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LINFOCITOS T TRANSFECTADOS Y RECEPTORES DE LINFOCITO T PARA EL
USO EN LA INMUNOTERAPIA CONTRA EL CANCER

ANTECEDENTES
La inmunoterapia basada en los linfocitos T tiene como diana los epitopos peptidicos

derivados de proteinas especificas o asociadas con los tumores, que son presenta-
dos por moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). Los antigenos
asociados a tumores (TAA, por sus siglas en inglés) pueden ser péptidos derivados
de todo tipo de proteinas, tales como enzimas, receptores, factores de transcripcion,
etc., que son expresadas y que, en comparacion con ceélulas inalteradas del mismo
origen, normalmente aparecen reguladas al alza en las células del tumor correspon-

diente.

Ciertos elementos de la respuesta inmunitaria celular son capaces de reconocer es-
pecificamente y destruir las células tumorales. El aislamiento de linfocitos T entre las
células infiltradas en los tumores o en la sangre periférica hace pensar en que tales
células desempefan un papel importante en las defensas inmunitarias naturales
contra el cancer. Los linfocitos T CD8-positivos en particular, que reconocen las mo-
léculas de clase | del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) portadoras de
péptidos que suelen tener de 8 a 10 residuos de aminoacidos derivados de proteinas
o de productos ribosémicos defectuosos (DRIPS) localizados en el citosol, desem-
pefian un importante papel en esta respuesta. Las moléculas MHC del ser humano

también se denominan antigenos leucocitarios humanos (HLA).

La IGF2BP3 pertenece a la familia de las proteinas de union al ARNm del factor de
crecimiento insulinoide-ll, implicada en la localizacién, el recambio y el control tra-
duccional del ARNm. La presencia de altas concentraciones del transcrito de
IGF2BP3 en numerosos tejidos tumorales en comparacion con tejidos de control in-
dica que dicha proteina podria desempefar una funciéon en las células transforma-
das en proliferacion. La expresion de la IGF2BP3 se ha descrito en cierto numero de
tipos de cancer, como son el carcinoma de células renales claras (CCR), el melano-

ma maligno, el carcinoma epidermoide esofagico, el carcinoma de pancreas o los
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tumores uroteliales. Asi pues, los epitopos derivados de la IGF2BP3 podrian servir
como dianas para tratamientos antitumorales dirigidos contra los canceres que ex-
presan la IGF2BP3.

Existen dos tipos de moléculas MHC: Las MHC de clase | y las MHC de clase Il. Los
complejos constituidos por péptidos y moléculas MHC de clase | son reconocidos
por los linfocitos T CD8-positivos portadores del receptor de linfocito T (TCR) ade-
cuado, mientras que los complejos formados por péptidos y moléculas MHC de clase
Il son reconocidos por los linfocitos T cooperadores CD4-positivos portadores del
TCR apropiado. Dado que ambos tipos de respuesta, la dependiente de CD8 y la de
CD4, contribuyen conjunta y sinérgicamente al efecto antitumoral, la identificacion y
la caracterizacion de los antigenos asociados a tumor y de los correspondientes re-
ceptores de linfocito T es importante para el desarrollo de inmunoterapias contra el

cancer como son vacunas y terapias celulares.

En la reaccién inmunitaria dependiente de las MHC de clase |, los péptidos no solo
tienen que ser capaces de unirse a ciertas moléculas MHC de clase | expresadas
por las células tumorales, también tienen que ser reconocidos después por linfocitos
T portadores de receptores de linfocito T (TCR) especificos. Por consiguiente, los
TAA son un punto de partida para el desarrollo de una terapia basada en linfocitos T

como, entre otras, las vacunas antitumorales y las terapias celulares.

Si bien ha habido avances en el desarrollo de farmacos dirigidos contra dianas mo-
leculares como tratamiento contra el cancer, en este campo sigue existiendo la ne-
cesidad de nuevos agentes antitumorales que tengan como diana moléculas alta-
mente especificas de las células cancerosas. La presente descripcion aborda esa
necesidad dando a conocer nuevos TCR, acidos nucleicos, vectores y células hos-
pedadoras que se unen especificamente a epitopos de la IGF2BP3 como el péptido
KIQEILTQV (IGF2BP3-001; SEQ ID N.° 1) y a variantes del mismo, asi como méto-

dos para usar tales moléculas en el tratamiento contra el cancer.

RESUMEN
La presente descripcion se refiere a receptores de linfocito T (TCR) que comprenden

una cadena alfa y una cadena beta («TCR alfa/beta»). En otra forma de realizacion,



-3

la presente descripcion se refiere a TCR que comprenden una cadena gamma y una

cadena delta («TCR gammal/deltay).

La presente descripcion se refiere, ademas, a TCR, a subunidades individuales de
TCR (solas o combinadas), y a subdominios de las mismas, a TCR solubles (sTCR),
por ejemplo, TCR diméricos alfa/beta solubles provistos como minimo de un enlace
disulfuro intercatenario entre residuos del dominio constante que no estan presentes
en los TCR nativos, asi como a TCR clonados, en que dichos TCR son obtenidos
mediante técnicas de ingenieria genética en linfocitos T autdlogos o alogénicos o en
células progenitoras de linfocitos T, y métodos para fabricarlos, asi como otras célu-

las provistas de dichos TCR.

La presente descripcion se refiere, ademas, a un TCR que se une especificamente a
un complejo formado por el péptido IGF2BP3-001 y una molécula de HLA (complejo
de péptido IGF2BP3-001-molécula de HLA), en el que el péptido IGF2BP3-001
comprende, o consiste alternativamente en KIQEILTQV (SEQ ID N.° 1). En una for-

ma de realizacion la molécula de HLA es HLA-A*02.

La presente descripcidn se refiere, ademas, a un TCR que se une especificamente a
un complejo formado por una molécula de HLA y un péptido IGF2BP3-001, en el que
el péptido IGF2BP3-001 comprende, o consiste alternativamente en una variante del
IGF2BP3-001 que es homdloga al menos en un 66%, preferentemente al menos en
un 77%, y mas preferentemente aun al menos en un 88% (es decir, idéntica prefe-
rentemente al menos en un 77% o al menos en un 88%) a la SEQ ID N.° 1, en que
dicha variante se une a una molécula HLA de clase | o clase Il y/o estimula a linfoci-
tos T a que reaccionen de forma cruzada con dicho péptido, o con una sal farmacéu-
ticamente aceptable del mismo, en que dicho péptido no es el polipéptido entero del

que procede.

La presente descripcidn se refiere, ademas, a un péptido de la presente descripcion
que comprende una secuencia seleccionada entre el grupo consistente en la SEQ ID
N.° 1 o una variante de la misma, que es homodloga al menos en un 66%, preferen-
temente al menos en un 77%, y mas preferentemente aun al menos en un 88% (es

decir, idéntica preferentemente al menos en un 77% o al menos en un 88%) a la
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SEQ ID N.° 1, en que dicho péptido o variante del mismo tiene una longitud total de
entre 8 y 100, preferentemente de entre 8 y 30, y mas preferentemente aun de entre

8 y 14 aminoacidos.

La presente descripcion se refiere, ademas, a varios TCR que comprenden un domi-
nio variable de la cadena alfa del TCR que presenta una secuencia idéntica al me-
nos en el 75%, 80%, 90%, 95%, 98% o 99%, pero preferentemente idéntica en el
90%, a la de un dominio variable de cadena alfa del TCR mostrado en la Tabla 1; y
el dominio variable de cadena beta del TCR tiene una secuencia idéntica al menos
en el 75%, 80%, 90%, 95%, 98% o 99%, pero preferentemente idéntica en el 90% a
la de un dominio variable de la cadena beta del TCR mostrado en la Tabla 1.

En una forma de realizacion, el dominio variable de cadena alfa del TCR presenta al
menos una mutacioén con respecto al dominio de cadena alfa del TCR mostrado en
la Tabla 1; y/o el dominio variable de cadena beta del TCR tiene como minimo una
mutacién con respecto al dominio de cadena alfa del TCR mostrado en la Tabla 1.
En una forma de realizacion, un TCR que comprende al menos una mutacién en el
dominio variable de cadena alfa del TCR y/o del dominio variable de cadena beta del
TCR posee una afinidad de unién y/o una semivida de uniéon con un complejo forma-
do por el péptido IGF2BP3-001 con una molécula HLA, que como minimo duplica la
del TCR que comprende un dominio variable de cadena alfa no mutado o un dominio

variable de cadena beta no mutado.

Las cadenas alfa de TCR de la presente descripcion pueden comprender, ademas,
un dominio constante de cadena alfa de TCR cuya secuencia sea al menos idéntica
en un 70%, 75%, 80%, 90%, 95%, 98% o0 99% a la del dominio constante de cadena
alfa del TCR mostrado en la Tabla 1. Las cadenas beta de TCR de la presente des-
cripcién pueden comprender, ademas, un dominio constante de cadena beta del
TCR cuya secuencia sea al menos idéntica en un 70%, 75%, 80%, 90%, 95%, 98%

0 99% a la del dominio constante de cadena beta de TCR mostrado en la Tabla 1.

Las cadenas alfa de TCR de la presente descripcion pueden comprender, ademas,
un dominio transmembrana de cadena alfa y/o un dominio intracelular de cadena al-

fa. Las cadenas beta de TCR de la presente descripcion pueden comprender, ade-
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mas, un dominio transmembrana de cadena beta y/o un dominio intracelular de ca-

dena beta.

La descripcion se refiere, ademas, a cadenas alfa de TCR que comprenden una o
mas de las regiones determinantes de la complementariedad (CDR) de la cadena
alfa que se dan a conocer en la Tabla 1, asi como a variantes de las mismas provis-
tas de una, dos, tres o cuatro sustituciones con respecto a las CDR mostradas en la
Tabla 1. Ademas, se describen cadenas alfa de TCR que comprenden al menos una
CDR seleccionada entre las CDR1, CDR2 y CDR3 mostradas en la Tabla 1. Ade-
mas, se describen cadenas alfa de TCR que comprenden al menos la CDR3 de ca-

dena alfa mostrada en la Tabla 1.

La descripcion se refiere, ademas, a cadenas beta de TCR que comprenden una o
mas de las regiones determinantes de la complementariedad (CDR) de la cadena
beta que se dan a conocer en la Tabla 1, asi como a variantes de las mismas provis-
tas de una, dos, tres o cuatro sustituciones con respecto a las CDR mostradas en la
Tabla 1. Ademas, se describen cadenas beta de TCR que comprenden al menos
una CDR seleccionada entre las CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena beta mostradas
en la Tabla 1. Ademas, se describen cadenas beta de TCR que comprenden al me-

nos la CDR3 de cadena beta mostrada en la Tabla 1.

La descripcion se refiere, ademas, a un acido nucleico aislado o recombinante que
comprende una secuencia de nucledtidos que codifica un TCR de la presente des-
cripcién. En una forma de realizacion, los acidos nucleicos de la descripcion codifi-
can una cadena alfa de TCR y/o una cadena beta de TCR como las mostradas en la
Tabla 1.

La descripcién se refiere, ademas, a un vector de expresion recombinante que com-
prende un acido nucleico que codifica una cadena alfa de TCR, una cadena beta de

TCR, o ambas, tal y como se describe en la presente memoria.

La descripcion se refiere, ademas, a una célula hospedadora aislada que comprende

un vector de expresion recombinante que expresa un acido nucleico que codifica la
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cadena alfa de TCR, la cadena beta de TCR, o ambas, tal y como se describe en la

presente memoria.

La descripcion se refiere, ademas, a una célula hospedadora aislada que comprende
un vector de expresion recombinante conforme con la presente descripcion, prefe-
rentemente en el que la célula es una célula humana, preferentemente un linfocito
de sangre periférica (LSF), y mas preferentemente un linfocito T CD4-positivo o

CD8-positivo.

La descripcion se refiere, ademas, a un linfocito de sangre periférica (LSF) aislado
que comprende el vector de expresion recombinante de la descripcion, en que el
LSF es un linfocito T CD8+ o CD4+.

La descripcion se refiere, ademas, a una poblacion de células que comprende al

menos una celula hospedadora descrita en la presente memoria.

La descripcion se refiere, ademas, a TCR y a células hospedadoras de la presente
descripcion para el uso en el tratamiento de enfermedades proliferativas, como can-
cer de pulmédn amicrocitico, cancer de pulmon microcitico, cancer de células renales,
cancer de cerebro (glioblastoma, neuroblastoma, etc.), cancer gastrico, cancer colo-
rrectal, cancer hepatocelular, cancer de cabeza y cuello, cancer de pancreas, cancer
de préstata, leucemia, cancer de mama, carcinoma de células de Merkel, melanoma,
cancer de ovario, cancer de vejiga urinaria, cancer de utero, cancer de vesicula biliar

y vias biliares y cancer de esdéfago.

En un aspecto, la célula hospedadora es un linfocito T CD8+ o un linfocito T CD4+
transfectado con un acido nucleico que codifica al menos un TCR acorde con la des-
cripciéon, en que el TCR comprende al menos una secuencia de aminoacidos dada a
conocer en la Tabla 1. En otro aspecto, tales células hospedadoras se usan en la
inmunoterapia contra el cancer de pulmdn microcitico, cancer de pulmoén amicrociti-
co, cancer de pulmoén microcitico, cancer de células renales, cancer de cerebro
(glioblastoma, neuroblastoma, etc.), cancer gastrico, cancer colorrectal, cancer he-

patocelular, cancer de pancreas, cancer de proéstata, leucemia, cancer de mama,
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carcinoma de células de Merkel, melanoma, cancer de ovario, cancer de vejiga uri-

naria, cancer de utero, cancer de vesicula biliar y vias biliares y cancer de eso6fago.

La descripcion se refiere, ademas, a métodos para destruir o reducir el nimero de
células cancerosas, los cuales comprenden poner en contacto las células cancero-
sas con un TCR, acido nucleico, vector o célula hospedadora como los descritos en
la presente memoria. También se proveen métodos para el tratamiento del cancer
que comprenden la administracion a un sujeto que lo necesita de un TCR, acido nu-

cleico, vector o célula hospedadora como los descritos en la presente memoria.

La descripcion se refiere, ademas, a un acido nucleico que codifica un TCR acorde
con la descripcion, y a un vector de expresién capaz de expresar un acido nucleico

acorde con la descripcion.

La presente descripcion se refiere, ademas, a un TCR acorde con la descripcion, un
acido nucleico acorde con la descripcion o un vector de expresion acorde con la
descripcion para el uso en el tratamiento de enfermedades y en medicina, en con-

creto para el tratamiento del cancer.

La descripcion se refiere, ademas, a una célula hospedadora que comprende un
acido nucleico acorde con la descripcion o un vector de expresion tal y como se ha

descrito antes.

La presente invencion se refiere, ademas, a una célula hospedadora acorde con la
descripcion que es una célula presentadora de antigeno, y preferiblemente es una

célula dendritica.

La descripcion se refiere, ademas, a un método para producir un péptido acorde con
la descripcidn, en el que el método comprende el cultivo de la célula hospedadora
acorde con la descripcion y el aislamiento del péptido de dicha célula hospedadora o

de su medio de cultivo.

La descripcion se refiere, ademas, a métodos acordes con la descripcion, en los que

el antigeno se carga en moléculas MHC de clase | o Il que se expresan en la super-
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ficie de una célula presentadora de antigeno adecuada o en una célula presentadora
de antigeno artificial mediante la puesta en contacto de una cantidad suficiente de
antigeno con una célula presentadora de antigeno, o bien el antigeno se carga en
tetrameros MHC de clase | o Il mediante la tetramerizacién de monémeros del com-

plejo MHC de clase | o ll/antigeno.

La descripcidn se refiere, ademas, al método acorde con la descripcion, en el que la
célula presentadora de antigeno comprende un vector de expresion capaz de expre-
sar o que expresa dicho péptido que contiene la SEQ ID N.° 1 o una variante de la

misma.

La descripcion se refiere, ademas, a linfocitos T activados, producidos con el método
acorde con la descripcion, en que el linfocito T reconoce selectivamente una célula
que expresa un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos acorde

con la descripcion.

La descripcién se refiere, ademas, a métodos para destruir y/o suprimir células can-
cerosas en un paciente cuyas células cancerosas expresan de forma aberrante un
polipéptido que comprende cualquier secuencia de aminoacidos acorde con la des-
cripcién, comprendiendo los métodos la administracion al paciente de un numero

efectivo de linfocitos T producidos conforme a la descripcion.

La descripcion se refiere, ademas, al uso de cualquier péptido descrito en la presen-
te memoria, acidos nucleicos conformes con los descritos en la presente memoria,
vectores de expresion descritos en la misma, células descritas en la misma, linfoci-
tos T activados descritos en la misma, ademas de receptores de linfocito T, anti-
cuerpos, u otras moléculas de union a péptido y/o a complejos de péptido-MHC
acordes con la presente descripcion como medicamento o en la fabricacion de un

medicamento. En un aspecto, el medicamento es activo contra el cancer.

Preferiblemente, dicho medicamento es una terapia celular, un TCR, un TCR soluble

0 un anticuerpo.
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La presente descripcion se refiere, ademas, a un uso acorde con la presente des-
cripcion, en el que las células cancerosas son células de cancer de pulmon amicroci-
tico, cancer de pulmén microcitico, cancer de células renales, cancer de cerebro
(glioblastoma, neuroblastoma, etc.), cancer gastrico, cancer colorrectal, cancer he-
patocelular, cancer de pancreas, cancer de prostata, leucemia, cancer de mama,
carcinoma de células de Merkel, melanoma, cancer de ovario, cancer de vejiga uri-
naria, cancer de utero, cancer de vesicula biliar y vias biliares y cancer de eséfago,

pero preferiblemente cancer de pulmén amicrocitico.

La presente descripcion se refiere, ademas, a biomarcadores basados en los pépti-
dos acordes con la presente descripcion, aqui denominados «dianas», que pueden
servir para el diagnostico del cancer, preferiblemente del cancer de pulmén amicroci-
tico. El marcador puede ser la sobrepresentacion del péptido o los péptidos en cues-
tion, o la sobreexpresion del gen o los genes correspondientes. Los marcadores
también podrian servir para predecir la probabilidad de éxito de un tratamiento, pre-
feriblemente una inmunoterapia, y mas preferiblemente de una inmunoterapia dirigi-
da contra la misma diana que es identificada con el biomarcador. Por ejemplo, se
puede usar un anticuerpo o un TCR soluble para tefiir cortes histolégicos del tumor
con el fin de detectar la presencia de un péptido de interés unido en complejo con un
MHC. Opcionalmente el anticuerpo o el TCR soluble pueden estar dotados de otra

funcién efectora, como es un dominio inmunoestimulante o una toxina.

La presente descripcion se refiere, ademas, al uso de esas novedosas dianas para
la identificacion de TCR que reconozcan al menos una de dichas dianas, y preferen-

temente la identificacion entre esos TCR de los que activen a los linfocitos T.

La presente descripcion también se refiere al uso de estas nuevas dianas en el con-

texto del tratamiento del cancer.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
La Fig. 1 muestra la presentacion del péptido IGF2BP3-001 en tejidos sanos y can-

Cerosos.
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Las figuras 2 a 4 muestran la expresion del IGF2BP3-001 en tejidos cancerosos y

sSanos.

La Fig. 5 muestra la tincion con tetrameros de MHC/IGF2BP3-001 o con tetrdmeros
de MHC/NYESO1-001 de linfocitos T CD8+ que habian sido sometidos a electropo-
racion para introducir en ellos el ARN de las cadenas alfa y beta del TCR R10P1A7
(Tabla 1). A modo de controles se usaron linfocitos T CD8+ transformados con ARN
del TCR 1G4 que se une especificamente al complejo MHC/NYESO1-001 y someti-

dos a una transformacion ficticia.

La Fig. 6 muestra la liberacion de IFN-y por parte de linfocitos T CD8+ que habian
sido sometidos a electroporacién para introducir en ellos el ARN de las cadenas alfa
y beta del TCR R10P1A7 (Tabla 1) tras su incubacién conjunta con células diana
cargadas con el péptido IGF2BP3-001 (SEQ ID N.° 1) o con células cargadas con el
péptido homdlogo pero no relacionado CLUA-001 (SEQ ID N.° 26), CHCHDG6-001
(SEQ ID N.° 27), CDC42BPG-001 (SEQ ID N.° 28), PARP14-002 (SEQ ID N.° 29),
SYNE2-001 (SEQ ID N.° 30), IFT7-001 (SEQ ID N.° 31), DHRS12-001 (SEQ ID N.°
32), STX12-001 (SEQ ID N.° 33), EEA-001 (SEQ ID N.° 34), SENP7-001 (SEQ ID
N.° 35), o con el péptido de control NYESO1-001 (SEQ ID N.° 36). Los datos de libe-
racion del IFN-y se obtuvieron con linfocitos T CD8+ procedentes de dos donantes
distintos. Como controles se emplearon linfocitos T CD8+ sometidos a electropora-
cion para absorber ARN, solos o incubados conjuntamente con células diana no car-

gadas.

La Fig. 7 muestra la liberacion de IFN-y por parte de linfocitos T CD8+ que habian
sido sometidos a electroporaciéon para introducir en ellos el ARN de las cadenas alfa
y beta del TCR R10P1A7 tras su incubacion conjunta con células diana cargadas
con el péptido IGF2BP3-001 (SEQ ID N.° 1) o con diversas variantes de la SEQ ID
N.° 1 del IGF2BP3-001 con sustitucion de alanina en las posiciones 1 a 9. Como
controles se emplearon linfocitos T CD8+ que habian sido sometidos a electropora-
cion para absorber ARN, solos o incubados conjuntamente con células diana carga-
das con el péptido de control NYESO1-001 o bien células diana no cargadas. Los
datos de liberacién del IFN-y se obtuvieron con linfocitos T CD8+ procedentes de

dos donantes distintos.
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La Fig. 8 muestra la liberacion de IFN-y por parte de linfocitos T CD8+ que habian
sido sometidos a electroporacion para absorber el ARN de las cadenas alfa y beta
del TCR R10P1A7 (Tabla 1) tras su incubacion conjunta con la estirpe de células de
melanoma A-375, la estirpe de células de glioblastoma T98G vy la estirpe celular de
cancer de mama SK-BR-3, en ese orden. Como control se utilizaron linfocitos T
CD8+ solos que habian sido sometidos a electroporacion con ARN.

DESCRIPCION DETALLADA

La presente descripcion se refiere a receptores de linfocito T (TCR) que comprenden
una cadena alfa y una cadena beta («TCR alfa/beta»). Asimismo proporciona pépti-
dos IGF2BP3-001 capaces de unirse a TCR y a anticuerpos cuando son presenta-
dos por una molécula del MHC. La presente descripcion también se refiere a acidos
nucleicos, vectores y células hospedadoras para expresar los TCR y los péptidos de

la presente descripcidn, asi como métodos para el uso de los mismos.

DEFINICIONES

En la presente memoria todos los términos corresponden a la definicion indicada a

continuacion, salvo en los casos en que se indique otra cosa.

El término «receptor de linfocito T» (abreviado TCR) se refiere a una molécula hete-
rodimérica que comprende una cadena polipeptidica alfa (cadena alfa) y una cadena
polipeptidica beta (cadena beta), en que el receptor heterodimérico es capaz de

unirse a un antigeno peptidico presentado por una molécula HLA.

El término «respuesta de linfocitos T» define la proliferaciéon y la activacion especifi-
cas de las funciones efectoras inducidas por un péptido in vitro o in vivo. En el caso
de los linfocitos T citotdxicos restringidos a MHC de clase |, las funciones efectoras
pueden consistir en la lisis de células diana presentadoras naturales de péptido o
bien sensibilizadas de manera repetida con un péptido o con un precursor del mis-
mo; la secrecion de citocinas inducida por el péptido, preferentemente de interferon
gamma, TNF-alfa o IL-2; la secrecién de moléculas efectoras inducida por el péptido,

preferentemente granzimas o perforinas; o la desgranulacion.
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El término «péptido» designa aqui una serie de residuos de aminoacidos conectados
entre si tipicamente mediante enlaces peptidicos entre los grupos amino-alfa y car-
bonilo de los aminoacidos adyacentes. Los péptidos tienen preferiblemente 9 ami-
noacidos de longitud, pero pueden tener solo 8 aminoacidos de longitud, pero tam-
bién hasta 10, 11, 12 o mas aminoacidos, y en el caso de los péptidos de MHC de
clase Il (variantes alargadas de los péptidos de la descripcion) pueden tener hasta
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20 o mas aminoacidos de longitud.

Ademas, el término «péptido» incluye sales de una serie de residuos de aminoaci-
dos conectados entre si tipicamente por enlaces peptidicos entre los grupos amino-
alfa y carbonilo de los aminoacidos adyacentes. Preferentemente las sales son sales
farmacéuticamente aceptables de los péptidos, como por ejemplo, sales de cloruro o
acetato (trifluoroacetato). Se ha de destacar que las sales de los péptidos conformes
a la presente descripcion difieren sustancialmente de los péptidos en su estado o
estados in vivo, puesto que los péptidos no se hallan en forma de sal en tales condi-

ciones in vivo.

El término «péptido» incluye también «oligopéptido». El término «oligopéptido» de-
signa aqui una serie de residuos de aminoacidos conectados entre si tipicamente
mediante enlaces peptidicos entre los grupos amino-alfa y carbonilo de los aminoa-
cidos adyacentes. La longitud del oligopéptido no es crucial para la descripcion,
siempre que se mantengan el epitopo o epitopos correctos. Los oligopéptidos suelen

tener una longitud inferior a unos 30 aminoacidos y mayor de 15, aproximadamente.

El término «polipéptido» designa una serie de residuos de aminoacidos conectados
entre si tipicamente por enlaces peptidicos entre los grupos amino-alfa y carbonilo
de los aminoacidos adyacentes. La longitud del polipéptido no es crucial para la des-
cripcién, siempre que se mantengan los epitopos correctos. En contraste con los
términos «péptido» y «oligopéptido», el término «polipéptido» se refiere a las molé-

culas de mas de unos 30 residuos de aminoacidos de longitud.

Un péptido, oligopéptido, proteina o polinucleétido que codifique dicha molécula es
«inmunogénico» (y, por lo tanto, un «inmunégeno» en la presente descripcion), si es

capaz de inducir una respuesta inmunitaria. En el caso de la presente descripcion, la
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inmunogenicidad se define mas especificamente como la capacidad para desatar
una respuesta por parte de los linfocitos T. Por lo tanto, un «inmunégeno» seria una
molécula que es capaz de inducir una respuesta inmunitaria y, en el caso de la pre-
sente descripcidon, una molécula capaz de inducir una respuesta de los linfocitos T.
En otro aspecto, el inmundgeno puede ser el péptido, el complejo del péptido con
MHC, el oligopéptido y/o la proteina que se utiliza para generar anticuerpos o TCR

especificos contra él.

Un «epitopo» de clase | de un linfocito T requiere un péptido corto que esté unido a
un receptor MHC de clase |, formando un complejo ternario (cadena alfa de MHC de
clase |, beta-2-microglobulina y péptido) que pueda ser reconocido por un linfocito T
provisto de un receptor de linfocito T que coincida y que se una al complejo
MHC/péptido con la afinidad adecuada. Los péptidos que se unen a moléculas MHC
de clase | suelen tener una longitud de entre 8 y 14 aminoacidos, y mas habitual-

mente de 9 aminoacidos.

La secuencia nucleotidica que codifica un péptido, oligopéptido o polipéptido en par-
ticular puede ser natural o estar construida de forma sintética. Generalmente los
segmentos de ADN que codifican los péptidos, polipéptidos y proteinas se ensam-
blan con fragmentos de ADNc y oligonucleotidos cortos de enlace, o con una serie
de oligonucleétidos, que dan como resultado un gen sintético capaz de expresarse
en una unidad transcripcional recombinante que comprende elementos reguladores

procedentes de un operdn microbiano o virico.

Tal y como se utiliza en la presente memoria el término «un nucleétido que codifica
un péptido» se refiere a una secuencia de nucledtidos que codifica el péptido y que
incluye codones artificiales (sintetizados por el hombre) de inicio y terminacion com-
patibles con el sistema bioldgico en el que la secuencia va a ser expresada, por
ejemplo, con una célula dendritica u otro sistema celular util para la produccion de
TCR.

Tal y como se utiliza en la presente memoria el término «un nucleétido que codifica
un péptido» se refiere a una o mas secuencias de nucledtidos que codifican el TCR

y que incluyen codones artificiales (sintetizados por el hombre) de inicio y termina-
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cion compatibles con el sistema bioldgico en el que la secuencia va a ser expresada,

por ejemplo, con un linfocito T u otro sistema celular util para la produccién de TCR.

En la presente memoria, la referencia a una secuencia de acido nucleico incluye tan-
to el acido nucleico monocatenario como bicatenario. Por lo tanto, en lo que concier-
ne por ejemplo al ADN, la secuencia especifica, a menos que el contexto indique
otra cosa, se refiere al ADN monocatenario de dicha secuencia, a la doble cadena
formada por dicha secuencia con su complementaria (ADN bicatenario) y a la cade-

na complementaria de dicha secuencia.

El término «region codificante» hace referencia a la porcion de un gen que, o bien de
forma natural o normal, codifica el producto de expresiéon de dicho gen en su am-
biente genémico natural, por ejemplo, la region que codifica in vivo el producto de

expresion natural del gen.

La regién codificante puede derivar de un gen no mutado («normal»), mutado o alte-
rado, o incluso puede provenir de una secuencia de ADN, o gen, sintetizada inte-
gramente en el laboratorio con métodos bien conocidos para los expertos en la sin-
tesis de ADN.

El término «producto de expresion» define el polipéptido o la proteina que es el pro-
ducto natural de la traduccién del gen y de cualquier secuencia de acidos nucleicos
que codifique los equivalentes resultantes de la degeneracién del codigo genético v,

por tanto, que codifique el mismo aminoacido o aminoacidos.

El término «fragmento», cuando se refiere a una secuencia de codificacién, define
una porciéon de ADN que no comprende la region codificante entera, cuyo producto
de expresidn conserva esencialmente la misma actividad o funcion biolégica que el

producto de expresiéon de la regidn codificante entera.

El término «segmento de ADN» hace referencia a un polimero de ADN, en forma de
un fragmento separado o como componente de un constructo de ADN mayor, que
deriva de ADN aislado por lo menos una vez en una forma sustancialmente pura, es

decir, exento de materiales endégenos contaminantes y en una cantidad o concen-
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tracion que permite la identificacion, la manipulacién y la recuperacion del segmento
y de sus secuencias nucleotidicas constituyentes mediante métodos bioquimicos es-
tandar como, por ejemplo, mediante un vector de clonacion. Dichos segmentos se
suministran en forma de un marco de lectura abierto sin interrupciones por secuen-
cias internas no traducidas, o intrones, que suelen estar presentes en los genes eu-
cariotas. Las secuencias de ADN no traducidas pueden estar presentes corriente
abajo (downstream) desde el marco de lectura abierto, donde no interfieren con la

manipulacion o la expresion de las regiones codificantes.

El término «cebador» define una secuencia corta de acidos nucleicos que puede
aparearse con una cadena de ADN y que proporciona un extremo 3'-OH libre en el
que una polimerasa de ADN puede comenzar la sintesis de una cadena de desoxi-

rribonucledtidos.

El término «promotor» define una region de ADN implicada en la unién de la polime-

rasa de ARN para iniciar la transcripcion.

El término «aislado» define el material que se extrae de su entorno original (por
ejemplo, el entorno natural, si ocurre de forma natural). Por ejemplo, un polinucleoti-
do o un polipéptido natural presente en un animal vivo no esta aislado, pero ese
mismo polinucledtido o polipéptido lo estara si es separado de parte o de todos los
materiales coexistentes en el sistema natural. En un aspecto, tales polinucleotidos
podran formar parte de un vector y/o tales polinucleétidos o polipéptidos podran for-
mar parte de una composicion, y seguir estando aislados en dicho vector o composi-

cion puesto que estos no forman parte de su entorno natural.

Los polinucledtidos, y los polipéptidos recombinantes o inmunogénicos, descritos de
acuerdo con la presente descripcién también pueden presentarse en forma «purifi-
cada». El término «purificado» no implica pureza absoluta; mas bien, se utiliza como
definicion relativa y puede incluir preparaciones altamente purificadas o preparacio-
nes tan solo parcialmente purificadas, tal y como los expertos en la materia entien-
den dichos términos. Por ejemplo, los clones individuales aislados de una genoteca
de ADNc se han purificado de manera convencional hasta obtener una homogenei-

dad electroforética. Se contempla expresamente la purificaciéon del material de inicio
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o del material natural hasta, al menos, un orden de magnitud; preferiblemente, dos o
tres 6rdenes de magnitud; y, con mayor preferencia, cuatro o cinco érdenes de mag-
nitud. Ademas, se contempla expresamente el polipéptido reivindicado que tiene una
pureza de, preferiblemente, el 99,999%, o, al menos, del 99,99% o el 99,9%; y, mas

convenientemente, del 99% por peso o mayor.

Los acidos nucleicos y los productos de expresidon polipeptidicos dados a conocer
conformes a la presente descripcion, asi como los vectores de expresion que contie-
nen dichos acidos nucleicos y/o dichos polipéptidos, pueden utilizarse en «forma en-
riquecidax. Tal y como se usa aqui, el término «enriquecido» significa que la concen-
tracion del material es, al menos, unas 2, 5, 10, 100 o 1000 veces su concentracidon
natural (por ejemplo), mas ventajosamente 0,01% por peso, y, preferiblemente,
aproximadamente de 0,1% al menos, por peso. También se contemplan preparacio-
nes enriquecidas de alrededor del 0,5%, 1%, 5%, 10% y 20% en peso. Las secuen-
cias, constructos, vectores, clones y otros materiales que comprenden la presente
descripcion pueden utilizarse, segun convenga, en su forma enriquecida o aislada.
El término «fragmento activo» define un fragmento, normalmente un péptido, poli-
péptido o secuencia de acidos nucleicos, que genera una respuesta inmunitaria (es
decir, que posee actividad inmundgena) cuando se administra —solo u, opcionalmen-
te, con un adyuvante adecuado o en un vector- a un animal, que puede ser un ma-
mifero como, por ejemplo, un conejo o un ratén, sin excluir a un ser humano; dicha
respuesta inmunitaria adopta la forma de estimulacién de una respuesta de linfocitos
T en el animal receptor como, por ejemplo, el ser humano. De forma alternativa, el
«fragmento activo» también se puede usar para inducir una respuesta de linfocitos T

in vitro.

Tal y como se usan en la presente memoria, los términos «porcion», «segmento» y
«fragmento», cuando se utilizan en relacion con los polipéptidos, hacen referencia a
una secuencia continua de residuos, como residuos de aminoacidos, secuencia que
es un subconjunto de una secuencia mayor. Por ejemplo, si un polipéptido se some-
te a un tratamiento con cualquiera de las endopeptidasas habituales, como la tripsi-
na o la quimotripsina, los oligopéptidos resultantes de dicho tratamiento representa-

ran porciones, segmentos o fragmentos del polipéptido inicial. Utilizados en relacion
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con los polinucledtidos, estos términos se refieren a los productos producidos por el

tratamiento de dichos polinucleétidos con cualquiera de las endonucleasas.

Conforme a la presente descripcion, el término «identidad porcentual» o «porcentaje
de identidad», al referirse a una secuencia, significa que una secuencia se compara
con una secuencia reivindicada o descrita después de alinear la secuencia que se va
a comparar (la «secuencia comparada») con la secuencia descrita o reivindicada (la
«secuencia de referencia»). La identidad porcentual se determina entonces con la
siguiente formula:

Identidad porcentual = 100 [1 -(C/R)]

donde C es el numero de diferencias entre la secuencia de referencia y la secuencia
comparada a lo largo de la alineacién entre la secuencia de referencia y la secuencia
comparada, donde

(I) cada base o aminoacido de la secuencia de referencia que no tiene una base o
aminoacido alineados en la secuencia comparada y

(I1) cada hueco (gap) de la secuencia de referencia y

(Ill) cada base o aminoacido alineado de la secuencia de referencia que difiere de
una base o aminoacido alineado de la secuencia comparada, constituye una diferen-
cia; y

(IV) la alineacién tiene que comenzar en la posicion 1 de las secuencias alineadas;

y R es el numero de bases o aminoacidos de la secuencia de referencia a lo largo de
la alineacién con la secuencia comparada con cualquier hueco creado en la secuen-

cia de referencia, también contabilizado como una base o un aminoacido.

Si existe una alineacion entre la secuencia comparada y la secuencia de referencia
para la que la identidad porcentual, calculada como se ha especificado arriba, es
aproximadamente igual o mayor que una identidad porcentual minima especificada,
entonces la secuencia comparada guarda la identidad porcentual minima especifica-
da con la secuencia de referencia, aunque puedan existir alineaciones en las que la
identidad porcentual calculada arriba resulte menor que la identidad porcentual es-

pecificada.

En la descripcion el término «khomélogo» se refiere al grado de identidad (véase an-

tes Identidad porcentual) entre las secuencias de dos secuencias de aminoacidos,
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es decir secuencias peptidicas o polipeptidicas. La susodicha «homologia» se de-
termina comparando las dos secuencias alineadas en condiciones optimas con las
secuencias a comparar. La homologia de secuencia se puede calcular creando una
alineacion con el algoritmo ClustalW, por ejemplo. Habitualmente las bases de datos
publicas proporcionan software para el analisis de secuencias, en concreto, Vector
NTI, GENETYX u otras herramientas.

Una persona versada en la materia sera capaz de valorar si los linfocitos T inducidos
por una variante del péptido especifico seran capaces de reaccionar con el propio

péptido.

Por «variante» de la secuencia de aminoacidos los inventores quieren decir que las
cadenas laterales de, por ejemplo, uno o dos de los residuos de aminoacidos estan
alteradas (por ejemplo, sustituyéndolas con la cadena lateral de otro residuo de ami-
noacido natural o alguna otra cadena lateral) de modo que el péptido sigue siendo
capaz de unirse a una molécula HLA basicamente de la misma manera que un pép-
tido que tiene la secuencia de aminoacidos indicada en la SEQ ID N.° 1. Por ejem-
plo, un péptido se puede modificar para que mejore o al menos mantenga la capaci-
dad para interaccionar y unirse a la hendidura de union de una molécula MHC ade-
cuada, como HLA-A*02 o -DR, y de un modo que mejore o al menos mantenga la
capacidad para unirse al TCR de los linfocitos T activados. De modo similar, un TCR
se puede modificar para que mejore, o al menos mantenga, la capacidad para inter-
accionar y unirse a un complejo formado por una molécula MHC adecua-
da/KIQEILTQV (SEQ ID N.° 1), como HLA-A*02 o -DR, y de un modo que mejore, 0

al menos mantenga, la capacidad para activar linfocitos T.

Estos linfocitos T pueden después reaccionar con células y matar aquellas que ex-
presen un polipéptido que contenga la secuencia natural de aminoacidos del péptido
afin, como la KIQEILTQV (SEQ ID N.° 1), tal y como se define en los aspectos de la
descripcion. Como se puede deducir de la bibliografia (Rammensee et al., 1999) y
de las bases de datos cientificas, ciertas posiciones de los péptidos de union a HLA
son normalmente residuos de anclaje que forman una secuencia central que encaja
en el motivo de union del receptor HLA, que esta definida por las propiedades pola-

res, electrofisicas, hidrofébicas y espaciales de las cadenas polipeptidicas que cons-
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tituyen la hendidura de unién. En otro aspecto, una persona versada en la materia
gue siga las ensefianzas de la descripcion puede modificar la secuencia de aminoa-
cidos de un TCR, manteniendo los residuos de anclaje conocidos, y determinar si
tales variantes del TCR conservan la capacidad de unirse a complejos formados por
moléculas MHC de clase | o Il con el KIQEILTQV (SEQ ID N.° 1). Las variantes de
TCR de la descripcion conservan la capacidad de unirse a complejos de moléculas
MHC de clase | o Il con el KIQEILTQV (SEQ ID N.° 1). Los linfocitos T que expresen
las variantes de TCR de la descripcién podran destruir subsiguientemente las células
que expresen un polipéptido que contenga la secuencia natural de aminoacidos del
péptido afin, como el KIQEILTQV (SEQ ID N.° 1).

En un aspecto, los péptidos o TCR dados a conocer en la presente memoria se pue-
den modificar mediante la sustitucidon de uno o mas residuos en diferentes sitios de
la cadena peptidica, posiblemente selectivos, si no se especifica de otra manera.
Preferentemente tales sustituciones estarian situadas al final de la cadena de ami-
noacidos de dicho péptido. En los TCR, preferentemente tales sustituciones estan
localizadas en los dominios variables de la cadena alfa y de la cadena beta del TCR.
Dichas sustituciones pueden ser de naturaleza conservadora como, por ejemplo,
cuando un aminoacido es reemplazado por otro aminoacido de estructura y caracte-
risticas similares, como en el caso de un aminoacido hidrofébico que es sustituido
por otro aminoacido hidrofébico. Aun mas conservador seria el reemplazo de ami-
noacidos de tamafo y naturaleza quimica igual o similar como, por ejemplo, el re-
emplazo de una leucina por una isoleucina. En diversos estudios de variaciones de
secuencias en familias de proteinas homologas naturales, determinadas sustitucio-
nes de aminoacidos se toleran con mas frecuencia que otras, y éstas muestran a
menudo una correlacion con similitudes de tamano, carga, polaridad e hidrofobicidad
entre el aminoacido original y su reemplazo, siendo ésta la base para la definicion de

las «sustituciones conservadoras».

Las sustituciones conservadoras se definen como intercambios dentro de uno de los
cinco grupos siguientes: Grupo 1: residuos alifaticos pequefos, no polares o ligera-
mente polares (Ala, Ser, Thr, Pro y Gly); Grupo 2: residuos polares cargados negati-

vamente y sus amidas (Asp, Asn, Glu y GIn); Grupo 3: residuos polares cargados
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positivamente (His, Arg y Lys); Grupo 4: residuos alifaticos grandes no polares (Met,

Leu, lle, Val y Cys); y Grupo 5: residuos grandes aromaticos (Phe, Tyry Trp).

Las sustituciones menos conservadoras pueden implicar el reemplazo de un ami-
noacido por otro con caracteristicas similares, pero diferenciado de alguna manera
en el tamafo, como en el reemplazo de un residuo de alanina por uno de isoleucina.
Los reemplazos muy poco o nada conservadores pueden implicar la sustitucion de
un aminoacido acido por otro polar, o incluso por uno de caracter basico. Estas susti-
tuciones «radicales» no se pueden descartar, sin embargo, como potencialmente
inefectivas, ya que los efectos quimicos no son totalmente predecibles y las sustitu-
ciones radicales bien pueden provocar efectos inesperados imposibles de predecir

de otra forma a partir de principios quimicos simples.

En un aspecto, dichas sustituciones pueden implicar otras estructuras distintas de
los aminoacidos L habituales. De esta forma, aminoacidos D podrian sustituir a los
aminoacidos L que habitualmente se encuentran en los péptidos antigénicos de la
descripcion y, aun asi, quedar englobados en la descripcién del presente documen-
to. Ademas, se pueden usar también otros aminoacidos no convencionales (distintos
de los aminoacidos naturales que constituyen las proteinas) con fines de sustitucion
para producir inmundgenos y polipéptidos inmunogénicos acordes con la presente

descripcion.

Si se descubre que las sustituciones en mas de una posicion dan lugar a un péptido
con actividad antigénica sustancialmente equivalente o mayor, como se define mas
abajo, entonces las combinaciones de dichas sustituciones se probaran para deter-
minar si las sustituciones combinadas provocan efectos aditivos o sinérgicos en la
antigenicidad del péptido. Como maximo, se sustituiran hasta 4 posiciones simulta-

neamente dentro del péptido.

RECEPTORES DE LINFOCITO T (TCR)

En una forma de realizacion preferida, la descripcion se refiere a un TCR que com-
prende una cadena alfa de TCR mostrada en la Tabla 1, y a variantes de la misma,
asi como una cadena beta de TCR mostrada en la Tabla 1, y variantes de la misma.

En un aspecto, un TCR descrito en la presente memoria tiene la capacidad de unirse
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o de unirse especificamente a un complejo formado por una molécula del complejo
mayor de histocompatibilidad humano (MHC) de clase | y el KIQEILTQV (SEQ ID N.°
1) o bien a otro complejo formado por una molécula MHC de clase Il y el KIQEILTQV
(SEQ ID N.°1).

Tabla 1: TCR representativo acorde con la presente descripcion

ID del TCR | Descripcién Secuencia

R10P1A7 Cadena alfa | MKTFAGFSFLFLWLQLD-

Cadena alfa CMSRGEDVEQSLFLSVREGDSSVINCTYTDSSSTY-
LYWYKQEPGAGLQLLTYIFSNMDMKQDQRL-
TVLLNKKDKHLSLRIADTQTGDSAIYFCAESKETRL-
MFGDGTQLVVKPNIQNPD-
PAVYQLRDSKSSDKSVCLFTDFD-
SQTNVSQSKDSDVYITDKTVLDMRSMDFK-
SNSAVAWSNKSDFACANAFNNSIIPEDTFF-
PSPESSCDVKLVEKSFETDTNLNFQNLSVIG-
FRILLLKVAGFNLLMTLRLWSS (SEQ ID N.° 2)

Segmento L | MKTFAGFSFLFLWLQLDCMSR (SEQ ID N.° 3)

(TRAV5)

Cadena VvV MKTFAGFSFLFLWLQLD-

(TRAVS) CMSRGEDVEQSLFLSVREGDSSVINCTYTDSSSTY-
LYWYKQEPGAGLQLLTYIFSNMDMKQDQRL-
TVLLNKKDKHLSLRIADTQTGDSAIYFCAES (SEQ ID N.°
4)

CDR1 DSSSTY (SEQ ID N.° 5)

CDR2 IFS (SEQ ID N.° 6)

CDR3 CAESKETRLMF (SEQ ID N.°7)

SegmentoJ | RLMFGDGTQLVVKP (SEQ ID N.° 8)

(TRAJ31)

Regién NIQNPDPAVYQLRDSKSSDKSVCLFTDFD-

constante SQTNVSQSKDSDVYITDKTVLDMRSMDFK-

(TRAC) SNSAVAWSNKSDFACANAFNNSIIPEDTFF-
PSPESSCDVKLVEKSFETDTNLNFQNLSVIG-
FRILLLKVAGFNLLMTLRLWSS (SEQ ID N.° 9)

R10P1A7 Cadena beta | MLLLLLLLGPGISLLLPGSLAGSGLGAV-

Cadena be- VSQHPSWVICKSGTSVKIECRSLDFQATT-

ta

MFWYRQFPKQSLMLMATSNEG-
SKATYEQGVEKDKFLINHASLTLSTLTVTSAHPEDSSFY-
ICSARAGGHEQFFGPGTRLTVLEDLK-
NVFPPEVAVFEPSEAEISHTQKATLVCLATGFYPDH-
VELSWWVNGKEVHSGVSTDPQPLKEQPAL-
NDSRYCLSSRLRVSATFWQNPRNHFRCQVQFY-
GLSENDEWTQDRAKPVTQIVSAEAWGRADCGFTSESY
QQGVLSATILYEILLGKATLYAVLVSALVLMAMVKRK-
DSRG (SEQ ID N.° 10)

Segmento L
(TRBV20-1)

MLLLLLLLGPGISLLLPGSLAGSGL (SEQ ID N.° 11)
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Cadena V MLLLLLLLGPGISLLLPGSLAGSGLGAV-
(TRBV20-1) | VSQHPSWVICKSGTSVKIECRSLDFQATT-
MFWYRQFPKQSLMLMATSNEG-

ICSAR (SEQ ID N.° 12)

SKATYEQGVEKDKFLINHASLTLSTLTVTSAHPEDSSFY-

CDR1 DFQATT (SEQ ID N.° 13)
CDR2 SNEGSKA (SEQ ID N.° 14)

CDR3 CSARAGGHEQFF (SEQ ID N.° 15)
CadenaJ | EQFFGPGTRLTVL (SEQ ID N.° 16)
(TRBJ2-1)

Regién EDLKNVFPPEVAVFEPSE-

constante AEISHTQKATLVCLATGFYPDH-

(TRBC2) VELSWWVNGKEVHSGVSTDPQPLKEQPAL-
NDSRYCLSSRLRVSATFWQNPRNHFRCQVQFY-
GLSENDEWTQDRAKPVTQIVSAEAWGRADCGFTSESY
QQGVLSATILYEILLGKATLYAVLVSALVLMAMVKRK-
DSRG (SEQ ID N.° 17)

Las cadenas alfa y beta de los TCR alfa/beta, y las cadenas gamma y delta de los
TCR gammaldelta, se consideran en general dotadas de dos «dominios», esto es,
dominios variable y constante. El dominio variable consiste en la concatenacion de la
region variable (V) con la region de unién (J). EI dominio variable también puede in-
cluir una region lider (L). Las cadenas beta y delta también pueden incluir una region
de diversidad (D). Los dominios constantes alfa y beta también pueden incluir domi-
nios transmembrana (TM) C-terminales que anclan las cadenas alfa y beta a la

membrana celular.

En la presente descripcion, el término «dominio variable de cadena alfa de TCR» se
refiere por tanto a la concatenacion de la regiéon V alfa del TCR (TRAV) sin la region
lider (L), con la region J alfa del TCR (TRAJ), y el término «dominio constante de ca-
dena alfa de TCR» se refiere a la region TRAC extracelular, o a una secuencia
TRAC truncada en su extremo C-terminal, y opcionalmente a un dominio trasmem-
brana alfa (VIGFRILLLKVAGFNLLMTL (SEQ ID N.° 18)).

De modo similar, el término «dominio variable de cadena beta de TCR» se refiere a
la concatenacion de la region V beta del TCR (TRBV) sin region lider (L) con la re-
gion D/J beta del TCR (TRBD/TRBJ), y el término «dominio constante de cadena be-
ta de TCR» se refiere a la region extracelular TRBC, o a una secuencia TRBC trun-
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cada en su extremo C-terminal, y opcionalmente a un dominio transmembrana beta
(TILYEILLGKATLYAVLVSALVL (SEQ ID N.° 19)).

Con respecto a los TCR gammal/delta, el término «dominio variable de cadena
gamma de TCR» tal y como se emplea en la presente memoria se refiere a la conca-
tenacién de la region V de la cadena gamma del TCR sin regién lider (L) (TRGV) con
la regidn J de la cadena gamma del TCR (TRGJ), y el término «dominio constante
de cadena gamma de TCR» se refiere a la regién extracelular TRGC, o a una se-
cuencia TRGC truncada en su extremo C-terminal. De modo similar, el término «do-
minio variable de cadena delta de TCR» se refiere a la concatenacion de la regiéon V
de la cadena delta del TCR (TRDV) sin la region lider (L) con la region D/J de la ca-
dena delta del TCR (TRDD/TRDJ), y el término «dominio constante de cadena delta
de TCR» se refiere a la region extracelular TRDC, o a una secuencia TRDC trunca-

da en su extremo C-terminal.

En una forma de realizacion, un TCR de la presente descripcion comprende o con-
siste en una cadena alfa de TCR que es idéntica al menos en un 75%, 80%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o un 99%, pero idéntica preferente-
mente en un 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o un 99% a la cadena alfa de TCR mostra-
da en la Tabla 1. Las cadenas alfa de TCR mostradas en la Tabla 1 contienen un
segmento lider (L), una cadena V, tres regiones determinantes de la complementa-
riedad (CDR1, CDR2 y CDR3), una regién de unién (J) y una region constante, tal y
como se definen en la Tabla 1.

En una forma de realizacion, un TCR de la presente descripcion comprende o con-
siste en un dominio variable de cadena alfa de TCR que es idéntico al menos en un
75%, 80%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o un 99%, pero prefe-
rentemente idéntico en un 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o un 99% a un dominio varia-

ble de cadena alfa de TCR mostrado en la Tabla 1.

En una forma de realizacion, un TCR de la presente descripcion comprende o con-
siste en un dominio constante de cadena alfa de TCR que es idéntico al menos en
un 75%, 80%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o un 99%, pero
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preferentemente idéntico en un 75% al dominio constante de cadena alfa de TCR

mostrado en la Tabla 1.

En una forma de realizaciéon, un TCR de la presente descripcién comprende, o con-
siste en un dominio variable de cadena alfa de TCR que comprende al menos una
region determinante de la complementariedad (CDR) de cadena alfa seleccionado
del grupo consistente en las CDR de cadena alfa CDR1, CDR2 y CDR3 mostradas
en la Tabla 1. En una forma de realizacién preferida, el dominio variable de cadena
alfa de TCR comprende la CDR3 de cadena alfa mostrada en la Tabla 1. En otra
forma de realizacién preferida, el dominio variable de cadena alfa de TCR compren-
de una de las CDR de cadena alfa CDR1, CDR2 y CDR3 mostradas en la Tabla 1.

En una forma de realizacién especialmente preferida, un TCR de la presente des-
cripcion comprende, o consiste en un dominio variable de cadena alfa de TCR pro-
visto de una secuencia idéntica al menos en un 90% a la del dominio variable de ca-
dena alfa de TCR mostrado en la Tabla 1, y que comprende las CDR1, CDR2 y

CDR3 del mismo dominio variable alfa de la citada Tabla.

En una forma de realizacion, un TCR de la presente descripcidon comprende, o con-
siste en, una cadena beta de TCR que es idéntica al menos en un 75%, 80%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o un 99%, pero preferentemente idénti-
ca en un 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o un 99% a la cadena beta de TCR mostrada
en la Tabla 1. Las cadenas beta del TCR mostradas en la Tabla 1 contienen un
segmento lider (L), una cadena V, tres regiones determinantes de la complementa-
riedad (CDR1, CDR2 y CDR3), una regién de unién (J) y una region constante, tal y

como se definen en la Tabla 1.

En una forma de realizaciéon, un TCR de la presente descripcién comprende, o con-
siste en un dominio variable de cadena beta de TCR que es idéntico al menos en un
75%, 80%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o un 99%, pero prefe-
rentemente idéntico en un 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o un 99% al dominio variable

de cadena beta de TCR mostrado en la Tabla 1.
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En una forma de realizacion, un TCR de la presente descripcion comprende, o con-
siste en un dominio constante de cadena beta de TCR que es idéntico al menos en
un 75%, 80%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o un 99%, pero
preferentemente idéntico en un 75% al dominio constante de cadena beta de TCR

mostrado en la Tabla 1.

En una forma de realizacion, un TCR de la presente descripcién comprende, o con-
siste en un dominio variable de cadena beta de TCR que comprende al menos una
region determinante de la complementariedad (CDR) de cadena beta seleccionada
del grupo consistente en las CDR de cadena beta CDR1, CDR2 y CDR3 mostradas
en la Tabla 1. En una forma de realizacién preferida, el dominio variable de cadena
beta de TCR comprende la CDR3 de cadena beta mostrada en la Tabla 1. En otra
forma de realizacion preferida, el dominio variable de cadena beta de TCR compren-
de una de las CDR de cadena beta CDR1, CDR2 y CDR3 mostradas en la Tabla 1.

En una forma de realizacién especialmente preferida, un TCR de la presente des-
cripcion comprende, o consiste en, un dominio variable de cadena beta de TCR pro-
visto de una secuencia idéntica al menos en un 90% o un 95% a la del dominio va-
riable de cadena beta de TCR de la Tabla 1, y que comprende las CDR1, CDR2 y

CDR3 del mismo dominio variable de cadena beta de TCR de la Tabla 1.

El dominio variable de la cadena alfa puede comprender uno o mas dominios CDR
alfa provistos de una, dos, tres o cuatro sustituciones de aminoacidos con respecto a
la secuencia de la CDR correspondiente mostrada en la Tabla 1. De modo similar, el
dominio variable de la cadena beta puede comprender uno o mas dominios CDR be-
ta provistos de una, dos, tres o cuatro sustituciones de aminoacidos con respecto a

la secuencia de la CDR beta correspondiente mostrada en la Tabla 1.

La cadena alfa y la cadena beta del TCR pueden estar fusionadas formando un TCR
monocatenario. Otra alternativa es que las cadenas alfa y beta del TCR puedan ex-

presarse como proteinas separadas cuyo ensamblaje dé lugar a un heterodimero.

En una forma de realizacion, cualquier cadena alfa de TCR de la Tabla 1 se empare-

ja con cualquier otra cadena beta de TCR para producir un TCR que se une especi-
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ficamente a un complejo formado por un péptido IGF2BP3-001 y una molécula HLA.
En otra forma de realizacion, cualquier cadena beta de TCR de la Tabla 1 se empa-
reja con cualquier otra cadena alfa de TCR para producir un TCR que se une especi-

ficamente a un complejo formado por un péptido IGF2BP3-001 y una molécula HLA.

TCR R10P1A7

En una forma de realizacion, un TCR de la presente descripcién comprende, o con-

siste en, la cadena alfa y/o la cadena beta del TCR R10P1A7, correspondientes res-
pectivamente ala SEQ ID N.° 2 y la SEQ ID N.° 10.

El dominio variable de cadena alfa de TCR correspondiente al TCR R10P1A7 com-
prende, o alternativamente consiste en los aminoacidos 22 a 130 de la SEQ ID N.° 2;
el dominio constante de cadena alfa del TCR correspondiente al TCR R10P1A7
comprende, o alternativamente consiste en los aminoacidos 131 a 271 de la SEQ ID
N.° 2; el dominio variable de cadena beta del TCR correspondiente al TCR R10P1A7
comprende, o alternativamente consiste en los aminoacidos 26 a 139 de la SEQ ID
N.° 10; y el dominio constante de cadena beta del TCR comprende, o alternativa-

mente consiste en los aminoacidos 140 a 318 de la SEQ ID N.° 10.

En una forma de realizacién concreta, un TCR de la presente descripcion compren-
de una cadena alfa de TCR que es idéntica al menos en un 75%, 80%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o un 99%, pero preferentemente idéntica en
un 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o un 99% a la cadena alfa de TCR de la SEQ ID N.°
2.

En otra forma de realizacion, un TCR de la presente descripcion comprende un do-
minio variable de cadena alfa de TCR que es idéntico al menos en un 75%, 80%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o un 99%, pero preferentemente
idéntico en un 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o un 99% al dominio variable de cadena

alfade TCR de la SEQ ID N.° 2.

En una forma de realizacion, un TCR de la presente descripcion comprende un do-

minio constante de cadena alfa de TCR que es idéntico al menos en un 75%, 80%,
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90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o un 99%, pero preferentemente
idéntico en un 75% al dominio constante de cadena alfa de TCR de la SEQ ID N.° 2.

En una forma de realizacion, un TCR de la presente descripcion comprende un do-
minio variable de cadena alfa de TCR que comprende al menos una regiéon determi-
nante de la complementariedad (CDR) de cadena alfa seleccionada del grupo con-
sistente en las CDR de cadena alfa CDR1, CDR2 y CDR3 de la SEQ ID N.° 2. En
una forma de realizacion preferida, el dominio variable de cadena alfa de TCR com-
prende la CDR3 de cadena alfa de la SEQ ID N.° 2. En otra forma de realizacion pre-
ferida, el dominio variable de cadena alfa de TCR comprende las CDR de cadena
alfa CDR1, CDR2 y CDR3 de la SEQ ID N.° 2.

En una forma de realizacién especialmente preferida, un TCR de la presente des-
cripcion comprende un dominio variable de cadena alfa de TCR provisto de una se-
cuencia idéntica al menos en un 90% a la del dominio variable de cadena alfa de
TCR de la SEQ ID N.° 2, y que comprende las CRD1, CDR2 y CDR3 de la SEQ ID
N.° 2.

En otra forma de realizacion concreta, un TCR de la presente descripcidn compren-
de una cadena beta de TCR que es idéntica al menos en un 75%, 80%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o un 99%, pero preferentemente idéntica en
un 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o un 99% a la cadena beta de TCR de la SEQ ID N.°
10.

En otra forma de realizacién, un TCR de la presente descripcién comprende un do-
minio variable de cadena beta de TCR que es idéntico al menos en un 75%, 80%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o un 99%, pero preferentemente
idéntico en un 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o un 99% al dominio variable de cadena

beta de TCR de la SEQ ID N.° 10.

En una forma de realizacion, un TCR de la presente descripcion comprende un do-
minio constante de cadena beta de TCR que es idéntico al menos en un 75%, 80%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o un 99%, pero preferentemente
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idéntico en un 75% al dominio constante de cadena beta de TCR de la SEQ ID N.°
10.

En una forma de realizacion, un TCR de la presente descripcion comprende un do-
minio variable de cadena beta de TCR que comprende al menos una region deter-
minante de la complementariedad (CDR) de cadena beta seleccionada del grupo
consistente en las CDR de cadena beta CDR1, CDR2 y CDR3 de la SEQ ID N.° 10.
En una forma de realizacion preferida, el dominio variable de cadena beta de TCR
comprende la CDR3 de cadena beta de la SEQ ID N.° 10. En otra forma de realiza-
cion preferida, el dominio variable de cadena beta de TCR comprende las CDR de
cadena beta CDR1, CDR2 y CDR3 de la SEQ ID N.° 10.

En una forma de realizacién especialmente preferida, un TCR de la presente des-
cripcion comprende un dominio variable de cadena beta de TCR provisto de una se-
cuencia idéntica al menos en un 90% a la del dominio variable de cadena beta de
TCR de la SEQ ID N.° 10, y que comprende las CRD1, CDR2 y CDR3 de la SEQ ID
N.° 10.

El dominio variable de la cadena alfa puede comprender uno o mas dominios CDR
alfa provistos de una, dos, tres o cuatro sustituciones de aminoacidos con respecto a
la secuencia de la CDR correspondiente de la SEQ ID N.° 2. De modo similar, el
dominio variable de la cadena beta puede comprender uno o mas dominios CDR be-
ta provistos de una, dos, tres o cuatro sustituciones de aminoacidos con respecto a
la secuencia de la CDR beta de la SEQ ID N.° 10.

En otra forma de realizacién aun mas preferida, un TCR de la presente descripcion
se une especificamente a un complejo formado por un péptido de la IGF2BP3 con
una molécula HLA, en el que el péptido IGF2BP3 es seleccionado entre el
KIQEILTQV (SEQ ID N.° 1) y las variantes del mismo. En una forma de realizacién,
la molécula HLA es una molécula MHC de clase | seleccionada del grupo consisten-
te en moléculas HLA-A, HLA-B y HLA-C. En una forma de realizacion, la molécula
HLA es HLA-A*02. En otra forma de realizacion, la molécula HLA es una molécula
MHC de clase |l seleccionada del grupo consistente en moléculas HLA-DP, HLA-DQ
y HLA-DR.
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Los TCR de la presente descripcidn se unen preferentemente a un complejo forma-
do por un péptido de IGF2BP3 y una molécula de HLA con una afinidad de union
(Kp) de aproximadamente 100 uM o menos, aproximadamente 50 yM o menos,
aproximadamente 25 yM o menos, o aproximadamente 10 yM o menos. Se prefieren
mas los TCR con alta afinidad dotados de una afinidad de union de aproximadamen-
te 1 yM o menos, aproximadamente 100 nM o menos, aproximadamente 50 nM o
menos, aproximadamente 25 nM o menos. Algunos ejemplos sin animo de limitacion
de intervalos de afinidad de unién preferidos para los TCR de la presente invencion
son: aproximadamente 1 nM a aproximadamente 10 nM; aproximadamente 10 nM a
aproximadamente 20 nM; aproximadamente 20 nM a aproximadamente 30 nM,;
aproximadamente 30 nM a aproximadamente 40 nM; aproximadamente 40 nM a
aproximadamente 50 nM; aproximadamente 50 nM a aproximadamente 60 nM,;
aproximadamente 60 nM a aproximadamente 70 nM; aproximadamente 70 nM a
aproximadamente 80 nM; aproximadamente 80 nM a aproximadamente 90 nM; y

aproximadamente 90 nM a aproximadamente 100 nM.

Tal y como se usa en relacion con los TCR de la presente descripcion, «union espe-
cifica» y las variantes gramaticales de dicho término se emplean para designar un
TCR dotado de una afinidad de union (Kp) hacia un complejo formado por un péptido

de IGF2BP3 y una molécula HLA igual o inferior a 100 pM.

Los TCR heterodiméricos alfa/beta de la presente descripcidn pueden incorporar un
enlace disulfuro introducido entre sus dominios constantes. Los TCR preferidos de
este tipo incluyen aquellos dotados de una secuencia de dominio constante TRAC y
de una secuencia de dominio constante TRBC1 o TRBC2, con la salvedad de que la
Thr 48 de TRAC y la Ser 57 de TRBC1 o TRBC2 estan sustituidas por residuos de
cisteina, y dichas cisteinas forman un enlace disulfuro entre la secuencia de dominio
constante TRAC y la secuencia de dominio constante TRBC1 o TRBC2 del TCR.

Con o sin el susodicho enlace intercatenario introducido, los TCR heterodiméricos
alfa/beta de la presente descripcion pueden tener una secuencia de dominio cons-
tante TRAC y una secuencia de dominio constante TRBC1 o TRBC2, y la secuencia

de dominio constante TRAC y la secuencia de dominio constante TRBC1 o TRBC2



-30 -

del TCR pueden estar conectadas mediante el enlace disulfuro nativo establecido
entre la Cys4 del exdn 2 de TRAC y la Cys2 del exdén 2 de TRBC1 o TRBC2.

Los TCR de la presente descripcion pueden comprender un marcador detectable se-
leccionado del grupo consistente en radionuclidos, fluoréforos y biotina. Los TCR de
la presente descripcion pueden estar conjugados con un principio terapéuticamente

activo, como un radionuclido, un agente quimioterapico o una toxina.

En una forma de realizacion, un TCR de la presente descripcion portador de al me-
nos una mutacion de la cadena alfa y/o de al menos una mutacién de la cadena beta

presenta una glucosilacion modificada en comparacion con el TCR no mutado.

En una forma de realizacion, un TCR que comprende al menos una mutacion en su
cadena alfa y/o en su cadena beta posee una afinidad de union y/o una semivida de
union con un complejo de péptido de IGF2BP3-molécula HLA, que como minimo du-
plica la de un TCR cuya cadena alfa y/o beta no esta(n) mutada(s). La potenciacion
de la afinidad de los TCR especificos de tumor, y su aprovechamiento, depende de
la existencia de una franja de afinidades Optimas de tales receptores. La existencia
de tal franja se basa en las observaciones de que los TCR especificos para patdge-
nos restringidos a HLA-A2 presentan valores de Ko que en general son unas 10 ve-
ces menores que los TCR especificos para los autoantigenos asociados a tumor res-
tringidos a HLA-A2 (Aleksic et al. 2012; Kunert et al. 2013). Ahora sabemos que a
pesar de que los antigenos tumorales tienen el potencial de ser inmunogénicos,
puesto que los tumores se originan a partir de las propias células del individuo, solo
las proteinas mutadas o las proteinas con un procesamiento traduccional alterado
seran detectadas como extranas por el sistema inmunitario. Los antigenos que estan
regulados al alza o sobreexpresados (llamados autoantigenos) no inducen necesa-
riamente una respuesta inmunitaria funcional contra el tumor: Los linfocitos T que
expresan TCR que son altamente reactivos contra dichos antigenos son selecciona-
dos negativamente en el timo en un proceso conocido como tolerancia central (Xing
et al. 2012; Ruella et al. 2014; Sharpe et al. 2015), lo que significa que solo pervivi-
ran los linfocitos T cuyos TCR presenten una baja afinidad hacia los autoantigenos.
Asi pues, la afinidad de los TCR o de las variantes de la presente descripcion hacia

la IGF2BP3 puede ser potenciada mediante métodos bien conocidos en la técnica.
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Una «composicion farmacéutica» es una composicion apta para la administracion a
un ser humano en un contexto médico. Preferiblemente, dicha composicion farma-
céutica es estéril y se fabrica conforme a las directrices de Buenas Practicas de Fa-
bricacion (BPF).

Las composiciones farmacéuticas de la presente descripcion incluyen asimismo al
menos una célula hospedadora que expresa un TCR de la presente descripcion,

contenida en un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Las composiciones farmacéuticas de la presente descripcién también pueden incluir

excipientes y/o estabilizantes farmacéuticamente aceptables.

Esta composicidon esta destinada a la administracién parenteral, como por via subcu-
tanea, intradérmica o intramuscular, o bien para la administracion oral. Para ello, los
péptidos y opcionalmente otras moléculas se disuelven o se suspenden en un
vehiculo farmacéuticamente aceptable, preferiblemente acuoso. Ademas, la compo-
sicion puede contener excipientes, tales como tampones, aglutinantes, disgregantes,
diluyentes, saborizantes, lubricantes, etc. En una composicién tal se puede usar una
amplia lista de excipientes, como por ejemplo, los tomados de A. Kibbe, Handbook
of Pharmaceutical Excipients, (Kibbe, 2000). La composicion se puede utilizar para
la prevencion, profilaxis y/o tratamiento de enfermedades adenomatosas o cancero-
sas. Formulaciones a titulo de ejemplo se hallaran, por ejemplo, en EP2112253, que

a modo de referencia se incorpora integramente a la presente memoria.

Otro aspecto mas de la descripcion proporciona acidos nucleicos (por ejemplo, poli-
nucledtidos) que codifican un péptido, variantes de péptido, TCR y variantes de TCR
de la descripcidn. El polinucleétido puede ser, por ejemplo, ADN, ADNc, APN, ARN
o combinaciones de los mismos, monocatenarios y/o bicatenarios, o formas nativas
o estabilizadas de polinucleétidos, como por ejemplo, polinucleétidos con un esque-
leto de fosforotioato y que pueden contener intrones siempre que codifique el pépti-
do. Por supuesto, sélo los péptidos que contengan residuos de aminoacidos natura-
les unidos por enlaces peptidicos naturales pueden ser codificados por un polinu-
cledtido. Otro aspecto mas de la descripcion proporciona un vector de expresion ca-

paz de expresar un polipéptido conforme a la descripcion.



-32 -

Se han desarrollado diversos métodos para unir polinucleétidos, especialmente
ADN, a vectores, por ejemplo, a través de extremos cohesivos complementarios. Por
ejemplo, al segmento de ADN se le pueden afadir prolongaciones de homopolime-
ros complementarios para insertarlo en el vector de ADN. El vector y el segmento de
ADN se unen a continuacion por medio de puentes de hidrogeno entre las colas ho-

mopoliméricas complementarias para formar moléculas de ADN recombinante.

Otro método alternativo para unir el segmento de ADN a los vectores son los ligado-
res sintéticos que contienen uno o mas sitios de restriccion. Existen ligadores sintéti-
cos comerciales que contienen diversas dianas para las endonucleasas de restric-
cion que facilitan varios proveedores como International Biotechnologies Inc. New
Haven, CN, EE. UU.

Un método deseable para modificar el ADN que codifica el polipéptido de la descrip-
cion se sirve de la reaccion en cadena de la polimerasa tal y como exponen Saiki RK
y cols. (Saiki et al., 1988)). Este método puede ser utilizado para introducir el ADN
en un vector adecuado, por ejemplo, disefiando las dianas de restriccion adecuadas,
o puede ser empleado para modificar el ADN de otros modos utiles conocidos en la
técnica. Si se opta por vectores virales, son preferibles los vectores poxviricos o

adenoviricos.

En un aspecto, con el fin de obtener los linfocitos que expresan los TCR de la pre-
sente descripcion, los acidos nucleicos que codifican las cadenas TCR-alfa y/o TCR-
beta de la presente descripcidon se clonan en vectores de expresion, como retrovirus
gamma o lentivirus. Se crean los virus recombinantes y se analiza su funcionalidad,
como la especificidad hacia el antigeno y la avidez funcional. A continuacion se toma
una parte alicuota del producto final para transducir a la poblacion destinataria de
linfocitos T (generalmente purificada a partir de las PBMC del paciente), que se ex-

pande antes de administrarla via infusién al paciente.

En otro aspecto, para obtener linfocitos T que expresen TCR de la presente descrip-
cion, los ARN del TCR se sintetizan con técnicas conocidas en la técnica, como por

ejemplo, sistemas de transcripcion in vitro. A continuacion los ARN del TCR sinteti-
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zados in vitro se introducen mediante electroporacion en linfocitos T CD8+ primarios
procedentes de donantes sanos para reexpresar las cadenas TCR-alfa y/o TCR-beta

especificas del tumor.

Las cadenas del TCR introducidas en un linfocito T de sangre periférica pueden
competir con cadenas de TCR enddgenas por su asociacion con el complejo CD3,
que es necesario para la expresion del TCR en la superficie celular. Puesto que la
expresion profusa del TCR en la superficie celular es esencial para conferir la sensi-
bilidad adecuada para la activacion por las células que expresan el antigeno tumoral
diana (Cooper et al., 2000; Labrecque et al., 2001), las estrategias que potencian la
expresion de los genes de las cadenas alfa y beta del TCR son importantes en la te-

rapia génica con TCR.

Con el fin de aumentar la expresion, los acidos nucleicos que codifican los TCR de la
presente descripcidn pueden enlazarse funcionalmente con promotores potentes,
como repeticiones terminales largas de retrovirus (LTR), citomegalovirus (CMV), vi-
rus de citoblastos murino (MSCV) U3, fosfoglicerato-cinasa (PGK), B-actina, ubiquiti-
na y un promotor compuesto de virus simico 40 (SV40)/CD43, el factor de elonga-
cion (EF)-1a y el promotor del virus formador de focos en el bazo (SFFV) (Joseph et
al., 2008). En una forma de realizacion preferida, el promotor es heterélogo con res-

pecto al acido nucleico que se expresa.

Ademas de promotores potentes, los casetes de expresion del TCR de la presente
descripcion pueden contener otros elementos adicionales para potenciar la expre-
sion del transgén, como un tracto central polipurinico (cPPT), el cual promueve la
traslocacién nuclear de los contructos lentiviricos (Follenzi et al., 2000), o el elemen-
to regulador postrancripcional del virus de la marmota (WPRE), que aumenta el nivel

de expresion del transgén al reforzar la estabilidad del ARN (Zufferey et al., 1999).

Las cadenas alfa y beta de un TCR de la presente invenciéon pueden ser codificadas
por acidos nucleicos insertados en vectores separados, o pueden serlo por polinu-

cleétidos insertados en un mismo vector.
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Alcanzar un alto nivel de expresion del TCR en la superficie celular exige que tanto
las cadenas TCR-alfa como TCR-beta del TCR introducido se transcriban en abun-
dancia. Con ese fin, las cadenas TCR-alfa y TCR-beta de la presente descripcidon se
pueden clonar en constructos bicistronicos en un mismo vector, los cuales han de-
mostrado ser capaces de superar ese obstaculo. La insercién de un sitio de entrada
intrarribosomico del virus (IRES) entre las cadenas TCR-alfa y TCR-beta da pie a la
expresion coordinada de ambas cadenas, porque ambas son generadas a partir de
un unico transcrito que se escinde en dos proteinas durante la traduccion, asegu-

rando asi la produccion equimolar de ambas (Schmitt et al. 2009).

Los codones de los acidos nucleicos que codifican los TCR de la presente descrip-
cion pueden ser optimizados para potenciar la expresion en la célula hospedadora.
La redundancia del codigo genético permite que algunos aminoacidos sean codifica-
dos por mas de un codon, pero ciertos codones son menos «idoneos» que otros por
la disponibilidad relativa de los ARNt correspondientes, entre otros factores (Gus-
tafsson et al., 2004). Se ha demostrado que la modificacion de las secuencias géni-
cas de las cadenas TCR-alfa y TCR-beta de modo tal que cada aminoacido sea co-
dificado por el codéon mas idoneo para la expresion génica en mamiferos, asi como
la supresidn de los motivos que provocan inestabilidad en el ARNm o de los sitios de
escision ocultos mejora notablemente la expresion génica de las cadenas TCR-alfa 'y
TCR-beta (Scholten et al., 2006).

Ademas, el emparejamiento errébneo entre las cadenas de TCR introducidas y las
endoégenas puede derivar en la adquisicion de especificidades que supongan un
riesgo significativo para la autoinmunidad. Por ejemplo, la formacién de dimeros mix-
tos de las cadenas del TCR puede reducir el numero de moléculas disponibles para
formar complejos TCR correctamente aparejados, y por tanto reducir notablemente
la avidez funcional de las células que expresan el TCR introducido (Kuball et al.,
2007).

A fin de reducir el emparejamiento errébneo se puede modificar el dominio C-terminal
de las cadenas del TCR introducidas que forman parte de la presente descripcidon
para promover la afinidad entre las cadenas, al tiempo que reducir las posibilidades

de que esas cadenas introducidas se emparejen con los TCR enddgenos. Tales es-



-35-

trategias pueden consistir en: La sustitucion de los dominios C-terminales de las ca-
denas TCR-alfa y TCR-beta humanas con sus contrapartidas murinos (dominio C-
terminal murinizado); la creaciéon de un segundo enlace disulfuro entre las cadenas
en el dominio C-terminal mediante la introduccion de un segundo residuo de cisteina
tanto en las cadenas TCR-alfa como TCR-beta del TCR introducido (modificaciéon
con cisteina); intercambiar los residuos que interactuan de los dominios C-terminales
de las cadenas TCR-alfa y TCR-beta («knob-in-hole»); y la fusién directa de los do-
minios variables de ambas cadenas con el CD3( (fusién con CD3(). (Schmitt et al.
2009).

El ADN (o ARN en el caso de los vectores retroviricos) se puede expresar en un
hospedador adecuado para producir un polipéptido que comprenda el péptido o va-
riante de la descripcion. Asi pues, el ADN que codifica el péptido o variante de la
descripcion puede ser utilizado conforme a técnicas conocidas, modificado adecua-
damente siguiendo las ensefianzas contenidas en la presente memoria para cons-
truir un vector de expresién que se emplee para transformar una célula hospedadora
adecuada a fin de que exprese y produzca el polipéptido de la descripcion. Tales
técnicas incluyen las dadas a conocer en las patentes de EE. UU. N.° 4.440.859,
4.530.901, 4.582.800, 4.677.063, 4.678.751, 4.704.362, 4.710.463, 4.757.006,
4.766.075 y 4.810.648, que se incorporan a la presente memoria a modo de referen-

cia.

El ADN (o ARN en el caso de los vectores retroviricos) que codifica el polipéptido
que constituye el compuesto de la descripcion se puede unir con una amplia varie-
dad de secuencias distintas de ADN para introducirlo en un hospedador adecuado.
El ADN acompanante dependera de la naturaleza del hospedador, el modo de intro-
ducir el ADN en su interior y de si se pretende que se integre o que se mantenga

COmMo un episoma.

En general, el ADN se inserta en un vector de expresion, como un plasmido, con la
orientacion apropiada y el marco de lectura correcto para asegurar la expresion. Si
es necesario, el ADN se puede enlazar con secuencias nucleotidicas de control que
regulan la transcripcion o la traduccién y que son reconocidas por el hospedador

deseado, aunque en general tales controles ya suelen estar incluidos en el propio
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vector de expresion. A continuacion, el vector se introduce en el hospedador me-
diante técnicas estandar. En general, el vector no consigue transformar todos los
hospedadores, lo que hara necesario seleccionar las células hospedadoras que ha-
yan quedado transformadas. Una técnica de seleccién consiste en incorporar en el
vector de expresion una secuencia de ADN con los elementos de control necesarios
que codifique un rasgo seleccionable en la célula transformada, como, por ejemplo,

de resistencia a antibidticos.

Otra alternativa consiste en incorporar el gen de ese rasgo seleccionable en otro

vector con el que se cotransforma la célula hospedadora.

Las células hospedadoras que hayan sido transformadas con el ADN recombinante
de la descripcion se cultivaran durante el tiempo suficiente y en las condiciones
apropiadas que las personas versadas en la técnica conocen a la vista de las ense-
Aanzas reveladas en la presente memoria para que el polipéptido pueda expresarse

y, finalmente, ser recuperado.

Son muchos los sistemas de expresion conocidos, como bacterias (E. coli, Bacillus
subtilis, etc.), levaduras (Saccharomyces cerevisiae, etc.), hongos filamentosos (gé-
nero Aspergillus, etc.), células vegetales, animales o de insectos. Preferiblemente, el
sistema consistira en células de mamifero, como las células CHO disponibles de la
ATCC Cell Biology Collection.

En una forma de realizacion, se modifica con técnicas de ingenieria genética una cé-
lula hospedadora para que exprese un TCR de la presente descripcion. En formas
de realizacién preferidas, la célula hospedadora es un linfocito T humano o una célu-
la progenitora de linfocito T humana. En algunas formas de realizacion el linfocito T o
la célula progenitora de linfocito T se obtienen de un paciente con cancer. En otras
formas de realizacion el linfocito T o la célula progenitora de linfocito T se obtienen
de un donante sano. Las células hospedadoras de la presente descripcion pueden
ser alogénicas o autdlogas con respecto al paciente que va a ser tratado. En una
forma de realizacién, la célula hospedadora es un linfocito T gamma/delta transfor-

mado para expresar un TCR alfa/beta.
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Un tipico vector plasmidico de expresion constitutiva para células de mamifero com-
prende el promotor del CMV o del SV40 con una cola de poli-A adecuada y un mar-
cador de resistencia como la neomicina. Un ejemplo es el pSVL que ofrece Pharma-
cia, Piscataway, NJ, EE. UU. Un ejemplo de vector de expresiéon inducible para ma-
mifero es el pMSG, también suministrado por Pharmacia. Algunos vectores plasmi-
dicos de levadura utiles son pRS403-406 y pRS413-416, en general proveidos por
Stratagene Cloning Systems, La Jolla, CA 92037, EE. UU. Los plasmidos pRS403,
pRS404, pRS405 y pRS406 son plasmidos integrativos de levadura (Ylp) que incor-
poran los marcadores seleccionables de levadura HIS3, TRP1, LEU2 y URAS3. Los
plasmidos pRS413-416 son plasmidos centroméricos de levadura (Ycp). Los vecto-
res dotados del promotor del CMV (por ejemplo, de Sigma-Aldrich) proporcionan una
expresion transitoria o estable, expresidn en el citoplasma o secrecion, y marcaje de
los extremos N-terminal o C-terminal en varias combinaciones de FLAG, 3xFLAG, c-
myc o MAT. Estas proteinas de fusién permiten la deteccion, la purificacion y el ana-
lisis de la proteina recombinante. Las fusiones con doble etiqueta aportan flexibilidad

a la deteccion.

La potente region reguladora promotora del citomegalovirus (CMV) humano ofrece
niveles de expresion constitutiva de la proteina muy elevados, de hasta 1 mg/l en
células COS. En estirpes celulares menos potentes los niveles de proteinas suelen
rondar ~0,1 mg/l. La presencia del origen de replicacién del SV40 genera niveles
elevados de replicacion del ADN en células COS que toleran la replicacion del SV40.
Los vectores de CMV, por ejemplo, pueden contener el origen pMB1 (derivado del
pBR322) para la replicacion en células bacterianas, el gen de la b-lactamasa para la
seleccién por resistencia a la ampicilina, poliA de hGH, y el origen del f1. Los vecto-
res que contienen la secuencia lider de la preprotripsina (PPT) pueden canalizar la
secrecion de las proteinas de fusién FLAG hacia el medio de cultivo, donde se pue-
den purificar por medio de anticuerpos anti-FLAG, resinas y placas. En la técnica se
conocen otros vectores y sistemas de expresién aptos para el uso con una variedad

de células hospedadoras.

En otra forma de realizacién dos o mas péptidos o variantes peptidicas de la des-
cripcidon se codifican y se expresan en orden sucesivo (similar a constructos de «co-

llar de cuentas»). Al hacerlo, los péptidos o las variantes peptidicas se pueden enla-
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zar o fusionar juntas mediante segmentos de aminoacidos enlazantes, como, por
ejemplo, LLLLLL, o se pueden unir sin ningun otro péptido adicional entre ellos. Es-
tos constructos también pueden ser utilizados para la terapia contra el cancer, y po-
drian inducir respuestas inmunitarias en las que intervengan tanto el MHC | como el
MHC II.

La presente descripcion también se refiere a una célula hospedadora transformada
con un constructo de vector polinucleotidico de la presente descripcidén. La célula
hospedadora puede ser procariota o eucariota. Las células bacterianas pueden ser
las células hospedadoras procariotas mas adecuadas en determinadas circunstan-
cias; normalmente son cepas de E. coli, como, por ejemplo, las cepas DH5 disponi-
bles de Bethesda Research Laboratories Inc., Bethesda, Maryland, EE. UU., y RR1
disponibles de la American Type Culture Collection (ATCC) de Rockville, Maryland,
EE. UU. (N.° ATCC 31343). Las células hospedadoras eucariotas preferidas son cé-
lulas de levadura, de insecto y de mamifero, preferiblemente células de vertebrado
como estirpes celulares de colon y de fibroblastos de ratén, rata, mono o ser hu-
mano. Las células hospedadoras de levadura incluyen YPH499, YPH500 y YPH501,
que en general estan disponibles de Stratagene Cloning Systems, La Jolla, CA
92037, EE. UU. Las células hospedadoras de mamifero preferidas incluyen las célu-
las de ovario de hamster chino (CHO) disponibles de la ATCC como CCL61, las cé-
lulas embrionarias de raton suizo NIH/3T3 disponibles de la ATCC como CRL 1658,
las células COS-1 de rifidn de mono disponibles de la ATCC como CRL 1650 y las
células 293 que son células renales embrionarias humanas. Las células de insecto
preferidas son las células Sf9, que se pueden transfectar con vectores de expresion
baculoviricos. Se puede encontrar una revision general referente a la eleccion de las
células hospedadoras mas adecuadas, por ejemplo, en el manual de Paulina Balbas
y Argelia Lorence “Methods in Molecular Biology Recombinant Gene Expression,
Reviews and Protocols,” Part One, Second Edition, ISBN 978-1-58829-262-9, y otra

bibliografia conocida por las personas versadas en la materia.

La transformacion de las células hospedadoras adecuadas con el constructo de ADN
de la presente descripcion se consuma con métodos consabidos que normalmente
dependen del tipo de vector utilizado. En lo referente a la transformacién de células

hospedadoras procariotas, véase, por ejemplo, Cohen y cols. (Cohen et al., 1972) y
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(Green and Sambrook, 2012). La transformacién de células de levadura se describe
en Sherman et al. (Sherman et al., 1986). El método de Beggs (Beggs, 1978) tam-
bién resulta util. En lo que concierne a los reactivos adecuados para transfectar las
células de vertebrados, por ejemplo, el fosfato de calcio y el DEAE-dextrano o las
formulaciones con liposomas, se pueden adquirir de Stratagene Cloning Systems, o
Life Technologies Inc., Gaithersburg, MD 20877, EE. UU. La electroporacion también
es util para la transformacion y/o la transfeccion de las células y es perfectamente
conocida su aplicacion en la transformacion de células de levadura, bacteria, insecto

y vertebrado.

Las células transformadas con éxito, es decir, las que contengan un constructo de
ADN de la presente descripcion, se pueden identificar con técnicas bien conocidas
como la PCR. Otra alternativa consiste en detectar la presencia de la proteina en el

sobrenadante por medio de anticuerpos.

Se apreciara que ciertas células hospedadoras de la descripcidn son utiles para la
preparacion de péptidos de la descripcion, por ejemplo, las células bacterianas, de
levadura e insecto. Con todo, para ciertos métodos terapéuticos pueden ser utiles
otras células hospedadoras. Por ejemplo, se pueden utilizar células presentadoras
de antigeno como las células dendriticas para expresar los péptidos de la descrip-
cion de tal forma que puedan ser cargados en las moléculas MHC oportunas. Asi
pues, la presente descripcion proporciona una célula hospedadora que comprende

un acido nucleico o un vector de expresion conforme a la descripcion.

En una forma de realizacion preferida la célula hospedadora es una célula presenta-
dora de antigeno, en particular una célula dendritica o célula presentadora de anti-
geno. Las APC cargadas con una proteina de fusion recombinante que contiene aci-
do prostatico fosfatasa (PAP) fueron aprobadas por la Administracion de Alimentos y
Farmacos de los EE. UU. (FDA) el 29 de abril de 2010 para tratar el cancer de prés-
tata hormonorrefractario metastasico asintomatico o minimamente sintomatico (Sipu-
leucel-T) (Rini et al., 2006; Small et al., 2006).

Otro aspecto mas de la descripcion proporciona un método para la produccion de un

péptido o de su variante, comprendiendo dicho método el cultivo de una célula hos-
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pedadora y el aislamiento del péptido a partir de dicha célula o de su medio de culti-

VO.

En otra forma de realizacién el péptido, el acido nucleico o el vector de expresiéon de
la descripcidn se emplean en medicina. Por ejemplo, el péptido o su variante pueden
ser preparados para la inyeccion por via intravenosa (i.v.), subcutanea (s.c.), intra-
dérmica (i.d.), intraperitoneal (i.p.) o intramuscular (i.m.). Los métodos preferidos pa-
ra la inyeccion del péptido incluyen s.c., i.d., i.p., i.m. e i.v. Los métodos preferidos
para la inyeccion del ADN incluyen i.d., i.m., s.c., i.p. € i.v. Segun el péptido o ADN
de que se trate se pueden administrar dosis de, por ejemplo, entre 50 ug y 1,5 mg,
preferiblemente de 125 ug a 500 ug de péptido o ADN. Dosis en esos intervalos se

han empleado con éxito en varios ensayos (Walter et al., 2012).

El polinuclettido usado para la vacunaciéon activa puede ser sustancialmente puro, o
estar contenido en un vector o en un sistema de liberacién adecuado. El acido nu-
cleico puede ser ADN, ADNc, APN, ARN o una combinacién de los mismos. Los mé-
todos para disefiar e introducir ese acido nucleico son bien conocidos por los exper-
tos en la materia. Una perspectiva general se puede consultar, por ejemplo, en Teu-
fel y cols. (Teufel et al., 2005). Las vacunas polinucleotidicas son faciles de preparar,
pero el mecanismo por el cual tales vectores inducen la respuesta inmunitaria no se
conoce con exactitud. Los vectores y sistemas de liberacion adecuados incluyen los
de ADN y/o ARN viral, como los sistemas basados en adenovirus, virus vacunal, re-
trovirus, herpesvirus, virus adeno-asociados o hibridos que contienen elementos de
varios virus. Los sistemas de liberacion no virales incluyen lipidos cationicos y poli-
meros catidnicos que son bien conocidos como técnicas para la introduccion de
ADN. Los métodos de introduccion fisicos, como la «pistola génica», también pue-
den utilizarse. El péptido o péptidos codificados por el acido nucleico pueden ser una
proteina de fusidn, por ejemplo, con un epitopo que estimule los linfocitos T para el

respectivo CDR opuesto, tal y como se ha indicado antes.

La presente descripcidn se refiere, ademas, a aptameros. Los aptameros (véase, por
ejemplo, WO 2014/191359 y la bibliografia citada en ella) son moléculas de acidos
nucleicos monocatenarios cortas, que se pueden plegar hasta adoptar estructuras

tridimensionales definidas y que reconocen estructuras diana especificas. Parecen
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ser alternativas adecuadas para el desarrollo de terapias dirigidas. Los aptameros
han demostrado su unidn selectiva a una gama de dianas complejas con elevada

afinidad y especificidad.

En la pasada década han sido descubiertos aptameros que reconocen moléculas
situadas en la superficie celular que constituyen un medio para el desarrollo de es-
trategias diagnosticas y terapéuticas. La toxicidad y la inmunogenicidad de los apta-
meros es, hasta donde se sabe, practicamente nula, por lo que son candidatos pro-
metedores para aplicaciones biomédicas. Y son aptameros, por ejemplo, aptameros
que reconocen el antigeno de membrana especifico de la préstata, los que han sido
empleados con éxito en terapias dirigidas y han demostrado su funcionalidad en
modelos de xenoinjerto in vivo. Ademas, se han descubierto aptameros que recono-

cen estirpes de células tumorales especificas.

Es posible seleccionar aptameros de ADN para desvelar propiedades de reconoci-
miento de amplio espectro contra varias células cancerosas, y particularmente las
derivadas de tumores sélidos, en tanto que las células sanas primarias y no oncogé-
nicas no son reconocidas. Si los aptameros descubiertos reconocieran no solo un
subtipo de tumor concreto sino que interaccionaran con una serie de tumores, se
convertirian en una herramienta aplicable para el diagndstico y la terapéutica de am-

plio espectro.

Ademas, las investigaciones de su union a células mediante la citometria de flujo
han demostrado que los aptameros presentan una excelente afinidad aparente en la

escala nanomolar.

Los aptameros resultan utiles para fines diagnésticos y terapéuticos. En un aspecto,
al menos uno o mas aptameros son captados por las células tumorales y pueden ac-
tuar asi como vehiculos moleculares para la administracion dirigida de agentes anti-

neoplasicos como ARNSsi en las células tumorales.

Se pueden seleccionar aptameros que vayan dirigidos contra dianas complejas tales
como células y tejidos y complejos de los péptidos o los TCR que comprendan, y

que preferiblemente consistan en, una secuencia acorde con cualquiera de las SEQ
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ID N.° 14 a SEQ ID N.° 15, conforme con la presente descripcion con la molécula
MHC, mediante la técnica cell-SELEX (acronimo de Systematic Evolution of Ligands
by Exponential enrichment, Evolucion sistematica de los ligandos mediante enrique-

cimiento exponencial).

En una forma de realizacion la descripcidn proporciona un método para producir un
TCR como el descrito en la presente memoria, comprendiendo dicho método el culti-
vo de una célula hospedadora capaz de expresar el TCR en las condiciones idoneas

para promover la expresion de dicho receptor.

La presente descripcion se refiere, ademas, a un método para identificar y aislar un
TCR acorde con la presente descripcion, comprendiendo dicho método: La incuba-
cion de PBMC procedentes de donantes sanos negativos para HLA-A*02 con mo-
némeros de A2/IGF2BP3; la incubacion de las PBMC con tetrameros marcados con
ficoeritrina (PE); y el aislamiento de los linfocitos T dotados de gran avidez mediante

el analisis de seleccién de células activadas por fluorescencia (FACS)-Calibur.

La presente descripcion se refiere, ademas, a un método para identificar y aislar un
TCR acorde con la presente descripciéon, comprendiendo dicho método: La incuba-
cion de PBMC procedentes de donantes sanos negativos para HLA-A*02 con mo-
nomeros de A2/p286-1Y2L; la incubacion de las PBMC con tetrameros marcados
con ficoeritrina (PE); y el aislamiento de los linfocitos T dotados de gran avidez me-
diante el analisis de seleccidn de células activadas por fluorescencia (FACS)-
Calibur.

La presente descripcion se refiere, ademas, a un método para identificar y aislar un
TCR acorde con la presente descripciéon, comprendiendo dicho método: La incuba-
cion de PBMC procedentes de donantes sanos negativos para HLA-A*02 con mo-
nomeros de A2/p286-1Y2L9L; la incubacion de las PBMC con tetrameros marcados
con ficoeritrina (PE); y el aislamiento de los linfocitos T dotados de gran avidez me-
diante el analisis de seleccidn de células activadas por fluorescencia (FACS)-
Calibur.
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La presente descripcion se refiere, ademas, a un método para identificar y aislar un
TCR conforme a la presente descripcidn, comprendiendo dicho método: La obten-
cion de un ratén transgénico con los locus enteros del gen TCRap humano (1,1y 0,7
Mb), cuyos linfocitos T expresen un repertorio diverso de TCR humanos que com-
pense la deficiencia de TCR murinos; la inmunizacién del ratén con el IGF2BP3-001;
la incubacion de las PBMC obtenidas de los ratones transgénicos con tetrameros
marcados con ficoeritrina (PE); y el aislamiento de los linfocitos T con gran avidez
mediante el analisis de seleccion de células activadas por fluorescencia (FACS)-
Calibur.

La presente descripcion se refiere, ademas, a un método para identificar y aislar un
TCR conforme a la presente descripcién, comprendiendo dicho método: La obten-
cion de un ratén transgénico con los locus enteros del gen TCRap humano (1,1y 0,7
Mb), cuyos linfocitos T expresen un repertorio diverso de TCR humanos que com-
pense la deficiencia de TCR murinos; la inmunizacion del ratdon con el p286-1Y2L; la
incubacion de las PBMC obtenidas de los ratones transgénicos con tetrameros mar-
cados con ficoeritrina (PE); y el aislamiento de los linfocitos T con gran avidez me-
diante el analisis de seleccién de células activadas por fluorescencia (FACS)-
Calibur.

La presente descripcion se refiere, ademas, a un método para identificar y aislar un
TCR conforme a la presente descripcion, comprendiendo dicho método: La obten-
cion de un raton transgénico con los locus enteros del gen TCRaf humano (1,1y 0,7
Mb), cuyos linfocitos T expresen un repertorio diverso de TCR humanos que com-
pense la deficiencia de TCR murinos; la inmunizacion del raton con el p286-1Y2L9L;
la incubacion de las PBMC obtenidas de los ratones transgénicos con tetrameros
marcados con ficoeritrina (PE); y el aislamiento de los linfocitos T con gran avidez
mediante el analisis de seleccion de células activadas por fluorescencia (FACS)-
Calibur.

La presente descripcion se refiere, ademas, al método acorde con la descripcion, en
el que el linfocito T comprende un vector de expresion capaz de expresar un TCR

acorde con la presente descripcion.
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La presente descripcion se refiere, ademas, a un método para destruir células diana
en un paciente cuyas células diana expresan de forma aberrante el IGF2BP3, méto-
do que comprende la administracion al paciente de un numero efectivo de TCR, TCR

solubles y/o linfocitos T de acuerdo con la presente descripcion.

La presente descripcion se refiere, ademas, al uso de cualquier TCR descrito, un
acido nucleico acorde con la presente descripcion, un vector de expresion acorde
con la presente descripcidon, una célula acorde con la presente descripcién, o un lin-
focito T citotoxico activado acorde con la presente descripcion como medicamento o
en la fabricaciéon de un medicamento. La presente descripcidon se refiere, ademas, a
un uso conforme a la presente descripcion en el que el medicamento es activo con-

tra el cancer.

La presente descripcion se refiere, ademas, al uso acorde con la descripcién, en el
que las células cancerosas son células de cancer de pulmdn amicrocitico u otras cée-
lulas de tumores solidos o hematoldgicos, como el cancer de pulmdn amicrocitico, el
cancer de pulmén microcitico, cancer de células renales, cancer de cerebro, cancer
gastrico, cancer colorrectal, cancer hepatocelular, cancer de pancreas, cancer de
préstata, leucemia, cancer de mama, carcinoma de células de Merkel, melanoma,
cancer de ovario, cancer de vejiga urinaria, cancer de utero, cancer de vesicula biliar

y vias biliares y cancer de esdéfago.

La presente descripcion se refiere, ademas, a un método para destruir células can-
cerosas que comprende la puesta en contacto de las células cancerosas con una
célula hospedadora de la presente descripcion. En una forma de realizacion, la célu-
la hospedadora expresa un TCR de la presente descripcion. En una forma de reali-
zacion, la célula hospedadora es un linfocito T o una célula progenitora de linfocito T.
En una forma de realizacion, En una forma de realizacion preferida, las células can-
cerosas se seleccionan entre células de cancer de pulmdn amicrocitico u otras célu-
las de tumores sélidos o hematoldgicos, como el cancer de pulmdn amicrocitico,
cancer de pulmdn microcitico, cancer de células renales, cancer de cerebro, cancer
gastrico, cancer colorrectal, cancer hepatocelular, cancer de pancreas, cancer de
prostata, leucemia, cancer de mama, carcinoma de células de Merkel, melanoma,

cancer de ovario, cancer de vejiga urinaria, cancer de utero, cancer de vesicula biliar
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y vias biliares y cancer de esofago. En algunas formas de realizacion, el TCR se
conjuga con un agente terapéuticamente activo. En ciertas formas de realizacion, el
agente terapéuticamente activo se selecciona de un grupo consistente en radionucli-

dos, agentes quimioterapicos y toxinas.

La presente invencidn se refiere, ademas, a un método de tratamiento contra el can-
cer que comprende la administracion a un sujeto que lo necesita de una célula hos-
pedadora de la presente invencién. En una forma de realizacién, la célula hospeda-
dora expresa un TCR de la presente descripcidon. En una forma de realizacion, la cé-
lula hospedadora es un linfocito T o una célula progenitora de linfocito T. En una
forma de realizacion, la célula hospedadora es autdloga con respecto al sujeto a tra-
tar. En otra forma de realizacién, la célula hospedadora es alogénica con respecto al
sujeto a tratar. En una forma de realizacién preferida, las células cancerosas se se-
leccionan entre células de cancer de pulmén amicrocitico u otras células de tumores
sélidos o hematoldgicos, como el cancer de pulmoén amicrocitico, cancer de pulmon
microcitico, cancer de células renales, cancer de cerebro, cancer gastrico, cancer
colorrectal, cancer hepatocelular, cancer de pancreas, cancer de prostata, leucemia,
cancer de mama, carcinoma de células de Merkel, melanoma, cancer de ovario,
cancer de vejiga urinaria, cancer de utero, cancer de vesicula biliar y vias biliares y

cancer de esoéfago.

En algunas formas de realizacion, el TCR se conjuga con un agente terapéuticamen-
te activo. En la presente memoria, el término «agente terapéuticamente activo» de-
signa un compuesto usado para tratar o prevenir una enfermedad o un trastorno
médico indeseable. En una forma de realizacion, el agente terapéuticamente activo
se usa para tratar a prevenir el cancer. En ciertas formas de realizacion, el agente
terapéuticamente activo se selecciona de un grupo consistente en radionuclidos,

agentes quimioterapicos y toxinas.

Los TCR, los acidos nucleicos y las células hospedadoras de la presente descrip-
cion, asi como las composiciones farmaceéuticas de los mismos, pueden ser adminis-
trados a un sujeto que los necesite a través de vias conocidas en la técnica, y que
pueden variar dependiendo del tipo de cancer que se va a tratar. Las vias de admi-

nistracion incluyen, por ejemplo, la administracion local (como la intratumoral) y la
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administracidn parenteral como la subcutanea, intraperitoneal, intramuscular, intra-
venosa, intraportal o intrahepatica. En una forma de realizacion preferida, los TCR,
los acidos nucleicos o las células hospedadoras de la presente descripcion, o las
composiciones farmacéuticas de los mismos, se administran a un sujeto por medio
de infusion local, por ejemplo, con una bomba de infusién y/o un sistema de catéter,
en un sitio que se va a tratar, como un tumor sdlido. En una forma de realizacion,
una composicion de la presente descripcion se infunde en un tumor sdlido, en un va-

SO sanguineo que irriga el tumor solido, y/o en una zona circundante al tumor sdlido.

En formas de realizacion preferidas, las composiciones de la presente descripcion se
administran a un sujeto con una pauta posolégica de al menos dos administraciones
separadas por un lapso minimo de 24 horas. Las pautas posoldgicas adecuadas pa-
ra la administracién de composiciones de la presente descripcién incluyen, por
ejemplo, una vez al dia, una vez cada dos dias y una vez cada tres dias. Son aun
mas preferibles pautas posoldgicas del orden de una vez a la semana, dos veces a
la semana, una vez cada 15 dias, una vez al mes y dos veces al mes. En formas de
realizacion concretas se emplea una pauta escalonada de la dosis, en la que el suje-
to recibe progresivamente dosis crecientes a lo largo de varios dias, semanas o0 me-

Ses.

Las dosis efectivas de las células hospedadoras que expresan los TCR de la presen-
te invencion incluyen, por ejemplo, al menos unas 10%, al menos unas 10%, al menos
unas 10°, al menos unas 107, al menos unas 108, al menos unas 10° y al menos
unas 100 células hospedadoras por dosis. En una forma de realizacion, las células
hospedadoras de la presente descripcidn se administran en dosis aproximadas de
entre 10* y 100 células por dosis, preferentemente en dosis aproximadas de entre
105 y 10° células por dosis. En formas de realizacion preferidas, las dosis se admi-
nistran en una pauta posoldgica a lo largo de al menos dos 0 mas ciclos de adminis-

tracion.

La presente invencion se refiere, ademas, a un método para tratar el cancer que
comprende la administracion de un TCR, un acido nucleico o una célula hospedado-
ra de la presente descripcion en combinacién con al menos un agente quimioterapi-

co y/o radioterapia.
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También se proporciona un método para el tratamiento del cancer en un sujeto que
lo necesita, el cual comprende:
a) Aislamiento de una célula de dicho sujeto
b) Transformacion de la célula con al menos un vector que codifique un
TCR de la presente descripcidn para producir una célula transformada
C) Expansion de la célula transformada para producir una pluralidad de
células transformadas; y

d) Administracion de la pluralidad de células transformadas a dicho sujeto.

También se proporciona un método para el tratamiento del cancer en un sujeto que
lo necesita, el cual comprende:
a) Aislamiento de una célula procedente de un donante sano
b) Transformacion de la célula con un vector que codifique un TCR de la
presente descripcion para producir una célula transformada
C) Expansion de la célula transformada para producir una pluralidad de
células transformadas; y

d) Administracion de la pluralidad de células transformadas a dicho sujeto.

También se proporciona un método para detectar el cancer en una muestra biologi-
ca, el cual comprende:
a) Puesta en contacto de la muestra biolégica con un TCR de la presente
descripcion
b) Deteccion de la union del TCR a la muestra bioldgica.
En ciertas formas de realizacién, el método para la deteccion del cancer se lleva a

cabo en condiciones in vitro, in vivo o in situ.

La presente descripcidn se refiere, ademas, a proteinas marcadoras y a biomarcado-
res concretos basados en los péptidos acordes con la presente descripcidon, aqui
denominados «dianas» que pueden ser utilizados para el diagnéstico y/o el prondsti-
co del cancer de pulmdn amicrocitico. La presente descripcion también se refiere al

uso de esas novedosas dianas para el tratamiento del cancer.
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Otro aspecto mas de la descripcion proporciona un método para producir un receptor
de linfocito T soluble (sTCR) que reconozca un complejo de péptido-MHC especifico.
Dichos receptores de linfocitos T solubles se pueden generar a partir de clones de
linfocitos T especificos, cuya afinidad se puede incrementar por mutagénesis dirigida
a las regiones determinantes de complementariedad. Para la seleccion del receptor
de linfocito T se puede utilizar una fagoteca (US 2010/0113300, (Liddy et al., 2012)).
A fin de estabilizar los receptores de linfocito T en la fagoteca y en caso de uso prac-
tico como farmaco, las cadenas alfa y beta se pueden enlazar, por ejemplo, median-
te enlaces disulfuro no nativos, otros enlaces covalentes (receptor de linfocito T mo-
nocatenario), o mediante dominios de dimerizacion (Boulter et al., 2003; Card et al.,
2004; Willcox et al., 1999). El receptor de linfocito T se puede enlazar con toxinas,
farmacos, citocinas (véase, por ejemplo, US 2013/0115191), dominios que recluten
células efectoras como un dominio anti-CD3, etc., con el fin de ejecutar funciones
particulares en células diana. En otro aspecto, éste se expresa en linfocitos T usa-
dos para la trasferencia adoptiva. Véanse, por ejemplo, WO 2004/033685A1, WO
2004/074322A1 y WO 2013/057586A1, cuyo contenido se incorpora integramente a

modo de referencia.

Ademas, los péptidos y/o los TCR o anticuerpos u otras moléculas de unién de la
presente descripcion se pueden utilizar para confirmar el diagnéstico histopatoldgico

de cancer a partir de una muestra de biopsia.

Los anticuerpos o los TCR también se pueden utilizar para ensayos diagnosticos in
vivo. En general, el anticuerpo o el TCR se marcan con un radiontclido (como "In,
NTc, 14C, 1311, 3H, 32P 0 35S) de modo que el tumor pueda ser localizado con inmuno-
gammagrafia. En una forma de realizacion, anticuerpos o fragmentos de los mismos
se unen a los dominios extracelulares de dos o mas dianas de una proteina selec-
cionada del grupo consistente en las susodichas proteinas, y el valor de afinidad (Ka)

es inferiora 1 x 10 yM.

Los anticuerpos o los TCR para uso diagnéstico pueden ser marcados con sondas
adecuadas para posibilitar la deteccion con diferentes métodos de diagndstico por la
imagen. Los métodos para la deteccion de sondas incluyen, entre otros, microscopia

de fluorescencia, 6ptica convencional, confocal y electronica; resonancia magnética
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y espectroscopia; radioscopia, tomografia computadorizada y tomografia por emi-
sion de positrones. Las sondas adecuadas incluyen, entre otras, fluoresceina, roda-
mina, eosina y otros fluoréforos, radioisétopos, oro, gadolinio y otros lantanidos, hie-
rro paramagnético, flior-18 y otros radionuclidos emisores de positrones. Ademas,
las sondas pueden ser bi o multifuncionales y ser detectables por mas de uno de los
métodos enumerados. Los anticuerpos y/o TCR pueden marcarse directa o indirec-
tamente con dichas sondas. La fijacion de sondas a los anticuerpos y/o TCR incluye
la unién covalente de la sonda, la incorporacion de la sonda en el anticuerpo o el
TCR, y la unién covalente de un compuesto quelante para unir la sonda, entre otros
meétodos consabidos en la técnica. Para las técnicas de inmunohistoquimica, la
muestra de tejido patologico puede ser reciente o congelada, o puede estar incluida
en parafina y fijada con un conservante como el formol. El corte fijado o incluido que
contiene la muestra se pone en contacto con un anticuerpo primario marcado y un
anticuerpo secundario, de modo que el anticuerpo se emplea para detectar la expre-

sion in situ de las proteinas.

EJEMPLOS

La utilizacion de las condiciones alorreactivas permite eludir la autotolerancia y obte-
ner linfocitos T provistos de elevada avidez en comparacion con los linfocitos T deri-
vados de «montajes» autdlogos, esto es, de los propios pacientes. Ejemplos de tales
condiciones incluyen la generacién in vitro de linfocitos T especificos de péptido y
reactivos a HLA alogénicos (Sadovnikova et al. 1998; Savage et al. 2004; Wilde et
al. 2012), y la inmunizacion de ratones transgénicos para moléculas de MHC huma-
nas o TCR humanos (Stanislawski et al. 2001; Li et al. 2010).

Ejemplo 1

Generacion in vitro de linfocitos T especificos de péptido y reactivos a HLA alogéni-
cos (Savage et al. 2004)

Se emplearon PBMC procedentes de donantes sanos, tanto positivos como negati-
vos para HLA-A*02, que concedieron su consentimiento informado. Se adquirieron
monomeros HLA-A2 de clase | biotinilados y recombinantes y tetrameros A2 fluores-
centes que contenian el IGF2BP3-001 de MBLI (Woburn, MA, EE. UU.). Las PBMC
se incubaron con anti-CD20SA diluido en solucion salina tamponada con fosfato

(PBS) durante 1 hora a temperatura ambiente, se lavaron y se incubaron con los
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monomeros A2/IGF2BP3-001 biotinilados durante 30 minutos a temperatura ambien-
te, se lavaron y se sembraron a razon de 3x108 células/pocillo en placas de 24 poci-
llos en RPMI con suero AB humano al 10%. El primer dia se afadi6 interleucina 7 a
razon de 10 ng/ml (IL-7; R&D Systems, Minneapolis, MN, EE. UU.) y el cuarto dia IL-
2 a razon de 10 U/ml (Chiron, Harefield, Reino Unido). Durante un periodo de 5 se-
manas a las células se las reestimulé semanalmente con PBMC recién extraidas, se
mezclaron con células que habian respondido en una proporcién 1:1 y se sembraron

a razon de 3x108/pocillo en placas de 24 pocillos.

Para obtener los linfocitos T de gran avidez, se incubaron unas 106 PBMC con el te-
tramero HLA-A2/IGF2BP3-001 conjugado con ficoeritrina (PE) (obtenidas de MBLI)
durante 30 minutos a 37 °C, y acto seguido con anticuerpo anti-CD8 conjugado con
isotiocianato de fluoresceina (FITC)/aloficocianina (APC) durante 20 minutos a 4 °C
antes de proceder al analisis de seleccion de células activadas por fluorescencia
(FACS)—Calibur. La seleccion se efectu6é con un citdmetro de flujo FACS-Vantage
(Becton Dickinson, Cowley, Oxford, Reino Unido). Las células tetramero-positivas
seleccionadas se expandieron en placas de 24 pocillos sembrando en cada pocillo
2x10% células, acompafiadas a modo de nodrizas por 2x10® PBMC A2-negativas
irradiadas, junto con 2x10* microperlas CD3/CD28 /ml (Dynal, Oslo, Noruega) e IL-2
(1000 U/ml). Los linfocitos T de gran avidez asi obtenidos se usaron a continuacion
para identificar y aislar los TCR con técnicas conocidas en la materia, como la 5'-
RACE monocelular (Amplificacion rapida de los extremos de ADNc). Acto seguido,
los ADN de TCR no redundantes se analizaron para determinar las secuencias de
aminoacidos/ADN vy se los clon6 en vectores de expresion con métodos consabidos

en la técnica.

Ejemplo 2: Clonacion de los TCR

Los métodos para la clonacién de TCR son conocidos en la técnica, como por ejem-
plo, los descritos en la patente de EE. UU. 8.519.100, que se incorpora integramente
a la presente memoria como referencia sobre dichos métodos. Para amplificar la re-
gion variable de la cadena alfa se usan el oligonucledtido A1, especifico de la se-
cuencia de la region variable de la cadena alfa (ggaattccatatgagtcaacaaggagaagaa-
gatcc, SEQ ID N.° 22) que codifica la diana de restriccion para Ndel, una metionina

introducida para lograr el inicio eficiente de la expresion en bacterias, y el oligonu-
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cledtido A2, especifico de la secuencia de la regidon constante de la cadena alfa (ttgt-
cagtcgacttagagtctctcagctggtacacg, SEQ ID N.° 23) que codifica la diana de restric-
cion para Sall. En el caso de la cadena beta, la region variable de la misma se ampli-
fica mediante el oligonucledtido B1, especifico de la secuencia de la regién variable
de la cadena beta (tctctcatatggatggtggaattactcaatccccaa, SEQ ID N.° 24) que codifi-
ca la diana de restriccion para Ndel, una metionina introducida para lograr el inicio
eficiente de la expresidn en bacterias, y el oligonucleétido B2, especifico de la se-
cuencia de la regién constante de la cadena beta (tagaaaccggtggccaggcacacca-

gtgtggc, SEQ ID N.° 25) que codifica la diana de restriccion para Agel.

Las secuencias de ADN codificantes de la cadena alfa del TCR cortadas con Ndel y
con Sall se ligan en el vector pPGMT7+Ca, previamente cortado con Ndel y Xhol. Las
secuencias de ADN codificantes de la cadena beta del TCR cortadas con Ndel y
Agel se ligan en otro vector pGMT7+Cf distinto, también previamente cortado con
Ndel y Agel. Los plasmidos ligados se introducen por transformacion en células
competentes de la cepa de Escherichia coli denominada XL1-Blue que a continua-
cion se siembran en placas de LB/agar con ampicilina 100 ug/ml. Tras permanecer
en incubacién hasta el dia siguiente a 37° C, se repican colonias aisladas que se cul-
tivan hasta el dia siguiente en 10 ml de LB con ampicilina 100 pg/ml a 37° C y en
agitacion. Los plasmidos clonados se purifican con un kit Miniprep (Qiagen) y el in-

serto se secuencia con un secuenciador automatico de ADN (Lark Technologies).

Los TCR R10P1A7, codificantes de las cadenas alfa y beta de TCR especificas del
tumor, se aislaron y se amplificaron a partir de linfocitos T procedentes de donantes
sanos. Las células de los donantes sanos se estimularon en condiciones in vitro si-
guiendo el método descrito por Walter et. al. 2003. Las células especificas de la dia-
na se seleccionaron una a una con multimeros especificos de la diana antes de pro-
ceder al aislamiento de los TCR. Las secuencias de TCR se aislaron con la 5’-RACE
mediante métodos ordinarios como los descritos, por ejemplo, en Molecular Cloning.
A Laboratory Manual, 4?2 edicién, de Green y Sambrook. EI TCR R10P1A7 se aisl6
de un donante HLA-A2 negativo. Se secuenciaron las regiones variables de las ca-
denas alfa y beta de los TCR R20P1H7, R7P1D5 y R10P2G12.
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Se descubrié que el dominio variable alfa del TCR R10P1A7 tenia una secuencia de
aminoacidos correspondiente a los residuos 22 a 130 de la SEQ ID N.° 2. Se descu-
brié que el dominio variable beta del TCR R10P1A7 tenia una secuencia de aminoa-

cidos correspondiente a los residuos 26 a 139 de la SEQ ID N.° 10.

Se pueden usar fagotecas para crear archivos de variantes de TCR con los que
identificar mutantes provistos de alta afinidad. La fagoteca de TCR y los métodos de
cribado descritos en (Li et al, (2005) Nature Biotech 23 (3): 349-354) se pueden apli-

car a un TCR de referencia seleccionado entre los TCR descritos en la Tabla 1.

Por ejemplo, las tres regiones CDR de la secuencia de la cadena alfa de la SEQ ID
N.° 2y las tres regiones CDR de la secuencia de la cadena beta de la SEQ ID N.° 10
pueden ser sometidas a mutagénesis, y buscar y cribar en cada biblioteca de CDR

por separado.

En consecuencia, se pueden identificar aquellos TCR cuyas afinidades y/o semivi-
das de unién dupliquen como minimo las del TCR de referencia (y, por tanto, implici-

tamente dupliquen como minimo la del TCR nativo).

Los heterodimeros de TCR se vuelven a replegar con el método que incluye la intro-
duccién de cisteinas en las regiones constantes para crear un puente disulfuro artifi-
cial entre las cadenas. De esa forma se preparan los TCR siguientes, a saber: (a) la
cadena beta del TCR de referencia junto con cadenas alfa mutadas; (b) la cadena
alfa del TCR de referencia junto con cadenas beta mutadas; y (c) combinaciones di-

versas de cadenas alfa y beta que incluyen dominios variables mutantes.

La interaccion entre los TCR solubles de alta afinidad unidos por puentes disulfuro, y
las variantes de estos TCR, con el complejo formado por el péptido nativo
KIQEILTQV (SEQ ID N.° 1) y la molécula HLA se puede analizar con el método BIA-

core.

Las variantes de los TCR provistas de alta avidez también se pueden seleccionar a
partir de una biblioteca de CDR mutantes introducida en levaduras o en linfocitos T

(Holler et al. 2003; Chervin et al. 2008). Las variantes de TCR que sean candidatas
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brindan de ese modo orientacion acerca de las mutaciones inducidas que es preciso
conseguir en las CDR de los TCR para obtener las variantes de TCR de gran avidez
(Robbins et al. 2008; Zoete et al. 2007).

Ejemplo 3: Genomanipulacion de linfocitos T autdlogos

Los linfocitos T se pueden genomanipular para que expresen TCR de gran avidez
(para las llamadas terapias con TCR) o receptores quiméricos de antigeno derivados
de la fusion de proteinas (CAR) provistos de una especificidad de antigeno reforzada
hacia el complejo MHC I/IGF2BP3-001 o el complejo MHC 1l/IGF2BP3-001. En un
aspecto, esta estrategia solventa algunas de las limitaciones que acarrean la tole-
rancia central y periférica, y genera linfocitos T que seran mas eficientes a la hora de
reconocer y atacar los tumores sin necesidad de la activacion de novo de los linfoci-

tos T en el paciente.

En un aspecto, con el fin de obtener linfocitos T que expresen los TCR de la presen-
te descripcidn, los acidos nucleicos codificantes de las cadenas TCR-alfa y/o TCR-
beta identificadas y aisladas, como se ha descrito en los ejemplos 1 y 2, se clonan
en vectores de expresion, como retrovirus gamma o lentivirus. Se crean los virus re-
combinantes y se analiza su funcionalidad, como la especificidad antigénica y la avi-
dez funcional. A continuacion se toma una parte alicuota del producto final para
transducir a la poblacién destinataria de linfocitos T (generalmente purificada a partir
de las PBMC del paciente), que se expande antes de administrarla via infusion al

paciente.

En otro aspecto, para obtener linfocitos T que expresen los TCR de la presente des-
cripcion, los ARN del TCR se sintetizan con técnicas conocidas en la materia, como
por ejemplo, sistemas de transcripcion in vitro. A continuacién los ARN de TCR que
han sido sintetizados in vitro se introducen mediante electroporacion en linfocitos T
CD8+ primarios procedentes de donantes sanos para reexpresar las cadenas TCR-

alfa y/o TCR-beta especificas del tumor.

Para probar si los TCR exdgenos se expresan funcionalmente en la superficie celu-
lar de los linfocitos T transformados, se usé una técnica de tincion por tetrameros

para detectar los linfocitos T que se unian a complejos MHC/IGF2BP3-001. Como se
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aprecia en la FIG. 5 y la Tabla 2, el porcentaje observado de linfocitos T especificos
CD3-positivos fue mayor entre los linfocitos T CD8+ que expresaban el TCR revela-
dos por la tincion fluorescente con tetrameros de MHC/IGF2BP3-001 que con los te-
trameros de MHC/péptido no relacionado (p. ej., NYESO1-001) o en los controles no
transformados, con valores del 6,78%, 1,53% y 1,73%, en ese mismo orden. A modo
de control, se trasformaron linfocitos T CD8+ primarios con un TCR de control, el
TCR 1G4, del que es sabido que se une especificamente al complejo
MHC/NYESO1-001, el cual fue detectado sin dificultad con los tetrameros
MHC/NYESO1-001, con un porcentaje del 17,69%. Estos resultados indican que el
TCR R10P1A7 se expresa en la superficie de los linfocitos T y que se une especifi-
camente al complejo MHC/IGF2BP3-001. Las cadenas alfa y beta del TCR 1G4 se
exponen en las SEQ ID N.° 20 y la SEQ ID N.° 21, respectivamente.

Cadena alfa del 1G4 (SEQ ID N.° 20):
METLLGLLILWLQLQWVSSKQEVTQIPAALSVPEGENLVLNCSFTDSAI-
YNLQWFRQDPGKGLTSLLLIQSSQREQTSGRLNASLDKSSGRSTLYIAAS-
QPGDSATYLCAVRPTSGGSYIPTFGRGTSLIVHPYIQNPDPA-
VYQLRDSKSSDKSVCLFTDFDSQTNVSQSKDSDVYITDKTVLDMRS-
MDFKSNSAVAWSNKSDFACANAFNNSIIPEDTFFPSPESSCDVKLVEKS-
FETDTNLNFQNLSVIGFRILLLKVAGFNLLMTLRLWSS

Cadena beta del 1G4 (SEQ ID N.° 21):
MSIGLLCCAALSLLWAGPVNAGVTQTPKFQVLKTGQSMTLQCAQDMN-
HEYMSWYRQDPGMGLRLIHYSVGAGITDQGEVPNGYNVSRSTTEDFPLRLL-
SAAPSQTSVYFCASSYVGNTGELFFGEGSRLTVLEDLKNVFPPEVA-
VFEPSEAEISHTQKATLVCLATGFYPDHVELSWWVNGKEVHSGVSTDPQPL-
KEQPALNDSRYCLSSRLRVSATFWQNPRNHFRCQVQFYGLSENDE-
WTQDRAKPVTQIVSAEAWGRADCGFTSESYQQGVLSATIL-
YEILLGKATLYAVLVSALVLMAMVKRKDSRG

A fin de determinar la especificidad y la afinidad de los TCR, los linfocitos T CD8+
transformados se incubaron conjuntamente con células diana cargadas con el
IGF2BP3-001 o con células diana cargadas con el péptido homélogo pero no rela-
cionado CLUA-001 (SEQ ID N.° 26), CHCHD6-001 (SEQ ID N.° 27), CDC42BPG-
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001 (SEQ ID N.° 28), PARP14-002 (SEQ ID N.° 29), SYNE2-001 (SEQ ID N.° 30),
IFT7-001 (SEQ ID N.° 31), DHRS12-001 (SEQ ID N.° 32), STX12-001 (SEQ ID N.°
33), EEA-001 (SEQ ID N.° 34), SENP7-001 (SEQ ID N.° 35), o con el péptido de
control NYESO1-001 (SEQ ID N.° 36), seguido por un ensayo de liberacion de IFN-y.
Como controles se utilizaron células diana no cargadas vy linfocitos T CD8+ solos. La
secrecion de IFN-y por parte de los linfocitos T CD8+ indica la activacién de los linfo-
citos T con actividad citotoxica.

Tabla 2
Cddigo | Donante/HLA- | IFN-y CEso % de linfoci- | % de lin-
del TCR A2 (pg/ml) tos T CD8+ | focitos T
(+o-) primarios CD8+ pri-
positivos pa- marios
ra tetrame- positivos
ros de para te-
IGF2BP3- trameros
001 de NYE-
S0O1-001
R10P1A7 | HBC-688/(-) 175 ~1 nM 6,78 1,53

Tal y como se aprecia en la FIG. 6, los linfocitos T CD8+ primarios sometidos a la
electroporacién para introducir el ARN codificante del TCR R10P1A7 de la presente
descripcion que fueron incubados conjuntamente con células diana cargadas con el
IGF2BP3-00, segregaron niveles mucho mayores de IFN-y que los estimulados con
las células diana cargadas con el péptido de control y que los linfocitos de control. El
analisis de la titulacion del péptido diana reveld una CEso en torno a 1 nM (Tabla 2).
Estos resultados sugieren que el TCR R10P1A7 de la presente invencion puede es-
timular la actividad de los linfocitos T citotoxicos, como, por ejemplo, la secrecion de

IFN-y, mediante su interaccion especifica con el complejo de MHC/IGF2BP3-001.

Con el fin de determinar el motivo de union del TCR R10P1A7 con el complejo de
MHC/IGF2BP3-001, se llevé a cabo un analisis de barrido posicional con alanina en
cada uno de los 9 aminoacidos que conforman el péptido IGF2BP3-001. La Tabla 3
muestra los péptidos IGF2BP3-001 con las correspondientes sustituciones por alani-

na.

Tabla 3
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Posicion: 1 2 3 4 5 6 7 8 9
IGF2BP3-001 (SEQ ID N.° 1) K I Q E I L T Q Vv
IGF2BP3-001 A1 (SEQIDN.° | A I Q E I L T Q \
I:gI):ZBP3-OO1 A2 (SEQID N.° K A | Q E I L T Q \
?gl):ZBP3-OO1 A3 (SEQID N.° K I A | E I L T Q \
?C?I):ZBP3-OO1 A4 (SEQID N.° K I Q| A I L T Q \Y
IIC(S)I):ZBPS-OO1 A5 (SEQID N.° K I Q E A L T Q \
IICII):ZBP3-001 A6 (SEQ ID N.° K I Q E I A T Q \Y
IICEI):ZBP3-001 A7 (SEQID N.° K I Q E I L A Q \
IIC:;I):ZBP3-OO1 A8 (SEQ ID N.° K I Q E I L T A \
LIG:I}ZBP3-OO1 A9 (SEQID N.° K I Q E I L T Q A

En resumen, los linfocitos T CD8+ transformados con el TCR R10P1A7 se incubaron
conjuntamente con células diana cargadas con el IGF2BP3-001 y con los IGF2BP3-
001-A1 a IGF2BP3-001-A9, o bien con el péptido de control NYESO1-001, para

después ser sometidos al ensayo de liberacion de IFN-y que se ha descrito antes.

Los resultados del analisis de barrido posicional con alanina sobre el TCR R10P1A7

se muestran en la FIG. 7 y se resumen en la Tabla 4.

Tabla 4
TCR Posiciones de IGF2BP3-001 que permiten la
unién al TCR
R10P1A7 1, 3-7

El cribado del genoma entero en busca de péptidos que se unieran a A*02 provistos
de un motivo idéntico no reveld ningun péptido con posible reactividad cruzada para
el TCR R10P1A7. Tales resultados sugieren que el TCR descrito en la presente
memoria exhibe un patrén de reconocimiento sumamente especifico que comporta

un riesgo reducido de efectos fuera de su diana.
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Con el fin de determinar la eficacia de los linfocitos T que expresan los TCR descri-
tos en la presente memoria, linfocitos T CD8+ que habian sido sometidos a electro-
poracion para introducir en ellos el ARN del TCR R10P1A7 se incubaron conjunta-
mente con distintas estirpes de células cancerosas humanas, entre ellas la A-375
(estirpe celular de melanoma humano) y la T98G (estirpe celular de glioblastoma
humano), ambas positivas para HLA-A2 y positivas para el IGF2BP3-001 (diana), asi
como con la SK-BR-3 (estirpe celular de cancer de mama humano), que es negativa
para el HLA-A2 y para el IGF2BP3-001, tras lo cual se los someti6 al ensayo de libe-
racion del IFN-y.

Como se observa en la FIG. 8, la secrecion de IFN-y tuvo lugar tanto con las células
A-375 como con las T98G, ambas positivas para el HLA-A2 y el IGF2BP3-001, pero
no asi con las células SK-BR-3, cuyos niveles basales de liberacion de IFN-y resulta-
ron comparables a los del control constituido por células efectoras solas. Estos resul-
tados indican que los linfocitos T que expresan el TCR R10P1A7 pueden desplegar
especificamente actividad citotdxica dirigida contra las células cancerosas por la in-
teraccion del HLA-A2 con el IGF2BP3-001.

La presente descripcion proporciona diversos TCR que son utiles para el tratamiento
de canceres y tumores, preferentemente el melanoma y el glioblastoma que sobre-

presentan o que presentan exclusivamente el IGF2BP3-001.

Ejemplo 5: Genomanipulacion de linfocitos T alogénicos

Los linfocitos T gamma-delta (yd), que son linfocitos T efectores no convencionales
implicados en la primera linea de defensa contra los patdégenos, pueden interactuar
con las células tumorales y erradicarlas sin el concurso del MHC a través de recep-
tores activadores, entre otros, las cadenas gamma y delta del TCR. Estos linfocitos T
yd muestran un fenotipo preactivado que permite la rapida produccién de citocinas
(IFN-y y TNF-a) y una potente respuesta citotdxica tras la activacion. Estos linfocitos
T poseen actividad antitumoral contra muchos tipos de cancer y sugieren que la in-
munoterapia mediada por linfocitos T yd es factible y puede propiciar respuestas ob-

jetivas del tumor (Braza et al. 2013).
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Los avances recientes con antigenos inmovilizados, anticuerpos monoclonales ago-
nistas (AcM), células presentadoras de antigenos artificiales derivadas de tumor
(aAPC), o combinaciones de AcM activadores y aAPC han logrado expandir con éxi-
to linfocitos T gamma-delta con repertorios oligoclonales o policlonales de TCR. Por
ejemplo, la proteina A relacionada con la cadena del complejo mayor de histocompa-
tibilidad de tipo | (MICA) inmovilizada ha resultado ser un estimulo para linfocitos T
que expresaban isotipos TCRd1, y anticuerpos activadores fijados sobre placa han
expandido a linfocitos Vd1 y V82 en condiciones ex vivo. Se han producido cantida-
des clinicamente suficientes de TCRd1, TCR&2 y TCRJ1"™9TCR®2"¢ mediante el
cultivo conjunto con aAPC, y estas subpoblaciones mostraron diferencias en el feno-
tipo de memoria y en la reactividad hacia los tumores en condiciones in vitro e in vivo
(Deniger et al. 2014).

Asimismo, los linfocitos T yd son susceptibles de ser modificados genéticamente, tal
y como pone de manifiesto la introduccion en ellos de cadenas alfa y beta de TCR
(Hiasa et al. 2009). Otro aspecto de la presente descripcion se refiere a la produc-
cion de linfocitos T y® que expresan cadenas alfa y beta de TCR que se unen al
IGF2BP3-001. Para ello, los linfocitos T y® se expanden mediante los métodos des-
critos por Deniger et al. 2014 y después a dichos linfocitos expandidos se los somete
a transduccion mediante virus recombinantes para que expresen los TCR que se
unen al IGF2BP3-001 (como se describe en el ejemplo 3). Por ultimo, los linfocitos T

yo transducidos con el virus se le infunden al paciente.
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