSLESPITVEWRAQSGGSGGSAQGRADCGITSASYQOGVLSATILYEILLGKATLYAVL
VSTLVVMAMVERENS

Los aminoacidos 1 al 26 son un péptido lider. Entre los aminoacidos 27 y 28 se encuentra el sitio de insercién de
oligopéptidos que van a presentarse. Los aminoécidos 29 a 36 son una secuencia de ligador. Los aminoacidos 37 a
228 se derivan de CMH2 beta. Los aminoacidos 229 a 236 son una secuencia de ligador. Los aminoacidos 237 a 287
se derivan de TCRBeta.

Los péptidos que van a insertarse en SEQ ID NO 008 entre los aminoacidos 27 y 28 (GG):

Gp61 (SEQ ID NO 009):

LNGPDIYKGVYQFRKSY

OVA (SEQ ID NO 010):

ISQAVHAAHAKINEAGR
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REIVINDICACIONES
Método /n vitro para la identificaciéon de una secuencia peptidica reconocible por TCR, que comprende:
i. poner en contacto una pluralidad de células de mamifero, en el que
- cada una de dicha pluralidad de células de mamifero expresa a un miembro de una biblioteca;
- cada miembro de dicha biblioteca codifica para un receptor de antigeno transgénico;
- dicho receptor de antigeno transgénico comprende:
e un dominio extracelular de CMH1 o CMH2,
e un oligopéptido comprendido dentro de dicho dominio extracelular, en el que el
oligopéptido es diferente para cada miembro de la biblioteca, y en el que el oligopéptido
se presenta de un modo adecuado para el reconocimiento por un receptor de células T,
¢ un dominio transmembrana de un receptor de células T (TCR), y
e un dominio intracelular de un TCR;
- dicho receptor de antigeno transgénico esté funcionalmente unido a un gen indicador que codifica
para una proteina indicadora, mediante lo cual la unién de un receptor de células T relacionado a
dicho receptor de antigeno transgénico da como resultado la activacién de dicho gen indicador,

con una preparacién de linfocitos T,

ii. separar células que muestran una proteina indicadora detectable de dicha pluralidad de células de
mamifero segln el nivel detectable de dicha proteina indicadora, dando lugar a células activadas,

iii. aislar el ADN de dichas células activadas, y

iv. secuenciar el ADN aislado que codifica para dicha secuencia de oligopéptido comprendida en dicho
receptor de antigeno transgénico.

Método segun la reivindicacidén 1, en el que la etapa (ii) se realiza al menos 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9 0 10 veces.
Método /n vitro para la identificacién de una secuencia peptidica reconocible por TCR, que comprende:
i. poner en contacto una célula de mamifero, en el que

- dicha célula de mamifero expresa un receptor de antigeno transgénico;

- dicha molécula de receptor de antigeno transgénico comprende

¢ un dominio extracelular de CMH1 o CMH2 que comprende un oligopéptido presentado de
un modo adecuado para el reconocimiento por un receptor de células T,

¢ un dominio transmembrana de un receptor de células T (TCR), y

e un dominio intracelular de un TCR,
- dicho receptor de antigeno transgénico esté funcionalmente unido a un gen indicador que codifica
para una proteina indicadora, mediante lo cual la unién de un receptor de células T relacionado a

dicho receptor de antigeno transgénico da como resultado la activacién de dicho gen indicador,

con una preparacién de linfocitos T, activando de ese modo dicho gen indicador dando lugar a una célula de
mamifero activada,

ii. aislar el ADN de dicha célula de mamifero activada, y

iii. secuenciar el ADN aislado que codifica para dicha secuencia de oligopéptido comprendida en dicho
receptor de antigeno quimérico transgénico.

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

10.

11.

12.

13.

14.

15.

ES 2999 411 T3

Método seglin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho receptor de antigeno transgénico
es un heterodimero de polipéptido de receptor de antigeno quimérico que comprende un primer polipéptido
y un segundo polipéptido, en el que

a. dicho primer polipéptido comprende una parte extracelular de la cadena alfa del complejo mayor de
histocompatibilidad | (CMH de clase |) y dicho segundo polipéptido comprende un dominio de [B2-
microglobulina, o

b. dicho primer polipéptido comprende una parte extracelular de la cadena alfa del complejo mayor de
histocompatibilidad || (CMH de clase Il) y dicho segundo polipéptido comprende una parte extracelular de la
cadena beta del complejo mayor de histocompatibilidad 1l (CMH de clase ),

en el que al menos una de dicha primera y dicha segunda cadena de polipéptido comprende adicionalmente
un oligopéptido, covalentemente unido a dicho dominio de CMH extracelular;

uno de dicho primer polipéptido y dicho segundo polipéptido comprende ademés una regién de bisagra, un
dominio transmembrana y un dominio intracelular o cola intracelular de la cadena alfa del receptor de células
T y el otro de dicho primer polipéptido y dicho segundo polipéptido comprende una regién de bisagra, un
dominio transmembrana y un dominio intracelular de la cadena beta del receptor de células T.

Método segun la reivindicacion 4, en el que el primer polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos
que tiene al menos = 80 %, 85 %, 90 %, 92 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % de identidad con SEQ
ID NO 007 y en el que el segundo polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos
2 80 %, 85 %, 90 %, 92 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % de identidad con SEQ ID NO 008.

Método seglin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el oligopéptido tiene una longitud de 8,
9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30 0 40 aminoacidos.

Método seglin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el oligopéptido comprende un ligador.

Método segun la reivindicacidén 7, en el que el ligador tiene una longitud de 4 a 16 aminoécidos y/o en el que
el ligador comprende glicina y una de serina, treonina y alanina

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que se inserta el oligopéptido y una
secuencia de ligador después de los aminoacidos 1, 2, 3, 4 0 5 de la secuencia de dominio o1 o la secuencia
de dominio 31 de CMH.

Método segun la reivindicacion 5, en el que el oligopéptido se inserta entre los residuos de aminoacido 27 y
28 del receptor de antigeno transgénico como se define en SEQ ID NO:8.

Método seglin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que el gen indicador se selecciona de:
a. un gen que codifica para una proteina fluorescente;

b. un gen que codifica para una proteina luciferasa;

€. un gen de resistencia a antibiéticos;

d. un gen que codifica para una recombinasa Cre;

e. un gen que codifica para una nucleasa CAS-9; o

f. un gen que codifica para un activador o supresor transcripcional quimérico de CAS-9.

Método seglin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que el gen indicador esta bajo control de
un elemento de respuesta NFAT.

Método seglin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el que la célula de mamifero es una célula
deficiente en CMH.

Método seglin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en el que la preparacién de linfocitos T es una
preparacién de células T infiltrantes en tumores o una preparacién de células T infiltrantes en tejidos
autorreactivas.

Método segun la reivindicacidén 14, en el que la preparacién de linfocitos T se ha obtenido de un paciente.

17



ES 2999 411 T3

Fig. 1

Hibridoma CelulaT
indicador de interes MCR2(gp61)

% del max.

anti-CMH-

MCR2(gp61) MCR2(OVA)
125‘§ -#- Smarta —&— OT-i

125+

- Smarta ~a- OT-H

L ’?OO .g@g_._gum—»»ﬁ————‘——————-&— T 10%‘% B g e e B "
o ! \ S
O 758 &

< 75 & 75 .

o L

T 50-% 50 R
o ]

=

=

o O
&
#
]
&
N
[#2}

50 100 150 200 250 O 50 100 150 200 250
Tiempo (min) Tiempo {min}

Q._‘m_m.,_.' —

-5 MCR2(gp61) Smarta MCR2(gp61)

100~ -~ MCR2(CVA) Smarta |
-¥%- MCR2(OVA) OTil
80+ —m- MCR2(gpH1) OTH o
+ P
@ c_ L
0 2 4 6 NFAT (GFP)

Tiempo {h} =z Smarta 4,20h - 0Tl 2Ch

18



ES 2999 411 T3

Fig. 1 continuacion

e f

100+
+ 1 A
& 10,
(D v P s 100_ o 4,«@" - g S 77%.%.@&»‘_/,,,‘,\“‘.
@ 14 . A
) 3 72"/ & J— JE—
R 0,14 o A

3 P L ¥
4. e O 50-

0,01 Ve . @ o~ MCR2(OVA)
opot: E T ooomana 8 o MCR2(gp61)
- & RNgUNO ~8- NINGUNo

L A T TT TTITY T T 0'? ¥ i T i T ¥ H ¥ T 1 7 H
0,01 0,1 1 10 100 0 . 10 26 30
% de células MCR2(gp61)° % de celulas T CD4
g especificas de péptido
MCR2Z(gp61) MCR2Z({OVA)
8- 8- 0,01
0,002 .
+ 5 ¢ 6. L0005
0. . o:.
LL‘JL b o o e
] W ¥y 3 T . .
e se
® AR VY o ‘e e
2. § Q <. | 2. . .,
.
pfigc®v g y3tiediy
0- ] ¥ i 9 T 3 0+ .1- R “ ‘ W&
O N v 2 X B o N ‘b'\%‘bb&%b@(@
N.% de células T Smarta © N°de células TOTl ©
07 e Infectado &
i Sin tratamiento previo :
g 21 s Smarta .
% 0,5+
L 0 . H
< Ol
0,06
] H
T8 e H
0,00 : : , » ;
% © A ® RS
dias

19



ES 2999 411 T3

(| 4-Inze) s1usio8t {Y4N

R B TR Bk T A R = e e A
SEBORIIEELAE SR T BB B8 D XU BN BRI E R
TERDEOMENEINL WY SR B0 395 IR DU BTN
VUL N el TND &R DAD B eSS I
& 7 4 & B 3 & B B ¥ iz I 0 &4 ®» R 3
RO MG YD ONE BED HOD Y R RSO BRIREETDET

N

& 2 % & B 3 A B I 8 4 v B %
SO R D NS DR i 7 i i e A S e
SO LAY TS NG B DD~ B BRE RIS RS
DSRTREEIE LGS TR TR R BT e e N R R T g

A 8 % & B i & B % Y 4 4 ® B %
PRLBLIIIAIATE, D DL SES 48T T DR AR AR
SORLINEIRNIA e DY SR BB S RSt a2 A oMY Pk e Ko P

e i 0 e

A B OF 4
SELBLOIEY IR £

ioA B
T BB AhE

% 4 % B OB
EOR itk kA R

(14~olos) opesed | ¥

TRV

Fig. 2

Ea

g2

S

N

e R 7y RE

|
20

o
3

|

w
S



ES 2999 411 T3

Fig. 2 continuacion
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Fig. 3
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Fig. 5 continuacion

>
5
5
9

FORE IR

b Bl ded BN

D % /¥ %

B e

8w
o ow B

& a

o %4
Lk A

B op soouoadsa sopidsd

Lan

0o @B B

5 6
y G
L

pee

{ojdwele ap seoUBNDas) B2810NAIG

2 4/9 A BYd K X J4/R K K

{14} 194N

£g

oy

o

FESRNEIAPNRR D S RN D DB RN DB I NERRNAL DD NQY

ON OJ B3S

590
v70
7]

Zro
170
0r0
650
8E0

1£0
900

»

' 6H € uspuodsas anb
2 sajopedIpUl SBUOID

q

26



ES 2999 411 T3

Fig. 6
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