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DESCRIPCION
Receptores de células T anti-KRAS mutado
Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

Esta solicitud de patente reivindica el beneficio de la solicitud de patente provisional estadounidense n.°
62/084.654, presentada el 26 de noviembre de 2014 y la solicitud de patente provisional estadounidense n.°
62/171.321, presentada el 5 de junio de 2015.

Incorporacion por referencia del material presentado electréonicamente

Se incorpora mediante la referencia en su totalidad en el presente documento un listado de secuencias de
nucledtidos/aminoacidos legible por ordenador presentado simultaneamente con el presente documento e
identificado tal como sigue: Un archivo ASCII (Texto) de 231.164 bites nombrado “722261_8ST25.txt", fechado el
20 de noviembre de 2015.

Antecedentes de la invencion

Algunos canceres pueden tener opciones de tratamiento muy limitadas, particularmente cuando el cancer se
vuelve metastasico e inextirpable. A pesar de los avances en tratamientos tales como, por ejemplo, cirugia,
quimioterapia y radioterapia, el pronostico para muchos canceres tales como, por ejemplo, canceres pancreatico,
colorrectal, pulmonar, endometrial, ovarico y prostatico, puede ser malo. Por consiguiente, existe una necesidad
no cumplida de tratamientos adicionales para el cancer.

El documento US 7 709 002 B1 notifica un(os) epitopo(s) de CTL CD8+ humano(s) que refleja(n) una mutacién
puntual especifica en el oncogén K-ras en el codén 12 y un péptido anidado de 10 meros [es decir, ras5-14
(Asp12)], que se mostrd que se unia a HLA-A2 y presenta una capacidad funcional especifica para la expansién
de los precursores CTL CD8+ sensibilizados in vivo.

El documento GB 2 328 680 A notifica un péptido capaz de inducir respuestas de células T citotdxicas
especificas (CD8+) que comprende de 8 a 10 aminoacidos de la proteina protooncogénica p21 ras que incluye la
posicion 12, 13 o 61 en la que se ha realizado una sustitucion de aminoacidos en la U(ltima posiciéon y da a
conocer que estos péptidos pueden usarse como vacunas contra el cancer y en composiciones para el
tratamiento contra el cancer.

Abrams et al, European Journal of Immunology 26 (2). 435-443 (1996)) examinaron la capacidad de un péptido
mutante de K-ras de 9 meros para inducir linfocitos T citotéxicos (CTL) CD8+ in vivo. El péptido elegido reflej6 las
posiciones 4-12 de la secuencia de mutacion puntual del oncogén K-ras que codifica para la sustitucién de Gly a
Val en el codén 12.

http:/fibis.internal.epo.org/exam/dbfetch.jsp?id=UNIPROT:Q5R1F9 y
http:/fibis.internal.epo.org/exam/dbfetch .jsp?id=UNIPROT:A0A075B512 dan a conocer la secuencia de
aminoacidos de TRAV3D-3 y Trbv4 de Mus musculus, respectivamente.

El documento WO 2008/089053 A2 da a conocer células humanas, particularmente células T humanas, que
comprenden un receptor de células T (TCR) murino que tiene especificidad de antigeno para los aminoacidos
154-162 de gp100, asi como también se proporcionan adicionalmente polipéptidos, proteinas, acidos nucleicos,
vectores de expresion recombinantes, células huésped, poblaciones de células, anticuerpos o fragmentos de
unién a antigeno de los mismos, conjugados y composiciones farmacéuticas relacionados.

Gaudernack et al., Immunotechnology 2 (1): 3-0 (1996) notifican las respuestas de las células T contra ras
mutantes como base para vacunas contra el cancer novedosas.

Breve sumario de la invencion

Una realizacién de la invencién proporciona un receptor de células T (TCR) aislado o purificado que tiene
especificidad antigénica para un epitopo mutado presentado en el contexto de una molécula de HLA-A11,
comprendiendo el epitopo mutado (a) VWWGADGVGK (SEQ ID NO: 2), en el que el TCR comprende una CDR 1
de cadena o que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 149, una CDR2 de cadena o que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 150, una CDR3 de cadena o que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 151, una CDR1 de cadena B que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 152, una CDR2 de cadena B3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 153 y una CDR3 de cadena B que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 154,
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La invencion proporciona ademas polipéptidos y proteinas relacionados, asi como acidos nucleicos relacionados,
vectores de expresidon recombinante, células huésped, poblaciones de células y composiciones farmacéuticas
relacionadas con los TCR de la invencion.

Se proporcionan ademas por la invencién métodos in vitro de deteccién de la presencia de cancer en un
mamifero y células huésped o poblaciones de células para su uso en métodos de tratamiento o prevencion del
cancer en un mamifero.

Descripcion detallada de la invencién

El homdlogo del oncogén viral de sarcoma de rata Kristen (KRAS), también denominado GTPasa KRas, oncogén
viral de sarcoma de rata Kristen V-Ki-Ras2 o KRAS2, es un miembro de la superfamilia de GTPasa pequefia.
Existen dos variantes de transcrito de KRAS: la variante de KRAS A y la variante de KRAS B. A continuacion en
el presente documento, las referencias a “KRAS” (mutado o no mutado) se refieren tanto a la variante A como a
la variante B, a menos que se especifique de otra manera. Sin querer restringirse a una teoria 0 mecanismo
particular, se considera que, cuando esta mutado, KRAS puede estar implicado en la transduccion de sefiales
tempranamente en la oncogénesis de muchos canceres humanos. Una sola sustitucion de aminoacido puede
activar la mutacion. Cuando esta activado, KRAS mutado se une a guanosina-5'-trifosfato (GTP) y convierte el
GTP en guanosina-5'-difosfato (GDP). El producto de proteina KRAS mutada puede activarse constitutivamente.
La proteina de KRAS mutado puede expresarse en cualquiera de una variedad de canceres humanos tales
como, por ejemplo, canceres pancreatico (por ejemplo, carcinoma pancreatico), colorrectal, pulmonar (por
ejemplo, adenocarcinoma pulmonar), endometrial, ovarico (por ejemplo, cancer ovarico epitelial) y prostatico.

Una realizacion de la invencion proporciona un TCR aislado que tiene especificidad antigénica para KRAS
humano mutado (a continuacion en el presente documento, “KRAS mutado”). A continuacién en el presente
documento, las referencias a un “TCR” se refieren también a porciones funcionales y variantes funcionales del
TCR, a menos que se especifique de otra manera. El TCR de la invencion tiene especificidad antigénica por un
epitopo de KRAS mutado que comprende VVVGADGVGK (SEQ ID NO: 2). Las secuencias de aminoacidos de
KRAS mutado VVWWGADGVGK (SEQ ID NO: 2) y VWGADGVGK (SEQ ID NO: 34) también se denominan en el
presente documento “KRAS G12D”.

Las secuencias de aminoacidos del epitopo de KRAS mutado descritas en el presente documento se encuentran
también en otros dos oncogenes mutados en cancer humano, el homdélogo del oncogén viral de RAS (V-Ras) de
neuroblastoma (NRAS) y el homélogo del oncogén viral de sarcoma de rata Harvey (HRAS). Las secuencias de
aminoacidos de NRAS humano mutado y de HRAS humano mutado contienen las secuencias del epitopo de
KRAS humano mutado descritas en el presente documento. Por consiguiente, en una realizacién de la invencién,
los TCR de la invencion tienen también especificidad antigénica para NRAS y HRAS humanos mutados. KRAS
humano mutado, NRAS humano mutado y HRAS humano mutado se denominan colectivamente en el presente
documento “diana(s) mutada(s)”.

Los TCR de la invencion tienen la capacidad de reconocer la diana mutada, por ejemplo, KRAS mutado, de
manera dependiente del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase |. “De manera dependiente del
MHC de clase I", tal como se utiliza en el presente documento, significa que el TCR provoca una respuesta
inmunitaria al unirse a la diana mutada, por ejemplo, KRAS mutado, dentro del contexto de una molécula de
MHC de clase I. EI TCR de la invencion tiene especificidad antigénica para el epitopo mutado presentado en el
contexto de una molécula de HLA-A11.

Los TCR de la invencién proporcionan muchas ventajas, incluyendo cuando se expresan por células usadas para
transferencia celular adoptiva. KRAS mutado, NRAS mutado y HRAS mutado se expresan por células
cancerosas y no se expresan por células normales no cancerosas. Sin querer restringirse a una teoria o
mecanismo particular, se cree que los TCR de la invenciéon seleccionan como diana ventajosamente la
destruccion de células cancerosas mientras minimizan o eliminan la destruccién de células normales no
cancerosas, reduciendo de ese modo la toxicidad, por ejemplo, minimizandola o eliminandola. Ademas,
ventajosamente, los TCR de la invencion pueden tratar o prevenir con éxito uno o mas de los canceres positivos
para KRAS mutado, canceres positivos para NRAS mutado y canceres positivos para HRAS mutado que no
responden a otros tipos de tratamientos tales como, por ejemplo, quimioterapia, cirugia o radiacién.
Adicionalmente, los TCR de la invencion pueden proporcionar un reconocimiento de alta avidez de uno o mas de
KRAS mutado, NRAS mutado y HRAS mutado, lo cual puede proporcionar la capacidad para reconocer células
tumorales no manipuladas (por ejemplo, las células tumorales que no se han tratado con interferén (IPN)-y,
transfectadas con un vector que codifica para uno de, o tanto para KRAS mutado como para HLA-A11, pulsadas
con el péptido de KRAS7.16 0 KRASs.16 mutado, o una combinacion de los mismos).

La frase “especificidad antigénica”, tal como se utiliza en el presente documento, significa que el TCR puede
unirse especificamente a, y reconocer inmunolégicamente, la diana mutada, por ejemplo, KRAS mutado, con alta
avidez. Por ejemplo, puede considerarse que un TCR tiene “especificidad antigénica” para la diana mutada si las
células T que expresan el TCR secretan al menos aproximadamente 200 pg/ml 0 mas (por ejemplo, 200 pg/ml o
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mas, 300 pg/ml o mas, 400 pg/ml 0 mas, 500 pg/ml 0 mas, 600 pg/ml o mas, 700 pg/ml o mas, 1000 pg/ml o
mas, 5.000 pg/ml o mas, 7.000 pg/ml o0 mas, 10.000 pg/ml 0 mas, 20.000 pg/ml 0 mas, o un intervalo definido por
dos cualesquiera de los valores anteriores) de IFN-y al cocultivarse con (a) células diana HLA-A11* negativas
para el antigeno pulsadas con una baja concentracion del péptido diana mutado (por ejemplo, de
aproximadamente 0,05 ng/ml a aproximadamente 5 ng/ml, 0,05 ng/ml, 0,1 ng/ml, 0,5 ng/ml, 1 ng/ml, 5 ng/ml, 0 un
intervalo definido por dos cualesquiera de los valores anteriores) o (b) células diana HLA-A11* negativas para el
antigeno en las cuales se ha introducido una secuencia de nucleétidos que codifica para la diana mutada de tal
manera que la célula diana expresa la diana mutada. Las células que expresan los TCR de la invencion también
pueden secretar IFN-y al cocultivarse con células diana HLA-A11* negativas para el antigeno pulsadas con
concentraciones mas altas del péptido diana mutado.

Alternativa o adicionalmente, puede considerarse que un TCR tiene “especificidad antigénica” para un diana
mutada si las células T que expresan el TCR secretan al menos el doble del IFN-y al cocultivarse con (a) células
diana HLA-A11* negativas para el antigeno pulsadas con una baja concentracion del péptido diana mutado o (b)
células diana HLA-A11* negativas para el antigeno en las cuales se ha introducido una secuencia de nucleétidos
que codifica para la diana mutada de tal manera que la célula diana expresa la diana mutada en comparacion
con la cantidad del IFN-y expresado por un control negativo. El control negativo puede ser, por ejemplo, (i)
células T que expresan el TCR, cocultivadas con (a) células diana HLA-A11* negativas para el antigeno pulsadas
con la misma concentracion de un péptido irrelevante (por ejemplo, algin otro péptido con una secuencia
diferente al péptido diana mutado) o (b) células diana HLA-A11" negativas para el antigeno en las cuales se ha
introducido una secuencia de nucleétidos que codifica para un péptido irrelevante de tal manera que la célula
diana expresa el péptido irrelevante, o (ii) células T no transducidas (por ejemplo, derivadas de PBMC, que no
expresan el TCR) cocultivadas con (a) células diana HLA-A11* negativas para el antigeno pulsadas con la misma
concentracion del péptido diana mutado o (b) células diana HLA-A11* negativas para el antigeno en las cuales
se ha introducido una secuencia de nucleétidos que codifica para la diana mutada de tal manera que la célula
diana expresa la diana mutada. La secrecién del IFN-y puede medirse mediante métodos conocidos en la técnica
tales como, por ejemplo, analisis inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA).

Alternativa o adicionalmente, puede considerarse que un TCR tiene “especificidad antigénica” para una diana
mutada si al menos el doble del nimero de células T que expresan el TCR secretan el IFN-y al cocultivarse con
(a) células diana HLA-A11* negativas para el antigeno pulsadas con una baja concentracion del péptido diana
mutado o (b) células diana HLA-A11* negativas para el antigeno en las cuales se ha introducido una secuencia
de nucleétidos que codifica para la diana mutada de tal manera que la célula diana expresa la diana mutada en
comparacion con el namero de células T de control negativo que secretan IFN-y. La concentracion del péptido y
del control negativo puede ser tal como se describe en el presente documento con respecto a otros aspectos de
la invencién. El nimero de células que secretan IFN-y puede medirse mediante métodos conocidos en la técnica
tales como, por ejemplo, ELISPOT.

La invencion proporciona un TCR que comprende dos polipéptidos (es decir, cadenas de polipéptido), tales como
una cadena alfa (o) de un TCR, una cadena beta () de un TCR, una cadena gamma (y) de un TCR, una cadena
delta (3) de un TCR, 0 una combinacién de las mismas.

El TCR de la invencién comprende una primera cadena de polipéptido que comprende una CDR1 de cadena «
del TCR G12D anti-KRAS que comprende la secuencia de aminodacidos de SEQ ID NO: 149, una CDR2 de
cadena o del TCR G12D anti-KRAS que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 150, una
CDR3 de cadena o del TCR G12D anti-KRAS que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 151,
y una segunda cadena de polipéptidos que comprende una CDR1 de cadena  del TCR G12D anti-KRAS que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 152, una CDR2 de cadena 3 del TCR G12D anti-KRAS
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 153 y una CDR3 de cadena 3 del TCR G12D anti-
KRAS que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 154. En este aspecto, el TCR de la
invencién comprende las secuencias de aminoacidos de todas de SEQ ID Nos.: 149-154.

En una realizacion de la invencidn, el TCR comprende una secuencia de aminoacidos de una region variable de
un TCR que comprende las CDR expuestas anteriormente. En este aspecto, el TCR puede comprender la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 155 (la region variable de cadena o del TCR G12D anti-KRAS); SEQ
ID NO: 156 (la regidn variable de cadena (3 del TCR G12D anti-KRAS); o ambas SEQ ID Nos.: 155 y 156.
Preferiblemente, el TCR de la invencion comprende las secuencias de aminoacidos de ambas SEQ ID Nos.: 155
y 156.

En una realizaciéon de la invencion, el TCR comprende ademas una secuencia de aminoacidos de una region
constante de un TCR. En este aspecto, el TCR puede comprender la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
13 (la region constante de cadena o del TCR G12D anti-KRAS), SEQ ID NO: 14 (la regidn constante de cadena
del TCR G12D anti-KRAS), ambas SEQ ID Nos.: 13 y 14; SEQ ID NO: 135 (la regién constante de cadena « del
TCR G12V anti-KRAS), SEQ ID NO: 136 (la regidon constante de cadena B del TCR G12V anti-KRAS), ambas



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 965 689 T3

SEQ ID Nos.: 135 y 136; SEQ ID NO: 147 (la region constante de cadena o del TCR G12V anti-KRAS), SEQ ID
NO: 148 (la regién constante de cadena B del TCR G12V anti-KRAS), ambas SEQ ID Nos.: 147 y 148; SEQ ID
NO: 159 (la region constante de cadena o del TCR G12D anti-KRAS), SEQ ID NO: 160 (la regién constante de
cadena B del TCR G12D anti-KRAS), o0 ambas SEQ ID Nos.: 159 y 160. Preferiblemente, el TCR de la invencion
comprende las secuencias de aminoacidos de ambas SEQ ID Nos.: 13 y 14; ambas SEQ ID Nos.: 135 y 136;
ambas SEQ ID Nos.: 147 y 148; ambas SEQ ID Nos.: 159 y 160.

En una realizacién de la invencién, el TCR de la invencién puede comprender una combinacion de una region
variable y una region constante. En este aspecto, el TCR puede comprender: una cadena « que comprende las
secuencias de aminoacidos tanto de SEQ ID NO: 155 (la regién variable de cadena o) como de SEQ ID NO: 159
(la region constante de cadena «); una cadena B que comprende las secuencias de aminoacidos tanto de SEQ
ID NO: 156 (la region variable de cadena ) como de SEQ ID NO: 160 (la region constante de cadena B); o las
secuencias de aminoacidos de todas de SEQ ID Nos.: 155, 156, 159 y 160. Preferiblemente, el TCR de la
invencién comprende las secuencias de aminoacidos de todas de SEQ ID Nos.: 155, 156, 159 y 160.

En una realizaciéon de la invencion, el TCR de la invencion puede comprender una combinaciéon de las
secuencias de aminoacidos de todas de SEQ ID Nos.: 149-151 y 159; una cadena 3 que comprende las
secuencias de aminoacidos de todas de SEQ ID Nos.: 152-154 y 160; o las secuencias de aminoacidos de todas
de SEQ ID Nos.: 149-154 y 159-160.

En una realizacién de la invencion, el TCR de la invencion puede comprender una cadena « de un TCR y una
cadena [ de un TCR. En este aspecto, la cadena « del TCR de la invencién puede comprender la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 157 (la cadena o del TCR G12D anti-KRAS). Una cadena o de este tipo puede
emparejarse con cualquier cadena B de un TCR. En este aspecto, la cadena B del TCR de la invencion puede
comprender la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 158 (la cadena p del TCR G12D anti-KRAS). Por tanto,
el TCR de la invencion puede comprender la secuencia de aminoacidos de ambas SEQ ID Nos.: 157 y 158.
Preferiblemente, el TCR de la invencion comprende las secuencias de aminoacidos de ambas SEQ ID Nos.: 157
y 158.

En una realizacién de la invencion, el TCR es un TCR murino. Tal como se usa en el presente documento, el
término “murino”, cuando se refiere a un TCR o a cualquier componente de un TCR descrito en el presente
documento (por ejemplo, una region determinante de complementariedad (CDR), una region variable, una regién
constante, una cadena o y/o una cadena f), significa un TCR (o0 un componente del mismo) que se deriva de un
raton, es decir, un TCR (o un componente del mismo) que se origind de o, en un momento, se expreso por una
célula T de raton. En una realizacién de la invencién, un TCR que comprende (i) todas de SEQ ID Nos.: 149-154;
(i) SEQ ID Nos.: 155 y 1586; (iii) SEQ ID Nos.: 157 y 158; (iv) todas de SEQ ID Nos.: 149-154 y 159-160; 0 (v)
todas de SEQ ID Nos.: 155, 156, 159 y 160; es un TCR murino.

No se incluyen en el alcance de la invencidn variantes funcionales de los TCR de la invencion descritos en el
presente documento. El término “variante funcional”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un
TCR, polipéptido o proteina que tiene una identidad o similitud de secuencia sustancial o significativa para un
TCR, polipéptido o proteina original, variante funcional que retiene la actividad biologica del TCR, polipéptido o
proteina del cual es una variante. Las variantes funcionales abarcan, por ejemplo, aquellas variantes del TCR,
polipéptido o proteina descritos en el presente documento (el TCR, polipéptido o proteina original) que retienen la
capacidad de unirse especificamente a la diana mutada, por ejemplo, KRAS mutado para el cual el TCR original
tiene especificidad antigénica o al cual se une especificamente el polipéptido o proteina original, en un grado
similar, el mismo grado o a un grado mayor, que el TCR, polipéptido o proteina original. En referencia al TCR,
polipéptido o proteina original, la variante funcional puede ser, por ejemplo, al menos aproximadamente el 30%,
50%, 75%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas idéntica en la secuencia de aminoacidos al TCR,
polipéptido o proteina original.

La variante funcional puede comprender, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos del TCR, polipéptido o
proteina original con al menos una sustitucion de aminoacido conservativa. Las sustituciones de aminoécido
conservativas se conocen en la técnica e incluyen sustituciones de aminodcido en las cuales un aminoacido que
tiene ciertas propiedades fisicas y/o quimicas se intercambia por otro aminoacido que tiene las mismas
propiedades quimicas o fisicas. Por ejemplo, la sustitucién de aminodacido conservativa puede ser un aminoacido
acido sustituido por otro aminoacido acido (por ejemplo, Asp o Glu), un aminoacido con una cadena lateral no
polar sustituido por otro aminoacido con una cadena lateral no polar (por ejemplo, Ala, Gly, Val, lle, Leu, Met,
Phe, Pro, Trp, Val, etc.), un aminoacido bdsico sustituido por otro aminoacido basico (Lys, Arg, etc.), un
aminoacido con una cadena lateral polar sustituido por otro aminoacido con una cadena lateral polar (Asn, Cys,
Gin, Ser, Thr, Tyr, etc.), etc.

Alternativa o adicionalmente, las variantes funcionales pueden comprender la secuencia de aminoacidos del
TCR, polipéptido o proteina original con al menos una sustitucién de aminoacido no conservativa. En este caso,
es preferible que la sustitucion de aminoacido no conservativa no interfiera con, ni inhiba la actividad biol6gica de
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la variante funcional. Preferiblemente, la sustitucion de aminoacido no conservativa potencia la actividad
bioloégica de la variante funcional, de tal manera que la actividad biolégica de la variante funcional se aumenta en
comparacion con el TCR, polipéptido o proteina original. En una realizacion que no es parte de la invencion
reivindicada, la variante funcional es un TCR, polipéptido o proteina sustituido que comprende (i) la CDR3«
sustituida, una region variable de la cadena « o la secuencia de aminoacidos de longitud completa de la cadena
o de una cualquiera de SEQ ID Nos.: 46-56 y 207, 70-80 y 208 y 94-104 y 209, respectivamente; (ii) la CDR3[
sustituida, una regién variable de la cadena B o la secuencia de aminoacidos de longitud completa de la cadena
 de una cualquiera de SEQ ID Nos.: 57-69, 81-93 y 105-117, respectivamente; o (iii) un par de una cualquiera
de las secuencias de aminoacidos de (i) en combinacién con una cualquiera de las secuencias de aminoacidos
de (ii).

Por ejemplo, en una realizaciéon que no es parte de la invencién reivindicada, un TCR, polipéptido o proteina
sustituido puede comprender uno o ambos de (a) una secuencia de aminoacidos de CDR3« sustituida de una
cualquiera de SEQ ID Nos.: 46-56 y 207 (tabla I) y (b) una secuencia de aminoacidos de CDR3p sustituida de
una cualquiera de SEQ ID Nos.: 57-69 (tabla Il). Una realizacion que no es parte de la invencidn reivindicada
proporciona un TCR, polipéptido o proteina que tiene una cualquiera o mas de las secuencias de aminoacidos de
CDR1«, CDR2x, CDR13, CDR2B y CDR3p nativas no sustituidas descritas en el presente documento con
respecto a otros aspectos de la invencion en combinacion con una cualquiera de las secuencias de aminoacidos
de CDR3a sustituidas de SEQ ID Nos.: 46-56 y 207. En este aspecto, una realizaciéon que no es parte de la
invencién reivindicada proporciona un TCR sustituido que comprende las secuencias de aminoacidos de todas
de SEQ ID Nos.: 149-150, 207 y 152-154. Otra realizacién que no es parte de la invencion reivindicada
proporciona un TCR, polipéptido o proteina que tiene una cualquiera o mas de las secuencias de aminoacidos de
CDR1a, CDR2a, CDR3x, CDR1p3 y CDR2p nativas no sustituidas descritas en el presente documento con
respecto a otros aspectos de la invencion en combinacion con una cualquiera de las secuencias de aminoacidos
de CDR3B sustituidas de SEQ ID Nos.: 57-69.

TABLA |

CDR3 « sustituido — | CXLRGNAGAKLTF

version 1 En donde X es arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido glutamico,
glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina,
serina, treonina, triptdéfano, tirosina o valina (SEQ ID NO: 46)

CDR3 a sustituido — | CAXRGNAGAKLTF

version 2 En donde X es alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido
glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, lisina, metionina, fenilalanina,
prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina o valina (SEQ ID NO: 47)

CDR3 o sustituido — | CALXGNAGAKLTF

version 3 En donde X es alanina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido glutamico,
glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina,
serina, treonina, triptdéfano, tirosina o valina (SEQ ID NO: 48)

CDR3 « sustituido — | CALRXNAGAKLTF

version 4 En donde X es alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido
glutamico, glutamina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina,
prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina o valina (SEQ ID NO: 49)

CDR3 o sustituido — | CALRGXAGAKLTF

version 5 En donde X es alanina, arginina, acido aspartico, cisteina, acido glutamico, glutamina,
glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina,
treonina, triptéfano, tirosina o valina (SEQ ID NO: 50)

CDR3 « sustituido — | CALRGNXGAKLTF

version 6 En donde X es arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido glutamico,
glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina,
serina, treonina, triptdéfano, tirosina o valina (SEQ ID NO: 51)

CDR3 « sustituido — | CALRGNAXAKLTF

version 7 En donde X es alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido
glutamico, glutamina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina,
prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina o valina (SEQ ID NO: 52)

CDR3 « sustituido — | CALRGNAGXKLTF

version 8 En donde X es arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido glutamico,
glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina,
serina, treonina, triptdéfano, tirosina o valina (SEQ ID NO: 53)

CDR3 « sustituido — | CALRGNAGAXLTF

version 9 En donde X es alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido
glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, metionina, fenilalanina,
prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina o valina (SEQ ID NO: 54)
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CDR3 « sustituido —

version 10

CALRGNAGAKXTF

En donde X es alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido
glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, lisina, metionina, fenilalanina,
prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina o valina (SEQ ID NO: 55)

CDR3 « sustituido —

version 11

CALRGNAGAKLXF

En donde X es alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido
glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
fenilalanina, prolina, serina, triptéfano, tirosina o valina (SEQ ID NO: 56)

CDR3 « sustituido —

CAADSSNTXYQNFYF

version 12 En donde X es alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido
glutamico, glutamina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina,
prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina o valina (SEQ ID NO: 207).
En una relizacién preferida, X es alanina en SEQ ID NO: 207.
TABLA |l

CDR3 B sustituido
version 1

CXSSSRDWSAETLYF

En donde X es arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido glutamico,
glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina,
serina, treonina, triptéfano, tirosina o valina (SEQ ID NO: 57)

CDR3 B sustituido
version 2

CAXSSRDWSAETLYF

En donde X es alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido
glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
fenilalanina, prolina, treonina, triptéfano, tirosina o valina (SEQ ID NO: 58)

CDR3 B sustituido
version 3

CASXSRDWSAETLYF

En donde X es alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido
glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
fenilalanina, prolina, treonina, triptéfano, tirosina o valina (SEQ ID NO: 59)

CDR3 B sustituido
version 4

CASSXRDWSAETLYF

En donde X es alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido
glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
fenilalanina, prolina, treonina, triptéfano, tirosina o valina (SEQ ID NO: 60)

CDR3 B sustituido
version 5

CASSSXDWSAETLYF

En donde X es alanina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido glutamico,
glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina,
serina, treonina, triptéfano, tirosina o valina (SEQ ID NO: 61)

CDR3 B sustituido
version 6

CASSSRXWSAETLYF

En donde X es alanina, arginina, asparagina, cisteina, acido glutamico, glutamina,
glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina,
treonina, triptéfano, tirosina o valina (SEQ ID NO: 62)

CDR3 B sustituido
version 7

CASSSRDXSAETLYF

En donde X es alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido
glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
fenilalanina, prolina, serina, treonina, tirosina o valina (SEQ ID NO: 63)

CDR3 B sustituido
version 8

CASSSRDWXAETLYF

En donde X es alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido
glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
fenilalanina, prolina, treonina, triptéfano, tirosina o valina (SEQ ID NO: 64)

CDR3 B sustituido
version 9

CASSSRDWSXETLYF

En donde X es arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido glutamico,
glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina,
serina, treonina, triptéfano, tirosina o valina (SEQ ID NO: 65)

CDR3 B sustituido
version 10

CASSSRDWSAXTLYF

En donde X es alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, glutamina,
glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina,
treonina, triptéfano, tirosina o valina (SEQ ID NO: 66)

CDR3 B sustituido
version 11

CASSSRDWSAEXLYF

En donde X es alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido
glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
fenilalanina, prolina, serina, triptéfano, tirosina o valina (SEQ ID NO: 67)

CDR3 B sustituido
version 12

CASSSRDWSAETXYF

En donde X es alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido
glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, lisina, metionina, fenilalanina,
prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina o valina (SEQ ID NO: 68)

CDR3 B sustituido

CASSSRDWSAETLXF
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version 13 En donde X es alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido
glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,

fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptéfano o valina (SEQ ID NO: 69)

En una realizaciéon que no es parte de la invencioén reivindicada, cada una de las secuencias de aminoacidos de
CDR3« sustituidas de SEQ ID Nos.: 46-56 no comprende la secuencia de aminoacidos de CDR3« nativa no
sustituida de SEQ ID NO: 5. En una realizacién que no es parte de la invencidn reivindicada, la secuencia de
aminoacidos de CDR3« sustituida de SEQ ID NO: 207 no comprende la secuencia de aminoacidos de CDR3«
nativa no sustituida de SEQ ID NO: 151. De manera similar, en una realizacién que no es parte de la invencion
reivindicada, cada una de las secuencias de aminoacidos de CDR3p sustituidas de SEQ ID Nos.: 57-69 no
comprende la secuencia de aminoacidos de CDR3p nativa no sustituida de SEQ ID NO: 8.

Una realizacién que no es parte de la invencidn reivindicada proporciona un TCR, polipéptido o proteina
sustituido que comprende uno o ambos de (i) una regién variable sustituida de una cadena « que comprende la
secuencia de aminoacidos de una cualquiera de SEQ ID Nos.: 70-80 y 208 (tabla Ill) y (ii) una regién variable
sustituida de una cadena [ que comprende la secuencia de aminoacidos de una cualquiera de SEQ ID Nos.: 81-
93 (tabla IV). Una realizaciéon que no es parte de la invencion reivindicada proporciona un TCR, polipéptido o
proteina que tiene cualquiera de las regiones variables nativas no sustituidas de la cadena B descritas en el
presente documento con respecto a otros aspectos de la invencién en combinacién con una cualquiera de las
secuencias de aminodcidos de regién variable sustituida de cadena « de SEQ ID Nos.: 70-80 y 208. Otra
realizacién que no es parte de la invencion reivindicada proporciona un TCR, polipéptido o proteina que tiene
cualquiera de las regiones variables nativas no sustituidas de la cadena o descritas en el presente documento
con respecto a otros aspectos de la invencién en combinacién con una cualquiera de las secuencias de
aminoacidos de region variable sustituida de cadena 5 de SEQ ID Nos.; 81-93.

TABLA llI
Regidn « variable | SEQ ID NO: 70, en donde X es arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido
sustituida — | glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
version 1 fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina o valina
Regiéon a variable | SEQ ID NO: 71, en donde X es alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina,
sustituida — | acido glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, lisina, metionina, fenilalanina,
version 2 prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina o valina
Regidn o variable | SEQ ID NO: 72, en donde X es alanina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido
sustituida — | glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
version 3 fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina o valina
Regidn o variable | SEQ ID NO: 73, en donde X es alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina,
sustituida — | acido glutamico, glutamina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina,
version 4 prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina o valina
Regidn o variable | SEQ ID NO: 74, en donde X es alanina, arginina, acido aspartico, cisteina, acido
sustituida — | glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
version 5 fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina o valina
Region o variable | SEQ ID NO: 75, en donde X es arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido
sustituida — | glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
version 6 fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina o valina
Regidn o variable | SEQ ID NO: 76, en donde X es alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina,
sustituida — | acido glutamico, glutamina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina,
version 7 prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina o valina
Regidn « variable | SEQ ID NO: 77, en donde X es arginina, asparagina, acido aspdrtico, cisteina, acido
sustituida — | glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
version 8 fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina o valina
Regidn o variable | SEQ ID NO: 78, en donde X es alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina,
sustituida — | acido glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, metionina, fenilalanina,
version 9 prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina o valina
Regidn o« variable | SEQ ID NO: 79, en donde X es alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina,
sustituida — | acido glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, lisina, metionina, fenilalanina,
version 10 prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina o valina
Regidén o variable | SEQ ID NO: 80, en donde X es alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina,
sustituida — | acido glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
version 11 fenilalanina, prolina, serina, triptéfano, tirosina o valina
Regidén o variable | SEQ ID NO: 208, en donde X es alanina, arginina, asparagina, acido aspartico,
sustituida — | cisteina, acido glutdmico, glutamina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
version 12 fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina o valina.

En una realizacion preferida, X es alanina en SEQ ID NO: 208.
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TABLA IV
Region B variable | SEQ ID NO: 81, en donde X es arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido
sustituida — | glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
version 1 fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina o valina
Region B variable | SEQ ID NO: 82, En donde X es alanina, arginina, asparagina, acido aspartico,
sustituida — | cisteina, acido glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina,
version 2 metionina, fenilalanina, prolina, treonina, triptéfano, tirosina o valina
Region B variable | SEQ ID NO: 83, en donde X es alanina, arginina, asparagina, acido aspartico,
sustituida — | cisteina, acido glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina,
version 3 metionina, fenilalanina, prolina, treonina, triptéfano, tirosina o valina
Regién B variable | SEQ ID NO: 84, en donde X es alanina, arginina, asparagina, acido aspartico,
sustituida — | cisteina, acido glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina,
version 4 metionina, fenilalanina, prolina, treonina, triptéfano, tirosina o valina
Region B variable | SEQ ID NO: 85, en donde X es alanina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido
sustituida — | glutdmico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
version 5 fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina o valina
Region B variable | SEQ ID NO: 86, en donde X es alanina, arginina, asparagina, cisteina, &cido
sustituida — | glutdmico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
version 6 fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina o valina
Region B variable | SEQ ID NO: 87, en donde X es alanina, arginina, asparagina, acido aspartico,
sustituida — | cisteina, acido glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina,
version 7 metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina, tirosina o valina
Region B variable | SEQ ID NO: 88, en donde X es alanina, arginina, asparagina, acido aspartico,
sustituida — | cisteina, acido glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina,
version 8 metionina, fenilalanina, prolina, treonina, triptéfano, tirosina o valina
Region B variable | SEQ ID NO: 89, en donde X es arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido
sustituida — | glutdmico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
version 9 fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina o valina
Region B variable | SEQ ID NO: 90, en donde X es alanina, arginina, asparagina, acido aspartico,
sustituida — | cisteina, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina,
version 10 prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina o valina
Region B variable | SEQ ID NO: 91, en donde X es alanina, arginina, asparagina, acido aspartico,
sustituida — | cisteina, acido glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina,
version 11 metionina, fenilalanina, prolina, serina, triptéfano, tirosina o valina
Region B variable | SEQ ID NO: 92, en donde X es alanina, arginina, asparagina, acido aspartico,
sustituida — | cisteina, acido glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, lisina, metionina,
version 12 fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina o valina
Region B variable | SEQ ID NO: 93, en donde X es alanina, arginina, asparagina, acido aspartico,
sustituida — | cisteina, acido glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina,
version 13 metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptéfano o valina

En una realizaciéon que no es parte de la invencioén reivindicada, cada una de las secuencias de aminoacidos de
region variable sustituida de cadena o de SEQ ID Nos.: 70-80 no comprende la secuencia de aminoacidos de
region variable nativa no sustituida de cadena « de SEQ ID NO: 9. En una realizacion que no es parte de la
invencion reivindicada, la secuencia de aminodcidos de regién variable sustituida de cadena « de SEQ ID NO:
208 no comprende la secuencia de aminoacidos de regién variable nativa no sustituida de cadena « de SEQ ID
NO: 155. De manera similar, en una realizacion que no es parte de la invencion reivindicada, cada una de las
secuencias de aminoacidos de region variable sustituida de cadena 5 de SEQ ID Nos.: 81-93 no comprende la
secuencia de aminoacidos de region variable nativa no sustituida de cadena  de SEQ ID NO: 10.

Una realizaciéon que no es parte de la invencién reivindicada proporciona un TCR, polipéptido o proteina
sustituido que comprende uno o ambos de (i) una cadena o sustituida de longitud completa que comprende la
secuencia de aminoacidos de una cualquiera de SEQ ID Nos.: 94-104 y 209 (tabla V) y (i) una cadena j
sustituida de longitud completa que comprende la secuencia de aminoacidos de una cualquiera de SEQ ID Nos.:
105-117 (tabla VI). Una realizaciéon que no es parte de la invencion reivindicada proporciona un TCR, polipéptido
o proteina que tiene una cualquiera de las secuencias nativas no sustituidas de longitud completa de cadena
descritas en el presente documento con respecto a otros aspectos de la invencién en combinacién con una
cualquiera de las secuencias de aminodcidos sustituidas de longitud completa de cadena « de SEQ ID Nos.: 94-
104 y 209. Otra realizacion que no es parte de la invencion reivindicada proporciona un TCR, polipéptido o
proteina que tiene una cualquiera de las cadenas « nativas no sustituidas de longitud completa descritas en el
presente documento con respecto a otros aspectos de la invencién en combinacién con una cualquiera de las
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secuencias sustituidas de longitud completa de cadena 3 de SEQ ID Nos.: 105-117.

TABLA V

Cadena «o de
longitud completa
sustituida -
version 1

SEQ ID NO: 94, en donde X es arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido
glutdmico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina o valina

Cadena o de
longitud completa
sustituida -
version 2

SEQ ID NO: 95, en donde X es alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina,
acido glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, lisina, metionina, fenilalanina,
prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina o valina

Cadena o de
longitud completa
sustituida -
version 3

SEQ ID NO: 96, en donde X es alanina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido
glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina o valina

Cadena o de
longitud completa
sustituida -
version 4

SEQ ID NO: 97, en donde X es alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina,
acido glutamico, glutamina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina,
prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina o valina

Cadena o de
longitud completa
sustituida -
version 5

SEQ ID NO: 98, en donde X es alanina, arginina, acido aspartico, cisteina, acido
glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina o valina

Cadena o de
longitud completa
sustituida -
version 6

SEQ ID NO: 99, en donde X es arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido
glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina o valina

Cadena o de
longitud completa
sustituida -
version 7

SEQ ID NO: 100, en donde X es alanina, arginina, asparagina, acido aspartico,
cisteina, acido glutamico, glutamina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina o valina

Cadena o de
longitud completa
sustituida -
version 8

SEQ ID NO: 101, en donde X es arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido
glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina,
prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina o valina

Cadena o de
longitud completa
sustituida -
version 9

SEQ ID NO: 102, en donde X es alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina,
acido glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, metionina, fenilalanina,
prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina o valina

Cadena o de
longitud completa
sustituida -
version 10

SEQ ID NO: 103, en donde X es alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina,
acido glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, lisina, metionina, fenilalanina,
prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina o valina

Cadena o de
longitud completa
sustituida -
version 11

SEQ ID NO: 104, en donde X es alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina,
acido glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
fenilalanina, prolina, serina, triptéfano, tirosina o valina

Cadena o de
longitud completa

SEQ ID NO: 209, en donde X es alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina,
acido glutamico, glutamina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina,

sustituida — | prolina, serina, treonina, triptdéfano, tirosina o valina.
version 12 En una realizacion preferida, X es alanina en SEQ ID NO: 209
TABLA VI

Cadena [ de
longitud completa
sustituida -
version 1

SEQ ID NO: 105, en donde X es arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido
glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina,
prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina o valina

Cadena [ de
longitud completa
sustituida -
version 2

SEQ ID NO: 106, en donde X es alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina,
acido glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
fenilalanina, prolina, treonina, triptéfano, tirosina o valina

Cadena [ de

SEQ ID NO: 107, en donde X es alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina,
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longitud completa
sustituida -
versién 3

acido glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
fenilalanina, prolina, treonina, triptéfano, tirosina o valina

Cadena [ de
longitud completa
sustituida -
version 4

SEQ ID NO: 108, en donde X es alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina,
acido glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
fenilalanina, prolina, treonina, triptéfano, tirosina o valina

Cadena [ de
longitud completa
sustituida -
version 5

SEQ ID NO: 109, en donde X es alanina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido
glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina,
prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina o valina

Cadena [ de
longitud completa
sustituida -
version 6

SEQ ID NO: 110, en donde X es alanina, arginina, asparagina, cisteina, acido glutamico,
glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina,
serina, treonina, triptéfano, tirosina o valina

Cadena [ de
longitud completa
sustituida -
version 7

SEQ ID NO: 111, en donde X es alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina,
acido glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
fenilalanina, prolina, serina, treonina, tirosina o valina

Cadena [ de
longitud completa
sustituida -
version 8

SEQ ID NO: 112, en donde X es alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina,
acido glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
fenilalanina, prolina, treonina, triptéfano, tirosina o valina

Cadena [ de
longitud completa
sustituida -

SEQ ID NO: 113, en donde X es arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido
glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina,

prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina o valina
version 9

Cadena [ de
longitud completa
sustituida -
version 10

Cadena [ de
longitud completa
sustituida -
version 11

Cadena [ de
longitud completa
sustituida -
version 12

Cadena [ de
longitud completa
sustituida -
version 13

SEQ ID NO: 114, en donde X es alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina,
glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina,
serina, treonina, triptéfano, tirosina o valina

SEQ ID NO: 115, en donde X es alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina,
acido glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
fenilalanina, prolina, serina, triptéfano, tirosina o valina

SEQ ID NO: 116, en donde X es alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina,
acido glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, lisina, metionina, fenilalanina,
prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina o valina

SEQ ID NO: 117, en donde X es alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina,
acido glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptéfano o valina

En una realizacion que no es parte de la invencion reivindicada, cada una de las secuencias de aminoacidos
sustituidas de longitud completa de cadena o de SEQ ID Nos.: 94-104 no comprende la secuencia de
aminoacidos nativa no sustituida de longitud completa de cadena « de SEQ ID NO: 11. En una realizacion que
no es parte de la invencion reivindicada, la secuencia de aminoacidos sustituida de longitud completa de cadena
o de SEQ ID NO: 209 no comprende la secuencia de aminoacidos nativa no sustituida de longitud completa de
cadena o de SEQ ID NO: 157. De manera similar, en una realizacion que no es parte de la invencion
reivindicada, cada una de las secuencias de aminoacidos sustituidas de longitud completa de cadena  de SEQ
ID Nos.. 105-117 no comprende la secuencia de aminoacidos nativa no sustituida de longitud completa de
cadena 3 de SEQ ID NO: 12.

El TCR, polipéptido o proteina puede consistir esencialmente en la secuencia o secuencias de aminoacidos
especificadas descritas en el presente documento, de tal manera que otros componentes del TCR, polipéptido o
proteina, por ejemplo, otros aminoacidos, no cambien materialmente la actividad bioldgica del TCR, polipéptido o
proteina. En este aspecto, el TCR, polipéptido o proteina de la invencién, por ejemplo, puede consistir
esencialmente en la secuencia de aminoacidos de ambas SEQ ID NO.: 157 y 158. También, por ejemplo, los
TCR, polipéptidos o proteinas de la invencion pueden consistir esencialmente en la secuencia de aminoacidos de
ambas SEQ ID Nos.: 155 y 156. Ademas, los TCR, polipéptidos o proteinas de la invencidén pueden consistir
esencialmente en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID Nos.: 149-154.

También se proporciona por la invencién un polipéptido que comprende una porcion funcional de cualquiera de

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 965 689 T3

los TCR descritos en el presente documento. El término “polipéptido” tal como se usa en el presente documento
incluye oligopéptidos y se refiere a una sola cadena de aminoacidos conectada por uno o mas enlaces
peptidicos.

Con respecto a los polipéptidos que no son parte de la invencidn reivindicada, la porciéon funcional puede ser
cualquier porcion que comprende los aminodcidos contiguos del TCR del cual es parte, siempre que la porcion
funcional se una especificamente a la diana mutada, por ejemplo, KRAS mutado. El término “porcién funcional’
cuando se usa en referencia a un TCR se refiere a cualquier parte o fragmento del TCR de la invencién, parte o
fragmento que retiene la actividad biolégica del TCR del cual es parte (el TCR original). Las porciones
funcionales abarcan, por ejemplo, aquellas partes de un TCR que retienen la capacidad para unirse
especificamente a la diana mutada, por ejemplo, KRAS mutado, de manera dependiente de HLA-A11, o
detectan, tratan o previenen el cancer, en un grado similar, al mismo grado o a un grado mayor, que el TCR
original. En referencia al TCR original, la porcién funcional puede comprender, por ejemplo, aproximadamente el
10%, 25%, 30%, 50%, 68%, 80%, 90%, 95%, 0 mas, del TCR original.

La porcién funcional puede comprender aminoacidos adicionales en el extremo amino o carboxilo terminal de la
porcién, o en ambos extremos terminales, aminoacidos adicionales que no se encuentran en la secuencia de
aminoacidos del TCR original. De manera deseable, los aminoacidos adicionales no interfieren con la funcion
biolégica de la porcion funcional, por ejemplo, unirse especificamente a la diana mutada, por ejemplo, KRAS
mutado; y/o tener la capacidad para detectar el cancer, para tratar o prevenir el cancer, etc. De manera mas
deseable, los aminoacidos adicionales aumentan la actividad biolégica, en comparacion con la actividad biolégica
del TCR original o variante funcional del mismo.

El polipéptido de la invenciéon puede comprender una porcidon funcional que comprende las secuencias de
aminoacidos de todas de SEQ ID Nos. 149-154.

En una realizacion de la invencién, el polipéptido de la invencién puede comprender, por ejemplo, la regién
variable del TCR de la invencién o una variante funcional del mismo que comprende una combinacion de las
regiones CDR expuestas anteriormente. En este aspecto, el polipéptido puede comprender la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 155y 156.

En una realizacion de la invencion, el polipéptido de la invencion puede comprender ademas la region constante
del TCR de la invencién o una variante funcional del mismo expuesta anteriormente. En este aspecto, el
polipéptido puede comprender la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13 (una regién constante de cadena
o), SEQ ID NO: 14 (una region constante de cadena p), SEQ ID NO: 135 (una region constante de cadena «),
SEQ ID NO: 136 (una region constante de cadena ), SEQ ID NO: 147 (una region constante de cadena o), SEQ
ID NO: 148 (una regién constante de cadena p), SEQ ID NO: 159 (una regién constante de cadena o), SEQ ID
NO: 160 (una regidon constante de cadena B), ambas SEQ ID Nos.: 13 y 14, ambas SEQ ID Nos.: 135 y 136,
ambas SEQ ID Nos.: 147 y 148, o ambas SEQ ID Nos.: 159 y 160. Preferiblemente, el polipéptido comprende las
secuencias de aminoacidos de ambas SEQ ID Nos.: 13 y 14, ambas SEQ ID Nos.: 135 y 136, ambas SEQ ID
Nos.: 147 y 148, o ambas SEQ ID Nos.: 159y 160.

En una realizacion de la invencion, el polipéptido de la invencion puede comprender una combinacion de una
regién variable y una regién constante del TCR de la invencién o variante funcional del mismo. En este aspecto,
el polipéptido puede comprender todas de SEQ ID Nos.: 155, 156, 159 y 160.

En una realizacién de la invencion, el polipéptido de la invencién puede comprender una combinacion de las
regiones CDR descritas en el presente documento y una regién constante del TCR de la invencion. En este
aspecto, el polipéptido puede comprender las secuencias de aminoacidos de todas las SEQ ID Nos.: 149-154 y
159-160.

En una realizacion de la invencion, el polipéptido de la invencién puede comprender la longitud completa de una
cadena o 0 B del TCR descrito en el presente documento. En este aspecto, el polipéptido de la invencién puede
comprender la secuencia de aminoacidos de ambas SEQ ID Nos.: 157 y 158.

La invencién proporciona ademas una proteina que comprende al menos uno de los polipéptidos descritos en el
presente documento. Por “proteina” se entiende una molécula que comprende una o mas cadenas de
polipéptido.

En una realizacion, la proteina de la invencién comprende una primera cadena de polipéptido que comprende las
secuencias de aminoacidos de una primera cadena de polipéptido que comprende las secuencias de
aminoacidos of SEQ ID NOs: 149-151 y una secunda cadena de polipéptido que comprende la secuencias de
aminoacidos de SEQ ID NOs: 152-154. Alternativa o adicionalmente, la proteina de la invencidn puede
comprender una primera cadena de polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
155 y una segunda cadena de polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 156. La
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proteina, por ejemplo, puede comprender una primera cadena de polipéptido que comprende las secuencias de
aminoacidos de ambas SEQ ID NOs: 155 y 159 o todas de SEQ ID NOs: 149-151 y 159 y una segunda cadena
de polipéptido que comprende las secuencias de aminoacidos de ambas SEQ ID NOs: 156 y 160 o todas de
SEQ ID NOs: 152-154 y 160. Alternativa o adicionalmente, la proteina de la invencion puede comprender una
primera cadena de polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 157 y una segunda
cadena de polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 158. En este caso, la
proteina de la invencion puede ser un TCR. Alternativamente, si la primera y/o la segunda cadena(s) de
polipéptido de la proteina comprende(n) ademas otras secuencias de aminoacidos, por ejemplo, una secuencia
de aminodcidos que codifica para una inmunoglobulina o una porciéon de la misma, entonces la proteina de la
invencion puede ser una proteina de fusidon. En este aspecto, aunque no es parte de la invencion reivindicada, la
divulgacion proporciona también una proteina de fusién que comprende al menos uno de los polipéptidos de la
invencion descritos en el presente documento junto con al menos otro polipéptido. El otro polipéptido puede
existir como un polipéptido separado de la proteina de fusién, o puede existir como un polipéptido, que se
expresa en marco (en tandem) con uno de los polipéptidos de la invencion descrito en el presente documento. El
otro polipéptido puede codificar para cualquier molécula peptidica o proteinica, o una porcién de la misma,
incluyendo, pero sin limitarse a una inmunoglobulina, CD3, CD4, CD8, una molécula de MHC, una molécula de
CD1, por ejemplo, CD1a, CD1b, CD1c, CD1d, etc.

La proteina de fusion puede comprender una o mas copias del polipéptido de la invencion y/o una o mas copias
del otro polipéptido. Por ejemplo, la proteina de fusion puede comprender 1, 2, 3, 4, 5, 0 mas, copias del
polipéptido de la invencidn y/o del otro polipéptido. Los métodos adecuados para producir proteinas de fusion se
conocen en la técnica e incluyen, por ejemplo, métodos recombinantes.

En algunas realizaciones de la invencién, los TCR, polipéptidos y proteinas de la invenciéon pueden expresarse
como una sola proteina que comprende un péptido enlazador que enlaza la cadena o y la cadena p. En este
aspecto, los TCR, polipéptidos y proteinas de la invencién que comprenden ambas SEQ ID Nos.: 157 y 158,
ambas SEQ ID Nos.: 155 y 156, todas de SEQ ID Nos.: 149-154, todas de SEQ ID Nos.: 155, 156, 159 y 160, o
todas de SEQ ID Nos.: 149-154 y 159-160, pueden comprender ademas un péptido enlazador. El péptido
enlazador puede facilitar ventajosamente la expresién de un TCR, polipéptido y/o proteina recombinante en una
célula huésped. El péptido enlazador puede comprender cualquier secuencia de aminoacidos adecuada. En una
realizacion de la invencion, el TCR, polipéptido o proteina comprende un péptido enlazador viral autoescindible.
Por ejemplo, el péptido enlazador puede comprender SEQ ID NO: 28. Tras la expresion del constructo que
incluye el péptido enlazador por una célula huésped, el péptido enlazador puede escindirse, dando como
resultado cadenas « y B separadas. En una realizaciéon de la invencion, el TCR, polipéptido o proteina puede
comprender un secuencia de aminoacidos que comprende una cadena « de longitud completa, una cadena 3 de
longitud completa y un péptido enlazador colocado entre las cadenas o« y B (por ejemplo, la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 162 (TCR G12D anti-KRAS))).

Una proteina que no es parte de la invencion reivindicada puede ser un anticuerpo recombinante que comprende
al menos uno de los polipéptidos de la invencidn descritos en el presente documento. Tal como se usa en el
presente documento, “anticuerpo recombinante” se refiere a una proteina recombinante (por ejemplo, modificada
por ingenieria genética) que comprende al menos uno de los polipéptidos de la invencién y una cadena de
polipéptido de un anticuerpo, o una porcién del mismo. El polipéptido de un anticuerpo, o porcién del mismo,
puede ser una cadena pesada, una cadena ligera, una region variable o constante de cadena pesada o ligera, un
fragmento variable de cadena sencilla (scFv), o un fragmento Fc, Fab o F(ab)2’ de un anticuerpo, etc. La cadena
de polipéptido de un anticuerpo, o porcioén del mismo, puede existir como un polipéptido separado del anticuerpo
recombinante. Alternativamente, la cadena de polipéptido de un anticuerpo, o porcion del mismo, puede existir
como un polipéptido, que se expresa en marco (en tandem) con el polipéptido de la invencion. El polipéptido de
un anticuerpo, o porcién del mismo, puede ser un polipéptido de cualquier anticuerpo o fragmento de anticuerpo,
incluyendo cualquiera de los anticuerpos y fragmentos de anticuerpo descritos en el presente documento.

Los TCR, polipéptidos y proteinas que no son parte de la invencién reivindicada (incluyendo variantes
funcionales de los mismos) pueden ser de cualquier longitud, es decir, pueden comprender cualquier nimero de
aminoacidos, siempre que los TCR, polipéptidos o proteinas (o variantes funcionales de los mismos) retengan su
actividad biolégica, por ejemplo, la capacidad para enlazarse especificamente a la diana mutada, por ejemplo,
KRAS mutado; para detectar el cancer en un mamifero; o tratar o prevenir el cancer en un mamifero, etc. Por
ejemplo, el polipéptido puede encontrarse en el intervalo de desde aproximadamente 50 hasta aproximadamente
5000 aminoacidos de longitud, tal como 50, 70, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900,
1000 o mas aminoacidos de longitud. En este aspecto, los polipéptidos que no son parte de la invencién
reivindicada incluyen también oligopéptidos.

Los TCR, polipéptidos y proteinas de la invenciéon pueden comprender aminoacidos sintéticos en lugar de uno o
mas aminoacidos que se producen de manera natural. Tales aminodcidos sintéticos se conocen en la técnica, e
incluyen, por ejemplo, acido aminociclohexanocarboxilico, norleucina, acido «-amino-n-decanoico, homoserina,
S-acetilaminometil-cisteina, trans-3- y trans-4-hidroxiprolina, 4-aminofenilalanina, 4-nitrofenilalanina, 4-

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 965 689 T3

clorofenilalanina, 4-carboxifenilalanina, p-fenilserina  p-hidroxifenilalanina, fenilglicina, «-naftilalanina,
ciclohexilalanina, ciclohexilglicina, acido indolina-2-carboxilico, acido 1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina-3-carboxilico,
acido aminomalénico, monoamida de acido aminomaldnico, N’-bencil-N’-metil-lisina, N’,N’-dibencil-lisina, 6-
hidroxilisina, ornitina, acido «-aminociclopentanocarboxilico, acido «-aminociclohexanocarboxilico, acido -
aminocicloheptanocarboxilico, acido «-(2-amino-2-norbormano)-carboxilico, acido «,y-diaminobutirico, acido «,p-
diaminopropidénico, homofenilalanina y a-terc-butilglicina.

Los TCR, polipéptidos y proteinas de la invencién (incluyendo variantes funcionales de los mismos) pueden estar
glicosilados, amidados, carboxilados, fosforilados, esterificados, N-acilados, ciclados a través de, por ejemplo, un
puente bisulfuro, o convertidos en una sal de adicién de acido y/u opcionalmente dimerizados o polimerizados o
conjugados.

El TCR, polipéptido y/o proteina de la invencién puede obtenerse mediante métodos conocidos en la técnica
tales como, por ejemplo, sintesis de novo. Ademas, los polipéptidos y las proteinas pueden producirse de
manera recombinante usando los acidos nucleicos descritos en el presente documento usando métodos
recombinantes convencionales. Véase, por ejemplo, Green y Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, 42 ed., Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, NY (2012). Alternativamente, los TCR,
polipéptidos y/o proteinas descritos en el presente documento (incluyendo variantes funcionales de los mismos)
pueden sintetizarse comercialmente por empresas tales como Synpep (Dublin, CA), Peptide Technologies Corp.
(Gaithersburg, MD) y Multiple Peptide Systems (San Diego, CA). En este aspecto, los TCR, polipéptidos y
proteinas de la invencion pueden ser sintéticos, recombinantes, aislados y/o purificados.

Se incluyen en el alcance de la invencidn conjugados, por ejemplo, bioconjugados, que comprenden cualquiera
de los TCR, polipéptidos o proteinas de la invencién, acidos nucleicos, vectores de expresién recombinantes,
células huésped y poblaciones de células huésped. Los conjugados, asi como los métodos para sintetizar
conjugados en general, se conocen en la técnica.

Una realizacion de la invencién proporciona un acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que
codifica para cualquiera de los TCR, polipéptidos o proteinas descritos en el presente documento. “Acido
nucleico”, tal como se usa en el presente documento, incluye “polinucleétido”, “oligonucleétido” y “molécula de
acido nucleico”, y significa en general un polimero de ADN o ARN, que puede ser monocatenario o bicatenario,
sintetizado u obtenido (por ejemplo, aislado y/o purificado) a partir de fuentes naturales, que puede contener
nucleotidos naturales, no naturales o alterados, y que puede contener un enlace internucleétido natural, no
natural o alterado, tal como un enlace fosforamidato o un enlace fosforotioato, en lugar del fosfodiéster
encontrado entre los nucleétidos de un oligonucleétido no modificado. En una realizacién, el acido nucleico
comprende ADN complementario (ADNc). En general, se prefiere que el acido nucleico no comprenda ninguna
insercion, delecion, inversion y/o sustitucién. Sin embargo, puede ser adecuado en algunos casos, tal como se
comenta en el presente documento, que el acido nucleico comprenda una o mas inserciones, deleciones,
inversiones y/o sustituciones.

Preferiblemente, los acidos nucleicos de la invencidn son recombinantes. Tal como se usa en el presente
documento, el término “recombinante” se refiere a (i) moléculas que se construyen fuera de células vivas uniendo
segmentos de acido nucleico naturales o sintéticos a moléculas de acido nucleico que pueden replicarse en una
célula viva, o (i) moléculas que son el resultado de la replicacion de aquellas descritas en (i) anteriormente. Para
los propositos en el presente documento, la replicacion puede ser replicacion in vitro o replicacién in vivo.

Los acidos nucleicos pueden construirse basandose en reacciones de sintesis quimica y/o ligacién enzimatica
utilizando procedimientos conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Green y Sambrook et al., citado
anteriormente. Por ejemplo, un acido nucleico puede sintetizarse quimicamente utilizando nucleétidos que se
producen de manera natural o nucleétidos variadamente modificados disefiados para aumentar la estabilidad
biolégica de las moléculas o para aumentar la estabilidad fisica del diplex formado tras la hibridacién (por
ejemplo, derivados de fosforotioato y nucledtidos sustituidos con acridina). Los ejemplos de nucledtidos
modificados que pueden usarse para generar los acidos nucleicos incluyen, pero no se limitan a, 5-fluorouracilo,
5-bromouracilo, 5-clorouracilo, 5-yodouracilo, hipoxantina, xantina, 4-acetilcitosina, 5-(carboxihidroximetilyuracilo,
5-carboximetilaminometil-2-tiouridina, 5-carboximetilaminometiluracilo, dihidrouracilo, beta-D-galactosilqueosina,
inosina, NS-isopenteniladenina, 1-metilguanina, 1-metilinosina, 2,2-dimetilguanina, 2-metiladenina, 2-
metilguanina, 3-metilcitosina, 5-metilcitosina, adenina N8-substituida, 7-metilguanina, 5-metilaminometiluracilo, 5-
metoxiaminometil-2-tiouracilo, beta-D-manosilqueosina, 5-metoxicarboximetiluracilo, 5-metoxiuracilo, 2-metiltio-
Né-isopenteniladenina, acido uracil-5-oxiacético (v), wybutoxosina, pseudouracilo, queosina, 2-tiocitosina, 5-metil-
2-tiouracilo, 2-tiouracilo, 4-tiouracilo, 5-metiluracilo, metiléster del acido uracil-5-oxiacético, 3-(3-amino-3-N-2-
carboxipropilyuracilo y 2,6-diaminopurina. Alternativamente, uno o mas de los acidos nucleicos de la invencion
pueden adquirirse de empresas tales como Macromolecular Resources (Fort Collins, CO) y Synthegen (Houston,
TX).

El acido nucleico puede comprender cualquier secuencia de nucleétidos que codifique para cualquiera de los
TCR, polipéptidos o proteinas descritos en el presente documento. En una realizacién de la invencion, el acido
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nucleico comprende todas de SEQ ID Nos.: 164-169. En una realizacién de la invencién, el acido nucleico puede
comprender las secuencias de nucleétidos de ambas de SEQ ID Nos.: 170 y 171. En otra realizacién de la
invencion, el acido nucleico puede comprender la secuencia de nucleétidos de ambas de SEQ ID Nos.: 172 y
173.

En una realizaciéon de la invencién, el acido nucleico comprende ademas una secuencia de nucleétidos que
codifica para la region constante de un TCR de cadena « o B. En este aspecto, cualquiera de los acidos
nucleicos descritos en el presente documento puede comprender ademas la secuencia de nucleétidos de (a)
SEQ ID NO: 19 (la region constante de la cadena « del TCR G12D anti-KRAS); SEQ ID NO: 20 (la regién
constante de la cadena § del TCR G12D anti-KRAS); o ambas SEQ ID Nos.: 19 y 20; (b) SEQ ID NO: 174 (la
region constante de la cadena o del TCR G12D anti-KRAS); SEQ ID NO: 175 (la regién constante de la cadena
del TCR G12D anti-KRAS); o ambas SEQ ID Nos.: 174 y 175; (¢) SEQ ID NO: 187 (la region constante de la
cadena o del TCR G12V anti-KRAS); SEQ ID NO: 188 (la region constante de la cadena  del TCR G12V anti-
KRAS); o ambas SEQ ID Nos.: 187 y 188; o (d) SEQ ID NO: 199 (la region constante de la cadena « del TCR
G12V anti-KRAS); SEQ ID NO: 200 (la regién constante de la cadena B del TCR G12V anti-KRAS); o ambas
SEQ ID Nos.: 199 y 200. Preferiblemente, el acido nucleico comprende la secuencia de nucledtidos de ambas
todas de SEQ ID Nos.: 170-171y 174-175; o todas de SEQ ID Nos.: 164-169 y 174-175.

Cualquiera de los acidos nucleicos descritos en el presente documento puede comprender ademas una
secuencia de nucleétidos que codifica para un péptido enlazador. La secuencia de nucleétidos que codifica para
el péptido enlazador puede comprender cualquier secuencia de nucleétidos adecuada. Por ejemplo, la secuencia
de nucleoétidos que codifica para un péptido enlazador puede comprender la secuencia de nucleétidos de SEQ ID
NO: 44.

En una realizacién de la invencion, un acido nucleico que comprende la secuencia de nucleétidos de todas de
SEQ ID Nos.: 164-169; ambas SEQ ID Nos.: 170y 171; ambas SEQ ID Nos.: 172 y 173, todas de SEQ ID Nos.:
164-169 y 174-175; o todas de SEQ ID Nos.: 170-171 y 174-175; codifica para un TCR murino.

La divulgacion, aunque no es parte de la invencién reivindicada, también proporciona un acido nucleico que
comprende una secuencia de nucleétidos que es complementaria a la secuencia de nucleétidos de cualquiera de
los acidos nucleicos descritos en el presente documento o una secuencia de nucleétidos que se hibrida en
condiciones rigurosas con la secuencia de nucleétidos de cualquiera de los acidos nucleicos descritos en el
presente documento.

La secuencia de nucleédtidos que se hibrida en condiciones rigurosas se hibrida preferiblemente en condiciones
de alta rigurosidad. Por “condiciones de alta rigurosidad” se entiende que la secuencia de nucleétidos se hibrida
especificamente con una secuencia diana (la secuencia de nucleétidos de cualquiera de los acidos nucleicos
descritos en el presente documento) en una cantidad que es detectablemente mas fuerte que en la hibridacion
no especifica. Las condiciones de alta rigurosidad incluyen condiciones que distinguirian un polinucleétido con
una secuencia complementaria exacta, o uno que contiene solamente unos pocos apareamientos erroneos
dispersos de una secuencia aleatoria que resulta que tiene unas pocas regiones pequefias (por ejemplo, 3-10
bases) que coinciden con la secuencia de nucleétidos. Tales regiones de complementariedad pequefias se
funden mas facilmente que un complemento de longitud completa de 14-17 0 mas bases, y la hibridacién de alta
rigurosidad las hace faciimente distinguibles. Las condiciones de rigurosidad relativamente alta incluirian, por
ejemplo, condiciones de baja sal y/o alta temperatura, tales como las proporcionadas por NaCl aproximadamente
0,02-0,1 M o el equivalente, a temperaturas de aproximadamente 50-70°C. Tales condiciones de alta rigurosidad
toleran pocos apareamientos erréneos, si los hay, entre la secuencia de nucleoétidos y la hebra molde o diana, y
son particularmente adecuadas para detectar la expresion de cualquiera de los TCR de la invencion.
Generalmente se aprecia que las condiciones pueden hacerse mas rigurosas mediante la adicioén de cantidades
crecientes de formamida.

La divulgacion, aunque no es parte de la invencién reivindicada, también proporciona un acido nucleico que
comprende una secuencia de nucleétidos que es al menos aproximadamente el 70% o mas, por ejemplo,
aproximadamente el 80%, aproximadamente el 90%, aproximadamente el 91%, aproximadamente el 92%,
aproximadamente el 93%, aproximadamente el 94%, aproximadamente el 95%, aproximadamente el 96%,
aproximadamente el 97%, aproximadamente el 98%, o aproximadamente el 99% idéntica a cualquiera de los
acidos nucleicos descritos en el presente documento. En este aspecto, el acido nucleico puede consistir
esencialmente en cualquiera de las secuencias de nucleétidos descritas en el presente documento.

Los acidos nucleicos de la invencion pueden incorporarse en un vector de expresion recombinante. En este
aspecto, la invencion proporciona un vector de expresion recombinante que comprende cualquiera de los acidos
nucleicos de la invencion. En una realizaciéon de la invencion, el vector de expresion recombinante comprende
una secuencia de nucledtidos que codifica para la cadena «, la cadena B y el péptido enlazador. Por ejemplo, en
una realizacién, el vector de expresion recombinante comprende la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 163
(que codifica para las cadenas o y [ de SEQ ID Nos.: 157 y 158 con un enlazador colocado entre las mismas).
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Para los propdsitos en el presente documento, el término “vector de expresion recombinante” significa un
constructo genéticamente modificado de oligonucleétido o polinucleédtido que permite la expresion de un ARNm,
proteina, polipéptido o péptido por una célula huésped, cuando el constructo comprende una secuencia de
nucledtidos que codifica para el ARNm, proteina, polipéptido o péptido, y el vector se pone el contacto con la
célula en condiciones suficientes para tener el ARNm, proteina, polipéptido o péptido expresado dentro de la
célula. Los vectores de la invencion no se producen de manera natural en su totalidad. Sin embargo, partes de
los vectores pueden producirse de manera natural. Los vectores de expresion recombinantes de la invencién
pueden comprender cualquier tipo de nucleétido, incluyendo, pero sin limitarse a ADN y ARN, que pueden ser
monocatenarios o bicatenarios, sintetizados u obtenidos en parte de fuentes naturales, y que pueden contener
nucleétidos naturales, no naturales o alterados. Los vectores de expresion recombinantes pueden comprender
enlaces internucleotidicos que se producen de manera natural, de manera no natural o ambos tipos de enlaces.
Preferiblemente, los nucleétidos o los enlaces internucleotidicos que se producen de manera no natural o
alterados no dificultan la transcripcidn o la replicacién del vector.

El vector de expresion recombinante de la invencidn puede ser cualquier vector de expresion recombinante
adecuado, y puede usarse para transformar o transfectar cualquier célula huésped adecuada. Los vectores
adecuados incluyen aquellos disefiados para la propagacion y la expansién o para la expresion o ambos, tales
como plasmidos y virus. El vector puede seleccionarse del grupo que consiste en la serie pUC (Fermentas Life
Sciences), la serie pBluescript (Stratagene, LaJolla, CA), la serie pET (Novagen, Madison, WI), la serie pGEX
(Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia) y la serie pEX (Clontech, Palo Alto, CA). También pueden utilizarse
vectores de bacteridéfagos, tales como AGT10, .GT11, AZapll (Stratagene), ,EMBL4 y 2NM1149. Los ejemplos
de vectores de expresion vegetales incluyen pBI01, pBI101.2, pBI101.3, pBl121 y pBIN19 (Clontech). Los
ejemplos de vectores de expresién animales incluyen pEUK-CI, pMAM y pMAMneo (Clontech). Preferiblemente,
el vector de expresion recombinante es un vector viral, por ejemplo, un vector retroviral. En una realizacion
especificamente preferida, el vector de expresion recombinante es un vector MSGV1.

Los vectores de expresidn recombinantes de la invencién pueden prepararse usando técnicas convencionales de
ADN recombinante descritas, por ejemplo, en Green y Sambrook et al., citado anteriormente. Pueden prepararse
constructos de vectores de expresion, que son circulares o lineales, para que contengan un sistema de
replicacion funcional en una célula huésped procariota o eucariota. Los sistemas de replicacion pueden
derivarse, por ejemplo, de ColEl, plasmido 2 p, %, SV40, virus de papiloma bovino, y similares.

De manera deseable, el vector de expresidén recombinante comprende secuencias regulatorias, tales como los
codones de iniciacidn y terminacién de la transcripcion y traduccion, que son especificos para el tipo de célula
huésped (por ejemplo, bacteria, hongo, planta o animal) en la cual va a introducirse el vector, segin sea
apropiado y teniendo en consideracion si el vector se basa en ADN o ARN.

El vector de expresidon recombinante puede incluir uno 0 mas genes marcadores, lo que permite la seleccién de
células huésped transformadas o transfectadas. Los genes marcador incluyen resistencia a biocidas, por
ejemplo, resistencia a antibidticos, metales pesados, etc., complementacion en una célula huésped auxotréfica
para proporcionar prototrofia, y similares. Los genes marcadores adecuados para los vectores de expresion de la
invencion incluyen, por ejemplo, genes de resistencia a neomicina/G418, genes de resistencia a higromicina,
genes de resistencia a histidinol, genes de resistencia a tetraciclina y genes de resistencia a ampicilina.

El vector de expresidn recombinante puede comprender un promotor nativo 0 no nativo operativamente unido a
la secuencia de nucledtidos que codifica para el TCR, polipéptido o proteina, o a la secuencia de nucledtidos que
es complementaria a 0 que se hibrida con la secuencia de nucle6tidos que codifica para el TCR, polipéptido o
proteina. La seleccién de promotores, por ejemplo, fuertes, débiles, inducibles, especificos de tejido y especificos
del desarrollo, se encuentra dentro de la experiencia habitual del experto. De manera similar, la combinacion de
una secuencia de nucleétidos con un promotor también se encuentra dentro de la experiencia del experto. El
promotor puede ser un promotor no viral o un promotor viral, por ejemplo, un promotor de citomegalovirus (CMV),
un promotor de SV40, un promotor de RSV y un promotor encontrado en la repeticion de terminal larga del virus
de células madres murinas.

Los vectores de expresion recombinantes de la invencidon pueden disefiarse ya sea para expresién transitoria,
para expresion estable o para ambas. Ademas, los vectores de expresion recombinantes pueden producirse para
expresion constitutiva o para expresion inducible.

Ademas, los vectores de expresiéon recombinantes pueden producirse para incluir un gen suicida. Tal como se
usa en el presente documento, el término “gen suicida” se refiere a un gen que provoca que la célula que
expresa el gen suicida muera. El gen suicida puede ser un gen que confiere sensibilidad a un agente, por
ejemplo, un farmaco, a la célula en la cual se expresa en gen, y causa que la célula muera cuando la célula se
pone el contacto con, o se expone a, el agente. Los genes suicidas se conocen en la técnica e incluyen, por
ejemplo, el gen de timidina cinasa (TK) del virus de herpes simple (HSV), citosina daminasa, purina nucleédsido
fosforilasa y nitrorreductasa.
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Otra realizacion de la invenciéon proporciona ademas una célula huésped que comprende cualquiera de los
vectores de expresion recombinante descritos en el presente documento. Tal como se usa en el presente
documento, el término “célula huésped” se refiere a cualquier tipo de célula que pueda contener el vector de
expresion recombinante de la invencion. La célula huésped puede ser una célula eucariota, por ejemplo, planta,
animal, hongo o alga, o puede ser una célula procariota, por ejemplo, bacteria o protozoo. La célula huésped
puede ser una célula cultivada o una célula primaria, es decir, aislada directamente de un organismo, por
ejemplo, un ser humano. La célula huésped puede ser una célula adherente o una célula suspendida, es decir,
una célula que crece en suspension. Las células huésped adecuadas se conocen en la técnica e incluyen, por
ejemplo, células DH5a de E. coli, células de ovario de hamster chino, células VERO de mono, células COS,
células HEK293, y similares. Para propositos de amplificar o replicar el vector de expresion recombinante, la
célula huésped es preferiblemente una célula procariota, por ejemplo, una célula DH5«. Para propédsitos de
producir un TCR, polipéptido o proteina recombinante, la célula huésped es preferiblemente una célula de
mamifero. Lo mas preferiblemente, la célula huésped es una célula de ser humano. Aunque la célula huésped
puede ser de cualquier tipo celular, puede originarse de cualquier tipo de tejido y puede encontrarse en cualquier
etapa de desarrollo, la célula huésped es preferiblemente un linfocito de sangre periférica (PBL) o una célula
mononuclear de sangre periférica (PBMC). Mas preferiblemente, la célula huésped es una célula T.

Para los propositos en el presente documento, la célula T puede ser cualquier célula T, tal como una célula T
cultivada, por ejemplo, una célula T primaria, o una célula T proveniente de una linea de célula T cultivada, por
ejemplo, Jurkat, SupT1, etc., 0o una célula T obtenida de un mamifero. Si se obtiene de un mamifero, la célula T
puede obtenerse de numerosas fuentes incluyendo, pero sin limitarse a, sangre, médula espinal, ganglio linfatico,
el timo, u otros tejidos o fluidos. Las células T también pueden estar enriquecidas o purificadas. Preferiblemente,
la célula T es una célula T humana. La célula T puede ser cualquier tipo de célula T y puede encontrarse en
cualquier etapa de desarrollo, incluyendo, pero sin limitarse a, células T CD4*/CD8* positivas dobles, células T
CD4* auxiliares, por ejemplo, células Th1 y Thz, células T CD4*, células T CD8* (por ejemplo, células T
citotoxicas), linfocitos infiltrantes de tumores (TIL), células T de memoria (por ejemplo, células T de memoria
centrales y células T de memoria efectoras), células T virgenes, y similares.

También se proporciona por la invencién una poblacién de células que comprende al menos una célula huésped
descrita en el presente documento. La poblacion de células puede ser una poblacién heterogénea que
comprende la célula huésped que comprende cualquiera de los vectores de expresion recombinantes descritos,
ademas de al menos una célula diferente, por ejemplo, una célula huésped (por ejemplo, una célula T), que no
comprende ninguno de los vectores de expresion recombinantes, o una célula diferente de una célula T, por
ejemplo, una célula B, un macroéfago, un neutréfilo, un eritrocito, un hepatocito, una célula endotelial, una célula
epitelial, una célula muscular, una célula cerebral, etc. Alternativamente, la poblacién de células puede ser una
poblacion sustancialmente homogénea, en la cual la poblacion comprende principalmente células huésped (por
ejemplo, que consiste esencialmente en) que comprenden el vector de expresion recombinante. La poblacion
puede sertambién una poblacion clonal de células, en la cual todas las células de la poblacién son clones de una
sola célula huésped que comprende un vector de expresidn recombinante, de tal manera que todas las células
de la poblacion comprenden el vector de expresion recombinante. En una realizacion de la invencion, la
poblacion de células es una poblacion clonal que comprende células huésped que comprenden un vector de
expresion recombinante tal como se describe en el presente documento.

En una realizacion de la invencion, los nimeros de células en la poblacion pueden expandirse rapidamente. La
expansion de los numeros de células T puede llevarse a cabo por medio de cualquiera de varios métodos
conocidos en la técnica tal como se describen, por ejemplo, en la patente estadounidense 8.034.334; la patente
estadounidense 8.383.099; la publicacién de solicitud de patente estadounidense n.® 2012/0244133; Dudley et
al., J. Immunother., 26:332-42 (2003); y Riddell et al., J. Immunol. Methods, 128:189 a 201 (1990). En una
realizacion, la expansion de los nimeros de células T se lleva a cabo cultivando las células T con anticuerpo
OKT3, IL-2 y PBMC alimentadoras (por ejemplo, PBMC alogénicas irradiadas).

La divulgacion, aunque no es parte de la invencion reivindicada, proporciona ademas un anticuerpo, o porcion de
unioén a antigeno del mismo, que se une especificamente a una porciéon funcional de cualquiera de los TCR
descritos en el presente documento. Preferiblemente, la porcion funcional se une especificamente al antigeno del
cancer, por ejemplo, la porcién funcional que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3, 125,
137 0 149 (CDR1 de cadena «), SEQ ID NO: 4, 126, 138 0 150 (CDR2 de cadena «), SEQ ID NO: 5, 127, 139,
151 0 207 (CDR3 de cadena o), SEQ ID NO: 6, 128, 140 o 152 (CDR1 de cadena B), SEQ ID NO: 7, 129, 141 o
153 (CDR2 de cadena B), SEQ ID NO: 8, 130, 142 o 154 (CDR3 de cadena ), SEQ ID NO: 9, 131, 143, 155 0
208 (la regidn variable de cadena o), SEQ ID NO: 10, 132, 144 o 156 (la regién variable de cadena pB), o una
combinacion de las mismas, por ejemplo, SEQ ID Nos.: 3-5; SEQ ID Nos.: 6-8; SEQ ID Nos.: 3-8; SEQ ID NO: 9;
SEQ ID NO: 10; SEQ ID Nos.: 9-10; SEQ ID Nos.: 125-127, SEQ ID Nos.: 128-130, SEQ ID Nos.: 125-130, SEQ
ID Nos.: 137-139, SEQ ID Nos.: 140-142, SEQ ID Nos.: 137-142, SEQ ID Nos.: 149-151, SEQ ID Nos.: 149-150 y
207, SEQ ID Nos.: 152-154, SEQ ID Nos.: 149-154; SEQ ID Nos.: 149-150, 207 y 152-154; SEQ ID Nos.: 131-
132, SEQ ID Nos.: 143-144, SEQ ID Nos.: 155-156; SEQ ID NO: 208; o SEQ ID Nos.: 208 y 156. Mas
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preferiblemente, la porcién funcional comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID Nos.: 3-8, SEQ ID
Nos.: 9y 10, SEQ ID Nos.: 125-130, SEQ ID Nos.: 137-142, SEQ ID Nos.: 149-154, SEQ ID Nos.: 149-150, 207 y
152-154, SEQ ID Nos.: 131-132, SEQ ID Nos.: 143-144, SEQ ID Nos.: 155-156 o SEQ ID Nos.: 208 y 156. En
una realizacién preferida, el anticuerpo, o porcién de unidén a antigeno del mismo, se une a un epitopo que se
forma por las 6 CDR (la CDR1-3 de la cadena o y la CDR1-3 de la cadena (). El anticuerpo puede ser cualquier
tipo de inmunoglobulina conocido en la técnica. Por ejemplo, el anticuerpo puede ser de cualquier isotipo, por
ejemplo, IgA, IgD, IgE, 1gG, IgM, etc. El anticuerpo puede ser monoclonal o policlonal. El anticuerpo puede ser un
anticuerpo que se produce de manera natural, por ejemplo, un anticuerpo aislado y/o purificado a partir de un
mamifero, por ejemplo, de ratén, conejo, cabra, caballo, pollo, hamster, ser humano, etc. Alternativamente, el
anticuerpo puede ser un anticuerpo modificado por ingenieria genética, por ejemplo, un anticuerpo humanizado o
un anticuerpo quimérico. El anticuerpo puede encontrarse en forma monomérica o polimérica. Ademas, el
anticuerpo puede tener cualquier nivel de afinidad o avidez para la porcion funcional del TCR de la invencién. De
manera deseable, el anticuerpo es especifico para la porcidn funcional del TCR de la invencién, de tal manera
que existe una minima reaccién cruzada con otros péptidos o proteinas.

Los métodos para someter a prueba anticuerpos para determinar su capacidad para unirse a cualquier porcion
funcional o variante funcional del TCR de la invencion se conocen en la técnica e incluyen cualquier andlisis de
union de anticuerpo-antigeno, tal como, por ejemplo, radioinmunoanalisis (RIA), ELISA, inmunotransferencia de
tipo Western, inmunoprecipitacion y analisis de inhibicion competitiva.

Los métodos adecuados para producir anticuerpos se conocen en la técnica. Por ejemplo, se describen métodos
de hibridoma convencionales, por ejemplo, en C.A. Janeway ef al. (eds.), Immunobiology, 8% ed., Garland
Publishing, Nueva York, NY (2011)). Alternativamente, se conocen en la técnica otros métodos tales como los
métodos de EBV-hibridoma, métodos para producir anticuerpos en animales no humanos y sistemas de
expresion de vector de bacteriéfago.

También puede utilizarse presentacion en fagos para generar el anticuerpo de la invencion. En este aspecto,
pueden generarse bibliotecas de fagos que codifican para los dominios variables (V) de union a antigeno de
anticuerpos utilizando técnicas de biologia molecular y ADN recombinante convencionales (véase, por ejemplo,
Green y Sambrook et al. (eds.), Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 4® edicién, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Nueva York (2012)). El fago que codifica para una regién variable con la especificidad deseada
se selecciona por su union especifica al antigeno deseado y se reconstituye un anticuerpo completo o parcial
que comprende el dominio variable seleccionado. Las secuencias de acidos nucleicos que codifican para el
anticuerpo reconstituido se introducen en una linea celular adecuada tal como una célula de mieloma utilizada
para la producciéon de hibridomas, de tal manera que los anticuerpos que tienen las caracteristicas de los
anticuerpos monoclonales se secretan por la célula (véase, por ejemplo, Janeway ef al., citado anteriormente).

Los métodos para generar anticuerpos humanizados se conocen bien en la técnica. Los anticuerpos también
pueden producirse por ratones transgénicos que son transgénicos para genes especificos de inmunoglobulina de
cadena pesada y ligera. Tales métodos se conocen en la técnica y se describen, por ejemplo, en Janeway et al.,
citado anteriormente.

La divulgacién, aunque no es parte de la invencion reivindicada, también proporciona porciones de unién a
antigeno de cualquiera de los anticuerpos descritos en el presente documento. La porciéon de unidén a antigeno
puede ser cualquier porcion que tenga al menos un sitio de unién a antigeno tal como Fab, F(ab’)2, dsFv, sFv,
diacuerpos y triacuerpos.

Un fragmento de anticuerpo de fragmento de regién variable de cadena sencilla (sFv), que consiste en un
fragmento Fab truncado que comprende el dominio variable (V) de una cadena pesada de anticuerpo unida a un
dominio V de una cadena ligera de anticuerpo a través de un péptido sintético, puede generarse utilizando
técnicas rutinarias de tecnologia de ADN recombinante (ver, por ejemplo, Janeway ef al., citado anteriormente).
De manera similar, pueden prepararse fragmentos de region variable estabilizados por disulfuro (dsFv) mediante
tecnologia de ADN recombinante. Sin embargo, los fragmentos de anticuerpo de la divulgacion, aunque no es
parte de la invencion reivindicada, no se limitan a estos tipos a modo de ejemplo de fragmentos de anticuerpo.

Ademas, el anticuerpo, o porcion de unién a antigeno del mismo, puede modificarse para comprender un
marcador detectable tal como, por ejemplo, un radioisétopo, un fluoréforo (por ejemplo, isotiocianato de
fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE)), una enzima (por ejemplo, fosfatasa alcalina, peroxidasa de rabano), y
particulas de elementos (por ejemplo, particulas de oro).

Los TCR de la invencion, polipéptidos, proteinas, acidos nucleicos, vectores de expresion recombinantes, células
huésped (incluyendo poblaciones de las mismas), pueden aislarse y/o purificarse. El término “aislado” tal como
se usa en el presente documento significa que se ha retirado de su ambiente natural. El término “purificado” tal
como se usa en el presente documento significa que se ha aumentado su pureza, en donde “pureza” es un
término relativo y no debe interpretarse necesariamente como pureza absoluta. Por ejemplo, la pureza puede ser
de al menos aproximadamente el 50%, puede ser mayor del 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, o puede ser del 100%.
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Los TCR de la invencién, polipéptidos, proteinas, acidos nucleicos, vectores de expresion recombinantes, células
huésped (incluyendo poblaciones de las mismas), todos los cuales se denominan colectivamente “materiales de
TCR de la invencion” a continuacion en el presente documento, pueden formularse en una composicion, tal como
una composicién farmacéutica. En este aspecto, la invencioén proporciona una composicion farmacéutica que
comprende cualquiera de los TCR, polipéptidos, proteinas, acidos nucleicos, vectores de expresion, células
huésped (incluyendo poblaciones de las mismas), y un portador farmacéuticamente aceptable. Las
composiciones farmacéuticas de la invencién que contienen cualquiera de los materiales de TCR de la invencién
pueden comprender mas de un material de TCR de la invencién, por ejemplo, un polipéptido y un acido nucleico,
o dos 0 mas TCR diferentes. Alternativamente, la composicién farmacéutica puede comprender un material de
TCR de la invencion en combinaciéon con otro(s) agente(s) o farmaco(s) farmacéuticamente activo(s), tal(es)
como agentes quimioterapicos, por ejemplo, asparaginasa, busulfano, carboplatino, cisplatino, daunorubicina,
doxorubicina, fluorouracilo, gemcitabina, hidroxiurea, metotrexato, paclitaxel, rituximab, vinblastina, vincristina,
etc.

El portador es un portador farmacéuticamente aceptable. Con respecto a las composiciones farmacéuticas, el
portador puede ser cualquiera de los convencionalmente utilizados para el material particular de TCR de la
invencion en consideracion. Tales portadores farmacéuticamente aceptables los conocen muy bien los expertos
en la técnica y se encuentran facilmente disponibles al publico. Se prefiere que el portador farmacéuticamente
aceptable sea uno que no tenga efectos secundarios dafiinos ni toxicidad en las condiciones de uso.

La eleccién del portador se determinara en parte por el material particular de TCR de la invencion, asi como por
el método particular utilizado para administrar el material de TCR de la invencién. Por consiguiente, existe una
variedad de formulaciones adecuadas de la composicion farmacéutica de la invencion. Las formulaciones
adecuadas pueden incluir cualquiera de aquellas para administracion oral, parenteral, subcutanea, intravenosa,
intramuscular, intraarterial, intratecal o interperitoneal. Puede utilizarse mas de una via para administrar los
materiales de TCR de la invencion, y en ciertos casos, una via particular puede proporcionar una respuesta mas
inmediata y mas efectiva que otra via.

Preferiblemente, el material de TCR de la invencién se administra por medio de inyeccion, por ejemplo, por via
intravenosa. Cuando el material de TCR de la invencion es una célula huésped que expresa el TCR de la
invencion (o una variante funcional del mismo), el portador farmacéuticamente aceptable para las células para
inyeccién puede incluir cualquier portador isoténico tal como, por ejemplo, solucidén salina normal
(aproximadamente el 0,90% peso/volumen de NaCl en agua, aproximadamente 300 mOsm/| de NaCl en agua, o
aproximadamente 9,0 g de NaCl por litro de agua), solucién electroliica NORMOSOL R (Abbott, Chicago, Il),
PLASMA-LYTE A (Baxter, Deerfield, IL), aproximadamente el 5% de dextrosa en agua, o lactato de Ringer. En
una realizacién, el portador farmacéuticamente aceptable se suplementa con albimina sérica humana.

Para los propdsitos de la invencion, la cantidad o dosis (por ejemplo, el nimero de células cuando el material de
TCR de la invencion es una o mas células) del material de TCR de la invenciéon administrada debe ser suficiente
para efectuar, por ejemplo, una respuesta terapéutica o profilactica, en el sujeto o animal durante un marco de
tiempo razonable. Por ejemplo, la dosis del material de TCR de la invencion debe ser suficiente para unirse a un
antigeno de cancer (por ejemplo, KRAS mutado), o para detectar, tratar o prevenir el cancer en un periodo de
desde aproximadamente 2 horas o mas, por ejemplo, de 12 a 24 o mas horas, desde el momento de la
administracion. En ciertas realizaciones, el periodo de tiempo podria ser incluso mas largo. La dosis se
determinara por la eficacia del material particular de TCR de la invencidn y por el estado del animal (por ejemplo,
un ser humano), asi como por el peso corporal del animal (por ejemplo, un ser humano) que va a tratarse.

Se conocen en la técnica muchos ensayos para determinar la dosis administrada. Para los propoésitos de la
invencién, podria utilizarse un ensayo que comprende comparar el grado al cual se lisan las células diana o al
cual se secreta IFN-y por células T que expresan el TCR, polipéptido o proteina de la invencién tras la
administracion de una dosis dada de tales células T a un mamifero entre un conjunto de mamiferos a cada uno
de los cuales se proporciona una dosis diferente de las células T, para determinar la dosis inicial que va a
administrarse al mamifero. El grado al cual se lisan células diana o se secreta IFN-y tras la administracién de
cierta dosis puede analizarse mediante métodos conocidos en la técnica.

La dosis del material de TCR de la invenciéon también se determinara por la existencia, la naturaleza y la
extension de cualquier efecto secundario adverso que pudiera acompafiar a la administracién de un material
particular de TCR de la invencion. Normalmente, el médico a cargo decidira la dosificacion del material de TCR
de la invencidn con el cual tratar a cada paciente individual, teniendo en consideraciéon una variedad de factores
tales como la edad, el peso corporal, la salud general, |a dieta, el sexo, el material de TCR de la invencion que va
a administrarse, la via de administracion y la gravedad del cancer que se trata. En una realizacion en la cual el
material de TCR de la invencién es una poblacion de células, el nimero de células administradas por infusién
puede variar, por ejemplo, desde aproximadamente 1 x 10° hasta aproximadamente 1 x 10"2 células 0 mas. En
ciertas realizaciones, pueden administrarse menos de 1 x 10 células.
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Un experto habitual en la técnica apreciara facilmente que los materiales de TCR de la invenciéon pueden
modificarse en cualquier nimero de formas, de tal manera que se aumente la eficacia terapéutica o profilactica
de los materiales de TCR de la invencién a través de modificacidn. Por ejemplo, los materiales de TCR de la
invencion pueden conjugarse ya sea directa o indirectamente a través de un puente a un resto de
direccionamiento. La practica de conjugar los compuestos, por ejemplo, los materiales de TCR de la invencién,
con restos de direccionamiento se conoce en la técnica. El término “resto de direccionamiento” tal como se utiliza
en el presente documento se refiere a cualquier molécula o agente que reconoce especificamente y se une a un
receptor de superficie celular, de tal manera que el resto de direccionamiento dirige el suministro de los
materiales de TCR de la invencién a una poblacién de células en cuya superficie se expresa el receptor. Los
restos de direccionamiento incluyen, pero no se limitan a, anticuerpos, o fragmentos de los mismos, péptidos,
hormonas, factores de crecimiento, citocinas y cualquier otro ligando natural 0 no natural que se une a receptores
de superficie celular (por ejemplo, receptor del factor de crecimiento epitelial (EGFR), receptor de células T
(TCR), receptor de células B (BCR), CD28, receptor del factor de crecimiento derivado de plaguetas (PDGF),
receptor de acetilcolina nicotinico (nAChR), etc.). El término “puente” tal como se usa en el presente documento
se refiere a cualquier agente o molécula que une los materiales de TCR de la invencion al resto de
direccionamiento. Un experto habitual en la técnica reconoce que sitios en los materiales de TCR de la invencion,
que no son necesarios para la funciéon de los materiales de TCR de la invencion, son sitios ideales para unir un
puente y/o un resto de direccionamiento, siempre que el puente y/o el resto de direccionamiento, una vez unidos
a los materiales de TCR de la invencion, no interfieran con la funciéon de los materiales de TCR de la invencion,
es decir, la capacidad de unirse a la diana mutada, por ejemplo, KRAS mutado o de detectar, tratar o prevenir el
cancer.

Se contempla que las composiciones farmacéuticas de la invencién, TCR, polipéptidos, proteinas, acidos
nucleicos, vectores de expresion recombinantes, células huésped o poblaciones de células pueden utilizarse en
métodos para tratar o prevenir el cancer. Sin querer restringirse a una teorfa en particular, se cree que los TCR
de la invencién se unen especificamente a la diana mutada, por ejemplo, KRAS mutado, de tal manera que el
TCR (o el polipéptido o la proteina de la invencidn relacionada), cuando se expresa por una célula, tiene la
capacidad de mediar en una respuesta inmunitaria contra una célula diana que expresa la diana mutada, por
ejemplo, KRAS mutado. En este aspecto, la invencion proporciona las células huésped de la invencién o
poblaciones de células para su uso en un método de tratamiento o prevencion del cancer en un mamifero, que
comprende administrar al mamifero cualquier célula huésped o poblacion de células que comprende un vector
recombinante que codifica para cualquiera de los TCR, polipéptidos o proteinas descritos en el presente
documento, en una cantidad eficaz para tratar o prevenir el cancer en el mamifero.

Una realizacion de la invencién proporciona cualquier célula huésped o poblacién de células que comprende un
vector recombinante que codifica para cualquiera de los TCR, polipéptidos o proteinas descritos en el presente
documento, para su uso en el tratamiento o la prevencion del cancer en un mamifero.

Los términos “tratar” y “prevenir” asi como palabras derivadas de los mismos, tal como se usan en el presente
documento, no implican necesariamente tratamiento o prevencién al 100% o completo. Mas bien, existen grados
variables de tratamiento o prevencién que reconoce el experto habitual en la técnica que tienen un beneficio
potencial o un efecto terapéutico. En este aspecto, los métodos dados a conocer, aunque no son parte de la
invencion reivindicada, pueden proporcionar cualquier cantidad o cualquier nivel de tratamiento o prevencion del
cancer en un mamifero. Ademas, el tratamiento o prevencion proporcionados por el método dado a conocer,
aunque no son parte de la invencion reivindicada, pueden incluir el tratamiento o prevencién de uno o mas
estados o sintomas del cancer que se tratan o se previenen. Por ejemplo, el tratamiento o prevencion pueden
incluir promover la regresion de un tumor. También, para los propdsitos en el presente documento, “prevencion”
puede abarcar el retraso del inicio del cancer, o de un sintoma o estado del mismo.

También se proporciona un método in vitro para detectar la presencia del cancer en un mamifero. El método
comprende (i) poner en contacto una muestra que comprende una 0 mas células provenientes del mamifero con
cualquiera de las células huésped, poblaciones de células de la invencion, formando asi un complejo, y detectar
el complejo, en donde la deteccién del complejo es indicativa de la presencia del cancer en el mamifero.

Con respecto al método in vitro de la invencion para detectar el cancer en un mamifero, la muestra de células
puede ser una muestra que comprende células completas, lisados de las mismas, o una fraccion de los lisados
celulares completos, por ejemplo, una fracciéon nuclear o citoplasmica, una fracciéon de proteina completa o una
fraccion de acido nucleico.

Para los propositos del método de deteccion de la invencion, el contacto puede tener lugar in vitro o in vivo con
respecto al mamifero.

Ademas, la deteccidn del complejo puede producirse a través de cualquier nimero de formas conocidas en la
técnica. Por ejemplo, los TCR, polipéptidos, proteinas, acidos nucleicos, vectores de expresion recombinantes,
células huésped, poblaciones de células, descritos en el presente documento, pueden marcarse con un
marcador detectable tal como, por ejemplo, un radioisétopo, un fluoréforo (por ejemplo, un isotiocianato de
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fluoresceina (FITC), una ficoeritrina (PE)), una enzima (por ejemplo, fosfatasa alcalina, peroxidasa de rabano) y
particulas de elementos (por ejemplo, particulas de oro).

Para propositos de los métodos dados a conocer, aunque no son parte de la invencién reivindicada, en donde se
administran células huésped o poblaciones de células, las células pueden ser células que son alogénicas o
autélogas para el mamifero. Preferiblemente, las células son autblogas para el mamifero.

Con respecto a los métodos de la invencion, el cancer puede ser cualquier cancer incluyendo cualquiera de
cancer linfocitico agudo, leucemia mieloide aguda, rhabdomiosarcoma alveolar, cancer de hueso, cancer
cerebral, cancer de mama, cancer del ano, del canal anal o ano-recto, cancer de ojo, cancer del conducto biliar
intrahepatico, cancer de las articulaciones, cancer de cuello, vesicula biliar o pleura, cancer de nariz, de cavidad
nasal o del oido medio, cancer de la cavidad oral, cancer de la vagina, cancer de la vulva, leucemia linfocitica
cronica, cancer mieloide crénico, cancer de colon, cancer colorrectal, cancer endometrial, cancer esofagico,
cancer de cuello uterino, tumor carcinoide gastrointestinal, glioma, linfoma de Hodgkin, cancer hipofaringeo,
cancer renal, cancer de laringe, cancer hepatico, cancer pulmonar, mesotelioma maligno, melanoma, mieloma
multiple, cancer nasofaringeo, linfoma no Hodgkin, cancer de la orofaringe, cancer ovarico, cancer de pene,
cancer pancredatico, del peritoneo, omentum y cancer de mesenterio, cancer faringeo, cancer de préstata, cancer
rectal, cancer renal, cancer de piel, cancer de intestino delgado, cancer de tejido blando, cancer de estémago,
cancer testicular, cancer de tiroides, cancer del ttero, cancer del uréter y cancer de vejiga urinaria. Un cancer
preferido es el cancer pancreatico, colorrectal, pulmonar, endometrial, ovarico o de préstata. Preferiblemente, el
cancer pulmonar es adenocarcinoma pulmonar, el cancer ovarico es cancer ovarico epitelial y el cancer
pancreatico es carcinoma pancreatico. En otra realizacion preferida, el cancer es un cancer que expresa la
secuencia de aminoacidos mutada de VVVGADGVGK (SEQ ID NO: 2), que se encuentran presentes en KRAS
mutado humano, NRAS mutado humano y HRAS mutado humano.

El mamifero al que se hace referencia en los métodos de la invenciéon puede ser cualquier mamifero. Tal como
se usa en el presente documento, el término “mamifero” se refiere a cualquier mamifero incluyendo, pero sin
limitarse a, mamiferos del orden Rodentia, tales como ratones y hamsteres, y mamiferos del orden Logomorpha,
tales como conejos. Se prefiere que los mamiferos sean del orden Carnivora, incluyendo felinos (gatos) y
caninos (perros). Se prefiere mas que los mamiferos sean del orden Artiodactyla, incluyendo bovinos (vacas) y
cerdos (puercos) o del orden Perssodactyla, incluyendo equinos (caballos). Lo mas preferido es que los
mamiferos sean del orden Primates, Ceboides o Simoides (monos) o del orden de los Antropoides (humanos y
simios). Un mamifero especialmente preferido es el ser humano.

Los siguientes ejemplos ilustran adicionalmente la invencién pero, por supuesto, no deben interpretarse en modo
alguno como limitativos de su alcance.

EJEMPLO 1
Este ejemplo demuestra el aislamiento de TCR G12D de 10 meros murinos anti-KRAS7.16.
Se utiliz6é un algoritmo informatico para generar péptidos de KRAS HLA-A11*01 candidatos. Para el algoritmo, el

umbral de aglutinante fuerte fue de 50 nM y el umbral de aglutinante débil fue de 500 nM. Los péptidos
candidatos se muestran en la tabla 1.

TABLA 1
Descripciéon SEQ ID NO: Secuencia HLA-A11*01 (nM)
G12D de 9 meros 34 VVGADGVGK 194
G12D de 10 meros 2 VVVGADGVGK 220
G12V de 9 meros 35 VVGAVGVGK 50
G12V de 10 meros 33 VVVGAVGVGK 71
G12C de 9 meros 36 VVGACGVGK 69
G12C de 10 meros 37 VVVGACGVGK 120
G12R de 9 meros 38 VVGARGVGK 86
G12R de 10 meros 39 VVVGARGVGK 119

Se inmunizaron ratones transgénicos para HLA-A11 con el péptido G12D de 10 meros (SEQ ID NO: 2) tres
veces. Después de la tercera inmunizacidn, se retiraron el bazo y los ganglios linfaticos y se cultivaron in vitro
con el péptido G12D de 10 meros a diversas concentraciones (1 uM, 0,1 pM y 0,01 uM) durante siete dias. Las
células T aisladas de los cultivos de ganglio linfatico (LN) y bazo se sometieron a prueba para determinar su
reactividad contra (i) células COS7 transducidas para expresar HLA-A11 (COS7/A11) las cuales se habian
pulsado con (a) ningan péptido (COS/A11), (b) péptido WT KRAS7.16 (SEQ ID NO: 30) (COS/A11+ péptido WT),
(c) péptido G12D de 10 meros (SEQ ID NO: 2) (COS/A11 + péptido G12D) o (d) péptido G12V de 10 meros
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(SEQ ID NO: 33) (COS/A11 + péptido G12V); y (ii) células COS7/A11 transfectadas con un vector que codifica
para (a) un minigen KRAS WT (que codifica para SEQ ID NO: 118 de 23 meros) (COS/A11/MWWT) o (b) minigen
G12D (que codifica para SEQ ID NO: 119 de 23 meros) (COS/A11/G12D). Se midi6 el interferon (IPN)-y. Los
resultados se muestran en la tabla 2A (células diana pulsadas) y la tabla 2B (células diana transfectadas). Tal

5 como se muestra en las tablas 2A y 2B, las células T murinas restringidas por HLA-A11 se reactivaron contra el
péptido KRAS G12D SEQ ID NO: 2.

TABLA 2A
mIFN-y (pg/ml)
Estimulado con COS/A11 COS/A11+ COS/A11+ COS/A11+
péptido G12D péptido WT péptido G12D péptido G12V
0,01 uM LN-pocillo 50 34 >20000 52
(W) 1
LN-W2 52 57 >20000 95
LN-W3 169 92 12849 61
Bazo-W1 32 32 45 33
Bazo-W2 35 50 57 44
Bazo-W3 68 72 94 40
0,1 uM LN-wW1 38 38 16729 36
LN-W2 62 81 >20000 81
LN-W3 73 116 >20000 129
Bazo-W1 36 43 14423 35
Bazo-W2 33 34 >20000 33
Bazo-W3 44 40 18107 38
1 uM LN-W1 101 210 >20000 407
LN-W2 92 248 >20000 577
LN-W3 57 226 >20000 403
Bazo-W1 32 44 >20000 55
Bazo-W2 34 70 >20000 108
Bazo-W3 42 78 >20000 261
10
TABLA 2B
mIFN-y (pg/ml)
COS/A11 COS/A11/WT COS/A11/G12D
Bazo-W1 32 32 19184
Bazo-W2 34 36 19545
Bazo-W3 42 45 >20000
LN-W1 101 74 6001
LN-W2 92 147 13589
LN-W3 57 64 11644
Bazo-W1 36 53 12865
Bazo-W2 33 49 12728
Bazo-W3 44 45 12125
LN-W1 38 44 7025
LN-W2 62 54 19384
LN-W3 73 66 17431
Bazo-W1 32 32 52
Bazo-W2 35 35 63
Bazo-W3 68 36 94
LN-W1 50 38 12096
LN-W2 52 56 14098
LN-W3 169 46 6877

El TCR se aislé de las células en cada pocillo positivo utilizando amplificacion rapida en 5’ de los extremos del
15 ADNc (RACE). Se identificaron dos cadenas alfa dominantes y cuatro cadenas beta dominantes (tabla 3).

TABLA 3

| | Region V | Region D/J | CDR3 | SEQIDNO: |
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Cadenas alfa | TRAV12N-3*01 3901 39*01 5
TRAV16D/DV11*03 5201 52701 40

Cadenas beta | TRBV4*01 (CB2) 2*01/2-3*01 2*01/2-3*01 8
TRBV5*01 (CB2) 2*01/2-1*01 2*01/2-1*01 41
TRBV16*01 (CB2) (LN 0,01) | 2¥01/2-3*01 2*01/2-3*01 42
TRBV16*01 (CB2) (Sp1) 2*01/2-3*01 2*01/2-3*01 43

EJEMPLO 2

Este ejemplo demuestra que PBL transducidas para expresar una cadena o de TCR que comprende SEQ ID NO:
11 y una cadena 3 de TCR que comprende SEQ ID NO: 12 son reactivas contra dianas HLA-A11+/G12D de 10
meros+.

Las dos cadenas o dominantes y las cuatro cadenas 3 dominantes de la tabla 3 se clonaron individualmente en
vectores retrovirales de MSGV1. Los PBL se cotransdujeron individualmente para expresar uno de varios pares
de una cadena o y f3, tal como se muestra en la tabla 4. Los PBL transducidos se examinaron para determinar su
reactividad contra (i) células T2/A11+ que expresan HLA-A11 (tabla 4A) o COS7/A11+ (tabla 4B) pulsadas con
(a) péptido G12D de 10 meros (SEQ ID NO: 2), (b) péptido G12V de 10 meros (SEQ ID NO: 33), (c) péptido
KRAS WT de 10 meros (SEQ ID NO: 30) o (d) ningun péptido (ninguno); o (ii) células COS7/A11 transducidas
con (a) un minigen de G12D (que codifica para SEQ ID NO: 119 de 23 meros) (COS/A11/G12D), (b) un minigen
de G12V (que codifica para SEQ ID NO: 120 de 23 meros) (COS/A11/G12V), (c) un minigen de KRAS WT (que
codifica para SEQ ID NO: 118 de 23 meros) (COS/A11/WT) o (d) ninguna célula (solamente el medio) (tabla 4C).
Se midié la secrecion de IFN-y. Los resultados se muestran en las tablas 4A a C. En las tablas 4A a C, los
valores de secrecion de IFN-y en negrita indican aquellos pares de cadenas o y B de TCR que demostraron
reactividad, y los valores de secrecion de IFN-y en negrita con subrayado indican el par de cadenas o y  de
TCR que demostraron la mejor reactividad. Tal como se muestra en las tablas 4A a C, los PBL cotransducidos
para expresar la cadena o de TCR murino TRAV12N-3*01 (SEQ ID NO: 11) y la cadena 3 de TCR murino
TRBV4*01 (SEQ ID NO: 12) demostraron reactividad contra células COS7 que expresan HLA-A11 pulsadas con
células diana G12D de 10 meros o transfectantes de G12D.

TABLA 4A
IFN-y (pg/ml) tras cocultivo con células diana T2/A11+
. WT de 10| G12D de 10| G12V de 10
Ninguno
meros meros meros
TRBV4*01 108 136 >10000 108
. TRBV5*01 348 138 319 263
TRAVI2N-3701 TRBV16*01 (LN) 107 100 93 120
TRBV16*01 (Sp) 234 132 246 132
TRBV4*01 56 39 595 39
. TRBV5*01 140 146 848 155
TRAV16D/DV11703 TRBV16*01 (LN) 71 100 135 51
TRBV16*01 (Sp) 228 297 133 144
TABLA 4B
IFN-y (pg/ml) tras cocultivo con dianas COS/A11+
Ni WT de 10 | G12D de 10 | G12V de 10
inguno
meros meros meros
TRBV4*01 123 107 >10000 129
. TRBV5*01 57 71 86 58
TRAVI2N-3701 TRBV16*01 (LN) 55 69 70 81
TRBV16*01 (Sp) 98 64 71 78
TRBV4*01 71 57 246 71
. TRBV5*01 74 66 1228 70
TRAV16D/DVI1703 TRBV16*01 (LN) 74 77 68 85
TRBV16*01 (Sp) 108 121 104 100
TABLA 4C
IFN-y (pg/ml) tras cocultivo con células diana
COS/A11/WT | COS/A11/G12D COS/A11/G12V | Medio
TRAV12N-3*01 | TRBV4*01 130 >10000 126 18
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TRBV5*01 95 106 83 22

TRBV16™01 (LN) 97 91 98 18

TRBV16*01 (Sp) 129 114 84 23

TRBV4*01 95 302 89 18

* TRBV5*01 94 92 98 18
TRAV16D/DV11703 TRBV16™01 (LN) 99 106 114 24
TRBV16*01 (Sp) 176 143 138 26

EJEMPLO 3

Este ejemplo demuestra que los PBL cotransducidos con una cadena « de TCR que comprende SEQ ID NO: 11
y una cadena p de TCR que comprende SEQ ID NO: 12 son reactivas contra la linea celular de tumor
pancreatico HLA-A11+/G12D+ FA6-2/A11.

Se cotransdujeron PBL humanas con una cadena « de TCR que comprende SEQ ID NO: 11 y una cadena § de
TCR que comprende SEQ ID NO: 12. Las células cotransducidas se cocultivaron con (i) células COS7
transfectadas con (a) HLA-A11 solo (COS7/A11) o HLA-A11 transducido con (b) un minigen de KRAS WT (que
codifica para SEQ ID NO: 118 de 23 meros) (COS7/A11/KRAS WT), (¢c) un minigen de KRAS G12D (que codifica
para SEQ ID NO: 119 de 23 meros) (COS7/A11/KRAS G12D), (d) un minigen de KRAS G12V (que codifica para
SEQ ID NO: 120 de 23 meros) (COS7/A11/KRAS G12V); (ii) lineas celulares de tumor pancreatico Mia-
Paca2/A11, T3m4/A11, AsPC-1, FA6-2/A11, MDA-Panc-48/A11, PANC-1, PK-45p/A11, SK.PC.3/A11,
x135m1/A11 o (i) el medio solo. Se midi¢ la secrecidn de IFN-y. Los resultados se muestran en la tabla 5. Las
mutaciones de KRAS de las lineas celulares de tumor se indican entre paréntesis. Tal como se muestra en la
tabla 5, PBL cotransducidas con una cadena o de TCR TRAV12N-3*01 (SEQ ID NO: 11) y una cadena 3 de TCR
TRBV4*01 (SEQ ID NO: 12) demostraron reactividad contra la linea celular de tumor pancreatico HLA-
A11+/G12D+ FAB-2/A11.

TABLA 5
Células diana IFN-y (pg/ml)
COS7/A11 146
COS7/A11/KRAS WT 116
COS7/A11/KRAS (G12D) 18231
COS7/A11/KRAS (G12V) 111
Mia-Paca2/A11 (G12C)* 53
T3m4/A11 (Q61H)* 178
SK.PC.3/A11 (G12V)** 53
x135m1/A11 (G12V)** 105
AsPC-1 (G12D)** 18
FAB-2/A11 (G12D)** 3982
MDA-Panc-48/A11 (G12D)** 56
PANC-1 (A11+, G12D)** 28
PK.45p/A11 (G12D)* 231
Medio (sin células) 26
*Mutacién determinada por genotipado.
**Mutacion determinada por genotipado y expresién de ARNm (véanse las tablas 13 y 20).

EJEMPLO 4

Este ejemplo demuestra que los PBL que se transdujeron con un vector retroviral que codifica para una cadena o
de TCR TRAV12N-3*01 (SEQ ID NO: 11) y una cadena § de TCR TRBV4*01 (SEQ ID NO: 12) demostraron
reactividad contra células COS7/A11 pulsadas con péptido KRAS G12D de 10 meros (SEQ ID NO: 2).

Se transdujeron PBL humanas con un vector retroviral que codifica para la cadena « de TCR TRAV12N-3*01
(SEQ ID NO: 11) y la cadena 3 de TCR TRBV4*01 (SEQ ID NO: 12). Los PBL transducidos se cocultivaron con
células COS7/A11 que se pulsaron con péptido KRAS G12D de 10 meros (SEQ ID NO: 2), péptido KRAS G12D
de 9 meros (SEQ ID NO: 34), péptido KRAS G12D de 9 meros (SEQ ID NO: 124), péptido KRAS G12V de 10
meros (SEQ ID NO: 33) o péptido KRAS WT de 10 meros (SEQ ID NO: 30) a diversas concentraciones
mostradas en la tabla 6. Se midi6 la secrecidn de IFN-y. Los resultados se muestran en la tabla 16. Tal como se
muestra en la tabla 6, los PBL humanos transducidos para expresar una cadena o de TCR TRAV12N-3*01 (SEQ
ID NO: 11) y una cadena B de TCR TRBV4*01 (SEQ ID NO: 12) demostraron reactividad contra células
COS7/A11 pulsadas con péptido KRAS G12D de 10 meros (SEQ ID NO: 2).
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TABLA 6
Concentracion  de | IFN-y (pg/ml)
péptido (M) G12D de 10 | G12D KRAS715 | G12V de 10 | G12D KRASs1s | WT de 10
meros de 9 meros | meros de 9 meros | meros
(VWVGADGVG) (VWGADGVGK)
SEQ ID NO: 124 SEQ ID NO: 34
1x108 16918 87 97 136 78
1x107 8677 91 83 95 88
1x10-8 4220 72 86 99 102
1x10-° 775 90 88 90 99
1x10-10 115 90 88 85 95
1x10-11 98 95 86 85 86
1x10712 111 83 96 94 102
1x10-13 80 112 97 115 98
EJEMPLO 5

Este ejemplo demuestra que los PBL que se transdujeron con un vector retroviral que codifica para una cadena o
de TCR TRAV12N-3*01 (SEQ ID NO: 11) y una cadena 3 de TCR TRBV4*01 (SEQ ID NO: 12) demostraron
reactividad contra la linea de tumor pancreatico FA6-2/A11 que expresa HLA-A11.

Se transdujeron PBL humanas con un vector retroviral que codifica para la cadena o« de TCR TRAV12N-3*01
(SEQ ID NO: 11) y la cadena § de TCR TRBV4*01 (SEQ ID NO: 12). PBL de control no transducidas o PBL
transducidas se cocultivaron con las células diana expuestas en la tabla 7. Se midié la secrecion de IFN-y. Los
resultados se muestran en la tabla 7. Las mutaciones de KRAS de lineas celulares de tumor se indican entre
paréntesis. Tal como se muestra en la tabla 7, los PBL humanos transducidos para expresar una cadena o de
TCR TRAV12N-3*01 (SEQ ID NO: 11) y una cadena 3 de TCR TRBV4*01 (SEQ ID NO: 12) demostraron
reactividad contra la linea celular de tumor FA6-2/A11. Los PBL no transducidos secretaron menos de 100 pg/mi
de IFN-y tras cocultivarse con cada célula diana expuesta en la tabla 7.

TABLA 7
Células diana IFN-y (pg/ml)
COS7/A11 90
COS7/A11/KRAS WT 71
COS7/A11/KRAS (G12D) 15496
COS7/A11/KRAS (G12V) 58
Barr (A11+, G12R)* 21
BxPC3/A11 (WT)* 18
Mia-Paca2/A11 (G12C)* 57
Paca44/A11 (G12V)** 30
T3Im4/A11 (Q61H)* 28
AsPC-1/A11 (G12D)** 60
FAB-2/A11 (G12D)** 753
MDA-Panc-48/A11 (G12D)** 23
PANC-1 (A11+, G12D)** 23
PK.45p/A11 (G12D)* 28
Medio (sin células) 38
*Mutacion (o falta de la misma (es decir, “WT") determinada por genotipado.
**Mutacion determinada por genotipado y expresién de ARNm (véanse las tablas 13 y 20).

EJEMPLO 6
Este ejemplo demuestra el aislamiento de TCR G12V anti-KRAS7.16 murinos de 10 meros.

Se inmunizaron ratones transgénicos para HLA-A11 con el péptido G12V de 10 meros (SEQ ID NO: 33) dos
veces. Después de la segunda inmunizacion, se retiraron el bazo y los ganglios linfaticos y se cultivaron in vitro
con el péptido G12V de 10 meros a diversas concentraciones (1 uM, 0,1 uM y 0,01 uM) durante siete dias. Se
sometieron a prueba células T aisladas de los cultivos de ganglios linfaticos y bazo para determinar su
reactividad contra (i) células COS7/A11 transfectadas con un vector que codifica para (a) un minigen de G12V
(que codifica para SEQ ID NO: 120 de 23 meros) (COSA11/G12V); (b) un minigen de KRAS WT (que codifica
para SEQ ID NO: 118 de 23 meros) (COSA11/WT); (c) un minigen de G12D (que codifica para SEQ ID NO: 119
de 23 meros) (COSA11/G12D); (i) lineas celulares de tumor pancreatico G12V+ KRAS que expresan HLA-A11,
Pacad44/A11, SKPC3/A11 o x135m1/A11; o (iii) ninguna célula diana (medio) (tabla 8). Los resultados se
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muestran en la tabla 8. En la tabla 8, los valores de secrecion de IFN-y subrayados indican aquellas células que
demostraron reactividad contra transfectantes y tumores.

TABLA 8
mIFN-y (pg/ml)
Bazo (1 pM) | Bazo (0,1 uM) Bazo LN LN (0,1 uM) LN
(0,01 pM) (1 uM) (0,01 uM)

Cos7/A11/WT 34 32 32 38 46 37
Cos7/A11/G12D 61 32 32 41 41 38
Cos7/A11/G12V >20000 12113 58 1685 3126 4765
Pacad4/A11 32 32 36 39 44 39
SKPC3/A11 8235 385 41 106 169 164
x135m1/A11 32 36 49 42 40 41
Medio 32 32 50 46 35 42

Se aislaron TCR oligoclonales a partir de las células que demostraron alta reactividad especifica con péptido
G12V y transfectante utilizando 5 RACE. Se identificaron dos cadenas alfa dominantes y tres cadenas beta
dominantes (tabla 9).

TABLA 9
. Region SEQ .
Region V D/J CDR3 ID NO: Frecuencia
Cadenas TRAV19*01 53*01 CAAGDSGGSNYKLTF 139 31%
alfa TRAV3-3*01 17*01 CAVSGGTNSAGNKLTF 204 14%
TRBV13-1*02 2*01/2- o
(CB2) 1%01 CASASWGGYAEQFF 205 23%
Cadenas TRBV4*01 2*01/2- o
beta (CB2) 1%01 CASSRDWGPAEaFF 130 15%
TRBV1*01 1*01/2- o
(CB2) 3+01 CTCSADRGAETLYF 2086 12%
EJEMPLO 7

Este ejemplo demuestra que los PBL transducidos para expresar (i) una cadena o de TCR que comprende SEQ
ID NO: 133 y una cadena 3 de TCR que comprende SEQ ID NO: 134 o (ii) una cadena « de TCR que comprende
SEQ ID NO: 145 y una cadena 3 de TCR que comprende SEQ ID NO: 146 son reactivas contra dianas de HLA-
A11+/G12V de 10 meros+.

Las dos cadenas o dominantes y las tres cadenas 3 dominantes de la tabla 9 se clonaron individualmente en
vectores retrovirales de MSGV1. Se cotransdujeron PBL estimulados anti-CD3 individualmente para expresar
uno de diversos pares de una cadena o y una f3, tal como se muestra en las tablas 10A-10B. Los PBL
transducidos se examinaron para determinar su reactividad contra (i) células COS7/A11+ pulsadas con (a)
péptido G12D de 10 meros (SEQ ID NO: 2), (b) péptido G12V de 10 meros (SEQ ID NO: 33) o (c) péptido KRAS
WT de 10 meros (SEQ ID NO: 30) (tabla 10A) o (ii) células COS7/A11 transducidas con (a) un minigen de G12D
(que codifica para SEQ ID NO: 119 de 23 meros) (COS/A11/G12D), (b) un minigen de G12V (que codifica para
SEQ ID NO: 120 de 23 meros) (COS/A11/G12V) o (¢) un minigen de KRAS WT (que codifica para SEQ ID NO:
118 de 23 meros) (COS/A11/WT) (tabla 10B). Células COS7/A11 no transfectadas que no se pulsaron con
péptido (COS7/A11) y medio sin células (medio) sirvieron como controles negativos. PBL pulsados o
transducidos con GFP sirvieron como control positivo. Se midi6 la secrecion de IFN-y.

Los resultados se muestran en las tablas 10A-10B. En las tablas 10A-10B, los valores de secrecion de IFN-y en
negrita indican aquellos pares de cadenas o y [ de TCR que demostraron reactividad. Tal como se muestra en
las tablas 10A-10B, los PBL cotransducidos para expresar (i) tanto la cadena « de TCR murino TRAV19*01 (SEQ
ID NO: 145) como la cadena [ de TCR murino TRBV13-1*02 (SEQ ID NO: 146) o (ii) tanto la cadena o de TCR
murino TRAV3-3*01 (SEQ ID NO: 133) como la cadena B de TCR murino TRBV4*01 (SEQ ID NO: 134)
demostraron reactividad contra células COS7 que expresan HLA-A11 pulsadas con células diana G12V de 10
meros 0 G12V transfectantes, pero no péptidos de control o transfectantes de control.
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TABLA 10A
(IFN-y (pg/ml))
Cos7/A11 Cos7/A11+ Cos7/A11+G12D | Cos7/A11+G12V Medio
WT de 10 de 10 meros de 10 meros
meros
GFP 66 50 60 54 17
TRAV19*01+TRBV13-1*02 105 90 94 14138 29
TRAV19*01+TRBV4*01 30 30 30 27 16
TRAV19*01+TRBV1*01 69 37 38 37 16
TRAV3-3*01+TRBV13-1*02 68 47 49 44 23
TRAV3-3*01+TRBV4*01 42 36 39 8374 16
TRAV3-3*01+TRBV1*01 53 41 39 51 16
TABLA 10B
(IFN-y (pg/ml))
Cos7/A11 Cos7/AT1/WT | Cos7/A11/G12D | Cos7/A11/G12V | Medio
GFP 66 72 60 55 17
TRAV19*01+TRBV13- 105 92 81 18058 29
1*02
TRAV19*01+TRBV4*01 30 32 27 30 16
TRAV19*01+TRBV1*01 69 45 45 44 16
TRAV3-3*01+TRBV13- 68 51 56 61 23
1*02
TRAV3- 42 41 38 11113 16
3*01+TRBV4*01
TRAV3- 53 44 47 45 16
3*01+TRBV1*01
EJEMPLO 8

Este ejemplo demuestra que el TCR G12V anti-KRAS murino TRAV3-3*01/TRBV4*01 (SEQ ID Nos.: 133 y 134)
tiene una afinidad mas alta para el péptido diana pulsado en comparaciéon con el TCR G12V anti-KRAS murino
TRAV19*01/TRBV13-1*02 (SEQ ID Nos.: 145 y 146).

Se transdujeron PBL ya sea con (i) TCR G12V anti-KRAS murino TRAV3-3*01/TRBV4*01 (SEQ ID Nos.: 133 y
134) o (i) TCR G12V anti-KRAS murino TRAV19*01/TRBV13-1*02 (SEQ ID Nos.: 145 y 146). Las células
transducidas se cocultivaron con células Cos7/A11 pulsadas con (a) péptido G12D de 10 meros (SEQ ID NO: 2),
(b) péptido G12V de 10 meros (SEQ ID NO: 33), (c) péptido KRAS WT de 10 meros (SEQ ID NO: 30), (d) péptido
G12D de 9 meros (SEQ ID NO: 34) o (e) péptido G12V de 9 meros (SEQ ID NO: 35) a las concentraciones
mostradas en las tablas 11A y 11B. Se midid la secrecion de IFN-y.

Los resultados se muestran en la tabla 11A (TRAV3-3*01/TRBV4*01 (SEQ ID Nos.: 133 y 134)) y en la tabla 11B
(TRAV19*01/TRBV13-1*02 (SEQ ID Nos.: 145 y 1486)). En las tablas 11A-11B, los valores de secrecion de INF-y
en negrita indican aquellas concentraciones de péptido diana a las que el TCR demostré reactividad. Tal como
se muestra en las tablas 11A-11B, células T transducidas con el TCR TRAV3-3*01/TRBV4*01 (SEQ ID Nos.: 133
y 134) reconocieron a las Cos7/A11 pulsadas con péptidos tanto de 9 meros como de 10 meros y reconocieron
las de 9 meros en el pulsado en una concentracidén de 0,01 nM. Por consiguiente, el TCR TRAV3-
3*01/TRBV4*01 (SEQ ID Nos.: 133 y 134) reconocié el péptido diana pulsado con mayor avidez en comparacion
con el TCR TRAV19*01/TRBV13-1*02 (SEQ ID Nos.: 145 y 146). La reactividad aumentada del TCR TRAV3-
3*01/TRBV4*01 (SEQ ID Nos.: 145 y 1486) contra el péptido G12V de 9 meros en comparacion con el péptido de
10 meros también sugirié que el péptido de 9 meros es el determinante minimo.

TABLA 11A
IFN-y (pg/ml)
Concentracion de WT de 10 G12D de 9 G12D de 10 G12Vde 9 G12V de 10
péptido (10 uM) meros meros meros meros meros
-6 50 47 43 19479 9778
-7 42 48 40 19900 6696
-8 50 49 46 19193 657
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-9 50 44 41 9578 104
-10 48 52 53 1877 59
-11 55 49 43 119 52
-12 47 55 49 56 52
-13 68 52 49 60 52
TABLA 11B

IFN-y (pg/ml)
Concentracion de WT de 10 G12D de 9 G12D de 10 G12vV de 9 G12V de 10
péptido (10* uM) meros meros meros meros meros
-6 57 63 61 112 15184
-7 56 57 50 70 7725
-8 57 48 49 52 2084
-9 49 54 59 55 326
-10 57 62 52 64 61
-11 65 52 64 62 67
-12 67 57 62 66 61
-13 70 70 63 64 71
EJEMPLO 9

Este ejemplo demuestra que el TCR G12V anti-KRAS murino TRAV3-3*01/TRBV4*01 (SEQ ID Nos.: 133 y 134)
reconoce las lineas celulares de tumor pancreatico HLA-A11+ KRAS G12V+,

Se transdujeron PBL ya sea con (i) TCR G12V anti-KRAS murino TRAV3-3*01/TRBV4*01 (SEQ ID Nos.: 133 y
134) o con (i) TCR G12V anti-KRAS murino TRAV19*01/TRBV13-1*02 (SEQ ID Nos.: 145 y 146). Las células
transducidas se cocultivaron con (i) células COS7/A11 transducidas con (a) un minigen de G12D (que codifica
para SEQ ID NO: 119 de 23 meros) (COS/A11/G12D), (b) un minigen de G12V (que codifica para SEQ ID NO:
120 de 23 meros) (COS/A11/G12V) o (¢) un minigen de KRAS WT (que codifica para SEQ ID NO: 118 de 23
meros) (COS/A11/WT); (ii) lineas celulares de tumor pancreatico negativas para KRAS G12V transducidas con
HLA-A11; (iii) lineas celulares de tumor pancreatico KRAS G12V+ transducidas con HLA-A11; o (iv) lineas
celulares de tumor pancreatico originales (no transducidas), tal como se muestra en la tabla 12. Se midi6 la
secrecion de IFN-y.

Los resultados se muestran en la tabla 12. En la tabla 12, los valores de secrecion de IFN-y en negrita indican
aquellas células diana para las cuales el TCR demostr6 reactividad. Como se muestra en la tabla 12, el TCR
G12V anti-KRAS murino TRAV3-3*01/TRBV4*01 (SEQ ID Nos.: 133 y 134) reconocieron mas lineas celulares de
tumor pancreatico HLA-A11+ KRAS G12V+ en comparacion con el TCR G12V anti-KRAS murino
TRAV19*01/TRBV13-1*02 (SEQ ID Nos.: 145y 146).

TABLA 12
IFN-y (pg/ml)
TRAV3-3*01/TRBV4*01 TRAV19*01/TRBV13-1*02
Cos/A11 51 55
Transfectantes Cos/A11/G12D 53 44
Cos/A11/WT 52 51
Cos/A11/G12V 24290 11794
BxPC3/A11 (WT)* 25 32
MiaPaca2/A11 (G12C)* 16 16
Transducido  con T3m4/A11 (Q61H)* 26 33
HLA-A11  KRAS AsPC-1/A11 (G12D)** 22 26
G12V- ' FAB-2/A11 (G12D)** 18 18
MDA-Panc-48/A11 16 16
(G12D)**
PK.45p/A11 (G12D)* 31 29
Transducido con | Capan-1/A11 (G12V)* 99 28
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HLA-A11, KRAS | CFPAC-1/A11 (G12V)** 224 28
G12V+ Paca44/A11 (G12V)* 577 21
SK.PC3I/A11 (G12V)** 7947 2658
x135m1/A11 (G12V)** 1020 90
Lineas tumorales | BXxPC3 (WT)* 16 16
originales MiaPaca2 (G12C)* 18 16
T3m4 (Q61H)* 19 18
AsPC-1 (G12D)** 16 16
FAB-2 (G12D)** 23 19
MDA-Panc-48 (G12D)** 19 21
PK.45p (G12D)** 16 16
Capan-1 (G12V)** 22 20
CFPAC-1 (G12V)** 16 16
Paca44 (G12V)* 16 16
SK.PC3 (G12V)** 28 19
x135m1 (G12V)** 27 20
HLA-A11+ G12V- | PANC-1 (HLA-A11+, 16 17
G12D)**
Barr (HLA-A11+, G12R)* 17 22
Medio 18 16
*Mutacion (o falta de la misma (es decir, “WT") determinada por genotipado.
**Mutacién determinada por genotipado y expresién de ARNm (véanse las tablas 13 y 20).

EJEMPLO 10

Este ejemplo demuestra la correlacidn entre la produccion de IFN-y y la expresién de KRAS mutado para el TCR
G12V anti-KRAS murino TRAV3-3*01/BV4*01 (SEQ ID Nos.: 133 y 134).

El nimero de copias de ARNm de KRAS G12V expresado por cada una de las lineas celulares de tumor
pancreatico mostradas en la tabla 13 se midi6 y se compar6 con el nimero de copias del ARNm de B-actina
expresado por la linea celular indicada (tabla 13). La cantidad de IFN-y secretado por los PBL transducidos con el
TCR G12V anti-KRAS murino TRAV3-3*01/BV4*01 (SEQ ID Nos.: 133 y 134) tras cocultivarse con cada linea
celular medida en el ejemplo 9 se reproduce en la tabla 13. La reactividad de TCR G12V anti-KRAS murino
TRAV3-3*01/BV4*01 (SEQ ID Nos.: 133 y 134) (en cuanto a la secrecion de IFN-y tras cocultivarse con células
diana) se correlacion6 con el namero de copias del ARNm de KRAS G12V.

TABLA 13
p-actina (namero KRAS total de ref. G12V (copia por B- IFN-y (pg/ml)
de copias) (copia por p-actina actina 108)
108)
BxPC3/A11 3,13 x107 6,84 x 10° 2,51 25
MiaPaca2/A11 2,01 x107 5,87 x 103 1,06 x 10" 16
Capan-1/A11 2,28 x 107 5,92 x103 542 x103 99
CFPAC-1/A11 1,96 x 107 2,09 x 10* 3,72x10% 224
Paca44/A11 1,80 x 107 4,94 x 10° 362x10° 577
SK.PC3/A11 3,28 x 107 1,48 x 10* 1,42 x10* 7947
x135m1/A11 8,50 x 108 8,75x 10° 9,85x 10° 1020
EJEMPLO 11

Este ejemplo demuestra que el TCR G12V anti-KRAS murino TRAV3-3*01/BV4*01 (SEQ ID Nos.: 133 y 134)
reconoce KRAS mutado ya sea (i) en presencia de CD4 y en ausencia de CD8 o (ii) en presencia de CD8 y en
ausencia de CD4.

Se transdujeron PBL con una secuencia de nucleétidos que codifica para el TCR G12V anti-KRAS murino
TRAV3-3*01/BV4*01 (SEQ ID Nos.: 133 y 134). Las células transducidas se clasificaron en las poblaciones
mostradas en la tabla 14 mediante citometria de flujo. Las poblaciones clasificadas de células se cocultivaron con
(i) células COS7/A11 transducidas con (a) un minigen de G12D (que codifica para 163 meros) (COS/A11/G12D),
(b) un minigen de G12V (que codifica para 163 meros) (COS/A11/G12V) o (c) un minigen de KRAS WT (que
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codifica para 163 meros) (COS/A11/WT); o (i) la linea celular de tumor pancreatico SK.PC3 no transducida o
transducida con HLA-A11. El medio sin células sirvi6 como control negativo. Se midié la secrecion de IFN-y.

Los resultados se muestran en la tabla 14. En la tabla 14, los valores de secrecion de IFN-y en negrita indican
aquellas células diana para las cuales el TCR demostré reactividad. Tal como se muestra en la tabla 14, el TCR
G12V anti-KRAS murino TRAV3-3*01/BV4*01 (SEQ ID Nos.: 133 y 134) reconoce las células diana ya sea (i) en
presencia de CD4 y en ausencia de CD8 o (ii) en presencia de CD8 y en ausencia de CD4. Por consiguiente, el
TCR G12V anti-KRAS murino TRAV3-3*01/BV4*01 (SEQ ID Nos.: 133 y 134) proporciona un reconocimiento de
alta avidez de la diana.

TABLA 14

IFN-g (pg/ml)
PBL Cos7/A11/WT | Cos7/A11/G12D | Cos7/A11/G12V | SK.PC3 | SK.PC3/A11 | Medio
transducido con
TRAV3-
3*01/BV4*01
Granel 48 67 8294 41 8944 16
CDs8 49 64 8150 75 8602 16
enriquecido
CD4 16 16 763 16 458 16
enriquecido
GFP 16 17 16 20 16 16
EJEMPLO 12

Este ejemplo demuestra el aislamiento de los TCR G12D anti-KRAS7.16 murinos de 10 meros.

Se inmunizaron ratones transgénicos para HLA-A11 con el péptido G12D de 10 meros (SEQ ID NO: 2) tres
veces. Después de la tercera inmunizacidn, se retiraron el bazo y los ganglios linfaticos y se cultivaron in vitro
con el péptido G12D de 10 meros a diversas concentraciones (1 uM, 0,1 uM y 0,01 uM) durante siete dias. Las
células T aisladas a partir de los cultivos de LN y bazo se sometieron a prueba para determinar su reactividad
contra (i) células COS7 transducidas para expresar HLA-A11 (COS7/A11) que se habian pulsado con (a) ningin
péptido (ninguno), (b) péptido KRAS7.16 WT (SEQ ID NO: 30) (péptido COS/A11+ WT), (c) péptido G12D de 10
meros (SEQ ID NO: 2) (péptido COS/A11+ G12D), (d) péptido G12V de 10 meros (SEQ ID NO: 33) (péptido
COS/A11 +G12V), (e) péptido G12V de 9 meros (SEQ ID NO: 35) o (f) péptido G12D de 9 meros (SEQ ID NO:
34); e (i) células COS7/A11 transfectadas con un vector que codifica para (a) un minigen de KRAS WT (que
codifica para SEQ ID NO: 118 de 23 meros) (COS/A11/WT), (b) un minigen de G12D (que codifica para SEQ ID
NO: 119 de 23 meros) (COS/A11/G12D) o (c) (b) un minigen de G12V (que codifica para SEQ ID NO: 120 de 23
meros) (COS/A11/G12D). Se midié el interferon (IFN)-y.

Los resultados se muestran en la tabla 15A (pulso con péptido) y la tabla 15B (transfectantes). En las tablas 15A
y 15B, los valores de secrecion de IFN-y en negrita indican aquellos péptidos diana y células diana para las
cuales el TCR demostrd reactividad. Tal como se muestra en las tablas 15A y 15B, las células T murinas
restringidas por HLA-A11 eran reactivas contra el péptido G12D de KRAS SEQ ID NO: 2.

TABLA 15A
Estimulado con G12D Pulsado con Cos7/A11 (IFN-y (pg/ml))
de 10 meros Nin- | WTde10 | G12Dde | Gi2Dde | Gi2Vde | Gi2Vde
guno meros 9 meros 10 meros 9 meros 10 meros
Bazo | 1 uM 55 49 121 >20000 54 64
0,1 uM 65 59 120 19521 65 64
0,01 uM 82 61 87 1060 66 66
LN 1 uM 57 98 807 >20000 68 95
0,1 uM 80 86 375 >20000 108 89
0,01 uM 349 339 435 >20000 296 325
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TABLA 15B
(IFN-y (pg/mi))
Cos7/AT1/WT Cos7/A11/G12D Cos7/A11/G12V
Bazo 50 >20000 49
53 >20000 59
80 847 81
LN 71 >20000 75
235 >20000 102
440 >20000 328

Las células T aisladas de los cultivos de LN y bazo también se estimularon también in vitro con diversas
concentraciones de péptidos G12D durante 6-7 dias y después se cocultivaron con las lineas celulares
pancreéaticas G12D+ KRAS que expresan HLA-A11 mostradas en la tabla 16. Se midié el IFN-y.

Los resultados se muestran en la tabla 16. En la tabla 16, los valores de secrecion de IFN-y en negrita indican
aquellas células diana para las cuales el TCR demostré reactividad. Tal como se muestra en la tabla 16, las
células T aisladas a partir de los cultivos de LN y de bazo eran reactivas con las lineas celulares pancreaticas
G12D+ KRAS que expresan HLA-A11.

TABLA 16

Estimulado con IFN-y (pg/ml)
G12D de 10 Medio FAB-2/A11 MDA- Panc-1 PK.45p/A11
meros Panc48/A11

Bazo 1 uM 47 2134 1322 438 46
0,1uM 46 1588 665 54 54
0,01 uM 59 116 443 54 59

LN 1 uM 55 4614 202 61 57
0,1 uM 121 4512 211 68 74
0,01 uM 279 3019 559 96 249

El TCR se aisl6 a partir de las células reactivas utilizando 5’ RACE. Se identificaron dos cadenas alfa dominantes
y una cadena beta dominante (tabla 17).

TABLA 17
Regién V Regién D/J CDR3 SEQ ID Frecuencia
NO:
Cadenas alfa TRAV4- 49*01 CAADSSNTGYQNFYF 151 30%
4/DV10*01(1)
TRAV4- 49*01 CAALNTGYQNFYF 161 10%
4/DV10*01(2)
Cadenas beta | TRBV12-2*01 1*01/1-2*01 CASSLTDPLDSDYTF 154 18%
EJEMPLO 13

Este ejemplo demuestra que los PBL transducidos para expresar una cadena o de TCR que comprende SEQ ID
NO: 157 y una cadena § de TCR que comprende SEQ ID NO: 158 son reactivos contra dianas de HLA-
A11+/G12D de 10 meros+.

Las dos cadenas o y las cadenas [} dominantes de la tabla 17 se clonaron individualmente en vectores
retrovirales de MSGV1. Los PBL se cotransdujeron individualmente para expresar uno de los dos pares de la
cadena o y [, tal como se muestra en la tabla 18. Los PBL transducidos se examinaron para determinar su
reactividad contra (i) células COS7/A11 transducidas con (a) un minigen de G12D (que codifica para SEQ ID NO:
119 de 23 meros) (COS/A11/G12D), (b) un minigen de G12V (que codifica para SEQ ID NO: 120 de 23 meros)
(COS/A11/G12V), (c) un minigen de KRAS WT (que codifica para SEQ ID NO: 118 de 23 meros) (COS/A11/WT)
o (d) sin células (solamente el medio) (tabla 18). Se midi6 la secrecidn de IFN-y.

Los resultados se muestran en la tabla 18. Tal como se muestra en la tabla 18, los PBL cotransducidos para
expresar la cadena o de TCR murino TRAV4-4*01(1) (SEQ ID NO: 157) y la cadena 3 de TCR murino TRBV12-
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2*01 (SEQ ID NO: 158) demostraron reactividad contra células diana transfectantes de G12D que expresan HLA-
A11.

TABLA 18
IFN-y (pg/ml)
Cos/AT1/WT Cos/A11/G12D Cos/A11/G12V Medio
TRAV4-4*01(1)/TRBV12-2*01 31 34440 32 32
TRAV4-4*01(2)/TRBV12-2*01 48 79 36 40

Se transdujeron PBL para expresar el TCR TRAV4-4*01(1)/TRBV12-2*01 (SEQ ID Nos.;: 157 y 158) y se
examinaron para determinar su reactividad contra células COS7/A11 transducidas con (a) un minigen de G12D
(que codifica para SEQ ID NO: 119 de 23 meros) (COS/A11/G12D), (b) un minigen de G12V (que codifica para
SEQ ID NO: 120 de 23 meros) (COS/A11/G12V), (¢) un minigen de KRAS WT (que codifica para SEQ ID NO:
118 de 23 meros) (COS/A11/WT), (d) las lineas de tumor pancreatico mostradas en la tabla 19 que no se
transdujeron o se transdujeron para expresar HLA-A11 y la mutacion de KRAS indicada. En la tabla 19, se indica
la mutacion de KRAS expresada por cada linea celular de tumor pancreatico. Se midi6 la secrecion de IFN-y.

Los resultados se muestran en la tabla 19. Tal como se muestra en la tabla 19, los PBL transducidos con el TCR
TRAV4-4*01(1)/TRBV12-2*01 (SEQ ID Nos.: 157 y 158) reconocieron las lineas de tumor pancreatico HLA-
A11+G12D+.

TABLA 19
IFN-y (pg/ml)
TRAV4-4/DV*01/TRBV12-2*01
Cos/A11/WT 96
Cos/A11/G12D 45214
Cos/A11/G12V 99
BxPC3/A11 (WT)* 22
MiaPaca2/A11 (G12C)* 16
SK.PC.3/A11 (G12V)** 22
T3Im4/A11 (Q61H)* 42
Barr (A11+, G12R)* 17
AsPC-1/A11 (G12D)** 7321
FAB-2/A11 (G12D)** 11287
MDA-Panc-48/A11 (G12D)** 238
PANC-1 (A11+, G12D)** 114
PK.45p/A11 (G12D)** 70
BxPC3 16
MiaPaca2 16
SK.PC.3 17
T3m4 38
AsPC-1 16
FAB-2 16
MDA-Panc-48 16
PK.45p 16
Medio 16
*Mutacion (o falta de la misma, es decir, “WT") determinada por genotipado.
**Mutacion determinada por genotipado y expresién de ARNm (véanse las tablas 13 y 20).
EJEMPLO 14

Este ejemplo demuestra la correlacidn entre la produccion de IFN-y y la expresién de KRAS mutado para el TCR
de G12D anti-KRAS murino TRAV4-4*01(1)/TRBV12-2*01 (SEQ ID Nos.: 157 y 158).

El namero de copias de ARNm G12D de KRAS expresado por cada una de las lineas celulares de tumor
pancreatico mostradas en la tabla 20 se midié y se compard con el nimero de copias de ARNm de B-actina
expresado por cada linea celular (tabla 20). La cantidad de IFN-y secretado por los PBL transducidos con el TCR
G12D anti-KRAS murino TRAV4-4*01(1)/TRBV12-2*01 (SEQ ID Nos.: 157 y 158) tras cocultivarse con cada linea
celular se muestra en la tabla 13. La reactividad del TCR G12D anti-KRAS murino TRAV4-4*01(1)/TRBV12-2*01
(SEQ ID Nos.: 157 y 158) (en cuanto a la secrecion de IFN-y tras cocultivarse con células diana) se correlaciond
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con el nimero de copias de ARNm G12D de KRAS.

TABLA 20
. . KRAS total de ref. .
B-actina (nimero . i G12D (copia por B-
de copias) (copia p100rs)B actina actina 10) IFN-y (pg/ml)
BxPC3/A11 3,13 x107 6,22 x10° 2,91 x10" 26
Barr 1,88 x 107 7,98 x 10° 2,41 x 10" 43
T3Im4/A11 3,40 x 107 1,56 x 104 5,26 x 107 49
ASPC-1/A11 2,69 x 107 1,40 x 10* 599 x10° 7320
FAB-2/A11 3,01 x107 1,1x105 3,99 x 104 31688
MDA-Panc-48/A11 4,56 x 107 4,01 x10° 1,90 x 108 433
PANC-1 3,48 x 107 1,39 x 104 4,28 x10° 17
PK.45p/A11 4,04 x 107 1,66 x 104 2,80 x 102 52
EJEMPLO 15

Este ejemplo demuestra que el TCR G12D anti-KRAS murino TRAV4-4/DV10*01/BV12-2*01 (SEQ ID Nos.: 157
y 158) tiene una afinidad mas alta para el péptido diana pulsado en comparacion con el TCR G12D anti-KRAS
murino TRAV12N-3*01/BV4*01 (SEQ ID Nos.: 11y 12).

Se transdujeron PBL ya sea con (i) TCR G12D anti-KRAS murino T TRAV4-4/DV10*01/BV12-2*01 (SEQ ID Nos.:
157 y 158) o (ii) TCR G12D anti-KRAS murino TRAV12N-3*01/BV4*01 (SEQ ID Nos.: 11 y 12). Las células
transducidas se cocultivaron con células Cos7/A11 pulsadas con (a) péptido G12D de 10 meros (SEQ ID NO: 2),
(b) péptido KRAS WT de 10 meros (SEQ ID NO: 30), (c) péptido G12D de 9 meros (SEQ ID NO: 34) o (d) péptido
KRAS WT de 9 meros (SEQ ID NO: 31) a las concentraciones mostradas en las tablas 21A y 21B. Se midi6 la
secrecion de [FN-y.

Los resultados se muestran en la tabla 21A (TRAV4-4/DV10*01/BV12-2*0 (SEQ ID Nos.: 157 y 158)) y tabla 21B
(TRAV12N-3*01/BV4*01 (SEQ ID Nos.: 11 y 12)). Tal como se muestra en las tablas 21A-21B, las células T
transducidas con el TRAV4-4/DV10*01/BV12-2*0 (SEQ ID Nos.: 157 y 158) reconocieron 10 meros al pulsarse a
una concentracion de 1 x 10° M. Por consiguiente, el TRAV4-4/DV10*01/BV12-2*0 (SEQ ID Nos.: 157 y 158)
reconocid el péptido diana pulsado con una avidez mas alta en comparacién con el TCR TRAV12N-3*01/BV4*01
(SEQ ID Nos.: 11y 12).

TABLA 21A
IFN-y (pg/ml)
Concentracion de  péptido WT de 9 WT de 10 meros G12D de 9 G12D de 10
(10*M) meros meros meros
-6 54 56 131 27407
-7 53 57 60 29508
-8 59 51 47 6131
-9 54 51 53 2075
-10 51 54 53 402
-11 48 50 52 63
-12 52 44 58 50
-13 51 54 51 51
TABLA 21B
IFN-g (pg/ml)
Concentracion de péptido WT de 9 WT de 10 G12D de 9 G12D de 10
(10*M) meros meros meros meros
-6 90 82 125 18948
-7 96 77 86 11623
-8 95 85 90 3852
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-9 88 102 92 108

-10 95 88 95 212

-11 84 81 88 103

-12 105 76 91 93

-13 103 92 84 93
EJEMPLO 16

Este ejemplo demuestra que el TCR G12D anti-KRAS murino TRAV4-4/DV10*01/BV12-2*01 (SEQ ID Nos.: 157
y 158) tiene una afinidad mas alta para las lineas celulares de tumor pancreatico G12D+ en comparacién con el
TCR G12D anti-KRAS murino TRAV12N-3*01/BV4*01 (SEQ ID Nos.: 11y 12).

Se transdujeron PBL ya sea con (i) TCR G12D anti-KRAS murino TRAV4-4/DV10*01/BV12-2*01 (SEQ ID Nos.:
157 y 158) o (ii) TCR G12D anti-KRAS murino TRAV12N-3*01/BV4*01 (SEQ ID Nos.: 11 y 12). Las células
transducidas se cocultivaron con lineas celulares pancreaticas que no se transdujeron o se transdujeron con
HLA-A11 y KRAS mutado tal como se muestra en la tabla 22. Se midi6 la secrecidn de IFN-y.

Los resultados se muestran en la tabla 22. Tal como se muestra en la tabla 22, las células T transducidas con el
TRAV4-4/DV10*01/BV12-2*0 (SEQ ID Nos.: 157 y 158) reconocieron las lineas celulares de tumor pancreatico
G12D+ con una avidez mas alta en comparacion con el TCR TRAV12N-3*01/BV4*01 (SEQ ID Nos.: 11 y 12).

TABLA 22
IFN-g (pg/ml)
TRAV4-4/DV10*01/BV12-2*01 TRAV12N-3*01/BV4*01

BxPC3/A11 (WT)* 28 37
MiaPaca2/A11 (G12C)* 27 57
SK.PC.3/A11 (G12V)** 41 44
T3m4/A11 (Q61H)* 42 135
Barr (A11+, G12R)* 31 21
AsPC-1/A11 (G12D)** 7478 980
FA6-2/A11 (G12D)** 8027 1494
MDA-Panc-48/A11 (G12D)** 362 66
PANC-1 (A11+, G12D)** 148 34
PK.45p/A11 (G12D)** 52 113
AsPC-1 24 16
FA6-2 41 26
MDA-Panc-48 43 134
PK.45p 31 35
Medio 28 20
*Mutacion (o falta de la misma, es decir, “WT") determinada por genotipado.

**Mutacion determinada por genotipado y expresién de ARNm (véanse las tablas 13 y 20).

EJEMPLO 17

Este ejemplo demuestra un estudio en fase I/ll administrando PBL transducidos con un vector que codifica para
el TCR murino que reconoce KRAS mutado a pacientes con cancer que expresan KRAS mutado.
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Para ser elegibles para su inclusion en el estudio, los pacientes cumplen los criterios normales para terapia
celular adoptiva (ACT)/IL-2 y tienen lo siguiente:

. un tumor HLA-A11+, que expresa KRAS mutado (medido por inmunohistoquimica);
. cancer refractario a radioyodo; y
. un tumor con avidez por tomografia de emisién de positrones (PET) o que demuestra progresion del

tumor en el plazo de los Gltimos 6 meses.

Los PBL autologos se transducen retroviralmente con un vector que codifica para las cadenas alfa y beta del
TCR anti-KRAS mutado murino (SEQ ID Nos.: 11 y 12). El paciente se trata con ciclofosfamida (Cy) y fludarabina
(Flu) de preparacion, no mieloblativas en alta dosis. El paciente se trata con una alta dosis de IL-2 cada ocho
horas hasta su tolerancia. En la fase |, el paciente se trata con una dosis inicial de 1 x 108 células transducidas
retroviralmente. La dosis se aumenta semilogaritmicamente, con un paciente por cohorte hasta una dosis de 1 x
100 células, seguido por tres pacientes por cohorte. La fase |l tiene un disefio de dos etapas con una tasa de
respuesta objetivo del 20%.

EJEMPLO 18
Este ejemplo demuestra la frecuencia de las mutaciones de KRAS en canceres humanos.

La frecuencia (%) de las mutaciones de KRAS en diversos canceres humanos se expone en la tabla 23. La tabla
23 muestra también la frecuencia (%) de mutaciones de KRAS especificas entre todas las mutaciones de KRAS.

TABLA 23
Frecuencia % de todas las mutaciones de KRAS
Tumor de
mutaciones G12A G12D | G12R | G12C G12S | G12V | G13D
de KAS
Carcinoma 70% 2 51 12 3 2 30 1
pancreatico
Colorrectal 36% 7 34 1 9 5 24 19
Adenocarcinoma o
pulmonar 20% 7 17 2 42 5 20 2
Cancer epitelial de 18% 11 36 0 9 2 24 | 15
ovario
Préstata 14% 4 41 2 5 0 37 5
EJEMPLO 19

Este ejemplo demuestra que una sustitucién del residuo de glicina en la region CDR3a del TCR TRAV4-
4/DV10*01/BV12-2*01 proporciona una reactividad anti-KRAS potenciada en comparacion con el TCR TRAV4-
4/DV10*01/BV12-2*01 de tipo natural.

El residuo de glicina en la regién CDR3x del TCR TRAV4-4/DV10*01/BV12-2*01 se remplazé con un residuo de
alanina para proporcionar un TCR TRAV4-4/DV10*01/BV12-2*01 sustituido (CDR3alfa G112A). Se transdujeron
PBL ya sea con (i) TCR TRAV4-4/DV10*01/BV12-2*01 de tipo natural (SEQ ID Nos.: 157 y 158) o (ii) TCR
TRAV4-4/DV10*01/BV12-2*01 sustituido (SEQ ID Nos.: 209 y 158). Las células transducidas se cocultivaron con
células Cos transducidas con HLA-A11 y KRAS WT (Cos/A11/WT), células Cos transducidas con HLA-A11 y
KRAS G12D (Cos/A11/G12D), linea celular de tumor pancreatico FA6-2 transducida con HLA-A11 (FA6-2/A11),
o la linea celular de tumor pancreatico Panc-1. Células transducidas cultivadas solas (medio) sirvieron como
control. Se midid la secrecion de IFN-y (pg/ml). Los resultados se muestran en la tabla 24.

TABLA 24
WT TRAV4-4/DV10*01/BV12- | TRAV4-4/DV10*01/BV12-2*01 sustituido
2*01 (SEQ ID NOs: 157 y 158) (CDR3alfa G112A) (SEQ ID NOs: 209 y 158)
Cos/AT1/WT 51 64
COs/A11/G12D 465 634
FAB-2/A11 2628 3631
Panc-1 37 33
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Medio 48 37

Tal como se muestra en |la tabla 24, una sustitucién del residuo de glicina en la region CDR3x del TCR TRAV4-
4/DV10*01/BV12-2*01 proporciond una reactividad anti-KRAS mejorada en comparacién con el TCR TRAV4-
4/DV10*01/BV12-2*01 de tipo natural.

Debe interpretarse que el uso de los términos “un” y “una” y “el(la)” y “al menos uno(a)” y referentes similares en
el contexto de la descripcidn de la invencion (especialmente en el contexto de las siguientes reivindicaciones)
cubre tanto el singular como el plural, a menos que se indique de otra manera en el presente documento o se
contradiga claramente por el contexto. Debe interpretarse que el uso del término “al menos uno(a)” seguido por
una lista de uno o mas elementos (por ejemplo, “al menos uno de A y B”) significa un elemento seleccionado de
los elementos enumerados (A o B) o cualquier combinacién de dos 0 mas de los elementos enumerados (A y B),
a menos que se indique de otra manera en el presente documento o se contradiga claramente por el contexto.
Los términos “que comprende”, “que tiene”, “que incluye” y “que contiene” deben interpretarse como términos
abiertos (es decir, que significan “incluyendo, pero sin limitarse a") a menos que se indique de otra manera. La
mencion de intervalos de valores en el presente documento Unicamente pretenden servir como método
abreviado para referirse individualmente a cada valor separado que caiga dentro del intervalo, a menos que se
indique de otra manera en el presente documento, y cada valor separado se incorpora en la memoria descriptiva
como si se mencionara individualmente en el presente documento. Todos los métodos descritos en el presente
documento pueden llevarse a cabo en cualquier orden adecuado a menos que se indique de otra manera en el
presente documento o se contradiga claramente de otra manera por el contexto. El uso de todos y cada uno de
los ejemplos, o expresiones a modo de ejemplo (por ejemplo, “tal como”) proporcionados en el presente
documento, esta destinado Unicamente a iluminar mejor la invencion y no supone una limitacién al alcance de la
invencion a menos que se reivindique de otra manera. Ninguna expresion en la memoria descriptiva debe
interpretarse como indicativo de que cualquier elemento no reivindicado sea esencial para la practica de la
invencion.

Esta invencion se realiz6 con el apoyo del gobierno bajo el nimero de proyecto Z01BC011337-04 por los
National Institutes of Health, National Cancer Institute. El gobierno tiene ciertos derechos en la invencién.
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REIVINDICACIONES

Receptor de células T (TCR) aislado que tiene especificidad antigénica para un epitopo mutado
presentado en el contexto de una molécula de HLA-A11, comprendiendo el epitopo mutado
VVVGADGVGK (SEQ ID NO: 2), en el que el TCR comprende una CDR1 de cadena « que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 149, una CDR2 de cadena o que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 150, una CDR3 de cadena « que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 151, una CDR1 de cadena  que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 152, una CDR2 de cadena B que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 153 y una CDR3 de cadena  que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 154.

TCR aislado segun la reivindicacion 1, que comprende una region variable de cadena « que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 155 y una regidn variable de cadena 5 que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 156.

TCR aislado segun la reivindicaciéon 1 o 2, que comprende ademas una region constante de cadena «
que comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 159 y una region constante de cadena
que comprende la secuencia de aminodacidos de SEQ ID NO: 160.

TCR aislado segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, que comprende una cadena « que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 157 y una cadena B que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 158.

Polipéptido aislado que comprende una porcién funcional del TCR segin una cualquiera de las
reivindicaciones 1-4, en el que la porcién funcional comprende las secuencias de aminoacidos SEQ ID
Nos.: 149-154,

0 en el que la porcién funcional comprende la secuencia de aminoacidos de ambas de SEQ ID Nos.:
155y 156;

0 en el que la porcién funcional comprende la secuencia de aminoacidos de ambas de SEQ ID Nos.:
157 y 158.

Proteina aislada que comprende una primera cadena de polipéptido que comprende las secuencias de
aminoacidos de SEQ ID Nos.: 149-151 y una segunda cadena de polipéptido que comprende las
secuencias de aminoacidos de SEQ ID Nos.: 152-154.

Proteina aislada segun la reivindicacion 6, que comprende una primera cadena de polipéptido que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 155 y una segunda cadena de polipéptido que
comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 156.

Proteina aislada segun la reivindicacion 6 o 7, que comprende una primera cadena de polipéptido que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 157 y una segunda cadena de polipéptido que
comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 158.

Acido nucleico aislado que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica para el TCR segln
una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, el polipéptido segun la reivindicacion 5 o la proteina segun
una cualquiera de las reivindicaciones 6-8.

Vector de expresion recombinante que comprende el acido nucleico segun la reivindicacion 9.

Célula huésped aislada que comprende el vector de expresion recombinante segun la reivindicacién 10
0 una poblacion de células que comprende al menos una célula huésped aislada que comprende el
vector de expresidén recombinante segun la reivindicaciéon 10, opcionalmente en la que la célula es
humana.

Composicion farmacéutica que comprende el TCR segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, el
polipéptido segun la reivindicacion 5, la proteina segln una cualquiera de las reivindicaciones 6-8, el
acido nucleico segun la reivindicacion 9, el vector de expresidon recombinante segun la reivindicacion 10,
la célula huésped o la poblacidn de células segun la reivindicacion 11 y un portador farmacéuticamente
aceptable.

Célula huésped o poblacién de células segln la reivindicaciéon 11, para su uso en el tratamiento o la

prevencién del cancer en un mamifero, opcionalmente en la que el cancer es cancer pancreatico,
colorrectal, pulmonar, endometrial, ovarico o prostatico.
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Método in vitro para la deteccién de cancer en un mamifero, comprendiendo el método poner en
contacto una muestra que comprende una o mas células provenientes del mamifero con la célula
huésped o la poblacion de células segun la reivindicacion 11, formando asi un complejo, y detectar el
complejo, en donde la deteccion del complejo es indicativa de la presencia del cancer en el mamifero,
opcionalmente en el que el cancer es cancer pancreatico, colorrectal, pulmonar, endometrial, ovarico o
prostatico.

Método in vitro segun la reivindicacion 14, en el que la muestra es una muestra que comprende células
completas, lisados de las mismas o una fraccion de los lisados celulares completos.
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