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DESCRIPCION
TCR de alta afinidad para NY-ESO
Campo técnico

La presente invencidén se refiere al campo de la biotecnologia y, en particular, a un receptor de linfocitos T (TCR)
capaz de reconocer un polipéptido derivado de la proteina NY-ESO-1. La invenciéon también se refiere a la
preparacién y a usos de dichos receptores.

Antecedentes

So6lo hay dos tipos de moléculas que pueden reconocer antigenos de una manera especifica. Uno es la
inmunoglobulina o anticuerpo y el otro es el receptor de linfocitos T (TCR, por sus siglas en inglés), que es una
glicoproteina heterodimérica a/f o y/d en la membrana celular. El repertorio fisico de TCR del sistema inmunitario se
genera en el timo a través de la recombinacién V (D) J, seguida de selecciones positivas y negativas. En el entorno
periférico, los TCR median el reconocimiento de complejos Complejo mayor de histocompatibilidad-péptido (pMHC,
por sus siglas en inglés) especificos por parte de los linfocitos T y, de este modo, son esenciales para el
funcionamiento inmunitario de las células del sistema inmunitario.

TCR es el Unico receptor que presenta antigenos peptidicos especificos en el Complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC, por sus siglas en inglés). Los péptidos exdgenos o endégenos pueden ser el Unico signo
de anomalia en una célula. En el sistema inmunitario, una vez que los TCR especificos de antigeno se unen a los
complejos pMHC, provocan contacto fisico directo entre un linfocito T y una célula presentadora de antigeno (APC,
por sus siglas en inglés). Después, se produce la interaccién de otras moléculas de membrana en el linfocito T y
APC, y se inician la sefializacién celular posterior y otras respuestas fisiolégicas de manera que una gama de
linfocitos T especificos de antigenos diferentes ejercen efectos inmunitarios sobre sus células diana.

Los ligandos moleculares del MHC de clase | y Il correspondientes al TCR también son proteinas de la superfamilia
de las inmunoglobulinas, pero son especificos para la presentacién de antigenos, y diferentes individuos tienen
diferentes MHC, presentando de este modo diferentes péptidos cortos en un antigeno proteico a la superficie de las
respectivas células APC. El MHC humano se conoce habitualmente como gen HLA o complejo HLA.

El péptido corto SLLMWITQC deriva de la proteina NY-ESO-1 expresada por diversas células tumorales (Chen et
al., (1997) PNAS EE. UU. 94 1914-1918). Una molécula de HLA de tipo | en células tumorales presenta un péptido
corto derivado de NY-ESO-1 que incluye SLLMWITQC. Por lo tanto, el complejo SLLMWITQC-HLA A2 proporciona
un marcador para que el TCR se dirija a las células tumorales. El TCR capaz de unirse al complejo SLLMWITQC-
HLA A2 tiene un alto valor de aplicacién para el tratamiento de tumores. Por ejemplo, un TCR capaz de dirigirse al
marcador de células tumorales puede usarse para suministrar un agente citotéxico o agente inmunoestimulador a las
células diana, o transformar el mismo en linfocitos T, de manera que el linfocito T que expresa el TCR pueda destruir
las células tumorales y pueda administrarse a un paciente durante el curso del tratamiento de la denominada
inmunoterapia adoptiva. Para el primer fin, el TCR ideal tiene una mayor afinidad, permitiendo que el TCR resida en
las células diana durante un periodo de tiempo largo. Para este ultimo fin, se prefiere usar un TCR de afinidad
media. En consecuencia, un experto en la materia se dirige a desarrollar TCR que puedan usarse para dirigirse a
marcadores de células tumorales con diferentes fines.

Robbins et al. (2008, The Journal of Immunology, American Association of Immunologists, EE. UU., vol. 180, N.° 9)
divulga que las sustituciones de aminoacidos individuales y dobles en las CDR de TCR pueden potenciar las
funciones de los linfocitos T especificos de antigenos.

Li et al. (2005, Nature Biotechnology, vol. 23, n.° 3) divulga la evolucién dirigida de receptores de linfocitos T
humanos con afinidades picomolares mediante presentacién en fagos.

Dunn et al. (2008, Protein Science, vol. 15, N.° 4) divulga que la evolucién dirigida de restos CDR2 del receptor de
linfocitos T humano mediante presentacién en fagos potencia la afinidad por el péptido-MHC afin.

El documento WO 2017/076308 A1 divulga un TCR capaz de unirse al oligopéptido SLLMWITQC derivado de
antigenos de NY-ESO-1.

El documento CN 105 985 427 A divulga un TCR capaz de unirse a SLLMWITQC-HLA A2.
Sumario de la invencién

Un objeto de la presente invenciéon es proporcionar un TCR que tenga una mayor afinidad por el complejo
SLLMWITQC-HLA A2. La invencién se define en las reivindicaciones.
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Otro objeto mas de la presente invencién es proporcionar un método para preparar el TCR del tipo anterior y el uso
del TCR del tipo anterior.

En un primer aspecto de la invencidn, se proporciona un receptor de linfocitos T (TCR), que tiene una actividad de
unién al complejo SLLMWITQC-HLA A2.

El receptor de linfocitos T (TCR) tiene una actividad de unién al complejo SLLMWITQC-HLA A2, y el receptor de
linfocitos T comprende un dominio variable de cadena a de TCR y un dominio variable de cadena 3 de TCR, el
dominio variable de cadena TCRa comprende tres regiones CDR, en donde el TCR tiene una CDR seleccionada del
grupo que consiste en:

TCRN.° CDR1a CDR2 a CDR3 a CDR1B CDR2B CDR3p
19 TSINN IRSNERE MYDENGKII SGHDY FNNNVP ASSLGSNEQY
20 TSINN IRSNERE MYDQNGKII SGHDY FNNNVP ASSLGSNEQY.

En los parrafos siguientes, el término "divulgacién" se usa para describir la materia objeto que no se reivindica.

En algunos aspectos de la divulgacién, las secuencias de referencia de las tres regiones CDR del dominio variable
de cadena a de TCR se enumeran a continuacién,

CDR1a: TSINN
CDR2a: IRSNERE
CDR3a: ATDANGKII y contiene al menos una de las siguientes mutaciones:

Resto antes de la mutacién Resto después de la mutacién
T en la posicion 1 de laCDR1a | G

S en la posicién 2 de la CDR1a | W

| en la posicibn 3delaCDR1a | AoV

N en la posiciéon 4 de la CDR1a | Q

Senlaposicibn 3delaCDR2a | T

N en la posicién 4 de la CDR2a | G

E en la posicién 5 de la CDR2a | Q

R en la posicién 6 de la CDR2a | Ao Q

A en la posicién 1 de la CDR3a | M

T en la posicion 2 de la CDR3a | Y

A en la posicién 4 de la CDR3a | Eo Q

N en la posicibn 5de laCDR3a | FoY oW

G en la posicion 6 de laCDR3a | Ao Q

Ken la posicién 7 dela CDR3a | WoRoToSoMolL

| en la posicibn 8 de laCDR3a | WoVoYoP y

| enla posicién 9de laCDR3a | NoEoDoQoVoKoGoMosS

y/o, el dominio variable de cadena B de TCR comprende tres regiones CDR, y las secuencias de referencia de las
tres regiones CDR del dominio variable de cadena B de TCR se enumeran a continuacién,

CDR1B: SGHDY
CDR2pB: FNNNVP
CDR3B: ASSLGSNEQY y contiene al menos una de las siguientes mutaciones:

Resto antes de la mutacién Resto después de la mutacién
N en la posicién 3 de la CDR2B | H

N en la posicién 4 de la CDR2B | G

V en la posicién 5 de la CDR2B | A

P en la posiciéon 6 de la CDR2B | V

S en la posicibn 3de laCDR3B | Qo M

L en la posicibn 4 de la CDR3B | RoKo M,y

Sen la posicibn6delaCDR33 | AocGoP

En algunos aspectos de la divulgacién, el nimero de mutaciones en la regién CDR de la cadena a de TCR puede
ser1,2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11 0 12.

En algunos aspectos de la divulgacién, el nimero de mutaciones en la regién CDR de la cadena B de TCR puede
ser1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10u 11.
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En algunos aspectos de la divulgacién, el receptor de linfocitos T (TCR) de acuerdo con la invencién comprende un
dominio variable de cadena a de TCR y un dominio variable de cadena B de TCR, y dicho dominio variable de
cadena a de TCR comprende CDR1qa, CDR2a y CDR3a.

En algunos aspectos de la divulgacién, la CDR3a comprende una secuencia:
[3aX1][3aX2]D[3aX3][3aX4][3aX5][3aX6][3aX7][3aX8], donde [3aX1], [3aX2], [3aX3], [3aX4], [3aX5], [3aXE], [3aX7],
[3aX8] se seleccionan independientemente de cualquier resto de aminoacido natural.

En algunos aspectos de la divulgacién, [3aX1]es Ao M.

En algunos aspectos de la divulgacién, [3aX2]es To Y.

En algunos aspectos de la divulgacién, [3aX3]es Ao E o Q.

En algunos aspectos de la divulgacién, [3aX4]esNoFoY oW.

En algunos aspectos de la divulgacién, [3aX5]es Go Ao Q.

En algunos aspectos de la divulgacién, [3aX6]esKoWoRoToSoMolL.

En algunos aspectos de la divulgacién, [3aX7]esloWo VoY oP.

En algunos aspectos de la divulgacién, [3aX8]es|loNoEoDoQoVoKoGoMoS.

En algunos aspectos de la divulgacién, [3aX1] es A, [3aX2] es T, [3aX3] es A, [3aX4] es N o F o W, [3aX53] es A,
[BaXB]les W o R, [3aX7]es W, y [3aX8]esloNoE oD.

En algunos aspectos de la divulgacién, la CDR3a comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste
2[}'.DANARWN, ATDANARWE, ATDANARWD, ATDAFAWWI y ATDAWARWI.

En algunos aspectos de la divulgacién, la CDR1a comprende una secuencia:

[1aX1[1aX2][1aX3][1aX4]N, en donde [1aX1], [1aX2], [1aX3], [1aX4] y [1aX5] se seleccionan independientemente
de cualquier resto de aminoacido natural.

En algunos aspectos de la divulgacién, [1aX1]es T 0 G.

En algunos aspectos de la divulgacién, [1aX2] es S o W.

En algunos aspectos de la divulgacién, [1aX3]es o Ao V.

En algunos aspectos de la divulgacién, [1TaX4]es N o Q.

En algunos aspectos de la divulgacién, [1aX1] es G, [1aX2]es So W, [1aX3]es o AoV, y [1aX4] es Q.

En algunos aspectos de la divulgacién, la CDR1a comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste
(eBr]SIQN, GWAQN, GWVQN y TSINN.

En algunos aspectos de la divulgacién, la CDR2a comprende una secuencia:

IR [2aX1][2aX2][2aX3][2aX4]E, en donde [2aX1], [2aX2], [2aX3], [2aX4] se seleccionan independientemente de
cualquier resto de aminoéacido natural.

En algunos aspectos de la divulgacién, [2aX1]es So T.

En algunos aspectos de la divulgacién, [2aX2]es N o G.

En algunos aspectos de la divulgacién, [2aX3]es E o0 Q.

En algunos aspectos de la divulgacién, [2aX4]es R, Ao Q.

En algunos aspectos de la divulgacién, CDR2a comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en:
IRTGEQE, IRTGQAE e IRSNERE.

En algunos aspectos de la divulgacién, el TCR comprende un dominio variable de cadena TCRa y un dominio
variable de cadena TCRp, y la cadena TCRP comprende CDR1B3, CDR2p y CDR3p, en donde la CDR1f comprende
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la secuencia: SGHDY.

En algunos aspectos de la divulgacién, CDR23 comprende una secuencia:

FN[2BX1][2BX2][2BX3][2PX4], en donde cada uno de [2BX1], [2BX2], [2BX3] y [2BX4] se seleccionan
independientemente de cualquier resto de aminoéacido natural.

En algunos aspectos de la divulgacién, [2BX1] es N o H.

En algunos aspectos de la divulgacién, [2BX2] es N o G.

En algunos aspectos de la divulgacién, [2BX3]es Vo A.

En algunos aspectos de la divulgacién, [2BX4]es P o V.

En algunos aspectos de la divulgacién, CDR2B comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en:
FNHGAV y FNNNVP.

En algunos aspectos de la divulgacién, la CDR3B comprende una secuencia: AS[3RX1][3X2]G[3RX3INEQY, en
donde [3BX1], [3RX2] y [3BX3] se seleccionan independientemente de cualquier resto de aminoacido natural.

En algunos aspectos de la divulgacién, [3fX1]es S, Qo M.
En algunos aspectos de la divulgacién, [3pX2]es L, R, Ko M.
En algunos aspectos de la divulgacién, [3pX3]es S, A, Go P.

En algunos aspectos de la divulgacién, la CDR3p comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste
en:

ASQRGSNEQY, ASQKGANEQY, ASQLGSNEQY, ASQLGANEQY, ASQLGGNEQY, ASQLGPNEQY,
ASQRGANEQY, ASQMGSNEQY, ASQMGANEQY y ASMLGSNEQY.

En algunos aspectos de la divulgaciéon, el dominio variable de cadena TCRa del TCR no comprende
simultdneamente las siguientes CDR:
CDR1a: TSINN; CDR2a: IRSNERE; y CDR3a: ATDANGKII.

En algunos aspectos de la divulgaciéon, el dominio variable de cadena TCRP del TCR no comprende
simultdneamente las siguientes CDR: CDR13: SGHDY; CDR2B: FNNNVP; y CDR3p: ASSLGSNEQY.

En algunos aspectos de la divulgacion, la mutacion se produce en una o mas regiones CDR del dominio variable de
cadena a y/o cadena P.

En algunos aspectos de la divulgacién, la mutacién se produce en CDR1, CDR2 y/o CDR3 de la cadena q, y/o la
mutacién se produce en CDR2 y/o CDR3 de la cadena .

En algunos aspectos de la divulgacion, la afinidad del TCR por el complejo SLLMWITQC-HLA A2 es al menos 2
veces la del TCR de tipo silvestre; preferentemente al menos 5 veces; més preferentemente al menos 10 veces.

En algunos aspectos de la divulgacién, la afinidad del TCR por el complejo SLLMWITQC-HLA A2 es al menos 50
veces la del TCR de tipo silvestre; preferentemente, al menos 100 veces; mas preferentemente, al menos 500 veces;
mucho mas preferentemente, al menos 1000 veces.

En algunos aspectos de la divulgacién, la afinidad del TCR por el complejo SLLMWITQC-HLA A2 es al menos 10*
veces la del TCR de tipo silvestre; preferentemente, al menos 10° veces; méas preferentemente, al menos 108 veces;
mucho mas preferentemente, al menos 107 veces.

En particular, la constante de equilibrio de disociaciéon Kp del TCR al complejo SLLMWITQC-HLA A2 es €20 uM;

En algunos aspectos de la divulgacién, la constante de equilibrio de disociacién del TCR al complejo SLLMWITQC-
HLA A2 es 5 M < Kp £ 10 uM; preferentemente, 0,1 uM < Kp £ 1 yM; mas preferentemente, 1 nM < Kp < 100 nM,;

En algunos aspectos de la divulgacién, la constante de equilibrio de disociacién del TCR al complejo SLLMWITQC-
HLA A2 es 100 pM < Kp < 1000 pM; preferentemente, 10 pM < Kp £ 100 pM; més preferentemente, 1 pM < Kp £
10 pM.

En algunos aspectos de la divulgaciéon, el TCR tiene una CDR seleccionada del grupo que consiste en:
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TCRN.° CDR1a CDR2a CDR3a CDR1B CDR2B CDR3p

1 TSINN IRSNERE ATDAFAVWWI SGHDY FNNNVP ASSLGSNEQY
2 GWAQN FRTGEQE ATDANARWN SGHDY FNHGAV ASSLGSNEQY
3 GSIQN FRTGEQE ATDANARWE SGHDY FNHGAV ASSLGSNEQY
4 GSIQN IRTGEQE ATDANARWE SGHDY FNHGAV ASQRGSNEQY
5 GSIQN IRTGEQE ATDANARWE SGHDY FNHGAV ASQKGANEQY
6 GSIQN IRTGEQE ATDANARWD SGHDY FNHGAV ASQLGSNEQY
7 GWAQN IRSNERE ATDANARWN SGHDY FNHGAV ASQLGSNEQY
8 GWVQN FRTGEQE ATDANARWD SGHDY FNHGAV ASSLGSNEQY
9 GSIQN IRSNERE ATDANARWD SGHDY FNHGAV ASQLGANEQY
10 GWAQN IRSNERE ATDANARWD SGHDY FNHGAV ASQLGSNEQY
11 GSIQN IRSNERE ATDANARWE SGHDY FNHGAV ASQKGANEQY
12 TSINN IRSNERE ATDANGKII SGHDY FNNNVP ASQLGGNEQY
13 TSINN IRSNERE ATDANGKII SGHDY FNNNVP ASQKGANEQY
14 TSINN IRSNERE ATDANGKII SGHDY FNNNVP ASQLGPNEQY
15 TSINN IRSNERE ATDANGKII SGHDY FNNNVP ASQRGANEQY
16 TSINN IRSNERE ATDANGKII SGHDY FNNNVP ASQMGSNEQY
17 TSINN IRSNERE ATDANGKII SGHDY FNNNVP ASQLGSNEQY
18 TSINN IRSNERE ATDANGKII SGHDY FNNNVP ASQLGANEQY
19 TSINN IRSNERE MYDENGKII SGHDY FNNNVP ASSLGSNEQY
20 TSINN IRSNERE MYDQNGKII SGHDY FNNNVP ASSLGSNEQY
21 TSINN IRSNERE ATDAYGTVQ SGHDY FNNNVP ASSLGSNEQY
22 TSINN IRSNERE ATDANGTVQ SGHDY FNNNVP ASSLGSNEQY
23 TSINN IRSNERE ATDANGSVQ SGHDY FNNNVP ASSLGSNEQY
24 TSINN IRSNERE ATDAYGRYI SGHDY FNNNVP ASSLGSNEQY
25 TSINN IRSNERE ATDANQMWK SGHDY FNNNVP ASSLGSNEQY
26 TSINN IRSNERE ATDAYGLPI SGHDY FNNNVP ASSLGSNEQY
27 TSINN IRSNERE ATDANGLPV SGHDY FNNNVP ASSLGSNEQY
28 TSINN IRSNERE ATDANGRWE SGHDY FNNNVP ASSLGSNEQY
29 TSINN IRSNERE ATDANGTVG SGHDY FNNNVP ASSLGSNEQY
30 TSINN IRSNERE ATDANGRWM SGHDY FNNNVP ASSLGSNEQY
31 TSINN IRSNERE ATDANGLWS SGHDY FNNNVP ASSLGSNEQY
32 GWAQN IRTGEQE ATDANARWD SGHDY FNNNVP ASSLGSNEQY
33 GWAQN IRTGQAE ATDANARWE SGHDY FNNNVP ASSLGSNEQY
34 GSIQN IRSNERE ATDAFAVWWI SGHDY FNNNVP ASSLGSNEQY
35 GWVQN IRTGEQE ATDANARWN SGHDY FNNNVP ASSLGSNEQY
36 GWAQN IRTGEQE ATDANARWN SGHDY FNNNVP ASSLGSNEQY
37 GWVQN FRTGEQE ATDANARWD SGHDY FNNNVP ASSLGSNEQY
38 GSIQN FRTGEQE ATDAWARWI SGHDY FNNNVP ASSLGSNEQY
39 GWVQN IRTGQAE ATDANARWE SGHDY FNNNVP ASSLGSNEQY
40 GSIQN IRTGEQE ATDANARWN SGHDY FNNNVP ASSLGSNEQY
41 TSINN IRSNERE ATDANGKII SGHDY FNNNVP ASQMGSNEQY
42 TSINN IRSNERE ATDANGKII SGHDY FNNNVP ASQRGSNEQY
43 TSINN IRSNERE ATDANGKII SGHDY FNNNVP ASQMGANEQY
44 TSINN IRSNERE ATDANGKII SGHDY FNNNVP ASMLGSNEQY

En algunos aspectos de la divulgacién, el TCR es soluble.
En algunos aspectos de la divulgacion, el TCR es un TCR heterodimérico ap o un TCR monocatenario.

En algunos aspectos de la divulgacién, el TCR de la presente divulgacién es un TCR heterodimérico a, y el dominio
variable de cadena a del TCR comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 85 %,
preferentemente al menos un 90 %; mas preferentemente, al menos un 92 %; mucho mas preferentemente, al
menos un 94 % (por ejemplo, puede ser al menos un 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %,
98 %, 99 % de homologia de secuencia) de homologia de secuencia con la secuencia de aminoacidos que se
muestra en la SEQ ID NO: 1; y/o el dominio variable de cadena B del TCR comprende una secuencia de
aminoécidos que tiene al menos un 90 %, preferentemente al menos un 92 %; més preferentemente, al menos un
94 %; mucho mas preferentemente al menos un 97 % (por ejemplo, puede ser al menos un 91 %, 92 %, 93 %, 94 %,
95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % de homologia de secuencia) de homologia de secuencia con la secuencia de
aminoacidos que se muestra en la SEQ ID NO: 2.

En algunos aspectos de la divulgacién, el TCR comprende (i) todo o parte de la cadena a de TCR distinta de su
dominio transmembrana, y (ii) todo o parte de la cadena 3 de TCR distinta de su dominio transmembrana, en donde
tanto (i) como (ii) comprenden el dominio variable y al menos una porciéon del dominio constante de la cadena de
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TCR.

En algunos aspectos de la divulgacién, el TCR es un TCR heterodimérico aB, y hay un enlace disulfuro
intercatenario artificial contenido entre la regién variable de cadena a y la regién constante de cadena 3 del TCR.

En algunos aspectos de la divulgacién, uno o méas grupos de aminoacidos seleccionados de los siguientes se
sustituyen por restos cisteina que forman un enlace disulfuro intercatenario artificial entre la regién variable de
cadena ay la regién constante de cadena B del TCR:

aminoécido en la posicién 46 de TRAV y aminoacido en la posicién 60 del exén 1 de TRBC1*01 o TRBC2*01;
aminoécido en la posicién 47 de TRAV y aminoacido en la posicién 61 del exén 1 de TRBC1*01 o TRBC2*01;
aminoécido en la posicién 46 de TRAV y aminoacido en la posicién 61 del exén 1 de TRBC1*01 0 TRBC2*01; o
aminoécido en la posicién 47 de TRAV y aminoacido en la posicién 60 del exén 1 de TRBC1*01 o TRBC2*01.

En algunos aspectos de la divulgacién, el TCR que comprende un enlace disulfuro intercatenario artificial entre la
regién variable de cadena a y la regién constante de cadena B comprende un dominio variable de cadena ay un
dominio variable de cadena B, asi como todo o parte de los dominios constantes de cadena B distintos de su dominio
transmembrana, sin embargo, no comprende el dominio constante de cadena a y el dominio variable de cadena ay
la cadena B del TCR forman un heterodimero.

En algunos aspectos de la divulgacién, el TCR que comprende un enlace disulfuro intercatenario artificial entre la
regiéon variable de cadena ay la regién constante de cadena B comprende (i) todo o parte de la cadena a de TCR
distinta de su dominio transmembrana, y (ii) todo o parte de la cadena B de TCR distinta de su dominio
transmembrana, en donde tanto (i) como (ii) comprenden el dominio variable y al menos una porcién de los dominios
constantes de la cadena de TCR.

En algunos aspectos de la divulgacion, el TCR es un TCR heterodimérico af que comprende (i) todo o parte de la
cadena a de TCR distinta de su dominio transmembrana, y (ii) todo o parte de la cadena B de TCR distinta de su
dominio transmembrana, en donde tanto (i) como (ii) comprenden el dominio variable y al menos una porcién del
dominio constante de la cadena de TCR, y hay un enlace disulfuro intercatenario artificial contenido entre la regién
constante de cadena ay la regién constante de cadena .

En algunos aspectos de la divulgacién, uno o méas grupos de aminoacidos seleccionados de los siguientes se
sustituyen por restos cisteina que forman un enlace disulfuro intercatenario artificial entre la regién constante de
cadena ay la regién constante de cadena  de TCR:

Thr48 del exén 1 de TRAC*01 y Ser57 del exén 1 de TRBC1*01 o TRBC2*01,
Thr45 del exén 1 de TRAC*01 y Ser77 del exén 1 de TRBC1*01 o TRBC2*01,
Tyr10 del ex6n 1 de TRAC*01 y Ser17 del exdn 1 de TRBC1*01 o TRBC2*01;
Thr45 del exén 1 de TRAC*01 y Asp59 del exén 1 de TRBC1*01 o TRBC2*01;
Ser15 del ex6n 1 de TRAC*01 y Glu15 del exdn 1 de TRBC1*01 o TRBC2*01;
Arg53 del exén 1 de TRAC*01 y Ser54 del exén 1 de TRBC1*01 o TRBC2*01,
Pro89 del exén 1 de TRAC*01 y Ala19 del ex6n 1 de TRBC1*01 o TRBC2*01; y
Tyr10 del ex6n 1 de TRAC*01 y Glu20 del ex6n 1 de TRBC1*01 o TRBC2*01.

En algunos aspectos de la divulgacién, el TCR es un TCR monocatenario.

En algunos aspectos de la divulgacién, el TCR es un TCR monocatenario que consiste en un dominio variable de
cadena a y un dominio variable de cadena 3, y el dominio variable de cadena a y el dominio variable de cadena B
estan conectados por una secuencia peptidica corta flexible (enlazador).

En algunos aspectos de la divulgacién, el nucleo hidréfobo del dominio variable de cadena a y/o dominio variable de
cadena B de TCR estd mutado.

En algunos aspectos de la divulgacion, el TCR, en el que el nucleo hidréfobo estd mutado, es un TCR
monocatenario que consiste en un dominio variable a y un dominio variable B, y el dominio variable a y el dominio
variable B estan conectados por una secuencia peptidica corta flexible (enlazador).

En algunos aspectos de la divulgacion, basandose en el nimero que se muestra en la SEQ ID NO: 1, uno o més de
entre los restos de aminoacidos 19A (es decir, la posicidn 19 de la regidn variable de cadena a enumerada en
IMGT), 21M (es decir, la posicién 21 de la regidén variable de cadena a enumerada en IMGT) y 79S (es decir, la
posicién 94 de la regién variable de cadena a enumerada en IMGT) en el nucleo hidréfobo del dominio variable de
cadena a del TCR de la presente divulgacion estdn mutados, y/o basadndose en el nimero que se muestra en la
SEQ ID NO: 2, uno o mas de entre los restos de aminoéacidos 13T (es decir, la posicién 13 de la regiéon variable de
cadena P enumerada en IMGT), 82S (es decir, la posiciébn 94 de la regién variable de cadena B enumerada en
IMGT) en el nucleo hidréfobo del dominio variable de cadena B del TCR estan mutados.
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En algunos aspectos de la divulgacién, basandose en el niUmero que se muestra en la SEQ ID NO: 1, el nlcleo
hidréfobo del dominio variable de cadena a de la presente divulgacién comprende uno 0 méas de entre los restos de
aminoécidos 19V, 211 y 79V y/o, basandose en el nimero que se muestra en la SEQ ID NO: 2, el nlcleo hidréfobo
del dominio variable B de TCR comprende uno o méas de entre los restos de aminoacidos 13V y 82V. Mas
especificamente, la forma mutada del nacleo hidréfobo en el dominio variable de TCRa comprende uno o més de
entre A19V, M21ly S79V, y la forma mutada del nlcleo hidréfobo en el dominio variable de TCR comprende uno o
méas de entre T13V y S82V.

En algunos aspectos de la divulgacion, el TCR de la presente divulgaciéon es un TCR monocatenario, y el dominio
variable de cadena a del TCR comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 85 %,
preferentemente al menos un 90 %; mas preferentemente, al menos un 92 %; mucho més preferentemente al menos
un 94 % (por ejemplo, puede ser al menos un 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %,
99 % de homologia de secuencia) de homologia de secuencia con la secuencia de aminoacidos que se muestra en
la SEQ ID NO: 3; y/o el dominio variable de cadena  del TCR comprende una secuencia de aminoacidos que tiene
al menos un 90 %, preferentemente al menos un 92 %; mas preferentemente, al menos un 94 %; mucho mas
preferentemente al menos un 97 % (por ejemplo, puede ser al menos un 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %,
97 %, 98 %, 99 % de homologia de secuencia) de homologia de secuencia con la secuencia de aminoacidos que se
muestra en la SEQ ID NO: 4.

En algunos aspectos de la divulgacion, la secuencia de aminoacidos del dominio variable de cadena a del TCR se
selecciona del grupo que consiste en: las SEQ ID NO: 9-37 y 58-86; y/o la secuencia de aminoéacidos del dominio
variable de cadena {3 del TCR se selecciona del grupo que consiste en: las SEQ ID NO: 38-53 y 87-102.

En algunos aspectos de la divulgacién, el TCR se selecciona del grupo que consiste en:

Numero de Secuencia del dominio variable de cadena a Secuencia del dominio variable de cadena
TCR SEQ ID NO: SEQ ID NO:
s-1 9 4
s-2 10 38
s-3 11 38
s-4 11 39
s-5 11 40
s-6 12 41
s-7 13 41
s-8 14 38
s-9 15 42
s-10 16 41
s-11 17 40
s-12 3 43
s-13 3 44
s-14 3 45
s-15 3 46
s-16 3 47
s-17 3 48
s-18 3 49
s-19 18 4
s-20 19 4
s-21 20 4
s-22 21 4
s-23 22 4
s-24 23 4
s-25 24 4
s-26 25 4
s-27 26 4
s-28 27 4
s-29 28 4
s-30 29 4
s-31 30 4
s-32 31 4
s-33 32 4
s-34 33 4
s-35 34 4
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(continuacién)

Numero de Secuencia del dominio variable de cadena a Secuencia del dominio variable de cadena B
TCR SEQ ID NO: SEQ ID NO:
s-36 10 4
s-37 14 4
s-38 35 4
s-39 36 4
s-40 37 4
s-41 3 50
s-42 3 51
s-43 3 52
s-44 3 53

En algunos aspectos de la divulgacién, el TCR se selecciona del grupo que consiste en:

Numero de Secuencia del dominio variable de cadena a Secuencia del dominio variable de cadena
TCR SEQ ID NO: SEQ ID NO:
1 58 2
2 59 87
3 60 87
4 60 88
5 60 89
6 61 90
7 62 90
8 63 87
9 64 91
10 65 90
11 66 89
12 1 92
13 1 93
14 1 94
15 1 95
16 1 96
17 1 97
18 1 98
19 67 2
20 68 2
21 69 2
22 70 2
23 71 2
24 72 2
25 73 2
26 74 2
27 75 2
28 76 2
29 77 2
30 78 2
31 79 2
32 80 2
33 81 2
34 82 2
35 83 2
36 59 2
37 63 2
38 84 2
39 85 2
40 86 2
41 1 99
42 1 100
43 1 101
44 1 102.
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En algunos aspectos de la divulgacion, un conjugado se une a la cadena a y/o cadena P del TCR en el extremo C o
N.

En algunos aspectos de la divulgacion, el conjugado que se une al TCR es un marcador detectable, un agente
terapéutico, un resto modificado por PK, o una combinacién de cualquiera de éstos.

En algunos aspectos de la divulgacion, el agente terapéutico que se une al TCR es un anticuerpo anti-CD3 unido a
la cadena a o B del TCR en el extremo C o N.

En algunos aspectos de la divulgacién, el receptor de linfocitos T (TCR) tiene la actividad de unién al complejo
SLLMWITQC-HLA A2 y comprende un dominio variable de cadena a de TCR y un dominio variable de cadena B de
TCR, hay una mutacién en el dominio variable de cadena a del TCR como se muestra en la SEQ ID NO: 1, y el sitio
del resto de aminoacido mutado incluye uno o0 més de entre 27T, 288, 291, 30N, 518, 52N, 53E, 54R, 90A, 91T, 93A,
94N, 95G, 96K, 971y 98I, en donde el resto de aminoacido se numera como se muestra en la SEQ ID NO: 56 o 1,
y/o hay una mutacién en el dominio variable de cadena 3 del TCR como se muestra en la SEQ ID NO: 2, y el sitio
del resto de aminoacido mutado incluye uno o mas de entre 51N, 52N, 53V, 54P, 935S, 96L y 98S, en donde el resto
de aminoacido se numera como se muestra en la SEQ ID NO: 57 0 2.

En algunos aspectos de la divulgacion, tras la mutacidn, el dominio variable de cadena a de TCR comprende uno o
més restos de aminoéacidos seleccionados del grupo que consiste en: 27G, 28W, 29A o 29V, 30Q, 51T, 52G, 53Q,
54Q o 54A, 90M, 91Y, 93E 0 93Q, 94F 0 94Y o0 94W, 95A 0 95Q, 96W 0 96R 0 96T o0 96S o0 96M o 96L, 97W o 97V
0 97Y o0 97P, y 98E o 98N o0 98D o0 98Q o 98K 0 98V o0 98G o 98M o 98S, en donde el resto de aminoacido se
numera como se muestra en la SEQ ID NO: 1; y/o tras la mutacién, el dominio variable de cadena B de TCR
comprende uno 0 mas restos de aminoéacidos seleccionados del grupo que consiste en: 51H, 52G, 53A, 54V, 95Q o
95M, 96R o 96K o 96M, y 98A o 98G o 98P, en donde el resto de aminoacido se numera como se muestra en la
SEQ ID NO: 2.

En un segundo aspecto de la divulgacidén, se proporciona un complejo de TCR multivalente que comprende al
menos dos moléculas de TCR, y al menos una molécula de TCR es el TCR del primer aspecto de la divulgacion.

En un tercer aspecto de la divulgacion, se proporciona una molécula de acido nucleico, que comprende una
secuencia de acido nucleico que codifica la molécula de TCR del primer aspecto de la divulgacion o el complejo de
TCR multivalente del segundo aspecto de la divulgacién, o una secuencia complementaria de la misma;

En un cuarto aspecto de la divulgacién, se proporciona un vector, que comprende la molécula de &cido nucleico del
tercer aspecto de la divulgacién.

En un quinto aspecto de la presente divulgacion, se proporciona una célula hospedadora, que comprende el vector
del cuarto aspecto de la presente divulgacién o que tiene la molécula de acido nucleico exégena del tercer aspecto
de la presente divulgacién integrada en su genoma.

En un sexto aspecto de la divulgacién, se proporciona una célula aislada, que expresa el TCR del primer aspecto de
la divulgacién.

En un séptimo aspecto de la divulgacién, se proporciona una composicién farmacéutica, que comprende un vehiculo
farmacéuticamente aceptable y un TCR del primer aspecto de la divulgacidén, o un complejo de TCR del segundo
aspecto de la divulgacidn, o la célula del sexto aspecto de la divulgacion.

En un octavo aspecto de la presente divulgacién, se proporciona un TCR para su uso en un método de tratamiento
de una enfermedad, que comprende administrar una cantidad adecuada del TCR del primer aspecto de la presente
divulgacién, o el complejo de TCR del segundo aspecto de la presente divulgacion, o la célula del sexto aspecto de
la divulgacién, o la composicién farmacéutica del séptimo aspecto de la divulgacién a un sujeto que lo necesite.

Cualquier analisis de métodos de tratamiento dentro de la presente memoria descriptiva se refiere a compuestos
para su uso en dichos tratamientos.

En un décimo aspecto de la divulgacién, se proporciona un método para preparar el receptor de linfocitos T del
primer aspecto de la divulgacién, que comprende las etapas de:

(i) cultivar la célula hospedadora del quinto aspecto de la divulgacién para expresar el receptor de linfocitos T del
primer aspecto de la divulgacién;
(i) aislar o purificar el receptor de linfocitos T.
Descripcion de los dibujos
La Figura 1a y la Figura 1b muestran las secuencias de aminoacidos del dominio variable de cadena ay B de

TCR de tipo silvestre que son capaces de unirse especificamente al complejo SLLMWITQC-HLA A2,
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respectivamente.

La Figura 2a y la Figura 2b muestran las secuencias de aminoéacidos del dominio variable de cadena a y el
dominio variable de cadena B del TCR molde monocatenario construido en la presente divulgacion,
respectivamente.

La Figura 3a y la Figura 3b muestran las secuencias de ADN del dominio variable de cadena a y el dominio
variable de cadena 3 del TCR molde monocatenario construido en la presente divulgacion, respectivamente.

La Figura 4a y la Figura 4b son la secuencia de aminoacidos y la secuencia de nucleétidos del péptido corto de
unién (enlazador) del TCR molde monocatenario construido en la presente divulgacion, respectivamente.

Las Figuras 5(1)-(29) muestran las secuencias de aminoécidos del dominio variable de cadena a de TCR
monocatenarios con alta afinidad por el complejo SLLMWITQC-HLA A2, respectivamente, y los restos mutados
estan subrayados.

Las Figuras 6(1)-(16) muestran las secuencias de aminoécidos del dominio variable de cadena f de TCR
monocatenarios con alta afinidad por el complejo SLLMWITQC-HLA A2, respectivamente, y los restos mutados
estan subrayados.

La Figura 7a y la Figura 7b muestran la secuencia de aminoacidos y la secuencia de ADN del TCR molde
monocatenario construido en la presente divulgacion, respectivamente.

Las Figuras 8a y 8b muestran las secuencias de aminoécidos de las cadenas a y B de TCR de referencia en la
presente divulgacion, respectivamente.

Las Figuras 9(1)-(29) muestran las secuencias de aminoacidos del dominio variable de cadena a de un TCR
heterodimérico con alta afinidad por el complejo SLLMWITQC-HLA A2, respectivamente, y los restos mutados
estan subrayados.

Las Figuras 10(1)«(16) muestran las secuencias de aminoéacidos del dominio variable de cadena B de un TCR
heterodimérico con alta afinidad por el complejo SLLMWITQC-HLA A2, respectivamente, y los restos mutados
estan subrayados.

La Figura 11a y la Figura 11b muestran las secuencias de aminoacidos de las cadenas a y B de TCR de tipo
silvestre que son capaces de unirse especificamente al complejo SLLMWITQC-HLA A2, respectivamente.

La Figura 12 es una curva de unién de un TCR de referencia, es decir, TCR de tipo silvestre con complejo
SLLMWITQC-HLA A2.

La Figura 13 muestra los resultados del experimento de activaciéon de INF-y de células efectoras transfectadas
con el TCR de alta afinidad de la presente divulgacién.

La Figura 14 muestra los resultados del experimento de destrucciéon de células efectoras transfectadas con el
TCR de alta afinidad de la presente divulgacion en células diana.

Las Figuras 15a y 15b muestran los resultados de los experimentos de redireccién de proteinas de fusién en
células efectoras.

La Figura 16 muestra los resultados de eficacia in vivo de las células efectoras transfectadas con el TCR de alta
afinidad de la presente divulgacion.

Modos para realizar la invencién

A través de una investigacién exhaustiva e intensa, los presentes inventores obtuvieron un receptor de linfocitos T
(TCR) de alta afinidad que reconoce el péptido corto SLLMWITQC (derivado de la proteina NY-ESO-1) que se
presenta en forma de complejo péptido-HLA A2. El TCR de alta afinidad tiene tres regiones CDR en su dominio
variable de cadena a

CDR1a: TSINN

CDR2a: IRSNERE

CDR3a: una mutacién en ATDANGKII; y/o tres regiones CDR en su dominio variable de cadena

CDR1B: SGHDY

CDR2pB: FNNNVP

CDR3B: una mutacién en ASSLGSNEQY; y, después de la mutacién, la afinidad y/o semivida de unién del TCR
de la presente divulgacién para el complejo SLLMWITQC-HLA A2 anterior es al menos 2 veces mayor que la del
TCR de tipo silvestre.

Todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento tienen el mismo significado que
entiende habitualmente un experto en la materia a la que pertenece la presente divulgacién, a menos que se defina
otra cosa.

Aunque en la practica o el ensayo de la presente divulgacién pueden usarse cualesquier métodos y materiales
similares o equivalentes a aquellos descritos en la presente divulgacién, los métodos y materiales preferidos se
ejemplifican en el presente documento.

Término

Receptor de linfocitos T (TCR)

Puede usarse el Sistema Internacional de Informaciéon Inmunogenética (IMGT, por sus siglas en inglés) para

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2985766 T3

describir un TCR. Un TCR heterodimérico af nativo tiene una cadena a y una cadena B. En términos generales,
cada cadena comprende una regién variable, una regién de unién y una regién constante, y la cadena B
normalmente también contiene una regién hipervariable corta entre la regién variable y la regién de unién, que, sin
embargo, con frecuencia se considera parte de la regién de unién. La regién de unién de TCR esta determinada por
los TRAJ y TRBJ Unicos de IMGT, y la regidén constante de un TCR esta determinada por TACT y TRBC de IMGT.

Cada regién variable comprende tres CDR (regiones determinantes de complementariedad), CDR1, CDR2 y CDR3,
que son quiméricos en la secuencia armazén. En la nomenclatura IMGT, los diferentes nimeros de TRAV y TRBV
se refieren a diferentes tipos de Va y tipos de VP, respectivamente. En el sistema IMGT, existen los siguientes
simbolos para el dominio constante de cadena a: TRAC*01, donde "TR" representa el gen del receptor de linfocitos
T; "A" representa el gen de la cadena a; C representa la regidn constante; "“01" representa el gen 1 del alelo.
Existen los siguientes simbolos para el dominio constante de cadena B: TRBC1*01 o TRBC2*01, donde "TR"
representa el gen del receptor de linfocitos T; "B" representa el gen de la cadena B; C representa una regién
constante; "*01" representa el gen 1 del alelo. La regién constante de la cadena a se define de forma Unicay, en la
forma de cadena B, existen dos posibles genes de regién constante "C1" y "C2". Un experto en la materia puede
obtener secuencias génicas de regién constante de cadenas a y B de TCR a través de la base de datos IMGT
divulgada.

Generalmente se considera que las cadenas ay  del TCR tienen dos "dominios" respectivamente, es decir, dominio
variable y dominio constante. El dominio variable consiste en una regién variable conectada y una regién de
conexidn. Por lo tanto, en la memoria descriptiva y las reivindicaciones de la presente solicitud, "dominio variable de
cadena a de TCR" se refiere a una region TRAV y TRAJ conectada y, analogamente, "dominio variable de cadena B
de TCR" se refiere a una regién TRBV y TRBD/TRBJ conectada. Las tres CDR del dominio variable de cadena a de
TCR son CDR1a, CDR2a y CDR3a, respectivamente; y las tres CDR del dominio variable de cadena 3 de TCR son
CDR1B, CDR2B y CDR3B, respectivamente. Las secuencias armazén de los dominios variables de TCR de la
divulgacién pueden ser de origen murino o humano, preferentemente de origen humano. El dominio constante del
TCR comprende una porcién intracelular, regién transmembrana y porcién extracelular. Para obtener un TCR soluble
para determinar la afinidad entre el TCR y el complejo SLLMWITQC-HLA A2, el TCR de la divulgacion
preferentemente no comprende una regién transmembrana. Més preferentemente, la secuencia de aminoéacidos del
TCR de la presente divulgacién se refiere a la secuencia de aminoéacidos extracelular del TCR.

La secuencia de aminoéacidos de la cadena a y la secuencia de aminoéacidos de la cadena  del "TCR de tipo
silvestre”" descrito en la presente divulgacién son la SEQ ID NO: 103 y la SEQ ID NO: 104, respectivamente, como
se muestra en las Fig. 11a y 11b. En la presente divulgacién, la secuencia de aminoécidos de la cadena a y la
secuencia de aminoacidos de la cadena  del "TCR de referencia" son la SEQ ID NO: 56 y la SEQ ID NO: 57,
respectivamente, como se muestra en las Fig. 8a y 8b. En la presente divulgacién, las secuencias de aminoéacidos
de dominios variables de cadenas a y 3 del TCR de tipo silvestre capaces de unirse al complejo SLLMWITQC-HLA
A2 son la SEQ ID NO: 1y la SEQ ID NO: 2, respectivamente, como se muestra en las Figuras 1a y 1b. En la
presente divulgacién, las expresiones "polipéptido de la presente divulgacion”, "TCR de la presente divulgaciéon" y
"receptor de linfocitos T de la presente divulgacién" se usan indistintamente.

En algunos aspectos de la divulgacién, el receptor de linfocitos T (TCR) de acuerdo con la divulgacién comprende un
dominio variable de cadena a de TCR y un dominio variable de cadena B de TCR, comprendiendo dicho dominio
variable de cadena a de TCR CDR1a, CDR2a y CDR3a.

En algunos aspectos de la divulgacién, la CDR3a comprende una secuencia:
[3aX1][3aX2]D[3aX3][3aX4][3aX5][3aX6][3aX7][3aX8], donde [3aX1], [3aX2], [3aX3], [3aX4], [3aX5], [3aXE], [3aX7],
[3aX8] se seleccionan independientemente de cualesquier restos de aminoacidos naturales.

En algunos aspectos de la divulgacién, el [3aX1]es Ao M.

En algunos aspectos de la divulgacién, el [3aX2]es T o Y.

En algunos aspectos de la divulgacién, el [3aX3]es Ao E o Q.

En algunos aspectos de la divulgacién, el [3aX4]esNoF oY oW.

En algunos aspectos de la divulgacién, el [3aX5]es Go Ao Q.

En algunos aspectos de la divulgacién, el [3aX6lesKoWoRoToSoMolL.

En algunos aspectos de la divulgacién, el [3aX7]esloWo VoY oP.

En algunos aspectos de la divulgacién, el [3aX8]es|loNoEoDoQoVoKoGoMoS.

En algunos aspectos de la divulgacién, el [3aX1] es A, [3aX2] es T, [3aX3] es A, [BaX4] es N o F o W, [3aX5] es A,
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[BaXB]les Wo R, [BaX7]es Wy [3aX8]es|loNoE oD.

En algunos aspectos de la divulgacién, la CDR3a comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste
2[}'.DANARWN, ATDANARWE, ATDANARWD, ATDAFAWWI y ATDAWARWI.

En algunos aspectos de la divulgacién, la CDR1a comprende una secuencia:

[1aX1][1aX2][1aX3][1aX4]N, en donde [1aX1], [1aX2], [1aX3], [1aX4], [1aX5] se seleccionan independientemente de
cualquier resto de aminoéacido natural.

En algunos aspectos de la divulgacién, el [1aX1]es T 0 G.

En algunos aspectos de la divulgacién, el [1aX2]es S o W.

En algunos aspectos de la divulgacién, el [1aX3]es o Ao V.

En algunos aspectos de la divulgacién, el [1aX4]es N o Q.

En algunos aspectos de la divulgacién, el [1aX1]es G, [1aX2] es S o W, [1aX3]es o Ao Vy[1aX4] es Q.

En algunos aspectos de la divulgacién, la CDR1a comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste
(eBr]SIQN, GWAQN, GWVQN y TSINN.

En algunos aspectos de la divulgacién, la CDR2a comprende una secuencia:

IR [2aX1][2aX2][2aX3][2aX4]E, en donde [2aX1], [2aX2], [2aX3], [2aX4] se seleccionan independientemente de
cualquier resto de aminoéacido natural.

En algunos aspectos de la divulgacién, el [2aX1]es So T.

En algunos aspectos de la divulgacién, el [2aX2]es N o G.

En algunos aspectos de la divulgacién, el [2aX3]es E 0 Q.

En algunos aspectos de la divulgacién, el [2aX4]es R, Ao Q.

En algunos aspectos de la divulgacién, la CDR2a comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste
?IRE]TGEQE, IRTGQAE e IRSNERE.

En algunos aspectos de la presente divulgacién, el TCR comprende un dominio variable de cadena TCRa y un
dominio variable de cadena TCRp, y el dominio variable de cadena TCRp comprende CDR1p, CDR2p y CDR3p, en
donde la CDR1B comprende una secuencia: SGHDY.

En algunos aspectos de la divulgacién, la CDR2B comprende una secuencia:

FN[2BX1][2BX2][2BX3][2PX4], en donde cada uno de [2BX1], [2BX2], [2BX3] y [2BX4] se seleccionan
independientemente de cualquier resto de aminoéacido natural.

En algunos aspectos de la divulgacién, el [2BX1]es N o H.

En algunos aspectos de la divulgacién, el [2BX2]es N o G.

En algunos aspectos de la divulgacién, el [2BX3]es V 0 A.

En algunos aspectos de la divulgacién, el [2BX4]es P o V.

En algunos aspectos de la divulgacién, la CDR2B comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste
en:

FNHGAV y FNNNVP.

En algunos aspectos de la divulgacién, la CDR3B comprende una secuencia: AS[3RX1][3X2]G[3RX3INEQY, en
donde [3BX1], [3RX2], [3BX3] se seleccionan independientemente de cualquier resto de aminoacido natural.

En algunos aspectos de la divulgacion, el [3X1]es S, Qo M.

En algunos aspectos de la divulgacién, el [3X2]es L, R, Ko M.
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En algunos aspectos de la divulgacién, el [3X3]es S, A, Go P.

En algunos aspectos de la divulgacién, la CDR3p comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste
en:

ASQRGSNEQY, ASQKGANEQY, ASQLGSNEQY, ASQLGANEQY, ASQLGGNEQY, ASQLGPNEQY,
ASQRGANEQY, ASQMGSNEQY, ASQMGANEQY y ASMLGSNEQY.

En algunos aspectos de la divulgaciéon, el dominio variable de cadena TCRa del TCR no comprende
simultdneamente las siguientes CDR:
CDR1a: TSINN; CDR2a: IRSNERE; y CDR3a: ATDANGKII.

En algunos aspectos de la divulgaciéon, el dominio variable de cadena TCRP del TCR no comprende
simultdneamente las siguientes CDR: CDR CDR1B: SGHDY; CDR2B: FNNNVP; y CDR3p3: ASSLGSNEQY.

Enlace disulfuro intercatenario natural y enlace disulfuro intercatenario artificial

Hay un grupo de enlaces disulfuro entre las cadenas Ca y CB en la regidn proximal a la membrana de un TCR
nativo, que se denomina en el presente documento "enlace disulfuro intercatenario natural'. En la presente
divulgacién, un enlace disulfuro covalente intercatenario que se introduce artificialmente y cuya posicién es diferente
de la posicién de un enlace disulfuro intercatenario natural se denomina "enlace disulfuro intercatenario artificial".

Para facilitar la descripcion, en la presente divulgacion, las posiciones de las secuencias de aminoacidos de
TRAC*01 y TRBC1*01 o TRBC2*01 se numeran secuencialmente en orden del extremo N al extremo C. Por
ejemplo, el 60.° aminoacido en el orden del extremo N al extremo C en TRBC1*01 o TRBC2*01 es P (valina), que
puede describirse como Pro60 del exén 1 de TRBC1*01 o TRBC2*01 en la presente divulgacién, y también puede
expresarse como el aminoécido en la posicién 60 del exén 1 de TRBC1*01 o TRBC2*01. Para otro ejemplo, el 61.°
aminoécido en el orden del extremo N al extremo C en TRBC1*01 o TRBC2*01 es Q (glutamina), que puede
describirse como GIn61 del exén 1 de TRBC1*01 o TRBC2*01 en la divulgacién, y también puede expresarse como
el aminoacido en la posicién 61 del ex6n 1 de TRBC1*01 o TRBC2*01, y asi sucesivamente. En la presente
divulgacién, las posiciones de las secuencias de aminoacidos de las regiones variables TRAV y TRBV se numeran
de acuerdo con las posiciones enumeradas en IMGT. En cuanto a un aminoacido en TRAV, la posicién se humera
como 46 en IMGT, que se describe en la presente divulgacién como el aminoécido en la posicién 46 de TRAV, y asi
sucesivamente. En la presente divulgacién, si las posiciones de secuencia de otros aminoacidos se describen
especificamente, prevalecera la descripcion especial.

Tumor

El término "tumor" se refiere a incluir todos los tipos de crecimiento de células cancerosas o procesos
carcinogénicos, tejidos metastésicos o células, tejidos u érganos transformados malignos, independientemente del
tipo patolégico o fase de la infeccién. Los ejemplos de tumores incluyen, sin limitacién, tumores sélidos, tumores de
tejidos blandos o lesiones metastasicas. Los ejemplos de tumores sélidos incluyen: tumores malignos de diferentes
sistemas de 6rganos, tales como sarcoma, carcinoma de células escamosas de pulmén y cancer. Por ejemplo:
prostata infectada, pulmén, mama, linfa, tracto gastrointestinal (por ejemplo, colon) y genitourinario (por ejemplo,
rifién, células epiteliales), faringe. El carcinoma de células escamosas de pulmoén incluye tumores malignos, por
ejemplo, la mayor parte del cancer de colon, cancer rectal, carcinoma de células renales, cancer de higado, cancer
de pulmdn no microcitico, cancer de intestino delgado y cancer de eséfago. Las lesiones metastasicas de los
canceres mencionados pueden analogamente tratarse y prevenirse usando los métodos y composiciones de la
presente divulgacion.

Descripcion detallada

Es bien sabido que el dominio variable de cadena a y el dominio variable de cadena § de un TCR contienen tres
CDR (similares a las regiones determinantes de complementariedad de los anticuerpos), respectivamente. CDR3
interactia con el péptido corto antigénico y CDR1 y CDR2 interactian con HLA. Por lo tanto, la CDR de una
molécula de TCR determina su interaccién con el complejo péptido corto antigénico-HLA. Las secuencias de
aminodacidos del dominio variable de cadena a y el dominio variable de cadena B de un TCR de tipo silvestre capaz
de unirse al complejo de péptido corto antigénico SLLMWITQC y HLA A2 (es decir, complejo SLLMWITQC-HLA A2)
son la SEQ ID NO: 1y la SEQ ID NO: 2, respectivamente. Esta secuencia fue descubierta por primera vez por los
inventores. Tiene las siguientes regiones CDR:

CDR de dominio variable de cadena a CDR1: TSINN
CDR2a: IRSNERE

CDR3a: ATDANGKII
y CDR de dominio variable de cadena f CDR1B: SGHDY
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CDR2B: FNNNVP
CDR3pB: ASSLGSNEQY

En la presente divulgacion, se obtiene un TCR de alta afinidad sometiendo a mutacién y cribado en las regiones
CDR anteriores, que tiene una afinidad por el complejo SLLMWITQC-HLA A2 que es al menos 2 veces superior a la
de un TCR de tipo silvestre por el complejo SLLMWITQC-HLA A2.

En la presente divulgacién, se proporciona un receptor de linfocitos T (TCR), que tiene actividad de unién al
complejo SLLMWITQC-HLA A2.

El receptor de linfocitos T comprende un dominio variable de cadena a de TCR y un dominio variable de cadena {3 de
TCR, el dominio variable de cadena a de TCR comprende tres regiones CDR, y las secuencias de referencia de las
tres regiones CDR en el dominio variable de cadena a de TCR se enumeran a continuacién,

CDR1a: TSINN

CDR2a: IRSNERE

CDR3a: ATDANGKII y contienen al menos una de las siguientes mutaciones:

Resto antes de la mutacién Resto después de la mutacién
T en la posicion 1 de laCDR1a | G

S en la posicién 2 de la CDR1a | W

| en la posicibn 3delaCDR1a | AoV

N en la posiciéon 4 de la CDR1a | Q

Senlaposicibn 3delaCDR2a | T

N en la posicién 4 de la CDR2a | G

E en la posicién 5 de la CDR2a | Q

R en la posicién 6 de la CDR2a | Ao Q

A en la posicién 1 de la CDR3a | M

T en la posicion 2 de la CDR3a | Y

A en la posicién 4 de la CDR3a | Eo Q

N en la posicibn 5de laCDR3a | FoY oW

G en la posicion 6 de la CDR3a | Ao Q

Ken la posicion 7 dela CDR3a | WoRoToSoMolL

| en la posicibn 8 de laCDR3a | WoVoYoP y

| enla posicién 9de laCDR3a | NoEoDoQoVoKoGoMosS

Y/o, el dominio variable de cadena B de TCR comprende tres regiones CDR, y las secuencias de referencia de las
tres regiones CDR del dominio variable de cadena B de TCR se enumeran a continuacién,

CDR1B: SGHDY

CDR2pB: FNNNVP

CDR3B: ASSLGSNEQY y contienen al menos una de las siguientes mutaciones:

Resto antes de la mutacién Resto después de la mutacién
N en la posicién 3 de la CDR2B | H

N en la posicién 4 de la CDR2B | G

V en la posicién 5 de la CDR2B | A

P en la posiciéon 6 de la CDR2B | V

S en la posicibn 3de laCDR3B | Qo M

L en la posicibn 4 de laCDR3B | RoKo M,y
Senlaposicibn6dela CDR3B | AocGoP

Con mas detalle, el nimero de mutaciones en la regién CDR de la cadena ade TCRes30406u809u11012;
y/o el nimero de mutaciones en la regién CDR de la cadenaBpde TCRes1020304050607.

Ademas, el TCR de la presente divulgacion es un TCR heterodimérico af, y el dominio variable de cadena a del
TCR comprende una secuencia de aminoéacidos que tiene al menos un 85 %, preferentemente al menos un 90 %;
mas preferentemente, al menos un 92 %; mucho més preferentemente al menos un 94 % (por ejemplo, puede ser al
menos un 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % de homologia de secuencia)
de homologia de secuencia con la secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEQ ID NO: 1; y/o el dominio
variable de cadena B del TCR comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 90 %,
preferentemente al menos un 92 %; mas preferentemente, al menos un 94 %; mucho més preferentemente al menos
un 97 % (por ejemplo, puede ser al menos un 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % de homologia
de secuencia) de homologia de secuencia con la secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEQ ID NO: 2.

Ademas, el TCR de la presente divulgacién es un TCR monocatenario, y el dominio variable de cadena a del TCR
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comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 85 %, preferentemente al menos un 90 %; mas
preferentemente, al menos un 92 %; mucho mas preferentemente al menos un 94 % (por ejemplo, puede ser al
menos un 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % de homologia de secuencia)
de homologia de secuencia con la secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEQ ID NO: 3; y/o el dominio
variable de cadena B del TCR comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 90 %,
preferentemente al menos un 92 %; mas preferentemente, al menos un 94 %; mucho més preferentemente al menos
un 97 % (por ejemplo, puede ser al menos un 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % de homologia
de secuencia) de homologia de secuencia con la secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEQ ID NO: 4.

Preferentemente, el TCR comprende (i) todo o parte de una cadena a de TCR distinta de su dominio
transmembrana, y (ii) todo o parte de una cadena B de TCR distinta de su dominio transmembrana, en donde tanto
(i) como (ii) comprenden el dominio variable y al menos una porcién del dominio constante de la cadena de TCR.

En la presente divulgacién, las tres CDR del dominio variable de cadena a SEQ ID NO: 1 del TCR de tipo silvestre,
es decir, CDR1, CDR2 y CDR3 estédn ubicadas en las posiciones 27-31, 49-55 y 90-98 de la SEQ ID NO: 1,
respectivamente. En consecuencia, el resto de aminoécido se numera como se muestra en la SEQ ID NO: 1, 27T es
T en la primera posicién de la CDR1q, 28S es S en la segunda posicién de la CDR1a, 291 es | en la tercera posicidn
de la CDR1q, 30N es N en la 4.2 posicion de la CDR1q, 51S es S en la 3.2 posicidén de la CDR2a, 52N es N en la 4.2
posicion de la CDR2a, 53E es E en la 5.2 posicidén de la CDR2q, 54R es R en la 6.2 posicién de la CDR2a, 90A es A
en la primera posicién de la CDR3q, 91T es T en la segunda posiciéon de la CDR3a, 93A es A de la 4.2 posicidén de la
CDR3q, 94N es N en la 5.2 posicién de la CDR3q, 95G es G en la 6.2 posiciéon de la CDR3a, 96K es K en la 7.2
posicién de la CDR3a, 971 es | en la 8.2 posicién de la CDR3a y 98I es | en la 9.2 posicién de la CDR3a.

De manera similar, en la presente divulgacion, las tres CDR del dominio variable de cadena  SEQ ID NO: 2 del
TCR de tipo silvestre, es decir, CDR1, CDR2 y CDR3 estan ubicadas en las posiciones 27-31, 49-54 y 93-102 de la
SEQ ID NO: 2, respectivamente. Por lo tanto, el nimero de resto de aminoacido se numera como se muestra en la
SEQ ID NO: 2, 51N es N en la 3.2 posicién de la CDR2B, 52N es N en la 4.2 posicion de la CDR2B, 53V es V en la
5.2 posicidn de la CDR2pB, 54P es P en la 6.2 posicién de la CDR2, 95S es S en la 3.2 posicidén de la CDR3pB, 96L es
L en la 4.2 posicién de la CDR3B y 98S es S en la 6.2 posicién de la CDR3p.

La presente divulgacidén proporciona un TCR que tiene la propiedad de unién al complejo SLLMWITQC-HLA A2, y
comprende un dominio variable de cadena a y un dominio variable de cadena B, en donde el TCR tiene una
mutacién en el dominio variable de cadena a que se muestra en la SEQ ID NO: 1, y el sitio del resto de aminoacido
mutado incluye uno o mas de entre 27T, 28S, 291, 30N, 51S, 52N, 53E, 54R, 90A, 91T, 93A, 94N, 95G, 96K, 97l e
981, en donde el resto de aminoécido se numera como se muestra en la SEQ ID NO: 1; y/o el TCR tiene una
mutacién en el dominio variable de cadena B que se muestra en la SEQ ID NO: 2, y el sitio del resto de aminoacido
mutado incluye uno o més de entre 51N, 52N, 53V, 54P, 95S, 96L y 98S, en donde el resto de aminoacido se
numera como se muestra en la SEQ ID NO: 2;

Preferentemente, el dominio variable de cadena a de TCR mutado comprende uno o mas restos de aminoéacidos
seleccionados del grupo que consiste en: 27G, 28W, 29A 0 29V, 30Q, 51T, 52G, 53Q, 54Q o 54A, 90M, 91Y, 93E o
93Q, 94F 0 94Y o0 94W, 95A 0 95Q, 96W 0 96R 0 96T 0 96S 0 96M o0 96L, 97W 0 97V 0 97Y 0 97P, y 98E 0 98N o
98D 0 98Q 0 98K 0 98V 0 98G o0 98M o0 9885, en donde el resto de aminoacido se humera como se muestra en la
SEQ ID NO: 1; y/o el dominio variable de cadena  de TCR mutado comprende uno o mas restos de aminoacidos
seleccionados del grupo que consiste en: 51H, 52G, 53A, 54V, 95Q o 95M, 96R o 96K o 96M, y 98A o 98G o 98P,
en donde el resto de aminoacido se numera como se muestra en la SEQ ID NO: 2.

Mas especificamente, en el dominio variable de cadena q, las formas especificas de la mutacién incluyen uno o méas
grupos de entre T27G, S28W, 129A/V, N30Q, S51T, N52G, E53Q, R54Q/A, A90M, TO1Y, A93E/Q, NO4F/YW,
GO5A/Q, KOBWIR/T/SIMIL, 197WIV/IY/P e 198N/E/D/Q/K/IVIGIM/S; y en el dominio variable de cadena f, las formas
especificas de la mutacién incluyen uno o mas grupos de entre N51H, N52G, V53A, P54V, S95Q/M, L96R/K/M vy
S98A/G/P.

Thr48 del exén 1 de TRAC*01 de regién constante de cadena a de TCR de tipo silvestre se mutd a cisteina de
acuerdo con el método de mutagénesis dirigida al sitio bien conocido por un experto en la materia, y Ser57 del exén
1 de TRBC1*01 o TRBC2*01 de la regién constante de cadena B se mutd a cisteina, para obtener un TCR de
referencia, cuyas secuencias de aminoacidos se muestran en las Figuras 8a y 8b, respectivamente, y los restos
cisteina mutados se indican con letras en negrita. Las sustituciones de cisteina anteriores pueden formar un enlace
disulfuro intercatenario artificial entre las regiones constantes de las cadenas a y B del TCR de referencia para
formar un TCR soluble més estable, de manera que sea mas facil evaluar la afinidad de unién y/o la semivida de
unién entre TCR y el complejo SLLMWITQC-HLA A2. Se apreciard que las regiones CDR de la regién variable de
TCR determinan su afinidad por el complejo pMHC, por lo tanto, las sustituciones de cisteina anteriores en la regién
constante del TCR no afectaran a la afinidad de unién y/o semivida de unién del TCR. Por lo tanto, en la presente
divulgacién, la afinidad de unién medida entre el TCR de referencia y el complejo SLLMWITQC-HLA A2 se considera
la afinidad de unién entre el TCR de tipo silvestre y el complejo SLLMWITQC-HLA A2. De manera similar, si se
determina que la afinidad de unién entre el TCR de la divulgacién y el complejo SLLMWITQC-HLA A2 es al menos
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10 veces la afinidad de unién entre el TCR de referencia y el complejo SLLMWITQC-HLA A2, la afinidad de unién
entre el TCR de la presente divulgacion y el complejo SLLMWITQC-HLA A2 es al menos 10 veces la afinidad de
unién entre el TCR de tipo silvestre y el complejo SLLMWITQC-HLA A2.

La afinidad de unién (en proporcién inversa a la constante de equilibrio de disociacién Kp) y la semivida de unién
(expresada como T42) puede determinarse mediante cualquier método adecuado. Debe entenderse que duplicar la
afinidad del TCR reducird a la mitad la Kp. Ty se calcula como In2 dividido por la velocidad de disociacién
(Kaisociacion). Por lo tanto, la duplicacién de T2 reducira a la mitad la Kaisociacien. Preferentemente, la afinidad de unién
o semivida de unién de un TCR dado se detecta varias veces usando el mismo protocolo de ensayo, por ejemplo, 3
0 mas veces, y se toma el promedio de los resultados. En algunos aspectos de la divulgacién, estas mediciones se
realizan usando el método de resonancia de plasmén superficial (BlAcore) en los Ejemplos del presente documento.
La constante de equilibrio de disociacion Kp del TCR de referencia al complejo SLLMWITQC-HLA A2 se detecta
como 4,3E-05 M, es decir, 43 yM mediante el método, y en la presente divulgacién, la constante de equilibrio de
disociacién Kp del TCR de tipo silvestre al complejo SLLMWITQC-HLA A2 también se considera 43 uM. Puesto que
duplicar la afinidad del TCR reducira a la mitad la Kp, si la constante de equilibrio de disociaciéon Kp del TCR de alta
afinidad al complejo SLLMWITQC-HLA A2 se detecta como 4,3E-06 M, es decir, 4,3 uM, la afinidad del TCR de alta
afinidad por el complejo SLLMWITQC-HLA A2 es 10 veces la del TCR de tipo silvestre por el complejo
SLLMWITQC-HLA A2. Un experto en la materia esta familiarizado con la relaciéon de conversion entre unidades de
valor de Kp, es decir, 1M = 1000 pM, 1 yM = 1000 nM y 1 nM = 1000 pM.

En algunos aspectos de la divulgacion, la afinidad del TCR por el complejo SLLMWITQC-HLA A2 es al menos 2
veces la del TCR de tipo silvestre; preferentemente al menos 5 veces; més preferentemente al menos 10 veces.

En algunos aspectos de la divulgacién, la afinidad del TCR por el complejo SLLMWITQC-HLA A2 es al menos 50
veces la del TCR de tipo silvestre; preferentemente, al menos 100 veces; mas preferentemente, al menos 500 veces;
mucho mas preferentemente, al menos 1000 veces.

En algunos aspectos de la divulgacién, la afinidad del TCR por el complejo SLLMWITQC-HLA A2 es al menos 10*
veces la del TCR de tipo silvestre; preferentemente, al menos 10° veces; méas preferentemente, al menos 108 veces;
mucho mas preferentemente, al menos 107 veces.

Especificamente, la constante de equilibrio de disociacién Kp del TCR para el complejo SLLMWITQC-HLA A2 es
<20 pM;

En algunos aspectos de la divulgacién, la constante de equilibrio de disociacion del TCR para el complejo
SLLMWITQC-HLA A2 es 5 uM < Kp < 10 pM; preferentemente, 0,1 uM < Kp < 1 uM; mas preferentemente, 1 nM
< Kp <100 nM;

En algunos aspectos de la divulgacién, la constante de equilibrio de disociacion del TCR para el complejo
SLLMWITQC-HLA A2 es 100 pM < Kp < 1000 pM; preferentemente, 10 pM < Kp < 100 pM; mas preferentemente,
1pM < Kp <10 pM.

Las mutaciones pueden realizarse mediante cualquier método adecuado, incluyendo, pero sin limitacién, aquellos
basados en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés), la clonacién basada en enzimas
de restriccién o métodos de clonacién independientes de la unién (LIC, por sus siglas en inglés). Muchos libros de
texto de referencia de biologia molecular describen estos métodos en detalle. Pueden encontrarse méas detalles
sobre la mutagénesis por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y la clonacién basada en enzimas de
restriccibn en Sambrook y Russell, (2001) Molecular Cloning-A Laboratory Manual (Tercera edicién) CSHL
Publishing house. Puede encontrar mas informacién sobre el método de LIC en Rashtchiano, (1995) Curr Opin
Biotechnol 6(1): 30-6.

El método para producir el TCR de la presente divulgacién puede ser, pero sin limitacién, cribar para detectar un
TCR que tenga alta afinidad por el complejo SLLMWITQC-HLA-A2 a partir de una biblioteca diversa de particulas de
fagos que presentan dichos TCR, como se describe en la bibliografia (Li, et al.). (2005) Nature Biotech 23(3). 349-
354).

Se apreciara que pueden usarse genes que expresan aminoacidos del dominio variable de cadena ay B de un TCR
de tipo silvestre o genes que expresan aminoacidos del dominio variable de cadena ay B de un TCR de tipo silvestre
ligeramente modificado para preparar TCR molde. Después se introducen los cambios necesarios para producir el
TCR de alta afinidad de la divulgacién en el ADN que codifica el dominio variable del TCR molde.

El TCR de alta afinidad de la presente divulgacién comprende una de entre las secuencias de aminoacidos de
dominio variable de cadena a de las SEQ ID NO: 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75,
76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86 y/o una de entre las secuencias de aminoéacidos de dominio variable de
cadena f de las SEQ ID NO: 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102. Por lo tanto, una
cadena a de TCR que comprende una secuencia de aminoacidos de dominio variable de cadena a del TCR de tipo
silvestre (SEQ ID NO: 1) puede unirse a una cadena  de TCR que comprende una de entre las SEQ ID NO: 87, 88,
89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102 para formar un TCR heterodimérico o una molécula de TCR
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monocatenario. Como alternativa, una cadena  de TCR que comprende una secuencia de aminoacidos de dominio
variable B del TCR de tipo silvestre (SEQ ID NO: 2) puede unirse a una cadena a de TCR que comprende una de
entre las SEQ ID NO: 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73,74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82,
83, 84, 85, 86 para formar un TCR heterodimérico o molécula de TCR monocatenario. Como alternativa, una cadena
a de TCR que comprende una de entre las secuencias de aminoacidos de dominio variable de cadena a de TCR
SEQ ID NO: 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68,69, 70,71, 72,73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84,
85, 86 puede unirse a una cadena B de TCR que comprende una de las secuencias de aminoacidos de dominio
variable de cadena B de TCR SEQ ID NO: 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102 para
formar un TCR heterodimérico o una molécula de TCR monocatenario. En la presente divulgacion, las secuencias de
aminoécidos del dominio variable de cadena a y el dominio variable de cadena B que forman la molécula de TCR
heterodimérica se seleccionan preferentemente de la siguiente Tabla 1:

Tabla 1
Numero de Secuencia de dominio variable de cadena a Secuencia de dominio variable de cadena B
TCR SEQ ID NO: SEQ ID NO:
1 58 2
2 59 87
3 60 87
4 60 88
5 60 89
6 61 90
7 62 90
8 63 87
9 64 91
10 65 90
11 66 89
12 1 92
13 1 93
14 1 94
15 1 95
16 1 96
17 1 97
18 1 98
19 67 2
20 68 2
21 69 2
22 70 2
23 71 2
24 72 2
25 73 2
26 74 2
27 75 2
28 76 2
29 77 2
30 78 2
31 79 2
32 80 2
33 81 2
34 82 2
35 83 2
36 59 2
37 63 2
38 84 2
39 85 2
40 86 2
41 1 99
42 1 100
43 1 101
44 1 102

Para los fines de la presente divulgacion, el TCR de la divulgaciéon es un resto que tiene al menos un dominio
variable de cadena a de TCR y/o B de TCR. Por lo general, comprenden tanto el dominio variable de cadena a de
TCR como el dominio variable de cadena B de TCR. Pueden ser heterodimeros aff o formas monocatenarias o
cualesquier otras formas estables. En la inmunoterapia adoptiva, puede transfectarse la cadena de longitud
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completa del TCR heterodimérico af (incluyendo los dominios citoplasmatico y transmembrana). El TCR de la
presente divulgaciéon puede usarse como agente de direccionamiento para suministrar un agente terapéutico a una
célula presentadora de antigeno o en combinacién con otras moléculas para preparar un polipéptido bifuncional para
dirigir células efectoras, cuando el TCR esté preferentemente en forma soluble.

Para la estabilidad, en la técnica anterior se divulga que puede obtenerse una molécula de TCR soluble y estable
introduciendo un enlace disulfuro intercatenario artificial entre los dominios constantes de cadena ay 8 de un TCR,
como se describe en el documento PCT/CN2015/093 806. Por lo tanto, el TCR de la divulgacién puede ser un TCR
en el que se introduce un enlace disulfuro intercatenario artificial entre los restos de sus dominios constantes de
cadena ay B. Los restos cisteina forman un enlace disulfuro intercatenario artificial entre los dominios constantes de
cadena ay B del TCR. Un resto cisteina puede reemplazar otro resto de aminoacido en una posicién adecuada en
un TCR nativo para formar un enlace disulfuro intercatenario artificial. Por ejemplo, Thr48 del exén 1 de TRAC*01 y
Ser57 del ex6n 1 de TRBC1*01 o TRBC2*01 pueden reemplazarse para formar un enlace disulfuro. Otros sitios para
introducir un resto cisteina para formar un enlace disulfuro pueden ser: Thr45 del exén 1 de TRAC*01 y Ser77 del
exén 1 de TRBC1*01 o TRBC2*01; Tyr10 del ex6n 1 de TRAC*01 y Ser17 del exén 1 de TRBC1*01 o TRBC2*01,
Thr45 del exén 1 de TRAC*01 y Asp59 del exén 1 de TRBC1*01 o TRBC2*01; Ser15 del ex6n 1 de TRAC*01 y
Glu15 del exén 1 de TRBC1*01 o TRBC2*01; Arg53 del exén 1 de TRAC*01 y Ser54 del ex6n 1 de TRBC1*01 o
TRBC2*01; Pro89 del exén 1 de TRAC*01 y Ala19 del exén 1 de TRBC1*01 o TRBC2*01; o Tyr10 del exén 1 de
TRAC*01 y Glu20 del exén 1 de TRBC1*01 o TRBC2*01. Es decir, los restos cisteina reemplazan cualquier grupo de
los sitios mencionados anteriormente en los dominios constantes de cadena ay p. Pueden truncarse un maximo de
15, o un maximo de 10, o un maximo de 8 0 menos aminoacidos en uno o mas extremos C del dominio constante
del TCR de la divulgacién de manera que no incluya restos cisteina para lograr el fin de eliminar los enlaces disulfuro
intercatenario nativos, o los restos cisteina que forman un enlace disulfuro intercatenario naturales también pueden
mutarse a otro aminoacido para lograr el fin anterior.

Como se ha descrito anteriormente, el TCR de la presente divulgacién puede comprender un enlace disulfuro
intercatenario artificial introducido entre restos de sus dominios constantes de cadena a y p. Cabe sefialar que el
enlace disulfuro artificial introducido como se ha descrito anteriormente puede estar contenido o no contenido entre
los dominios constantes, y el TCR de la presente divulgacion puede contener una secuencia de dominio constante
TRAC y una secuencia de dominio constante TRBC1 o TRBC2. La secuencia de dominio constante TRAC y la
secuencia de dominio constante TRBC1 o TRBC2 del TCR pueden unirse mediante un enlace disulfuro
intercatenario natural presente en el TCR.

Adicionalmente, en cuanto a la estabilidad, en una bibliografia de patente PCT/CN2016/077680 también se divulgd
que la introducciéon de un enlace disulfuro intercatenario artificial entre la regién variable de cadena a y la regién
constante de cadena B de un TCR puede mejorar significativamente la estabilidad del TCR. Por lo tanto, un enlace
disulfuro intercatenario artificial puede estar contenido entre la regién variable de cadena ay la regién constante de
cadena B de un TCR de alta afinidad de la presente divulgacién. Especificamente, los restos cisteina que forman un
enlace disulfuro intercatenario artificial entre la regién variable de cadena a y la regién constante de cadena B del
TCR sustituyen: un aminoacido en la posicién 46 de TRAV y aminoacido en la posicién 60 del exén 1 de TRBC1*01
o TRBC2*01; un aminoécido en la posicion 47 de TRAV y aminoacido en la posicién 61 del exén 1 de TRBC1*01 o
TRBC2*01; aminoé&cido en la posicién 46 de TRAV y aminoécido en la posicion 61 del exén 1 de TRBC1*01 o
TRBC2*01; o un aminoacido en la posicién 47 de TRAV y aminoécido en la posicién 60 del exdn 1 de TRBC1*01 o
TRBC2*01. Preferentemente, dicho un TCR puede comprender (i) todo o parte de la cadena a de TCR distinta de su
dominio transmembrana, y (ii) todo o parte de la cadena 3 de TCR distinta de su dominio transmembrana, en donde
tanto (i) como (ii) comprenden el dominio variable y al menos una porcién de los dominios constantes de la cadena
de TCR, y la cadena a y la cadena B forman un heterodimero. Mas preferentemente, dicho TCR puede comprender
un dominio variable de cadena a y un dominio variable de cadena B y todo o parte del dominio constante de cadena
B distinto del dominio transmembrana, que, sin embargo, no comprende el dominio constante de cadena a, y el
dominio variable de cadena a del TCR y la cadena B forman un heterodimero.

Para la estabilidad, en otro aspecto, el TCR de la presente divulgaciéon también incluye un TCR que tiene una
mutacidén en su regién central hidréfoba, y estas mutaciones en la regién central hidréfoba son preferentemente
mutaciones capaces de aumentar la estabilidad del TCR de la presente divulgaciéon, como se describe en el
documento WO 2014/206304. Un TCR de este tipo puede tener mutaciones en las siguientes posiciones en el
nlcleo hidréfobo del dominio variable: (cadena a y/o B) aminoécidos de la regién variable en la posiciéon 11, 13, 19,
21, 53, 76, 89, 91, 94, y/o aminoacido peptidico corto del gen J de cadena a (TRAJ) en las posiciones reciprocas 3,
5, 7 y/o aminoécido peptidico corto del gen J de cadena 3 (TRBJ) en las posiciones reciprocas 2, 4, 6, en donde las
posiciones en la secuencia de aminoacidos se numeran de acuerdo con los nimeros de posicion enumerados en el
Sistema Internacional de Informacién Inmunogenética (IMGT). Un experto en la materia conocera el sistema de
informacién inmunogenética internacional descrito anteriormente y podra obtener los niumeros de posicién de los
restos de aminoécidos de diferentes TCR en el IMGT baséndose en la base de datos.

Mas especificamente, en la presente divulgacién, un TCR en el que hay una mutacidn en la regién central hidréfoba

puede ser un TCR monocatenario de alta estabilidad que consiste en dominios variables de cadena a y B de TCR
unidos por una cadena peptidica flexible. Las regiones CDR de la regidn variable de TCR determinan su afinidad por
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el complejo péptido corto-HLA, y las mutaciones en el nucleo hidréfobo pueden aumentar la estabilidad del TCR,
pero no afectaran a su afinidad por el complejo péptido corto-HLA. Cabe sefialar que la cadena peptidica flexible en
la presente divulgaciéon puede ser cualquier cadena peptidica adecuada para unir dominios variables de cadena ay
B de TCR. La cadena molde construida en el Ejemplo 1 de la presente divulgacién para cribar los TCR de alta
afinidad es un TCR monocatenario de alta estabilidad que contiene mutaciones en el ntcleo hidréfobo como se ha
descrito anteriormente. La afinidad entre un TCR y un complejo SLLMWITQC-HLA-A2 se puede evaluar facilmente
usando un TCR con mayor estabilidad.

Las regiones CDR del dominio variable de cadena a y el dominio variable de cadena B del TCR molde
monocatenario son idénticas a las regiones CDR del TCR de tipo silvestre. Es decir, las tres CDR del dominio
variable de cadena a son CDR1a: TSINN, CDR2a: IRSNERE y CDR3a: ATDANGKII y las tres CDR de los dominios
variables de cadena B son CDR1B: SGHDY, CDR2B: FNNNVP y CDR3B: ASSLGSNEQY, respectivamente. La
secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 54) y la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 55) del TCR molde
monocatenario se muestran en las Figuras 7a y 7b, respectivamente, cribando de este modo un TCR monocatenario
que consiste en un dominio variable de cadena ay un dominio variable de cadena B y que tiene una alta afinidad por
el complejo SLLMWITQC-HLA A2.

En la presente divulgacién, las tres CDR del dominio variable de cadena a del TCR molde monocatenario (SEQ ID
NO: 3), es decir, CDR1, CDR2 y CDR3 estan ubicadas en las posiciones 27-31, 49-55 y 90-98 de la SEQ ID NO: 3,
respectivamente. En consecuencia, los restos de aminoacidos se numeran de acuerdo con el nUmero como se
muestra en la SEQ ID NO: 3. 27T es T en la primera posicién de la CDR1a, 28S es S en la segunda posicion de la
CDR1aq, 291 es | en la tercera posicién de la CDR1a, 30N es N en la 4.2 posiciéon de la CDR1a, 51S es Sen la 3.2
posicién de la CDR2q, 52N es N en la 4.2 posicién de la CDR2a, 53E es E en la 5.2 posicién de la CDR2q, 54R es R
en la 6.2 posicién de la CDR2a, 90A es A en la primera posicién de la CDR3a, 91T es T en la segunda posicién de la
CDR3aq, 93A es A en la 4.2 posicién de la CDR3a, 94N es N en la 5.2 posicién de la CDR3q, 95G es G en la 6.2
posicién de la CDR3q, 96K es K en la 7.2 posicién de la CDR3a, 971 es | en la 8.2 posicién de la CDR3ay 98l es | en
la 9.2 posicién de la CDR3a.

De manera similar, en la presente divulgacion, las tres CDR del dominio variable de cadena B del TCR molde
monocatenario (SEQ ID NO: 4), es decir, CDR1, CDR2 y CDR3 estan ubicadas en las posiciones 27-31, 49-54 y 93-
102 de la SEQ ID NO: 2, respectivamente. Por lo tanto, los restos de aminoacidos se numeran de acuerdo con el
namero como se muestra en la SEQ ID NO: 2. 51N es N en la 3.2 posicion de la CDR2B, 52N es N en la 4.2 posicidn
de la CDR2, 53V es V en la 5.2 posicidén de la CDR2, 54P es P en la 6.2 posicién de la CDR2p3, 95S es Aenla 3.2
posicién de la CDR3pB, 96L es L en la 4.2 posiciéon de la CDR3B y 98S es S en la 6.2 posicién de la CDR3p.

El heterodimero af de la presente divulgacion que tiene alta afinidad por el complejo SLLMWITQC-HLA-A2 se
obtiene transfiriendo las regiones CDR de los dominios variables de cadena a y B del TCR monocatenario de alta
afinidad seleccionado a las posiciones correspondientes del dominio variable de cadena a (SEQ ID NO: 1) y el
dominio variable de cadena 8 (SEQ ID NO: 2) de un TCR de tipo silvestre.

En algunos aspectos de la divulgacién, cuando se usa la numeracién expuesta en la SEQ ID NO: 1, uno o mas de
entre el resto de aminoé&cido 19A (es decir, la 19.2 posicidén de la regidn variable de cadena a enumerada en IMGT),
21M (es decir, la 21.2 posiciéon de la regién variable de cadena a enumerada en IMGT) y 79S (es decir, la 94.2
posicién de la regidn variable de cadena a enumerada en IMGT) en el nlcleo hidréfobo del dominio variable de
cadena a del TCR de la divulgacién muta y/o cuando se usa la numeracién expuesta en la SEQ ID NO: 2, uno 0 mas
de entre los restos de aminoacidos 13T (es decir, la 13.2 posicién de la regidén variable de cadena  enumerada en
IMGT) y 828 (es decir, la 94.2 posicién de la regién variable de cadena B enumerada en IMGT) en el nucleo
hidr6fobo del dominio variable de cadena 3 del TCR muta.

Més especificamente, en algunos aspectos de la divulgacién, cuando se usa la numeracién expuesta en la SEQ ID
NO: 1, uno o mas de entre los restos de aminoéacidos 19V, 211 y 79V estan contenidos en el nucleo hidréfobo del
dominio variable de cadena a de la divulgacién y/o cuando se usa la numeracién expuesta en la SEQ ID NO: 2, uno
0 més de entre los restos de aminoécidos 13V y 82V estan contenidos en el nlcleo hidréfobo del dominio variable de
cadena TCRp. Mas especificamente, la forma mutada del nacleo hidréfobo de dominio variable de TCRa comprende
uno o mas de entre A19V, M21l y S79V; y la forma mutada del nucleo hidréfobo de dominio variable de TCRp
comprende uno o mas de entre T13V y S82V.

El TCR de alta afinidad de la divulgacién comprende ademas una de entre las secuencias de aminoacidos de
dominio variable de cadena a de las SEQ ID NO: 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,
27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36 y 37 y/o una de entre las secuencias de aminoacidos de dominio variable de
cadena B de las SEQ ID NO: 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52 y 53. Por lo tanto, el dominio
variable de cadena a (SEQ ID NO: 3) del TCR monocatenario de alta estabilidad descrito anteriormente como
cadena molde puede combinarse con el dominio variable de cadena B de TCR, cuya secuencia de aminoacidos es la
SEQ ID NO: 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52 o 53, para formar la molécula de TCR
monocatenario. Como alternativa, el dominio variable de cadena B (SEQ ID NO: 4) del TCR monocatenario de alta
estabilidad descrito anteriormente como cadena molde puede combinarse con el dominio variable de cadena a de
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TCR, cuya secuencia de aminoacidos es la SEQ ID NO: 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36 0 37, para formar la molécula de TCR monocatenario. Como alternativa,
uno de los dominios variables de cadena ade TCR SEQ ID NO: 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36 y 37 pueden combinarse con uno de los dominios variables de
cadena B de TCR SEQ ID NO: 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52 y 53 para formar la molécula
de TCR monocatenario. En la presente divulgacion, las secuencias de aminoacidos del dominio variable de cadena
a y el dominio variable de cadena B de la molécula de TCR monocatenario de alta afinidad se seleccionan
preferentemente de la siguiente Tabla 2:

Tabla 2
Numeracién de Secuencia de dominio variable de cadena a Secuencia de dominio variable de cadena B
TCR SEQ ID NO: SEQ ID NO:
s-1 9 4
s-2 10 38
s-3 11 38
s-4 11 39
s-5 11 40
s-6 12 41
s-7 13 41
s-8 14 38
s-9 15 42
s-10 16 41
s-11 17 40
s-12 3 43
s-13 3 44
s-14 3 45
s-15 3 46
s-16 3 47
s-17 3 48
s-18 3 49
s-19 18 4
s-20 19 4
s-21 20 4
s-22 21 4
s-23 22 4
s-24 23 4
s-25 24 4
s-26 25 4
s-27 26 4
s-28 27 4
s-29 28 4
s-30 29 4
s-31 30 4
s-32 31 4
s-33 32 4
s-34 33 4
s-35 34 4
s-36 10 4
s-37 14 4
s-38 35 4
s-39 36 4
s-40 37 4
s-41 3 50
s-42 3 51
s-43 3 52
s-44 3 53

El TCR de la presente divulgacién puede proporcionarse en forma de complejo multivalente. El complejo de TCR
multivalente de la presente divulgacién comprende un polimero formado combinando dos, tres, cuatro o mas TCR de
la presente divulgacién, por ejemplo, puede usarse un dominio tetramérico de p53 para producir un tetramero. Como
alternativa, pueden combinarse mas TCR de la divulgacién con otra molécula para formar un complejo. Los
complejos de TCR de la divulgacién pueden usarse para rastrear o dirigirse a células que presentan un antigeno in
vitro o in vivo particular, o producir intermedios de otros complejos de TCR multivalentes con dichos usos.
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EI TCR de la presente divulgacién puede usarse solo o combinado con un conjugado de manera covalente o de otra
manera, preferentemente de manera covalente. El conjugado incluye un marcador detectable (con fines de
diagndéstico, en donde el TCR se usa para detectar la presencia de una célula que presenta el complejo
SLLMWITQC-HLA-A2), un agente terapéutico, un resto modificador de PK (proteina cinasa, por sus siglas en inglés),
0 una combinacién de cualquiera de las sustancias descritas anteriormente.

Los marcadores detectables con fines de diagnéstico incluyen, pero sin limitacion, marcadores fluorescentes o
luminiscentes, marcadores radiactivos, agentes de contraste para IRM (formacién de imagenes por resonancia
magnética) o TC (tomografia computarizada de electrones), o enzimas capaces de producir productos detectables.

Los agentes terapéuticos que pueden combinarse o acoplarse a los TCR de la divulgaciéon incluyen, pero sin
limitacién: 1. Radionuclides (Koppe et al., 2005, Cancer metastasis reviews 24, 539); 2. Biotoxin (Chaudhary et al.,
1989, Nature 339, 394; Epel et al., 2002, Cancer Immunology and Immunotherapy 51, 565); 3. Citocinas, tales como
IL-2, etc. (Gillies et al., 1992, National Academy of Sciences (PNAS) 89, 1428; Card et al., 2004, Cancer Immunology
and Immunotherapy 53, 345; Halin et al., 2003, Cancer Research 63, 3202), 4. Fragmento Fc de anticuerpo
(Mosquera et al., 2005, The Journal Of Immunology 174, 4381); 5. Fragmentos scFv de anticuerpo (Zhu et al., 1995,
International Journal of Cancer 62, 319); 6. Nanoparticulas / Nanobarras de oro (Lapotko et al., 2005, Cancer letters
239, 36; Huang et al., 2006, Journal of the American Chemical Society 128, 2115); 7. Particulas viricas (Peng et al.,
2004, Gene therapy 11, 1234); 8. Liposomas (Mamot et al., 2005, Cancer research 65, 11631); 9. Particulas
nanomagnéticas; 10. Enzimas activadoras de profarmacos (por ejemplo, DT-diaforasa (DTD) o proteina similar a
bifenil hidrolasa (BPHL); 11. agente quimioterapico (por ejemplo, cisplatino) o cualquier forma de nanoparticulas y
similares.

Un anticuerpo al que se une el TCR de la presente divulgaciéon o un fragmento del mismo incluye un anticuerpo anti-
linfocitos T o determinante de linfocitos NK, tal como un anticuerpo anti-CD3 o anti-CD28 o anti-CD16, y el
anticuerpo anterior o un fragmento del mismo se une a un TCR, dirigiendo de este modo mejor las células efectoras
a las células diana. En algunos aspectos, el TCR de la divulgacién se une a un anticuerpo anti-CD3 o un fragmento
funcional o variante del mismo. Especificamente, una molécula de fusién del TCR de la presente divulgacién y un
anticuerpo monocatenario anti-CD3 comprende un dominio variable de cadena a de TCR, cuya secuencia de
aminoécidos se selecciona del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71,
72,73,74,75, 76,77, 78,79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86 y un dominio variable de cadena 3 de TCR, cuya secuencia
de aminoacidos se selecciona del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48,
49, 50, 51, 52, 53, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102.

La divulgacién también se refiere a una molécula de acido nucleico que codifica el TCR de la divulgacién. La
molécula de acido nucleico de la divulgacion puede estar en forma de ADN o ARN. El ADN puede ser una cadena
codificante o una cadena no codificante. Por ejemplo, una secuencia de acido nucleico que codifica el TCR de la
divulgacién puede ser la misma que la secuencia de &cido nucleico expuesta en las Figuras de la divulgacién o una
variante degenerada de la misma. A modo de ejemplo, "variante degenerada”, como se usa en el presente
documento, se refiere a una secuencia de acido nucleico que codifica una proteina con una secuencia de la SEQ ID
NO: 54, pero que tiene diferencias de la secuencia de la SEQ ID NO: 55.

La secuencia de longitud completa de la molécula de acido nucleico de la presente divulgaciéon o un fragmento de la
misma puede obtenerse generalmente mediante, pero sin limitaciéon, amplificacién por PCR, métodos recombinantes
o métodos de sintesis. En la actualidad, ha sido posible obtener una secuencia de ADN que codifica el TCR (o un
fragmento del mismo, o un derivado del mismo) de la presente divulgacidn totalmente mediante sintesis quimica. Y
después la secuencia de ADN puede introducirse en diversas moléculas (o vectores) de ADN y células existentes
conocidas en la técnica.

La divulgacion también se refiere a vectores que comprenden las moléculas de &cido nucleico de la divulgacion, asi
como células hospedadoras genéticamente modificadas usando los vectores o secuencias codificantes de la
divulgacion.

La divulgaciéon también abarca células aisladas, en particular linfocitos T, que expresan el TCR de la divulgacién.
Existen diversos métodos adecuados para la transfeccién de linfocitos T con ADN o ARN que codifica el TCR de alta
afinidad de la divulgacién (por ejemplo, Robbins et al., (2008) J. Immunol. 180: 6116-6131). Los linfocitos T que
expresan el TCR de alta afinidad de la divulgacién pueden usarse en inmunoterapia adoptiva. Un experto en la
materia puede conocer muchos métodos adecuados para realizar terapia adoptiva (por ejemplo, Rosenberg et al,,
(2008) Nat Rev Cancer 8(4): 299-308).

La divulgacién también proporciona una composicién farmacéutica, que comprende un portador farmacéuticamente
aceptable y un TCR de la divulgacién, o un complejo de TCR de la divulgacién, o células que presentan el TCR de la
divulgacion.

La divulgacién también proporciona un TCR para su uso en un método de tratamiento de una enfermedad, que
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comprende administrar a un sujeto que lo necesite una cantidad adecuada de un TCR de la divulgacién, o un
complejo de TCR de la divulgacién, o células que presentan un TCR de la divulgaciéon, o una composicién
farmacéutica de la divulgacién.

Debe entenderse que los nombres de aminoacidos mencionados en el presente documento se identifican mediante
letras inglesas Unicas aceptadas internacionalmente, y los nombres abreviados de tres letras correspondientes de un
aminoacido son: Ala (A), Arg (R), Asn (N), Asp (D), Cys (C), GIn (Q), Glu (E), Gly (G), His (H), lle (I), Leu (L), Lys (K),
Met (M), Phe (F), Pro (P), Ser (8), Thr (T), Trp (W), Tyr (Y), Val (V)

En la presente divulgacién, tanto Pro60 como 60P representan prolina en la posicién 60. Ademés, con respecto a la
expresion de la forma especifica de la mutacién en la presente divulgacion, tal como "T27G", representa que esa T
en la 27.2 posicion se sustituye por G. De manera similar, "I129A/V" significa que | en la 29.2 posicién se sustituye por
A o se sustituye por V, y asi sucesivamente.

En la técnica, cuando se usa un aminoécido con propiedades similares para la sustitucién, la funcién de la proteina
por lo general no se ve alterada. La adicién de uno o varios aminoacidos en el extremo C y/o el extremo N
generalmente no altera la estructura y funcién de la proteina. Por lo tanto, el TCR de la divulgacién incluye ademas
un TCR, en donde hasta 5, preferentemente hasta 3, mas preferentemente hasta 2, mucho mas preferentemente 1
aminoécido (especialmente un aminoéacido ubicado fuera de las regiones CDR) del TCR de la divulgacién se
reemplaza por un aminoacido con propiedades similares y aun puede mantener su funcién.

La presente divulgacién también incluye un TCR obtenido a partir del TCR de la presente divulgacién mediante
ligera modificacién. La forma de modificacién (por lo general sin alterar la estructura primaria) incluye: formas
derivadas quimicamente del TCR de la divulgacién, tales como acetilacion o carboxilacién. Las modificaciones
también incluyen glicosilacidn, tales como aquellos TCR producidos mediante modificaciones de glicosilacién en la
sintesis y procesamiento o en etapas de procesamiento adicionales del TCR de la divulgacion. Dicha modificacién
puede lograrse exponiendo el TCR a una enzima que realiza la glicosilacién (tal como una enzima de glicosilacién
de mamifero o una enzima de desglicosilacién). Las formas de modificacién también incluyen secuencias que tienen
restos de aminoacidos fosforilados (tales como fosfotirosina, fosfoserina, fosfotreonina). También se incluyen TCR
que se han modificado para potenciar sus propiedades antiproteoliticas u optimizar sus propiedades de solubilidad.

EI TCR, los complejos de TCR de la divulgacion o los linfocitos T transfectadas por los TCR de la divulgacién pueden
proporcionarse en una composicién farmacéutica junto con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. El TCR, el
complejo de TCR multivalente o célula de la divulgacidén se proporciona normalmente como parte de una
composiciébn farmacéutica estéril, que normalmente comprende un vehiculo farmacéuticamente aceptable. La
composiciébn farmacéutica puede ser de cualquier forma adecuada (dependiendo del método deseado para la
administracién a un paciente). Puede proporcionarse en una forma farmacéutica unitaria, por lo general en un
recipiente sellado, y puede proporcionarse como parte de un kit. Dicho kit incluye (pero no obligatoriamente)
instrucciones. Puede incluir una pluralidad de dicha forma farmacéutica unitaria.

Ademas, el TCR de la divulgacién puede usarse solo 0 en combinacién con otros agentes terapéuticos (por ejemplo,
formulados en la misma composicién farmacéutica).

La composicién farmacéutica también puede contener un vehiculo farmacéuticamente aceptable. La expresion
"vehiculo farmacéuticamente aceptable" se refiere a un vehiculo para la administracién de un agente terapéutico. La
expresion se refiere a aquellos vehiculos farmacéuticos que por si mismos no inducen la produccién de anticuerpos
dafiinos para el individuo que recibe la composicibn y que no son excesivamente toxicos después de la
administracién. Estos vehiculos son bien conocidos por un experto en la materia. Puede encontrarse un analisis
completo de los excipientes farmacéuticamente aceptables en Remington's Pharmaceutical Sciences (Mack Pub.
Co., N. J. 1991). Dichos vehiculos incluyen, pero sin limitacién, solucién salina, tampén, dextrosa, agua, glicerol,
etanol, adyuvantes y combinaciones de los mismos.

El vehiculo farmacéuticamente aceptable en la composicidén terapéutica puede contener un liquido tal como agua,
solucién salina, glicerol y etanol. Ademas, en estos vehiculos también puede haber presentes sustancias auxiliares
tales como agentes humectantes o emulsionantes, sustancias tamponantes del pH y similares.

En general, las composiciones terapéuticas pueden formularse como inyectables, tales como soluciones o
suspensiones liquidas; y formas sélidas tales como vehiculos liquidos, que pueden ser adecuadas para formularse
en solucién o suspensién antes de la inyeccién.

Una vez formulada una composicién de la divulgacidén, puede administrarse por vias convencionales, incluyendo,
pero sin limitacién, administracién intraocular, intramuscular, intravenosa, subcutanea, intradérmica o tdpica,
preferentemente administracién parenteral, incluyendo subcutanea, intramuscular o intravenosa. Un sujeto en el que
se ha de realizar la prevencion o el tratamiento puede ser un animal; especialmente un ser humano.

Cuando la composicién farmacéutica de la presente divulgacién se usa para el tratamiento real, pueden emplearse

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2985766 T3

composiciones farmacéuticas de diversas formas farmacéuticas dependiendo de los usos, preferentemente, una
inyeccidn, una preparacién oral o similares.

Estas composiciones farmacéuticas pueden formularse mezclando, diluyendo o disolviendo de acuerdo con métodos
convencionales, ocasionalmente, pueden afiadirse aditivos farmacéuticos adecuados, tales como excipientes,
agentes disgregantes, aglutinantes, lubricantes, diluyentes, tampones, agentes de isotonicidad, conservantes,
agentes humectantes, emulsionantes, agentes dispersantes, estabilizantes y cosolventes, y el proceso de
formulacién puede realizarse de manera habitual dependiendo de la forma farmacéutica.

La composicién farmacéutica de la presente divulgacion también puede administrarse en forma de una preparacion
de liberacion sostenida. Por ejemplo, el TCR de la presente divulgacién se puede incorporar en una pildora o
microcépsula en la que el polimero de liberacion sostenida se usa como vehiculo, y después la pildora o
microcéapsula se implanta quirdrgicamente en el tejido que se ha de tratar. Los ejemplos del polimero de liberacion
sostenida incluyen copolimero de etileno-acetato de vinilo, polihidrometacrilato, poliacrilamida, polivinilpirrolidona,
metilcelulosa, polimero de &cido lactico, copolimero de é&cido lactico-4cido glicélico o similares, preferentemente
polimero biodegradable, tal como polimero de acido lactico y copolimero de acido lactico-acido glicélico.

Cuando la composicién farmacéutica de la presente divulgacién se usa para el tratamiento real, la cantidad del TCR
o complejo de TCR de la presente divulgacién o la célula que presenta el TCR de la presente divulgacién como
principio activo puede determinarse razonablemente basandose en el peso corporal, la edad, el sexo y el grado de
sintomas de cada paciente que ha de tratarse, y en Ultima instancia por un médico.

Ventajas principales:

(1) La afinidad y/o la semivida de unién del TCR de la presente divulgacién para el complejo SLLMWITQC-HLA-
A2 es al menos 2 veces, preferentemente al menos 10 veces la de un TCR de tipo silvestre.

(2) La afinidad y/o la semivida de unién del TCR de la presente divulgacién para el complejo SLLMWITQC-HLA-
A2 es al menos 100 veces, preferentemente al menos 1000 veces, y mas preferentemente hasta 104-107 veces
la de un TCR de tipo silvestre.

(3) Las células efectoras transducidas con el TCR de alta afinidad de la presente divulgacién presenten un fuerte
efecto letal sobre las células diana.

La divulgacion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos especificos. Ha de entenderse que estos
ejemplos tienen fines meramente ilustrativos y no pretenden limitar el alcance de la presente divulgaciéon. Los
métodos experimentales de los siguientes ejemplos que no especifican las condiciones especificas se realizan por lo
general en condiciones convencionales, por ejemplo, condiciones descritas en Sambrook y Russell et al., Molecular
Cloning-A Laboratory Manual (tercera edicién) (2001) CSHL Publishing Company, o de acuerdo con las condiciones
recomendadas por el fabricante. Los porcentajes y partes son en peso a menos que se indique otra cosa.

Materiales y método

Los materiales experimentales utilizados en los ejemplos de la presente divulgacién pueden estar disponibles en el
mercado, a menos que se especifique otra cosa, entre los cuales E. coli DH5a se adquirié en Tiangen, E. coli BL21
(DE3) se adquirié en Tiangen, E. coli Tuner (DE3) se adquiri6 en Novagen y el plasmido pET28a se adquirié en
Novagen.

Ejemplo 1. Generacién de cadenas molde de TCR monocatenario estables con mutaciones en el nicleo
hidréfobo

En la presente divulgacidn, se usdé un método de mutagénesis dirigida al sitio de acuerdo con una bibliografia de
patente WO2014/206304 para construir una molécula de TCR monocatenario estable que consiste en un dominio
variable de cadena ay B de TCR conectado por un péptido corto flexible, y cuyas secuencias de aminoacidos y ADN
son la SEQ ID NO: 54 y la SEQ ID NO: 55, respectivamente, como se muestra en las Figuras 7a y 7b. La molécula
de TCR monocatenario se us6 como molde para cribar moléculas de TCR de alta afinidad. Las secuencias de
aminoacidos del dominio variable a (SEQ ID NO: 3) y el dominio variable § (SEQ ID NO: 4) de la cadena molde se
muestran en las Figuras 2a y 2b; las secuencias de ADN correspondientes son las SEQ ID NO: 5 y 6,
respectivamente, como se muestra en las Figuras 3a y 3b; y la secuencia de aminoacidos y la secuencia de ADN del
enlazador corto flexible son las SEQ ID NO: 7 y 8, respectivamente, como se muestra en las Figuras 4a y 4b.

El gen diana que porta la cadena molde se digirié con Ncol y Notl, y se ligé con el vector pET28a digerido con Ncol y
Notl. El producto de ligadura se transformé en E. coli DH5a, sembrado en una placa LB que contenia kanamicina, se
invirti6 y se cultivé a 37 °C durante la noche, y los clones positivos se seleccionaron para el cribado por PCR. Se
secuenciaron recombinantes positivos para determinar la secuencia correcta y el plasmido recombinante se extrajo y
se transfirié a E. coli BL21 (DE3) para la expresién.
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Ejemplo 2. Expresioén, renaturalizacién y purificacion del TCR monocatenario estable construido en el
Ejemplo 1.

Todas las colonias de BL21(DE 3) que contenian el plasmido recombinante pET28a-cadena molde preparado en el
Ejemplo 1 se inocularon en medio LB que contenia kanamicina y se cultivaron a 37 °C hasta que la DOgqo fue de 0,6-
0,8. Se afiadié IPTG a una concentracion final de 0,5 mM y la mezcla se cultivé a 37 °C durante otras 4 horas. Los
sedimentos celulares se recogieron mediante centrifugacién a 5000 rpm durante 15 minutos y los sedimentos
celulares se lisaron con Bugbuster Master Mix (Merck). Los cuerpos de inclusién se recuperaron mediante
centrifugacién a 6000 rpm durante 15 min, seguido de lavado con Bugbuster (Merck) para eliminar los residuos
celulares y la fraccion de membrana. Los cuerpos de inclusién se recogieron mediante centrifugacién a 6000 rpm
durante 15 minutos y se disolvieron en un tampén (Tris-HCI 20 mM, pH 8,0, urea 8 M), y las materias insolubles se
eliminaron mediante centrifugacién a alta velocidad. El sobrenadante se determiné cuantitativamente mediante el
método de BCA y después se dispensé y almacenéd a -80 °C hasta su uso.

A 5 mg de proteina de cuerpo de inclusién de TCR monocatenario disuelta se le afiadieron 2,5 ml de tampdn (Gua-
HCI 6 M, Tris-HCI 50 mM pH 8,1, NaCl 100 mM, EDTA 10 mM), después se afiadié DTT a una concentracién final de
10 mM y la mezcla se incubé a 37 °C durante 30 min. Los TCR monocatenarios tratados anteriormente se afiadieron
gota a gota a 125 ml de tampén de replegamiento (Tris-HCI 100 mM, pH 8,1, L-arginina 0,4 M, urea 5 M, EDTA
2 mM, B-mercaptoetilamina 6,5 mM, Cistamina 1,87 mM) con una jeringa y la mezcla se agité a 4 °C durante 10 min.
Después, la solucién replegada se cargd en una bolsa de dialisis con membrana de celulosa con un limite de 4 kDa,
y la bolsa de diélisis se colocé en 1 litro de agua preenfriada y se agité lentamente a 4 °C durante la noche. Después
de 17 horas, el liquido de dialisis se cambié por 1| de tampén previamente enfriado (Tris-HClI 20 mM pH 8,0) y la
dialisis continué durante 8 h a 4 °C. Después, el liquido de diélisis se reemplaz6 con el mismo tampén nuevo y la
dialisis continué durante la noche. Después de 17 horas, la muestra se filtré a través de un filtro de 0,45 um, se
desgasificd al vacio y se purificé a través de una columna de intercambio anidnico (HiTrap Q HP, GE Healthcare)
con una elucién en gradiente lineal de NaCl 0-1 M preparado con Tris-HCI 20 mM, pH 8,0. Las fracciones recogidas
se sometieron a analisis por SDS-PAGE vy las fracciones que contenian TCR monocatenarios se concentraron y se
purificaron adicionalmente mediante una columna de filtracién en gel (Superdex 75 10/300, GE Healthcare) y los
componentes diana también se sometieron a anélisis por SDS-PAGE.

Se analiz6 adicionalmente la pureza de las fracciones eluidas para el analisis BlAcore usando filtracion en gel. Las
condiciones fueron las siguientes: columna cromatografica Agilent Bio SEC-3 (300 A, ¢ 7,8x300 mm), fase movil,
tampén fosfato 150 mM, caudal 0,5 ml/min, temperatura de la columna 25 °C y longitud de onda de deteccién UV
214 nm.

Ejemplo 3. Caracterizacion de la unién
Analisis BlAcore

La actividad de unién de la molécula de TCR al complejo SLLMWITQC-HLA-A2 se detecté usando el sistema de
analisis en tiempo real BlAcore T200. El anticuerpo anti-estreptavidina (GenScript) se afiadié a un tampén de
acoplamiento (tampdn de acetato de sodio 10 mM, pH 4,77), y después el anticuerpo se hizo pasar a través de un
chip CM5 preactivado con EDC y NHS para inmovilizar el anticuerpo sobre la superficie del chip. La superficie
activada sin reaccionar por ultimo se bloqueé con una solucién de etanolamina en 4cido clorhidrico para completar el
proceso de acoplamiento a un nivel de acoplamiento de aproximadamente 15.000 UR.

Una concentracién baja de estreptavidina fluyd sobre la superficie del chip recubierto con anticuerpo, después, el
complejo SLLMWITQC-HLA-A2 fluy a través del canal de deteccién y se usé otro canal como canal de referencia.
Biotina 0,05 mM fluy6 sobre el chip durante 2 min a un caudal de 10 pl/min, bloqueando de este modo los sitios de
union restantes para la estreptavidina. La afinidad se determiné mediante analisis cinético de ciclo Unico. EI TCR se
diluyé a varias concentraciones diferentes con tampén HEPES-EP (HEPES 10 mM, NaCl 150 mM, EDTA 3 mM, P20
al 0,005 %, pH 7,4) y fluyé sobre la superficie del chip a su vez a un caudal de 30 pl/min, con un tiempo de unién de
120 s por inyeccidén. Después de la ultima inyeccién, el chip se colocé para disociacién durante 600 s. Al final de
cada ronda de ensayo, el chip se regenerd con Gly-HCI 10 mM, pH 1,75. Los parametros cinéticos se calcularon
usando el software BlAcore Evaluation.

El proceso de preparacidn para el complejo SLLMWITQC-HLA-A2 anterior se describe a continuacion:

a. Purificacion

Se recogieron 100 ml de liquido de E. coli inducido para expresar cadena pesada o ligera y se centrifuaron a 8000 g
durante 10 min a 4 °C, y las células se lavaron una vez con 10 ml de PBS, y después se agitaron vigorosamente en
5 ml de reactivos de extraccion BugBuster Master Mix (Merck) para resuspender las células. La suspension se
incub6 durante 20 min a temperatura ambiente y después se centrifugd a 6000 g durante 15 min a 4°C. El
sobrenadante se descarté para recoger cuerpos de inclusion.

Los cuerpos de inclusién anteriores se resuspendieron en 5ml de BugBuster Master Mix y se incubaron
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verticalmente a temperatura ambiente durante 5 min. Se afiadieron 30 ml de BugBuster diluido 10 veces, se
mezclaron y se centrifugaron a 6000 g durante 15 min a 4 °C. El sobrenadante se deseché, se afiadieron 30 ml de
BugBuster diluido en 10 veces para resuspender el cuerpo de inclusidén, se mezclaron y se centrifugaron dos veces a
6000 g a 4 °C durante 15 min. Se afiadieron 30 ml de Tris-HCI 20 mM, pH 8,0, para resuspender los cuerpos de
inclusién, se mezclaron y se centrifugaron a 6000 g a 4 °C durante 15 min. Por ultimo, los cuerpos de inclusién se
disolvieron en Tris-HCI| 20 mM, urea 8 M, y la pureza de los cuerpos de inclusiéon se determindé mediante SDS-PAGE
y la concentracién se midi6 con el kit BCA.

b. Replegamiento

El péptido corto sintetizado SLLMWITQC (Beijing Saibaisheng Gene Technology Co., Ltd.) se disolvié en DMSO a
una concentracién de 20 mg/ml. Se solubilizaron cuerpos de inclusién de cadena ligera y pesada en urea 8 M, Tris
20 mM, pH 8,0, DTT 10 mM, y se desnaturalizaron adicionalmente afiadiendo clorhidrato de guanidina 3 M, acetato
de sodio 10 mM, EDTA 10 mM antes de replegar. El péptido SLLMWITQC se afiadié a un tampén de replegamiento
(L-arginina 0,4 M, Tris 100 mM pH 8,3, EDTA 2 mM, glutation oxidado 0,5 mM, glutatién reducido 5 mM, PMSF
0,2 mM, enfriado a 4 °C) a 25 mg/l (concentracién final). Después se afiadieron sucesivamente 20 mg/l de cadena
ligera y 90 mg/l de cadena pesada (concentracién final, la cadena pesada se afiadié en tres porciones, 8 h/porcién) y
se replegaron a 4 °C durante al menos 3 dias hasta completar el replegamiento, y se usé SDS-PAGE para confirmar
el replegamiento.

c Purificacién tras replegamiento

El tampén de replegamiento se reemplazé con 10 volimenes de Tris 20 mM, pH 8,0 para dialisis, y el tampdn se
intercambié al menos dos veces para reducir sustancialmente la fuerza iénica de la solucién. Después de la dialisis,
la solucion de proteina se filtré a través de un filtro de acetato de celulosa de 0,45 pmy se cargé en una columna de
intercambio aniénico HiTrap Q HP (GE, General Electric Company) (5 ml de volumen de lecho). La proteina se eluyé
con un gradiente lineal de NaCl 0-400 mM preparado en Tris 20 mM, pH 8,0 usando Akta Purifier (GE), y el pMHC se
eluyé a NaCl aproximadamente 250 mM. Se recogieron las fracciones maximas y se detecté la pureza de las
mismas mediante SDS-PAGE.

d. Biotinilacion

Las moléculas de pMHC purificadas se concentraron en un tubo de ultrafiltracién Millipore, mientras que el tampén
se reemplazé6 con Tris 20 mM pH 8,0, y después se afiadieron reactivo de biotinilaciéon Bicine 0,05 M pH 8,3, ATP
10 mM, MgOAc 10 mM, D-Biotina 50 uM y enzima BirA (GST-BirA) 100 pg/ml. La mezcla resultante se incubé a
temperatura ambiente durante la noche y se us6 SDS-PAGE para detectar la finalizacidén de la biotinilacién.

e. Purificacién del complejo biotinilado

Las moléculas de pMHC biotiniladas y marcadas se concentraron a 1 ml en un tubo de ultrafiltracién Millipore. El
pMHC biotinilado se purific6 mediante cromatografia de filtracién en gel. Se cargé 1 ml de moléculas de pMHC
biotiniladas concentradas en una columna HiPrep™ 16/60 S200 HR (GE) preequilibrada con PBS filtrado usando un
purificador Akta (GE) y eluida con PBS a un caudal de 1 ml/min. Las moléculas de pMHC biotiniladas se eluyeron
como un Unico pico a aproximadamente 55 ml. Las fracciones que contenian proteinas se combinaron y se
concentraron en un tubo de ultrafiltracién Millipore. La concentracién de proteina se determind mediante el método
de BCA (Thermo), se afiadié un céctel inhibidor de proteasa (Roche) y las moléculas de pMHC biotiniladas se
dispensaron y almacenaron a -80 °C.

Ejemplo 4. Generacién de TCR monocatenario de alta afinidad

La tecnologia de presentacién en fagos es un medio para generar bibliotecas de variantes de TCR de alta afinidad
para cribar variantes de alta afinidad. El método de cribado y presentacién en fagos de TCR descrito por Li et al.
((2005) Nature Biotech 23(3): 349-354) se aplicé al molde de TCR monocatenario del Ejemplo 1. Se establecié una
biblioteca de TCR de alta afinidad mutando regiones CDR de la cadena de molde y se analizaron. Después de
varias rondas de andlisis, la biblioteca de fagos puede unirse especificamente al antigeno correspondiente, se
selecciond el monoclén y se realiz6 el anélisis de secuencia.

Se usd el método BlAcore del Ejemplo 3 para analizar la interaccién entre una molécula de TCR y el complejo
SLLMWITQC-HLA-A2, y se separd por cribado un TCR de alta afinidad con afinidad y/o semivida de unién de al
menos 2 veces la del TCR de tipo silvestre, es decir, la constante de equilibrio de disociacién Kp del TCR de alta
afinidad cribado para la unién al complejo SLLMWITQC-HLA-A2 es menor o igual a la mitad de la constante de
equilibrio de disociacién Kp del TCR de tipo silvestre para la unién al complejo SLLMWITQC-HLA-A2, y los
resultados se muestran en la Tabla 3 a continuacién. Se detectd que el valor de Kp de la interaccién entre el TCR de
referencia y el complejo SLLMWITQC-HLA-A2 era de 43 uM usando el método anterior, y la curva de interaccion se
muestra en la Fig. 12, es decir, el valor de Kp del TCR de tipo silvestre que interactia con el complejo SLLMWITQC-
HLA-A2 también es de 43 uM (4,3E-05 M).

26



10

15

20

ES 2985766 T3

Especificamente, cuando se usa la numeracién que se muestra en la SEQ ID NO: 1, muté un aminoacido en uno o
més de entre los siguientes sitios en el dominio variable de cadena a de estos mutantes de TCR de alta afinidad:
27T, 288, 291, 30N, 518, 52N, 53E, 54R, 90A, 91T, 93A, 94N, 95G, 96K, 971y 981 y/o cuando se usa la numeracién
que se muestra en la SEQ ID NO: 41, muté un aminodcido en uno o més de los siguientes sitios en el dominio
variable de cadena B de estos mutantes de TCR de alta afinidad: S1N, 52N, 53V, 54P, 955, 96L y 98S.

Més especificamente, cuando se usa la numeracién que se muestra en la SEQ ID NO: 1, los dominios variables de
cadena a de estos TCR de alta afinidad comprenden uno o mas restos de aminoacidos seleccionados del grupo que
consiste en 27G, 28W, 29A o0 29V, 30Q, 51T, 52G, 53Q, 54Q o 54A, 90M, 91Y, 93E 0 93Q, 94F 0 94Y 0 94W, 95A o
95Q, 96W 0 96R 0 96T 0 96S 0 96M o0 96L, 97W 0 97V 0 97Y 0 97P, y 98E 0 98N 0 98D 0 98Q 0 98K 0 98V 098G o
98M o 98S; y/o cuando se usa la numeracién que se muestra en la SEQ ID NO: 2, los dominios variables de cadena
B de estos TCR de alta afinidad comprenden uno o més restos de aminoacidos seleccionados del grupo que
consiste en 51H, 52G, 53A, 54V, 95Q o0 95M, 96R o 96K o0 96M y 98A o 98G o 98P.

Las secuencias de aminoéacidos especificas de los dominios variables de la cadena a (SEQ ID NO: 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15,16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36 y 37) y los dominios variables
de cadena B (SEQ ID NO: 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52 y 53) de los TCR monocatenarios
de alta afinidad se muestran en las Figuras 5(1)-(29) y las Figuras 6(1)-(16), respectivamente.

Tabla 3
Numeracién de TCR monocatenario | Dominio variable de TCR monocatenario (SEQ ID NO.) | Kp (M)
a B
s-1 9 4 2,97E-09
s-2 10 38 2,66E-10
s-3 11 38 2,78E-10
s-4 11 39 4,75E-10
s-5 11 40 3,57E-10
s-6 12 11 3,42E-10
s-7 13 41 2,95E-10
s-8 14 38 3,41E-10
s-9 15 42 3,17E-10
s-10 16 41 4,25E-10
s-11 17 40 5,72E-10
s-12 3 43 3,80E-07
s-13 3 44 1,58E-06
s-14 3 45 4,91E-06
s-15 3 46 8,51E-07
s-16 3 47 1,69E-06
s-17 3 48 1,01E-07
s-18 3 49 1,57E-07
s-19 18 4 4,73E-06
s-20 19 4 3,33E-07
s-21 20 4 1,08E-07
s-22 21 4 1,54E-07
s-23 22 4 3,25E-07
s-24 23 4 2,79E-07
s-25 24 4 1,97E-07
s-26 25 4 1,06E-07
s-27 26 4 1,09E-06
s-28 27 4 3,96E-07
s-29 28 4 1,27E-06
s-30 29 4 1,04E-06
s-31 30 4 1,31E-06
s-32 31 4 4,71E-10
s-33 32 4 3,14E-10
s-34 33 4 7,16E-10
s-35 34 4 5,11E-10
s-36 10 4 8,43E-10
s-37 14 4 8,55E-10
s-38 35 4 9,43E-10
s-39 36 4 1,08E-09
s-40 37 4 1,11E-09
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(continuacién)

Numeracién de TCR monocatenario | Dominio variable de TCR monocatenario (SEQ ID NO.) | Kp (M)
a p
s-41 3 50 5,21E-08
s-42 3 51 7,60E-08
s-43 3 52 9,39E-08
s-44 3 53 6,68E-08

Ejemplo 5. Generacion de TCR heterodimérico af de alta afinidad

Las mutaciones en las regiones CDR de los TCR monocatenarios de alta afinidad seleccionados en el Ejemplo 4 se
introdujeron en los sitios correspondientes del dominio variable del TCR heterodimérico af, y su afinidad por el
complejo SLLMWITQC-HLA-A2 se detectdé mediante BlAcore. Los sitios mutados de alta afinidad pueden
introducirse en las regiones CDR anteriores mediante un método de mutagénesis dirigida al sitio bien conocido por
un experto en la materia. Las secuencias de aminoacidos del dominio variable de cadena a y cadena 3 del TCR de
tipo silvestre anterior se muestran en las Figuras 1a (SEQ ID NO: 1) y 1b (SEQ ID NO: 2), respectivamente.

Cabe sefialar que con el fin de obtener un TCR soluble mas estable para una evaluacién mas sencilla de la afinidad
de unién y/o la semivida de unidén entre el TCR y el complejo SLLMWITQC-HLA A2, el TCR heterodimérico af puede
ser un TCR en el que un resto cisteina se introduce respectivamente en el dominio constante de cadena ay B para
formar un enlace disulfuro intercatenario artificial. En este ejemplo, las secuencias de aminoacidos de las cadenas a
y B de TCR después de introducir un resto cisteina se muestran en la Figura 8a (SEQ ID NO: 56) y 8b (SEQ ID NO:
57), y los restos cisteina introducidos se indican con letras en negrita.

De acuerdo con los métodos convencionales descritos en Molecular Cloning a Laboratory Manual (3.2 edicién,
Sambrook y Russell), se sintetizan genes de secuencias extracelulares de las cadenas ay p de TCR que se han de
expresar y se insertan en un vector de expresién pET28a+ (Novagene), en el que los sitios de clonacidn en direccién
5'y en direccién 3' son Ncol y Notl, respectivamente. Las mutaciones en las regiones CDR se introducen mediante
PCR de superposicién bien conocida por un experto en la materia. El fragmento insertado se secuencié para
confirmar que era correcto.

Ejemplo 6. Expresién, replegamiento y purificacion de TCR heterodimérico a8

Los vectores de expresién para las cadenas ay 3 de TCR se transformaron en la bacteria de expresiéon BL21 (DE3)
mediante transformacién quimica, respectivamente. Las bacterias se cultivaron en medio LB y se indujeron con una
concentracién final de IPTG 0,5mM a DOego = 0,6. Los cuerpos de inclusion formados después de que se
expresasen las cadenas ay 3 de TCR se extrajeron con BugBuster Mix (Novagene) y se lavaron repetidamente con
solucién BugBuster. Los cuerpos de inclusién por ultimo se disolvieron en clorhidrato de guanidina 6 M, ditiotreitol
10 mM (DTT), &cido etilendiaminotetraacético (EDTA) 10 mM y Tris 20 mM (pH 8,1).

Las cadenas a y B de TCR disueltas se mezclaron rapidamente en urea 5 M, arginina 0,4 M, Tris 20 mM (pH 8,1),
cistamina 3,7 mM y B-mercaptoetilamina 6,6 mM (4 °C) a una relacién en masa de 1:1. La concentracién final es de
60 mg/ml. Después de la mezcla, la solucién se dializé frente a 10 volimenes de agua desionizada (4 °C), y después
de 12 horas, se intercambidé agua desionizada con un tampén (Tris 20 mM, pH 8,0) y la dialisis continué a 4 °C
durante 12 horas. Una vez finalizada la diélisis, la solucién se filtré a través de un filtro de 0,45 pM y se purificé a
través de una columna de intercambio aniénico (HiTrap Q HP, 5 ml, GE Healthcare). El pico de elucién del TCR que
contenia dimeros ay B replegados satisfactoriamente se confirmé mediante gel de SDS-PAGE. Después, el TCR se
purificd adicionalmente mediante cromatografia de filtracién en gel (HiPrep 16/60, Sephacryl S-100 HR, GE
Healthcare). Se determind que la pureza del TCR purificado mediante SDS-PAGE era superior al 90 %, y la
concentracién del mismo se determiné mediante el método de BCA.

Ejemplo 7. Resultados del analisis por BlAcore

La afinidad del TCR heterodimérico af, en el que se introdujo una regién CDR de alta afinidad, para el complejo
SLLMWITQC-HLA-A2 se detectdé mediante el uso del método descrito en el Ejemplo 3.

Las regiones CDR seleccionadas de las cadenas a y p de TCR monocatenario de alta afinidad se transfirieron a las
posiciones correspondientes del dominio variable de cadena a de TCR de tipo silvestre SEQ ID NO: 1 y el dominio
variable de cadena B SEQ ID NO: 2, respectivamente, para formar un TCR heterodimérico aB. Las secuencias de
aminodacidos de los nuevos dominios variables de cadena ay B de TCR resultantes se muestran en las Figuras 9(1)-
(29) y las Figuras 10(1)-(16), respectivamente. Puesto que las regiones CDR de una molécula de TCR determinan
su afinidad por el complejo pMHC correspondiente, un experto en la materia puede anticipar que un TCR
heterodimérico ap, en el que se introduce un sitio de mutacién de alta afinidad también tiene una alta afinidad por el
complejo SLLMWITQC-HLA-A2. El vector de expresion se construyd mediante el método descrito en el Ejemplo 5, el
TCR heterodimérico af mencionado anteriormente con una mutacién de alta afinidad que se esté introduciendo se
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expresé, se repleg6 y se purificé mediante el método descrito en el Ejemplo 6, y después se determiné la afinidad
del TCR por el complejo SLLMWITQC-HLA-A2 mediante BlAcore T200, como se muestra en la Tabla 4 a
continuacion.

Tabla 4
Numeracién de TCR | Dominio variable de TCR (SEQ ID NO) | Kp (M)
a B
1 58 2 2,90E-10
2 59 87 1,10E-11
3 60 87 1,13E-11
4 60 88 1,43E-11
5 60 89 1,35E-11
6 61 90 1,19E-11
7 62 90 6,63E-12
8 63 87 8,77E-12
9 64 91 8,41E-12
10 65 90 6,05E-12
11 66 89 9,70E-12
12 1 92 2,13E-06
13 1 93 1,72E-06
14 1 94 1,02E-06
15 1 95 1,04E-06
16 1 96 1,60E-06
17 1 97 3,01E-07
18 1 98 1,33E-07
19 67 2 9,69E-07
20 68 2 2,24E-05
21 69 2 3,26E-08
22 70 2 1,12E-07
23 71 2 3,57E-07
24 72 2 1,54E-07
25 73 2 3,10E-07
26 74 2 1,15E-07
27 75 2 5,69E-07
28 76 2 2,97E-07
29 77 2 5,90E-07
30 78 2 4,37E-07
31 79 2 6,86E-07
32 80 2 2,57E-11
33 81 2 3,80E-11
34 82 2 2,17E-11
35 83 2 4,55E-11
36 59 2 3,55E-11
37 63 2 3,03E-11
38 84 2 3,29E-11
39 85 2 5,70E-11
40 86 2 1,13E-10
41 1 99 1,59E-06
42 1 100 2,43E-06
43 1 101 1,04E-06
44 1 102 7,02E-06

Como puede observarse a partir de la Tabla 4, el TCR heterodimérico af con sitios de mutacién introducidos en
regiones CDR mantiene una alta afinidad por el complejo SLLMWITQC-HLA-A2. La afinidad del TCR heterodimérico
por el complejo SLLMWITQC-HLA-A2 es al menos 2 veces la del TCR de tipo silvestre.

Ejemplo 8. Expresion, replegamiento y purificaciéon de fusiones de anticuerpos anti-CD3 con TCR
monocatenario de alta afinidad

La molécula de TCR monocatenario de alta afinidad de la presente divulgacién se fusiona con una molécula
monocatenaria (scFv) de un anticuerpo anti-CD3 para construir una molécula de fusién. Se disefiaron cebadores
mediante PCR de superposicién y los genes de los anticuerpos anti-CD3 y la molécula de TCR monocatenario de
alta afinidad se ligaron. El enlazador intermedio se disefi6 como GGGGS y el fragmento génico de la molécula de
fusién tenia sitios de enzimas de restriccion Ncol y Notl. El producto de amplificaciéon por PCR se digirié con Ncol y
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Notl y se ligd con el vector pET28a digerido con Ncol y Notl. El producto de ligadura se transformé en células
competentes de E. coli DH5a y se sembraron en placas de LB que contenian kanamicina y se invirtieron y se
cultivaron durante la noche a 37 °C. Se seleccionaron clones positivos para el cribado por PCR y los recombinantes
positivos se secuenciaron para determinar la secuencia correcta. Los plasmidos recombinantes se extrajeron y se
transformaron en células competentes de E. coli BL21 (DE3) para la expresién.

Expresion de proteina de fusién

El plasmido de expresidn que contenia el gen de interés se transformé en E. coli cepa BL21 (DE3), se sembré en
una placa de LB (kanamicina, 50 ug/ml) y se cultivd a 37 °C durante la noche. Al dia siguiente, los clones se
seleccionaron y se inocularon en 10 ml de medio liquido LB (kanamicina, 50 pug/ml), se cultivaron durante 2-3 h,
después se inocularon en 1 litro de medio LB (kanamicina, 50 ug/ml) a una relacién en volumen de 1:100, se
cultivaron hasta que la DOgoo fue de 0,5-0,8 y después se indujeron a expresar la proteina de interés usando IPTG a
una concentracién final de 0,5mM. 4 horas después de la induccién, las células se recogieron mediante
centrifugacién a 6000 rpm durante 10 min. Las células se lavaron una vez en tampén de PBS y se dispensaron. Se
tomaron células correspondientes a 200 ml del cultivo bacteriano y se lisaron con 5 ml de BugBuster Master Mix
(Novagen), y los cuerpos de inclusiéon se recogieron mediante centrifugacién a 6000 g durante 15 minutos. Los
cuerpos de inclusién se lavaron 4 veces con detergente para eliminar los residuos celulares y los componentes de la
membrana. Después, los cuerpos de inclusién se lavaron con un tampén tal como PBS para eliminar el detergente y
la sal. Por ultimo, los cuerpos de inclusion se disolvieron en una solucién tampén de Tris que contenia urea 8 M, la
concentracién de los cuerpos de inclusién se midié y los cuerpos de inclusién se dispensaron y crioconservaron a -
80 °C.

Replegamiento de proteinas de fusién

Se tomaron aproximadamente 10 mg de cuerpos de inclusién de un congelador a temperatura ultrabaja de -80 °C y
se descongelaron, e afiadié ditiotreitol (DTT) a una concentracién final de 10 mM y la mezcla se incub6 a 37 °C
durante 30 min a 1 hora para garantizar la apertura completa del enlace disulfuro. Después, la solucién de la
muestra de cuerpos de inclusion se afiadié gota a gota a 200 ml de tampén de replegamiento preenfriado a 4 °C
(Tris 100 mM, pH 8,1, L-arginina 400 mM, EDTA 2 mM, urea 5 M, B-mercaptoetilamina 6,5 mM, Cistamina 1,87 mM),
respectivamente, y se agitaron lentamente a 4 °C durante aproximadamente 30 minutos. La solucién de
replegamiento se dializ6 frente a 8 volimenes de Ho,O preenfriada durante 16-20 horas. Se dializé adicionalmente
dos veces con 8 volimenes de Tris 10 mM, pH 8,0, y la dialisis continué a 4 °C durante aproximadamente 8 horas.
Después de la dialisis, la muestra se filtrd y se sometié al siguiente proceso de purificacion.

Primera etapa de purificacién de la proteina de fusién

El material dializado y replegado (en Tris 10 mM, pH 8,0) se eluyd en una columna rellenada previamente de
cromatografia de intercambio aniénico POROS HQ/20 (Applied Biosystems) con un gradiente de NaCl 0-600 mM
usando un purificador AKTA (GE Healthcare). Cada componente se analizé mediante SDS-PAGE tefiida con azul
brillante de Coomassie y después se combiné.

Segunda etapa de purificacion de la proteina de fusién

La soluciéon de muestra purificada y combinada de la primera etapa se concentré para la purificacién en esta etapa, y
la proteina de fusién se purificé mediante una columna rellenada previamente de cromatografia de filtraciéon en gel
Superdex 75 10/300 GL (GE Healthcare) preequilibrada en tampén de PBS. Los componentes de los picos se
analizaron mediante SDS-PAGE tefiido con azul brillante de Coomassie y después se combinaron.

Ejemplo 9. Expresion, replegamiento y purificacion de fusiones de anticuerpo anti-CD3 con TCR
heterodimérico ap de alta afinidad

Se prepar6 una molécula de fusiéon fusionando un anticuerpo monocatenario anti-CD3 (scFv) con un TCR
heterodimérico af. El scFv anti-CD3 se fusioné con la cadena B de TCR, y la cadena 3 de TCR puede comprender
un dominio variable de cadena B de cualquiera de los TCR heterodiméricos af de alta afinidad anteriores, y la
cadena a de TCR de la molécula de fusién puede comprender el dominio variable de cadena a de cualquiera de los
TCR heterodiméricos ap de alta afinidad anteriores.

Construccion de vector de expresién para molécula de fusién

1. Construccién de vector de expresién para cadena o

El gen diana que porta la cadena a del TCR heterodimérico a3 se digirié con Ncol y Notl, y se ligé con el vector
pET28a digerido con Ncol y Notl. El producto de ligadura se transformé en E. coli DH5a, se sembré en una placa de

LB que contenia kanamicina, se invirtié y se cultivé durante la noche a 37 °C. Se seleccionaron clones positivos para
el cribado por PCR y los recombinantes positivos se secuenciaron para determinar la secuencia correcta. Los
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plasmidos recombinantes se extrajeron y se transformaron en E. coli Tuner (DE3) para la expresién.
2. Construccién de vector de expresion para cadena g anti-CD3 (scFv)

Los cebadores se disefiaron mediante PCR de superposicién para ligar el scFv anti-CD3 y el gen de la cadena
TCRP heterodimérica de alta afinidad, el enlazador intermedio era GGGGS, y el fragmento génico de la proteina de
fusién de scFv anti-CD3 y la cadena TCRp heterodimérica de alta afinidad tenia los sitios de endonucleasa de
restriccién Ncol (CCATGG) y Notl (GCGGCCGC). El producto de amplificacién por PCR se digirié con Ncol y Notl y
se ligd con el vector pET28a digerido con Ncol y Notl. El producto de ligadura se transformé en células competentes
de E. coli DH5a, se sembrd en una placa de LB que contenia kanamicina, se invirti y se cultivé durante la noche a
37 °C. Se seleccionaron clones positivos para el cribado por PCR y los recombinantes positivos se secuenciaron
para determinar la secuencia correcta. Los plasmidos recombinantes se extrajeron y se transformaron en células
competentes de E. coli Tuner (DE3) para la expresion.

Expresion, replegamiento y purificaciéon de proteina de fusién

Los plasmidos de expresién se transformaron por separado en células competentes de E. coli Tuner (DE3), se
sembraron en placas de LB (kanamicina 50 ug/ml) y se cultivaron durante la noche a 37 °C. Al dia siguiente, los
clones se recogieron y se inocularon en 10 ml de medio liquido LB (kanamicina 50 pg/ml) durante 2-3h y se
inocularon en 11 de medio LB a una relacién en volumen de 1:100, el cultivo continué hasta que la DO600 fue de
0,5-0,8 y se afiadié una concentracién final de IPTG 1 mM para inducir la expresién de la proteina de interés.
Después de 4 horas, las células se recogieron por centrifugacion a 6000 rpm durante 10 minutos. Las células se
lavaron una vez en tampén de PBS y se dispensaron, y se tomaron células correspondientes a 200 ml del cultivo
bacteriano y se lisaron con 5 ml de BugBuster Master Mix (Merck), se recogieron cuerpos de inclusién mediante
centrifugacién a 6000 g durante 15 minutos y después se lavaron con detergente 4 veces para eliminar los residuos
celulares y los componentes de membrana. Después, los cuerpos de inclusién se lavaron con un tampén tal como
PBS para eliminar el detergente y la sal. Por altimo, los cuerpos de inclusién se disolvieron en clorhidrato de
guanidina 6 M, ditiotreitol 10 mM (DTT), &cido etilendiaminotetraacético 10 mM (EDTA), Tris 20 mM, solucién tampén
pH 8,1 y se determiné la concentracién de cuerpos de inclusién. Los cuerpos de inclusién se dispensaron y
crioconservaron a -80 °C.

La cadena TCRa disuelta y el anti-CD3 (scFv)-cadena B se mezclaron rapidamente a una relacién en masa de 2:5
en urea 5M (urea), L-arginina 0,4 M (L-arginina), Tris 20 mM, pH 8,1, cistamina 3,7 mM y B-mercaptoetilamina
6,6 mM (4°C), y las concentraciones finales de cadena a y anti-CD3 (scFv)-cadena {3 fueron de 0,1 mg/ml,
0,25 mg/ml, respectivamente.

Después de la mezcla, la solucién se dializé frente a 10 volimenes de agua desionizada (4 °C), y después de 12
horas, se intercambi6 agua desionizada con tampén (Tris 10 mM, pH 8,0) durante otras 12 horas a 4 °C. Después de
completar la diélisis, la solucién se filtr6 a través de un filtro de 0,45 uM y se purific6 mediante una columna de
intercambio aniénico (HiTrap Q HP 5 ml, GE Healthcare). Los picos eluidos que contenian la cadena a de TCR
reconstituida y el TCR de dimero anti-CD3 (scFv)-cadena B se confirmaron mediante gel de SDS-PAGE. Después, la
molécula de fusion de TCR se purific6 mediante cromatografia de exclusién molecular (S-100 16/60, GE Healthcare)
y se purificé adicionalmente mediante una columna de intercambio anidnico (HiTrap Q HP 5 ml, GE Healthcare). Se
determiné que la pureza de la molécula de fusién de TCR purificada mediante SDS-PAGE era superior al 90 %, y la
concentracién se determiné mediante el método de BCA.

Ejemplo 10. Ensayo de funcién de activacion de las células efectoras transfectadas con TCR de alta afinidad
de la presente divulgacién

Este ejemplo demuestra que las células efectoras transfectadas con el TCR de alta afinidad de la presente
divulgacién tienen un buen efecto de activacién especifica sobre las células diana.

La funcién y la especificidad del TCR de alta afinidad de la presente divulgacién en células se examinaron mediante
el ensayo ELISPOT. Los expertos en la materia conocen bien métodos para detectar la funcién celular usando
ensayos ELISPOT. En el ensayo ELISPOT de IFN-y de este ejemplo, se usaron linfocitos T CD8" aislados de la
sangre de voluntarios sanos y transfectadas con TCR usando lentivirus como células efectoras, y se marcaron como
TCR1 (dominio variable de cadena a SEQ ID NO: 67, dominio variable de cadena f SEQ ID NO: 2) y TCR2 (dominio
variable de cadena a SEQ ID NO: 68, dominio variable de cadena p SEQ ID NO: 2) respectivamente. En el grupo de
control, las células efectoras se marcaron como WT-TCR (transfectadas con TCR de tipo silvestre) y GFP
(transfectadas con GFP). Las estirpes celulares diana fueron células A375, Mel624, Mel526 y NCI-H1650, en las que
las estirpes celulares diana A375 y Mel624 expresaron antigenos relacionados, y Mel526 y NCI-H1650, como
controles, no expresaron antigenos relacionados.

En primer lugar, se prepar6 una placa de ELISPOT. La placa de ELISPOT se activé y se recubrié con etanol durante

la noche a 4 °C. El primer dia del experimento, la solucién de recubrimiento se elimind y la placa se lavé, se bloqued
y se incubé a temperatura ambiente durante 2 horas, y la solucién de bloqueo se eliminé. Los componentes del
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ensayo se afiadieron a la placa de ELISPOT en el siguiente orden: el medio para ajustar las células efectoras a 1 x
10° células/ml y el medio para ajustar cada estirpe celular diana a 2 x 10° células/ml. Después de mezclar
homogéneamente, se afiadieron 100 ul de estirpe celular diana 2x105 células/ml (es decir, 20.000 células/pocillo) y
100 ul de células efectoras 1x10% células/ml (es decir, 10.000 células/pocillo) a los pocillos correspondientes por
duplicado y se incubaron durante la noche (37 °C, CO» al 5 %). El segundo dia del experimento, la placa se lavd, se
sometié a una deteccién y un revelado secundarios, se secé y las manchas formadas en la pelicula se contaron
usando un lector de placas de inmunospot (sistema ELISPOT READER; empresa AID20). Los resultados
experimentales se muestran en la Figura 13, en la que las células efectoras transfectadas con el TCR de alta
afinidad de la presente divulgacién presentan excelentes efectos de activacidén especifica sobre las células diana.

Ejemplo 11. Ensayo de funcidon de destruccién de células efectoras transfectadas con TCR de alta afinidad
de la presente divulgacién

En este ejemplo, la liberacién de LDH se determiné mediante un ensayo de citotoxicidad no radiactiva para verificar
la funcidén de destruccidn de las células que transducen el TCR de la presente divulgacién. El ensayo es un ensayo
de sustitucién colorimétrica para el ensayo de citotoxicidad de liberacion de 51Cr para cuantificar la lactato
deshidrogenasa (LDH) liberada después de la lisis celular. La LDH liberada en el medio se detecté usando una
reaccién enzimatica acoplada de 30 minutos, en la que la LDH convierte la sal de tetrazolio (INT) en formazan rojo.
La cantidad de producto rojo producido es directamente proporcional al nimero de células lisadas. Los datos de
absorbancia de la luz visible a 490 nm pueden recopilarse usando un lector de placas convencional de 96 pocillos.

Los expertos en la materia conocen bien los métodos para detectar la funcién celular usando el ensayo de liberacion
de LDH. En el experimento LDH de este ejemplo, como células efectoras se usaron células PBL aisladas de la
sangre de voluntarios sanos transfectadas con TCR mediante lentivirus. Las estirpes celulares diana fueron células
A375 (3525), MEL624 (1605), NCI-H1650 (2) y MEL526 (4), en las que, A375 (3525) y MEL624 (1605) expresaron el
antigeno NY-ESO-1, y NCI-H1650(2) y MEL526(4), como controles, no expresaron sustancialmente el antigeno NY-
ESO-1.

En primer lugar, se preparé una placa de LDH. El primer dia del experimento, los componentes del ensayo se
afiadieron a la placa en el siguiente orden: el medio para ajustar las células efectoras a 2 x 108 células/ml y el medio
para ajustar cada estirpe celular diana a 5 x 10° células/ml. Después de mezclar homogéneamente, se afiadieron
100 ul de estirpe celular diana 5x10° células/ml (es decir, 50.000 células/pocillo) y 100 ul de células efectoras 2x10°
células/ml (es decir, 200.000 células/pocillo) a los pocillos correspondientes por ftriplicado. Se configuraron
simultdneamente pocillos para células efectoras espontaneas, para células diana esponténeas, para células diana
méaximas, para el control de volumen corregido y para el control de fondo de medio. La placa se incubd durante la
noche (37 °C, CO2 al 5%). El segundo dia del experimento, se detecté revelado de color y después de que
terminase la reaccién, la absorbancia a 490 nm se registré usando un lector de microplacas (Bioteck). Los resultados
del experimento se muestran en la Fig. 14, en la que las células transducidas con el TCR de la presente divulgacién
presentan fuertes efectos de destruccién sobre las células diana que expresan el antigeno relevante, pero no tienen
efectos de destruccién sobre las células diana que no expresan el antigeno relevante.

Ejemplo 12. Ensayo funcional de proteina de fusién de TCR de alta afinidad de la presente divulgacién y
anticuerpo anti-CD3

Este ejemplo demuestra que la proteina de fusién del TCR de alta afinidad de la presente divulgacién y anticuerpo
anti-CD3 es capaz de redirigir células efectoras y presenta buenos efectos de activacion.

Los expertos en la materia conocen bien métodos para detectar la funcién celular usando ensayos ELISPOT. Las
células efectoras utilizadas en el ensayo ELISPOT de IFN-y de este ejemplo fueron linfocitos T CD8+ aislados de la
sangre de voluntarios sanos. Las estirpes celulares diana fueron IM9 y 293T, en donde IM9 expresé el antigeno
relevante y 293T no expresé el antigeno relevante. EI TCR de alta afinidad de la presente divulgacién se selecciond
aleatoriamente y la proteina de fusién se preparé como se describe en el Ejemplo 8. Especificamente, las cadenas a
y B del TCR de alta afinidad seleccionado fueron las siguientes: cadena a SEQ ID NO: 14, cadena  SEQ ID NO: 38;
cadena a SEQ ID NO: 17, cadena  SEQ ID NO: 40; cadena a SEQ ID NO: 13, cadena  SEQ ID NO: 41; cadena a
SEQ ID NO: 11, cadena B SEQ ID NO: 40; cadena a SEQ ID NO: 15, cadena B SEQ ID NO: 42; cadena a SEQ ID
NO: 16, cadena 3 SEQ ID NO: 41; cadena a SEQ ID NO: 11, cadena B SEQ ID NO: 38; SEQ ID NO: 11, cadena B
SEQ ID NO: 39; cadena a SEQ ID NO: 10, cadena § SEQ ID NO: 38; y cadena a SEQ ID NO: 12, cadena  SEQ ID
NO: 41.

En primer lugar, se prepar6 una placa de ELISPOT. La placa de ELISPOT se activé y se recubrié con etanol y se
incub6 durante la noche a 4 °C. El primer dia del experimento, la solucién de recubrimiento se elimin6 y la placa se
lavé, se bloqued y se incubd a temperatura ambiente durante dos horas, y la solucién bloqueadora se eliminé. Los
componentes del ensayo se afiadieron a la placa de ELISPOT en el siguiente orden: medio para ajustar los linfocitos
T CD8+ a 2 x 10* células/ml, medio para ajustar cada estirpe celular diana a 2x10° células/ml y medio para diluir la
proteina de fusién a una concentracién de 0,04 uM (diluida en serie 10 veces, para un total de 6 gradientes de
concentracion). Después de mezclar homogéneamente, se tomaron 50 pl de dilucidén de proteina de fusién, 50 pl de
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estirpe celular diana 2x10° células/ml (es decir, 10.000 células/pocillo) y 100 ul de células efectoras 2x10* células/ml
(es decir, 2.000 células efectoras/pocillo) y se afiadieron a los pocillos correspondientes por duplicado. La placa se
incub6 durante la noche (37 °C, CO, al 5 %). El segundo dia del experimento, la placa se lav6é y se sometié a
deteccién y revelado de color secundarios. La placa se secé y las manchas formadas en la pelicula se contaron
usando un lector de placas de inmunospot (sistema ELISPOT READER; empresa AID20). Los resultados del
experimento se muestran en las Figuras 15a y 15b, y la proteina de fusién del TCR de alta afinidad de la presente
divulgacién y anticuerpo anti-CD3 es capaz de redirigir las células efectoras y presenta buenos efectos de
activacion.

Ejemplo 13. Eficacia in vivo de la molécula de TCR de alta afinidad de la divulgacién

Se inyectaron linfocitos T transfectados con el TCR de alta afinidad de la presente divulgacién en ratones de modelo
de xenoinjerto de melanoma humano para someter a ensayo los efectos inhibidores de los mismos sobre tumores in
vivo.

En el experimento, se usaron como sujetos experimentales ratones NSG (Universidad de Nanjing-Instituto de
Investigacion Biomédica de Nanjing) (hembras, de 6-8 semanas de edad). 10 dias antes del inicio del experimento,
se inyectaron células tumorales A375 (ATCC) cultivadas, recogidas y suspendidas por via subcutanea en un lado del
abdomen de los ratones a razén de 3 * 10%6 células/raton (volumen de inyeccién 200 ul) para establecer el modelo
en ratén de xenoinjerto de melanoma humano.

El dia del experimento, el didmetro largo (a) y el diametro corto (b) del tumor formado de cada ratén se midieron con
un calibre vernier, y el volumen tumoral se calculé de acuerdo con la siguiente férmula: V =a * b * 2/2. Después los
ratones se dividieron en: 5 en el grupo de PBS, 7 en el grupo de control (linfocitos T transfectadas con TCR
irrelevante), 10 en el grupo de linfocitos T transfectadas con TCR1 (dominio variable de cadena a SEQ ID NO: 67,
dominio variable de cadena B SEQ ID NO: 2) y 10 en el grupo de linfocitos T transfectados con TCR2 (dominio
variable de cadena a SEQ ID NO: 68, dominio variable de cadena B SEQ ID NO: 2), y se agruparon aleatoriamente
de acuerdo con el volumen tumoral. Después de la agrupacion, los linfocitos T preparados se inyectaron en los
ratones de los grupos anteriores a través de la vena de la cola a 1*10"7/ratén, respectivamente, y a los ratones del
grupo de PBS se les inyectaron por via intravenosa 100 ul de PBS a través de la vena de la cola.

Después de la inyeccién de TCR-linfocitos T, se tomaron 100 ul de solucién de IL-2 preparada (50000 UI/100 UL) y
se inyectaron por via intraperitoneal en cada ratén, seguido de una inyeccién continua de la misma cantidad de
solucién de IL-2 todos los dias durante 4 dias. Desde el principio del experimento, el diametro tumoral del ratén se
midi6 cada 3 dias y el volumen del tumor se calculd de acuerdo con el método anterior hasta que la accidén del ratén
se vio afectada debido a un tumor excesivo o el tumor retrocedié. Se recopilaron los datos anteriores y se analizaron
estadisticamente los volimenes tumorales de los ratones en cada grupo.

Los resultados experimentales obtenidos se muestran en la Fig. 16. En el grupo de ratones a los que se les
inyectaron linfocitos T transfectados con el TCR de alta afinidad de la presente divulgacién, el crecimiento del tumor
se inhibié significativamente y mostré una tendencia a encoger, mientras que en el grupo de ratones a los que se les
inyectaron linfocitos T transfectados con TCR irrelevante y en el grupo de ratones a los que se les inyecto PBS, el
volumen tumoral aumentd rapidamente.
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REIVINDICACIONES

1. Un receptor de linfocitos T (TCR), que tiene una actividad de unién al complejo SLLMWITQC-HLA A2 y
comprende un dominio variable de cadena a de TCR y un dominio variable de cadena 3 de TCR, el dominio variable
de cadena a de TCR comprende tres regiones CDR y el dominio variable de cadena B de TCR comprende tres
regiones CDR,

en donde el TCR tiene una CDR seleccionada del grupo que consiste en:

TCRN.° | CDR1a | CDR2a CDR3a CDR1B | cDR2B CDR3p
19 TSINN | IRSNERE | MYDENGKII | SGHDY | FNNNVP | ASSLGSNEQY
20 TSINN | IRSNERE | MYDQNGKII | SGHDY | FNNNVP | ASSLGSNEQY.

2. EITCR de la reivindicacién 1, en donde el TCR es soluble.
3. EITCR de la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2, en donde el TCR es un TCR heterodimérico af.

4. EI TCR de la reivindicacion 3, en donde el TCR heterodimérico af comprende (i) todo o parte de la cadena a de
TCR distinta de su dominio transmembrana, y (ii) todo o parte de la cadena B de TCR distinta de su dominio
transmembrana, en donde tanto (i) como (ii) comprenden el dominio variable y al menos una porcién del dominio
constante de la cadena de TCR.

5. EI TCR de la reivindicacién 4, en donde un enlace disulfuro intercatenario artificial estd contenido entre la regién
constante de cadena ay la regién constante de cadena B del TCR heterodimérico ap.

6. El TCR de la reivindicacidén 5, en donde uno o mas grupos de aminoéacidos seleccionados de los siguientes se
sustituyen por restos cisteina que forman un enlace disulfuro intercatenario artificial entre la regién constante de
cadena ay la regién constante de cadena g de TCR heterodimérico ap:

Thr48 del exén 1 de TRAC*01 y Ser57 del exén 1 de TRBC1*01 o TRBC2*01,
Thr45 del exén 1 de TRAC*01 y Ser77 del exén 1 de TRBC1*01 o TRBC2*01,
Tyr10 del ex6n 1 de TRAC*01 y Ser17 del exdn 1 de TRBC1*01 o TRBC2*01;
Thr45 del exén 1 de TRAC*01 y Asp59 del exén 1 de TRBC1*01 o TRBC2*01;
Ser15 del ex6n 1 de TRAC*01 y Glu15 del exdn 1 de TRBC1*01 o TRBC2*01;
Arg53 del exén 1 de TRAC*01 y Ser54 del exén 1 de TRBC1*01 o TRBC2*01,
Pro89 del exén 1 de TRAC*01 y Ala19 del ex6n 1 de TRBC1*01 o TRBC2*01; y
Tyr10 del ex6n 1 de TRAC*01 y Glu20 del ex6n 1 de TRBC1*01 o TRBC2*01.

7. EITCR de la reivindicacién 1, en donde el TCR se selecciona del grupo que consiste en:

Numero de TCR Secuencia del dominio variable de Secuencia del dominio variable de cadena
cadena a SEQ ID NO: SEQ ID NO:
19 67 2
20 68 2.

8. EI TCR de la reivindicacion 1, en donde el TCR es un TCR monocatenario;

0

en donde el TCR es un TCR monocatenario que consiste en un dominio variable de cadena a y un dominio variable
de cadena B, y el dominio variable de cadena a y el dominio variable de cadena B estédn conectados por una
secuencia peptidica corta flexible (enlazador).

9. El TCR de la reivindicaciéon 8, en donde el nlcleo hidréfobo del dominio variable de cadena a y/o el dominio
variable de cadena 3 de TCR esta mutado.

10. EI TCR de la reivindicacién 1,
en donde el TCR se selecciona del grupo que consiste en:

Numero de TCR | Secuencia del dominio variable de cadena Secuencia del dominio variable de cadena
a SEQ ID NO: SEQ ID NO:
s-19 18 4
s-20 19 4.

11. ElI TCR de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas un anticuerpo anti-CD3
unido a la cadena a o B del TCR en el extremo C o N.

12. Un complejo de TCR multivalente que comprende al menos dos moléculas de TCR, y al menos una molécula de

34



10

15

20

25

ES 2985766 T3

TCR es el TCR de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores.

13. Una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica el TCR de una
cualquiera de las reivindicaciones 1-7, 0 una secuencia complementaria de la misma.

14. Un vector que comprende la molécula de 4cido nucleico de la reivindicacién 13.

15. Una célula hospedadora que comprende el vector de la reivindicacién 14 o que tiene la molécula de é&cido
nucleico exégena de la reivindicacién 9 integrada en su genoma.

16. Una célula aislada que expresa el TCR de una cualquiera de las reivindicaciones 1-11.

17. Una composiciéon farmacéutica que comprende un vehiculo farmacéuticamente aceptable y un TCR de una

cualquiera de las reivindicaciones 1-11, o un complejo de TCR de la reivindicacién 12, o la célula de la reivindicacién

16.

18. EI TCR de una cualquiera de las reivindicaciones 1-11, o el complejo de TCR de la reivindicacién 12, o la célula

de la reivindicacién 16, o la composicién farmacéutica de la reivindicacion 13 para su uso en un método de

tratamiento de una enfermedad.

19. Un método para preparar el TCR de una cualquiera de las reivindicaciones 1-11, que comprende las etapas de:
(i) cultivar la célula hospedadora de la reivindicacién 11 para expresar el TCR de una cualquiera de las

reivindicaciones 1-11;
(i) aislar o purificar el TCR.
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g (I8}

UHNCEYRTS INSLOWYRENSGRGLVHEL L IRSSERERHEGRLRVTLDT SRKSRSLLTTAS
FGROTREHILE

SUROEEDQAL \mlt; WA
EAADTASYFUATHAN

§ <163
DPGALSTREGENATMNCE YIS INSLOWYRRASGRGLVHLL L ERSNERERHSCRERVTLDTRERS S LLTTAS
SREGTRL
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L RSNERERRSGREBVTLOTSERSSSLLTTAR

Y RTS TNNLOWYRQN!

WENEREKHAGRERVTLDTAKERESLLITAS

(AT T NO:T8)

SRQGEFPRALS TOEGENATENCS YR TS TNNL UR Y RONSGRGLYHE L TRSSE
REAADTASYFCATDANGTVEFGRGTRLIMLE
ESEG TN NG:TT)

VTLUTSKRSSSLLITAS

STSERSSALLTTAS

LIRTGEGERHAGRLEVTLOTSRRSSESLLTITAS

o7
IR

EARNLARTRQNAGROLYHL LL IRTGRAFRHRGRLRYTLOTRK

RAADTASYFCATHANA
(SEG D NO:SE

&

foos

B (Y
SERGEEIFRALSTQEGENATENCSYRGH TGN {,m RENSGRGUVHL L PREAMERERHSGHLRYTLET SERS S LLTTAS
RAALTASYPOATDAL AW T FGRGTRLATLE

{SEG 1D NOIsy

SERGETDPGALS TQEGEN
BAAWASYFCATUANARW

{SEG D NG R

SKHSGRLERYTLITSERSSRLLTTAR

Fig. G U268}

SQEERDPQALS TQEGENATRNCS YRGS TQVLASYRQNSGROLVHLTL IRTGEQEKHSGRLRV TLOTSKESSSLLITAS
(SEQ 1D Norsd)
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SURGEEDFOAL S TREGENS
HAADTASYFCATDANARYY
(SEQ TH NG 86)

RGSRLLITAS

{1
RGTMERGLELLTYENHGAVEDDSGUHPERRFSARMPRASEEY

VTLROKP FSGHIYLF
SORGANFUVPGRGTRLTVY

B (43
SWYRGTMMBGLEL LI TESHOAVIBDSOMPEDRF SARMPNASFSTLKT

DAG TQSPRHEVTEHGREYT
QPREPRISAVYI

: 10053
EYROTHURGLELLIVFN

{SEQ I 80 el

(65
DAGVTOSFRREVTEMC THMROLELLTYFNKNY
GPSEFRDSAVVFCASQEGANEQVFGPGTRLTYY

(SFD T NG e

. (T
DAGY {QSPREEVTENGOEVTLRCKD TSGHOYLPRYROTHMROLELL T Y FNNNYF LDDACUFEDRES SENAS P TLR Y
QPSEPRUSAVYFUASRL GPNEOYFGPGTRLTVT

SEQ I NO:84)

Fig, HINED:
GV TS PRIEV TR TLRCE P D SGHDY L Y RO TMRGLEL L TY FARNY P I D RGMPEDRY SARMPNASFSTLEL
ASYRGANEQYTFGPGTRLTYY

UGN
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DAY TGS PRHE Y TRMGUE T L RCKP I SGHDYLFEVROTHMYRGLELL LY
QPSEPRDRAVYPCASQHOGINEQY FOPGTRLTYVY
(SEG D NOT U

FEERFSARMPRASFRTIKT

1 (i
THURGLELL LYPNNNVP TDUSGHPEDRFSAKMPNASFETLRT

BACYTUSPREEVTEMGUEVTLRCKVISGHDYLFWYRL
GPESERPRDRAYVY

SASKLGINEQYFGPGTRLTYY
(SEG I NOaTy

i.w:
RCKF T RGHEYLFWYRGTMMR
SWFGPLTRLTVY

Fig. 112
PESGREVTLFRYRGTNHMRGLELL
}‘hf (}i I ii

BAGVTOSPREEVTEMGREVTLRCK
tf f R‘ '\‘ s% %i ‘\{"ﬂ\ihﬁ 5
(3B 1D X099

Fi_s:, T €338
FEYRGTRSRGLELLTY P NNV P TRDS0Y

BAGV LSFREEVIENGREYT
OPSEPRIGAVYTCABRRGS
{300 1D NG 100

DAGVIQSFREEVT
QPSEPROSAVYYC
{RE0 1D SO 10D

CEANNYP TDRGOMPE

DALY IGRPREEYE
AFSEPRDSAVYH

{510 I NG1aE

Fig. 13 103

SEQGEFDIPGALS TR
RAMDTASYRCATTS

LIURSMDERENSAVARENESDUACANARY
{SEG 1D N0 10D

BAGY LS PREEVTEMGREVTLRCKY i'fi(}}‘siii‘fl FEYRGTHMRGLELL
SEPRISSYVPOASSLGNEYFGPGTRITYTERLENVEPPE AL LRETS
VXGREVHEGY S TRPGPLEEQPALNDSRY ALSSRURVSATRNQDPRNIFRCQVREYGLAENDEY

GUEAKPVTQEVEAERA

(810 TD NG 104D
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Respuests (LR}

Numero de manchas de IFN-y

Tasa de destruccidn celudar {%)
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388+

06~

1004

400
¥ a37s

B Meib24
111 Meis2s
~ NCIH1650

308~

2009

100+

L .
o AFE

e NELEM
HCI-HTB50

"
AR ex BT SO
21 W s MELEDR

1
o
7
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Numero de manchasM000 células

H00
406G

00

Numero de manchas/4000 células

ES 2985766 T3

M3

~13

800
400 4
300 4
2004

100+

L} ’
~11 <1 & B
Log[Concentracidn de proteinal (M)

s e
e 155
[E AN PO

2837

Proteina de fusion 1

«&~ Proteina de fusidn 2
~&~ Proteina de fusidn 3
~&~Proteing de fusion 4
~%=Proteinag de fusidn &
~$~ Proteina de fusidn 8
- Proteina de fusion 7
~#~ Proteina de fusion 8
-~ Protefna de fusion 8

47

Proteina de fusion 10

Profeina de fusion 1
% Proteina de fusién 2
~¥- Proteina de fusidon 3
~% Profeina de fusidn 4
=~ Profaing de fusion §
«$~ Profeina de fusidn 6
¥ Proteing de fusion 7

~g~ Proteing de fusidn 8



Volumen fumoral (mm®)

ES 2985766 T3

48

B PES (N=$

¥ TUR de contral {N=T)
~# TOR1 (B=10)

~% TCRZ (%=1
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