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NUEVOS RECEPTORES DE LINFOCITOS T E INMUNOTERAPIA BASADA EN
EL USO DE LOS MISMOS

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion atafie a constructos que reconocen antigenos, en concreto antigenos de
COL6A3. La invencidn proporciona en concreto nuevas moléculas basadas en receptores de
linfocitos T (TCR) que son selectivas y especificas hacia el antigeno tumoral COL6A3. El TCR
de la invencion, asi como los fragmentos de union con el antigeno de COL6A3 y que derivan
del mismo, estan destinados al uso en el diagnostico, el tratamiento y la prevencion de enfer-
medades tumorales que expresan el COL6A3. Ademas se proporcionan acidos nucleicos que
codifican los constructos reconocedores del antigeno de la invencion, los vectores que com-
prenden esos acidos nucleicos, las células recombinantes que expresan los constructos recono-
cedores del antigeno y las composiciones farmacéuticas que comprenden los compuestos de la

invencion.

DESCRIPCION

Los colagenos constituyen una superfamilia de proteinas que intervienen en el mantenimiento
de la integridad de varios tejidos. Los colagenos son proteinas de la matriz extracelular cuyo
elemento estructural comtn es un dominio helicoidal triple. El colageno VI es uno de los prin-
cipales componentes estructurales de las microfibrillas. La unidad estructural basica del cola-
geno VI es un heterotrimero formado por cadenas de colageno alfa-1(VI), alfa-2(VI) y alfa-
3(VI). La cadena alfa-1(VI) esta codificada por el gen COL6A1 y la cadena alfa-2(VI) por el
gen COL6A2. La proteina codificada por el gen COL6A3 es la subunidad alfa-3 del colageno
de tipo VI (cadena de coldgeno alfa-3(VI)) (Bertini et al., 2002 Eur. J. Paediatr. Neurol 6:193-
8). Esta demostrado que la expresion génica de COL6A3 aparece asociada con la progresion
del cancer de mama y aparece elevada en el cancer de colon (Smith MJ, et al. “Analysis of
differential gene expression in colorectal cancer and stroma using fluorescence-activated cell
sorting purification” British Journal of Cancer. 2009;100:1452—1464; Tilman G et al “‘Human
periostin gene expression in normal tissues, tumors and melanoma: evidences for periostin pro-

duction by both stromal and melanoma cells” Mol Cancer. 2007;6:80) y que puede servir como
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marcador pronostico del carcinoma colorrectal (Qiao J et al. “Stroma derived COL6A3 is a
potential prognosis marker of colorectal carcinoma revealed by quantitative proteomics” On-
cotarget. 2015 Oct 6; 6(30): 29929-29946). En el genoma humano, el gen COL6A3 esta loca-
lizado en el cromosoma 2q37 y contiene 44 exones. La proteina COL6A3 posee 3177 aminoa-
cidos y contiene 12 dominios de tipo A del factor de Von Willebrand (vVWA), un dominio de
tipo 3 de la fibronectina y un dominio de la familia BPTI/Kunitz de inhibidores de las serina

proteasas (KU).

Las dianas de la inmunoterapia basada en los linfocitos T estan constituidas por epitopos pepti-
dicos derivados de proteinas especificas de los tumores o asociadas a los mismos, que son pre-
sentados por moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). Los antigenos aso-
ciados 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 expresados y
que, en comparacion con células inalteradas del mismo origen, normalmente estan regulados al

alza en las células del tumor correspondiente.

Ciertos elementos de la respuesta inmunitaria celular son capaces de reconocer especificamente
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 desempefian un papel impor-
tante en las defensas inmunitarias naturales contra el cancer. Los linfocitos T CD8-positivos en
particular, que reconocen las moléculas de clase I 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 ribosoémicos 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).

El TCR es una proteina heterodimérica ubicada en la superficie celular que pertenece a la su-
perfamilia de las inmunoglobulinas y que estd asociada con proteinas invariables del complejo
CD3 que intervienen en la transduccion de sefiales. Los TCR se dividen en las formas aff y y5,
que si bien son similares desde el punto de vista estructural son distintas en su localizacion
anatomica y, probablemente, en sus funciones. La fraccion extracelular del TCR heterodimérico
nativo af3 consta de dos polipéptidos, cada uno de los cuales posee un dominio constante en la
parte mas cercana a la membrana celular (proximal) y un dominio variable en el extremo mas

alejado de la misma (distal). Cada uno de los dominios constantes y variables alberga un puente



_3-

disulfuro intracatenario. Los dominios variables contienen un bucle altamente polimorfico que
es analogo a las regiones determinantes de la complementariedad (CDR) propias de los anti-
cuerpos. El uso de la terapia génica con TCR permite solventar algunas trabas. Permite dotar a
los linfocitos T del propio paciente de las especificidades deseadas, asi como generar el nimero
suficiente de ellos en un breve lapso de tiempo y evitar su agotamiento. El TCR se transduce
en los linfocitos T de la memoria central o en los linfocitos T dotados de caracteristicas pluri-
potentes, con el fin de asegurar en lo posible una mayor persistencia o mejor funcion tras la
transferencia. El proposito ultimo es administrar los linfocitos T provistos de los TCR genomo-
dificados a través de una infusion a los pacientes oncologicos que han quedado inmunodepri-
midos (linfopénicos) a causa de la quimioterapia o la radioterapia, posibilitando asi un injerto

eficiente y al mismo tiempo anulando la depresion inmunitaria.

Si bien ha habido avances en el desarrollo de agentes dirigidos contra dianas moleculares como
tratamiento contra el cancer, en este campo sigue existiendo la necesidad de nuevos agentes
antitumorales que tengan como diana moléculas altamente especificas de las células cancerosas.
La presente descripcion aborda esa necesidad dando a conocer nuevos TCR del COL6A3, los
correspondientes constructos recombinantes de TCR, acidos nucleicos, vectores y células hos-
pedadoras que se unen especificamente a uno o varios epitopos del COL6A3 dados a conocer,

asi como métodos para usar tales moléculas en el tratamiento contra el cancer.

El objeto de la invencion se resuelve en un primer aspecto con un constructo reconocedor de
antigeno que comprende al menos una region determinante de la complementariedad (CDR) 3
provista como minimo de una identidad de secuencia del 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%,
98%, 99%, o preferentemente del 100% con respecto a una secuencia de aminoacidos seleccio-

nada entra las SEQ ID N.° 3, 9, 15, 21, 27 y 33.

En otra forma de realizacion adicional o alternativa, el constructo reconocedor de antigeno
puede comprender ademas una secuencia del dominio CDR1 y/o CDR2. Dentro del dominio
variable, la CDR1 y la CDR2 radican en la region variable (V) de un cadena polipeptidica, y la
CDR3 incluye algunas de la region V, todas de las regiones de diversidad (D) y de unién (J).
La CDR3 es la mas variable y es la principal CDR responsable de reconocer de manera especi-
fica y selectiva un antigeno. Las secuencias de CDR1 y CDR2 se pueden seleccionar de una

secuencia CDR de un alelo humano de la cadena variable.
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Los TCR heterodiméricos alfa-beta nativos poseen una cadena alfa y una cadena beta. Cada
cadena comprende sendas regiones constante, de union y variable, a las que normalmente se
suma en la cadena beta una region de diversidad corta entre la region de union y la variable, si
bien dicha region de diversidad se considera a menudo parte de la region de unioén. Cada region
variable comprende tres CDR (regiones determinantes de la complementariedad) intercaladas
en una secuencia estructural, una de las cuales es la region hipervariable llamada CDR3.Existen
varios tipos de regiones variables de la cadena alfa (Va) y varios tipos de regiones variables de
la cadena beta (V) que se distinguen por su estructura, por las secuencias CDR1 y CDR2 y por
una secuencia CDR3 parcialmente definida. En la nomenclatura IMGT, los tipos Va reciben un

namero unico TRAV, mientras que los tipos Vf reciben un nimero tnico TRBV.

Asi pues, en una forma de realizacion adicional o alternativa el constructo reconocedor de an-
tigeno de la invencién comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 en una combinacién
como la presentada mas adelante en la Tabla 1 de la presente memoria, que muestra el corres-
pondiente alelo de la cadena variable junto con la secuencia de la CDR3. Asi pues, se prefieren
constructos reconocedores de antigenos de la invencion que comprendan como minimo una,
pero preferentemente las tres secuencias de CDR, es decir, CDR1, CDR2 vy
CDR3.Preferentemente, un constructo reconocedor de antigeno de la invencion comprende los
respectivos CDR1 a CDR3 de una region variable del TCR de la invencion dada a conocer en

la presente memoria.

A efectos de la presente memoria, el término «especificidad» o «especificidad antigénica» o
«especifico para» un antigeno dado, significa que el constructo reconocedor de antigeno se
puede unir especificamente a dicho antigeno, preferentemente un antigeno de COL6A3, mas
preferentemente con una avidez elevada, cuando dicho antigeno es presentado por moléculas
del sistema HLA, preferentemente del alelo HLA-A2. Por ejemplo, se puede considerar que un
TCR, en calidad de constructo reconocedor de antigeno, posee «especificidad antigénica» hacia
los antigenos de COL6A3, si los linfocitos T que expresan ese TCR y entran en contacto con
una molécula de HLA que les presenta el COL6A3 segregan como minimo unos 200 pg/ml o
mas de interferon gamma (IFN-y) (p.ej. 250 pg/ml o mas, 300 pg/ml o mas, 400 pg/ml o mas,
500 pg/ml o mas, 600 pg/ml o mas, 700 pg/ml o mas, 1000 pg ml o mas, 2000 pg/ml o mas,
2500 pg/ml o mas, 5000 pg/ml o mas) tras su cultivo simultaneo con células diana estimuladas
con una baja concentracién de un antigeno de COL6A3, como los antigenos y los epitopos de

COLG6A3 proporcionados mas adelante en la presente memoria (p. €j., aprox. 10" mol/l, 1010
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mol/l, 10 mol/l, 10-® mol/l, 10”7 mol/l, 10-° mol/l 6 10-3 mol/l). Otro criterio alternativo o adi-
cional consiste en considerar un TCR como provisto de «especificidad antigénica» hacia
COLO6A3, si los linfocitos T que expresan ese TCR segregan como minimo dos veces mas IFN-
v que el nivel de fondo de IFN-y resultante del cultivo simultaneo de linfocitos no transducidos
con células diana estimuladas con una baja concentracion de antigenos de COL6A3. Tal «es-

pecificidad» como la descrita se puede analizar, entre otros medios, con un ELISA.

En una forma de realizacion alternativa o adicional de la invencion, el constructo reconocedor
de antigeno se une selectivamente a un antigeno de COL6A3; preferiblemente el antigeno de
COL6A3 es un epitopo proteico o un péptido provisto de una secuencia de aminoacidos mos-
trada en las SEQ ID N.° 58 a 67, mas preferentemente la SEQ ID N.° 58, o una variante de las
mismas, consistiendo dicha variante en una delecidn, adicion, insercion o sustitucion de ami-
noacido de como méximo tres, preferentemente dos y mas preferentemente atin un maximo de

una posicion de aminoacido.

El término «selectividad» o «reconocimiento y union selectivas» se entiende que designa la
facultad de un constructo reconocedor de antigeno, como un TCR o un anticuerpo, para reco-
nocer selectivamente o unirse preferentemente a un tnico epitopo especifico y que preferente-
mente muestra una reactividad cruzada nula o infima con otro epitopo. Preferentemente «selec-
tividad» o «reconocimiento y union selectivas» significa que el constructo reconocedor de an-
tigeno (p. €j. un TCR) reconoce selectivamente o se une preferentemente a un unico epitopo
especifico y preferentemente muestra una reactividad cruzada nula o infima con otro epitopo,
en que dicho epitopo es Unico de una proteina, de tal modo que el constructo reconocedor de

antigeno presenta una reactividad cruzada nula o infima con otro epitopo y otra proteina.

El constructo reconocedor de antigeno acorde con la invencidn se selecciona preferentemente
de un anticuerpo, un derivado o fragmento del mismo, o un receptor de linfocito T (TCR), o un
derivado o fragmento del mismo. Un derivado o fragmento de anticuerpo o de TCR de la in-
vencion debe conservar preferentemente la capacidad para reconocer o unirse al antigeno de la
molécula madre, en particular su especificidad y/o selectividad como se han explicado antes.
Esa funcionalidad de union se puede conservar mediante la presencia de una region CDR3 tal

y como se define en la presente memoria.
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En una forma de realizacion de la invencion, los TCR de la invencion son capaces de reconocer
los antigenos de COL6A3 que son presentados por moléculas del complejo mayor de histocom-
patibilidad (MHC) de clase 1. «Presentados por el MHC de clase I», tal y como se emplea en la
presente memoria, significa que el TCR desencadena una respuesta inmunitaria tras su union a
los antigenos de COL6A3 que le son presentados por una molécula del MHC de clase 1. La
molécula MHC de clase I puede ser cualquier molécula MHC de clase I conocida en la técnica,
p- €j., moléculas HLA-A. En una forma de realizacion preferida de la invencion, la molécula

MHC de clase I es una molécula del HLA-A2.

La invencion proporciona tanto un constructo reconocedor de antigeno monocatenario como

constructos reconocedores bicatenarios.

La invencion proporciona en concreto un TCR como constructo reconocedor de antigeno, o un
fragmento o derivado del mismo. El TCR es preferentemente de origen humano, por lo cual se
entiende como generado a partir de un locus de un TCR humano y que, por consiguiente, com-
prende secuencias de TCR humanas. Ademas, el TCR de la invencion se puede caracterizar

porque es de origen humano y reconoce especificamente un antigeno de COL6A3.

Otra forma de realizacion de la invencion proporciona de forma adicional o alternativa el cons-
tructo reconocedor de antigeno antes descrito, que estimula una respuesta inmunitaria, y prefe-
rentemente dicha respuesta inmunitaria se caracteriza por un incremento de los niveles de in-

terferon gamma (IFN-y).

Los TCR de la invencion se pueden proporcionar en forma de moléculas monocatenarias o o f3,
07y 0, o alternativamente como constructos bicatenarios compuestos por una cadena o y otra
B, o por una cadena y y otra 0.

El constructo reconocedor de antigeno de la invencién puede comprender una cadena o o y de
TCR; y/o una cadena 3 o 6 de TCR; la cadena a o y del TCR comprende una CDR3 provista
como minimo de una identidad de secuencia del 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99%
o el 100% con respecto a una secuencia de aminoéacidos seleccionada de las SEQ ID N.° 3, 15
y 27, y/olacadena 0 6 del TCR comprende una CDR3 provista como minimo de una identidad
de secuencia del 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99% o 100% con respecto a una

secuencia de aminoacidos seleccionada entre las SEQ ID N.° 9, 21 y 33.



Mas preferentemente, en algunas formas de realizacion adicionales, en que la revelacion se
refiere a constructos reconocedores de antigeno que comprenden una cualquiera, dos o todas
las regiones CDR1 a CDR3 de las cadenas de TCR descritas en la presente memoria (véase la
Tabla 1), se pueden preferir constructos reconocedores de antigeno que comprendan la respec-
tiva secuencia del CDR provista de tres, dos, y preferentemente un tnico residuo de aminoacido
modificado. El residuo de aminoacido modificado se puede seleccionar entre los siguientes su-
puestos: una insercion, una delecion o una sustitucion de aminoacido. Mas preferentemente aun
es que los tres, los dos, o preferentemente el unico residuo de aminoacido modificado sea el
primero o el ultimo residuo de aminoacido de la secuencia de la CDR respectiva. Si la modifi-
cacion consiste en una sustitucion, entonces en ciertas formas de realizacion es preferible que

sea una sustitucion de aminoacido conservadora.

Si el constructo reconocedor de antigeno de la invencion esta compuesto por al menos dos
cadenas de aminoacidos, como un TCR bicatenario, o un fragmento de unién a antigeno del
mismo, el constructo reconocedor de antigeno puede comprender en su primera cadena poli-
peptidica la secuencia de aminoacidos conforme a la SEQ ID N.° 3, y en su segunda cadena
polipeptidica la secuencia de aminoacidos conforme a la SEQ ID N.° 9; o en su primera cadena
polipeptidica una secuencia de aminoacidos conforme a la SEQ ID N.° 15, y en su segunda
cadena polipeptidica la secuencia de aminoacidos conforme a la SEQ ID N.° 21; o bien en su
primera cadena polipeptidica una secuencia de aminoacidos conforme a la SEQ ID N.° 27,y en
su segunda cadena polipeptidica la secuencia de aminoacidos conforme a la SEQ ID N.° 33.
Cualquiera de los susodichos TCR bicatenarios, o los fragmentos de union a antigeno de los
mismos, son los TCR preferidos de la presente invencion. En ciertas formas de realizacion, la
CDR3 del TCR bicatenario de la invencion puede estar mutada. Las mutaciones de las secuen-
cias de CDR3 de las SEQ ID N.° 9 a 28 como las proporcionadas antes incluyen preferentemente
una sustitucion, delecion, adicion o insercion de un maximo de tres, preferentemente dos, y mas
preferentemente como maximo un solo residuo de aminoacido. En algunas formas de realiza-
cion, la primera cadena polipeptidica puede ser una cadena o o y de TCR, y la segunda cadena
polipeptidica puede ser una cadena B o & de TCR. Se prefiere la combinacion de un TCR aff o

v6.

El TCR, o el fragmento de union a antigeno del mismo, esta compuesto en ciertas formas de

realizacion por una cadena a de TCR y otra cadena  de TCR, o bien por una cadena y y otra 6.
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Ese TCR bicatenario comprende regiones variables en cada una de sus cadenas, y tales regiones
variables comprenden a su vez una secuencia CDR1, otra CDR2 y otra CDR3.Los TCR com-
prenden las secuencias CDR1 a CDR3 que forman parte de la secuencia de aminoacidos de
cadena variable de la SEQ ID N.°4 y la SEQ ID N.° 10 (R4P1D10), o la SEQ ID N.° 16 y la
SEQ ID N.°22 (R4P3F9), o la SEQ ID N.° 28 y la SEQ ID N.° 34 (R4P3H3).

Ciertas formas de realizacion de la invencion se refieren a un TCR, o a un fragmento del mismo,
compuesto por una cadena a de TCR y una cadena B de TCR, en que dicho TCR comprende
las secuencias de region variable provistas como minimo de una identidad de secuencia del
50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99%, o preferentemente del 100% con respecto a la
secuencia de aminoacidos seleccionada entre las cadenas a 'y  acordes con las SEQ ID N.° 4y

10 respectivamente, o 16 y 22 respectivamente, o 28 y 34 respectivamente.

Los TCR de la invencion pueden comprender, ademas, una region constante derivada de cual-
quier especie adecuada, como es cualquier mamifero, p. €j., ser humano, rata, mono, conejo,
asno o raton. En una forma de realizacion de la invencion, los TCR de la invencién comprenden,
ademas, una region constante humana. En ciertas formas de realizacion preferidas, la region
constante del TCR de la invencion puede ser levemente modificada, por ejemplo, con la intro-
duccion de secuencias heterdlogas, preferentemente de secuencias de raton, que pueden incre-

mentar la estabilidad y la expresion del TCR.

Ciertas formas de realizacion de la invencion se refieren a un TCR, o a un fragmento del mismo,
compuesto por una cadena o de TCR y una cadena  de TCR, en que dicho TCR comprende la
region constante provista como minimo de una identidad de secuencia del 50%, 60%, 70%,
80%, 90%, 95%, 98%, 99%, o preferentemente del 100% con respecto a la secuencia de ami-
noacidos seleccionada entre las cadenas o y B conformes a las SEQ ID N.° 5y 11 respectiva-

mente, o 17 y 23 respectivamente, o 29 y 35 respectivamente.

La cadena a o y del TCR de la invencion puede comprender ademas una CDR1 provista como
minimo de una identidad de secuencia del 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99% o del
100% con respecto a una secuencia de aminoacidos seleccionada entre las SEQ ID N.° 1, 13 y

25, y/o una CDR2 provista como minimo de una identidad de secuencia del 50%, 60%, 70%,
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80%, 90%, 95%, 98%, 99% o del 100% con respecto a una secuencia de aminoacidos seleccio-

nada entre las SEQ ID N.° 2, 14 y 26.

Segun la invencion, la cadena 3 o 6 del TCR puede comprender, ademas, una CDR1 provista
como minimo de una identidad de secuencia del 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99%
o del 100% con respecto a una secuencia de aminoacidos seleccionada entre las SEQ ID N.° 7,
19y 31, y/o una CDR2 provista como minimo de una identidad de secuencia del 50%, 60%,
70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99% o del 100% con respecto a una secuencia de aminoacidos
seleccionada entre las SEQ ID N.° §, 20 y 32.

En otra forma de realizacion, el constructo reconocedor de antigeno puede comprender un frag-
mento de unién de un TCR, en el que dicho fragmento de union comprende las CDR1 a CDR3,
opcionalmente seleccionadas entre las secuencias CDR1 a CDR3 provistas de las secuencias de
aminoacidos de las SEQID N.°1,2,3,067,8,9 6 13, 14, 15, 6 19, 20, 21, 6 25, 26, 27 6 31,
32, 33.

En otras formas de realizacion de la invencion el constructo reconocedor de antigeno que ha
sido descrito antes en la presente memoria es un TCR, o un fragmento del mismo, compuesto
por al menos una secuencia de la cadena o de TCR y una secuencia de cadena B de TCR, en
que dicha secuencia de la cadena a de TCR comprende las secuencias CDR1 a CDR3 provistas
de las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID N.° 1 a 3, y dicha secuencia de la cadena 3 de
TCR comprende las secuencias CDR1 a CDR3 provistas de las secuencias de aminoacidos de
las SEQ ID N.° 7 a 9; o en que dicha secuencia de la cadena o de TCR comprende las secuencias
CDR1 a CDR3 provistas de las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID N.° 13 a 15, y dicha
secuencia de cadena f de TCR comprende las secuencias CDR1 a CDR3 provistas de las se-
cuencias de aminoacidos de las SEQ ID N.° 19 a 21; o en que dicha secuencia de la cadena a
de TCR comprende las secuencias CDR1 a CDR3 provistas de las secuencias de aminoécidos
de las SEQ ID N.° 25 a 27, y dicha secuencia de la cadena B de TCR comprende las secuencias
CDR1 a CDR3 provistas de las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID N.° 31 a 33.

En otras formas de realizacion de la invencion el constructo reconocedor de antigeno que ha
sido descrito antes en la presente memoria es un TCR, o un fragmento del mismo, que com-

prende al menos una secuencia de la cadena o de TCR y una secuencia de cadena § de TCR, en
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que dicha secuencia de la cadena o de TCR comprende una secuencia de region variable pro-
vista de la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID N.° 4, y dicha secuencia de la cadena  de
TCR comprende una region variable provista de la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID N.°
10; o en que dicha secuencia de la cadena a de TCR comprende una secuencia de region variable
provista de la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID N.° 16, y dicha secuencia de la cadena [3
de TCR comprende una secuencia de region variable provista de la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID N.° 22; o en que dicha secuencia de la cadena a de TCR comprende una secuencia
de region variable provista de la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID N.° 28, y en que dicha
secuencia de la cadena B de TCR comprende una secuencia de region variable provista de la

secuencia de aminoacidos de la SEQ ID N.° 34.

En otras formas de realizacion de la invencion el constructo reconocedor de antigeno que ha
sido descrito antes en la presente memoria es un TCR, o un fragmento del mismo, que ademas
comprende una regioén constante de TCR provista como minimo de una secuencia de identidad
del 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99% o del 100% con respecto a una secuencia de
aminoacidos seleccionada entre las SEQ ID N.° 5, 11, 17, 23, 29 y 35, preferentemente en que
el TCR esta compuesto de al menos una secuencia de cadena o de TCR y de una secuencia de
cadena 3 de TCR, en que la secuencia de la cadena a de TCR comprende una region constante
provista de al menos una identidad de secuencia del 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98%,
99% o del 100% con respecto a una secuencia de aminodcidos seleccionada entre las SEQ ID

N.°5,17y29.

Se dan a conocer asimismo constructos reconocedores de antigenos como los descritos antes en
la presente memoria que comprenden una primera cadena de TCR provista de una secuencia de
identidad de al menos el 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99% o del 100% con respecto
a la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID N.° 6, y de una segunda cadena de TCR provista
de una identidad de secuencia de al menos el 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99% o
del 100% con respecto a la secuencia de aminoécidos de la SEQ ID N.° 12. La invencién tam-
bién proporciona TCR que comprenden una primera cadena de TCR provista de una identidad
de secuencia de al menos el 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99% o del 100% con
respecto a la secuencia de aminodacidos de la SEQ ID N.° 18, y de una segunda cadena de TCR
provista de una identidad de secuencia de al menos el 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98%,
99% o del 100% con respecto a la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID N.° 24. En otras

formas de realizacion la invencion proporciona constructos reconocedores de antigeno que son
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TCR y que comprenden una primera cadena de TCR provista de una identidad de secuencia de
al menos el 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99% o del 100% con respecto a la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID N.° 30, y de una segunda cadena de TCR provista de una identidad
de secuencia de al menos el 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99% o del 100% con

respecto a la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID N.° 36.

A efectos de la presente memoria, el término «murino» o «humano», cuando se refiere a un
constructo reconocedor de antigeno, o a un TCR, o a cualquier componente de un TCR descrito
en la presente memoria (p. ej., region determinante de la complementariedad (CDR), region
variable, region constante, cadena a y/o cadena f), designa un TCR o un componente del

mismo, que procede de un locus de TCR de raton o de ser humano sin reorganizar.

En una forma de realizaciéon de la invencion se proporcionan TCR quiméricos, cuyas cadenas
de TCR comprenden secuencias procedentes de varias especies. Preferentemente, un TCR de
la invencion puede comprender una cadena o que comprende una region variable humana pro-
cedente de una cadena a y, por ejemplo, una region constate murina procedente de una cadena

o de TCR murino.

En una forma de realizacion, el TCR de la invencion es un TCR humano que comprende regio-
nes variables humanas acordes con las susodichas formas de realizacion asi como regiones

constantes humanas.

El TCR de la invencion se puede proporcionar en forma de TCR monocatenario (TCRmc). Un
TCRmc puede comprender un polipéptido procedente de una region variable de una primera
cadena de TCR (p. ¢j., una cadena alfa) y un polipéptido procedente de una segunda cadena
TCR entera (integra) (p. €j., una cadena beta), o viceversa. Asimismo, el TCRmc puede com-
prender opcionalmente uno o mas conectores que unan los dos o mas polipéptidos entre si. El
conector puede ser, por ejemplo, un péptido, que una entre si dos cadenas sencillas, tal y como
describe la presente memoria. También se puede proporcionar un TCRmc de la invencion que

esté fusionado con una citocina humana, como por ejemplo la IL-2, la IL-7 o la IL-15.

El constructo reconocedor de antigeno acorde con la invencion también se puede proporcionar

con la forma de un complejo multimérico, que comprende como minimo dos moléculas
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TCRmc, donde cada una de esas moléculas de TCRmc estan fusionadas con al menos una bio-
tina, y en que dichas TCRmc estan interconectadas por la interaccion entre la biotina y la es-
treptoavidina con el fin de formar dicho complejo multimérico. La creacion de TCR multimé-
ricos también es posible con otras estrategias similares que figuran incluidas en la presente
memoria. Asimismo se proporcionan complejos multiméricos de orden superior, que compren-

den mas de dos TCRmc de la invencion.

A efectos de la presente invencion, un TCR es una fraccion provista de al menos un dominio
variable de cadena alfa o beta del TCR y/o de cadena beta o delta del TCR. En general, com-
prenden tanto un dominio variable alfa de TCR como un dominio variable beta de TCR. Pueden
ser heterodimeros aff o pueden tener un formato monocatenario. Para el uso en la terapia adop-
tiva, un TCR heterodimérico aff podria, por ejemplo, ser transfectado en forma de cadenas en-
teras provistas tanto de dominios citoplasmaticos como transmembrana. Si conviniese, podria

incorporarse un puente disulfuro entre residuos de los respectivos dominios constantes.

En una forma de realizacion preferida, el constructo reconocedor de antigeno es un TCR hu-
mano, o un fragmento o derivado del mismo. Un TCR humano o un fragmento o derivado del
mismo es un TCR que comprende mas del 50% de la secuencia de TCR humana correspon-
diente. Preferentemente, solo una pequefia parte de la secuencia del TCR es de origen artificial
o deriva de otras especies. Sin embargo, es sabido que los TCR quiméricos, p. €j. aquellos que
siendo de origen humano incorporan secuencias murinas en los dominios constantes, resultan
ventajosos. Asi pues, se prefieren especialmente los TCR acordes con la presente invencion que

contengan secuencias murinas en la parte extracelular de sus dominios constantes.

También se prefiere que el constructo reconocedor de antigeno de la invencion sea capaz de
reconocer su antigeno a través del sistema de antigenos leucociticos humanos (HLA), preferi-
blemente presentados a través del alelo HLA-A02. El término «presentado por (o a través de)
el sistema HLA» en el contexto de la presente invencion significa que el constructo reconocedor
de antigeno se une al antigeno solo en el caso de que el péptido antigénico sea presentado por

dicho HLA.

El constructo reconocedor de antigeno acorde con la invencion induce en una forma de realiza-
cion preferida una respuesta inmunitaria, preferiblemente una respuesta inmunitaria que se ca-

racteriza por el incremento de los niveles de interferon gamma (IFN-y).
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La invencion también proporciona un polipéptido que comprende una fraccion funcional de
cualquiera de los TCR (o de variantes funcionales del mismo) descritos en la presente memoria,
por ejemplo, de cualquiera de los TCR seleccionados de R4P1D10, R4P3F9 y R4P3H3, que
aparecen en el apartado de Ejemplos y en la Tabla 1.El término «polipéptido» tal y como se
emplea en la presente memoria incluye oligopéptidos y se refiere a una monocadena de ami-
noacidos conectados por uno o mas enlaces peptidicos. Con respecto a los polipéptidos de la
invencion, la fraccion funcional puede ser cualquier fraccion que comprenda aminoacidos con-
tiguos del TCR (o de una variante funcional del mismo), del cual forma parte, siempre que la
fraccion funcional se una especificamente a un antigeno de COL6A3, preferentemente tal y
como se indica en la Tabla 2 de la presente memoria, y los péptidos Al a A9 (SEQID N.°59 a
67). El término «fraccion funcional» cuando se usa en referencia a un TCR (o a una variante
funcional del mismo) se refiere a cualquier parte o fragmento del TCR de la invencion (o de
una variante funcional del mismo) que conserva la actividad bioldgica del TCR (o de una va-
riante funcional del mismo) y que forma parte del mismo (del TCR original o de la variante
funcional original del mismo). Las porciones funcionales abarcan, por ejemplo, aquellas partes
de un TCR (o de una variante funcional del mismo) que conservan la capacidad para unirse
especificamente a un antigeno de COL6A3 (presentado por el HLA-A2), o de detectar, tratar o
prevenir un cancer, en un grado parecido, igual o superior al del TCR original (o al de una
variante funcional del mismo). En referencia al TCR original (o a una variante funcional del
mismo), la fraccion funcional puede comprender, por ejemplo, alrededor de un 10%, 25%, 30%,
50%, 68%, 80%, 90%, 95% o mas de las secuencias variables del TCR original (o de una va-

riante funcional del mismo).

La fraccion funcional puede comprender aminoacidos adicionales en el extremo amino o car-
boxi-terminal de la fraccidon, o en ambos extremos, aminoacidos adicionales que no se hallan
en la secuencia de aminoacidos propia del TCR original o de la variante funcional del mismo.
Es conveniente que esos aminoacidos adicionales no interfieran con la funcién biologica de la
fraccion funcional, p. €j. su union especifica a antigenos de COL6A3 y/o con la capacidad para
detectar, tratar o prevenir el cancer, etc. Alin mas conveniente es que los aminoacidos adicio-
nales potencien la actividad biologica, en comparacion con la actividad biologica del TCR ori-

ginal o de la variante funcional del mismo.
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El polipéptido puede comprender una fraccion funcional derivada de una o de ambas cadenas
oy B de los TCR de la invencion o de las variantes funcionales de los mismos, de tal forma que
la fraccion funcional comprenda una o mas de las CDR1, CDR2 y (preferentemente) CDR3 de
la regidn o regiones variables de la cadena o y/o la cadena B de un TCR de la invencion o de
una variante funcional del mismo. En una forma de realizacion de la invencion, el polipéptido
puede comprender una fraccion funcional que comprenda la secuencia de aminoacidos de las
SEQID N.°3,9, 15, 21, 27 y 33 (CDR3 de las regiones variables del TCR de la invencion), o
una combinacion de las mismas. En una forma de realizacion de la invencion, el polipéptido de
la invencion puede comprender, por ejemplo, la region variable del TCR de la invencion o de
una variante funcional del mismo que contenga una combinacion de las regiones CDR indicadas
arriba. A este respecto, el polipéptido puede comprender la secuencia de aminoacidos de cual-
quiera de las SEQ ID N.° 4, 10, 16, 22, 28 y 34 (las regiones variables de una cadena o o 3 del

TCR de la invencion).

En ciertos casos, el constructo de la invencion puede comprender una o dos cadenas polipepti-
dicas que contengan una secuencia conforme con cualquiera de las SEQ ID N.° 1 a 36 (secuen-
cias CDR, regiones variables y constantes y secuencias enteras), o fragmentos funcionales de
las mismas, y ademas contener otras secuencias de aminoacidos, como por ejemplo una secuen-
cia de aminoacidos que codifique una inmunoglobulina o una fraccion de la misma, en cuyo
caso la proteina de la invencion puede ser una proteina de fusion. A este respecto, la invencion
también proporciona una proteina de fusiéon que comprende al menos uno de los polipéptidos
de la invencion descritos en la presente memoria junto con al menos otro polipéptido mas. El
otro polipéptido puede concurrir como un polipéptido separado de la proteina de fusion, o puede
hacerlo como un polipéptido que se exprese en tandem junto con uno de los polipéptidos de la
invencion descritos en la presente memoria. El otro polipéptido puede incluir cualquier molé-
cula peptidica o proteinacea, o una fraccion de la misma, que incluya sin estar limitada a ella,
una inmunoglobulina, CD3, CD4, CDS, una molécula del MHC, una molécula CD1, p. ej.
CDla, CD1b, CDlc, CD1d, etc.

La proteina de fusion puede comprender una o mas copias del polipéptido de la invencion y/o
una o mas copias del otro polipéptido. Por ejemplo, la proteina de fusion puede comprender 1,
2,3, 4,5 o mas copias del polipéptido de la invencion y/o del otro polipéptido. Los métodos
adecuados para fabricar proteinas de fusion son conocidos en la técnica, e incluyen, por ejem-

plo, método recombinantes. En ciertas formas de realizacion de la invencion, los TCR (y las
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fracciones funcionales y las variantes funcionales de los mismos), los polipéptidos, y las pro-
teinas de la invencion se pueden expresar como una sola proteina que comprenda un péptido
conector (linker) que conecte la cadena o con la cadena 3, y conecte la cadena y con la cadena
0. A este respecto, los TCR (y las variantes funcionales y las fracciones funcionales de los
mismos), los polipéptidos y las proteinas de la invencidon comprenden las secuencias de ami-
noacidos de las regiones variables del TCR de la invencion y pueden comprender ademas un
péptido conector. El péptido conector puede facilitar ventajosamente la expresion de un TCR
recombinante (incluidas las fracciones funcionales y las variantes funcionales del mismo), un
polipéptido y/o una proteina en una célula hospedadora. El péptido conector puede comprender
cualquier secuencia de aminoacidos adecuada. Las secuencias de conexion para los constructos
de TCR monocatenarios son bien conocidas en la técnica. Tal constructo monocatenario puede
comprender ademas una o dos secuencias de dominio constante. Una vez que la célula hospe-
dadora exprese el constructo provisto de péptido conector, el péptido conector puede ser escin-

dido, lo que dara como resultado la separacion de las cadenas ay B o de las cadenas y y 6.

Como ya se ha mencionado antes, la funcionalidad de union del TCR de la invencion se puede
proporcionar incorporada en la estructura de un anticuerpo. El termino «anticuerpo» en sus
diversas formas gramaticales se usa en la presente memoria para referirse a moléculas de inmu-
noglobulina y a fracciones inmunologicamente activas de las moléculas de inmunoglobulina,
es decir, moléculas que contienen un sitio de unidon a antigeno o un paratopo. Tales moléculas
también se denominan «fragmentos de unioén con el antigeno» de las moléculas de inmunoglo-
bulina. La invencion proporciona ademads un anticuerpo, o una fraccion de union con el antigeno
del mismo, que se une especificamente a los antigenos descritos en la presente memoria. El
anticuerpo puede ser cualquier tipo de inmunoglobulina que sea conocida en la técnica. Por
ejemplo, el anticuerpo puede ser de cualquier isotipo, como IgA, IgD, IgE, IgG, IgM, etc. Y
ademas puede ser monoclonal o policlonal. El anticuerpo puede ser un anticuerpo natural, p. ej.
un anticuerpo aislado y/o purificado de un mamifero, como por ejemplo, raton, conejo, cabra,
caballo, pollo, hamster, ser humano, etc. Alternativamente, el anticuerpo puede ser un anti-
cuerpo genéticamente modificado, como por ejemplo un anticuerpo humanizado o uno quimé-

rico. El anticuerpo puede aparecer en forma monomérica o polimérica.

La invencion también proporciona fracciones de union al antigeno de cualquiera de los anti-
cuerpos descritos en la presente memoria. La fraccion de union al antigeno puede ser cualquier

fraccion que posea como minimo un sitio de uniéon con el antigeno, tales como Fab, F(ab')2,
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dsFv, sFv, diacuerpos y triacuerpos. El fragmento de anticuerpo que es un fragmento monoca-
tenario de region variable (sFv) consiste en un fragmento Fab truncado que comprende el do-
minio variable (V) de una cadena pesada de anticuerpo enlazado con un dominio V de una
cadena ligera de anticuerpo a través de un péptido sintético, que puede ser creado con técnicas
de ADN recombinante ordinarias. De forma similar, es posible preparar fragmentos de region
variable estabilizados con puentes disulfuro (dsFv) mediante técnicas de ADN recombinante
que sirvan como fragmentos de anticuerpo de la invencion; no obstante, los tipos de fragmentos
de anticuerpo no se limitan a los citados, que se muestran a titulo de ejemplo. Asimismo, el
anticuerpo, o la fraccion de union al antigeno del mismo, puede ser modificado para que con-
tenga un marcador detectable, como por ejemplo, un radioiso6topo, un fluoréforo (p. €j. isotio-
cianato de fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE)), una enzima (p. ¢j., fosfatasa alcalina, peroxi-
dasa de rabano picante), y particulas de elementos (p. ¢j., particulas de oro). En ciertos casos,
la secuencia de la CDR3 del TCR puede ser ligeramente modificada, pero es preferible que lo
sea como maximo en 3 residuos de aminodacidos, preferentemente solo en dos y, mas preferen-
temente atin, en una sola posicion de aminoacido, con respecto a las secuencias de la CDR3
expuestas en las SEQ ID N.° 3,9, 15, 21, 27 y 33.Preferentemente, los anticuerpos comprende-
ran la CDR3, preferentemente todas las regiones CDR1, CDR2 y CDR3 de la combinacion, tal

y como aparece indicado para el TCR de la invencién en la Tabla 1.

Los métodos adecuados para fabricar anticuerpos son conocidos en la técnica. Por ejemplo, los
métodos ordinarios para la fabricacion con hibridomas aparecen descritos en Kohler and Mils-
tein, Eur. J. Immunol, 5, 51 1-519 (1976), en Harlow and Lane (eds.), Antibodies: A Laboratory
Manual, CSH Press (1988), y en C.A. Janeway et al. (eds.), Immunobiology, 8 Ed., Garland
Publishing, New York, NY (201 1)), entre otras referencias. Existen ademas otros métodos
alternativos, como los basados en la transformacion de hibridomas con el EBV (Haskard and
Archer, J. Immunol. Methods, 74(2), 361-67 (1984), y Roder et al, Methods Enzymol, 121,
140-67 (1986)), y los sistemas de expresion mediante vectores bacteriéfagos (véase por ejem-
plo, Huse et al., Science, 246, 1275-81 (1989)) que son conocidos en la técnica. Ademas, se
describen métodos para producir anticuerpos en animales en las patentes de EE.UU. 5.545.806,
5.569.825 y 5.714.352, asi como en la publicacion de solicitud de patente en EE.UU. N.°
2002/0197266, entre otras referencias.

Ciertas formas de realizacion de la invencion también conciernen a TCR, o a fragmentos fun-

cionales y polipéptidos de los mismos, que son TCR solubles. A efectos de la presente memoria,
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el término «receptor de linfocito T soluble» se refiere a variantes truncadas heterodiméricas de
TCR nativos, que comprenden fracciones extracelulares de la cadena o y de la cadena B del
TCR que permanecen unidas por un puente disulfuro, pero que carecen de los dominios trans-
membrana y citosolicos de la proteina nativa. Los términos «secuencia de la cadena a del re-
ceptor de linfocito T soluble» y «secuencia de la cadena B del receptor de linfocito T soluble»
se refieren a secuencias de las cadenas a y B del TCR que carecen de los dominios transmem-
brana y citosolico. La secuencia (de aminoacidos o de acidos nucleicos) de las cadenas oy
del TCR soluble pueden ser idénticas a las secuencias correspondientes de un TCR nativo o
pueden comprender secuencias de las cadenas a y f del TCR soluble que sean variantes, en
comparacion con las secuencias del correspondiente TCR nativo. A efectos de la presente me-
moria, el término «receptor de linfocito T soluble» abarca los TCR solubles provistos de se-
cuencias variantes y no variantes de las cadenas o y B de TCR soluble. Las variaciones pueden
radicar en las regiones variables o constantes de las secuencias de las cadenas oy f de TCR
soluble y pueden incluir, sin &nimo de limitacion, mutaciones por delecion, insercion o sustitu-
cion de aminoacidos, asi como cambios en la secuencia de acidos nucleicos que no alteren la
secuencia de aminoacidos. Los TCR solubles de la invencion conservaran en cualquier caso la

funcionalidad de union de las moléculas originales de las cuales deriven.

El susodicho problema se resuelve ademds mediante un acido nucleico que codifique un cons-
tructo reconocedor de antigeno de la invencion, o cualquiera de los susodichos constructos pro-
teicos o polipeptidicos. El acido nucleico tendra preferentemente: (a) una hebra que codifique
un constructo reconocedor de antigeno acorde con la invencion; (b) una hebra complementaria
de la hebra (a); o (c) una hebra que hibride en condiciones rigurosas (astringentes) con una
molécula descrita en (a) o (b). Las condiciones rigurosas son conocidas por las personas versa-
das en la materia, concretamente se pueden consultar en Sambrook et al, “Molecular Cloning”.
Ademas de lo anterior, el acido nucleico puede contener opcionalmente otras secuencias que
sean necesarias para expresar la secuencia de acidos nucleicos correspondiente a la proteina,
especificamente para su expresion en una célula de mamifero o humana. El acido nucleico
usado puede estar contenido en un vector adecuado para posibilitar la expresion en la célula en
cuestion de la secuencia de acido nucleico correspondiente al péptido. No obstante, los acidos
nucleicos también se pueden usar para transformar una célula presentadora de antigeno, que
podria no ser una célula presentadora de antigeno clasica, como son las células dendriticas, de

tal modo que ella misma produjera las proteinas correspondientes en su superficie celular.
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A efectos de la presente memoria, «acido nucleico» incluye «polinucleétido», «oligonucleo-
tido» y «molécula de 4cido nucleico», y en general designa un polimero de ADN o de ARN,
que puede ser monocatenario o bicatenario, sintetizado u obtenido (aislado y/o purificado) de
fuentes naturales, que puede contener nucledtidos naturales, no naturales o alterados, que puede
contener un enlace entre nucledtidos naturales, no naturales o alterados, como un enlace fosfo-
ramidato o fosforotioato, en lugar del enlace fosfodiéster que se halla entre los nucleé6tidos de

un oligonucleétido no modificado.

Preferentemente, los acidos nucleicos de la invencion son recombinantes. A efectos de la pre-
sente memoria, el término «recombinante» se refiere a: (I) moléculas que son construidas fuera
de células vivas mediante la union de segmentos de acidos nucleicos naturales o sintéticos con
moléculas de acidos nucleicos que se pueden replicar en una célula viva; o (II) moléculas que
son el resultado de la replicacion de las descritas en el precedente punto (I). A efectos de la
presente memoria, la replicacion puede ser una replicacion en condiciones in Vitro o en condi-
ciones in vivo. El acido nucleico puede comprender cualquier secuencia de nucledtidos que
codifique cualquiera de los TCR, polipéptidos o proteinas, o fracciones funcionales o variantes

funcionales de los mismos que se describen en la presente memoria.

Ademés, la invencidn proporciona un vector que comprende un acido nucleico acorde con la
invencion tal y como se ha descrito antes. Es conveniente que el vector sea un vector de expre-
sion o un vector de expresion recombinante. En el contexto de la presente invencion, el término
«vector de expresion recombinante» se refiere a un constructo de acido nucleico que posibilita
la expresion de un ARNm, una proteina o un polipéptido en el seno de una célula hospedadora
adecuada. El vector de expresion recombinante de la invencion puede ser cualquier vector de
expresion recombinante, y se puede usar para transformar o transfectar cualquier hospedador
adecuado. Los vectores aptos incluyen los disefiados para la propagacion y expansion o para la
expresion o bien para ambas, tales como plasmidos y virus. Ejemplos de vectores de expresion
animales son pEUK-CI, pMAM y pMAMneo. Preferentemente, el vector de expresion recom-
binante es un vector viral, por ejemplo un vector retroviral. El vector de expresion recombinante
comprende secuencias reguladoras, tales como codones de inicio y terminacion de la transcrip-
cion y la traduccion, que son especificas para cada tipo de célula hospedadora (bacteria, hongo,
planta o animal, entre otras), en la cual se va a introducir el vector con el proposito de que tenga
lugar la expresion del dcido nucleico de la invencion. Asimismo, el vector de la invencion puede

incluir uno o varios genes marcadores, que permitan la seleccion de las células hospedadoras



-19 -

transformadas o transfectadas. El vector de expresion recombinante puede comprender un pro-
motor normativo o nativo enlazado funcionalmente con la secuencia de nucledtidos que codi-
fica los constructos de la invencion, o con la secuencia de nucleétidos que es complementaria
o que hibrida con la secuencia de nucleo6tidos que codifica los constructos de la invencién. Las
promotores susceptibles de seleccion incluyen, entre otros tipos, promotores especificos del
desarrollo o de tejido, inducibles, débiles o potentes. El promotor puede ser un promotor no
viral o un promotor viral. Los vectores de expresion recombinantes de la invencion pueden ser
disefiados para generar una expresion transitoria o una expresion estable, o ambas. Ademas, los
vectores de expresion recombinantes se pueden disefar para generar una expresion constitutiva

o bien inducible.

La invencion también atafie a una célula hospedadora que comprende un constructo reconoce-
dor de antigeno acorde con la invencion. En concreto, la célula hospedadora de la invencion
comprende un acido nucleico, o un vector como el descrito antes en la presente memoria. La
c¢lula hospedadora puede ser una célula eucariota, por ejemplo, vegetal, animal, fingica o al-
gal, o puede ser una célula procariota, por ejemplo, bacteriana o protozoaria. La célula hospe-
dadora puede ser una célula cultivada o una célula primaria, es decir, aislada directamente de
un organismo, como por ejemplo un ser humano. La célula hospedadora puede ser una célula
adherida o una célula suspendida, es decir, una célula que crece en suspension. A los efectos de
producir un TCR, un polipéptido o una proteina que sean recombinantes, es preferible que la
célula hospedadora sea una célula de mamifero. Méas preferentemente alin, es conveniente que
la célula hospedadora sea una célula humana. Si bien la célula hospedadora puede ser una célula
de cualquier tipo, procedente de cualquier tipo de tejido y perteneciente a cualquier estadio del
desarrollo, es preferible que sea un leucocito de sangre periférica (PBL) o una célula mononu-
cleada de sangre periférica (PBMC). Mas preferentemente atin es que la célula hospedadora sea
un linfocito T. El linfocito T puede ser cualquier linfocito T, como un linfocito T cultivado, p.
ej. un linfocito T primario, o un linfocito T procedente de una estirpe cultivada de linfocitos T,
como p. ej. Jurkat, SupT]1, etc., o bien un linfocito T obtenido de un mamifero, preferentemente
un linfocito T o un precursor de linfocito T extraido a un paciente humano. Si se obtiene de un
mamifero, el linfocito T puede proceder de numerosas fuentes, tales como sangre, médula osea,
ganglio linfatico, timo u otros tejidos o liquidos corporales, entre otras. Los linfocitos T tam-
bién se pueden enriquecer o purificar. Preferentemente, el linfocito T es un linfocito T humano.
Maés preferentemente atn, el linfocito T es un linfocito T aislado de un humano. El linfocito T

puede ser cualquier tipo de linfocito T y puede pertenecer a cualquier estadio del desarrollo,
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incluidos entre otros, un linfocito T CD4-positivo y/o CD8-positivo, linfocitos T cooperadores
CD4-positivos, como p. €j. linfocitos Th1 y Th2, linfocitos T CD8-positibos (p. €j. linfocitos T
citotoxicos), células infiltradas en tumores (TIL), linfocitos T de memoria, linfocitos T virge-
nes, y similares. Preferentemente, el linfocito T es un linfocito T CD8-positivo o un linfocito T

CD4-positivo.

Preferentemente, la célula hospedadora de la invencion es un linfocito, preferiblemente un lin-
focito T, como un linfocito T CD4-positivo o un linfocito T CD8-positivo. Aiin més preferente,
la célula hospedadora es un linfocito T oncorreactivo que actua especificamente contra las cé-

lulas tumorales que expresan COL6A3.

Otro aspecto mas de la presente invencion se refiere a los constructos reconocedores de anti-
geno, los acidos nucleicos, los vectores, las composiciones farmacéuticas y/o la célula hospe-
dadora que se exponen en la presente memoria destinados al uso en medicina. En una forma
de realizacion preferida, el uso en medicina incluye el uso para el diagnostico, la prevencion
y/o el tratamiento de una enfermedad tumoral, como una enfermedad tumoral benigna o ma-
ligna. La enfermedad tumoral es, por ejemplo, una enfermedad tumoral que se caracteriza por

la expresion de COL6A3, en una célula cancerosa o tumoral de dicha enfermedad.

Con respecto a las susodichas aplicaciones médicas de los constructos reconocedores de anti-
geno y los otros materiales derivados de los mismos, el cancer susceptible de diagndstico y/o
tratamiento puede ser cualquier cancer, incluido cualquiera de los siguientes: cancer linfocitico
agudo, leucemia mieloide aguda, rabdomiosarcoma alveolar, cancer 6seo, cancer cerebral, can-
cer de mama, cancer del ano, del canal anal o anorrectal, cancer ocular, cancer de las vias bilia-
res intrahepaticas, cancer de las articulaciones, cancer de cuello, vesicula biliar, o pleura, cancer
de la nariz, la cavidad nasal o del oido medio, cancer de la cavidad bucal, cancer de la vagina,
cancer de la vulva, leucemia linfocitica cronica, cancer mieloide crénico, cancer de colon, can-
cer de esofago, cancer de cuello uterino, tumor carcinoide gastrointestinal, glioma, linfoma de
Hodgkin, cancer de hipofaringe, cancer de rifion, cancer de laringe, cancer de higado, cancer
de pulmoén, mesotelioma maligno, melanoma, mieloma multiple, cancer de rinofaringe, linfoma
no hodgkiniano, cancer bucofaringeo, cancer de ovario, cancer de pene, cancer de pancreas,
cancer de peritoneo, epiplon y mesenterio, cancer de faringe, cancer de prostata, cancer rectal,
cancer renal, cancer de piel, cancer de intestino delgado, cancer de partes blandas, cancer de

estomago, cancer de testiculo, cancer de tiroides, cancer de utero, cancer de uréter y cancer de
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vejiga urinaria. Tipos de cancer preferidos son el cancer de cuello uterino, bucofaringeo, ano,
canal anal, anorrectal, vagina, vulva o pene. Un cancer especialmente preferido es el cancer

positivo para COL6A3, incluido el cancer gastrico y gastrointestinal.

Los constructos, proteinas, TCR, anticuerpos, polipéptidos y acidos nucleicos de la invencién
estan destinados en particular para el uso en inmunoterapia, preferentemente en la terapia adop-
tiva de linfocitos T. La administracion de los compuestos de la invencion puede, por ejemplo,
implicar la infusion de los linfocitos T de la invencion en el paciente en cuestion. Preferible-
mente, tales linfocitos T son linfocitos T autélogos del paciente que en condiciones in Vitro se
transducen con un acido nucleico o con un constructo reconocedor de antigeno de la presente

invencion.

WO 2016/011210 da a conocer células genéticamente modificadas destinadas a tratamientos
adoptivos, que consisten en células NK y en linfocitos T, asi como composiciones que contie-
nen dichas células y métodos para su administracion a individuos. Las células contienen recep-
tores de antigeno genéticamente modificados para que se unan especificamente a antigenos,

tales como receptores de antigeno quiméricos (CAR) o receptores coestimuladores.

El objetivo de la invencion también se resuelve con un método de fabricacion de una estirpe

celular que expresa el constructo reconocedor de antigeno especifico del COL6A3, el cual com-

prende:
a. Proporcionar una célula hospedadora adecuada
b. Proporcionar un constructo genético que comprende una secuencia codificante que co-

difica un constructo reconocedor de antigeno acorde con la invencion dada a conocer
en la presente memoria
c. Introducir en la citada célula hospedadora adecuada el citado constructo genético, y

d. La expresion del citado constructo genético por la citada célula hospedadora adecuada.

El método puede comprender, ademas, un paso de presentacion del citado constructo recono-

cedor de antigeno en la superficie de la citada célula hospedadora adecuada.

En otras formas de realizacion preferidas, el constructo genético es un constructo de expresion
que comprende una secuencia promotora enlazada funcionalmente con dicha secuencia codifi-

cante.
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Preferentemente, dicho constructo reconocedor de antigeno procede de un mamifero, y prefe-
riblemente es de origen humano. La célula hospedadora adecuada que se prefiere para el uso en
el método de la invencion es una célula de mamifero, como una célula humana, en particular
un linfocito T humano. Los linfocitos T para el uso en la invencidn ya han sido descritos por-

menorizadamente en la presente memoria.

La invencion también abarca formas de realizacion en las que dicho constructo reconocedor
antigeno es un TCR modificado, y en la que dicha modificacion consiste en la adicion de do-
minios funcionales, como un marcador o un principio activo terapéutico. Asimismo, abarca
TCR provistos de dominios alternativos, como un dominio de anclaje a membrana alternativo

en lugar de la region transmembrana endogena.

Es conveniente que el sistema de transfeccion destinado a introducir el constructo genético en
la citada célula hospedadora adecuada sea un sistema basado en un vector retroviral. Tales sis-

temas son bien conocidos por las personas versadas en la materia.

En una de sus formas de realizacion, la presente invencion también comprende una etapa adi-
cional del método que consiste en el aislamiento y la purificacion del constructo reconocedor
de antigeno a partir de la célula y, opcionalmente, en la reconstitucion de los fragmentos tradu-

cidos de dicho constructo en un linfocito T.

En un aspecto alternativo de la invencion, se provee un linfocito T obtenido o que puede ser
obtenido mediante un método para la produccion de un receptor de linfocito T (TCR), que es
especifico para células tumorales y que presenta una avidez elevada, tal y como se ha descrito
antes en la presente memoria. Tal linfocito T depende de la célula hospedadora usada en el
método de la invencidn, por ejemplo, un linfocito T humano o no humano, pero preferentemente

un TCR humano.

Los TCR, polipéptidos, proteinas (incluidas las variantes funcionales de todos ellos), los acidos
nucleicos, los vectores de expresion recombinantes, las células hospedadoras (incluidas las po-
blaciones de las mismas) y los anticuerpos (incluidas las fracciones de union al antigeno de los
mismos) que forman parte de la presente invencion se pueden aislar y/o purificar. A efectos de

la presente memoria, el término «aislado» significa que ha sido sacado de su entorno natural.
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Tal y como se emplea en la presente memoria, el término «purificado» significa que ha ganado
en pureza, entendida la «pureza» como un término relativo y no necesariamente interpretable
como una pureza absoluta. Por ejemplo, la pureza puede ser como minimo de en torno al 50%

o puede ser superior al 60%, 70%, 80%, 90% o0 95%, o bien ser del 100%.

Los constructos reconocedores de antigeno, los TCR, polipéptidos, proteinas (incluidas las va-
riantes funcionales de todos ellos), los acidos nucleicos, los vectores de expresion recombinan-
tes, las células hospedadoras (incluidas las poblaciones de las mismas) y los anticuerpos (in-
cluidos las fracciones de union al antigeno de los mismos) que forman parte de la presente
invencion seran designados todos ellos de manera colectiva como «materiales del TCR de la
invencion» de aqui en adelante y podran ser formulados en una composicion, como una com-
posicion farmacéutica. A este respecto, la invencion proporciona una composicion farmacéutica
que comprende cualquiera de los constructos reconocedores de antigeno, los TCR, polipéptidos,
proteinas fracciones funcionales, variantes funcionales, acidos nucleicos, vectores de expresion,
c¢lulas hospedadoras (incluidas las poblaciones de las mismas) y los anticuerpos (incluidos las
fracciones de union al antigeno de los mismos) descritos en la presente memoria, asi como un
vehiculo, excipiente y/o estabilizante aceptables desde el punto de vista farmacéutico. Las com-
posiciones farmacéuticas de la invencion que contienen cualesquiera de los materiales de TCR
de la invencion pueden comprender mas de un material de TCR de la invencion, como por
ejemplo, un polipéptido y un &cido nucleico, o dos o mas TCR distintos (incluidas las fracciones
funcionales y las variantes funcionales de los mismos). Alternativamente, la composicion far-
macéutica puede comprender un material de TCR de la invencion en combinacion con otros
medicamentos o principios activos farmacéuticos, como quimioterapicos, p. €j. asparraginasa,
busulfan, carboplatino, cisplatino, daunorubicina, doxorubicina, fluorouracilo, gemcitabina, hi-
droxiurea, metotrexato, paclitaxel, rituximab, vinblastima, vincristina, etc. Preferentemente, el
vehiculo es un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Con respecto a las composiciones far-
macéuticas, el vehiculo puede ser cualquiera de los usados habitualmente para el material de
TCR de la presente invencion en consideracion. Tales vehiculos farmacéuticos son bien cono-
cidos por las personas versadas en la materia y estan publicamente disponibles. Es preferible
que el vehiculo farmacéutico no cause efectos secundarios perjudiciales ni toxicidad si se em-

plea siguiendo las condiciones de uso pertinentes.

Asi pues, también se proporciona una composicion farmacéutica que comprende cualquiera de

los productos de la invencion y de materiales de TCR de la invencion que se describen en la
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presente memoria, en concreto cualesquiera proteinas, acidos nucleicos o células hospedadoras.
En una forma de realizacion preferida la composicion farmacéutica estd destinada a servir como

inmunoterapia, preferentemente la terapia adoptiva con células.

Preferentemente, el material de TCR de la invencion se administra mediante inyeccion, por
ejemplo intravenosa. Cuando el material de TCR de la invencion sea una célula hospedadora
que exprese el TCR de la invencion (o una variante funcional del mismo), el vehiculo farma-
céutico para las células que se administraran mediante inyecciéon puede incluir cualquier
vehiculo isoténico como, por ejemplo, solucion salina normal (aprox. 0,90% p/v de NaCl en
agua, aprox. 300 mOsm/I de NaCl en agua, o aprox. 9,0 g de NaCl por litro de agua), solucion
de electrélitos NORMOSOL R (Abbott, Chicago, IL, EE.UU.), PLASMA-LYTE A (Baxter,
Deerfield, IL, EE.UU.), o una solucion de dextrosa de aprox. el 5% en agua, o solucién de
lactato sddico compuesta (Ringer). En una forma de realizacion, el vehiculo farmacéutico se

complementa con albimina de suero humana.

A efectos de la invencion, la cantidad o la dosis del material de TCR de la invencion (p. ej. el
numero de células cuando el material de TCR de la invencion sea una o mas células) que se ha
de administrar debe ser la suficiente para influir, p. j. para generar una respuesta preventiva o
terapéutica, en el sujeto o en el animal durante un plazo de tiempo razonable. Por ejemplo, la
dosis del material de TCR de la invencion debe bastar para unirse a un antigeno tumoral, o para
detectar, tratar o prevenir el cancer en un periodo comprendido aproximadamente entre las 2
horas o mas, p. ej. 12 o0 24 horas o mas, desde el momento de la administraciéon. En ciertas
formas de realizacion, el periodo de tiempo podria ser incluso mas largo. La dosis vendra de-
terminada por la eficacia del material de TCR de la invencion en particular y del estado del

animal o de la persona que va a ser tratada, asi como de su peso corporal.

Se contempla que las composiciones farmacéuticas de la invencion, los TCR (incluidas las va-
riantes funcionales de los mismos), polipéptidos, proteinas, acidos nucleicos, vectores de ex-
presion recombinantes, células hospedadoras o poblaciones de células se puedan usar en méto-
dos para tratar o prevenir el cancer, o los estados precancerosos positivos para COL6A3. Se
cree que los TCR de la invencidn (y las variantes funcionales de los mismos) se unen especifi-
camente al antigeno de COL6A3, de tal modo que cuando el TCR (o el polipéptido o la proteina
de la invencidn relacionados y las variantes funcionales de los mismos) se expresa en una c¢-

lula, es capaz de desencadenar una respuesta inmunitaria contra una célula diana que expresa
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los antigenos de COL6A3 de la invencion. A este respecto, la invencion proporciona un método
para tratar o prevenir una enfermedad, en particular el cadncer, en un mamifero, el cual com-
prende la administracion al mamifero de cualquiera de las composiciones farmacéuticas, cons-
tructos reconocedores de antigeno, en particular los TCR (y las variantes funcionales de los
mismos), polipéptidos o proteinas descritos en la presente memoria, cualquier 4cido nucleico o
vector de expresion recombinantes que comprende una secuencia de nucledtidos que codifique
alguno de los TCR (y variantes funcionales de los mismos), polipéptidos o proteinas descritos
en la presente memoria, en una cantidad eficaz para tratar o prevenir la enfermedad en el ma-

mifero, siendo dicha enfermedad un cancer, preferentemente un cancer positivo para COL6A3.

Algunos ejemplos de vehiculos aceptables desde el punto de vista farmacéutico o de diluyentes
utiles para la presente invencion son estabilizantes como SPGA, carbohidratos (sorbitol, mani-
tol, almidon, sacarosa, glucosa o dextrano, entre otros), proteinas como albumina o caseina,
agentes portadores de proteinas como suero bovino o leche descremada y tampones (tampon

fosfato, por ejemplo).

A efectos de la presente memoria, los términos «tratar» y «prevenir» asi como las palabras
derivadas de los mismos, no implican necesariamente el tratamiento o la prevencion al 100% o
en términos absolutos. Mas bien existen diversos grados de tratamiento o de prevencion de los
que cualquier persona versada en la materia reconocera como dotados de un posible efecto
terapéutico o benéfico. A este respecto, los métodos de la invencion pueden proporcionar cual-
quier grado de tratamiento o de prevencion de una enfermedad en un mamifero. Ademas, el
tratamiento o la prevencion proporcionados por el método de la invencion pueden incluir el
tratamiento o la prevencion de una o mas enfermedades o sintomas de la enfermedad, p. ¢;j. el
cancer, que esta siendo tratada o prevenida. Por ejemplo, el tratamiento o la prevencion pueden
incluir la promocion de la regresion de un tumor. Asimismo, a los efectos de la presente me-
moria, «prevencion» puede abarcar el retraso en la aparicion de la enfermedad, o de un sintoma

o trastorno de la misma.

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 hospedadora de la presente descrip-

cioén en combinacion con al menos un agente quimioterapico 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 constructo
reconocedor de antigeno de la presente invencion para producir una célula trans-
formada
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 constructo recono-
cedor de antigeno de la presente invencion 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 biologica, el cual

comprende:
a) Puesta en contacto de la muestra bioldgica con un constructo reconocedor de
antigeno de la presente descripcion
b) Deteccion de la union del constructo reconocedor de antigeno a la muestra bio-
logica.

En ciertas formas de realizacion, el método para la deteccion del cancer se lleva a cabo en

condiciones in vitro, in vivo o in situ.

Asimismo se proporciona un método para detectar la presencia de una enfermedad en un ma-
mifero. El método comprende: (I) La puesta en contacto de una muestra que comprenda una o
mas células del mamifero con cualquiera de los TCR (y variantes funcionales de los mismo),
polipéptidos, proteinas, acidos nucleicos, vectores de expresion recombinantes, células hospe-

dadoras, poblaciones de células, anticuerpos o porciones de union al antigeno de los mismos



-27 -

que forman parte de la invencion, o bien de las composiciones farmacéuticas descritas aqui, de
tal modo que formen un complejo, y la deteccion de este complejo, siendo su deteccion indica-
dora de la presencia de la enfermedad en el mamifero, enfermedad que seria cancer, y mas en

concreto una neoplasia maligna positiva para COL6A3.

Con respecto al método de la invencion para detectar una enfermedad en un mamifero, la mues-
tra de células puede ser una muestra que contenga células enteras, lisados de las mismas, o una
fraccion de las células enteras o de los lisados, como p. €j. una fraccion nuclear o citoplasmatica,

una fraccion consistente en proteinas enteras, o una fraccion consistente en acidos nucleicos.

A efectos del método de deteccion de la invencion, el contacto puede tener lugar en condiciones
in vitro o en condiciones in vivo en lo que concierne al mamifero. Preferentemente, la puesta

en contacto sera en condiciones in vitro.

Asimismo, la deteccion del complejo puede darse a través diversos modos conocidos en la téc-
nica. Por ejemplo, los constructos reconocedores de antigeno (y las variantes funcionales de los
mismos), polipéptidos, proteinas, acidos nucleicos, vectores de expresion recombinantes, célu-
las hospedadoras, poblaciones de células o anticuerpos o TCR, o fracciones de union al antigeno
de los mismos que forman parte de la invencion y que se describen en la presente memoria,
pueden ser marcados con un marcaje detectable como, por ejemplo, un radioisétopo, un fluord-
foro (isotiocianato de fluoresceina (FOTC), ficoeritrina (PE), etc.), una enzima (fosfatasa alca-

lina, peroxidasa de rabano picante, etc.), y particulas elementales (particulas de oro, etc.).

A efectos de los métodos de la invencion, en los que se administren células hospedadoras o
poblaciones de células, las células pueden ser alogénicas o autdlogas del mamifero en cuestion.

Preferentemente, las células seran autdlogas del mamifero.

Con respecto a las susodichas aplicaciones médicas del material de TCR de la invencion, el
cancer susceptible de diagndstico y/o de tratamiento puede ser cualquier cancer, incluido cual-
quiera de los siguientes: cancer linfocitico agudo, leucemia mieloide aguda, rabdomiosarcoma
alveolar, cancer 6seo, cancer cerebral, cancer de mama, cancer del ano, del canal anal o ano-
rrectal, cancer ocular, cancer de las vias biliares intrahepaticas, cancer de las articulaciones,
cancer de cuello, vesicula biliar, o pleura, cancer de la nariz, la cavidad nasal o el oido medio,

cancer de la cavidad bucal, cancer de la vagina, cancer de la vulva, leucemia linfocitica croénica,
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cancer mieloide cronico, cancer de colon, cancer de esofago, cancer de cuello uterino, tumor
carcinoide gastrointestinal, glioma, linfoma de Hodgkin, cancer de hipofaringe, cancer de rifion,
cancer de laringe, cancer de higado, cancer de pulmon, mesotelioma maligno, melanoma, mie-
loma multiple, cdncer rinofaringeo, linfoma no hodgkiniano, cancer bucofaringeo, cancer de
ovario, cancer de pene, cancer de pancreas, cancer de peritoneo, epiplon y mesenterio, cancer
de faringe, cancer de prostata, cancer rectal, cancer renal, cancer de piel, cancer de intestino
delgado, cancer de partes blandas, cancer de estdbmago, cancer de testiculo, cancer de tiroides,
cancer de utero, cancer de uréter y cancer de vejiga urinaria. Tipos de cancer preferidos son el
cancer de cuello uterino, bucofaringeo, ano, canal anal, anorrectal, vagina, vulva o pene. Un
tipo de cancer especialmente preferido es el cancer positivo para COL6A3, como el cancer

gastrico o gastrointestinal.

En general, la invencion proporciona un método para tratar a un sujeto aquejado de un tumor o
enfermedad tumoral que comprende la administracion de los constructos reconocedores de an-
tigeno, acidos nucleicos, vectores, composiciones farmacéuticas y/o célula hospedadora que la
presente invencion da a conocer. Preferentemente el sujeto es un sujeto que precisa un trata-
miento de esa naturaleza. En las formas de realizacion preferida el sujeto es un mamifero, pre-
ferentemente un paciente humano, que estd aquejado por un tumor o enfermedad tumoral, que

es positiva para COL6A3.

A continuacion se pasara a describir con mas detalle la presente invenciéon mediante una serie
de ejemplos en los que se aludira a figuras y secuencias adjuntas que describen las formas de
realizacion preferidas de los mismos, sin que con ello se pretenda limitar el alcance de la in-
vencion. A efectos de la presente invencion, todas las referencias citadas en la presente memoria

se incorporan como referencia en su integridad. En las figuras y secuencias:

Figura 1: Secrecion de IFN-y (eje izquierda) y tinciébn con tetrameros HLA-
A*02/COL6A3-002 (eje derecho) de linfocitos T CD8+ primarios humanos pro-
cedentes de un donante que han sido sometidos a electroporacion para introducir
el ARN de la cadena alfa y la cadena beta del TCR R4P1D10 (Tabla 1), respec-
tivamente, tras la incubacion conjunta con células diana K562-A2 (véase Hirano

N. et al; Blood. 2006 Feb 15;107(4):1528-36) cargadas con el péptido COL6A3-



Figura 2:

Figura 3:

Figura 4:

Figura 5:
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002 (SEQ ID N.° 58), diversas variantes de COL6A3-002 con sustitucion de ala-
nina o glicina en las posiciones 1 a 9 (SEQ ID N.° 59 a 67), o con el péptido de
control NYESO1-001 (SEQ ID N.° 68).

Secrecion de IFN-y (eje izquierda) y tinciébn con tetrameros HLA-
A*02/COL6A3-002 (eje derecho) de linfocitos T CD8+ primarios humanos pro-
cedentes de un donante que han sido sometidos a electroporacion para introducir
el ARN de la cadena alfa y la cadena beta del TCR R4P1D10 (Tabla 1), respec-
tivamente, tras la incubacion conjunta con células diana K562-A2 cargadas con
el péptido COL6A3-002 (SEQ ID N.° 58), con los péptidos homologos pero no
relacionados AGRN-001, CLASP-001, COL6A1-001, COL6A2-001, COL6A3-
006, COL6A3-008, COL6A3-014, VWA2-001 y VWF-001 (SEQ ID N.° 49 a
57), o con el péptido de control NYESO1-001 (SEQ ID N.° 68).Como control se
emplearon linfocitos T CD8+ sometidos unicamente a electroporacion (Solo E;

E only).

Tinciéon con tetrameros HLA-A*02/COL6A3-002 y con tetrdmeros HLA-
A*02/NYESO1-001, respectivamente, de células J.RT3-T3.5 que han sido so-
metidas a electroporacion para introducir el ARN de las cadenas alfa y beta del
TCR R4P1D10 o del TCR 1G4 de control que es especifico para NYESO1-001
(Tabla 1).Como control se emplearon células J.RT3-T3.5 sometidas a una elec-

troporacion ficticia.

Tinciéon con tetrameros HLA-A*02/COL6A3-002 y con tetrdmeros HLA-
A*02/NYESO1-001, respectivamente, de células SUP-T1 que han sido someti-
das a electroporacidn para introducir el ARN de las cadenas alfa y beta del TCR
R4P1D10 o del TCR 1G4 de control que es especifico para NYESO1-001 (Tabla
1).Como control se emplearon células SUP-T1 sometidas a una electroporacion

ficticia.

Tinciéon con tetrameros HLA-A*02/COL6A3-002 y con tetrdmeros HLA-
A*02/NYESO1-001, respectivamente, de linfocitos T CD8+ primarios humanos
procedentes de un donante que han sido sometidos a electroporacion para intro-

ducir el ARN de las cadenas alfa y beta del TCR R4P1D10 o del TCR 1G4 de
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control que es especifico para NYESO1-001 (Tabla 1).Como control se emplea-

ron linfocitos T CD8+ sometidos a una electroporacion ficticia.

Secrecion de IFN-y por parte de linfocitos T CD8+ primarios humanos proce-
dentes de un donante que han sido sometidos a electroporacion para introducir
el ARN de las cadenas alfa y beta del TCR R4P3F9 (Tabla 1), respectivamente,
tras la incubacion conjunta con células diana K562-A2 cargadas con el péptido
COL6A3-002 (SEQID N.° 58), con diversas variantes de COL6A3-002 con sus-
titucion de alanina o glicina en las posiciones 1 a 9 (SEQ ID N.° 59 a 67), o con

el péptido de control NYESO1-001 (SEQ ID N.° 68).

Secrecion de IFN-y por parte de linfocitos T CD8+ primarios humanos (eje iz-
quierda) procedentes de un donante que han sido sometidos a electroporacion
para introducir el ARN de la cadena alfa y la cadena beta del TCR R4P3F9 (Ta-
bla 1), respectivamente, tras la incubacion conjunta con células diana K562-A2
cargadas con el péptido COL6A3-002 (SEQ ID N.° 58), con los péptidos homo-
logos pero no relacionados AGRN-001, CLASP-001, COL6A1-001, COL6A2-
001, COL6A3-006, COL6A3-008, COL6A3-014, VWA2-001 y VWEF-001
(SEQ ID N.° 49 a 57), o con el péptido de control NYESO1-001 (SEQ ID
N.? 68).Como control se emplearon linfocitos T CD8+ sometidos tnicamente a

electroporacion (Solo E; E only).

Tinciéon con tetrameros HLA-A*02/COL6A3-002 y con tetrameros HLA-
A*02/NYESO1-001, respectivamente, de células J.RT3-T3.5 que han sido so-
metidas a electroporacion para introducir el ARN de las cadenas alfa y beta del
TCR R4P3F9 o del TCR 1G4 de control que es especifico para NYESO1-001
(Tabla 1).Como control se emplearon células J.RT3-T3.5 sometidas a una elec-

troporacion ficticia.

Tinciéon con tetrameros HLA-A*02/COL6A3-002 y con tetrameros HLA-
A*02/NYESO1-001, respectivamente, de células SUP-T1 sometidas a electro-
poracion para introducir el ARN de las cadenas alfa y beta del TCR R4P3F9 o
del TCR 1G4 de control que es especifico para NYESO1-001 (Tabla 1).Como

control se emplearon células SUP-T1 sometidas a una electroporacion ficticia.
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Secrecion de IFN-y por parte de linfocitos T CD8+ primarios humanos proce-
dentes de un donante que han sido sometidos a electroporacion para introducir
el ARN de las cadenas alfa y beta del TCR R4P3H3 (Tabla 1), respectivamente,
tras la incubacion conjunta con células diana K562-A2 cargadas con el péptido
COL6A3-002 (SEQID N.° 58), con diversas variantes de COL6A3-002 con sus-
titucion de alanina o glicina en las posiciones 1 a 9 (SEQ ID N.° 59 a 67), o con

el péptido de control NYESO1-001 (SEQ ID N.° 68).

Secrecion de IFN-y por parte de linfocitos T CD8+ primarios humanos (eje iz-
quierda) procedentes de un donante que han sido sometidos a electroporacion
para introducir el ARN de la cadena alfa y la cadena beta del TCR R4P3H3
(Tabla 1), respectivamente, tras la incubacion conjunta con células diana K562-
A2 cargadas con el péptido COL6A3-002 (SEQ ID N.° 58), con los péptidos
homologos pero no relacionados AGRN-001, CLASP-001, COL6A1-001,
COL6A2-001, COL6A3-006, COL6A3-008, COL6A3-014, VWA2-001 y
VWEF-001 (SEQ ID N.°49 a 57), o con el péptido de control NYESO1-001 (SEQ
ID N.° 68).Como control se emplearon linfocitos T CD8+ sometidos unicamente

a electroporacion (Solo E; E only).

Tinciéon con tetrameros HLA-A*02/COL6A3-002 y con tetrameros HLA-
A*02/NYESO1-001, respectivamente, de células SUP-T1 sometidas a electro-
poracion para introducir el ARN de las cadenas alfa y beta del TCR R4P3H3 o
del TCR 1G4 de control que es especifico para NYESO1-001 (Tabla 1).Como

control se emplearon células SUP-T1 sometidas a una electroporacion ficticia.

Tabla 1:Secuencias de los TCR de la invencion

I?)El\(ﬁo TCR dcé?]-a Region Secuencia

1 R4P1D10 alfa | CDRI1 DRGSQS

2 R4P1D10 | alfa CDR2 IY

3 R4P1D10 | alfa CDR3 CAVNFHDKIIF
MKSLRVLLVILWLQLSWVWSQQKE
VEQNSGPLSVPEGAIASLNCTYSDRG

4 R4P1D10 | alfa Dominio variable | SQSFFWYRQYSGKSPELIMFIYSNGD
KEDGRFTAQLNKASQYVSLLIRDSQ
PSDSATYLCAVN
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R4P1D10

alfa

Dominio cons-
tante

NIQNPDPAVYQLRDSKSSDKSVCLFT
DFDSQTNVSQSKDSDVYITDKTVLD
MRSMDFKSNSAVAWSNKSDFACAN
AFNNSIHTPEDTFFPSPESSCDVKLVEK
SFETDTNLNFQNLSVIGFRILLLKVA
GFNLLMTLRLWSS

R4P1D10

alfa

Entera

MKSLRVLLVILWLQLSWVWSQQKE
VEQNSGPLSVPEGAIASLNCTYSDRG
SQSFFWYRQYSGKSPELIMFIYSNGD
KEDGRFTAQLNKASQYVSLLIRDSQ
PSDSATYLCAVNFHDKITFGKGTRLH
ILPNIQNPDPAVYQLRDSKSSDKSVC
LFTDFDSQTNVSQSKDSDVYITDKT
VLDMRSMDFKSNSAVAWSNKSDFA
CANAFNNSIIPEDTFFPSPESSCDVKL
VEKSFETDTNLNFQNLSVIGFRILLL
KVAGFNLLMTLRLWSS

R4P1D10

beta

CDRI1

SGDLS

R4P1D10

beta

CDR2

YYNGEE

R4P1D10

beta

CDR3

CASSVASAYGYTF

10

R4P1D10

beta

Dominio variable

MGFRLLCCVAFCLLGAGPVDSGVTQ
TPKHLITATGQRVTLRCSPRSGDLSV
YWYQQSLDQGLQFLIHYYNGEERA
KGNILERFSAQQFPDLHSELNLSSLE
LGDSALYFCASSV

11

R4P1D10

beta

Dominio cons-
tante

EDLNKVFPPEVAVFEPSEAEISHTQK
ATLVCLATGFFPDHVELSWWVNGK
EVHSGVSTDPQPLKEQPALNDSRYC
LSSRLRVSATFWQNPRNHFRCQVQF
YGLSENDEWTQDRAKPVTQIVSAEA
WGRADCGFTSVSYQQGVLSATILYE
ILLGKATLYAVLVSALVLMAMVKR
KDF

12

R4P1D10

beta

Entero

MGFRLLCCVAFCLLGAGPVDSGVTQ
TPKHLITATGQRVTLRCSPRSGDLSV
YWYQQSLDQGLQFLIHYYNGEERA
KGNILERFSAQQFPDLHSELNLSSLE
LGDSALYFCASSVASAYGYTFGSGT
RLTVVEDLNKVFPPEVAVFEPSEAEI
SHTQKATLVCLATGFFPDHVELSW
WVNGKEVHSGVSTDPQPLKEQPAL
NDSRYCLSSRLRVSATFWQNPRNHF
RCQVQFYGLSENDEWTQDRAKPVT
QIVSAEAWGRADCGFTSVSYQQGVL
SATILYEILLGKATLYAVLVSALVLM
AMVKRKDF

13

R4P3F9

alfa

CDRI1

DRGSQS

14

R4P3F9

alfa

CDR2

Y

15

R4P3F9

alfa

CDR3

CAAYSGAGSYQLTF
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16

R4P3F9

alfa

Dominio variable

MKSLRVLLVILWLQLSWVWSQQKE
VEQNSGPLSVPEGAIASLNCTYSDRG
SQSFFWYRQYSGKSPELIMFIYSNGD
KEDGRFTAQLNKASQYVSLLIRDSQ
PSDSATYLCA

17

R4P3F9

alfa

Dominio cons-
tante

NIQNPDPAVYQLRDSKSSDKSVCLFT
DFDSQTNVSQSKDSDVYITDKTVLD
MRSMDFKSNSAVAWSNKSDFACAN
AFNNSIHTPEDTFFPSPESSCDVKLVEK
SFETDTNLNFQNLSVIGFRILLLKVA
GFNLLMTLRLWSS

18

R4P3F9

alfa

Entero

MKSLRVLLVILWLQLSWVWSQQKE
VEQNSGPLSVPEGAIASLNCTYSDRG
SQSFFWYRQYSGKSPELIMFIYSNGD
KEDGRFTAQLNKASQYVSLLIRDSQ
PSDSATYLCAAYSGAGSYQLTFGKG
TKLSVIPNIQNPDPAVYQLRDSKSSD
KSVCLFTDFDSQTNVSQSKDSDVYIT
DKTVLDMRSMDFKSNSAVAWSNKS
DFACANAFNNSIIPEDTFFPSPESSCD
VKLVEKSFETDTNLNFQNLSVIGFRI
LLLKVAGFNLLMTLRLWSS

19

R4P3F9

beta

CDRI1

SGDLS

20

R4P3F9

beta

CDR2

YYNGEE

21

R4P3F9

beta

CDR3

CASSVESSYGYTF

22

R4P3F9

beta

Dominio variable

MGFRLLCCVAFCLLGAGPVDSGVTQ
TPKHLITATGQRVTLRCSPRSGDLSV
YWYQQSLDQGLQFLIHYYNGEERA
KGNILERFSAQQFPDLHSELNLSSLE
LGDSALYFCASSV

23

R4P3F9

beta

Dominio cons-
tante

EDLNKVFPPEVAVFEPSEAEISHTQK
ATLVCLATGFFPDHVELSWWVNGK
EVHSGVSTDPQPLKEQPALNDSRYC
LSSRLRVSATFWQNPRNHFRCQVQF
YGLSENDEWTQDRAKPVTQIVSAEA
WGRADCGFTSVSYQQGVLSATILYE
ILLGKATLYAVLVSALVLMAMVKR
KDF

24

R4P3F9

beta

Entero

MGFRLLCCVAFCLLGAGPVDSGVTQ
TPKHLITATGQRVTLRCSPRSGDLSV
YWYQQSLDQGLQFLIQYYNGEERA
KGNILERFSAQQFPDLHSELNLSSLE
LGDSALYFCASSVESSYGYTFGSGTR
LTVVEDLNKVFPPEVAVFEPSEAEIS
HTQKATLVCLATGFFPDHVELSWW
VNGKEVHSGVSTDPQPLKEQPALND
SRYCLSSRLRVSATFWQNPRNHFRC
QVQFYGLSENDEWTQDRAKPVTQIV
SAEAWGRADCGFTSVSYQQGVLSA
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TILYEILLGKATLYAVLVSALVLMA
MVKRKDF

25

R4P3H3

alfa

CDRI1

DRGSQS

26

R4P3H3

alfa

CDR2

IY

27

R4P3H3

alfa

CDR3

CAVKAGNQFYF

28

R4P3H3

alfa

Dominio variable

MKSLRVLLVILWLQLSWVWSQQKE
VEQNSGPLSVPEGAIASLNCTYSDRG
SQSFFWYRQYSGKSPELIMFIYSNGD
KEDGRFTAQLNKASQYVSLLIRDSQ
PSDSATYLCAV

29

R4P3H3

alfa

Dominio cons-
tante

NIQNPDPAVYQLRDSKSSDKSVCLFT
DFDSQTNVSQSKDSDVYITDKTVLD
MRSMDFKSNSAVAWSNKSDFACAN
AFNNSITPEDTFFPSPESSCDVKLVEK
SFETDTNLNFQNLSVIGFRILLLKVA
GFNLLMTLRLWSS

30

R4P3H3

alfa

Entero

MKSLRVLLVILWLQLSWVWSQQKE
VEQNSGPLSVPEGAIASLNCTYSDRG
SQSFFWYRQYSGKSPELIMFIYSNGD
KEDGRFTAQLNKASQYVSLLIRDSQ
PSDSATYLCAVKAGNQFYFGTGTSL
TVIPNIQNPDPAVYQLRDSKSSDKSV
CLFTDFDSQTNVSQSKDSDVYITDKT
VLDMRSMDFKSNSAVAWSNKSDFA
CANAFNNSIIPEDTFFPSPESSCDVKL
VEKSFETDTNLNFQNLSVIGFRILLL
KVAGFNLLMTLRLWSS

31

R4P3H3

beta

CDRI1

SGHVS

32

R4P3H3

beta

CDR2

FQNEAQ

33

R4P3H3

beta

CDR3

CASSLLTSGGDNEQFF

34

R4P3H3

beta

Dominio variable

MGTRLLCWVVLGFLGTDHTGAGVS
QSPRYKVAKRGQDVALRCDPISGHV
SLFWYQQALGQGPEFLTYFQNEAQL
DKSGLPSDRFFAERPEGSVSTLKIQR

TQQEDSAVYLCASSL

35

R4P3H3

beta

Dominio cons-
tante

EDLKNVFPPEVAVFEPSEAEISHTQK
ATLVCLATGFYPDHVELSWWVNGK
EVHSGVSTDPQPLKEQPALNDSRYC
LSSRLRVSATFWQNPRNHFRCQVQF
YGLSENDEWTQDRAKPVTQIVSAEA
WGRADCGFTSESYQQGVLSATILYEI
LLGKATLYAVLVSALVLMAMVKRK
DSRG

36

R4P3H3

beta

Entero

MGTRLLCWVVLGFLGTDHTGAGVS
QSPRYKVAKRGQDVALRCDPISGHV
SLFWYQQALGQGPEFLTYFQNEAQL
DKSGLPSDRFFAERPEGSVSTLKIQR
TQQEDSAVYLCASSLLTSGGDNEQF
FGPGTRLTVLEDLKNVFPPEVAVFEP




-35 -

SEAEISHTQKATLVCLATGFYPDHVE
LSWWVNGKEVHSGVSTDPQPLKEQ
PALNDSRYCLSSRLRVSATFWQNPR
NHFRCQVQFYGLSENDEWTQDRAK
PVTQIVSAEAWGRADCGFTSESYQQ
GVLSATILYEILLGKATLYAVLVSAL
VLMAMVKRKDSRG

37

1G4

alfa

CDRI1

DSAIYN

38

1G4

alfa

CDR2

1QS

39

1G4

alfa

CDR3

CAVRPTSGGSYIPTF

40

1G4

alfa

Dominio variable

METLLGLLILWLQLQWYVSSKQEVTQ
IPAALSVPEGENLVLNCSFTDSAIYN
LQWFRQDPGKGLTSLLLIQSSQREQT
SGRLNASLDKSSGRSTLYIAASQPGD
SATYLCAVR

41

1G4

alfa

Dominio cons-
tante

YIQNPDPAVYQLRDSKSSDKSVCLFT
DFDSQTNVSQSKDSDVYITDKTVLD
MRSMDFKSNSAVAWSNKSDFACAN
AFNNSIHTPEDTFFPSPESSCDVKLVEK
SFETDTNLNFQNLSVIGFRILLLKVA
GFNLLMTLRLWSS

42

1G4

alfa

Entero

METLLGLLILWLQLQWVSSKQEVTQ
IPAALSVPEGENLVLNCSFTDSAIYN
LQWFRQDPGKGLTSLLLIQSSQREQT
SGRLNASLDKSSGRSTLYIAASQPGD
SATYLCAVRPTSGGSYIPTFGRGTSLI
VHPYIQNPDPAVYQLRDSKSSDKSV
CLFTDFDSQTNVSQSKDSDVYITDKT
VLDMRSMDFKSNSAVAWSNKSDFA
CANAFNNSIIPEDTFFPSPESSCDVKL
VEKSFETDTNLNFQNLSVIGFRILLL
KVAGFNLLMTLRLWSS

43

1G4

beta

CDRI1

MNHEY

44

1G4

beta

CDR2

SVGAGI

45

1G4

beta

CDR3

CASSYVGNTGELFF

46

1G4

beta

Dominio variable

MSIGLLCCAALSLLWAGPVNAGVTQ
TPKFQVLKTGQSMTLQCAQDMNHE
YMSWYRQDPGMGLRLIHYSVGAGI
TDQGEVPNGYNVSRSTTEDFPLRLLS
AAPSQTSVYFCASSY

47

1G4

beta

Dominio cons-
tante

EDLKNVFPPEVAVFEPSEAEISHTQK
ATLVCLATGFYPDHVELSWWVNGK
EVHSGVSTDPQPLKEQPALNDSRYC
LSSRLRVSATFWQNPRNHFRCQVQF
YGLSENDEWTQDRAKPVTQIVSAEA
WGRADCGFTSESYQQGVLSATILYEI
LLGKATLYAVLVSALVLMAMVKRK
DSRG
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48 1G4

beta

Entero

MSIGLLCCAALSLLWAGPVNAGVTQ
TPKFQVLKTGQSMTLQCAQDMNHE
YMSWYRQDPGMGLRLIHYSVGAGI
TDQGEVPNGYNVSRSTTEDFPLRLLS
AAPSQTSVYFCASSYVGNTGELFFG
EGSRLTVLEDLKNVFPPEVAVFEPSE
AEISHTQKATLVCLATGFYPDHVELS
WWVNGKEVHSGVSTDPQPLKEQPA
LNDSRYCLSSRLRVSATFWQNPRNH
FRCQVQFYGLSENDEWTQDRAKPV
TQIVSAEAWGRADCGFTSESYQQGV
LSATILYEILLGKATLYAVLVSALVL
MAMVKRKDSRG

Tabla 2:Secuencias de péptidos de la invencion

Cadigo del péptido Secuencia SEQIDN.°
AGRN-001 ALLDGRVQL 49
CLASP1-001 RLLDGAFKL 50
COL6A1-001 ILLDGSASV 51
COL6A2-001 FLLDGSERL 52
COL6A3-006 FLFDGSANLV 53
COL6A3-008 FLFDGSANL 54
COL6A3-014 FLLDGSEGV 55
VWA2-001 FLLDGSNSV 56
VWEF-001 FLLDGSSRL 57
COL6A3-002 FLLDGSANV 58
Al ALLDGSANV 59
A2 FALDGSANV 60
A3 FLADGSANV 61
A4 FLLAGSANV 62
A5 FLLDASANV 63
A6 FLLDGAANV 64
A7 FLLDGSGNV 65
A8 FLLDGSAAV 66
A9 FLLDGSANA 67
NYESO1-001 SLLMWITQV 68
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EJEMPLOS

En un aspecto, la utilizacion de las condiciones alorreactivas permite eludir la autotolerancia y
obtener linfocitos T provistos de elevada avidez en comparacion con los linfocitos T derivados
de condiciones autologas, esto es, de los propios pacientes. Ejemplos de tales condiciones in-
cluyen la generacion en condiciones 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 inmu-
nizacion de ratones transgénicos para moléculas de MHC humanas o TCR humanos (Stanis-

lawskiet al. 2001; Li et al. 2010), que se incorporan integramente como referencia.

Para aislar los linfocitos T provistos de alta avidez en las condiciones alorreactivas, se usaron
PBMC procedentes de donantes sanos HLA-A*02-negativos después de obtener su consenti-
miento informado. Se adquirieron mondmeros HLA-A*02 de clase I biotinilados y recombi-
nantes y tetrdmeros A2 fluorescentes que contenian el COL6A3-002 de MBLI (Woburn, MA,
EE.UU.). Las PBMC se incubaron con anti-CD20SA diluido en solucién salina tamponada con
fosfato (PBS) durante 1 hora a temperatura ambiente, se lavaron y se incubaron con los mono-
meros HLA-A*02/COL6A3-002 biotinilados durante 30 minutos a temperatura ambiente, se
lavaron y se sembraron a razon de 3x10° células/pocillo en placas de 24 pocillos en RPMI con
suero AB humano al 10%. El primer dia se afiadi6 interleucina 7 a razén de 10 ng/ml (IL-7;
R&D Systems, Minneapolis, MN, EE.UU.) y el cuarto dia IL-2 a razén de 10 U/ml (Chiron,
Harefield, Reino Unido). Durante un periodo de 5 semanas a las células se las reestimul6 se-
manalmente con PBMC recién extraidas, se mezclaron con células que habian respondido en

una proporcion 1:1 y se sembraron a razon de 3x10%pocillo en placas de 24 pocillos.

Para obtener los linfocitos T de gran avidez, se incubaron unas 10° PBMC con el tetramero
HLA-A*A2/COL6A3-002 conjugado con ficoeritrina (PE) (obtenidas de MBLI) durante 30
minutos a 37 °C, y acto seguido con anticuerpo anti—-CD8 conjugado con isotiocianato de fluo-
resceina (FITC)/aloficocianina (APC) durante 20 minutos a 4 °C antes de proceder al analisis
de seleccion de células activadas por fluorescencia. Las células tetramero-positivas selecciona-
das se expandieron en placas de 24 pocillos sembrando en cada pocillo 2x10° células, acompa-
fladas a modo de nodrizas por 2x10° PBMC A2-negativas irradiadas, junto con 2x10* microper-
las 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).
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Acto seguido, los ADN de TCR no redundantes se analizaron para determinar las secuencias

de aminoacidos/ADN y se los clon6 en vectores de expresion.

Los tres TCR especificos de COL6A3-002 (R4P1D10, R4P3F9 y R4P3H3, véase la tabla 2),
codificantes de las cadenas alfa y beta de TCR especificas del tumor, se aislaron y se amplifi-
caron a partir de linfocitos T procedentes de donantes sanos. Las células procedentes de do-
nantes sanos se estimularon in vitro mediante un método descrito en otro lugar (Walter et al.,
2003 J Immunol., Nov 15;171(10):4974-8).La presentacion del péptido COL6A3 se llevo a
cabo del modo descrito en otro lugar (Hirano N. et al; Blood. 2006 Feb 15;107(4):1528-36).
Las células especificas de la diana se seleccionaron una a una con multimeros HLA-A*02 antes
de proceder 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 Labo-
ratory Manual, 4* edicion, de Green y Sambrook. Las regiones variables de las cadenas alfa 'y
beta de los TCR R4P1D10, R4P3F9 y R4P3H3 se secuenciaron y se clonaron para proseguir
con la caracterizacion funcional.R4P1D10 y R4P3H3 proceden de donantes positivos para
HLA-A*02 y R4P3F9 procede de un donante negativo para HLA-A*02 (condiciones alorreac-

tivas).

Tabla 3:Afinidad por SPR de los TCR de COL6A3-002 y de NYESO1-001

TCR Constante de disociacion en Constante de disociacion en
equilibrio (Kp) correspondiente | equilibrio (Kp) correspondiente
al complejo HLA- al complejo HLA-
A02/COL6A3-002, en uM A02/NYESO1-001, en uM

R4P1D10 16 No hay unién

R4P3F9 62 No hay unién

R4P3H3 102 No hay unién

1G4 No hay unién 7

Ejemplo 1:  Receptor de linfocito T R4P1D10

Las cadenas alfa y beta del TCR R4P1D10 se clonaron del modo descrito en otro lugar, por
ejemplo, tal y como se describe en la patente de EE.UU. 8.519.100, el contenido de la cual se

incorpora aqui integramente como referencia sobre dichos métodos.
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El TCR R4P1D10 esta restringido al COL6A3-002 presentado por el HLA-A2 (véase la Tabla

3 precedente).

Tabla 4:Caracteristicas de la cadena alfa de R4P1D10:

Inicio | Stop | Descripcion | Secuencia
1 21 Segmento L | MKSLRVLLVILWLQLSWVWSQ (SEQ ID N.° 69)
(TRAV12-
2)
1 113 Cadena V | MKSLRVLLVILWLQLSWVWSQQKEVEQNSGPL
(TRAV12- | SVPEGAIASLNCTYSDRGSQSFFWYRQYSGKSP
2) ELIMFIYSNGDKEDGRFTAQLNKASQYVSLLIR
DSQPSDSATYLCAVN
48 53 CDRI1 DRGSQS
71 72 CDR2 Iy
110 120 CDR3 CAVNFHDKIIF
116 130 Segmento J | DKIIFGKGTRLHILP
(TRAJ30)
131 272 Region NIQNPDPAVYQLRDSKSSDKSVCLFTDFDSQTN
constante VSQSKDSDVYITDKTVLDMRSMDFKSNSAVAW
(TRAC) SNKSDFACANAFNNSIIPEDTFFPSPESSCDVKL
VEKSFETDTNLNFQNLSVIGFRILLLKVAGFNLL
MTLRLWSS

Tabla 5:Caracteristicas de la cadena beta de R4P1D10:

Inicio | Stop | Descripcion | Secuencia
1 19 Segmento L | MGFRLLCCVAFCLLGAGPV (SEQ ID N.° 70)
(TRBV9)
1 114 Cadena V | MGFRLLCCVAFCLLGAGPVDSGVTQTPKHLIT
(TRBV9) ATGQRVTLRCSPRSGDLSVYWYQQSLDQGLQ
FLIHYYNGEERAKGNILERFSAQQFPDLHSEL
NLSSLELGDSALYFCASSV
46 50 CDRI1 SGDLS
68 73 CDR2 YYNGEE
110 122 CDR3 CASSVASAYGYTF
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118 [131 [Cadena J|YGYTFGSGTRLTVV
(TRBJ1-2)
132 [ 308 | Region EDLNKVFPPEVAVFEPSEAEISHTQKATLVCL
constante | ATGFFPDHVELSWWVNGKEVHSGVSTDPQPL
(TRBC1) | KEQPALNDSRYCLSSRLRVSATFWQNPRNHF
RCQVQFYGLSENDEWTQDRAKPVTQIVSAEA
WGRADCGFTSVSYQQGVLSATILYEILLGKAT
LYAVLVSALVLMAMVKRKDF

R4P1D10 reconoce especificamente a COL6A3-002 puesto que los linfocitos T CD8+ prima-
rios humanos que reexpresan dicho TCR segregan IFN-y tras su incubacion conjunta con célu-
las diana HLA-A*02+ y fijan a ellos tetrameros HLA-A*02, respectivamente, cargados o con
el péptido COL6A3-002 o con variantes de COL6A3-002 provistas de sustituciones de alanina
y glicina (Figura 1) o diversos péptidos cuya secuencia muestra un alto grado de similitud con

la de COL6A3-002 (Figura 2). El péptido NYESO1-001 sirve como control negativo.

La reexpresion de R4P1D10 conduce a la union selectiva de los tetrameros HLA-
A*02/COL6A3-002 pero no a la de los tetrameros HLA-A*02/NYESO1-001 en células de
Jurkat J.RT3-T3.5 (Figura 3), células SUP-T1 (Figura 4) y linfocitos T CD8+ primarios huma-
nos (Figura 5). Con cada tipo de célula se us6 como control la reexpresion del TCR 1G4, que

es especifico de NYESO1-001, y la expresion ficticia.

El analisis de la unién por espectroscopia por SPR (resonancia de plasmones superficiales) co-
rrespondiente al R4P1D10, expresado como TCR soluble conforme a un método descrito (Wi-
llcox BE et al., 1999 Protein Sci., Nov;8(11):2418-23), y el complejo HLA-A*02/COL6A3-
002 revela una afinidad de Kp =16 uM (Tabla 3). Como controles se usaron los datos de union

obtenidos por SPR correspondientes al TCR 1G4 con el HLA-A*02/NYESO1-001.

Ejemplo 2:  Receptor de linfocito T R4P3F9

Las cadenas alfa y beta del TCR R4P3F9 se clonaron del modo descrito en otro lugar, por

ejemplo, tal y como se describe en la patente de EE.UU. 8.519.100, el contenido de la cual se

incorpora aqui integramente como referencia sobre dichos métodos.



El TCR R4P3F9 esta restringido al COL6A3-002 presentado por el HLA-A2 (véase la Tabla 3

precedente).
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Tabla 6:Caracteristicas de la cadena alfa de R4P3F9

gion

(TRAC)

Inicio | Stop | Descripcion | Secuencia

1 21 L segment | MKSLRVLLVILWLQLSWVWSQ (SEQ ID NO: 71)
(TRAV12-
2)

1 111 A% chain | MKSLRVLLVILWLQLSWVWSQQKEVEQNSGPL
(TRAV12- | SVPEGAIASLNCTYSDRGSQSFFWYRQYSGKSP
2) ELIMFIYSNGDKEDGRFTAQLNKASQYVSLLIR

DSQPSDSATYLCA

48 53 CDRI1 DRGSQS

71 72 CDR2 Iy

110 123 CDR3 CAAYSGAGSYQLTF

113 133 ] segment | YSGAGSYQLTFGKGTKLSVIP
(TRAJ28)

134 274 Constant re- | NIQNPDPAVYQLRDSKSSDKSVCLFTDFDSQTN

VSQSKDSDVYITDKTVLDMRSMDFKSNSAVAW
SNKSDFACANAFNNSIHPEDTFFPSPESSCDVKL
VEKSFETDTNLNFQNLSVIGFRILLLKVAGFNLL
MTLRLWSS

Tabla 7:Caracteristicas de la cadena beta de R4P3F9

Inicio | Stop | Descripcion | Secuencia
1 19 L segment | MGFRLLCCVAFCLLGAGPYV (SEQ ID NO: 72)
(TRBV9)
1 114 A% chain | MGFRLLCCVAFCLLGAGPVDSGVTQTPKHLIT
(TRBV9) ATGQRVTLRCSPRSGDLSVYWYQQSLDQGLQ
FLIHYYNGEERAKGNILERFSAQQFPDLHSEL
NLSSLELGDSALYFCASSV
46 50 CDRI1 SGDLS
68 73 CDR2 YYNGEE
110 122 CDR3 CASSVESSYGYTF




-4) -

118 131 J chain | YGYTFGSGTRLTVV

(TRBJ1-2)
132|308 | constant re- | EDLNKVFPPEVAVFEPSEAEISHTQKATLVCL
gion ATGFFPDHVELSWWVNGKEVHSGVSTDPQPL

(TRBC1) KEQPALNDSRYCLSSRLRVSATFWQNPRNHF
RCQVQFYGLSENDEWTQDRAKPVTQIVSAEA
WGRADCGFTSVSYQQGVLSATILYEILLGKAT
LYAVLVSALVLMAMVKRKDF

R4P3F9 reconoce especificamente a COL6A3-002 puesto que los linfocitos T CD8+ primarios
humanos que reexpresan dicho TCR segregan IFN-y tras su incubacion conjunta con células
diana HLA-A*02+, respectivamente, cargadas con el péptido COL6A3-002 o con variantes de
COL6A3-002 provistas de sustituciones de alanina y glicina (Figura 6) o diversos péptidos cuya
secuencia muestra un alto grado de similitud con la del COL6A3-002 (Figura 7). El péptido

NYESO1-001 sirve como control negativo.

Lareexpresion de R4P3F9 conduce a la union selectiva de los tetrameros HLA-A*02/COL6A3-
002 pero no a la de los tetrameros HLA-A*02/NYESO1-001 en células de Jurkat J.RT3-T3.5
(Figura 8) y células SUP-T1 (Figura 9). Con cada tipo de célula se us6 como control la reex-

presion del TCR 1G4, que es especifico de NYESO1-001, y la expresion ficticia.

El analisis de la union por espectroscopia por SPR correspondiente al R4P3F9 expresado como
TCR soluble conforme a un método descrito (Willcox BE et al., 1999 Protein Sci.,
Nov;8(11):2418-23), y el complejo HLA-A*02/COL6A3-002 revela una afinidad de Kp
=62 uM (Tabla 3). Como controles se usaron los datos de union obtenidos por SPR correspon-

dientes al TCR 1G4 con el HLA-A*02/NYESO1-001.
Ejemplo 3:  Receptor de linfocito T R4P3H3
Las cadenas alfa y beta del TCR R4P3H3 se clonaron del modo descrito en otro lugar, por

ejemplo, tal y como se describe en la patente de EE.UU. 8.519.100, el contenido de la cual se

incorpora aqui integramente como referencia sobre dichos métodos.



El TCR R4P3H3 esta restringido al COL6A3-002 presentado por el HLA-A2 (véase la Tabla 3

precedente).
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Tabla 8:Caracteristicas de la cadena alfa de R4P3H3

gion

(TRAC)

Inicio | Stop | Descripcion | Secuencia

1 21 L segment | MKSLRVLLVILWLQLSWVWSQ (SEQ ID NO: 73)
(TRAV12-
2)

1 112 A% chain | MKSLRVLLVILWLQLSWVWSQQKEVEQNSGPL
(TRAV12- | SVPEGAIASLNCTYSDRGSQSFFWYRQYSGKSP
2) ELIMFIYSNGDKEDGRFTAQLNKASQYVSLLIR

DSQPSDSATYLCAV

48 53 CDRI1 DRGSQS

71 72 CDR2 Iy

110 120 CDR3 CAVKAGNQFYF

115 130 ] segment | GNQFYFGTGTSLTVIP
(TRAJ49)

131 271 Constant re- | NIQNPDPAVYQLRDSKSSDKSVCLFTDFDSQTN

VSQSKDSDVYITDKTVLDMRSMDFKSNSAVAW
SNKSDFACANAFNNSIHPEDTFFPSPESSCDVKL
VEKSFETDTNLNFQNLSVIGFRILLLKVAGFNLL
MTLRLWSS

Tabla 9:Caracteristicas de la cadena beta de R4P3H3

Inicio | Stop | Descripcion | Secuencia
1 19 L segment | MGTRLLCWVVLGFLGTDHT (SEQ ID NO: 74)
(TRBV7-8)
1 115 A% chain | MGTRLLCWVVLGFLGTDHTGAGVSQSPRYK
(TRBV7-8) | VAKRGQDVALRCDPISGHVSLFWYQQALGQ
GPEFLTYFQNEAQLDKSGLPSDRFFAERPEGS
VSTLKIQRTQQEDSAVYLCASSL
46 50 CDRI1 SGHVS
68 73 CDR2 FQNEAQ
111 126 CDR3 CASSLLTSGGDNEQFF
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122 135 J chain | NEQFFGPGTRLTVL

(TRBJ2-1)
136 | 314 | constant re- | EDLKNVFPPEVAVFEPSEAEISHTQKATLVCL
gion ATGFYPDHVELSWWVNGKEVHSGVSTDPQP

(TRBC2) | LKEQPALNDSRYCLSSRLRVSATFWQNPRNH
FRCQVQFYGLSENDEWTQDRAKPVTQIVSAE
AWGRADCGFTSESYQQGVLSATILYEILLGKA
TLYAVLVSALVLMAMVKRKDSRG

R4P3H3 reconoce especificamente a COL6A3-002 puesto que los linfocitos T CD8+ primarios
humanos que reexpresan dicho TCR segregan IFN-y tras su incubacion conjunta con células
diana HLA-A*02+, respectivamente, cargadas con el péptido COL6A3-002 o con variantes de
COL6A3-002 provistas de sustituciones de alanina y glicina (Figura 10) o diversos péptidos
cuya secuencia muestra un alto grado de similitud con la de COL6A3-002 (Figura 11). El pép-
tido NYESO1-001 sirve como control negativo.

La reexpresion de R4P3H3 conduce a la union selectiva de los tetrameros HLA-
A*02/COL6A3-002 pero no a la de los tetrameros HLA-A*02/NYESO1-001 en células SUP-
T1 (Figura 12). Como controles se usaron la reexpresion del TCR 1G4, que es especifico de

NYESO1-001, y la expresion ficticia.

El anélisis de la union por espectroscopia SPR correspondiente al R4P3H3 expresado como
TCR soluble conforme a un método descrito (Willcox BE et al., 1999 Protein Sci.,
Nov;8(11):2418-23), y el complejo HLA-A*02/COL6A3-002 revela una afinidad de Kp
=102 uM (Tabla 3). Como control se usaron los datos de union obtenidos por SPR correspon-
dientes al TCR 1G4 con el HLA-A*02/NYESO1-001.



