COMPOSICIONES DE RECEPTOR DE CELULAS T EN MULTIPLEX, TERAPIAS
COMBINADAS, Y SUS USOS

Referencia a solicitudes relacionadas

Esta solicitud invoca el beneficio de prioridad de la Solicitud Provisional de los EE.UU. No.
de Acta 63/337.522, presentada el 02 de mayo de 2022; Solicitud Provisional de los EE.UU. No. de
Acta 63/342.451, presentada el 16 de mayo de 2022; Solicitud Provisional de los EE.UU. No. de
Acta 63/413.553, presentada el 05 de octubre de 2022; y de la Solicitud Provisional de los EE.UU.
No. de Acta 63/423.269, presentada el 07 de noviembre de 2022; en donde el contenido de cada
una de las solicitudes se incorpora en tu totalidad a la presente a modo de referencia.

Sintesis de la invencion

La presente invencion se basa, por lo menos en parte, en el descubrimiento de ciertas
proteinas de union, que incluyen receptores de célula T (TCR), que combinados reconocen mas de
un antigeno (por ejemplo, mas de un antigeno en la misma diana y/o mas de un antigeno en dianas
diferentes), y células modificadas que los comprenden, que pueden superar la heterogeneidad
antigénica y/o la pérdida de heterocigosidad del antigeno leucocitario humano (HLA) para tratar
canceres, que incluyen tumores sélidos. Por ejemplo, la transferencia adoptiva de células (ACT) con
células T modificadas genéticamente es una gran promesa para tratar canceres, tales como tumores
sélidos, pero al estar dirigidas solo a un antigeno por vez, las respuestas completas han sido poco
frecuentes y generalmente de corta duracién debido a la expresion heterogénea de antigenos
asociados al cancer y la pérdida de heterocigosidad de HLA. La terapia de células T-TCR en
multiplex (T-TCR) contra multiples dianas diferentes y/o moléculas de HLA mimetiza la respuesta de
células T oligoclonal natural contra el cancer y provee una manera de abordar algunos de los
principales desafios asociados con la resistencia a la terapia adoptiva de células. A modo de ejemplo
representativo no limitante, se logro citotoxicidad sinérgica usando dos TCR dirigidos contra cultivos
de células tumorales mezcladas con expresion de antigenos heterogéneos. La presencia de un par
T-TCR/célula diana mejor6 la actividad del otro T-TCR contra su diana; este efecto fue mediado por
factores solubles secretados. Los resultados demuestran que el uso de receptores de células T en
multiplex y composiciones relacionadas (por ejemplo, células T-TCR en multiplex) pueden superar
la heterogeneidad antigénica no solo mediante el direccionamiento independiente a diferentes
células diana en el mismo tumor, sino también mediante la potenciacion mediada por citoquinas de
cada respuesta de célula T. Sorprendentemente, estos resultados demuestran ademas un efecto
sinérgico inesperado.



Descripcién breve de las figuras

En las Figura 1A a Figura 1C se muestra que la heterogeneidad inter e intratumoral de la
expresion de la diana es un desafio clinico para la terapia con células T que expresan un TCR
terapéutico (T-TCR). Se proveen ejemplos de expresion de antigeno variable inter e intratumoral en
muestras de tumor de melanoma de humano. Se realizé inmunohistoquimica en microarreglos de
tumor de melanoma de humano usando anticuerpos especificos contra PRAME (rosa) y anticuerpos
especificos contra MAGEC2 (azul). Se observé expresion heterogénea de antigenos en el tumor en
multiples secciones como se representa en la Figura 1A asi como secciones dominadas por la
presencia de un antigeno individual (Figuras 1B y 1C) con grados variables de expresion.

En la Figura 2A y Figura 2B se muestra que la pérdida de heterocigosidad de HLA (LOH) es
habitual y destaca la necesidad de una terapia con células T-TCR en multiplex. En la Figura 2A se
muestran los resultados de un andlisis de LOH de HLA no limitante, representativo, de muestras de
cancer de pulmén de células no pequefas que demuestra la amplia prevalencia de LOH clonal y
parcial del alelo HLA-A*02:01. En la Figura 2B se muestra que la monoterapia con T-TCR con
frecuencia lleva a respuestas parciales y recaida rapida, parcialmente debido a la heterogeneidad
antigénica diana o HLA. Se ha desarrollado un abordaje de en multiplex y se describe en la presente
para abordar este punto, mejorando de esta manera la remision a largo plazo.

En la Figura 3A y Figura 3B se provee un abordaje en multiplex representativo, no limitante
para superar la heterogeneidad de dianas y se muestra que las células T-TCR en multiplex tienen
actividad antitumoral sinérgica. En la Figura 3A se muestran los resultados de lineas celulares
Incucyte® VPH+ marcadas con NucLightRed (CaSki) y MAGEA1+ (A101D) cultivadas en presencia
de VPH16 E7-T-TCR, MAGEA1-T-TCR, o una combinaciéon de ambas T-TCR. El crecimiento de las
células se evalud usando el analisis Incucyte® durante un periodo de tres dias. En la Figura 3B se
muestra que se observaron resultados de citotoxicidad sinérgica entre los dos TCR calculado como
% supervivencia celular a las 72 horas.

En las Figura 4A a Figura 4C se muestra ademas que las células T-TCR en multiplex tienen
actividad antitumoral sinérgica debido a la potenciacién mediada por citoquinas. En la Figura 4A se
muestra un esquema de modelado de la variabilidad de la expresion de diana intratumoral usando
dos lineas celulares diferentes. En la Figura 4B se muestran los resultados de un cocultivo de células
T que expresan un TCR especifico contra MAGEA1 y una linea de célula diana con alta expresion
de MAGEA1 (A2058) que potencia la citotoxicidad de células T que expresan un TCR anti-MAGEC2
contra una linea de células con expresion moderada de MAGEC2 (SKMELS5). En la Figura 4C se
muestra que ese aumento en la citotoxicidad es dirigido por factores solubles secretados por las



células T dirigidas contra MAGEA1, que lleva a una activacién aumentada de las células T dirigidas
contra MAGEC2, como se muestra en el experimento Transwell ilustrativo que se describe.

En la Figura 5A y Figura 5B se provee una estrategia de cribado representativa, no limitante
para seleccionar pacientes y T-TCR y ademas ilustra una estrategia de Banco Inmunoldgico
(ImmnunoBank) que permite el multiplexado personalizado de las células T-TCR. En la Figura 5A se
muestra una estrategia de cribado ilustrativa para seleccionar pacientes y T-TCR para una terapia
con células T-TCR en multiplex. Luego de la genotipificacion de HLA de la linea germinal, los
tumores de los pacientes se evaluaron para determinar la expresion de la diana usando uno de
varios métodos bien conocidos, tal como inmunohistoquimica (IHC) o hibridizacién de ARN in situ
(ISH). Las muestras de tumor también pueden ser evaluadas para determinar la LOH de HLA
mediante secuenciacion gendémica. Si se observa LOH, se seleccionan los T-TCR que estan
dirigidos contra 2 HLA diferentes en el brazo del cromosoma intacto. Si no se observa LOH, se
seleccionan los T-TCR que estan dirigidos contra HLA dianas en los cromosomas opuestos. En la
Figura 5B se muestra que las terapias con T-TCR personalizadas para los pacientes con cancer
individual podrian beneficiarse con la construccién de un Banco inmunolégico de TCR terapéuticos
que reconozcan diferentes dianas (en columnas) presentados en diferentes alelos de HLA (en
columnas). Por el multiplexado de diferentes dianas y HLA, esta estrategia esta disefada para
prevenir la resistencia que surge por la pérdida de diana o LOH de HLA.

En la Figura 6 se provee un resumen de datos de un ejemplo representativo de células T con
TCR terapéuticos en multiplex que abordan la heterogeneidad intratumoral con dos terapias con T-
TCR dirigidos contra antigenos en un HLA individual. Se evalud la expresion heterogénea de las
proteinas asociadas al cancer MAGE-A1 y PRAME mediante inmunohistoquimica usando
anticuerpos especificos contra MAGE-A1y PRAME. Se us6 un TCR lider especifico para un epitope
derivado de MAGE-A1 presentado en HLA-A*02:01 y un TCR lider especifico para un epitope
derivado de PRAME presentado en HLA-A*02:01. Los TCR presentaron una alta potencia in vitro e
in vivo y se mostraron altamente selectivos para sus respectivas dianas de péptido/MHC. La Figura
demuestra ademas el valor de la combinacién del TCR especifico para MAGE-A1 y el TCR
especifico para PRAME para abordar un modelo tumoral hecho de una mezcla de células HEK293T
que expresan MAGE-A1 o PRAME positivas para HLA-A*02:01, tanto in vitro como in vivo. Los dos
subconjuntos de célula diana se marcaron con rétulos fluorescentes para permitir el analisis por
citometria de flujo. Las células HEK293T usadas también contienen reportero de la proteina
fluorescente en infrarrojo (IFP) activada por granzima B para permitir que las células alcanzadas por
un TCR se vuelvan fluorescentes. Mientras que el uso de un TCR uUnico es subdptimo ya que solo
se direcciona contra una fraccion de las células tumorales, no reaccionando con el subconjunto de
células que no pueden ser reconocidas por el TCR, la combinacion de los dos TCR da como

resultado la muerte de ambos subconjuntos de células cancerosas en forma simultanea.
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Acumulando TCR potentes y terapéuticamente selectivos que reconocen diferentes epitopes de
multiples proteinas asociadas a cancer y se direccionan a diferentes alelos HLA en un Banco
Inmunologico de TCR terapéuticos, se permiten decisiones de tratamiento en base a la biologia del
tumor del paciente para crear combinaciones personalizadas de TCR.

En la Figura 7 se muestra una imagen representativa del mecanismo de accién terapéutico
de las células T-TCR en multiplex.

En la Figura 8A a la Figura 8E se muestra una estrategia de seleccion representativa de
citometria de flujo para determinar la muerte mediada por células T-TCR. Se cocultivaron tres lotes
representativos de células T-TCR TSC-204-A0201 o TSC-204-C0702 en singleplex y T-Plex-204-
A0201/C0702 en multiplex con una poblaciéon de células diana que consistia en una mezcla
balanceada de U266B1 noqueadas para HLA-A*02:01 (“Dianas de C7”, marcadas con CFSE) y
U266B1 noqueadas para HLA-C*07:02 (“Dianas de A2”, marcadas con Violeta CellTrace™) durante
~20 horas. Las células residuales de los diferentes subconjuntos (efectoras, Dianas de A2 y Dianas
de C7) en el cocultivo se analizaron para evaluar la viabilidad celular por citometria de flujo (se
muestran datos representativos obtenidos con células T-TCR T-Plex-204-A0201/C0702 de un lote
representativo). Se seleccionaron las células a partir del grafico de puntos de FSC-A versus SSC-A
(Figura 8A) y se distinguieron las subpoblaciones usando el grafico de CellTrace™ CFSE versus
Violeta CellTrace™ (Figura 8B). Las células viables de cada subpoblaciéon se identificaron en los
histogramas de los eventos versus LIVE/DEAD™ (Figuras 8C-8E).

En la Figura 9 se muestra una imagen representativa de la viabilidad de las células diana en
un modelo tumoral heterogéneo (U266B1 HLA-A*02:01 KO combinadas con U266B1 HLA-C*07:02
KO) cocultivadas con células T-TCR en singleplex (TSC-204-A0201 o TSC-204-C0702) o en
multiplex (T-Plex-204-A0201/204-C0702). Las células diana U266B1 HLA-C*07:02 KO y U266B1
HLA-A*02:01 KO se marcaron con codigo de barras fluorescente, se designo a una alicuota de cada
una como control, y luego se combiné el resto para crear una diana heterogénea balanceada. Se
cocultivaron tres lotes de agente de célula T-TCR individual (“en singleplex”), TSC-204-A0201 o
TSC-204-C0702, y en multiplex, células T-TCR T-Plex-204-A0201/C0702 con las células diana
heterogéneas o las células diana individuales solamente (control). Se determind la cantidad de célula
diana con codigo de barras y su viabilidad mediante analisis de citometria de flujo. El recuento de
células viables de cada diana se normalizé al recuento absoluto de esferas y luego se grafico. De
igual manera, se grafico el porcentaje de viabilidad de cada diana para determinar la muerte mediada
por T-Plex. El recuadro izquierdo de cada par de datos recuadrados representa los datos de las
células U266B1 HLA-C7 KO vy el recuadro derecho de cada par de datos recuadrados representa
los datos de las células U266B1 HLA-A2 KO.

Descripcion detallada de la invencion




La presente invencion se basa, por lo menos en parte, en el descubrimiento de que ciertas
proteinas de union, incluyendo receptores de célula T (TCR), que en combinacién reconocen mas
de un antigeno (por ejemplo, mas de un antigeno en la misma diana y/o0 mas de un antigeno en
diferentes dianas), y células modificadas por ingenieria que comprenden los mismos, pueden
superar la heterogeneidad antigénica y/o la pérdida de heterocigosidad de los antigenos
leucocitarios humanos (HLA) para tratar canceres, que incluyen tumores sélidos.

En consecuencia, la presente invencion se relaciona, en parte, con las proteinas de unién
identificadas (por ejemplo, TCR), células huéspedes que expresan las proteinas de unién (por
ejemplo, TCR), composiciones que comprenden las proteinas de union (por ejemplo, TCR) y células
huéspedes que expresan las proteinas de unién (por ejemplo, TCR), métodos de diagnéstico,
prondstico, y monitoreo de la respuesta de células T contra células que expresan los antigenos y/o
las dianas de interés, y con métodos para prevenir y/o tratar un trastorno no maligno, un trastorno
hiperproliferativo, o una recaida de un trastorno hiperproliferativo que se caracteriza por la expresion
de los antigenos y/o dianas de interés mediante la administracién de dos o mas proteinas de unién
en forma directa o composiciones que las proveen, tal como una composicién individual que
comprende dos o mas proteinas de unién, una composicién individual que comprende acidos
nucleicos y/o vectores que codifican para dos o mas proteinas de unién (por ejemplo, TCR), una
composicion individual que comprende un tipo de célula huésped que expresa dos o mas proteinas
de unién (por ejemplo, TCR), una combinacion de dos o mas composiciones en donde cada una
comprende por o menos una proteina de union (por ejemplo, TCR), una combinacién de dos o mas
composiciones en donde cada una comprende un acido nucleico y/o vector que codifica para por lo
menos una proteina de union (por ejemplo, TCR), una combinacién de dos 0 mas composiciones en
donde cada una comprende una célula huésped que expresa por lo menos una proteina de union
(por ejemplo, TCR), y similares. La administracién puede ser mediante una composicion individual
0 bien una combinacién de composiciones, ya sea en forma concurrente o secuencial. Las dos o
mas proteinas de unién pueden ser 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, o
mas proteinas de unidn, o cualquier rango intermedio, inclusive, tal como entre 2 y 5 proteinas de
unién, entre 2 y 4 proteinas de unioén, entre 2 y 3 proteinas de unién, etc. En algunas formas de
realizacion, los sujetos adecuados se seleccionan usando un paso activo de analisis de la expresién
de genes diana, pérdida de heterocigosidad de HLA (LOH), y/o tipificacion de HLA para determinar
su compatibilidad con la unién de TCR a complejos deseados de MHC:péptido (pMHC) y la eficacia
terapéutica deseada. En la presente se ejemplifican numerosas combinaciones representativas no
limitantes y cualquier combinacién de cualquier agente descrito en la presente se consideran como
una composicion contemplada junto a sus usos, y esta abarcada por la presente invencion.

Mas aun, como se describe adicionalmente mas adelante y en los ejemplos, una célula

huésped abarcada por la presente invencion puede codificar y/o expresar proteinas accesorias Utiles
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ademas de una proteina de union como se describe en la presente, ya sea en el mismo
polinucledtido o bien en diferentes polinucledtidos como proteina de unién o componentes de la
misma. Por ejemplo, la célula huésped puede codificar y/o expresar TCRa, TCRB, CD8a, CD8pB, un
DN-TGFBR (por ejemplo, un DN-TGFBRII), y/o un marcador de proteina de seleccion, en donde el
marcador de proteina de seleccion opcionalmente es DHFR.

El término “receptor de TGFB dominante negativo” o “DN-TGFBR” se refiere a una variante
o mutante de factor de crecimiento transformante (TGF) beta que provee resistencia contra la
sefalizacion del TGFB. Existen cinco receptores de tipo Il (receptores de activacion) y siete
receptores de tipo | (receptores de propagacion de la sefalizacion). El receptor de TGF activo es
un heterotetramero que consiste en dos receptores TGF B | (TGFBRI) y dos receptores TGF 8 Il
(TGFBRII). En algunas formas de realizacion, el DN-TGFBR es un DN-TGFBRII (es decir, una
variante o mutante de receptor de TGF beta Il). En algunas formas de realizacion, la resistencia es
contra el efecto supresor de la senalizacion del TGFB en una célula inmunolégica, tal como una
célula T, en donde el TGFB puede ser producido por células cancerosas o por otras células
inmunoldégicas dentro de un ambiente celular, tal como por células estromales, macréfagos, células
mieloides, células epiteliales, células asesinas naturales, y similares. Los inhibidores de la
sefializacion de TGF son bien conocidos en el arte e incluyen, a titulo enunciativo no taxativo, el
TGFB mutante que secuestra los receptores y de esa manera inhibe la sefializacion, anticuerpos
que se unen a TGFB y/o a los receptores de TGFB (por ejemplo, lerdelimumab, metlimumab,
fressolimumab, y similares), proteinas de unién a TGF[ soluble tales como partes de receptores de
TGFB que secuestran a TGF[3 (por ejemplo, las proteinas de fusién TGFBRII-Fc) u otros unidores,
tales como los beta glicanos. Cualquiera y todos los inhibidores conocidos de la sefalizacion de
TGFpB pueden ser usados en lugar de, o ademas del DN-TGFBR (por ejemplo, DN-TGFBRII) que se
describe en la presente. En algunas formas de realizacion, un DN-TGFBR carece de una parte
intracelular requerida para la sefnalizaciéon mediada por TGFf3, tal como el dominio intracelular
completo, un dominio de sefializacion de quinasa, etc. Las construcciones de DN-TGF[R son bien
conocidas en el arte (véanse las formas de realizacion representativas no limitantes de Brand y col.
(1993) J. Biol. Chem. 268:11500-11503; Weiser y col. (1993) Mol. Cell Biol. 13:7239-7247; Bollard y
col. (2002) Blood 99::3179-3187; Publicacion PCT WO 2009/152610; Publicacion PCT WO
2017/156484; Kloss y col. (2018) Mol. Ther. 26:1855-1866; Publicacion PCT WO. 2019/089884;
Publicacion PCT WO 2020/042647; y Publicacién PCT WO 2020/042648.

EJEMPLOS
Ejemplo 1: Materiales y métodos para el Ejemplo 2
a. Multiplexado de TCR anti-VPH y MAGE-A1



(i) Modificacién de células T para que expresen TCR especificos para VPH16-E711.19 0
MAGE-A1290-207

Se aislaron células T CD3+ primarias de Leukopaks wusando el kit
StraightFrom® Leukopak® CD3 Microbead (Miltenyi Biotec) de acuerdo con el protocolo del
fabricante. Las células aisladas se congelaron en CryoStor® CS10 (Stem Cell Technologies) y se
almacenaron en nitrégeno liquido hasta su uso. En el dia -1, las células T CD3+ se descongelaron,
se lavaron con medio completo para células T (RPMI 1640 suplementado con 10% de suero bovino
inactivado con calor (FBS), 100 IU/mL de penicilina, 100 uyg/mL de estreptomicina, IL-2 humana
recombinante [50 U/mL, PeproTech, Cranbury, NJ], IL-15 humana recombinante [5 ng/mL, R&D
Systems], e IL-7 humana recombinante [5 ng/mL, (R&D Systems]). En el dia 0, las células T CD3+
se lavaron y se resuspendieron en medio fresco para células T y se activaron usando el activador
para células T CD3/CD28/CD2 humanas ImmunoCult™ (5 uL/1x10° células T CD3+, Stem Cell
Technologies). En el dia 1, las células se lavaron y se resuspendieron en medio completo fresco
para células T, y se plaquearon a 1x10°8 células por pocillo. Se transdujeron pocillos triplicados con
particulas lentivirales para expresar TCR anti-VPH o bien MAGE-A1. En el dia 2, las células se
lavaron, se resuspendieron los triplicados y se combinaron en medio completo fresco para células
T, y se expandieron hasta el dia 5 en 1 pocillo de una placa de 6 pocillos G-Rex® (Wilson Wolf). En
el dia 5, las células se cosecharon, y se ajustaron las concentraciones de células a 100x10° células
T CD3+/mL en solucion amortiguadora EasySep (StemCell Inc)y solucién FcBlock con esferas
magnéticas con CD34 (Miltenyi) durante 30 minutos a 4C, se lavaron con solucion amortiguadora
EasySep, y se separaron usando un QuadroMACS® Separator y columnas LS (Miltenyi). Las células
aisladas se lavaron y se resuspendieron en medio completo fresco para células T y se expandieron
en botellas G-Rex®10 (Wilson Wolf) hasta el dia 12, punto en el cual las células se congelaron en
CryoStor® CS10 y se almacenaron en nitrégeno liquido hasta su uso.

b. Mutiplexado de TCR anti-MAGE-C2 y MAGE-A1

(i) Modificacién de células T para que expresen TCR anti-MAGE-C21g4.192 0 MAGE-A1290-297

Se aislaron células T CD8+ primarias usando el StraightFrom® Leukopak® CD8 Microbead
Kit (Miltenyi Biotec) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Las células aisladas se congelaron
en CryoStor® CS10 (Stem Cell Technologies) y se almacenaron en nitrégeno liquido hasta su uso.
En el dia -1, las células T CD8+ se descongelaron, se lavaron con medio completo para células T
(RPMI 1640 suplementado con 10% de suero bovino inactivado con calor (FBS), 100 IU/mL de
penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina, IL-2 humana recombinante [50 U/mL, PeproTech,
Cranbury, NJ], IL-15 humana recombinante [5 ng/mL, R&D Systems], e IL-7 humana
recombinante [5 ng/mL, (R&D Systems]). En el dia 0, las células T CD8+ se lavaron y se
resuspendieron en medio fresco para células T y se activaron usando el activador para células T
CD3/CD28/CD2 humanas ImmunoCult™ (5 uL/1x10° células T CD8+, Stem Cell Technologies). En
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el dia 1, las células se lavaron y se resuspendieron en medio completo fresco para células T, y se
plaquearon a 1x108 células por pocillo en 9 pocillos. Cada pocillo se transdujo con particulas
lentivirales para expresar MAGE-C2 o bien MAGE-A1 por triplicado o se mantuvo como control
donante no transducido. En el dia 2, las células se lavaron, se combinaron los triplicados, y se
resuspendieron en medio completo fresco para células T y se expandieron hasta el dia 5 en placas
de 6 pocillos G-Rex® (Wilson Wolf). En el dia 5, las células se cosecharon, y se ajustaron las
concentraciones de células a 100x10° células T CD8+/mL en solucién amortiguadora de corrida
MACS® (Miltenyi)y se agregd anticuerpo anti-mTCR biotina (BioLegend)a una
dilucion 1:50 durante 10 minutos a temperatura ambiente, luego se lavaron con solucidon
amortiguadora de corrida MACS®. Se agregaron las microesferas anti-biotina (Miltenyi) a una
dilucion de 1:5 y se incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se lavaron las células
con solucién amortiguadora de corrida MACS® y se resuspendieron en soluciéon amortiguadora de
corrida MACS® para la separacion magnética manual usando un QuadroMACS® Separator y
columnas LS (Miltenyi). Las células aisladas se lavaron y se resuspendieron en medio completo
fresco para células T y se expandieron en botellas G-Rex®10 (Wilson Wolf) hasta el dia 12, punto
en el cual las células se congelaron en CryoStor® CS10 y se almacenaron en nitrégeno liquido hasta
Su UsoO.

(ii) Lineas celulares

Se adquirié la linea celular de carcinoma epidermiode CaSki (ATCC CRL-1550) y las lineas
celulares de melanoma A101D (ATCC CRL-7898), SK-MEL-5 (ATCC HTB-70), y A2058 (ATCC
CRL-11147) en Coleccion Americana de Cultivos Tipo (ATCC, Manassas, VA). Las células CaSki se
cultivaron en RPMI 1640 que contenia 10% de FBS inactivado por calor y 1% de penicilina-
estreptomicina [Thermo Fisher Scientific]. Las células A101D y A2058 se mantuvieron en DMEM que
contenia 10% de FBS inactivado por calor y 1% de penicilina-estreptomicina [Thermo Fisher
Scientific] y las células SK-MEL-5 se cultivaron en EMEM que contenia 10% de FBS inactivado por
calor y 1% de penicilina-estreptomicina [Thermo Fisher Scientific].

(iii) Generacién de lineas celulares estables que expresan Incucyte® Nuclight Red

Las células CaSki, A101D, y SK-MEL-5 se transdujeron con Incucyte® NucLight Red
Lentivirus Reagent (promotor EF-1a, seleccion con puromicina) (Sartorius). 24 horas después de la
transduccion, las células se lavaron y se resuspendieron en su respectivo medio de cultivo celular y
se cultivaron a 37°C, con 5% de CO.. 2 a 3 dias después de la transduccion, se agregd puromicina
(Gibco, Waltham, MA) a los cultivos a una concentracion predeterminada (en el rango entre 0,5
ug/mL y 1 ug/mL) para seleccionar las células transducidas. Los cultivos se expandieron con
seleccioén con puromicina hasta ser al menos 90% positivos para Incucyte® Nuclight Red de acuerdo
con la determinacién por analisis de citometria de flujo.

(iv) Ensayo de citotoxicidad in vitro



Los ensayos de citotoxicidad in vitro se llevaron a cabo en placas de cultivo celular de fondo
plano de 96 pocillos sin recubrimiento con poli-L-ornitina; aqui se plaquearon las células adherentes
y se dejaron adherir hasta el dia antes de agregar las células T. En los puntos indicados, se
cocultivaron las células T con las células CaSki, A101D, o SK-MEL-5 que expresan Incucyte®
Nuclight Red a las proporciones indicadas de E:T. Se adquirieron los datos en un instrumento
Incucyte® S3 (Sartorius), y se cuantifico el crecimiento de las células diana en el Incucyte® S3 como
una medida de la citotoxicidad de las células T.

(v) Ensayo de activacion de células T por Transwell

Se usaron insertos Corning® HTS Transwell®-96 Permeable Support con membrana de
policarbonato de poros de 1,0 um (Sigma-Aldrich #CLS3392) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Las células de melanoma A101D se sembraron en la camara superior, mientras que las
células de melanoma SK-MEL-5 se sembraron en la camara inferior y ambas lineas se dejaron
adherir durante una noche. Al dia siguiente, se cocultivaron las células T CD8+ modificadas con el
TCR anti-MAGEA1 con las células A101D en la camara superior, mientras que las células T CD8+
modificadas con el TCR anti-MAGEC2 se cocultivaron con las células SK-MEL-5 en la camara
inferior en una proporcién E:T de 1:2 y se incubaron durante 48 horas con 5% de CO, a 37°C.
Después de la incubacion, se recolectaron las células para su evaluacién mediante tincién con
anticuerpos contra los marcadores de activacion de células T. En resumen, las células T se tifieron
con anti-CD137 marcado con PE y anti-CD69 marcado con AF647 (BioLegend), se lavaron y luego
se analizaron para evaluar las células doble positivas para CD137 y CD69 en un citémetro de flujo
CytoFLEX (Beckman Coulter).

Ejemplo 2: ejemplo representativo no limitante de terapia combinada

La transferencia celular adoptiva con células T genéticamente modificadas representa una
gran promesa para tratar tumores solidos. Hasta la fecha, las investigaciones clinicas de terapias
con células T modificadas con TCR se han dirigido a un antigeno por vez y han producido tasas de
respuesta alentadoras en el rango entre 30 y 50%. Desafortunadamente, las respuestas completas
han sido poco frecuentes, y las respuestas con frecuencia son de corta duracion. Se cree que hay
dos desafios principales asociados con la terapia con células T-TCR dirigida a un solo antigeno.

Primero, la expresion de la mayoria de los antigenos asociados a cancer es heterogénea. En
un ejemplo representativo no limitante, se llevd a cabo una inmunohistoquimica en multiplex con
MAGE-C2 y PRAME, dos antigenos de linea germinal de cancer, y se observé una considerable
heterogeneidad entre las muestras de diferentes tipos de tumor sélido (Figuras 1A-1C). Ademas, se
observd una expresion antigénica heterogénea a nivel de célula individual, no cada célula cancerosa
dentro de un tumor dado expresé cada antigeno (Figuras 1A-1C). Esto indica que un Unico TCR

puede no ser suficiente para eliminar todas las células cancerosas de un tumor dado, permitiendo
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de esa manera que las células tumorales que carecen del antigeno relacionado con el tratamiento
escapen y produzcan una recaida.

Segundo, la terapia con células T-TCR de agente unico se dirige solo a un alelo HLA unico,
el cual sufre pérdida a través de los comunmente observados mecanismos de pérdida de
heterocigosidad de HLA (LOH) (Figuras 2A y 2B). Se ha observado LOH de HLA de Clase | clonal
en el 17% de todos los tumores sélidos (Montesion y col., Cancer Discovery, 2021) y ocurre una
LOH de HLA subclonal en un porcentaje incluso mayor de los tumores.

La terapia en multiplex con células T-TCR imita la respuesta oligoclonal natural de células T
contra el cancer y provee una manera para abordar ambos desafios asociados con el tratamiento
de tumores solidos.

Usando las plataformas patentadas de TSscan ReceptorScan y TargetScan, se descubrio
una variedad de TCR, tales como TCR especificos para VPH16 E7, especificos para MAGEA1 y
especificos para MAGEC2 para la terapia con células T-TCR.

En un ejemplo representativo no limitante, dos TCR lideres (para MAGE-A1y VPH), un TCR
de baja afinidad (MAGE-C2), y lineas celulares diana que expresan sus antigenos asociados, se
multiplexaron usando experimentos de cocultivo directo e indirecto para evaluar el sinergismo
potencial del uso de mas de un TCR para direccionarse contra los tumores asi como también para
comprender los mecanismos bioldgicos detras de dicho sinergismo. Los materiales y métodos, asi
como los resultados, se muestran en las Figuras 1A-5B. En resumen, se usaron dos pares distintos
de TCR:antigeno para modelar la muerte celular mediada por células T en multiplex y la
heterogeneidad in vitro. Ademas, el vector usado para generar los datos que se muestran en la
Figura 3 expresa un correceptor CD8, mientras que el vector que se uso6 para generar los datos que
se muestran en la Figura 4 no expresaba ningun correceptor CD8, aunque el mismo tiene la region
constante del TCR de ratén.

En un caso representativo, se ensayo el multiplexado de dos T-TCR de alta afinidad (es decir,
uno con el nombre TCR E7-11-28 (también conocido como TCR28 o 28; véase la Tabla 1) dirigido
contra un epitope restringido a HLA-A*02:01 de VPH16-E7 y el segundo con el nombre TCR-204-
C07 (también conocido como TCR 32-41, TCR-204-C7 y TCR-204-C0702; véase la Tabla 1) dirigido
contra un epitope restringido a HLA-C*07:02 de MAGE-A1. Se transdujeron células Pan-T y se
seleccionaron para expresar los TCR relevantes (VPH o MAGE-A1) y, en algunos casos, un
correceptor CD8. Las células diana fueron una mezcla de dos lineas celulares, cada una expresando
solo uno de los dos antigenos. Las células de cancer de cuello uterino CaSki son A*02:01+ y VPH+.
Las células de melanoma A101D son C*07:02+ y MAGE-A1+. Ambas lineas celulares se modificaron
genéticamente para expresar Incucyte®NuclLight Red y se mezclaron para mimetizar la
heterogeneidad tumoral. Las células T modificadas o las células T control del donante no
modificadas (T-TCR Control) se cocultivaron con lineas celulares diana marcadas con Incucyte®
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NucLight Red en las proporciones indicadas de célula efectora a célula diana (E:T), y se cuantifico
su supervivencia en un IncuCyte® como una lectura de la citotoxicidad de las células T. Si bien los
T-TCR individuales provocaron entre un 50 y 60% de muerte celular a las 72 h, una mezcla 1:1 de
los dos T-TCR produjo aproximadamente un 80% de muerte celular para las mismas proporciones
de efectora a diana (E:T), indicando un efecto sinérgico (Figuras 3A y 3B).

En otro caso representativo, se ensayd el multiplexado de T-TCR de alta afinidad para
MAGE-A1 con un T-TCR de baja afinidad para MAGE-C2. El TCR-204-C07 (también conocido como
TCR 32-41, TCR-204-C7 y TCR-204-C0702; véase la Tabla 1) es de origen natural, un TCR de alta
afinidad que reconoce un epitope restringido a HLA-C*07:02 de MAGEA1 y exhibe una muerte
robusta de las lineas celulares que expresan MAGEA1. El TCR-LD8-3 es un TCR de baja afinidad
gue reconoce un epitope restringido a HLA-B*07:02 de MAGEC2 (también conocido como TCR 8-3;
véase la Tabla 1) (Figura 4A). Se usaron Se usaron vectores lentivirales que codifican para TCR con
optimizacion de codones de HM para la mejor expresion para transducir células T CD8+. Se
seleccionaron las células transducidas en base a la expresién de los TCR relevantes (MAGE-A1 o
MAGE-C2). Las células diana eran una mezcla de células que expresaban MAGE-A1 o MAGE-C2.
Las células A2058 y SK-MEL-5 son ambas lineas celulares de melanoma que son ambas C*07:02+
y B*07:02+, sin embargo las células A2058 solo expresan de manera elevada a MAGE-A1 y las
células SK-MEL-5 solo expresan de manera moderada a MAGE-C2. Se encontrd previamente que,
a pesar de que las células T MAGE-C2-TCR matan de manera eficaz a las células A101D que
expresan MAGEC2 en niveles elevados, son ineficaces para matar a las células SK-MEL-5, que
expresan MAGEC2 en bajos niveles. Para determinar si la actividad citotoxica de las células T
MAGE-C2-TCR se potencia cuando se usan en multiplex con un TCR mas citotoxico, se realizd un
experimento de cocultivo. Las células SK-MEL-5 modificadas para expresar Incucyte® NucLight Red
se mezclaron junto con células A2058 sin marcar de manera que la actividad cuantificada en un
IncuCyte® reflejara solo la citotoxicidad contra las células SK-MEL-5. Se cocultivaron células T
modificadas o células T control del donante sin modificar (células T no transducidas) con lineas
celulares diana en las proporciones indicadas de célula efectora a célula diana (E:T), y se cuantifico
su supervivencia en un IncuCyte® como una lectura de la citotoxicidad de las células T. Si bien se
observé un nivel bajo de muerte de SK-MEL-5 por las células T MAGE-C2, cuando se combinaron
las células T MAGE-C2 y MAGE-A1, la actividad citotoxica del TCR contra MAGE-C2 se potenci6
de manera sinérgica. Por lo tanto, a pesar de que el T-TCR contra MAGE-C2 produjo una muerte
parcial de las células positivas para MAGE-C2, el agregado del T-TCR contra MAGE-A1 aumento
de manera sinérgica la actividad del T-TCR contra MAGE-C2 (Figura 4B).

Para explorar el mecanismo de esta actividad sinérgica, se us6 un sistema Corning® HTS
Transwell®. Se seleccioné un soporte permeable HTS Transwell-96 con un sistema transwell con
membrana de poliéster con poro de 1,0 um para permitir la difusién de los factores solubles, pero no
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de las células, entre los dos compartimientos celulares; una camara superior y una camara inferior.
Las células de melanoma A101D se sembraron en la camara superior mientras que las células de
melanoma SK-MEL-5 se sembraron en la camara inferior y ambas lineas se dejaron adherir durante
una noche. Al dia siguiente, las células T CD8+ modificadas con el TCR anti-MAGEA1 se
cocultivaron con las células A101D en la camara superior mientras que las células T CD8+
modificadas con el TCR anti-MAGEC2 se cocultivaron con las células SK-MEL-5 en la camara
inferior en una proporcion de E:T 1:2. Después de 48 horas, las células de cada camara se
recolectaron para su evaluacion mediante tincion con anticuerpos dirigidos contra los marcadores
de activacion de células T. En resumen, las células T se tifieron con anti-CD137 marcado con PE y
anti-CD69 marcado con AF647 (BioLegend), se lavaron y luego se analizaron para evaluar las
células doble positivas para CD137 y CD69 en un citdmetro de flujo CytoFLEX (Beckman Coulter).
Usando el sistema de cocultivo transwell, se encontré que las citoquinas secretadas por los T-TCR
contra MAGE-A1 aumentaron fuertemente la activacion de las células T de las células T MAGE-C2-
TCR al unirse al antigeno (Figura 4C). Estos hallazgos indican que las células T-TCR en multiplex
pueden superar la heterogeneidad antigénica no solo mediante el direccionamiento independiente a
las diferentes poblaciones de células cancerosas, sino también por potenciaciéon de las células T
mediada por citoquinas. Sorprendentemente, estos resultados demuestran un efecto sinérgico
inesperado.

Estos resultados han sido adaptados para aplicaciones clinicas. Por ejemplo, con el objetivo
de abordar la heterogeneidad de los tumores soélidos en la clinica, se disefid una estrategia de
cribado ilustrativo para ensayar tumores de pacientes para la positividad de antigeno y LOH de HLA
(Figura 5A). También un Banco Inmunoldégico de TCR terapéuticos que reconocen diferentes dianas
presentadas en diferentes alelos de HLA. La seleccidn de células T-TCR en multiplex dirigidas contra
antigenos intactos y alelos de HLA en tumores de pacientes se cree que vencen de manera sinérgica
la heterogeneidad de los tumores sélidos. Se estan realizando estudios in vivo adicionales para
confirmar el efecto sinérgico de la terapia con células T-TCR en multiplex y se estan disefiando
ensayos clinicos para confirmar también de manera clinica los efectos sinérgicos.

Por lo tanto, el Ejemplo presente provee composiciones y métodos utiles para terapia con
células T-TCR en multiplex, que incluyen una combinaciéon de TCR anti-MAGE-A1 y anti-VPH o una
combinacién de TCR anti-MAGE-A1 y anti-MAGE-C2, y células modificadas por ingenieria que los
expresan. Sin desear de estar ligado a ninguna teoria cientifica en particular, el presente Ejemplo
ademas incluye que la terapia con células T-TCR en multiplex mimetiza una respuesta oligoclonal
natural de células T contra el cancer. La terapia con células T-TCR en multiplex, tal como una
combinacién descrita precedentemente, provee métodos y composiciones que abordan ciertos
desafios asociados con el tratamiento de tumores sélidos.
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Se han usado diferentes ensayos para confirmar la utilidad de una terapia con células T-TCR
en multiplex, tal como una combinacion descrita precedentemente. En un ejemplo representativo no
limitante, una combinacion de TCR anti-MAGE-A1 y anti-VPH o una combinacion de TCR anti-
MAGE-A1 y anti-MAGE-C2, y una o mas lineas celulares diana que expresan sus antigenos
cognados se multiplexan usando experimentos de cocultivo directo e indirecto para evaluar el
sinergismo potencial del uso de mas de un TCR para direccionar contra los tumores, asi como
también para la comprension de los mecanismos bioldgicos detras de dicho sinergismo. Este ensayo
se puede usar para modelar la muerte celular mediada por células T en multiplex mediante una
terapia con células T-TCR en multiplex que incluye combinaciones de TCR de interés, y
heterogeneidad, in vitro.

En un caso representativo, se puede usar y/o ensayar el multiplexado de (i) un TCR anti-
MAGE-A1 dirigido contra un epitope restringido al serotipo HLA-C*07 de MAGE-A1 (Tabla 3A) y (ii)
un TCR anti-VPH16 E7 dirigido contra un epitope restringido a un serotipo HLA-A*02 de VPH16 E7
(Tabla 3C), tal como mediante el uso de células modificadas por ingenieria que expresan dichos
TCR.

En otro caso representativo, se puede usar y/o ensayar el multiplexado de (i) un TCR anti-
MAGE-A1 dirigido contra un epitope restringido al serotipo HLA-C*07 de MAGE-A1 (Tabla 3A) y (ii)
un TCR anti-MAGE-C3 dirigido contra un epitope restringido al serotipo HLA-B*07 de MAGE-C3
(Tabla 3B), tal como mediante el uso de células modificadas por ingenieria que expresan dichos
TCR.

Un TCR anti-MAGE-A1, TCR anti-VPH, TCR anti-MAGE-C2 y/o TCR anti-PRAME, cada uno
solo 0 en una combinacion de los mismos, abarcados por la presente invencion puede ser un TCR
que incluye (por ejemplo, que comprende, que consiste esencialmente en, o que consiste en): a)
una secuencia de la cadena alfa del TCR con por lo menos aproximadamente 80%, 81%, 82%, 83%,
84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 0 mas
de identidad con una secuencia de la cadena alfa del TCR seleccionada del grupo que consiste en
las secuencias de la cadena alfa de TCR descritas en una Tabla que se provee en la presente; y/o
b) una secuencia de la cadena beta del TCR con por lo menos aproximadamente 80%, 81%, 82%,
83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o
mas de identidad con una secuencia de la cadena beta del TCR seleccionada del grupo que consiste
en las secuencias de la cadena beta del TCR descritas en una Tabla provista en la presente.

Un TCR anti-MAGE-A1, TCR anti-VPH, TCR anti-MAGE-C2 y/o TCR anti-PRAME, cada uno
solo 0 en una combinacion de los mismos, abarcados por la presente invencion puede ser un TCR
que incluye (por ejemplo, que comprende, que consiste esencialmente en, o que consiste en): a)
una secuencia de la cadena alfa del TCR seleccionada del grupo que consiste en las secuencias de
la cadena alfa del TCR que se describen en una Tabla provista en la presente; y/o b) una secuencia
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de la cadena beta del TCR seleccionada del grupo que consiste en las secuencias de la cadena beta
del TCR que se describen en una Tabla provista en la presente.

Un TCR anti-MAGE-A1, TCR anti-VPH, TCR anti-MAGE-C2 y/o TCR anti-PRAME, cada uno
solo o en una combinacion de los mismos, abarcados por la presente invencion puede ser un TCR
que incluye (por ejemplo, que comprende, que consiste esencialmente en, o que consiste en): a)
una secuencia del dominio variable de la cadena alfa (Vq) del TCR con por lo menos
aproximadamente 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o mas de identidad con una secuencia del dominio variable de la
cadena alfa (V) del TCR seleccionada del grupo que consiste en las secuencias del dominio V del
TCR descritas en una Tabla provista en la presente; y/o b) una secuencia del dominio variable de la
cadena beta (Vp) del TCR con por lo menos aproximadamente 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%,
86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o mas de identidad
con una secuencia del dominio variable de la cadena beta (Vg) del TCR seleccionada del grupo que
consiste en las secuencias del dominio Vi del TCR que se describen en una Tabla provista en la
presente.

Un TCR anti-MAGE-A1, TCR anti-VPH, TCR anti-MAGE-C2 y/o TCR anti-PRAME, cada uno
solo 0 en una combinacion de los mismos, abarcados por la presente invencion puede ser un TCR
que incluye (por ejemplo, que comprende, que consiste esencialmente en, o que consiste en): a)
una secuencia del dominio variable de la cadena alfa (V,) del TCR seleccionada del grupo que
consiste en las secuencias del dominio V, del TCR descritas en una Tabla provista en la presente;
y/o b) una secuencia del dominio variable de la cadena beta (V;) del TCR seleccionada del grupo
gue consiste en las secuencias del dominio Vg del TCR que se describen en una Tabla provista en
la presente.

Un TCR anti-MAGE-A1, TCR anti-VPH, TCR anti-MAGE-C2 y/o TCR anti-PRAME, cada uno
solo o en una combinacion de los mismos, abarcados por la presente invencion puede ser un TCR
que incluye (por ejemplo, que comprende, que consiste en, 0 que consiste en): por lo menos una
(por ejemplo, una, dos o tres, tal como CDR3 sola o en combinaciéon con una CDR1 y CDR2)
secuencia de la region determinante de complementariedad (CDR) de la cadena alfa del TCR con
por lo menos aproximadamente 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o mas de identidad con una secuencia de CDR de la
cadena alfa del TCR seleccionada del grupo que consiste en las secuencias de CDR de la cadena
alfa del TCR que se describen en la Tabla provista en la presente. Se cree que la CDR3 es la
principal CDR responsable del reconocimiento del antigeno procesado y que las CDR1 y CDR2
interaccionan principalmente con el MHC, por lo tanto, en algunas formas de realizacion, se provee

una proteina de union que comprende una CDR3 sola de una cadena alfa del TCR y/o una CDR3
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sola de una cadena beta del TCR descritas en una Tabla provista en la presente, en donde cada
CDR3 tiene una homologia de secuencia como se indica en este presente Ejemplo.

Un TCR anti-MAGE-A1, TCR anti-VPH, TCR anti-MAGE-C2 y/o TCR anti-PRAME, cada uno
solo o en una combinacion de los mismos, abarcados por la presente invencion puede ser un TCR
que incluye (por ejemplo, que comprende, que consiste en, o que consiste en) por lo menos una (por
ejemplo, una, dos o tres, tal como una CDR3 sola o en combinacién con una CDR1 y CDR2)
secuencia de la region determinante de complementariedad (CDR) de la cadena beta del TCR con
por lo menos aproximadamente 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o mas de identidad con una secuencia de CDR de la
cadena beta del TCR seleccionada del grupo que consiste en las secuencias de las CDR de la
cadena beta del TCR que se describen en una Tabla provista en la presente. Tal como ser describe
precedentemente, se cree que la CDR3 es la principal CDR responsable del reconocimiento del
antigeno procesado y que CDR1 y CDR2 interaccionan principalmente con el MHC, de manera, en
algunas formas de realizacion, se provee una proteina de union que comprende una CDR3 sola de
una cadena beta del TCR y/o una CDR3 sola de una cadena alfa del TCR descritas en una Tabla
provista en la presente, en donde cada CDR3 tiene una homologia de secuencia como se describe
en este Ejemplo.

Un TCR anti-MAGE-A1, TCR anti-VPH, TCR anti-MAGE-C2 y/o TCR anti-PRAME, cada uno
solo o en una combinacion de los mismos, abarcados por la presente invencion puede ser un TCR
que incluye (por ejemplo, que comprende, que consiste en, o que consiste en) por lo menos una (por
ejemplo, una, dos o tres) region determinante de complementariedad (CDR) de la cadena alfa del
TCR que se describe en una Tabla provista en la presente.

Un TCR anti-MAGE-A1, TCR anti-VPH, TCR anti-MAGE-C2 y/o TCR anti-PRAME, cada uno
solo o en una combinacion de los mismos, abarcados por la presente invencion puede ser un TCR
que incluye (por ejemplo, que comprende, que consiste en, o0 que consiste en) por lo menos una (por
ejemplo, una, dos o tres) region determinante de complementariedad (CDR) de la cadena beta del
TCR descrita en una Tabla provista en la presente.

Un TCR anti-MAGE-A1, TCR anti-VPH, TCR anti-MAGE-C2 y/o TCR anti-PRAME, cada uno
solo 0 en una combinacion de los mismos, abarcados por la presente invencion puede ser un TCR
que incluye (por ejemplo, que comprende, que consiste en, o que consiste en) una secuencia de la
region constante de la cadena alfa (Cq) del TCR con por lo menos aproximadamente 80%, 81%,
82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99%, o mas de identidad con una secuencia de Ca del TCR descrita en una Tabla provista en la
presente.

Un TCR anti-MAGE-A1, TCR anti-VPH, TCR anti-MAGE-C2 y/o TCR anti-PRAME, cada uno

solo 0 en una combinacion de los mismos, abarcados por la presente invencion puede ser un TCR
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que incluye (por ejemplo, que comprende, que consiste en, o que consiste en) una secuencia de la
regiéon constante de la cadena beta (Cg) del TCR con por lo menos aproximadamente 80%, 81%,
82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99%, o mas de identidad con una secuencia de Cg del TCR descrita en una Tabla provista en la
presente.

Un TCR anti-MAGE-A1, TCR anti-VPH, TCR anti-MAGE-C2 y/o TCR anti-PRAME, cada uno
solo o en una combinacion de los mismos, abarcados por la presente invencion puede ser un TCR
que incluye (por ejemplo, que comprende, que consiste en, o que consiste en) una secuencia de la
region constante de la cadena alfa (C,) del TCR seleccionada del grupo que consiste en las
secuencias de C,del TCR descritas en una Tabla provista en la presente.

Un TCR anti-MAGE-A1, TCR anti-VPH, TCR anti-MAGE-C2 y/o TCR anti-PRAME, cada uno
solo 0 en una combinacion de los mismos, abarcados por la presente invencion puede ser un TCR
que incluye (por ejemplo, que comprende, que consiste en, o que consiste en) una secuencia de la
region constante de la cadena beta (Cg) del TCR seleccionada del grupo que consiste en las
secuencias de Cgdel TCR descritas en una Tabla provista en la presente.

Tabla 1: Secuencias representativas de TCR

Secuencia de TCR | Secuencia de ADN de cadena alfa
anti-MAGEA1 32-41 de | ATGGTCCTGAAATTCTCCGTGTCCATTCTTTGGATTCAGTTGGCA

tipo salvaje TGGGTGAGCACCCAGCTGCTGGAGCAGAGCCCTCAGTTTCTTAG
CATCCAAGAGGGAGAAAATCTCACTGTGTACTGCAACTCCTCAA
Cadena alfa: GTGTTTTCTCCAGCCTTCAATGGTACAGACAGGAGCCTGGGGAA

TRAV27/TRAJ52/TRAC | GGTCCTGTCCTCCTGGTGACAGTTGTTACTGGTGGAGAAGTGAA
GAAGCTGAAGAGACTTACCTTTCAGTTTGGTGATGCAAGAAAGGA
CAGTTCTCTCCACATCACTGCAGCCCAGCCTGGTGATACAGGCC
TCTACCTCTIGTGCAGGAGATGAAAGTATTAGCTATGGAAAGCTG
ACATTTGGACAAGGGACCATCTTGACTGTCCATCCAAatatccagaac

cctgaccctgecgtgtaccagctgagagactctaaatccagtgacaagtctgtctgectattcacce

gattttgattctcaaacaaatgtgtcacaaagtaaggattctgatgtgtatatcacagacaaaactg
tgctagacatgaggtctatggacttcaagagcaacagtgctgtggcctggagcaacaaatctga
ctttgcatgtgcaaacgccttcaacaacagcattattccagaagacaccttcttccccagcccag

aaagttcctgtgatgtcaagctggtcgagaaaagctttgaaacagatacgaacctaaactttcaa
aacctgtcagtgattgggttccgaatcctcctcctgaaagtggecgggtttaatctgctcatgacge
tgcggctgtggtccage (SEQ ID NO: 1)
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Secuencia proteica de cadena alfa
MVLKFSVSILWIQLAWVSTQLLEQSPQFLSIQEGENLTVYCNSSSVE
SSLQWYRQEPGEGPVLLVTVVTGGEVKKLKRLTFQF GDARKDSSL
HITAAQPGDTGLYLCAGDESISYGKLTFGQGTILTVHPNignpdpavyqlr

dskssdksvclftdfdsqtnvsgskdsdvyitdktvidmrsmdfksnsavawsnksdfacanaf

nnsiipedtffpspesscdvklveksfetdtninfgnisvigfrilllkvagfnlimtiriwss (SEQ 1D
NO: 2)

Secuencia de TCR
anti-MAGEA1 32-41 de

tipo salvaje

Cadena beta:
TRBV12-4/TRBJ1-
4/TRBC1

Secuencia de ADN de cadena beta
ATGGGCTCCTGGACCCTCTGCTGTGTGTCCCTTTGCATCCTGGT
TGCAAAGCACACAGATGCTGGAGTTATCCAGTCACCCCGGCACG
AGGTGACAGAGATGGGACAAGAAGTGACTCTGAGATGTAAACCA
ATTTCAGGACATGACTACCTTTTCTGGTACAGACAGACCATGATG
CGGGGACTGGAGTTGCTCATTTACTTTAACAACAACGTTCCTATT
GATGATTCAGGGATGCCCGAGGATCGCTTCTCAGCTAAGATGCC
TAATGCATCATTCTCCACTCTGAAGATCCAGCCCTCAGAACCCAG
GGACTCAGCTGTGTACTTCTGTGCCAGCAGTTTTCTCGGCTGGA
ATGAAAAACTGTTCTTTGGCAGTGGAACCCAGCTCTCTGTCTTG
Gaggacctgaacaaggtgttcccacccgaggtcgcetgtgtttgagccatcagaagcagagatc

tcccacacccaaaaggccacactggtgtgcctggccacaggcttcttccctgaccacgtggage
tgagctggtgggtgaatgggaaggaggtgcacagtggggtcagcacggacccgcagceccctc
aaggagcagcccgccctcaatgactccagatactgcctgagcagecgectgagggtctcgge
caccttctggcagaacccccgcaaccacttcecgcetgtcaagtccagttctacgggctctcggaga
atgacgagtggacccaggatagggccaaacccgtcacccagatcgtcagcgccgaggectg
gggtagagcagactgtggctttacctcggtgtcctaccagcaaggggtcctgtctgecaccatcct
ctatgagatcctgctagggaaggccaccctgtatgetgtgctggtcagegceccttgtgttgatggce
catggtcaagagaaaggatttc (SEQ ID NO: 3)

Secuencia proteica de cadena beta
MGSWTLCCVSLCILVAKHTDAGVIQSPRHEVTEMGQEVTLRCKPIS
GHDYLFWYRQTMMRGLELLIYENNNVPIDDSGMPEDRFSAKMPNA
SFSTLKIQPSEPRDSAVYFCASSFLGWNEKLFFGSGTQLSVLEdInkv
fppevavfepseaeishtgkatlvclatgffpdhvelswwvngkevhsgvstdpgplkegpaln

dsryclssrirvsatfwgnprnhfrcqvqgfyglsendewtqdrakpvtgivsaeawgradcgftsv
syqqgvlsatilyeillgkatlyavivsalvimamvkrkdf (SEQ ID NO: 4)
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Secuencia de TCR
anti-MAGEA1 32-41
HM con codones

optimizados

Nota: este clon se uso
en la Figura4 como TCR
anti-MAGEA1
multiplex con el TCR
anti-MAGEC2. Ademas,

también

en

se usOé un
vector con un solo TCR
para este experimento
de manera tal que no se
expreso ningun
elemento adicional (por
ejemplo, correceptor
CD@8alfa/beta, DN-
TGFBRII, y similares).
Los datos que se
muestran en la Figura 3
se generaron usando la
HM

version de la

secuencia.

Cadena alfa:
TRAV27/TRAJ52/TRAC
de ratén con codones

optimizados

Secuencia de ADN de cadena alfa
ATGGTCCTGAAATTCTCCGTGTCCATTCTTTGGATTCAGTTGGCA
TGGGTGAGCACCCAGCTGCTGGAGCAGAGCCCTCAGTTTCTTAG
CATCCAAGAGGGAGAAAATCTCACTGTGTACTGCAACTCCTCAA
GTGTTTTCTCCAGCCTTCAATGGTACAGACAGGAGCCTGGGGAA
GGTCCTGTCCTCCTGGTGACAGTTGTTACTGGTGGAGAAGTGAA
GAAGCTGAAGAGACTTACCTTTCAGTTTGGTGATGCAAGAAAGGA
CAGTTCTCTCCACATCACTGCAGCCCAGCCTGGTGATACAGGCC
TCTACCTCTIGTGCAGGAGATGAAAGTATTAGCTATGGAAAGCTG
ACATTTGGACAAGGGACCATCTTGACTGTCCATCCAAacattcaaaac
ccagaacccgccgtctaccagctgaaagacccgaggtctcaagactctacgttgtgcettgttcac

cgatttcgacagtcagataaatgtgcctaagaccatggagagtggcactttcatcactgacaaat
gtgtgttggacatgaaggctatggacagcaagtcaaacggcgcgattgcttggtccaaccaaac
ttctttcacgtgccaggacatcttcaaggagacaaacgccacctatccatcctctgatgttcegtge
gatgcgactcttaccgagaaaagctticgagacggacatgaacttgaacttccaaaacctgcttgt
gatggtactgcgaatacttcticttaaggtggcgggcttcaattigctcatgacactcagactttggtc
tagc (SEQ ID NO: 5)

Secuencia proteica de cadena alfa
MVLKFSVSILWIQLAWVSTQLLEQSPQFLSIQEGENLTVYCNSSSVFE
SSLQWYRQEPGEGPVLLVTVVTGGEVKKLKRLTFQFGDARKDSSL
HITAAQPGDTGLYLCAGDESISYGKLTFGQGTILTVHPNignpepavyq|
kdprsqdsticlftdfdsqinvpktmesgtfitdkcvidmkamdsksngaiawsnqtsftcqdifk
(SEQ ID

etnatypssdvpcdatlteksfetdmninfgnlivmvirilllkvagfnlimtirlwss
NO: 6)

de TCR
32-41

codones

Secuencia
anti-MIAGEA1
HM

optimizados

con

Secuencia de ADN de cadena beta

ATGGGCTCCTGGACCCTCTGCTGTGTGTCCCTTTGCATCCTGGT
TGCAAAGCACACAGATGCTGGAGTTATCCAGTCACCCCGGCACG
AGGTGACAGAGATGGGACAAGAAGTGACTCTGAGATGTAAACCA
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Nota: este clon se uso
en la Figura4 como TCR
anti-MAGEA1
multiplex con el TCR
anti-MAGEC2. Ademas,

también

en

se usdé un
vector con un solo TCR
para este experimento
de manera tal que no se
expreso ningun
elemento adicional (por
ejemplo, correceptor
CD@8alfa/beta, DN-
TGFBRII, y similares).
Los datos que se
muestran en la Figura 3
se generaron usando la
HM

version de la

secuencia.

Cadena beta:
TRBV12-4/TRBJ1-4/con
codones  optimizados

mouse TRBC

ATTTCAGGACATGACTACCTTTTCTGGTACAGACAGACCATGATG
CGGGGACTGGAGTTGCTCATTTACTTTAACAACAACGTTCCTATT
GATGATTCAGGGATGCCCGAGGATCGCTTCTCAGCTAAGATGCC

TAATGCATCATTCTCCACTCTGAAGATCCAGCCCTCAGAACCCAG
GGACTCAGCTGTGTACTTCTGTGCCAGCAGTTTTCTCGGCTGGA

ATGAAAAACTGTTCTTTGGCAGTGGAACCCAGCTCTCTGTCTTG

Gaagatcttcgaaacgtaacccctccaaaagtgagtctcttigaaccgagtaaggctgagatceg

cgaacaaacaaaaggcgaccctcgtctgtcttgcgcgaggattttttcccgaccacgtggagttg
tcttggtgggtaaacggtaaggaagtacacagcggtgtttgcaccgaccctcaagcectacaagg
aatctaactattcatactgcctttcatcccgacttagggtttctgctaccttttggcacaatccgagga
atcactttaggtgtcaagtacagttccacggattgtcagaggaggataaatggccggagggctc
cccgaagcecggttacgcagaacattagtgcggaagcectggggacgagcagactgcggtatca
cgtctgccagctatcagcaaggcegttctgtcagcgacaattctgtacgaaatacttttgggtaagg
ctacattgtatgcggtattggtgtctacgctggtagtcatggccatggtgaaacgaaaaaactca
(SEQID NO: 7)

Secuencia proteica de cadena beta
MGSWTLCCVSLCILVAKHTDAGVIQSPRHEVTEMGQEVTLRCKPIS
GHDYLFWYRQTMMRGLELLIYENNNVPIDDSGMPEDRFSAKMPNA
SFSTLKIQPSEPRDSAVYFCASSFLGWNEKLFFGSGTQLSVLEdIrnvt
ppkvslfepskaeiankgkatlvclargffpdhvelswwvngkevhsgvctdpgaykesnysy

clssrirvsatfwhnprnhfrcqvgfhglseedkwpegspkpvtgnisaeawgradcgitsasy

gqgvlisatilyeillgkatlyavlvstivvmamvkrkns (SEQ ID NO: 8)

Secuencia completa de
ADN del ORF de las
cadenas beta y alfa (la
region subrayada y con
italicas en el sitio
“Furina-P2A”

para una secuencia que

codifica

permite la expresion de

dos cadenas

ATGGGCTCCTGGACCCTCTGCTGTGTGTCCCTTTGCATCCTGGT
TGCAAAGCACACAGATGCTGGAGTTATCCAGTCACCCCGGCACG
AGGTGACAGAGATGGGACAAGAAGTGACTCTGAGATGTAAACCA
ATTTCAGGACATGACTACCTTTTCTGGTACAGACAGACCATGATG
CGGGGACTGGAGTTGCTCATTTACTTTAACAACAACGTTCCTATT
GATGATTCAGGGATGCCCGAGGATCGCTTCTCAGCTAAGATGCC
TAATGCATCATTCTCCACTCTGAAGATCCAGCCCTCAGAACCCAG
GGACTCAGCTGTGTACTTCTGTGCCAGCAGTTTTCTCGGCTGGA
ATGAAAAACTGTTCTTTGGCAGTGGAACCCAGCTCTCTGTCTTG
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polipeptidicas en un

mismo casete”)

Gaagatcttcgaaacgtaacccctccaaaagtgagtctcttigaaccgagtaaggctgagatceg
cgaacaaacaaaaggcgaccctcgtctgtctigcgecgaggattttttcccgaccacgtggagttg
tcttggtgggtaaacggtaaggaagtacacagcggtgtttgcaccgaccctcaagcectacaagg
aatctaactattcatactgcctttcatcccgacttagggtttctgctacctttiggcacaatccgagga
atcactttaggtgtcaagtacagttccacggattgtcagaggaggataaatggccggagggctc
cccgaagcecggttacgcagaacattagtgcggaagcectggggacgagcagactgcggtatca
cgtctgccagctatcagcaaggcgttctgtcagcgacaattctgtacgaaatacttttgggtaagg
ctacattgtatgcggtattggtgtctacgctggtagtcatggccatggtgaaacgaaaaaactcaA
GAGCCAAAAGAAGCGGGAGCGGTGCGACAAACTTTAGCCTGTTIG
AAACAAGCCGGCGACGTTGAAGAGAACCCCGGACCTATGGTCCT
GAAATTCTCCGTGTCCATTCTTTGGATTCAGTTGGCATGGGTGAG
CACCCAGCTGCTGGAGCAGAGCCCTCAGTTTCTTAGCATCCAAG
AGGGAGAAAATCTCACTGTGTACTGCAACTCCTCAAGTGTTTTCT
CCAGCCTTCAATGGTACAGACAGGAGCCTGGGGAAGGTCCTGTC
CTCCTGGTGACAGTTGTTACTGGTGGAGAAGTGAAGAAGCTGAA
GAGACTTACCTTTCAGTTTGGTGATGCAAGAAAGGACAGTTCTCT
CCACATCACTGCAGCCCAGCCTGGTGATACAGGCCTCTACCTCT
GTGCAGGAGATGAAAGTATTAGCTATGGAAAGCTGACATTTGG
ACAAGGGACCATCTTGACTGTCCATCCAAacattcaaaacccagaacccg

ccgtctaccagctgaaagacccgaggtctcaagactctacgttgtgcettgticaccgattticgaca

gtcagataaatgtgcctaagaccatggagagtggcactttcatcactgacaaatgtgtgttggac
atgaaggctatggacagcaagtcaaacggcgcgattgcttggtccaaccaaacttctttcacgtg
ccaggacatcttcaaggagacaaacgccacctatccatcctctgatgttccgtgecgatgcgactc
ttaccgagaaaagcttcgagacggacatgaacttgaacttccaaaacctgcttgtgatggtactg
cgaatacttcttcttaaggtggcgggcttcaatttgctcatgacactcagactttggtctage (SEQ
ID NO: 9)

Secuencia proteica
completa del ORF de las
cadenas beta y alfa (la
region subrayada y con
italicas en el sitio
“Furina-P2A” permite la
de

expresion dos

MGSWTLCCVSLCILVAKHTDAGVIQSPRHEVTEMGQEVTLRCKPIS
GHDYLFWYRQTMMRGLELLIYENNNVPIDDSGMPEDRFSAKMPNA
SFSTLKIQPSEPRDSAVYFCASSFLGWNEKLFFGSGTQLSVLEdIrnvt
ppkvslfepskaeiankgkatlvclargffpdhvelswwvngkevhsgvctdpgaykesnysy
clssrirvsatfwhnprnhfrcqvqgfhglseedkwpegspkpvtgnisaeawgradcgitsasy
gqgvlsatilyeillgkatlyavivstivwvmamvkrknsRAKRSGSGATNFSLLKQAGD
VEENPGPMVLKFSVSILWIQLAWVSTQLLEQSPQFLSIQEGENLTVY
CNSSSVFSSLQWYRQEPGEGPVLLVTVVTGGEVKKLKRLTFQFGD
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cadenas polipeptidicas

en un mismo casete”)

ARKDSSLHITAAQPGDTGLYLCAGDESISYGKLTFGQGTILTVHPNIq
npepavyqlkdprsqdsticlftdfdsqinvpktmesgtfitdkcvidmkamdsksngaiawsn

gtsftcqdifketnatypssdvpcdatlteksfetdmninfgnlivmvirilllkvagfnlimtirlwss
(SEQ ID NO: 10)

Nota: las secuencias de CDR1 y CDR2 para cada clon siguiente son redundantes para el nombre

de clon base correspondiente indicado anteriormente

de TCR
32-41
conocido
como clon “TSC-204-
C07”, “TSC-204-C7”, y
“TSC-204-C0702”)

MGTM con codones

Secuencia
anti-MAGEA1

(también

optimizados

Nota: este clon se uso
en la Figura 3 como TCR

anti-MAGEA1 en
multiplex con el TCR
ant-VPH vy en las

Figuras 6 y 7-9 en
multiplex con otros TCR
Cadena alfa:
TRAV27/TRAJ52/MGT
M TRAC maodificado

Secuencia de ADN de cadena alfa
ATGGTCCTGAAATTCTCCGTGTCCATTCTTTGGATTCAGTTGGCA
TGGGTGAGCACCCAGCTGCTGGAGCAGAGCCCTCAGTTTCTTAG
CATCCAAGAGGGAGAAAATCTCACTGTGTACTGCAACTCCTCAA
GTGTTTTCTCCAGCCTTCAATGGTACAGACAGGAGCCTGGGGAA
GGTCCTGTCCTCCTGGTGACAGTTGTTACTGGTGGAGAAGTGAA
GAAGCTGAAGAGACTTACCTTTCAGTTTGGTGATGCAAGAAAGGA
CAGTTCTCTCCACATCACTGCAGCCCAGCCTGGTGATACAGGCC
TCTACCTCTIGTGCAGGAGATGAAAGTATTAGCTATGGAAAGCTG
ACATTTGGACAAGGGACCATCTTGACTGTCCATCCAaacatccagaac

cccgaccccgcecgtgtaccagctgagggactccaagtccagcgacaagagcegtgtgtetgttta

cggacttcgacagccagaccaacgtgagtcaaagcaaggacagcgacgtctacataacgga
taagaccgtgctggacatgcggagcatggacticaagagcaacagcgecgtggcctggtcca

acaagagcgacttcgcctgcgccaacgccttcaacaacagcatcatccccgaggacaccttctt
ccccagcagcegacgtgecctgecgacgtgaaactggtggagaagtccttcgagacagacacca
atctgaactttcagaacctgctggtgatcgtgetgeggattctgetgctgaaagtggecggcticaa
tctgctgatgaccctgeggcetgtggage (SEQ ID NO: 11)

Secuencia proteica de cadena alfa
MVLKFSVSILWIQLAWVSTQLLEQSPQFLSIQEGENLTVYCNSSSVFE
SSLQWYRQEPGEGPVLLVTVVTGGEVKKLKRLTFQFGDARKDSSL
HITAAQPGDTGLYLCAGDESISYGKLTFGQGTILTVHPNignpdpavyqlr
dskssdksvclftdfdsqtnvsgskdsdvyitdktvidmrsmdfksnsavawsnksdfacanaf

nnsiipedtffpssdvpcdvklveksfetdtninfgnllvivirilllkvagfnlimtirflws  (SEQ 1D
NO: 12)

Secuencia de ADN de cadena beta
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de TCR
32-41
conocido
como clon “TSC-204-
C07”, “TSC-204-C7”, y
“TSC-204-C0702”)

MGTM con codones

Secuencia
anti-MAGEA1

(también

optimizados

Nota: este clon se uso
en la Figura 3 como TCR
anti-MAGEA1
multiplex con el TCR
anti-VPH vy
Figuras 6 y 7-9 en

en
las

en

multiplex con otros TCR

Cadena beta:
TRBV12-4/TRBJ1-
4/MGTM TRBCA1
modificado

ATGGGCTCCTGGACCCTCTGCTGTGTGTCCCTTTGCATCCTGGT
TGCAAAGCACACAGATGCTGGAGTTATCCAGTCACCCCGGCACG
AGGTGACAGAGATGGGACAAGAAGTGACTCTGAGATGTAAACCA
ATTTCAGGACATGACTACCTTTTCTGGTACAGACAGACCATGATG
CGGGGACTGGAGTTGCTCATTTACTTCAACAACAACGTTCCTATT
GATGATTCAGGGATGCCCGAGGATCGCTTCTCAGCTAAGATGCC
TAATGCATCATTCTCCACTCTGAAGATCCAGCCCTCAGAACCCAG
GGACTCAGCTGTGTACTTCTGTGCCAGCAGTTTTCTCGGCTGGA
ATGAAAAACTGTTCTTTGGCAGTGGAACCCAGCTCTCTGTCTTGg
aagatctgaacaaggtgttccctccagaggtggecgtgttcgagcecttctaaggeccgagatege

ccacacacaaaaagccaccctcgtgtgcectggccaccggctttttccccgaccacgtggaactg
tcttggtgggtcaacggcaaagaggtgcactccggegtgtcaacggatccccagcectctgaaa

gaacagcctgccctgaacgacagccggtactgcctgagctccagactgagagtgtccgecac

cttctggcagaacccccggaaccacttcagatgccaggtgcagttttacggcctgagcgagaac
gacgagtggacccaggacagagccaagcccgtgacacaaatcgtgtctgccgaagectggg
gaagagccgattgcggcatcaccagcgcctcctatcaccagggegtgctgagcgecacaatc

ctgtacgaaatcctgctgggcaaggccaccctgtacgccgtgetggtgtctgetetggtgetgatg
gccatggtcaagcggaaggacttt (SEQ ID NO: 13)

Secuencia proteica de cadena beta
MGSWTLCCVSLCILVAKHTDAGVIQSPRHEVTEMGQEVTLRCKPIS
GHDYLFWYRQTMMRGLELLIYENNNVPIDDSGMPEDRFSAKMPNA
SFSTLKIQPSEPRDSAVYFCASSFLGWNEKLFFGSGTQLSVLEdInkv
fppevavfepskaeiahtgkatlvclatgffpdhvelswwvngkevhsgvstdpqplkegpaln
dsryclssrirvsatfwgnprnhfrcqvgfyglsendewtqdrakpvtqivsaeawgradcgitsa

syhqgvlsatilyeillgkatlyavivsalvimamvkrkdf (SEQ ID NO: 14)

Secuencia completa de
ADN del ORF de las
cadenas beta y alfa

ATGGGCTCCTGGACCCTCTGCTGTGTGTCCCTTTGCATCCTGGT
TGCAAAGCACACAGATGCTGGAGTTATCCAGTCACCCCGGCACG
AGGTGACAGAGATGGGACAAGAAGTGACTCTGAGATGTAAACCA
ATTTCAGGACATGACTACCTTTTCTGGTACAGACAGACCATGATG
CGGGGACTGGAGTTGCTCATTTACTTCAACAACAACGTTCCTATT
GATGATTCAGGGATGCCCGAGGATCGCTTCTCAGCTAAGATGCC
TAATGCATCATTCTCCACTCTGAAGATCCAGCCCTCAGAACCCAG
GGACTCAGCTGTGTACTTCTGTGCCAGCAGTTTTCTCGGCTGGA
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ATGAAAAACTGTTCTTTGGCAGTGGAACCCAGCTCTCTGTCTTGg
aagatctgaacaaggtgttccctccagaggtggcecgtgtticgagcecttctaaggeccgagatcge

ccacacacaaaaagccaccctcgtgtgcectggccaccggctttttccccgaccacgtggaactg
tcttggtgggtcaacggcaaagaggtgcactccggegtgtcaacggatccccagcectctgaaa
gaacagcctgccctgaacgacagccggtactgcctgagctccagactgagagtgtccgecac
cttctggcagaacccccggaaccacttcagatgccaggtgcagttttacggectgagcgagaac
gacgagtggacccaggacagagccaagcccgtgacacaaatcgtgtctgccgaagcectggg
gaagagccgattgcggcatcaccagcgcctcctatcaccagggegtgctgagcgecacaatc
ctgtacgaaatcctgctgggcaaggccaccctgtacgccgtgetggtgtctgcetetggtgetgatg
gccatggtcaagcggaaggactttGGCAGCGGCAGAGCCAAAAGGTCCGG
GAGCGGTGCGACAAACTTTAGCCTGTTGAAACAAGCCGGCGACG
TTGAAGAGAACCCCGGACCTATGGTCCTGAAATTCTCCGTGTCC
ATTCTTTGGATTCAGTTGGCATGGGTGAGCACCCAGCTGCTGGA
GCAGAGCCCTCAGTTTCTTAGCATCCAAGAGGGAGAAAATCTCA
CTGTGTACTGCAACTCCTCAAGTGTTTTCTCCAGCCTTCAATGGT
ACAGACAGGAGCCTGGGGAAGGTCCTGTCCTCCTGGTGACAGTT
GTTACTGGTGGAGAAGTGAAGAAGCTGAAGAGACTTACCTTTCA
GTTTGGTGATGCAAGAAAGGACAGTTCTCTCCACATCACTGCAG
CCCAGCCTGGTGATACAGGCCTCTACCTCTGTGCAGGAGATGAA
AGTATTAGCTATGGAAAGCTGACATTTGGACAAGGGACCATCTT
GACTGTCCATCCAaacatccagaaccccgacccecgcecgtgtaccagctgagggactc

caagtccagcgacaagagcgtgtgtctgtttacggacttcgacagccagaccaacgtgagtca
aagcaaggacagcgacgtctacataacggataagaccgtgctggacatgcggagcatggact
tcaagagcaacagcgccgtggcctggtccaacaagagcgacttcgectgecgecaacgccttc
aacaacagcatcatccccgaggacaccttcttccccagcagegacgtgecctgcgacgtgaaa
ctggtggagaagtccttcgagacagacaccaatctgaactttcagaacctgctggtgatcgtgct
gcggattctgetgetgaaagtggecggcttcaatctgctgatgaccctgeggetgtggage
(SEQ ID NO: 15)

Secuencia proteica
completa del ORF de las
cadenas beta y alfa

MGSWTLCCVSLCILVAKHTDAGVIQSPRHEVTEMGQEVTLRCKPIS
GHDYLFWYRQTMMRGLELLIYENNNVPIDDSGMPEDRFSAKMPNA
SFSTLKIQPSEPRDSAVYFCASSFLGWNEKLFFGSGTQLSVLEdInkv
fppevavfepskaeiahtgkatlvclatgffpdhvelswwvngkevhsgvstdpgplkegpaln

dsryclssrirvsatfwgnprnhfrcqvgfyglsendewtqdrakpvtgivsaeawgradcgitsa
syhqgvlsatilyeillgkatlyavivsalvimamvkrkdf GSGRAKRSGSGATNFSLLK
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QAGDVEENPGPMVLKFSVSILWIQLAWVSTQLLEQSPQFLSIQEGE

NLTVYCNSSSVFSSLQWYRQEPGEGPVLLVTVVTGGEVKKLKRLTF
QFGDARKDSSLHITAAQPGDTGLYLCAGDESISYGKLTFGQGTILTV
HPNignpdpavyqlrdskssdksvclftdfdsqtnvsgskdsdvyitdktvidmrsmdfksnsa

vawsnksdfacanafnnsiipedtffpssdvpcdvkiveksfetdtninfgnllvivirilllkvagfnll
mtlriws (SEQ ID NO: 16)

Secuencia de TCR
anti-MAGEC2 8-3 de

tipo salvaje

Cadena alfa:
TRAV24*01
F/ITRAJ32*02/TRAC

Secuencia de ADN de cadena alfa
ATGGAGAAGAATCCTTTGGCAGCCCCACTTCTTATCCTCTGGTTT
CATCTTGACTGCGTGAGCAGCATTCTGAACGTGGAACAAAGTCC
TCAGTCACTGCATGTTCAGGAGGGAGACAGCACCAATTTCACCT
GCAGCTTCCCTICCAGCAATTTTTATGCCCTTCACTGGTACAGAT
GGGAAACTGCAAAAAGCCCCGAGGCCTTGTTTGTTATGACTCTT
AATGGGGATGAAAAGAAGAAAGGACGCATTAGTGCCACTCTTAA
TACCAAGGAGGGTTACAGCTATTTGTATATCAAAGGATCCCAGCC
TGAGGACTCAGCCACATACCTCTGTGCCTCCGGAAGTGGTGGTG
CTACAAACAAGCTCATCTTTGGAACTGGCACTCTGCTTGCTGTC
CAGCCAAatatccagaaccctgaccctgccgtgtaccagctgagagactctaaatccagtg

acaagtctgtctgcctattcaccgattttgattictcaaacaaatgtgtcacaaagtaaggattctgat
gtgtatatcacagacaaaactgtgctagacatgaggtctatggacticaagagcaacagtgctgt
ggcctggagcaacaaatctgactttgcatgtgcaaacgccttcaacaacagcattattccagaa

gacaccttcttccccagcccagaaagttcctgtgatgtcaagcetggtcgagaaaagctttgaaac
agatacgaacctaaactttcaaaacctgtcagtgattgggttccgaatcctcctcctgaaagtgge

cgggtttaatctgctcatgacgcetgeggcetgtggtccage (SEQ ID NO: 17)

Secuencia proteica de cadena alfa
MEKNPLAAPLLILWFHLDCVSSILNVEQSPQSLHVQEGDSTNFTCSF
PSSNFYALHWYRWETAKSPEALFVMTLNGDEKKKGRISATLNTKEG
YSYLYIKGSQPEDSATYLCASGSGGATNKLIFGTGTLLAVQPnignpd
pavyqlrdskssdksvclftdfdsqtnvsqskdsdvyitdktvidmrsmdfksnsavawsnksd

facanafnnsiipedtffpspesscdvklveksfetdtninfgnisvigfrilllkvagfnlimtirlwss
(SEQ ID NO: 18)

Secuencia de ADN de cadena beta
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Secuencia de TCR
anti-MAGEC2 8-3 de

tipo salvaje

Cadena beta:
TRBV16*01/TRBJ1-
1*01/TRBCA1

ATGAGCCCAATTTTCACCTGCATCACAATCCTTTGTCTGCTGGCT
GCAGGTTCTCCTGGTGAAGAAGTCGCCCAGACTCCAAAACATCT
TGTCAGAGGGGAAGGACAGAAAGCAAAACTTTATTGTGCCCCAA
TTAAAGGACACAGTTATGTTTTCTGGTACCAACAGGTCCTGAAAA
ACGAGTTCAAGTTCTTGATTTCCITCCAGAATGAAAATGTCTTTG
ATGAAACAGGTATGCCCAAGGAAAGATTTTCAGCTAAGTGCCTCC
CAAATTCACCCTGTAGCCTTGAGATCCAGGCTACTAAGCTTGAGG
ATTCAGCAGTGTATTTTTGTGCCAGCAGCCAATCACGGAGCCTT
AGGGGCACTGAAGCTTTCTTTGGACAAGGCACCAGACTCACAGT
TGTTGaggacctgaacaaggtgticccacccgaggtcgcetgtgtitgagccatcagaagceag

agatctcccacacccaaaaggccacactggtgtgcctggccacaggcttcttccctgaccacgt
ggagctgagctggtgggtgaatgggaaggaggtgcacagtggggtcagcacggacccgcag
cccctcaaggagcagceccgcecctcaatgactccagatactgcctgagcagecgcectgagggte
tcggccaccttctggcagaacccccgcaaccacttccgctgtcaagtccagttctacgggcetcete

ggagaatgacgagtggacccaggatagggccaaacccgtcacccagatcgtcagcgecga

ggcctggggtagagcagactgtggctttacctcggtgtcctaccagcaaggggtectgtctgeca
ccatcctctatgagatcctgctagggaaggccacccetgtatgetgtgetggtcagegceccttgtgtt
gatggccatggtcaagagaaaggatitc (SEQ ID NO: 19)

Secuencia proteica de cadena beta

MSPIFTCITILCLLAAGSPGEEVAQTPKHLVRGEGQKAKLYCAPIKGH
SYVFWYQQVLKNEFKFLISEFQNENVFDETGMPKERFSAKCLPNSPC
SLEIQATKLEDSAVYFCASSQSRSLRGTEAFFGQGTRLTVVEdInkvfp
pevavfepseaeishtgkatlvclatgffpdhvelswwvngkevhsgvstdpgplkegpalnds

ryclssrirvsatfwgnprnhfrcqvqfyglsendewtqdrakpvtgivsaeawgradcgftsvsy

qqgvisatilyeillgkatlyavlvsalvimamvkrkdf (SEQ ID NO: 20)

Secuencia de TCR
anti-MAGEC2 8-3 HM
con codones

optimizados

Nota: este clon se usé
en la Figura4 como TCR

anti-MAGEC2 en

Secuencia de ADN de cadena alfa
ATGGAGAAGAATCCTTTGGCAGCCCCACTTCTTATCCTCTGGTTT
CATCTTGACTGCGTGAGCAGCATTCTGAACGTGGAACAAAGTCC
TCAGTCACTGCATGTTCAGGAGGGAGACAGCACCAATTTCACCT
GCAGCTTCCCTICCAGCAATTTTTATGCCCTTCACTGGTACAGAT
GGGAAACTGCAAAAAGCCCCGAGGCCTTGTTTGTTATGACTCTT
AATGGGGATGAAAAGAAGAAAGGACGCATTAGTGCCACTCTTAA
TACCAAGGAGGGTTACAGCTATTTGTATATCAAAGGATCCCAGCC
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multiplex con el TCR
anti-MAGEA1. Ademas,
también se usé un
vector con un solo TCR
para este experimento
de manera tal que no se
expreso ningun
elemento adicional (por
ejemplo, correceptor
CD@8alfa/beta, DN-

TGFBRII, y similares).

Cadena alfa:
TRAV24*01
F/ITRAJ32*02/TRAC de

TGAGGACTCAGCCACATACCTCTGTGCCTCCGGAAGTGGTGGTG
CTACAAACAAGCTCATCTTTGGAACTGGCACTCTGCTTGCTGTC

CAGCCAAacattcaaaacccagaacccgccgtctaccagctgaaagacccgaggtctca

agactctacgttgtgcttgttcaccgatttcgacagtcagataaatgtgcctaagaccatggagagt
ggcactttcatcactgacaaatgtgtgttggacatgaaggctatggacagcaagtcaaacggcg
cgattgcttggtccaaccaaacttctttcacgtgccaggacatcticaaggagacaaacgccacc
tatccatcctctgatgticcgtgcgatgcgactcttaccgagaaaagceticgagacggacatgaa

cttgaacttccaaaacctgcttgtgatggtactgcgaatacttcttcttaaggtggcgggcttcaattt

gctcatgacactcagactttggtctage (SEQ ID NO: 21)

Secuencia proteica de cadena alfa

MEKNPLAAPLLILWFHLDCVSSILNVEQSPQSLHVQEGDSTNFTCSF
PSSNFYALHWYRWETAKSPEALFVMTLNGDEKKKGRISATLNTKEG
YSYLYIKGSQPEDSATYLCASGSGGATNKLIFGTGTLLAVQPNignpe
pavyqlkdprsqdstlclftdfdsginvpktmesgtfitdkcvidmkamdsksngaiawsnqtsft

ratbon con  codones | cqdifketnatypssdvpcdatlteksfetdmninfgnlivmvlrilllkvagfnlimtiriwss
optimizados (SEQ ID NO: 22)
Secuencia de TCR | Secuencia de ADN de cadena beta

anti-MAGEC2 8-3 HM
con codones

optimizados

Nota: este clon se uso
en la Figura4 como TCR
anti-MAGEC2
multiplex con el TCR
anti-MAGEA1. Ademas,

también

en

se usé un
vector con un solo TCR
para este experimento
de manera tal que no se
expreso ningun
elemento adicional (por

ejemplo, correceptor

ATGAGCCCAATTTTCACCTGCATCACAATCCTTTGTCTGCTGGCT
GCAGGTTCTCCTGGTGAAGAAGTCGCCCAGACTCCAAAACATCT
TGTCAGAGGGGAAGGACAGAAAGCAAAACTTTATTGTGCCCCAA
TTAAAGGACACAGTTATGTTTTCTGGTACCAACAGGTCCTGAAAA
ACGAGTTCAAGTTCTTGATTTCCTITCCAGAATGAAAATGTCTTTG
ATGAAACAGGTATGCCCAAGGAAAGATTTTCAGCTAAGTGCCTCC
CAAATTCACCCTGTAGCCTTGAGATCCAGGCTACTAAGCTTGAGG
ATTCAGCAGTGTATTTTTGTGCCAGCAGCCAATCACGGAGCCTT
AGGGGCACTGAAGCTTTCTTTGGACAAGGCACCAGACTCACAGT
TGTTGaagatcttcgaaacgtaacccctccaaaagtgagtctctttgaaccgagtaaggctg

agatcgcgaacaaacaaaaggcgaccctcgtctgtcttgcgcgaggattttttcccgaccacgtg
gagttgtcttggtgggtaaacggtaaggaagtacacagcggtgttigcaccgaccctcaagccta
caaggaatctaactattcatactgcctttcatcccgacttagggtttctgctaccttttggcacaatcce
gaggaatcactttaggtgtcaagtacagttccacggattgtcagaggaggataaatggccggag
ggctccccgaagcecggttacgcagaacattagtgcggaagectggggacgagcagactgcg

gtatcacgtctgccagctatcagcaaggcgttctgtcagcgacaattctgtacgaaatacttttggg
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CD8alfa/beta, DN-
TGFBRII, y similares).

Cadena beta:
TRBV16*01/TRBJ1-
1*01/TRBC de ratén con

codones optimizados

taaggctacattgtatgcggtattggtgtctacgctggtagtcatggccatggtgaaacgaaaaaa
ctca (SEQ ID NO: 23)

Secuencia proteica de cadena beta

MSPIFTCITILCLLAAGSPGEEVAQTPKHLVRGEGQKAKLYCAPIKGH
SYVFWYQQVLKNEFKFLISFQNENVFDETGMPKERFSAKCLPNSPC
SLEIQATKLEDSAVYFCASSQSRSLRGTEAFFGQGTRLTVVEdIrnvtp
pkvslfepskaeiankgkatlvclargffpdhvelswwvngkevhsgvctdpgaykesnysycl

ssrirvsatfwhnprnhfrcqvgfhglseedkwpegspkpvtgnisaeawgradcgitsasyqq
gvlsatilyeillgkatlyavlvstivwvmamvkrkns (SEQ ID NO: 24)

Secuencia completa de
ADN del ORF de las
cadenas beta y alfa (la
region subrayada y con
italicas en el sitio
“Furina-P2A”

para una secuencia que

codifica

permite la expresion de
dos cadenas

polipeptidicas en un

mismo casete”)

ATGAGCCCAATTTTCACCTGCATCACAATCCTTTGTCTGCTGGCT
GCAGGTTCTCCTGGTGAAGAAGTCGCCCAGACTCCAAAACATCT
TGTCAGAGGGGAAGGACAGAAAGCAAAACTTTATTGTGCCCCAA
TTAAAGGACACAGTTATGTTTTCTGGTACCAACAGGTCCTGAAAA
ACGAGTTCAAGTTCTTGATTTCCTITCCAGAATGAAAATGTCTTTG
ATGAAACAGGTATGCCCAAGGAAAGATTTTCAGCTAAGTGCCTCC
CAAATTCACCCTGTAGCCTTGAGATCCAGGCTACTAAGCTTGAGG
ATTCAGCAGTGTATTTTTGTGCCAGCAGCCAATCACGGAGCCTT
AGGGGCACTGAAGCTTTCTTTGGACAAGGCACCAGACTCACAGT
TGTTGaagatcttcgaaacgtaacccctccaaaagtgagtctctttgaaccgagtaaggctg

agatcgcgaacaaacaaaaggcgaccctcgtctgtctigcgecgaggatttittcccgaccacgtg
gagttgtcttggtgggtaaacggtaaggaagtacacagcggtgttigcaccgaccctcaagccta
caaggaatctaactattcatactgcctttcatcccgacttagggtttctgctacctittggcacaatcce
gaggaatcactttaggtgtcaagtacagttccacggattgtcagaggaggataaatggccggag
ggctccccgaagcecggttacgcagaacattagtgcggaagectggggacgagcagactgcg
gtatcacgtctgccagctatcagcaaggcgttctgtcagcgacaattctgtacgaaatacttttggg
taaggctacattgtatgcggtattggtgtctacgctggtagtcatggccatggtgaaacgaaaaaa
ctcaagagccaaaagaagcgggagceqgtgcgacaaactttagectgttgaaacaagecggce
gacgttgaagagaaccccqggacctATGGAGAAGAATCCTTTGGCAGCCCCA
CTTCTTATCCTCTGGTTTCATCTTGACTGCGTGAGCAGCATTCTG
AACGTGGAACAAAGTCCTCAGTCACTGCATGTTCAGGAGGGAGA
CAGCACCAATTTCACCTGCAGCTTCCCTICCAGCAATTTTTATGC
CCTTCACTGGTACAGATGGGAAACTGCAAAAAGCCCCGAGGCCT
TGTTTGTTATGACTCTTAATGGGGATGAAAAGAAGAAAGGACGC
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ATTAGTGCCACTCTTAATACCAAGGAGGGTTACAGCTATTTGTAT
ATCAAAGGATCCCAGCCTGAGGACTCAGCCACATACCTCTGTGC
CTCCGGAAGTGGTGGTGCTACAAACAAGCTCATCTTTGGAACTG
GCACTCTGCTTGCTGTCCAGCCAAacattcaaaacccagaacccgccgtctac

cagctgaaagacccgaggtctcaagactctacgttgtgctigticaccgatttcgacagtcagata

aatgtgcctaagaccatggagagtggcactttcatcactgacaaatgtgtgttggacatgaaggc
tatggacagcaagtcaaacggcgcgattgctiggtccaaccaaacttctitcacgtgccaggac
atcttcaaggagacaaacgccacctatccatcctctgatgttccgtgcgatgcgactcttaccgag
aaaagcttcgagacggacatgaacttgaacttccaaaacctgcttgtgatggtactgcgaatacit
cttcttaaggtggcgggcttcaattigctcatgacactcagactttggtctage (SEQ ID NO:
25)

Secuencia proteica
completa del ORF de las
cadenas beta y alfa (la
region subrayada y con
italicas en el sitio
“Furina-P2A” permite la
de

cadenas polipeptidicas

expresion dos

en un mismo casete”)

MSPIFTCITILCLLAAGSPGEEVAQTPKHLVRGEGQKAKLYCAPIKGH
SYVFWYQQVLKNEFKFLISFQNENVFDETGMPKERFSAKCLPNSPC
SLEIQATKLEDSAVYFCASSQSRSLRGTEAFFGQGTRLTVVEdIrnvtp
pkvslfepskaeiankgkatlvclargffpdhvelswwvngkevhsgvctdpgaykesnysycl

ssrirvsatfwhnprnhfrcqvgfhglseedkwpegspkpvtgnisaeawgradcgitsasyqq
gvlsatilyeillgkatlyavlvstivwvmamvkrknsrakrsgsqatnfsilkgagdveenpgpME
KNPLAAPLLILWFHLDCVSSILNVEQSPQSLHVQEGDSTNFTCSFPS
SNFYALHWYRWETAKSPEALFVMTLNGDEKKKGRISATLNTKEGYS
YLYIKGSQPEDSATYLCASGSGGATNKLIFGTGTLLAVQPNignpepav
yqlkdprsqdsticlftdfdsqinvpktmesgtfitdkcvidmkamdsksngaiawsnqgtsftcqd

ifketnatypssdvpcdatlteksfetdmninfgnllivmvlrilllkvagfnlimtirlwss (SEQ 1D
NO: 26)

TCR
8-3

conocido

Secuencia de
anti-MAGEC2
(también

como clon “TCR LD8-
3”) MGTM
codones optimizados

con

Cadena alfa:

Secuencia de ADN de cadena alfa
ATGGAGAAGAATCCTTTGGCAGCCCCACTTCTTATCCTCTGGTTT
CATCTTGACTGCGTGAGCAGCATTCTGAACGTGGAACAAAGTCC
TCAGTCACTGCATGTTCAGGAGGGAGACAGCACCAATTTCACCT
GCAGCTTCCCTICCAGCAATTTTTATGCCCTTCACTGGTACAGAT
GGGAAACTGCAAAAAGCCCCGAGGCCTTGTTTGTTATGACTCTT
AATGGGGATGAAAAGAAGAAAGGACGCATTAGTGCCACTCTTAA
TACCAAGGAGGGTTACAGCTATTTGTATATCAAAGGATCCCAGCC
TGAGGACTCAGCCACATACCTCTGTGCCTCCGGAAGTGGTGGTG
CTACAAACAAGCTCATCTTTGGAACTGGCACTCTGCTTGCTGTC
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TRAV24*01
F/ITRAJ32*02/MGTM
TRAC modificado

CAGCCAAacatccagaaccccgaccccgcecgtgtaccagctgagggactccaagtccag
cgacaagagcgtgtgtctgtttacggacttcgacagccagaccaacgtgagtcaaagcaagga
cagcgacgtctacataacggataagaccgtgctggacatgcggagcatggacttcaagagca
acagcgccgtggcectggtccaacaagagcgacttcgcctgcgeccaacgcectticaacaacagce
atcatccccgaggacaccttcticcccagcagcgacgtgcecctgecgacgtgaaactggtggag
aagtccttcgagacagacaccaatctgaactttcagaacctgctggtgatcgtgctgecggattctg
ctgctgaaagtggcecggcttcaatctgctgatgaccctgeggetgtggagcage (SEQ 1D
NO: 27)

Secuencia proteica de cadena alfa

MEKNPLAAPLLILWFHLDCVSSILNVEQSPQSLHVQEGDSTNFTCSF
PSSNFYALHWYRWETAKSPEALFVMTLNGDEKKKGRISATLNTKEG
YSYLYIKGSQPEDSATYLCASGSGGATNKLIFGTGTLLAVQPNignpd
pavyqlrdskssdksvclftdfdsqtnvsqskdsdvyitdktvidmrsmdfksnsavawsnksd

facanafnnsiipedtffpssdvpcdvklveksfetdtninfgnllvivirilllkvagfnlimtiriwss
(SEQ ID NO: 28)

TCR
8-3
conocido

Secuencia de
anti-MAGEC2
(también

como clon “TCR LD8-
3”) MGTM

codones optimizados

con

Cadena beta:
TRBV16*01/TRBJ1-
101/ MGTM TRBC

modificado

Secuencia de ADN de cadena beta
ATGAGCCCAATTTTCACCTGCATCACAATCCTTTGTCTGCTGGCT
GCAGGTTCTCCTGGTGAAGAAGTCGCCCAGACTCCAAAACATCT
TGTCAGAGGGGAAGGACAGAAAGCAAAACTTTATTGTGCCCCAA
TTAAAGGACACAGTTATGTTTTCTGGTACCAACAGGTCCTGAAAA
ACGAGTTCAAGTTCTTGATTTCCITCCAGAATGAAAATGTCTTTG
ATGAAACAGGTATGCCCAAGGAAAGATTTTCAGCTAAGTGCCTCC
CAAATTCACCCTGTAGCCTTGAGATCCAGGCTACTAAGCTTGAGG
ATTCAGCAGTGTATTTTTGTGCCAGCAGCCAATCACGGAGCCTT
AGGGGCACTGAAGCTTTCTTTGGACAAGGCACCAGACTCACAGT
TGTTGaagatctgaacaaggtgttccctccagaggtggecgtgticgagecttctaaggecga

gatcgcccacacacaaaaagccaccctegtgtgectggecaccggctttttccccgaccacgtg
gaactgtcttggtgggtcaacggcaaagaggtgcactccggcegtgtcaacggatccccagectc
tgaaagaacagcctgccctgaacgacagccggtactgcctgagctccagactgagagtgtecg
ccaccttctggcagaacccccggaaccacttcagatgccaggtgcagttttacggectgagega
gaacgacgagtggacccaggacagagccaagcccgtgacacaaatcgtgtctgccgaagcec
tggggaagagccgattgcggcatcaccagcgcctcctatcaccagggegtgctgagcgcecac
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aatcctgtacgaaatcctgctgggcaaggccaccctgtacgecgtgetggtgtetgetetggtgct
gatggccatggtcaagcggaaggacttt (SEQ ID NO: 29)

Secuencia proteica de cadena beta

MSPIFTCITILCLLAAGSPGEEVAQTPKHLVRGEGQKAKLYCAPIKGH
SYVFWYQQVLKNEFKFLISFQNENVFDETGMPKERFSAKCLPNSPC
SLEIQATKLEDSAVYFCASSQSRSLRGTEAFFGQGTRLTVVEdInkvfp
pevavfepskaeiahtgkatlvclatgffpdhvelswwvngkevhsgvstdpqgplkegpalnds

ryclssrirvsatfwgnprnhfrcqvgfyglsendewtqdrakpvtqivsaeawgradcgitsasy
hqguvlsatilyeillgkatlyavivsalvimamvkrkdf (SEQ ID NO: 30)

Secuencia completa de
ADN del ORF de las
cadenas beta y alfa

ATGAGCCCAATTTTCACCTGCATCACAATCCTTTGTCTGCTGGCT
GCAGGTTCTCCTGGTGAAGAAGTCGCCCAGACTCCAAAACATCT
TGTCAGAGGGGAAGGACAGAAAGCAAAACTTTATTGTGCCCCAA
TTAAAGGACACAGTTATGTTTTCTGGTACCAACAGGTCCTGAAAA
ACGAGTTCAAGTTCTTGATTTCCTITCCAGAATGAAAATGTCTTTG
ATGAAACAGGTATGCCCAAGGAAAGATTTTCAGCTAAGTGCCTCC
CAAATTCACCCTGTAGCCTTGAGATCCAGGCTACTAAGCTTGAGG
ATTCAGCAGTGTATTTTTGTGCCAGCAGCCAATCACGGAGCCTT
AGGGGCACTGAAGCTTTCTTTGGACAAGGCACCAGACTCACAGT
TGTTGaagatctgaacaaggtgttccctccagaggtggecgtgticgagecttctaaggecga

gatcgcccacacacaaaaagccaccctegtgtgectggecaccggctttttccccgaccacgtg
gaactgtcttggtgggtcaacggcaaagaggtgcactccggcegtgtcaacggatccccagectc
tgaaagaacagcctgccctgaacgacagccggtactgcctgagctccagactgagagtgtceg
ccaccttctggcagaacccccggaaccacttcagatgccaggtgcagttttacggectgagecga
gaacgacgagtggacccaggacagagccaagcccgtgacacaaatcgtgtctgccgaagcec
tggggaagagccgattgcggcatcaccagcegcectcctatcaccagggcegtgctgagegcecac

aatcctgtacgaaatcctgctgggcaaggccaccctgtacgecgtgetggtgtetgetetggtgct

gatggccatggtcaagcggaaggactttggcagcggcagagccaaaagaagecgggageqq

tgcqacaaactttagcectgttgaaacaagccqgcegacgttgaagagaaccccggacctATG
GAGAAGAATCCTTTGGCAGCCCCACTTCTTATCCTCTGGTTTCAT
CTTGACTGCGTGAGCAGCATTCTGAACGTGGAACAAAGTCCTCA
GTCACTGCATGTTCAGGAGGGAGACAGCACCAATTTCACCTGCA
GCTTCCCTICCAGCAATTTTTATGCCCTTCACTGGTACAGATGGG
AAACTGCAAAAAGCCCCGAGGCCTTGTTTGTTATGACTCTTAATG
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GGGATGAAAAGAAGAAAGGACGCATTAGTGCCACTCTTAATACC
AAGGAGGGTTACAGCTATTTGTATATCAAAGGATCCCAGCCTGAG
GACTCAGCCACATACCTCTGTGCCTCCGGAAGTGGTGGTGCTAC
AAACAAGCTCATCTTTGGAACTGGCACTCTGCTTGCTGTCCAGC

CAAacatccagaaccccgaccccgccgtgtaccagetgagggactccaagtccagegaca

agagcgtgtgtctgtttacggacttcgacagccagaccaacgtgagtcaaagcaaggacagcg
acgtctacataacggataagaccgtgctggacatgcggagcatggacttcaagagcaacagc
gccgtggcectggtccaacaagagcegacttcgectgecgeccaacgcecttcaacaacagceatcate
cccgaggacaccttcttccccagcagecgacgtgecctgecgacgtgaaactggtggagaagtcce
ttcgagacagacaccaatctgaactttcagaacctgctggtgatcgtgctgcggattctgetgcetg
aaagtggccggcttcaatctgctgatgaccctgeggcetgtggageage (SEQ ID NO: 31)

Secuencia proteica
completa del ORF de las

cadenas beta y alfa

MSPIFTCITILCLLAAGSPGEEVAQTPKHLVRGEGQKAKLYCAPIKGH
SYVFWYQQVLKNEFKFLISEFQNENVFDETGMPKERFSAKCLPNSPC
SLEIQATKLEDSAVYFCASSQSRSLRGTEAFFGQGTRLTVVEdInkvfp
pevavfepskaeiahtgkatlvclatgffpdhvelswwvngkevhsgvstdpqplkegpalnds

ryclssrirvsatfwgnprnhfrcqvqfyglsendewtqdrakpvtgivsaeawgradcgitsasy
hqgvlsatilyeillgkatlyavivsalvimamvkrkdfgsgrakrsgsgatnfsilkgagdveenp
gpPMEKNPLAAPLLILWFHLDCVSSILNVEQSPQSLHVQEGDSTNFTC
SFPSSNFYALHWYRWETAKSPEALFVMTLNGDEKKKGRISATLNTK
EGYSYLYIKGSQPEDSATYLCASGSGGATNKLIFGTGTLLAVQPNIgn
pdpavyqlrdskssdksvclftdfdsqtnvsqskdsdvyitdktvidmrsmdfksnsavawsnk

sdfacanafnnsiipedtffpssdvpcdvklveksfetdtninfgnlivivirilllkvagfnlimtiriwss
(SEQ ID NO: 32)

Secuencia de E7-11-28
MGTM con codones
optimizados (también
conocido como “TCR28”

0 “28”)

Cadena alfa:
TRAV25/TRAJ37/MGT
M TRAC modificado

Secuencia de ADN de cadena alfa
ATGCTGCTGATCACCTCCATGCTGGTGCTGTGGATGCAGCTGAG
CCAAGTGAACGGCCAGCAAGTGATGCAGATCCCTCAGTACCAGC
ACGTGCAAGAAGGCGAGGACTTCACCACCTACTGCAACAGCAGC
ACCACACTGAGCAACATCCAGTGGTACAAGCAGCGGCCTGGCG
GACACCCTGTGTTTCTGATCCAGCTGGTCAAGTCCGGCGAAGTG
AAGAAGCAGAAGCGGCTGACCTTCCAGTTCGGCGAGGCCAAGA
AGAACAGCAGCCTGCACATCACCGCCACACAGACCACAGATGTG
GGCACCTACTTCTIGCGCTGGCATCGGTAGCAGCAACACCGGTA
AGCTCATCTTTGGGCAAGGGACAACTTTACAAGTAAAACCAGacat
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ccagaaccccgaccccgcecgtgtaccagctgagggactccaagtccagcgacaagagegtg
tgtctgtttacggactticgacagccagaccaacgtgagtcaaagcaaggacagcgacgtctac
ataacggataagaccgtgctggacatgcggagcatggacttcaagagcaacagcgecgtgge
ctggtccaacaagagcgacttcgcctgcgccaacgcecticaacaacagcatcatccccgagga
caccttcttccccagcagcegacgtgccctgcgacgtgaaactggtggagaagtccticgagaca
gacaccaatctgaactttcagaacctgctggtgatcgtgctgcggattctgctgctgaaagtggec
ggcttcaatctgctgatgaccctgeggetgtggage (SEQ ID NO: 33)

Secuencia proteica de cadena alfa

MLLITSMLVLWMQLSQVNGQQVMQIPQYQHVQEGEDFTTYCNSST
TLSNIQWYKQRPGGHPVFLIQLVKSGEVKKQKRLTFQFGEAKKNSS
LHITATQTTDVGTYFCAGIGSSNTGKLIFGQGTTLQVKPDignpdpavyq
Irdskssdksvclftdfdsqtnvsqskdsdvyitdktvidmrsmdfksnsavawsnksdfacan

afnnsiipedtffpssdvpcdvklveksfetdtninfgnllvivirilllkvagfnlimtiriws (SEQ ID
NO: 34)

Secuencia de E7-11-28
MGTM con codones
optimizados

Cadena beta:
TRBV2/TRBJ2-7/MGTM
TRBC modificado

Secuencia de ADN de cadena beta
ATGGATACCTGGCTCGTGTGTTGGGCCATCTTTAGCCTGCTGAA
GGCCGGACTGACCGAGCCTGAAGTGACCCAGACTCCAAGCCAT
CAAGTGACTCAGATGGGGCAAGAAGTCATTCTGCGTTGCGTGCC
CATCAGCAACCACCTGTACTTTTATTGGTATCGCCAGATCCTGG
GCCAGAAAGTGGAATTCCTGGTGTCCITCTACAACAATGAGATC
TCCGAGAAGTCCGAGATCTTCGACGACCAGTTCTCCGTGGAAAG
ACCCGACGGCAGCAACTTCACACTGAAGATCCGGTCTACCAAAC
TTGAGGACTCCGCTATGTATTTTIGTGCAATCACAGGTCGCGTTT
CATATGAGCAATATTTCGGGCCGGGCACCAGGCTCACGGTCAC
Agaagatctgaacaaggtgttccctccagaggtggecgtgtticgagecttctaaggccgagatce

gcccacacacaaaaagccaccctegtgtgectggecaccggctttttccccgaccacgtggaa
ctgtcttggtgggtcaacggcaaagaggtgcactccggcegtgtcaacggatccccagectctga
aagaacagcctgccctgaacgacagcecggtactgectgagctccagactgagagtgtcecgec
accttctggcagaacccccggaaccacttcagatgccaggtgcagttttacggcctgagcgaga
acgacgagtggacccaggacagagccaagcccgtgacacaaatcgtgtctgccgaagectg
gggaagagccgattgcggcatcaccagcegcectcctatcaccagggcegtgctgagecgccacaa
tcctgtacgaaatcctgctgggcaaggecaccctgtacgccegtgetggtgtetgetetggtgetgat
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ggccatggtcaagcggaaggactttggcagcggcagagccaaaaggtccgggageggt
(SEQ ID NO: 35)

Secuencia proteica de cadena beta
MDTWLVCWAIFSLLKAGLTEPEVTQTPSHQVTQMGQEVILRCVPISN
HLYFYWYRQILGQKVEFLVSFYNNEISEKSEIFDDQFSVERPDGSNF
TLKIRSTKLEDSAMYFCAITGRVSYEQYFGPGTRLTVTEdInkvfppeva
vfepskaeiahtgkatlvclatgffpdhvelswwvngkevhsgvstdpgplkegpalndsrycls
srirvsatfwgnprnhfrcqvgfyglsendewtqdrakpvtgivsaeawgradcgitsasyhqgv

Isatilyeillgkatlyavlvsalvimamvkrkdfgsgrakrsgsg (SEQ ID NO: 36)

Secuencia completa de
ADN del ORF de las
cadenas beta y alfa (la
region subrayada y con
italicas en el sitio
“Furina-P2A”

para una secuencia que

codifica

permite la expresion de
dos cadenas

polipeptidicas en un

mismo casete”)

ATACCTGGCTCGTGTGTTGGGCCATCTTTAGCCTGCTGAAGGCC
GGACTGACCGAGCCTGAAGTGACCCAGACTCCAAGCCATCAAGT
GACTCAGATGGGGCAAGAAGTCATTCTGCGTTGCGTGCCCATCA
GCAACCACCTGTACTTTTATTGGTATCGCCAGATCCTGGGCCAG
AAAGTGGAATTCCTGGTGTCCITCTACAACAATGAGATCTCCGA
GAAGTCCGAGATCTTCGACGACCAGTTCTCCGTGGAAAGACCCG
ACGGCAGCAACTTCACACTGAAGATCCGGTCTACCAAACTTGAG
GACTCCGCTATGTATTTTTIGTGCAATCACAGGTCGCGTTTCATAT
GAGCAATATTTCGGGCCGGGCACCAGGCTCACGGTCACAgaagat
ctgaacaaggtgttccctccagaggtggecgtgttcgagcecttctaaggccgagatcgeccaca

cacaaaaagccaccctcgtgtgcctggcecaccggctttttccccgaccacgtggaactgtcttggt
gggtcaacggcaaagaggtgcactccggcegtgtcaacggatccccagectctgaaagaaca
gcctgccctgaacgacagcecggtactgectgagctccagactgagagtgtccgecaccttetgg
cagaacccccggaaccacttcagatgccaggtgcagttttacggcctgagcgagaacgacga
gtggacccaggacagagccaagcccgtgacacaaatcgtgtctgccgaagectggggaaga
gccgattgcggcatcaccagcegcectcctatcaccagggegtgctgagecgecacaatcectgtacg
aaatcctgctgggcaaggccaccctgtacgcecgtgetggtgtetgetetggtgetgatggecatgg
tcaagcggaaggactttggcagcggcagagccaaaaggtccgggagcggt GCGACAAA
CTTTAGCCTGTTGAAACAAGCCGGCGACGTTGAAGAGAACCCCG
GACCTATGCTGCTGATCACCTCCATGCTGGTGCTGTGGATGCAG
CTGAGCCAAGTGAACGGCCAGCAAGTGATGCAGATCCCTCAGTA
CCAGCACGTGCAAGAAGGCGAGGACTTCACCACCTACTGCAACA
GCAGCACCACACTGAGCAACATCCAGTGGTACAAGCAGCGGCC
TGGCGGACACCCTGTGTTTCTGATCCAGCTGGTCAAGTCCGGCG
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AAGTGAAGAAGCAGAAGCGGCTGACCTTCCAGTTCGGCGAGGC
CAAGAAGAACAGCAGCCTGCACATCACCGCCACACAGACCACAG
ATGTGGGCACCTACTTCTGCGCTGGCATCGGTAGCAGCAACAC
CGGTAAGCTCATCTTTGGGCAAGGGACAACTTTACAAGTAAAAC

CAGacatccagaaccccgaccccgecgtgtaccagetgagggactccaagtccagegaca

agagcgtgtgtctgtttacggacttcgacagccagaccaacgtgagtcaaagcaaggacagcg
acgtctacataacggataagaccgtgctggacatgcggagcatggacttcaagagcaacagc
gccgtggcctggtccaacaagagcegacttcgectgecgeccaacgcecttcaacaacagceatcate
cccgaggacaccttcttccccagcagecgacgtgecctgecgacgtgaaactggtggagaagtcce
ttcgagacagacaccaatctgaactttcagaacctgctggtgatcgtgctgcggattctgetgcetg
aaagtggccggcttcaatctgctgatgaccctgeggcetgtggage (SEQ ID NO: 37)

Secuencia proteica
completa del ORF de las
cadenas beta y alfa (la
region subrayada y con
italicas en el sitio
“Furina-P2A” permite la
de

cadenas polipeptidicas

expresion dos

en un mismo casete”)

MDTWLVCWAIFSLLKAGLTEPEVTQTPSHQVTQMGQEVILRCVPISN
HLYFYWYRQILGQKVEFLVSFYNNEISEKSEIFDDQFSVERPDGSNF
TLKIRSTKLEDSAMYFCAITGRVSYEQYFGPGTRLTVTEdInkvfppeva

vfepskaeiahtgkatlvclatgffpdhvelswwvngkevhsgvstdpgplkeqpalndsrycls

srirvsatfwgnprnhfrcqvgfyglsendewtqdrakpvtgivsaeawgradcgitsasyhqgv
IsatilyeillgkatlyavivsalvimamvkrkdfgsgrakrsgsgATNFSLLKQAGDVEEN
PGPMLLITSMLVLWMQLSQVNGQQVMQIPQYQHVQEGEDFTTYCN
SSTTLSNIQWYKQRPGGHPVFLIQLVKSGEVKKQKRLTFQFGEAKK
NSSLHITATQTTDVGTYFCAGIGSSNTGKLIFGQGTTLQVKPDignpdp
avyqlrdskssdksvclftdfdsgtnvsqskdsdvyitdktvidmrsmdfksnsavawsnksdf

acanafnnsiipedtffpssdvpcdvkiveksfetdtninfgnllvivirilllkvagfnlimtiriws
(SEQ ID NO: 38)

* En la Tabla 1 se proveen, en parte, secuencias de TCR representativos agrupadas de acuerdo con

la presentacion en el serotipo de MHC y subagrupadas de acuerdo con diferentes péptidos

presentados por el serotipo de MHC y unidos por los TCR subagrupados. Los TCR individuales,

tales como aquellos ejemplificados de manera representativa en las tablas, se describen y

reivindican, asi como también los géneros de las proteinas de unién que se unen a una secuencia

del epitope peptidico descrita en la presente sola o en formando complejo con un MHC, tales como

aquellas agrupadas en las tablas que se proveen en la presente. Ademas, se proveen los genes
TRAV, TRAJ y TRAC de cada cadena alfa del TCR descrita en la presente, y los genes TRBV, TRBJ

y TRBC de cada cadena beta del TCR descrita en la presente. Las secuencias de cada TCR descrito

en la presente se proveen como pares de cadenas alfa y beta cognadas para cada TCR indicado.

34




Las secuencias de los TCR descritas en la presente estan indicadas. Las secuencias del dominio
variable estan con mayuscula inicial. Las secuencias del dominio constante estan en minusculas.
Las secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3 estan indicadas usando texto en negrita y subrayado. Las
CDR1, CDR2 y CDR3 se muestran en orden estandar de aparicion de izquierda (extremo N terminal)
a derecha (extremo C terminal). Los genes TRAV, TRAJ y TRAC de cada cadena alfa del TCR
descrita en la presente, y los genes TRBV, TRBJ y TRBC de cada cadena beta del TCR descrita en
la presente, estan indicados de acuerdo con la nomenclatura IMGT bien conocida que se describe
en la presente. De igual manera, las CDR1 y CDR2 de TRAV y TRBV son bien conocidas en el arte
ya que se basan en las secuencias de TRAV y TRBV bien conocidas y descritas (por ejemplo, como
se describen en las bases de datos como IMGT disponible en imt.org e IEDB disponible en iedb.org).

Tabla 2
Secuencia de | Atgtctcttgagcagaggagtctgcactgcaagcctgaggaagceccttgaggecccaacaagaggcecct
ADNc de | gggcctggtgtgtgtgcaggcetgccacctectectectetectetggtectgggeaccectggaggaggtgec
MAGEA1 de | cactgctgggtcaacagatcctccccagagtcctcagggagcectccgcectttcccactaccatcaacttca
humano ctcgacagaggcaacccagtgagggttccagcagccgtgaagaggaggggccaagcacctcttgtatc

representativa ctggagtccttgttccgagcagtaatcactaagaaggtggctgatttggttggttttctgctcctcaaatatcga
gccagggagccagtcacaaaggcagaaatgctggagagtgtcatcaaaaattacaagcactgttttcct

gagatcttcggcaaagcctctgagtccttgcagcetggtcetttggcattgacgtgaaggaagcagaccccac
cggccactcctatgtccttgtcacctgectaggtctctectatgatggectgetgggtgataatcagatcatge
ccaagacaggcttcctgataattgtcctggtcatgatigcaatggagggcggccatgctcctgaggagga

aatctgggaggagctgagtgtgatggaggtgtatgatgggagggagcacagtgcctatggggagcecca
ggaagctgctcacccaagatttggtgcaggaaaagtacctggagtaccggcaggtgccggacagtgat

cccgceacgctatgagttcetgtggggtccaagggccctecgetgaaaccagctatgtgaaagtcecttgagta
tgtgatcaaggtcagtgcaaqgagttcgctttticttcccatccctgcgtgaagcagcttigagagagga

ggaagagggagtctga (SEQ ID NO: 39)

Secuencia  de | MSLEQRSLHCKPEEALEAQQEALGLVCVQAATSSSSPLVLGTLEEVPTAG

proteina STDPPQSPQGASAFPTTINFTRQRQPSEGSSSREEEGPSTSCILESLFRAVI
MAGEA1 de | TKKVADLVGFLLLKYRAREPVTKAEMLESVIKNYKHCFPEIFGKASESLQLV
humano FGIDVKEADPTGHSYVLVTCLGLSYDGLLGDNQIMPKTGFLIIVLVMIAMEG

representativa | GHAPEEEIWEELSVMEVYDGREHSAYGEPRKLLTQDLVQEKYLEYRQVPD
SDPARYEFLWGPRALAETSYVKVLEYVIKVSARVRFFFPSLREAALREEEE
GV* (SEQ ID NO: 40)
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Secuencia de
ADN de HLA-
C*07:02 de
humano

representativa

Atgcgcgtcatggcetccacgegcecctcecteetgetgetctcagggggectggecctgaccgagacctggg
cctgctcccactccatgegctatttcgacaccgecegtgtccecgeccaggecgeggtgagcecacgcttcate
tcagtgggctacgtggacgacactcagttcgtgecgcettcgacagcgacgccgecagtectcgecggggag
ccacgcgcaccatgggtggagcaggaggggcctgagtattgggaccgcgagacacagaagtacaag
cgccaggcacaggctgaccgcegtgagectgcgcaacctgegeggctactacaaccagagcgaggac
gggtctcacaccctccagcegcatgtctggctgecgacctggggectgacgggcegcectcctccgegggtatg
accagtccgcctacgacggcaaggattacatcgecctgaacgaggacctgcgcetcctggaccgecgct

gacaccgccgctcagatcacccagcgcaagttggaggetgcccgegecgcetgagcagcetgegegect

acctggagggcacatgcgtggagtggctccgecgcetacctggagaacgggaaggagaccctgcagceg
cgcagaaccaccaaagacacacgtgacccaccaccctctctctgaccatgaggccaccctgegcetgct

gggccctgggcttctaccctgetgagatcacactgacctggcagegcgatggggaggaccagacccag
gacaccgagcttgtggagacccgcccagcaggtgatggcaccticcagaagtgggcagcetgtggtggtg
ccttctgggcaagagcagcgctacacatgccatatgcagcacgaggggctgcaagagcecactcaccct
gagctgggagccatcttcccagccaaccatcccaatcatgggcatcgttgetggectggctgtectggttgt
cctggctgtecttggtgetgtggtcaccgctatgatgtgtcgccgcaagagcetcaggtgggaaaggtggga
gctgctctcaggcetgcatgcagcaacagtgcccagggcetctgatgagtctctcatcacttgtaaagcectga

(SEQ ID NO: 41)

de
proteina de HLA-
C*07:02 de

humano

Secuencia

representativa

MRVMAPRALLLLLSGGLALTETWACSHSMRYFDTAVSRPGRGEPRFISVG
YVDDTQFVRFDSDAASPRGEPRAPWVEQEGPEYWDRETQKYKRQAQAD
RVSLRNLRGYYNQSEDGSHTLQRMSGCDLGPDGRLLRGYDQSAYDGKD

YIALNEDLRSWTAADTAAQITQRKLEAARAAEQLRAYLEGTCVEWLRRYLE
NGKETLQRAEPPKTHVTHHPLSDHEATLRCWALGFYPAEITLTWQRDGED
QTQDTELVETRPAGDGTFQKWAAVVVPSGQEQRYTCHMQHEGLQEPLTL
SWEPSSQPTIPIMGIVAGLAVLVVLAVLGAVVTAMMCRRKSSGGKGGSCS

QAACSNSAQGSDESLITCKA* (SEQ ID NO: 42)

Vector

Representativo

(cuya proteina
que codifica
para el TCR
puede ser

intercambiada

con cualquier

tggaagggctaattcactcccaaagaagacaagatatccttgatctgtggatctaccacacacaaggcta
cttccctgattagcagaactacacaccagggccaggggtcagatatccactgacctttggatggtgctaca
agctagtaccagttgagccagataaggtagaagaggccaataaaggagagaacaccagcttgttacac
cctgtgagcctgcatgggatggatgacccggagagagaagtgttagagtggaggtttgacagecgcecta
gcatttcatcacgtggcccgagagcetgcatccggagtacttcaagaactgctgatatcgagcettgctacaa
gggactttccgctggggactttccagggaggcegtggectgggcgggactggggagtggegagcecctca
gatcctgcatataagcagctgctttttgcctgtactgggtctctctggttagaccagatctgagectgggagcet
ctctggctaactagggaacccactgcttaagcctcaataaagcttgecttgagtgceticaagtagtgtgtgec

36




secuencia de
TCR de interés):
pTSLV102-
MSCV-HA1-10-
30-MGTM-Q-CD8

cgtctgttgtgtgactctggtaactagagatccctcagacccttttagtcagtgtggaaaatctctagcagtgg
cgcccgaacagggacttgaaagcgaaagggaaaccagaggagctctctcgacgcaggacteggcettg
ctgaagcgcgcacggcaagaggcgaggggcggcgactggtgagtacgccaaaaattttgactagcgg
aggctagaaggagagagatgggtgcgagagcgtcagtattaagcgggggagaattagatcgcgatgg
gaaaaaattcggttaaggccagggggaaagaaaaaatataaattaaaacatatagtatgggcaagca
gggagctagaacgattcgcagttaatcctggcctgttagaaacatcagaaggctgtagacaaatactggg
acagctacaaccatcccticagacaggatcagaagaacttagatcattatataatacagtagcaaccctct
attgtgtgcatcaaaggatagagataaaagacaccaaggaagctttagacaagatagaggaagagca
aaacaaaagtaagaccaccgcacagcaagcggccggccgctgatcttcagacctggaggaggagat
atgagggacaattggagaagtgaattatataaatataaagtagtaaaaattgaaccattaggagtagcac
ccaccaaggcaaagagaagagtggtgcagagagaaaaaagagcagtgggaataggagcttigttcct
tgggttcttgggagcagcaggaagcactatgggcgcagcegtcaatgacgctgacggtacaggccagac
aattattgtctggtatagtgcagcagcagaacaatttgctgagggctattgaggcgcaacagcatctgttge
aactcacagtctggggcatcaagcagctccaggcaagaatcctggctgtggaaagatacctaaaggat
caacagctcctggggatttggggttgctctggaaaactcatttgcaccactgctgtgccttggaatgctagtt
ggagtaataaatctctggaacagatttggaatcacacgacctggatggagtgggacagagaaattaaca
attacacaagcttaatacactccttaattgaagaatcgcaaaaccagcaagaaaagaatgaacaagaat
tattggaattagataaatgggcaagtttgtggaattggtttaacataacaaattggctgtggtatataaaattat
tcataatgatagtaggaggcttggtaggtttaagaatagtttttgctgtacttictatagtgaatagagttaggce
agggatattcaccattatcgtttcagacccacctcccaaccccgaggggacccgacaggcccgaagga
atagaagaagaaggtggagagagagacagagacagatccattcgattagtgaacggatctcgacggt
atcgccgaattaattcacaaatggcagtattcatccacaattttaaaagaaaaggggggattggggggta
cagtgcaggggaaagaatagtagacataatagcaacagacatacaaactaaagaattacaaaaaca
aattacaaaaattcaaaattttcgggtttattacaggCGcGCcagagatccagtttggacCTgcAGG
TGAAAGACCCCACCTGTAGGTTTGGCAAGItTAGCTTAAGTAACGCCAT
TTTGCAAGGCATGGAAAATACATAACTGAGAATAGAGAAGTTCAGATC
AAGGTTAGGAACAGAGAGACAGCAGAATATGGGCCAAACAGGATATC
TGTGGTAAGCAGTTCCTGCCCCGGCTCAGGGCCAAGAACAGATGGTC
CCCAGATGCGGTCCCGCCCTCAGCAGTTTCTAGCGAACCATCAGATG
TTTCCAGGGTGCCCCAAGGACCTGAAATGACCCTGTGCCTTATTTGAA
CTAACCAATCAGTTtGCTTCTtGCTTCTGTTtGtGtGCTTCTGCTCCCtGAG
CTCAATAAAAGAGCCCACAACCCCTCACTtGGtGgGCCAGTCCTCIGAT
AGACTGtGTCcCCtGGaTACCCGTAcggtaccgctagcgccaccATGGGCACCAG
CCTCCTCTGCTGGATGGCCCTGTGTCTCCTGGGGGCAGATCACGCAG
ATACTGGAGTCTCCCAGGACCCCAGACACAAGATCACAAAGAGGGGA
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CAGAATGTTACTTTCAGGTGTGATCCAATTTCTGAACACAACCGCCTTT
ATTGGTACCGCCAGACCCTGGGGCAGGGCCCAGAGTTTCTGACTTAC
TTCCAGAATGAAGCTCAACTTGAAAAATCAAGGCTGCTCAGTGATCGG
TTCTCTGCAGAGAGGCCTAAGGGATCTTTCTCCACCTTGGAGATCCAG
CGCACAGAGCAGGGGGACTCTGCCATGTATCTCTGTGCCAGCAGCCG
CACTGCTGGAGATACTCAGTATTTTGGCCCAGGCACCCGGCTGACAG
TGCTCGAAGATCTGAACAAGGTGTTCCCTCCAGAGGTGGCCGTGTTC
GAGCCTTCTaAGGCCGAGATCgccCACACaCAaAAAGCCACCCTCGTG
TGCCTGGCCACCGGCTTTTTCCCCGACCACGTGGAACTGTCTTGGTGG
GTCAACGGCAAAGAGGTGCACTCCGGCGTGtcAACgGATCCCCAGCCT
CTGAAAGAACAGCCTGCCCTGAACGACAGCCGGTACTGCCTGAGCTC
CAGACTGAGAGTGTCCGCCACCTTCTGGCAGAACCCCCGGAACCACT
TCAGATGCCAGGTGCAGTTTTACGGCCTGAGCGAGAACGACGAGTGG
ACCCAGGACAGAGCCAAGCCCGTGACACAAATCGTGTCTGCCGAAGC
CTGGGGAAGAGCCGATTGCGGCATCACCAGCGCCTCCTATCACCAGG
GCGTGCTGAGCGCCACAATCCTGTACGAAATCCTGCTGGGCAAGGCC
ACCCTGTACGCCGTGCTGGTGTCTGCTCTGGTGCTGATGGCCATGGTC
AAGCGGAAGGACTTTGGCAGCGGCAGAGCCAAAAGGTCCGGGAGCG
GTGCGACAAACTTTAGCCTGTTGAAACAAGCCGGCGACGTTGAAGAGA
ACCCCGGACCTATGGAAACCCTCTTGGGCCTGCTTATCCTTTGGCTGC
AGCTGCAATGGGTGAGCAGCAAACAGGAGGTGACTCAGATTCCTGCA
GCTCTGAGTGTCCCAGAAGGAGAAAACTTGGTTCTCAACTGCAGTTTC
ACTGATAGCGCTATTTACAACCTCCAGTGGTTTAGGCAGGACCCTGGG
AAAGGCCTCACATCTCTGTTGCTTATTCAGTCAAGTCAGAGAGAGCAA
ACAAGTGGACGCCTTAATGCCTCTCTGGATAAATCATCAGGACGCAGT
ACTCTTTACATTGCAGCTTCTCAGCCTGGTGATTCAGCCACCTACCTGT
GCGCTGTGAGGGGTGGTACCTCAGGAACCTACAAATACATCTTTGGA
ACAGGCACCAGGCTGAAGGTTCTTGCAAACATCCAGAACCCCGACCcC
CGCCGTGTACCAGCTGAGGGACTCCAAGTCCAGCGACAAGAGCGTGT
GTCTGTTTACGGACTTCGACAGCCAGACCAACGTGAGTCAAAGCAAG
GACAGCGACGTCTACATAACGGATAAGACCGTGCTGGACATGCGGAG
CATGGACTTCAAGAGCAACAGCGCCGTGGCCTGGTCCAACAAGAGCG
ACTTCGCCTGCGCCAACGCCTTCAACAACAGCATCATCCCCGAGGAC
ACCTTCTTCCCCAGCAGCGACGTGCCCTGCGACGTGAAACTGGTGGA
GAAGTCCTTCGAGACAGACACCAATCTGAACTTTCAGAACCTGCTGGT
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GATCGTGCTGCGGATTCTGCTGCTGAAAGTGGCCGGCTTCAATCTGCT
GATGACCCTGCGGCTGTGGAGCAGCAGGGCTAAGAGGTCCGGCAGC
GGAGCCACCAATTTTTCCCTGCTGAAACAGGCTGGTGACGTGGAAGAA
AACCCTGGCCCCATGGCGCTGCCCGTCACCGCGCTGCTGCTGCCCCT
GGCGCTGCTGTTACACGCCGCTCGGCCAGAGCTTCCCACCCAGGGCA
CATTCTCCAACGTGTCCACCAATGTGTCGGGAGGCGGCGGATCGTCCC
AGTTCAGAGTGTCCCCTCTGGACCGCACCTGGAACCTGGGCGAGACC
GTGGAGCTGAAATGTCAGGTCCTGCTGAGCAACCCGACCTCCGGGTG
CAGTTGGCTGTTCCAGCCGCGTGGTGCTGCCGCAAGCCCTACGTTCCT
GCTTTACCTGAGCCAGAACAAGCCCAAGGCGGCCGAGGGCCTGGACA
CCCAGAGATTCTCCGGCAAGCGCCTGGGGGACACATTCGTGCTTACTT
TGAGCGATTTCCGCAGAGAGAACGAGGGCTACTATTTCTGTTCGGCGC
TGAGCAATTCCATCATGTATTTCAGCCACTTTGTGCCAGTGTTCCTGCC
TGCCAAGCCTACCACAACACCAGCTCCCCGTCCCCCGACTCCGGCGC
CTACCATCGCGAGTCAACCGTTGAGCCTGAGGCCTGAGGCTTGTCGGC
CCGCTGCGGGGGGTGCCGTCCACACCAGGGGCCTCGACTTTGCGTGC
GACATCTATATTTGGGCGCCTCTGGCGGGTACCTGCGGGGTGCTGCTG
CTGTCATTGGTGATTACCCTGTACTGCAATCACCGCAACCGCCGGCGG
GTCTGTAAGTGCCCACGGCCTGTGGTCAAGTCCGGTGACAAACCGTCG
CTCTCGGCTCGCTACGTGCGCGCTAAGCGCAGCGGTTCCGGGGCCAC
CAACTTTTCATTGCTGAAGCAGGCCGGTGATGTGGAGGAGAATCCAGG
GCCCATGCGCCCCAGGCTTTGGCTCCTTCTTGCTGCTCAGCTCACTGT
CTTGCATGGCAACTCCGTTCTGCAGCAGACTCCCGCCTACATCAAGGT
GCAGACGAACAAGATGGTGATGCTGTCATGCGAGGCCAAGATCTCTCT
TTCAAATATGAGAATTTATTGGCTACGACAGCGCCAGGCCCCCTCCAGC
GACAGCCACCACGAGTTCCTGGCGCTTTGGGATTCTGCTAAAGGCACC
ATCCATGGAGAGGAGGTGGAACAGGAGAAGATAGCTGTCTTCCGCGAC
GCATCCCGCTTCATCCTGAACCTGACCAGCGTGAAGCCGGAGGACAGC
GGCATCTACTTCTGTATGATCGTTGGCTCCCCCGAGCTGACCTTCGGC
AAAGGCACCCAGCTGTCCGTGGTGGACTTCCTGCCCACCACAGCCCAG
CCAACCAAGAAATCCACCCTCAAGAAGCGCGTGTGCCGACTGCCCCGC
CCTGAAACCCAGAAGGGCCCTCTGTGCTCCCCCATCACCCTTGGACTG
CTGGTGGCGGGAGTCCTGGTGCTGCTCGTATCTCTGGGTGTCGCCATC
CACCTGTGCTGCCGCCGCCGCCGCGCCCGCCTGAGGTTTATGAAACA
GTTTTACAAGTGATAAatcgatagatcctaatcaacctctggattacaaaatttgtgaaagattga
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ctggtattcttaactatgttgctccttttacgctatgtggatacgctgctttaatgcectttgtatcatgcetattgcttce
cgtatggctttcattttctcctectigtataaatcetggttgcetgtctetttatgaggagttgtggcccgttgtcagge
aacgtggcgtggtgtgcactgtgtttgctgacgcaacccccactggttggggcattgccaccacctgtcag
ctectttccgggactttcgcetttceeectecctattgccacggeggaactcatcgecgectgecttgeccgcetg
ctggacaggggctcggctgttgggcactgacaattcecgtggtgttgtcggggaaatcatcgtcctitccttgg
ctgctecgectgtgttgccacctggattctgecgecgggacgtecttctgctacgteecttcggecctcaatccage
ggaccttccttccecgeggectgetgecggcetetgeggcectettcegegtcttcgecttcgecctcagacgagt
cggatctccctttgggcecgcctceccecgectgagatcectttaagaccaatgacttacaaggcagcetgtagate
ttagccactttttaaaagaaaaggggggactggaagggctaattcactcccaacgaagacaagatctgct
tittgcttgtactgggtctctctggttagaccagatctgagectgggagcetctctggctaactagggaacccac
tgcttaagcctcaataaagcettgccttgagtgctticaagtagtgtgtgeccegtctgttgtgtgactctggtaact
agagatccctcagacccittttagtcagtgtggaaaatctctagcagtagtagttcatgtcatcttattattcagt
atttataacttgcaaagaaatgaatatcagagagtgagaggcccgggttaattaaggaaagggctagatc
attcttgaagacgaaagggcctcgtgatacgcctatttttataggttaatgtcatgataataatggtttcttaga
cgtcaggtggcacttttcggggaaatgtgcgcggaacccctattigtttattttictaaatacattcaaatatgta
tccgctcatgagacaataaccctgataaatgcttcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaac
atttccgtgtcgcccttattcccttttttgcggcattttgecttectgtttttgctcacccagaaacgcetggtgaaag
taaaagatgctgaagatcagttgggtgcacgagtgggttacatcgaactggatctcaacagcggtaagat
ccttgagagttttcgccccgaagaacgttttccaatgatgagcacttttaaagttctgctatgtggegeggtatt
atcccgtgttgacgccgggcaagagcaactcggtcgecgcatacactattctcagaatgacttggttgagt
actcaccagtcacagaaaagcatcttacggatggcatgacagtaagagaattatgcagtgctgccataa
ccatgagtgataacactgcggccaacttactictgacaacgatcggaggaccgaaggagctaaccgcttt
tttgcacaacatgggggatcatgtaactcgcctigatcgttgggaaccggagctgaatgaagccatacca
aacgacgagcgtgacaccacgatgcctgtagcaatggcaacaacgttgcgcaaactattaactggcga
actacttactctagcttcccggcaacaattaatagactggatggaggcggataaagttgcaggaccacttc
tgcgcetcggceccttcecggetggetggtttattgetgataaatctggagecggtgagegtgggtctecgeggtat
cattgcagcactggggccagatggtaagccctcccgtatcgtagttatctacacgacggggagtcaggcea
actatggatgaacgaaatagacagatcgctgagataggtgcctcactgattaagcattggtaactgtcag
accaagtttactcatatatactttagattgatttaaaacttcatttttaatttaaaaggatctaggtgaagatccttt
ttgataatctcatgaccaaaatcccttaacgtgagtittcgticcactgagcgtcagaccccgtagaaaagat
caaaggatcttcttgagatcctttttttctgcgcgtaatctgctgcttgcaaacaaaaaaaccaccgctacca
gcggtggtttgtttgccggatcaagagctaccaactctttttccgaaggtaactggcttcagcagagcgeag
ataccaaatactgttcttctagtgtagccgtagttaggccaccactticaagaactctgtagcaccgcctacat
acctcgctctgctaatcctgttaccagtggcetgcetgeccagtggegataagtcgtgtcttaccgggttggactc
aagacgatagttaccggataaggcgcagcggtcgggctgaacggggggttcgtgcacacagcccagce
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ttggagcgaacgacctacaccgaactgagatacctacagcgtgagctatgagaaagcgccacgcttcc
cgaagggagaaaggcggacaggtatccggtaagcggcagggtcggaacaggagagecgcacgagg
gagcttccagggggaaacgcctggtatctttatagtcctgtcgggtticgccacctctgacttgagegtcgatt
tttgtgatgctcgtcaggggggcggagcectatggaaaaacgccagcaacgceggcctttttacggttcetgg
ccttttgctggccttttgctcacatgttctttcctgegttatccCCTGATTCTGTGGATAACCGTAT
TACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGA
GCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCA
AACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCAAGCTCA
TGGCTGACTAATTTTTTTTATTTATGCAGAGGCCGAGGCCGCCTCGGCC
TCTGAGCTATTCCAGAAGTAGTGAGGAGGCTTTTTTGGAGGCCTAGGC
TTTTGCAAAAAGCTCCCCGTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGC
GGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGC
ACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATT
GTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACATGATTACGA
ATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCA
AACTCATCAATGTATCTTATCATGTCTGGATCAACTGGATAACTCAAGCT
AACCAAAATCATCCCAAACTTCCCACCCCATACCCTATTACCACTGCCA
ATTACCTGTGGTTTCATTTACTCTAAACCTGTGATTCCTCTGAATTATTTT
CATTTTAAAGAAATTGTATTTGTTAAATATGTACTACAAACTtagtagt (SEQ
ID NO: 43)

Secuencia
ADNc
MAGEC2
humano

representativa

de
de
de

Atgcctcccgttccaggcegttccattccgcaacgttgacaacgactccccgacctcagttgagttagaaga
ctgggtagatgcacagcatcccacagatgaggaagaggaggaagcctcctccgcctcttccacttigtac
ttagtattttccccctcttcttictccacatcectcttctctgattcttggtggtcctgaggaggaggaggtgecctct
ggtgtgataccaaatcttaccgagagcattcccagtagtcctccacagggtcctccacagggtecttccca
gagtcctctgagctcctgcetgctcctctttttcatggagctcattcagtgaggagtccagcagccagaaagg
ggaggatacaggcacctgtcagggcctgccagacagtgagtcctctttcacatatacactagatgaaaa
ggtggccgagttagtggagttcctgctcctcaaatacgaagcagaggagcectgtaacagaggcagagat
gctgatgattgtcatcaagtacaaagattactttcctgtgatactcaagagagcccgtgagttcatggagctt

ctttttggccttgecctgatagaagtgggecctgaccacttctgtgtgtttgcaaacacagtaggectcaccg
atgagggtagtgatgatgagggcatgcccgagaacagcctcctgattattattctgagtgtgatcttcataa
agggcaactgtgcctctgaggaggtcatctgggaagtgctgaatgcagtaggggtatatgctgggaggg
agcacttcgtctatggggagcctagggagctcctcactaaagtttgggtgcagggacattacctggagtat
cgggaggtgccccacagttctcctccatattatgaattcctgtggggtccgagagceccattcagaaagcat
caagaagaaagtactagagtttttagccaagctgaacaacactgttcctagttcctttccatcctggtacaa
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ggatgctttgaaagatgtggaagagagagtccaggccacaattgataccgcagatgatgccactgtcatg
gccagtgaaagcctcagtgtcatgtccagcaacgtctecttttctgagtga (SEQ ID NO: 44)

Secuencia de
proteina
MAGEC2 de
humano

representativa

MPPVPGVPFRNVDNDSPTSVELEDWVDAQHPTDEEEEEASSASSTLYLVF
SPSSFSTSSSLILGGPEEEEVPSGVIPNLTESIPSSPPQGPPQGPSQSPLSS
CCSSFSWSSFSEESSSQKGEDTGTCQGLPDSESSFTYTLDEKVAELVEFL
LLKYEAEEPVTEAEMLMIVIKYKDYFPVILKRAREFMELLFGLALIEVGPDHF
CVFANTVGLTDEGSDDEGMPENSLLIILSVIFIKGNCASEEVIWEVLNAVGV
YAGREHFVYGEPRELLTKVWVQGHYLEYREVPHSSPPYYEFLWGPRAHS
ESIKKKVLEFLAKLNNTVPSSFPSWYKDALKDVEERVQATIDTADDATVMA
SESLSVMSSNVSFSE (SEQ ID NO: 45)

(Epitopes
representativos
no limitantes
subrayados)
Secuencia de
ADN de HLA-
B*07:02 de
humano

Representativa

Atgctggtcatggcgecccgaaccgtcctectgetgcetctcggeggecctggecctgaccgagacctggg
ccggctcccactccatgaggtatttctacacctccgtgtcccggececggecgecggggagecccgcttcate
tcagtgggctacgtggacgacacccagttcgtgaggticgacagcgacgccgcgagtccgagagagga
gccgegggegecgtggatagagcaggaggggecggagtattgggaccggaacacacagatctacaa
ggcccaggcacagactgaccgagagagcctgcggaacctgcgeggctactacaaccagagcgagg
ccgggtctcacaccctccagagcatgtacggetgcgacgtggggecggacgggegcectcctcecgeggg
catgaccagtacgcctacgacggcaaggattacatcgccctgaacgaggacctgegcetcctggaccge
cgcggacacggcggctcagatcacccagcgcaagtgggaggeggeccgtgaggcggagcagegga
gagcctacctggagggcgagtgcgtggagtggcetccgcagatacctggagaacgggaaggacaagct
ggagcgcgctgaccccccaaagacacacgtgacccaccaccccatctctgaccatgaggccaccctg
aggtgctgggccectgggtttctaccctgcggagatcacactgacctggcagcgggatggcgaggaccaa
actcaggacactgagcttgtggagaccagaccagcaggagatagaaccttccagaagtgggcagctgt
ggtggtgccttictggagaagagcagagatacacatgccatgtacagcatgaggggctgccgaagceccce
tcaccctgagatgggagccgtcttcccagtccaccgtcecccatcgtgggceattgttgetggectggetgtect
agcagttgtggtcatcggagctgtggtcgcetgcetgtgatgtgtaggaggaagagtticaggtggaaaagga
gggagctactctcaggctgcgtgcagcgacagtgeccagggctcetgatgtgtctctcacagcettga
(SEQ ID NO: 46)

Secuencia de
proteina  HLA-
B*07:02 de

MLVMAPRTVLLLLSAALALTETWAGSHSMRYFYTSVSRPGRGEPRFISVG
YVDDTQFVRFDSDAASPREEPRAPWIEQEGPEYWDRNTQIYKAQAQTDR
ESLRNLRGYYNQSEAGSHTLQSMYGCDVGPDGRLLRGHDQYAYDGKDYI
ALNEDLRSWTAADTAAQITQRKWEAAREAEQRRAYLEGECVEWLRRYLE
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humano

representativa

NGKDKLERADPPKTHVTHHPISDHEATLRCWALGFYPAEITLTWQRDGED
QTQDTELVETRPAGDRTFQKWAAVVVPSGEEQRYTCHVQHEGLPKPLTL
RWEPSSQSTVPIVGIVAGLAVLAVVVIGAVVAAVMCRRKSSGGKGGSYSQ
AACSDSAQGSDVSLTA (SEQ ID NO: 47)

Secuencia de
proteina VPH16
E7
representativa
(Epitopes
representativos
no limitantes

subrayados)

MHGDTPTLHEYMLDLQPETTDLYCYEQLNDSSEEEDEIDGPAGQAEPDRA
HYNIVTFCCKCDSTLRLCVQSTHVDIRTLEDLLMGTLGIVCPICSQKP (SEQ
ID NO: 48)

Secuencia de
ADN (CDS) de
HLA-A*02:01 de
humano

representativa

ATGGCCGTCATGGCGCCCCGAACCCTCGTCCTGCTACTCTCGGGGGCT
CTGGCCCTGACCCAGACCTGGGCGGGCTCTCACTCCATGAGGTATTTC
TTCACATCCGTGTCCCGGCCCGGCCGCGGGGAGCCCCGCTTCATCGC
AGTGGGCTACGTGGACGACACGCAGTTCGTGCGGTTCGACAGCGACG
CCGCGAGCCAGAGGATGGAGCCGCGGGCGCCGTGGATAGAGCAGGA
GGGTCCGGAGTATTGGGACGGGGAGACACGGAAAGTGAAGGCCCACT
CACAGACTCACCGAGTGGACCTGGGGACCCTGCGCGGCTACTACAAC
CAGAGCGAGGCCGGTTCTCACACCGTCCAGAGGATGTATGGCTGCGA
CGTGGGGTCGGACTGGCGCTTCCTCCGCGGGTACCACCAGTACGCCT
ACGACGGCAAGGATTACATCGCCCTGAAAGAGGACCTGCGCTCTTGGA
CCGCGGCGGACATGGCAGCTCAGACCACCAAGCACAAGTGGGAGGCG
GCCCATGTGGCGGAGCAGTTGAGAGCCTACCTGGAGGGCACGTGCGT
GGAGTGGCTCCGCAGATACCTGGAGAACGGGAAGGAGACGCTGCAGC
GCACGGACGCCCCCAAAACGCATATGACTCACCACGCTGTCTCTGACC
ATGAAGCCACCCTGAGGTGCTGGGCCCTGAGCTTCTACCCTGCGGAGA
TCACACTGACCTGGCAGCGGGATGGGGAGGACCAGACCCAGGACACG
GAGCTCGTGGAGACCAGGCCTGCAGGGGATGGAACCTTCCAGAAGTG
GGCGGCTGTGGTGGTGCCTTCTGGACAGGAGCAGAGATACACCTGCC
ATGTGCAGCATGAGGGTTTGCCCAAGCCCCTCACCCTGAGATGGGAGC
CGTCTTCCCAGCCCACCATCCCCATCGTGGGCATCATTGCTGGCCTGG
TTCTCTTTGGAGCTGTGATCACTGGAGCTGTGGTCGCTGCTGTGATGTG
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GAGGAGGAAGAGCTCAGATAGAAAAGGAGGGAGCTACTCTCAGGCTG
CAAGCAGTGACAGTGCCCAGGGCTCTGATGTGTCTCTCACAGCTTGTA
AAGTGTGA (SEQ ID NO: 49)

de
proteina de HLA-
A*02:01 de

humano

Secuencia

representativa

MAVMAPRTLVLLLSGALALTQTWAGSHSMRYFFTSVSRPGRGEPRFIAVG
YVDDTQFVRFDSDAASQRMEPRAPWIEQEGPEYWDGETRKVKAHSQTH
RVDLGTLRGYYNQSEAGSHTVQRMYGCDVGSDWRFLRGYHQYAYDGKD
YIALKEDLRSWTAADMAAQTTKHKWEAAHVAEQLRAYLEGTCVEWLRRYL
ENGKETLQRTDAPKTHMTHHAVSDHEATLRCWALSFYPAEITLTWQRDGE
DQTQDTELVETRPAGDGTFQKWAAVVVPSGQEQRYTCHVQHEGLPKPLT
LRWEPSSQPTIPIVGIIAGLVLFGAVITGAVVAAVMWRRKSSDRKGGSYSQ
AASSDSAQGSDVSLTACKY (SEQ ID NO: 50)

Vector

representativo

(cuya proteina
que codifica
para el TCR
puede ser

intercambiada
con cualquier
de
TCR de interés):
pHAGE-MSCV-
E7-11-28-P2A-
dnTGFDbRII

secuencia

tggaagggctaattcactcccaaagaagacaagatatccttgatctgtggatctaccacacacaaggcta
cttccetgattagcagaactacacaccagggccaggggtcagatatccactgacctttggatggtgctaca
agctagtaccagttgagccagataaggtagaagaggccaataaaggagagaacaccagcttgttacac
cctgtgagcctgcatgggatggatgacccggagagagaagtgttagagtggaggtttgacagecgcecta
gcatttcatcacgtggcccgagagcetgcatccggagtacttcaagaactgctgatatcgagcettgctacaa
gggactttccgctggggactttccagggaggcegtggectgggcgggactggggagtggegagcecctca
gatcctgcatataagcagctgctttttgcctgtactgggtctctctggttagaccagatctgagectgggagcet
ctctggctaactagggaacccactgcttaagcctcaataaagcttgecttgagtgcettcaagtagtgtgtgec
cgtctgttgtgtgactctggtaactagagatccctcagacccttttagtcagtgtggaaaatctctagcagtgg
cgcccgaacagggacttgaaagcgaaagggaaaccagaggagctctctcgacgcaggacteggcettg
ctgaagcgcgcacggcaagaggcgaggggceggcgactggtgagtacgccaaaaattttgactagegg
aggctagaaggagagagatgggtgcgagagcgtcagtattaagcgggggagaattagatcgcgatgg
gaaaaaattcggttaaggccagggggaaagaaaaaatataaattaaaacatatagtatgggcaagca
gggagctagaacgattcgcagttaatcctggcctgttagaaacatcagaaggctgtagacaaatactggg
acagctacaaccatcccticagacaggatcagaagaacttagatcattatataatacagtagcaaccctct
attgtgtgcatcaaaggatagagataaaagacaccaaggaagctttagacaagatagaggaagagca
aaacaaaagtaagaccaccgcacagcaagcggccggccgctgatcttcagacctggaggaggagat
atgagggacaattggagaagtgaattatataaatataaagtagtaaaaattgaaccattaggagtagcac
ccaccaaggcaaagagaagagtggtgcagagagaaaaaagagcagtgggaataggagctttgttcct
tgggttcttgggagcagcaggaagcactatgggcgcagcegtcaatgacgctgacggtacaggccagac
aattattgtctggtatagtgcagcagcagaacaatttgctgagggctattgaggcgcaacagcatctgttge

aactcacagtctggggcatcaagcagctccaggcaagaatcctggcetgtggaaagatacctaaaggat
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caacagctcctggggatttggggttgctctggaaaactcatttgcaccactgcetgtgccttggaatgctagtt
ggagtaataaatctctggaacagatttggaatcacacgacctggatggagtgggacagagaaattaaca
attacacaagcttaatacactccttaattgaagaatcgcaaaaccagcaagaaaagaatgaacaagaat
tattggaattagataaatgggcaagtttgtggaattggtttaacataacaaattggctgtggtatataaaattat
tcataatgatagtaggaggcttggtaggtttaagaatagtttttgctgtacttictatagtgaatagagttaggce
agggatattcaccattatcgtttcagacccacctcccaaccccgaggggacccgacaggcccgaagga
atagaagaagaaggtggagagagagacagagacagatccattcgattagtgaacggatctcgacggt
atcgccgaattaattcacaaatggcagtattcatccacaattttaaaagaaaaggggggattggggggta
cagtgcaggggaaagaatagtagacataatagcaacagacatacaaactaaagaattacaaaaaca
aattacaaaaattcaaaattttcgggtttattacaggCGcGCcagagatccagtttggacCTgcAGG
TGAAAGACCCCACCTGTAGGTTTGGCAAGITAGCTTAAGTAACGCCATT
TTGCAAGGCATGGAAAATACATAACTGAGAATAGAGAAGTTCAGATCAA
GGTTAGGAACAGAGAGACAGCAGAATATGGGCCAAACAGGATATCTGT
GGTAAGCAGTTCCTGCCCCGGCTCAGGGCCAAGAACAGATGGTCCCC
AGATGCGGTCCCGCCCTCAGCAGTTTCTAGCGAACCATCAGATGTTTC
CAGGGTGCCCCAAGGACCTGAAATGACCCTGTGCCTTATTTGAACTAA
CCAATCAGTTIGCTTCTtGCTTCTGTTIGtGtGCTTCTGCTCCCtGAGCTCAA
TAAAAGAGCCCACAACCCCTCACTIGGtGgGCCAGTCCTCtGATAGACTGt
GTCcCCtGGaTACCCGTAcggtaccgctagecgccaccatggatacctggcetegtgtgttgggec
atctttagcctgctgaaggcecggactgaccgagectgaagtgacccagactccaagccatcaagtgact
cagatggggcaagaagtcattctgcgttgcgtgcccatcagcaaccacctgtacttttattggtatcgecag
atcctgggccagaaagtggaattcectggtgtectictacaacaatgagatctccgagaagtccgagatcttc
gacgaccagttctccgtggaaagacccgacggcagcaacttcacactgaagatccggtctaccaaactt
gaggactccgctatgtatttttgtgcAATCACAGGTCGCGTTTCATATGAGCAATATTT
CGGGCCGGGCACCAGGCTCACGGTCACAGAAGATCTGAACAAGGTGT
TCCCTCCAGAGGTGGCCGTGTTCGAGCCTTCTAAGGCCGAGATCGCCC
ACACACAAAAAGCCACCCTCGTGTGCCTGGCCACCGGCTTTTTCCCCG
ACCACGTGGAACTGTCTTGGTGGGTCAACGGCAAAGAGGTGCACTCCG
GCGTGTCAACGGATCCCCAGCCTCTGAAAGAACAGCCTGCCCTGAACG
ACAGCCGGTACTGCCTGAGCTCCAGACTGAGAGTGTCCGCCACCTTCT
GGCAGAACCCCCGGAACCACTTCAGATGCCAGGTGCAGTTTTACGGCC
TGAGCGAGAACGACGAGTGGACCCAGGACAGAGCCAAGCCCGTGACA
CAAATCGTGTCTGCCGAAGCCTGGGGAAGAGCCGATTGCGGCATCACC
AGCGCCTCCTATCACCAGGGCGTGCTGAGCGCCACAATCCTGTACGAA
ATCCTGCTGGGCAAGGCCACCCTGTACGCCGTGCTGGTGTCTGCTCTG
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GTGCTGATGGCCATGGTCAAGCGGAAGGACTTTGGCAGCGGCAGAGC
CAAAAGGTCCGGGAGCGGTGCGACAAACTTTAGCCTGTTGAAAcaagccg
gCGACGTTGAAGAGAACCCCGGACCTatgctgctgatcacctccatgetggtgetgtgga
tgcagctgagccaagtgaacggccagcaagtgatgcagatccctcagtaccagcacgtgcaagaagg
cgaggacttcaccacctactgcaacagcagcaccacactgagcaacatccagtggtacaagcagcgg
cctggcggacaccctgtgtttctgatccagetggtcaagtccggecgaagtgaagaagcagaageggcetg
accttccagttcggcgaggccaagaagaacagcagcectgcacatcaccgccacacagaccacagatg
tgggcacctacttcTGCGCTGGCATCGGTAGCAGCAACACCGGTAAGCTCATC
TTTGGGCAAGGGACAACTTTACAAGTAAAACCAGacatccagaaccccgaccce
gccgtgtaccagctgagggactccaagtccagcgacaagagcegtgtgtctgtttacggacttcgacagcec
agaccaacgtgagtcaaagcaaggacagcgacgtctacataacggataagaccgtgctggacatgcg
gagcatggacttcaagagcaacagcgccgtggcctggtccaacaagagcgacttcgcctgcgecaac
gccttcaacaacagcatcatccccgaggacaccttcttccccagcagcgacgtgecctgcgacgtgaaa
ctggtggagaagtccticgagacagacaccaatctgaactttcagaacctgctggtgatcgtgctgecggat
tctgctgCTGAAAGTGGCCGGCTTCAATCTGCTGATGACCCTGCGGCTGTG
GAGCAGCAGGGCTAAGAGGTCCGGCAGCGGAGCCACCAATTTTTCCCT
GCTGAAACAGGCTGGTGACGTGGAAGAAAACCCTGGCCCCATGGGTC
GGGGGCTGCTCAGGGGCCTGTGGCCGCTGCACATCGTCCTGTGGACG
CGTATCGCCAGCACGATCCCACCGCACGTTCAGAAGTCGGTTAATAA
CGACATGATAGTCACTGACAACAACGGTGCAGTCAAGTTTCCACAACT
GTGTAAATTTTGTGATGTGAGATTTTCCACCTGTGACAACCAGAAATC
CTGCATGAGCAACTGCAGCATCACCTCCATCTGTGAGAAGCCACAGG
AAGTCTGTGTGGCTGTATGGAGAAAGAATGACGAGAACATAACACTA
GAGACAGTTTGCCATGACCCCAAGCTCCCCTACCATGACTTTATTCTG
GAAGATGCTGCTTCTCCAAAGTGCATTATGAAGGAAAAAAAAAAGCC
TGGTGAGACTTTCTTCATGTGTTCCTGTAGCTCTGATGAGTGCAATGA
CAACATCATCTTCTCAGAAGAATATAACACCAGCAATCCTGACTTGTT
GCTAGTCATATTTCAAGTGACAGGCATCAGCCTCCTGCCACCACTGGG
AGTTGCCATATCTGTCATCATCATCTTCTACTGCTACCGCGTTaaccggc
agcagaag TAGTGATAAatcgatagatcctaatcaacctctggattacaaaattigtgaaagattga
ctggtattcttaactatgttgctccttttacgctatgtggatacgctgctttaatgcctttgtatcatgctattgcttcc
cgtatggctttcattttctcctecttgtataaatcctggttgcetgtctctttatgaggagttgtggcecegttgtcagge
aacgtggcgtggtgtgcactgtgtttgctgacgcaacccccactggttggggcattgccaccacctgtcag
ctectttccgggactttcgcetttccecctecctattgccacggcggaactcatcgecgcectgecttgecegetg
ctggacaggggctcggctgttgggcactgacaattcegtggtgttgtcggggaaatcatcgtcctttecttgg
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ctgctecgectgtgttgccacctggattctgecgecgggacgtecttctgctacgteecttcggecctcaatccage
ggaccttccttccecgeggectgetgecggcetetgeggcectettcegegtcttcgecttcgecctcagacgagt
cggatctccctttgggcecgcctceccecgectgagatcectttaagaccaatgacttacaaggcagcetgtagate
ttagccactttttaaaagaaaaggggggactggaagggctaattcactcccaacgaagacaagatctgct
ttttgcttgtactgggtctctctggttagaccagatctgagectgggagcetctctggctaactagggaacccac
tgcttaagcctcaataaagcttgecttgagtgcttcaagtagtgtgtgeccgtcetgttgtgtgactctggtaact
agagatccctcagacccittttagtcagtgtggaaaatctctagcagtagtagttcatgtcatcttattattcagt
atttataacttgcaaagaaatgaatatcagagagtgagaggcccgggttaattaaggaaagggctagatc
attcttgaagacgaaagggcctcgtgatacgcctatttttataggttaatgtcatgataataatggtttcttaga
cgtcaggtggcacttttcggggaaatgtgcgcggaacccctattigtttattttictaaatacattcaaatatgta
tccgctcatgagacaataaccctgataaatgcttcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaac
atttccgtgtcgceccttattcccttttttgcggceattttgecttcctgttttigctcacccagaaacgcetggtgaaag
taaaagatgctgaagatcagttgggtgcacgagtgggttacatcgaactggatctcaacagcggtaagat
ccttgagagttttcgccccgaagaacgttttccaatgatgagcacttttaaagttctgctatgtggegeggtatt
atcccgtgttgacgccgggcaagagcaactcggtcgecgcatacactattctcagaatgacttggttgagt
actcaccagtcacagaaaagcatcttacggatggcatgacagtaagagaattatgcagtgctgccataa
ccatgagtgataacactgcggccaacttacttctgacaacgatcggaggaccgaaggagctaaccgcttt
tttgcacaacatgggggatcatgtaactcgcctigatcgttgggaaccggagctgaatgaagccatacca
aacgacgagcgtgacaccacgatgcctgtagcaatggcaacaacgttgcgcaaactattaactggcga
actacttactctagcttcccggcaacaattaatagactggatggaggcggataaagttgcaggaccacttc
tgcgctecggcececttcecggcetggetggtttattgetgataaatctggagecggtgagegtgggtetcgeggtat
cattgcagcactggggccagatggtaagccctcccgtatcgtagttatctacacgacggggagtcaggcea
actatggatgaacgaaatagacagatcgctgagataggtgcctcactgattaagcattggtaactgtcag
accaagtttactcatatatactttagattgatttaaaacttcatttttaatttaaaaggatctaggtgaagatccttt
ttgataatctcatgaccaaaatcccttaacgtgagtittcgticcactgagcgtcagaccccgtagaaaagat
caaaggatcttcttgagatccttttttictgcgcgtaatctgctgettgcaaacaaaaaaaccaccgctacca
gcggtggtttgtttgccggatcaagagctaccaactctttttccgaaggtaactggcttcagcagagcgeag
ataccaaatactgttcttctagtgtagccgtagttaggccaccactticaagaactctgtagcaccgcctacat
acctcgctctgctaatcctgttaccagtggcetgcetgeccagtggegataagtcgtgtcttaccgggttggactc
aagacgatagttaccggataaggcgcagcggtcgggctgaacggggggttcgtgcacacagcccagce
ttggagcgaacgacctacaccgaactgagatacctacagcgtgagctatgagaaagcgccacgcttcc
cgaagggagaaaggcggacaggtatccggtaagcggcagggtcggaacaggagagecgcacgagg
gagcttccagggggaaacgcctggtatctttatagtcctgtcgggtticgccacctctgacttgagegtcgatt
tttgtgatgctcgtcaggggggcggagcectatggaaaaacgccagcaacgeggcctttttacggttcctgg
ccttttgctggccttttgctcacatgttctttcctgegitatccCCTGATTCTGTGGATAACCGTAT
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TACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGA
GCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCA
AACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCAAGCTCA
TGGCTGACTAATTTTTTTTATTTATGCAGAGGCCGAGGCCGCCTCGGCC
TCTGAGCTATTCCAGAAGTAGTGAGGAGGCTTTTTTGGAGGCCTAGGC
TTTTGCAAAAAGCTCCCCGTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGC
GGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGC
ACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATT
GTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACATGATTACGA
ATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCA
AACTCATCAATGTATCTTATCATGTCTGGATCAACTGGATAACTCAAGCT
AACCAAAATCATCCCAAACTTCCCACCCCATACCCTATTACCACTGCCA
ATTACCTGTGGTTTCATTTACTCTAAACCTGTGATTCCTCTGAATTATTTT
CATTTTAAAGAAATTGTATTTGTTAAATATGTACTACAAACTtagtagt (SEQ
ID NO: 51)

Vector

representativo

(cuya proteina
que codifica
para el TCR
puede ser

intercambiada
con cualquier
secuencia de

TCR de interés):

GAATTCGTCGACGCTAGCTGGCTTGTTGTCCACAACCATTAAACCTTAA
AAGCTTTAAAAGCCTTATATATTCTTTTTTTTCTTATAAAACTTAAAACCTT
AGAGGCTATTTAAGTTGCTGATTTATATTAATTTTATTGTTCAAACATGAG
AGCTTAGTACGTGAAACATGAGAGCTTAGTACATTAGCCATGAGAGCTT
AGTACATTAGCCATGAGGGTTTAGTTCATTAAACATGAGAGCTTAGTAC
ATTAAACATGAGAGCTTAGTACATACTATCAACAGGTTGAACTGCTGAT
CTGTACAGTAGAATTGGTAAAGAGAGTTGTGTAAAATATTGAGTTCGCA
CATCTTGTTGTCTGATTATTGATTTTTGGCGAAACCATTTGATCATATGA
CAAGATGTGTATCTACCTTAACTTAATGATTTTGATAAAAATCATTAGGT
ACCAATTACATTGCTTGCAATTAACCCTTTAACGGTTATAAGGATCTAGA
TGAGATAGAAAGATTTGGTTTTCGGATTTGTGTTACATAAGATGCCTAAA
ATAAAAATTGAGATTCAATTTTTTTTAAACTTTTTTTTAATTGGTGGTAAG
AATATTCCCTCTACCTGTTTGAGAGTAATGAAATTGTAGTATGATTTTTC
AACAAACTAAAAAAACAACATAAATCTCACATAATAACTTTATTTCAATCA
CACAATTGAATACCAATAGGTTGACAGTACTTACCAGCCTGCAGGTGAA
AGACCCCACCTGTAGGTTTGGCAAGTTAGCTTAAGTAACGCCATTTTG
CAAGGCATGGAAAATACATAACTGAGAATAGAGAAGTTCAGATCAAG
GTTAGGAACAGAGAGACAGCAGAATATGGGCCAAACAGGATATCTGT
GGTAAGCAGTTCCTGCCCCGGCTCAGGGCCAAGAACAGATGGTCCCC
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AGATGCGGTCCCGCCCTCAGCAGTTTCTAGCGAACCATCAGATGTTTC
CAGGGTGCCCCAAGGACCTGAAATGACCCTGTGCCTTATTTGAACTAA
CCAATCAGTTTGCTTCTTGCTTCTGTTTGTGTGCTTCTGCTCCCTGAGC
TCAATAAAAGAGCCCACAACCCCTCACTTGGTGGGCCAGTCCTCTGAT
AGACTGTGTCCCCTGGATACCCGTACGGTACCGCTAGCGCCACCATG
GATACCTGGCTCGTGTGTTGGGCCATCTTTAGCCTGCTGAAGGCCGG
ACTGACCGAGCCTGAAGTGACCCAGACTCCAAGCCATCAAGTGACTC
AGATGGGGCAAGAAGTCATTCTGCGTTGCGTGCCCATCAGCAACCAC
CTGTACTTTTATTGGTATCGCCAGATCCTGGGCCAGAAAGTGGAATTC
CTGGTGTCCTTCTACAACAATGAGATCTCCGAGAAGTCCGAGATCTTC
GACGACCAGTTCTCCGTGGAAAGACCCGACGGCAGCAACTTCACACT
GAAGATCCGGTCTACCAAACTTGAGGACTCCGCTATGTATTTTTGTGC
AATCACAGGTCGCGTTTCATATGAGCAATATTTCGGGCCGGGCACCA
GGCTCACGGTCACAGAAGATCTGAACAAGGTGTTCCCTCCAGAGGTG
GCCGTGTTCGAGCCTTCTAAGGCCGAGATCGCCCACACACAAAAAGC
CACCCTCGTGTGCCTGGCCACCGGCTTTTTCCCCGACCACGTGGAACT
GTCTTGGTGGGTCAACGGCAAAGAGGTGCACTCCGGCGTGTCAACGG
ATCCCCAGCCTCTGAAAGAACAGCCTGCCCTGAACGACAGCCGGTAC
TGCCTGAGCTCCAGACTGAGAGTGTCCGCCACCTTCTGGCAGAACCC
CCGGAACCACTTCAGATGCCAGGTGCAGTTTTACGGCCTGAGCGAGA
ACGACGAGTGGACCCAGGACAGAGCCAAGCCCGTGACACAAATCGT
GTCTGCCGAAGCCTGGGGAAGAGCCGATTGCGGCATCACCAGCGCCT
CCTATCACCAGGGCGTGCTGAGCGCCACAATCCTGTACGAAATCCTG
CTGGGCAAGGCCACCCTGTACGCCGTGCTGGTGTCTGCTCTGGTGCT
GATGGCCATGGTCAAGCGGAAGGACTTTGGCAGCGGCAGAGCCAAAA
GGTCCGGGAGCGGTGCGACAAACTTTAGCCTGTTGAAACAAGCCGGC
GACGTTGAAGAGAACCCCGGACCTATGCTGCTGATCACCTCCATGCTG
GTGCTGTGGATGCAGCTGAGCCAAGTGAACGGCCAGCAAGTGATGCA
GATCCCTCAGTACCAGCACGTGCAAGAAGGCGAGGACTTCACCACCT
ACTGCAACAGCAGCACCACACTGAGCAACATCCAGTGGTACAAGCAG
CGGCCTGGCGGACACCCTGTGTTTCTGATCCAGCTGGTCAAGTCCGG
CGAAGTGAAGAAGCAGAAGCGGCTGACCTTCCAGTTCGGCGAGGCC
AAGAAGAACAGCAGCCTGCACATCACCGCCACACAGACCACAGATGT
GGGCACCTACTTCTGCGCTGGCATCGGTAGCAGCAACACCGGTAAGC
TCATCTTTGGGCAAGGGACAACTTTACAAGTAAAACCAGACATCCAGA
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ACCCCGACCCCGCCGTGTACCAGCTGAGGGACTCCAAGTCCAGCGAC
AAGAGCGTGTGTCTGTTTACGGACTTCGACAGCCAGACCAACGTGAG
TCAAAGCAAGGACAGCGACGTCTACATAACGGATAAGACCGTGCTGG
ACATGCGGAGCATGGACTTCAAGAGCAACAGCGCCGTGGCCTGGTCC
AACAAGAGCGACTTCGCCTGCGCCAACGCCTTCAACAACAGCATCAT
CCCCGAGGACACCTTCTTCCCCAGCAGCGACGTGCCCTGCGACGTGA
AACTGGTGGAGAAGTCCTTCGAGACAGACACCAATCTGAACTTTCAG
AACCTGCTGGTGATCGTGCTGCGGATTCTGCTGCTGAAAGTGGCCGG
CTTCAATCTGCTGATGACCCTGCGGCTGTGGAGCAGCAGGGCTAAGA
GGTCCGGCAGCGGAGCCACCAATTTTTCCCTGCTGAAACAGGCTGGTG
ACGTGGAAGAAAACCCTGGCCCCATGGCGCTGCCCGTCACCGCGCTG
CTGCTGCCCCTGGCGCTGCTGTTACACGCCGCTCGGCCAGAGCTICCC
ACCCAGGGCACATTCTCCAACGTGTCCACCAATGTGTCGGGAGGCGGC
GGATCGTCCCAGTTCAGAGTGTCCCCTCTGGACCGCACCTGGAACCTG
GGCGAGACCGTGGAGCTGAAATGTCAGGTCCTGCTGAGCAACCCGAC
CTCCGGGTGCAGTTGGCTGTTCCAGCCGCGTGGTGCTGCCGCAAGCC
CTACGTTCCTGCTTTACCTGAGCCAGAACAAGCCCAAGGCGGCCGAGG
GCCTGGACACCCAGAGATTCTCCGGCAAGCGCCTGGGGGACACATTC
GTGCTTACTTTGAGCGATTTCCGCAGAGAGAACGAGGGCTACTATTTCT
GTTCGGCGCTGAGCAATTCCATCATGTATTTCAGCCACTTTGTGCCAGT
GTTCCTGCCTGCCAAGCCTACCACAACACCAGCTCCCCGTCCCCCGAC
TCCGGCGCCTACCATCGCGAGTCAACCGTTGAGCCTGAGGCCTGAGG
CTTGTCGGCCCGCTGCGGGGGGTGCCGTCCACACCAGGGGCCTCGAC
TTTGCGTGCGACATCTATATTTGGGCGCCTCTGGCGGGTACCTGCGGG
GTGCTGCTGCTGTCATTGGTGATTACCCTGTACTGCAATCACCGCAACC
GCCGGCGGGTCTGTAAGTGCCCACGGCCTGTGGTCAAGTCCGGTGAC
AAACCGTCGCTCTCGGCTCGCTACGTGCGCGCTAAGCGCAGCGGTTC
CGGGGCCACCAACTTTTCATTGCTGAAGCAGGCCGGTGATGTGGAGGA
GAATCCAGGGCCCATGCGCCCCAGGCTTTGGCTCCTTCTTGCTGCTCA
GCTCACTGTCTTGCATGGCAACTCCGTTCTGCAGCAGACTCCCGCCTA
CATCAAGGTGCAGACGAACAAGATGGTGATGCTGTCATGCGAGGCCAA
GATCTCTCTTTCAAATATGAGAATTTATTGGCTACGACAGCGCCAGGCC
CCCTCCAGCGACAGCCACCACGAGTTCCTGGCGCTTTGGGATTCTGCT
AAAGGCACCATCCATGGAGAGGAGGTGGAACAGGAGAAGATAGCTGTC
TTCCGCGACGCATCCCGCTTCATCCTGAACCTGACCAGCGTGAAGCCG
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GAGGACAGCGGCATCTACTTCTGTATGATCGTTGGCTCCCCCGAGCTG
ACCTTCGGCAAAGGCACCCAGCTGTCCGTGGTGGACTTCCTGCCCACC
ACAGCCCAGCCAACCAAGAAATCCACCCTCAAGAAGCGCGTGTGCCGA
CTGCCCCGCCCTGAAACCCAGAAGGGCCCTCTGTGCTCCCCCATCACC
CTTGGACTGCTGGTGGCGGGAGTCCTGGTGCTGCTCGTATCTCTGGGT
GTCGCCATCCACCTGTGCTGCCGCCGCCGCCGCGCCCGCCTGAGGTT
TATGAAACAGTTTTACAAGTGATAAATCGATGGAAGGGTGGCATCCCTG
TGACCCCTCCCCAGTGCCTCTCCTGGCCCTGGAAGTTGCCACTCCAGT
GCCCACCAGCCTTGTCCTAATAAAATTAAGTTGCATCATTTTGTCTGACT
AGGTGTCCTTCTATAATATTATGGGGTGGAGGGGGGTGGTATGGAGCA
AGGGGCAAGTTGGGAAGACAACCTGTAGGGCCTGCGGGGTCTATTGG
GAACCAAGCTGGAGTGCAGTGGCACAATCTTGGCTCACTGCAATCTCC
GCCTCCTGGGTTCAAGCGATTCTCCTGCCTCAGCCTCCCGAGTTGTTG
GGATTCCAGGCATGCATGACCAGGCTCAGCTAATTTTTGTTTTTTTGGT
AGAGACGGGGTTTCACCATATTGGCCAGGCTGGTCTCCAACTCCTAAT
CTCAGGTGATCTACCCACCTTGGCCTCCCAAATTGCTGGGATTACAGG
CGTGAACCACTGCTCCCTTCCCTGTCCTTCTGATTACTAGTGGCTCCGG
TGCCCGTCAGTGGGCAGAGCGCACATCGCCCACAGTCCCCGAGAAGT
TGTGGGGAGGGGTCGGCAATTGAACCGGTGCCTAGAGAAGGTGGCGC
GGGGTAAACTGGGAAAGTGATGTCGTGTACTGGCTCCGCCTTTTTCCC
GAGGGTGGGGGAGAACCGTATATAAGTGCAGTAGTCGCCGTGAACGTT
CTTTTTCGCAACGGGTTTGCCGCCAGAACACAGGTAAGTGCCGTGTGT
GGTTCCCGCGGGCCTGGCCTCTTTACGGGTTATGGCCCTTGCGTGCCT
TGAATTACTTCCACCTGGCTGCAGTACGTGATTCTTGATCCCGAGCTTC
GGGTTGGAAGTGGGTGGGAGAGTTCGAGGCCTTGCGCTTAAGGAGCC
CCTTCGCCTCGTGCTTGAGTTGAGGCCTGGCCTGGGCGCTGGGGCCG
CCGCGTGCGAATCTGGTGGCACCTTCGCGCCTGTCTCGCTGCTTTCGA
TAAGTCTCTAGCCATTTAAAATTTTTGATGACCTGCTGCGACGCTTTTTT
TCTGGCAAGATAGTCTTGTAAATGCGGGCCAAGATCTGCACACTGGTAT
TTCGGTTTTTGGGGCCGCGGGCGGCGACGGGGCCCGTGCGTCCCAGC
GCACATGTTCGGCGAGGCGGGGCCTGCGAGCGCGGCCACCGAGAATC
GGACGGGGGTAGTCTCAAGCTGGCCGGCCTGCTCTGGTGCCTGGCCT
CGCGCCGCCGTGTATCGCCCCGCCCTGGGCGGCAAGGCTGGCCCGG
TCGGCACCAGTTGCGTGAGCGGAAAGATGGCCGCTTCCCGGCCCTGC
TGCAGGGAGCTCAAAATGGAGGACGCGGCGCTCGGGAGAGCGGGCG
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GGTGAGTCACCCACACAAAGGAAAAGGGCCTTTCCGTCCTCAGCCGTC
GCTTCATGTGACTCCACGGAGTACCGGGCGCCGTCCAGGCACCTCGAT
TAGTTCTCGAGCTTTTGGAGTACGTCGTCTTTAGGTTGGGGGGAGGGG
TTTTATGCGATGGAGTTTCCCCACACTGAGTGGGTGGAGACTGAAGTTA
GGCCAGCTTGGCACTTGATGTAATTCTCCTTGGAATTTGCCCTTTTTGA
GTTTGGATCTTGGTTCATTCTCAAGCCTCAGACAGTGGTTCAAAGTTTTT
TTCTTCCATTTCAGGTGTCGTGAACTAGTCCAGTGTGGTGGAATTCTGC
AGATATCACGGCTAGCGCCACCATGGGTCGGGGGCTGCTCAGGGGCC
TGTGGCCGCTGCACATCGTCCTGTGGACGCGTATCGCCAGCACGATCC
CACCGCACGTTCAGAAGTCGGTGAATAACGACATGATAGTCACTGACA
ACAACGGTGCAGTCAAGTTTCCACAACTGTGTAAATTTTGTGATGTGAG
ATTTTCCACCTGTGACAACCAGAAATCCTGCATGAGCAACTGCAGCATC
ACCTCCATCTGTGAGAAGCCACAGGAAGTCTGTGTGGCTGTATGGAGA
AAGAATGACGAGAACATAACACTAGAGACAGTTTGCCATGACCCCAAG
CTCCCCTACCATGACTTTATTCTGGAAGATGCTGCTTCTCCAAAGTGCA
TTATGAAGGAGAAGAAAAAGCCTGGTGAGACTTTCTTCATGTGTTCCTG
TAGCTCTGATGAGTGCAATGACAACATCATCTTCTCAGAAGAATATAAC
ACCAGCAATCCTGACTTGTTGCTAGTCATATTTCAAGTGACAGGCATCA
GCCTCCTGCCACCACTGGGAGTTGCCATATCTGTCATCATCATCTTCTA
CTGCTACCGCGTGAACCGGCAGCAGAAGGCTAGTGGTTCAGGCGCAA
CGAATTTCTCTTTGCTGAAGCAGGCTGGGGATGTCGAAGAAAATCCGG
GTCCAATGGTGGGCTCGCTCAACTGCATCGTAGCAGTCTCCCAGAATA
TGGGCATCGGGAAGAACGGTGATTTCCCGTGGCCCCCACTTCGCAACG
AGAGCCGTTATTTCCAAAGAATGACTACAACCTCCTCCGTGGAGGGTAA
GCAGAACCTGGTCATCATGGGGAAGAAGACCTGGTTCTCTATCCCTGA
AAAAAACCGCCCCCTGAAGGGCCGCATCAACCTGGTGCTGAGCAGGG
AACTCAAGGAGCCTCCTCAGGGCGCGCATTTTCTGAGCCGCTCATTGG
ATGACGCTCTCAAACTGACCGAACAGCCGGAGCTAGCCAACAAGGTGG
ACATGGTGTGGATCGTCGGAGGCTCCTCCGTGTACAAGGAGGCCATGA
ATCACCCCGGCCACTTGAAGCTGTTCGTCACCCGGATCATGCAGGACT
TCGAGTCGGACACGTTCTTTCCAGAGATTGACCTGGAGAAGTACAAGC
TGCTGCCCGAGTACCCGGGAGTTCTTAGTGATGTGCAGGAGGAGAAAG
GCATCAAGTACAAATTTGAGGTGTACGAGAAGAACGACTAACGGTCCG
TCCTGACCAATGCTGGAGTTCTTCGCCCACCCCAACTTGTTTATTGCAG
CTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAA
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GCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGT
ATCTTATCATGTCTGTATACAGGTTACCTCAGTCTCCTAGGTACGTCTTA
TATCTATGAAAAAACATTCAAAAGCACAACATCTAGAAGAACTTACCTTT
TTTCACCACTCTATTGCAAAGATATGTACCGATTTCTCTCGAAGTACAAA
AAACCGCTAGTTTTCAAATTCACCTCAAGACTTTGAAAAAAAATTGAATC
TGTCAATGTCAAATAAAATCAGAAACAAATGTCATAATGTTACGTTAATG
TTGTCAGGTCGAAAAATAAAATTGCAAATAGAAATTTTGTTCCTTTTTTAT
TGGTTTTTATTGGTGGGAAAAATATTCCCTCTAACTGCAAAAGGGTTAAT
TATGTTAGAGGTAGAGTCGACAAGCTT (SEQ ID NO: 50)

Mapa del vector pNVVD154 TSC-200-A02_TCR-28 MSCV-TCR28-CD8-
EF1a-TGFR-DHFR

GAATTCGTCGACGCTAGCTGGCTTGTTGTCCACAACCATTAAACCTTAA
AAGCTTTAAAAGCCTTATATATTCTTTTTTTTCTTATAAAACTTAAAACCTT
AGAGGCTATTTAAGTTGCTGATTTATATTAATTTTATTGTTCAAACATGAG
AGCTTAGTACGTGAAACATGAGAGCTTAGTACATTAGCCATGAGAGCTT
AGTACATTAGCCATGAGGGTTTAGTTCATTAAACATGAGAGCTTAGTAC
ATTAAACATGAGAGCTTAGTACATACTATCAACAGGTTGAACTGCTGAT
CTGTACAGTAGAATTGGTAAAGAGAGTTGTGTAAAATATTGAGTTCGCA
CATCTTGTTGTCTGATTATTGATTTTTGGCGAAACCATTTGATCATATGA
CAAGATGTGTATCTACCTTAACTTAATGATTTTGATAAAAATCATTAGGT
ACCAATTACATTGCTTGCAATTAACCCTTTAACGGTTATAAGGATCTAGA
TGAGATAGAAAGATTTGGTTTTCGGATTTGTGTTACATAAGATGCCTAAA
ATAAAAATTGAGATTCAATTTTTTTTAAACTTTTTTTTAATTGGTGGTAAG
AATATTCCCTCTACCTGTTTGAGAGTAATGAAATTGTAGTATGATTTTTC
AACAAACTAAAAAAACAACATAAATCTCACATAATAACTTTATTTCAATCA
CACAATTGAATACCAATAGGTTGACAGTACTTACCAGCCTGCAGGTGAA
AGACCCCACCTGTAGGTTTGGCAAGTTAGCTTAAGTAACGCCATTTTG
CAAGGCATGGAAAATACATAACTGAGAATAGAGAAGTTCAGATCAAG
GTTAGGAACAGAGAGACAGCAGAATATGGGCCAAACAGGATATCTGT
GGTAAGCAGTTCCTGCCCCGGCTCAGGGCCAAGAACAGATGGTCCCC
AGATGCGGTCCCGCCCTCAGCAGTTTCTAGCGAACCATCAGATGTTTC
CAGGGTGCCCCAAGGACCTGAAATGACCCTGTGCCTTATTTGAACTAA
CCAATCAGTTTGCTTCTTGCTTCTGTTTGTGTGCTTCTGCTCCCTGAGC
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TCAATAAAAGAGCCCACAACCCCTCACTTGGTGGGCCAGTCCTCTGAT
AGACTGTGTCCCCTGGATACCCGTACGGTACCGCTAGCGCCACCATG
GATACCTGGCTCGTGTGTTGGGCCATCTTTAGCCTGCTGAAGGCCGG
ACTGACCGAGCCTGAAGTGACCCAGACTCCAAGCCATCAAGTGACTC
AGATGGGGCAAGAAGTCATTCTGCGTTGCGTGCCCATCAGCAACCAC
CTGTACTTTTATTGGTATCGCCAGATCCTGGGCCAGAAAGTGGAATTC
CTGGTGTCCTTCTACAACAATGAGATCTCCGAGAAGTCCGAGATCTTC
GACGACCAGTTCTCCGTGGAAAGACCCGACGGCAGCAACTTCACACT
GAAGATCCGGTCTACCAAACTTGAGGACTCCGCTATGTATTTTTGTGC
AATCACAGGTCGCGTTTCATATGAGCAATATTTCGGGCCGGGCACCA
GGCTCACGGTCACAGAAGATCTGAACAAGGTGTTCCCTCCAGAGGTG
GCCGTGTTCGAGCCTTCTAAGGCCGAGATCGCCCACACACAAAAAGC
CACCCTCGTGTGCCTGGCCACCGGCTTTTTCCCCGACCACGTGGAACT
GTCTTGGTGGGTCAACGGCAAAGAGGTGCACTCCGGCGTGTCAACGG
ATCCCCAGCCTCTGAAAGAACAGCCTGCCCTGAACGACAGCCGGTAC
TGCCTGAGCTCCAGACTGAGAGTGTCCGCCACCTTCTGGCAGAACCC
CCGGAACCACTTCAGATGCCAGGTGCAGTTTTACGGCCTGAGCGAGA
ACGACGAGTGGACCCAGGACAGAGCCAAGCCCGTGACACAAATCGT
GTCTGCCGAAGCCTGGGGAAGAGCCGATTGCGGCATCACCAGCGCCT
CCTATCACCAGGGCGTGCTGAGCGCCACAATCCTGTACGAAATCCTG
CTGGGCAAGGCCACCCTGTACGCCGTGCTGGTGTCTGCTCTGGTGCT
GATGGCCATGGTCAAGCGGAAGGACTTTGGCAGCGGCAGAGCCAAAA
GGTCCGGGAGCGGTGCGACAAACTTTAGCCTGTTGAAACAAGCCGGC
GACGTTGAAGAGAACCCCGGACCTATGCTGCTGATCACCTCCATGCTG
GTGCTGTGGATGCAGCTGAGCCAAGTGAACGGCCAGCAAGTGATGCA
GATCCCTCAGTACCAGCACGTGCAAGAAGGCGAGGACTTCACCACCT
ACTGCAACAGCAGCACCACACTGAGCAACATCCAGTGGTACAAGCAG
CGGCCTGGCGGACACCCTGTGTTTCTGATCCAGCTGGTCAAGTCCGG
CGAAGTGAAGAAGCAGAAGCGGCTGACCTTCCAGTTCGGCGAGGCC
AAGAAGAACAGCAGCCTGCACATCACCGCCACACAGACCACAGATGT
GGGCACCTACTTCTGCGCTGGCATCGGTAGCAGCAACACCGGTAAGC
TCATCTTTGGGCAAGGGACAACTTTACAAGTAAAACCAGACATCCAGA
ACCCCGACCCCGCCGTGTACCAGCTGAGGGACTCCAAGTCCAGCGAC
AAGAGCGTGTGTCTGTTTACGGACTTCGACAGCCAGACCAACGTGAG
TCAAAGCAAGGACAGCGACGTCTACATAACGGATAAGACCGTGCTGG
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ACATGCGGAGCATGGACTTCAAGAGCAACAGCGCCGTGGCCTGGTCC
AACAAGAGCGACTTCGCCTGCGCCAACGCCTTCAACAACAGCATCAT
CCCCGAGGACACCTTCTTCCCCAGCAGCGACGTGCCCTGCGACGTGA
AACTGGTGGAGAAGTCCTTCGAGACAGACACCAATCTGAACTTTCAG
AACCTGCTGGTGATCGTGCTGCGGATTCTGCTGCTGAAAGTGGCCGG
CTTCAATCTGCTGATGACCCTGCGGCTGTGGAGCAGCAGGGCTAAGA
GGTCCGGCAGCGGAGCCACCAATTTTTCCCTGCTGAAACAGGCTGGTG
ACGTGGAAGAAAACCCTGGCCCCATGGCGCTGCCCGTCACCGCGCTG
CTGCTGCCCCTGGCGCTGCTGTTACACGCCGCTCGGCCAGAGCTTICCC
ACCCAGGGCACATTCTCCAACGTGTCCACCAATGTGTCGGGAGGCGGC
GGATCGTCCCAGTTCAGAGTGTCCCCTCTGGACCGCACCTGGAACCTG
GGCGAGACCGTGGAGCTGAAATGTCAGGTCCTGCTGAGCAACCCGAC
CTCCGGGTGCAGTTGGCTGTTCCAGCCGCGTGGTGCTGCCGCAAGCC
CTACGTTCCTGCTTTACCTGAGCCAGAACAAGCCCAAGGCGGCCGAGG
GCCTGGACACCCAGAGATTCTCCGGCAAGCGCCTGGGGGACACATTC
GTGCTTACTTTGAGCGATTTCCGCAGAGAGAACGAGGGCTACTATTTCT
GTTCGGCGCTGAGCAATTCCATCATGTATTTCAGCCACTTTGTGCCAGT
GTTCCTGCCTGCCAAGCCTACCACAACACCAGCTCCCCGTCCCCCGAC
TCCGGCGCCTACCATCGCGAGTCAACCGTTGAGCCTGAGGCCTGAGG
CTTGTCGGCCCGCTGCGGGGGGTGCCGTCCACACCAGGGGCCTCGAC
TTTGCGTGCGACATCTATATTTGGGCGCCTCTGGCGGGTACCTGCGGG
GTGCTGCTGCTGTCATTGGTGATTACCCTGTACTGCAATCACCGCAACC
GCCGGCGGGTCTGTAAGTGCCCACGGCCTGTGGTCAAGTCCGGTGAC
AAACCGTCGCTCTCGGCTCGCTACGTGCGCGCTAAGCGCAGCGGTTC
CGGGGCCACCAACTTTTCATTGCTGAAGCAGGCCGGTGATGTGGAGGA
GAATCCAGGGCCCATGCGCCCCAGGCTTTGGCTCCTTCTTGCTGCTCA
GCTCACTGTCTTGCATGGCAACTCCGTTCTGCAGCAGACTCCCGCCTA
CATCAAGGTGCAGACGAACAAGATGGTGATGCTGTCATGCGAGGCCAA
GATCTCTCTTTCAAATATGAGAATTTATTGGCTACGACAGCGCCAGGCC
CCCTCCAGCGACAGCCACCACGAGTTCCTGGCGCTTTGGGATTCTGCT
AAAGGCACCATCCATGGAGAGGAGGTGGAACAGGAGAAGATAGCTGTC
TTCCGCGACGCATCCCGCTTCATCCTGAACCTGACCAGCGTGAAGCCG
GAGGACAGCGGCATCTACTTCTGTATGATCGTTGGCTCCCCCGAGCTG
ACCTTCGGCAAAGGCACCCAGCTGTCCGTGGTGGACTTCCTGCCCACC
ACAGCCCAGCCAACCAAGAAATCCACCCTCAAGAAGCGCGTGTGCCGA
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CTGCCCCGCCCTGAAACCCAGAAGGGCCCTCTGTGCTCCCCCATCACC
CTTGGACTGCTGGTGGCGGGAGTCCTGGTGCTGCTCGTATCTCTGGGT
GTCGCCATCCACCTGTGCTGCCGCCGCCGCCGCGCCCGCCTGAGGTT
TATGAAACAGTTTTACAAGTGATAAATCGATGGAAGGGTGGCATCCCTG
TGACCCCTCCCCAGTGCCTCTCCTGGCCCTGGAAGTTGCCACTCCAGT
GCCCACCAGCCTTGTCCTAATAAAATTAAGTTGCATCATTTTGTCTGACT
AGGTGTCCTTCTATAATATTATGGGGTGGAGGGGGGTGGTATGGAGCA
AGGGGCAAGTTGGGAAGACAACCTGTAGGGCCTGCGGGGTCTATTGG
GAACCAAGCTGGAGTGCAGTGGCACAATCTTGGCTCACTGCAATCTCC
GCCTCCTGGGTTCAAGCGATTCTCCTGCCTCAGCCTCCCGAGTTGTTG
GGATTCCAGGCATGCATGACCAGGCTCAGCTAATTTTTGTTTTTTTGGT
AGAGACGGGGTTTCACCATATTGGCCAGGCTGGTCTCCAACTCCTAAT
CTCAGGTGATCTACCCACCTTGGCCTCCCAAATTGCTGGGATTACAGG
CGTGAACCACTGCTCCCTTCCCTGTCCTTCTGATTACTAGTGGCTCCGG
TGCCCGTCAGTGGGCAGAGCGCACATCGCCCACAGTCCCCGAGAAGT
TGTGGGGAGGGGTCGGCAATTGAACCGGTGCCTAGAGAAGGTGGCGC
GGGGTAAACTGGGAAAGTGATGTCGTGTACTGGCTCCGCCTTTTTCCC
GAGGGTGGGGGAGAACCGTATATAAGTGCAGTAGTCGCCGTGAACGTT
CTTTTTCGCAACGGGTTTGCCGCCAGAACACAGGTAAGTGCCGTGTGT
GGTTCCCGCGGGCCTGGCCTCTTTACGGGTTATGGCCCTTGCGTGCCT
TGAATTACTTCCACCTGGCTGCAGTACGTGATTCTTGATCCCGAGCTTC
GGGTTGGAAGTGGGTGGGAGAGTTCGAGGCCTTGCGCTTAAGGAGCC
CCTTCGCCTCGTGCTTGAGTTGAGGCCTGGCCTGGGCGCTGGGGCCG
CCGCGTGCGAATCTGGTGGCACCTTCGCGCCTGTCTCGCTGCTTTCGA
TAAGTCTCTAGCCATTTAAAATTTTTGATGACCTGCTGCGACGCTTTTTT
TCTGGCAAGATAGTCTTGTAAATGCGGGCCAAGATCTGCACACTGGTAT
TTCGGTTTTTGGGGCCGCGGGCGGCGACGGGGCCCGTGCGTCCCAGC
GCACATGTTCGGCGAGGCGGGGCCTGCGAGCGCGGCCACCGAGAATC
GGACGGGGGTAGTCTCAAGCTGGCCGGCCTGCTCTGGTGCCTGGCCT
CGCGCCGCCGTGTATCGCCCCGCCCTGGGCGGCAAGGCTGGCCCGG
TCGGCACCAGTTGCGTGAGCGGAAAGATGGCCGCTTCCCGGCCCTGC
TGCAGGGAGCTCAAAATGGAGGACGCGGCGCTCGGGAGAGCGGGCG
GGTGAGTCACCCACACAAAGGAAAAGGGCCTTTCCGTCCTCAGCCGTC
GCTTCATGTGACTCCACGGAGTACCGGGCGCCGTCCAGGCACCTCGAT
TAGTTCTCGAGCTTTTGGAGTACGTCGTCTTTAGGTTGGGGGGAGGGG
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TTTTATGCGATGGAGTTTCCCCACACTGAGTGGGTGGAGACTGAAGTTA
GGCCAGCTTGGCACTTGATGTAATTCTCCTTGGAATTTGCCCTTTTTGA
GTTTGGATCTTGGTTCATTCTCAAGCCTCAGACAGTGGTTCAAAGTTTTT
TTCTTCCATTTCAGGTGTCGTGAACTAGTCCAGTGTGGTGGAATTCTGC
AGATATCACGGCTAGCGCCACCATGGGTCGGGGGCTGCTCAGGGGCC
TGTGGCCGCTGCACATCGTCCTGTGGACGCGTATCGCCAGCACGATCC
CACCGCACGTTCAGAAGTCGGTGAATAACGACATGATAGTCACTGACA
ACAACGGTGCAGTCAAGTTTCCACAACTGTGTAAATTTTGTGATGTGAG
ATTTTCCACCTGTGACAACCAGAAATCCTGCATGAGCAACTGCAGCATC
ACCTCCATCTGTGAGAAGCCACAGGAAGTCTGTGTGGCTGTATGGAGA
AAGAATGACGAGAACATAACACTAGAGACAGTTTGCCATGACCCCAAG
CTCCCCTACCATGACTTTATTCTGGAAGATGCTGCTTCTCCAAAGTGCA
TTATGAAGGAGAAGAAAAAGCCTGGTGAGACTTTCTTCATGTGTTCCTG
TAGCTCTGATGAGTGCAATGACAACATCATCTTCTCAGAAGAATATAAC
ACCAGCAATCCTGACTTGTTGCTAGTCATATTTCAAGTGACAGGCATCA
GCCTCCTGCCACCACTGGGAGTTGCCATATCTGTCATCATCATCTTCTA
CTGCTACCGCGTGAACCGGCAGCAGAAGGCTAGTGGTTCAGGCGCAA
CGAATTTCTCTTTGCTGAAGCAGGCTGGGGATGTCGAAGAAAATCCGG
GTCCAATGGTGGGCTCGCTCAACTGCATCGTAGCAGTCTCCCAGAATA
TGGGCATCGGGAAGAACGGTGATTTCCCGTGGCCCCCACTTCGCAACG
AGAGCCGTTATTTCCAAAGAATGACTACAACCTCCTCCGTGGAGGGTAA
GCAGAACCTGGTCATCATGGGGAAGAAGACCTGGTTCTCTATCCCTGA
AAAAAACCGCCCCCTGAAGGGCCGCATCAACCTGGTGCTGAGCAGGG
AACTCAAGGAGCCTCCTCAGGGCGCGCATTTTCTGAGCCGCTCATTGG
ATGACGCTCTCAAACTGACCGAACAGCCGGAGCTAGCCAACAAGGTGG
ACATGGTGTGGATCGTCGGAGGCTCCTCCGTGTACAAGGAGGCCATGA
ATCACCCCGGCCACTTGAAGCTGTTCGTCACCCGGATCATGCAGGACT
TCGAGTCGGACACGTTCTTTCCAGAGATTGACCTGGAGAAGTACAAGC
TGCTGCCCGAGTACCCGGGAGTTCTTAGTGATGTGCAGGAGGAGAAAG
GCATCAAGTACAAATTTGAGGTGTACGAGAAGAACGACTAACGGTCCG
TCCTGACCAATGCTGGAGTTCTTCGCCCACCCCAACTTGTTTATTGCAG
CTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAA
GCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGT
ATCTTATCATGTCTGTATACAGGTTACCTCAGTCTCCTAGGTACGTCTTA
TATCTATGAAAAAACATTCAAAAGCACAACATCTAGAAGAACTTACCTTT
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TTTCACCACTCTATTGCAAAGATATGTACCGATTTCTCTCGAAGTACAAA
AAACCGCTAGTTTTCAAATTCACCTCAAGACTTTGAAAAAAAATTGAATC

TGTCAATGTCAAATAAAATCAGAAACAAATGTCATAATGTTACGTTAATG

TTGTCAGGTCGAAAAATAAAATTGCAAATAGAAATTTTGTTCCTTTTTTAT
TGGTTTTTATTGGTGGGAAAAATATTCCCTCTAACTGCAAAAGGGTTAAT
TATGTTAGAGGTAGAGTCGACAAGCTT

Mapa del vector pNVVD154_TSC-200-A02_TCR-28_MSCV-TCR28-CD8-
EF1a-TGFR-DHFR

pPNVVD154_TSC-200-A02_TCR-28_MSCV-TCR28-CD8-EF1a-TGFR-DHFR
8055 bp

<adena CDg B @l
cage!

Clave: CD: agrupamiento de diferenciacion RNA-OUT: ARN antisentido
contra la levansacarasa bacteriana codificada por sacB. SV: virus de simio
TCR: Receptor de célula T, TIR: repeticiéon invertida terminal, QBend:
anticuerpo de ratén anti-CD34 de humano, dnTGFbRII: Receptor TGF beta Il

dominante negativo, DHFR: marcador de seleccion Dihidrofolato reductasa

Vector
representativo

(cuya proteina

GAATTCGTCGACGCTAGCTGGCTTGTTGTCCACAACCATTAAACCTTAA
AAGCTTTAAAAGCCTTATATATTCTTTTTTTTCTTATAAAACTTAAAACCTT
AGAGGCTATTTAAGTTGCTGATTTATATTAATTTTATTGTTCAAACATGAG
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que codifica
para el TCR
puede ser

intercambiada
con cualquier
secuencia de
TCR de interés):
pNVVD160_TSC-
200-A02_TCR-
28_MSCV-
TCR28-CD8-
EF1a-TGFR-

DHFR

AGCTTAGTACGTGAAACATGAGAGCTTAGTACATTAGCCATGAGAGCTT
AGTACATTAGCCATGAGGGTTTAGTTCATTAAACATGAGAGCTTAGTAC
ATTAAACATGAGAGCTTAGTACATACTATCAACAGGTTGAACTGCTGAT
CTGTACAGTAGAATTGGTAAAGAGAGTTGTGTAAAATATTGAGTTCGCA
CATCTTGTTGTCTGATTATTGATTTTTGGCGAAACCATTTGATCATATGA
CAAGATGTGTATCTACCTTAACTTAATGATTTTGATAAAAATCATTAGGT
ACCAATTACATTGCTTGCAATTAACCCTTTAACGGTTATAAGGATCTAGA
TGAGATAGAAAGATTTGGTTTTCGGATTTGTGTTACATAAGATGCCTAAA
ATAAAAATTGAGATTCAATTTTTTTTAAACTTTTTTTTAATTGGTGGTAAG
AATATTCCCTCTACCTGTTTGAGAGTAATGAAATTGTAGTATGATTTTTC
AACAAACTAAAAAAACAACATAAATCTCACATAATAACTTTATTTCAATCA
CACAATTGAATACCAATAGGTTGACAGTACTTACCAGCCTGCAGGTGAA
AGACCCCACCTGTAGGTTTGGCAAGTTAGCTTAAGTAACGCCATTTTG
CAAGGCATGGAAAATACATAACTGAGAATAGAGAAGTTCAGATCAAG
GTTAGGAACAGAGAGACAGCAGAATATGGGCCAAACAGGATATCTGT
GGTAAGCAGTTCCTGCCCCGGCTCAGGGCCAAGAACAGATGGTCCCC
AGATGCGGTCCCGCCCTCAGCAGTTTCTAGCGAACCATCAGATGTTTC
CAGGGTGCCCCAAGGACCTGAAATGACCCTGTGCCTTATTTGAACTAA
CCAATCAGTTTGCTTCTTGCTTCTGTTTGTGTGCTTCTGCTCCCTGAGC
TCAATAAAAGAGCCCACAACCCCTCACTTGGTGGGCCAGTCCTCTGAT
AGACTGTGTCCCCTGGATACCCGTACGGTACCGCTAGCGCCACCATG
GATACCTGGCTCGTGTGTTGGGCCATCTTTAGCCTGCTGAAGGCCGG
ACTGACCGAGCCTGAAGTGACCCAGACTCCAAGCCATCAAGTGACTC
AGATGGGGCAAGAAGTCATTCTGCGTTGCGTGCCCATCAGCAACCAC
CTGTACTTTTATTGGTATCGCCAGATCCTGGGCCAGAAAGTGGAATTC
CTGGTGTCCTTCTACAACAATGAGATCTCCGAGAAGTCCGAGATCTTC
GACGACCAGTTCTCCGTGGAAAGACCCGACGGCAGCAACTTCACACT
GAAGATCCGGTCTACCAAACTTGAGGACTCCGCTATGTATTTTTGTGC
AATCACAGGTCGCGTTTCATATGAGCAATATTTCGGGCCGGGCACCA
GGCTCACGGTCACAGAAGATCTCAATAAAGTGTTCCCCCCTGAGGTT
GCGGTGTTTGAGCCGTCCAAAGCGGAGATTGCCCACACACAGAAAGC
GACTTTGGTTTGTTTGGCGACAGGCTTTTTCCCTGACCACGTAGAGCT
GTCTTGGTGGGTCAACGGCAAGGAGGTTCACAGCGGTGTGTCAACGG
ATCCCCAGCCTCTGAAAGAACAGCCTGCCCTGAACGACAGCCGGTAC
TGCCTGAGCTCCAGACTGAGAGTGTCCGCCACCTTCTGGCAGAACCC
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CCGGAACCACTTCAGATGCCAGGTGCAGTTTTACGGCCTGAGCGAGA
ACGACGAGTGGACCCAGGACAGAGCCAAGCCCGTGACACAAATCGT
GTCTGCCGAAGCCTGGGGAAGAGCCGATTGCGGCATCACCAGCGCCT
CCTATCACCAGGGCGTGCTGAGCGCCACAATCCTGTACGAAATCCTG
CTGGGCAAGGCCACCCTGTACGCCGTGCTGGTGTCTGCTCTGGTGCT
GATGGCCATGGTCAAGCGGAAGGACTTTGGCAGCGGCAGAGCCAAAA
GGTCCGGGAGCGGTGCGACAAACTTTAGCCTGTTGAAACAAGCCGGC
GACGTTGAAGAGAACCCCGGACCTATGCTGCTGATCACCTCCATGCTG
GTGCTGTGGATGCAGCTGAGCCAAGTGAACGGCCAGCAAGTGATGCA
GATCCCTCAGTACCAGCACGTGCAAGAAGGCGAGGACTTCACCACCT
ACTGCAACAGCAGCACCACACTGAGCAACATCCAGTGGTACAAGCAG
CGGCCTGGCGGACACCCTGTGTTTCTGATCCAGCTGGTCAAGTCCGG
CGAAGTGAAGAAGCAGAAGCGGCTGACCTTCCAGTTCGGCGAGGCC
AAGAAGAACAGCAGCCTGCACATCACCGCCACACAGACCACAGATGT
GGGCACCTACTTCTGCGCTGGCATCGGTAGCAGCAACACCGGTAAGC
TCATCTTTGGGCAAGGGACAACTTTACAAGTAAAACCAGACATCCAGA
ACCCCGACCCCGCCGTGTACCAGCTGAGGGACTCCAAGTCCAGCGAC
AAGAGCGTGTGTCTGTTTACGGACTTCGACAGCCAGACCAACGTGAG
TCAAAGCAAGGACAGCGACGTCTACATAACGGATAAGACCGTGCTGG
ACATGCGGAGCATGGACTTCAAGAGCAACAGCGCCGTGGCCTGGTCC
AACAAGAGCGACTTCGCCTGCGCCAACGCCTTCAACAACAGCATCAT
CCCCGAGGACACCTTCTTCCCCAGCAGCGACGTGCCCTGCGACGTGA
AACTGGTGGAGAAGTCCTTCGAGACAGACACCAATCTGAACTTTCAG
AACCTGCTGGTGATCGTGCTGCGGATTCTGCTGCTGAAAGTGGCCGG
CTTCAATCTGCTGATGACCCTGCGGCTGTGGAGCAGCAGGGCTAAGA
GGTCCGGCAGCGGAGCCACCAATTTTTCCCTGCTGAAACAGGCTGGTG
ACGTGGAAGAAAACCCTGGCCCCATGGCGCTGCCCGTCACCGCGCTG
CTGCTGCCCCTGGCGCTGCTGTTACACGCCGCTCGGCCAGAGCTICCC
ACCCAGGGCACATTCTCCAACGTGTCCACCAATGTGTCGGGAGGCGGC
GGATCGTCCCAGTTCAGAGTGTCCCCTCTGGACCGCACCTGGAACCTG
GGCGAGACCGTGGAGCTGAAATGTCAGGTCCTGCTGAGCAACCCGAC
CTCCGGGTGCAGTTGGCTGTTCCAGCCGCGTGGTGCTGCCGCAAGCC
CTACGTTCCTGCTTTACCTGAGCCAGAACAAGCCCAAGGCGGCCGAGG
GCCTGGACACCCAGAGATTCTCCGGCAAGCGCCTGGGGGACACATTC
GTGCTTACTTTGAGCGATTTCCGCAGAGAGAACGAGGGCTACTATTTCT
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GTTCGGCGCTGAGCAATTCCATCATGTATTTCAGCCACTTTGTGCCAGT
GTTCCTGCCTGCCAAGCCTACCACAACACCAGCTCCCCGTCCCCCGAC
TCCGGCGCCTACCATCGCGAGTCAACCGTTGAGCCTGAGGCCTGAGG
CTTGTCGGCCCGCTGCGGGGGGTGCCGTCCACACCAGGGGCCTCGAC
TTTGCGTGCGACATCTATATTTGGGCGCCTCTGGCGGGTACCTGCGGG
GTGCTGCTGCTGTCATTGGTGATTACCCTGTACTGCAATCACCGCAACC
GCCGGCGGGTCTGTAAGTGCCCACGGCCTGTGGTCAAGTCCGGTGAC
AAACCGTCGCTCTCGGCTCGCTACGTGCGCGCTAAGCGCAGCGGTTC
CGGGGCCACCAACTTTTCATTGCTGAAGCAGGCCGGTGATGTGGAGGA
GAATCCAGGGCCCATGCGCCCCAGGCTTTGGCTCCTTCTTGCTGCTCA
GCTCACTGTCTTGCATGGCAACTCCGTTCTGCAGCAGACTCCCGCCTA
CATCAAGGTGCAGACGAACAAGATGGTGATGCTGTCATGCGAGGCCAA
GATCTCTCTTTCAAATATGAGAATTTATTGGCTACGACAGCGCCAGGCC
CCCTCCAGCGACAGCCACCACGAGTTCCTGGCGCTTTGGGATTCTGCT
AAAGGCACCATCCATGGAGAGGAGGTGGAACAGGAGAAGATAGCTGTC
TTCCGCGACGCATCCCGCTTCATCCTGAACCTGACCAGCGTGAAGCCG
GAGGACAGCGGCATCTACTTCTGTATGATCGTTGGCTCCCCCGAGCTG
ACCTTCGGCAAAGGCACCCAGCTGTCCGTGGTGGACTTCCTGCCCACC
ACAGCCCAGCCAACCAAGAAATCCACCCTCAAGAAGCGCGTGTGCCGA
CTGCCCCGCCCTGAAACCCAGAAGGGCCCTCTGTGCTCCCCCATCACC
CTTGGACTGCTGGTGGCGGGAGTCCTGGTGCTGCTCGTATCTCTGGGT
GTCGCCATCCACCTGTGCTGCCGCCGCCGCCGCGCCCGCCTGAGGTT
TATGAAACAGTTTTACAAGTGATAAATCGATGGAAGGGTGGCATCCCTG
TGACCCCTCCCCAGTGCCTCTCCTGGCCCTGGAAGTTGCCACTCCAGT
GCCCACCAGCCTTGTCCTAATAAAATTAAGTTGCATCATTTTGTCTGACT
AGGTGTCCTTCTATAATATTATGGGGTGGAGGGGGGTGGTATGGAGCA
AGGGGCAAGTTGGGAAGACAACCTGTAGGGCCTGCGGGGTCTATTGG
GAACCAAGCTGGAGTGCAGTGGCACAATCTTGGCTCACTGCAATCTCC
GCCTCCTGGGTTCAAGCGATTCTCCTGCCTCAGCCTCCCGAGTTGTTG
GGATTCCAGGCATGCATGACCAGGCTCAGCTAATTTTTGTTTTTTTGGT
AGAGACGGGGTTTCACCATATTGGCCAGGCTGGTCTCCAACTCCTAAT
CTCAGGTGATCTACCCACCTTGGCCTCCCAAATTGCTGGGATTACAGG
CGTGAACCACTGCTCCCTTCCCTGTCCTTCTGATTACTAGTGGCTCCGG
TGCCCGTCAGTGGGCAGAGCGCACATCGCCCACAGTCCCCGAGAAGT
TGTGGGGAGGGGTCGGCAATTGAACCGGTGCCTAGAGAAGGTGGCGC
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GGGGTAAACTGGGAAAGTGATGTCGTGTACTGGCTCCGCCTTTTTCCC
GAGGGTGGGGGAGAACCGTATATAAGTGCAGTAGTCGCCGTGAACGTT
CTTTTTCGCAACGGGTTTGCCGCCAGAACACAGGTAAGTGCCGTGTGT
GGTTCCCGCGGGCCTGGCCTCTTTACGGGTTATGGCCCTTGCGTGCCT
TGAATTACTTCCACCTGGCTGCAGTACGTGATTCTTGATCCCGAGCTTC
GGGTTGGAAGTGGGTGGGAGAGTTCGAGGCCTTGCGCTTAAGGAGCC
CCTTCGCCTCGTGCTTGAGTTGAGGCCTGGCCTGGGCGCTGGGGCCG
CCGCGTGCGAATCTGGTGGCACCTTCGCGCCTGTCTCGCTGCTTTCGA
TAAGTCTCTAGCCATTTAAAATTTTTGATGACCTGCTGCGACGCTTTTTT
TCTGGCAAGATAGTCTTGTAAATGCGGGCCAAGATCTGCACACTGGTAT
TTCGGTTTTTGGGGCCGCGGGCGGCGACGGGGCCCGTGCGTCCCAGC
GCACATGTTCGGCGAGGCGGGGCCTGCGAGCGCGGCCACCGAGAATC
GGACGGGGGTAGTCTCAAGCTGGCCGGCCTGCTCTGGTGCCTGGCCT
CGCGCCGCCGTGTATCGCCCCGCCCTGGGCGGCAAGGCTGGCCCGG
TCGGCACCAGTTGCGTGAGCGGAAAGATGGCCGCTTCCCGGCCCTGC
TGCAGGGAGCTCAAAATGGAGGACGCGGCGCTCGGGAGAGCGGGCG
GGTGAGTCACCCACACAAAGGAAAAGGGCCTTTCCGTCCTCAGCCGTC
GCTTCATGTGACTCCACGGAGTACCGGGCGCCGTCCAGGCACCTCGAT
TAGTTCTCGAGCTTTTGGAGTACGTCGTCTTTAGGTTGGGGGGAGGGG
TTTTATGCGATGGAGTTTCCCCACACTGAGTGGGTGGAGACTGAAGTTA
GGCCAGCTTGGCACTTGATGTAATTCTCCTTGGAATTTGCCCTTTTTGA
GTTTGGATCTTGGTTCATTCTCAAGCCTCAGACAGTGGTTCAAAGTTTTT
TTCTTCCATTTCAGGTGTCGTGAACTAGTCCAGTGTGGTGGAATTCTGC
AGATATCACGGCTAGCGCCACCATGGGTCGGGGGCTGCTCAGGGGCC
TGTGGCCGCTGCACATCGTCCTGTGGACGCGTATCGCCAGCACGATCC
CACCGCACGTTCAGAAGTCGGTGAATAACGACATGATAGTCACTGACA
ACAACGGTGCAGTCAAGTTTCCACAACTGTGTAAATTTTGTGATGTGAG
ATTTTCCACCTGTGACAACCAGAAATCCTGCATGAGCAACTGCAGCATC
ACCTCCATCTGTGAGAAGCCACAGGAAGTCTGTGTGGCTGTATGGAGA
AAGAATGACGAGAACATAACACTAGAGACAGTTTGCCATGACCCCAAG
CTCCCCTACCATGACTTTATTCTGGAAGATGCTGCTTCTCCAAAGTGCA
TTATGAAGGAGAAGAAAAAGCCTGGTGAGACTTTCTTCATGTGTTCCTG
TAGCTCTGATGAGTGCAATGACAACATCATCTTCTCAGAAGAATATAAC
ACCAGCAATCCTGACTTGTTGCTAGTCATATTTCAAGTGACAGGCATCA
GCCTCCTGCCACCACTGGGAGTTGCCATATCTGTCATCATCATCTTCTA
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CTGCTACCGCGTGAACCGGCAGCAGAAGGCTAGTGGTTCAGGCGCAA
CGAATTTCTCTTTGCTGAAGCAGGCTGGGGATGTCGAAGAAAATCCGG
GTCCAATGGTGGGCTCGCTCAACTGCATCGTAGCAGTCTCCCAGAATA
TGGGCATCGGGAAGAACGGTGATTTCCCGTGGCCCCCACTTCGCAACG
AGAGCCGTTATTTCCAAAGAATGACTACAACCTCCTCCGTGGAGGGTAA
GCAGAACCTGGTCATCATGGGGAAGAAGACCTGGTTCTCTATCCCTGA
AAAAAACCGCCCCCTGAAGGGCCGCATCAACCTGGTGCTGAGCAGGG
AACTCAAGGAGCCTCCTCAGGGCGCGCATTTTCTGAGCCGCTCATTGG
ATGACGCTCTCAAACTGACCGAACAGCCGGAGCTAGCCAACAAGGTGG
ACATGGTGTGGATCGTCGGAGGCTCCTCCGTGTACAAGGAGGCCATGA
ATCACCCCGGCCACTTGAAGCTGTTCGTCACCCGGATCATGCAGGACT
TCGAGTCGGACACGTTCTTTCCAGAGATTGACCTGGAGAAGTACAAGC
TGCTGCCCGAGTACCCGGGAGTTCTTAGTGATGTGCAGGAGGAGAAAG
GCATCAAGTACAAATTTGAGGTGTACGAGAAGAACGACTAACGGTCCG
TCCTGACCAATGCTGGAGTTCTTCGCCCACCCCAACTTGTTTATTGCAG
CTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAA
GCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGT
ATCTTATCATGTCTGTATACAGGTTACCTCAGTCTCCTAGGTACGTCTTA
TATCTATGAAAAAACATTCAAAAGCACAACATCTAGAAGAACTTACCTTT
TTTCACCACTCTATTGCAAAGATATGTACCGATTTCTCTCGAAGTACAAA
AAACCGCTAGTTTTCAAATTCACCTCAAGACTTTGAAAAAAAATTGAATC
TGTCAATGTCAAATAAAATCAGAAACAAATGTCATAATGTTACGTTAATG
TTGTCAGGTCGAAAAATAAAATTGCAAATAGAAATTTTGTTCCTTTTTTAT
TGGTTTTTATTGGTGGGAAAAATATTCCCTCTAACTGCAAAAGGGTTAAT
TATGTTAGAGGTAGAGTCGACAAGCTT

Mapa del vector pNVVD160_TSC-200-A02_TCR-28 MSCV-TCR28-CD8-
EF1a-TGFR-DHFR
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Clave: CD: agrupamiento de diferenciacion RNA-OUT: ARN antisentido
contra la levansacarasa bacteriana codificada por sacB. SV: virus de simio
TCR: Receptor de célula T, TIR: repeticiéon invertida terminal, QBend:
anticuerpo de ratén anti-CD34 de humano, dnTGFbRII: Receptor TGF beta Il
dominante negativo, DHFR: marcador de seleccion Dihidrofolato reductasa

* Para los vectores de la Tabla 2, el promotor MSCV se encuentra en negrita. La cadena beta esta

indicada usando texto en negrita y en italica. La cadena alfa esta indicada usando texto en negrita y

subrayado. La marca de enriquecimiento de CD34 (por ejemplo, marca Q) esta indicada usando

texto en italica y subrayado. CD8-alfa esta en italica. CD8-beta esta subrayado.

* En las Tablas 1 y 2 se encuentran incluidas las moléculas de acido nucleico ARN (por ejemplo,

timinas reemplazadas por uridinas), las moléculas de acido nucleico que codifican para ortélogos de

las proteinas codificadas, asi como también las secuencias de acido nucleico ADN o ARN que

comprenden una secuencia de acido nucleico que tiene por lo menos 80%, 81%, 82%, 83%, 84%,
85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5%, o mas

de identidad para toda su longitud con la secuencia de acido nucleico de cualquier secuencia que

se describe en la Tabla 1 0 2, o una parte de la misma. Dichas moléculas de acido nucleico pueden
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tener una funcion del acido nucleico de longitud completa como se describe adicionalmente en la

presente.

Tabla 3: Epitopes antigénicos

Tabla 3A: Epitopes de MAGEA1 presentados por el HLA de serotipo HLA-C*07

Epitopes peptidicos

VRFFFPSL (SEQ ID NO: 52)
FFFPSLREA (SEQ ID NO: 53)
ARVRFFFPSL (SEQ ID NO: 54)
VRFFFPSLR (SEQ ID NO: 55)
RVRFFFPSL (SEQ ID NO: 56)
FFPSLREA (SEQ ID NO: 57)
ARVRFFFPSLR (SEQ ID NO: 58)
SARVRFFF (SEQ ID NO: 59)
VRFFFPSLREA (SEQ ID NO: 60)
RFFFPSLREA (SEQ ID NO: 61)

Tabla 3B: Epitopes de MAGEC2 presentados por el HLA de serotipo HLA-B*07
Epitopes peptidicos
RAREFMEL (SEQ ID NO: 62)
RAREFMELL (SEQ ID NO: 63)
RAREFMELLF (SEQ ID NO: 64)
LKRAREFMEL (SEQ ID NO: 65)
VILKRAREF (SEQ ID NO: 66)
FPVILKRAR (SEQ ID NO: 67)
KRAREFMEL (SEQ ID NO: 68)
KRAREFMELL (SEQ ID NO: 69)
LKRAREFMELL (SEQ ID NO: 70)
RAREFMELLFG (SEQ ID NO: 71)

Tabla 3C: Epitopes de VPH16 E7 presentados por el HLA de serotipo HLA-A*02
Epitopes peptidicos
YMLDLQPET (SEQ ID NO: 72)
YMLDLQPETT (SEQ ID NO: 72a)
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Tabla 3D: epitopes de MAGEA1 presentados por el HLA de serotipo HLA-A*02 (por ejemplo,
HLA-A*02:01)

Epitopes peptidicos
KVLEYVIKV (SEQ ID NO: 83)
VLEYVIKV (SEQ ID NO: 83a)
KVLEYVIK (SEQ ID NO: 83b)

* Enla Tabla 3, tal como en la Tabla 3A, Tabla 3B, Tabla 3C y Tabla 3D, se encuentran incluidos los
epitopes peptidicos, asi como también las moléculas polipeptidicas que comprenden una secuencia
de aminoacidos que tiene por lo menos 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%), 99%, 99,5%, o mas de identidad para toda su
longitud con una secuencia de aminoacidos de cualquier secuencia que se describe en la Tabla 3,
tal como en la Tabla 3A, Tabla 3B, Tabla 3C y Tabla 3D, o una parte de la misma. Dichos polipéptidos
pueden tener una funcién del péptido o polipéptido de longitud completa como se describe

adicionalmente en la presente.

Ejemplo 3: ejemplo representativo no limitante de terapia combinada

El presente Ejemplo provee composiciones y métodos utiles para la terapia con células T-
TCR en multiplex, que incluye un TCR anti-MAGE-A1 y un TCR anti-PRAME. Sin limitarse a ninguna
teoria cientifica particular, el presente Ejemplo ademas incluye que la terapia con células T-TCR en
multiplex imita una respuesta oligoclonal natural de células T contra el cancer. La terapia con células
T-TCR en multiplex (por ejemplo, que incluye un TCR anti-MAGE-A1 y un TCR anti-PRAME) provee
métodos y composiciones que abordan ciertos desafios asociados con el tratamiento de tumores
sélidos.

Se pueden usar diversos ensayos para confirmar la utilidad de una terapia con células T-
TCR en multiplex (por ejemplo, una terapia con células T-TCR en multiplex que incluye un TCR anti-
MAGE-A1 (tal como “TCR 1479”, que también se conoce como “MAGE-A1-1479,” “1479”, “TSC-204-
A02”, y “TSC-204-A0201") y un TCR anti-PRAME (tal como “TCR 366", que también se conoce como
“366” y “TSC-203-A02” (también conocido como “TSC-203-A0201"), y/o “TCR 358", que también se
conoce como “358”)). En un ejemplo representativo no limitante, un TCR anti-MAGE-A1, un TCR
anti-PRAME, y una o mas lineas celulares diana que expresan sus antigenos asociados se
mutiplexan usando experimentos de cocultivo directo e indirecto para evaluar el sinergismo potencial
del uso de mas de un TCR para direccionarse contra los tumores, asi como también para
comprender los mecanismos biolégicos detras de dicho sinergismo. Este ensayo se puede usar para

modelar la muerte celular mediada por células T en multiplex mediante una terapia con células T-
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TCR en multiplex que incluye un TCR anti-MAGE-A1 y un TCR anti-PRAME, y la heterogeneidad, in
vitro.

En un caso representativo, por ejemplo, se puede usar y/o probar el multiplexado de (i) un
TCR anti-MAGE-A1 contra un epitope de HLA-A*02 restringido al serotipo de MAGE-A1 (Tabla 5,
por ejemplo, SEQ ID NO: 83) y (ii) un TCR anti-PRAME contra un epitope de HLA-A*02 restringido
al serotipo de PRAME (Tabla 7, por ejemplo, SEQ ID NO: 104), tal como mediante el uso de células
modificadas por ingenieria que expresan dichos TCR. En algunas formas de realizacién, se
transducen células pan-T y se seleccionan para expresar los TCR relevantes (anti-MAGE-A1 o anti-
PRAME). Las células diana son una mezcla de dos lineas celulares, en donde cada una expresa
solo uno de los dos antigenos. Las células U266B1 son HLA-A*02:01+ y MAGE-A1+. Las células
Hs695T, A375, y NCI-H1563 son HLA-A*02:01+ y PRAME+. Ambas lineas celulares se modifican
para expresar Incucyte® NucLight Red y se mezclan para imitar la heterogeneidad tumoral. Las
células T modificadas o células T control de donante no modificadas (T-TCR control) se cocultivan
con Incucyte® NucLight Las lineas celulares diana marcadas en rojo para las proporciones indicadas
de célula efectora a célula diana (E:T), y su supervivencia se pueden cuantificar en un IncuCyte®
como una lectura de la citotoxicidad de las células T.

Un TCR anti-MAGE-A1 abarcado por la presente invencion puede ser un TCR que incluye
(por ejemplo, que comprende, que consiste esencialmente en, o que consiste en): a) una secuencia
de la cadena alfa del TCR con por lo menos aproximadamente 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%,
86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o mas de identidad
con una secuencia de la cadena alfa del TCR seleccionada del grupo que consiste en las secuencias
de la cadena alfa del TCR que se describen en la Tabla 4; y/o b) una secuencia de la cadena beta
del TCR con por lo menos aproximadamente 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%,
89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o mas de identidad con una secuencia
de la cadena beta del TCR seleccionada del grupo que consiste en las secuencias de la cadena beta
del TCR que se describen en la Tabla 4.

Un TCR anti-MAGE-A1 abarcado por la presente invencion puede ser un TCR que incluye
(por ejemplo, que comprende, que consiste esencialmente en, o que consiste en): a) una secuencia
de la cadena alfa del TCR seleccionada del grupo que consiste en las secuencias de la cadena alfa
del TCR que se describen en la Tabla 4) una secuencia de la cadena beta del TCR seleccionada del
grupo que consiste en las secuencias de la cadena beta del TCR que se describen en la Tabla 4.

Un TCR anti-MAGE-A1 abarcado por la presente invencion puede ser un TCR que incluye
(por ejemplo, que comprende, que consiste esencialmente en, o que consiste en): a) una secuencia
del dominio variable de la cadena alfa (Vq) del TCR con por lo menos aproximadamente 80%, 81%,
82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99%, o mas de identidad con una secuencia del dominio variable de la cadena alfa (V) del TCR
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seleccionada del grupo que consiste en las secuencias del dominio V, del TCR que se describen en
la Tabla 4; y/o b) una secuencia del dominio variable de la cadena beta (Vg) del TCR con por lo
menos aproximadamente 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o mas de identidad con una secuencia del dominio variable
de la cadena beta (Vg) del TCR seleccionada del grupo que consiste en las secuencias del dominio
Vg del TCR que se describen en la Tabla 4.

Un TCR anti-MAGE-A1 abarcado por la presente invencién puede ser un TCR que incluye
(por ejemplo, que comprende, que consiste esencialmente en, o que consiste en): a) una secuencia
del dominio variable de la cadena alfa (Vq) del TCR seleccionada del grupo que consiste en las
secuencias del dominio V, del TCR que se describen en la Tabla 4; y/o b) una secuencia del dominio
variable de la cadena beta (V;) del TCR seleccionada del grupo que consiste en las secuencias del
dominio Vg del TCR que se describen en la Tabla 4.

Un TCR anti-MAGE-A1 abarcado por la presente invencion puede ser un TCR que incluye
(por ejemplo, que comprende, que consiste en, o que consiste en): por lo menos una (por ejemplo,
una, dos o tres, tal como CDR3 sola o en combinaciéon con una CDR1 y CDR2) secuencia de la
region determinante de complementariedad (CDR) de la cadena alfa del TCR con por lo menos
aproximadamente 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o mas de identidad con una secuencia de CDR de la cadena alfa
del TCR seleccionada del grupo que consiste en las secuencias CDR de la cadena alfa del TCR que
se describen en la Tabla 4. Se cree que la CDR3 es la principal CDR responsable del reconocimiento
del antigeno procesado y que las CDR1 y CDR2 interaccionan principalmente con el MHC, por lo
tanto, en algunas formas de realizacion, se provee una proteina de unién que comprende una CDR3
sola de una cadena alfa del TCR y/o una CDR3 sola de una cadena beta del TCR que se describen
en la Tabla 4, en donde cada CDR3 tiene una homologia de secuencia como se indica en este
parrafo.

Un TCR anti-MAGE-A1 abarcado por la presente invencién puede ser un TCR que incluye
(por ejemplo, que comprende, que consiste en, o que consiste en) por lo menos una (por ejemplo,
una, dos o tres, tal como CDR3 sola o en combinaciéon con una CDR1 y CDR2) secuencia de la
region determinante de complementariedad (CDR) de la cadena beta del TCR con por lo menos
aproximadamente 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o mas de identidad con una secuencia de CDR de la cadena beta
del TCR seleccionada del grupo que consiste en las secuencias CDR de la cadena beta del TCR
que se describen en la Tabla 4. Tal como se describe precedentemente, se cree que la CDR3 es la
principal CDR responsable del reconocimiento del antigeno procesado y que las CDR1 y CDR2
interaccionan principalmente con el MHC, por lo tanto, en algunas formas de realizacion, se provee

una proteina de union que comprende una CDR3 sola de una cadena alfa del TCR y/o una CDR3
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sola de una cadena beta del TCR que se describen en la Tabla 4, en donde cada CDR3 tiene una
homologia de secuencia como se indica en este parrafo.

Un TCR anti-MAGE-A1 abarcado por la presente invencién puede ser un TCR que incluye
(por ejemplo, que comprende, que consiste en, 0 que consiste en) por lo menos una (por ejemplo,
una, dos o tres) region determinante de complementariedad (CDR) de la cadena alfa del TCR que
se describe en la Tabla 4.

Un TCR anti-MAGE-A1 abarcado por la presente invencién puede ser un TCR que incluye
(por ejemplo, que comprende, que consiste en, 0 que consiste en) por lo menos una (por ejemplo,
una, dos o tres) region determinante de complementariedad (CDR) de la cadena beta del TCR que
se describe en la Tabla 4.

Un TCR anti-MAGE-A1 abarcado por la presente invencion puede ser un TCR que incluye
(por ejemplo, que comprende, que consiste en, o que consiste en) una secuencia de la regiéon
constante de la cadena alfa del TCR (Cq) con por lo menos aproximadamente 80%, 81%, 82%, 83%,
84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 0 mas
de identidad con una secuencia de Ca del TCR que se describe en la Tabla 4.

Un TCR anti-MAGE-A1 abarcado por la presente invencion puede ser un TCR que incluye
(por ejemplo, que comprende, que consiste en, o que consiste en) una secuencia de la regiéon
constante de la cadena beta (Cg) del TCR con por lo menos aproximadamente 80%, 81%, 82%,
83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o
mas de identidad con una secuencia de Cg del TCR que se describe en la Tabla 4.

Un TCR anti-MAGE-A1 abarcado por la presente invencién puede ser un TCR que incluye
(por ejemplo, que comprende, que consiste en, o que consiste en) una secuencia de la regiéon
constante de la cadena alfa (C,) del TCR seleccionada del grupo que consiste en las secuencias de
Cqdel TCR que se describen en la Tabla 4.

Un TCR anti-MAGE-A1 abarcado por la presente invencién puede ser un TCR que incluye
(por ejemplo, que comprende, que consiste en, o que consiste en) una secuencia de la region
constante de la cadena beta (Cg) del TCR seleccionada del grupo que consiste en las secuencias
de Cgdel TCR que se describen en la Tabla 4.

Tabla 4: secuencias de TCR que reconocen un antigeno MAGEA1 presentado por el HLA de
serotipo HLA-A*02

Secuencia de | Secuencia de ADN de cadena alfa

MAGEA1-278-1479 | ATGGAAAAAATGCTCGAGTGCGCCTTCATCGTGCTTTGGCTGCAGC

WT TCGGATGGCTGAGCGGAGAGGATCAAGTGACACAGTCTCCCGAGG
CTCTGAGGCTGCAAGAGGGCGAAAGCAGCTCCCTGAATTGCAGCT

69



Cadena alfa:

ACACCGTGTCTGGCCTGAGGGGCCTGTTTTGGTACAGACAAGACC
CTGGCAAGGGACCCGAGTTCCTGTTCACACTGTACTCTGCCGGCG
AAGAAAAAGAGAAAGAGCGCCTGAAAGCAACCCTGACCAAGAAAG
AGAGCTTCCTGCACATCACAGCCCCTAAGCCAGAGGACAGCGCTAC
TTACCTGTIGTGCCGTTTCATACGGCCAGAATTTCGTTTTTGGTCCC
GGAACCAGATTGTCCGTGCTGCCC CTatatccagaaccctgaccctgecgtgtace

agctgagagactctaaatccagtgacaagtctgtctgcctattcaccgattttgattctcaaacaaatgt

gtcacaaagtaaggattctgatgtgtatatcacagacaaaactgtgctagacatgaggtctatggact
tcaagagcaacagtgctgtggcctggagcaacaaatctgactttgcatgtgcaaacgccttcaacaa
cagcattattccagaagacaccttcttccccagcccagaaagttcctgtgatgtcaagetggtcgaga
aaagctttgaaacagatacgaacctaaactttcaaaacctgtcagtgattgggttccgaatcctcctcc
tgaaagtggccgggtttaatctgctcatgacgcetgeggcetgtggtccage (SEQ ID NO: 73)

Secuencia proteica de cadena alfa
MEKMLECAFIVLWLQLGWLSGEDQVTQSPEALRLQEGESSSLNCSYT
VSGLRGLFWYRQDPGKGPEFLFTLYSAGEEKEKERLKATLTKKESFLH
ITAPKPEDSATYLCAVSYGQNFVFGPGTRLSVLPYignpdpavyqlrdskssdk

svclftdfdsqtnvsqgskdsdvyitdktvidmrsmdfksnsavawsnksdfacanafnnsiipedtff

pspesscdvklveksfetdtninfgnisvigfrilllkvagfnlimtirlwss (SEQ ID NO: 74)

TRAV20/TRAJ26/TR
AC
Secuencia de

MAGEA1-278-1479
WT

Cadena beta:
TRBV5-8/TRBJ1-
1/TRBC1

Secuencia de ADN de cadena beta

ATGGGACCCAGGCTCCTCTTCTGGGCACTGCTTTGTCTCCTCGGAA
CAGGCCCAGTGGAGGCTGGAGTCACACAAAGTCCCACACACCTGA
TCAAAACGAGAGGACAGCAAGCGACTCTGAGATGCTCTCCTATCTC
TGGGCACACCAGTGTGTACTGGTACCAACAGGCCCTGGGTCTGGG
CCTCCAGTTCCTCCTTTGGTATGACGAGGGTGAAGAGAGAAACAG
AGGAAACTTCCCTCCTAGATTTTCAGGTCGCCAGTTCCCTAATTATA
GCTCTGAGCTGAATGTGAACGCCTTGGAGCTGGAGGACTCGGCCC
TGTATCTCTGTGCTTCCTCACTTGGGCAATTGAACACAGAGGCATT
CTTTGGACAAGGCACCAGACTCACAGTTGTAGaggacctgaacaaggtgttc
ccacccgaggtcgctgtgtttgagccatcagaagcagagatctcccacacccaaaaggccacact

ggtgtgcctggcecacaggcttcttccctgaccacgtggagcetgagcetggtgggtgaatgggaagga

ggtgcacagtggggtcagcacggacccgcagcccctcaaggagcagcccgcecctcaatgactec
agatactgcctgagcagccgcectgagggtctcggcecaccttctggcagaacccccgcaaccacttc
cgctgtcaagtccagtictacgggctctcggagaatgacgagtggacccaggatagggccaaacc
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cgtcacccagatcgtcagcgccgaggcectggggtagagcagactgtggctttacctcggtgtectac
cagcaaggggtcctgtctgccaccatcctctatgagatcctgctagggaaggccaccctgtatgetgt
gctggtcagcegccctigtgttgatggccatggtcaagagaaaggatttc (SEQ ID NO: 75)

Secuencia proteica de cadena beta
MGPRLLFWALLCLLGTGPVEAGVTQSPTHLIKTRGQQATLRCSPISGH
TSVYWYQQALGLGLQFLLWYDEGEERNRGNFPPRFSGRQFPNYSSEL
NVNALELEDSALYLCASSLGQLNTEAFFGQGTRLTVVEdInkvfppevavfe
pseaeishtgkatlvclatgffpdhvelswwvngkevhsgvstdpqplkegpalndsryclssrirvs

atfwgnprnhfrcqvqgfyglsendewtqdrakpvtqivsaeawgradcgftsvsyqqgvlsatilyeil
Igkatlyavivsalvimamvkrkdf (SEQ ID NO: 76)

Secuencia de
MAGEA1-278-1479
MGTM con codones
optimizados
(también conocido
como clon “MAGE-
A1-1479”, “TCR
14797, “1479”,
“TSC-204-A02”, vy
“TSC-204-A0201")

Nota: este clon se us6
en las Figuras 7-9
como TCR MAGEA1-
A02 en multiplex con

el TCR MAGEA1-C07

Cadena alfa:
TRAC
TRAV20/TRAJ26/MG
™

modificado

Secuencia de ADN de cadena alfa
ATGGAAAAAATGCTCGAGTGCGCCTTCATCGTGCTTTGGCTGCAGC
TCGGATGGCTGAGCGGAGAGGATCAAGTGACACAGTCTCCCGAGG
CTCTGAGGCTGCAAGAGGGCGAAAGCAGCTCCCTGAATTGCAGCT
ACACCGTGTCTGGCCTGAGGGGCCTGTTTTGGTACAGACAAGACC
CTGGCAAGGGACCCGAGTTCCTGTTCACACTGTACTCTGCCGGCG
AAGAAAAAGAGAAAGAGCGCCTGAAAGCAACCCTGACCAAGAAAG
AGAGCTTCCTGCACATCACAGCCCCTAAGCCAGAGGACAGCGCTAC
TTACCTGTIGTGCCGTTTCATACGGCCAGAATTTCGTTTTTGGTCCC
GGAACCAGATTGTCCGTGCTGCCCTacatccagaaccccgacceccgcecgtgtac

cagctgagggactccaagtccagcgacaagagcegtgtgtctgtttacggacttcgacagccagacc

aacgtgagtcaaagcaaggacagcgacgtctacataacggataagaccgtgctggacatgcgga
gcatggacttcaagagcaacagcgccgtggcctggtccaacaagagcgacticgectgegccaac
gccttcaacaacagcatcatccccgaggacaccttcttccccagcagcgacgtgecectgegacgtg
aaactggtggagaagtccttcgagacagacaccaatctgaactttcagaacctgctggtgatcgtgce
tgcggattctgctgetgaaagtggecggcttcaatetgetgatgacectgeggcetgtggage (SEQ
ID NO: 77)

Secuencia proteica de cadena alfa
MEKMLECAFIVLWLQLGWLSGEDQVTQSPEALRLQEGESSSLNCSYT
VSGLRGLFWYRQDPGKGPEFLFTLYSAGEEKEKERLKATLTKKESFLH
ITAPKPEDSATYLCAVSYGQNFVFGPGTRLSVLPYignpdpavyqlrdskssdk
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svclftdfdsqtnvsqgskdsdvyitdktvidmrsmdfksnsavawsnksdfacanafnnsiipedtff
pssdvpcdvklveksfetdtninfgnllvivirilllkvagfnlimtirlws (SEQ ID NO: 78)

Secuencia de
MAGEA1-278-1479
MGTM con codones
optimizados
(también conocido
como clon “MAGE-
A1-1479”, “TCR
1479”, “1479”,
“TSC-204-A02”, y
“TSC-204-A0201”)

Nota: este clon se uso
en las Figuras 7-9
como TCR MAGEA1-
A02 en multiplex con
el TCR MAGEA1-C07

Cadena beta:
TRBV5-8/TRBJ1-
1/MGTM TRBC

modificado

Secuencia de ADN de cadena beta
ATGGGACCCAGGCTCCTCTTCTGGGCACTGCTTTGTCTCCTCGGAA
CAGGCCCAGTGGAGGCTGGAGTCACACAAAGTCCCACACACCTGA
TCAAAACGAGAGGACAGCAAGCGACTCTGAGATGCTCTCCTATCTC
TGGGCACACCAGTGTGTACTGGTACCAACAGGCCCTGGGTCTGGG
CCTCCAGTTCCTCCTTTGGTATGACGAGGGTGAAGAGAGAAACAG
AGGAAACTTCCCTCCTAGATTTTCAGGTCGCCAGTTCCCTAATTATA
GCTCTGAGCTGAATGTGAACGCCTTGGAGCTGGAGGACTCGGCCC
TGTATCTCTGTGCTTCCTCACTTGGGCAATTGAACACAGAGGCATT
CTTTGGACAAGGCACCAGACTCACAGTTGTAGaagatctgaacaaggtgttcc
ctccagaggtggccgtgttcgagccttctaaggccgagatcgcccacacacaaaaagccaccctc

gtgtgcctggccaccggctttttccccgaccacgtggaactgtettggtgggtcaacggcaaagaggt
gcactccggcegtgtcaacggatccccagcectctgaaagaacagcectgccctgaacgacagecggt
actgcctgagctccagactgagagtgtccgecacctictggcagaacccccggaaccacttcagat
gccaggtgcagttttacggcctgagcgagaacgacgagtggacccaggacagagccaagceccgt
gacacaaatcgtgtctgccgaagcctggggaagagccgattgcggcatcaccagcegcectcctate
accagggcgtgctgagcgccacaatcctgtacgaaatcctgetgggcaaggcecaccctgtacgec
gtgctggtgtctgctctggtgctgatggccatggtcaagcggaaggactttggcagcggcagagceca
aaaggtccgggageggt (SEQ ID NO: 79)

Secuencia proteica de cadena beta
MGPRLLFWALLCLLGTGPVEAGVTQSPTHLIKTRGQQATLRCSPISGH
TSVYWYQQALGLGLQFLLWYDEGEERNRGNFPPRFSGRQFPNYSSEL
NVNALELEDSALYLCASSLGQLNTEAFFGQGTRLTVVEdInkvfppevavfe
pskaeiahtgkatlvclatgffpdhvelswwvngkevhsgvstdpgplkegpalndsryclssrirvs
atfwgnprnhfrcqvqgfyglsendewtqdrakpvtqivsaeawgradcgitsasyhqgvlsatilyeil
Igkatlyavivsalvimamvkrkdfgsgrakrsgsg (SEQ ID NO: 80)

Secuencia completa
de ADN del ORF de
las cadenas beta y
(la

alfa region

ATGGGACCCAGGCTCCTCTTCTGGGCACTGCTTTGTCTCCTCGGAA
CAGGCCCAGTGGAGGCTGGAGTCACACAAAGTCCCACACACCTGA
TCAAAACGAGAGGACAGCAAGCGACTCTGAGATGCTCTCCTATCTC
TGGGCACACCAGTGTGTACTGGTACCAACAGGCCCTGGGTCTGGG
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subrayada y con

italicas en el sitio
“Furina-P2A” codifica

para una secuencia

que permite la
expresion de dos
cadenas

polipeptidicas en un

mismo casete)

CCTCCAGTTCCTCCTTTGGTATGACGAGGGTGAAGAGAGAAACAG
AGGAAACTTCCCTCCTAGATTTTCAGGTCGCCAGTTCCCTAATTATA
GCTCTGAGCTGAATGTGAACGCCTTGGAGCTGGAGGACTCGGCCC
TGTATCTCTGTGCTTCCTCACTTGGGCAATTGAACACAGAGGCATT
CTTTGGACAAGGCACCAGACTCACAGTTGTAGaagatctgaacaaggtgttcc

ctccagaggtggccgtgticgagcecttctaaggccgagatcgecccacacacaaaaagcecaccctc

gtgtgcctggccaccggctttticcccgaccacgtggaactgtctiggtgggtcaacggcaaagaggt
gcactccggcegtgtcaacggatccccagcectctgaaagaacagcectgccctgaacgacagecggt
actgcctgagctccagactgagagtgtccgcecaccttctggcagaacccccggaaccacttcagat
gccaggtgcagttttacggcctgagcgagaacgacgagtggacccaggacagagccaagcececgt
gacacaaatcgtgtctgccgaagcctggggaagagccgattgcggcatcaccagcegcectcctate
accagggcgtgctgagcgccacaatcctgtacgaaatcctgctgggcaaggccaccctgtacgec
gtgctggtgtctgctctggtgctgatggecatggtcaagecggaaggactttggcagcggcagagceca
aaaqqtccgqgqagcqqtGCGACAAACTTTAGCCTGTTGAAACAAGCCGGC
GACGTTGAAGAGAACCCCGGACCTATGGAAAAAATGCTCGAGTGCG
CCTTCATCGTGCTTTGGCTGCAGCTCGGATGGCTGAGCGGAGAGG
ATCAAGTGACACAGTCTCCCGAGGCTCTGAGGCTGCAAGAGGGCG
AAAGCAGCTCCCTGAATTGCAGCTACACCGTGTCTGGCCTGAGGG
GCCTGTTTTGGTACAGACAAGACCCTGGCAAGGGACCCGAGTTCCT
GTTCACACTGTACTCTGCCGGCGAAGAAAAAGAGAAAGAGCGCCT
GAAAGCAACCCTGACCAAGAAAGAGAGCTTCCTGCACATCACAGCC
CCTAAGCCAGAGGACAGCGCTACTTACCTGIGTGCCGTTTCATACG
GCCAGAATTTCGTTTTTGGTCCCGGAACCAGATTGTCCGTGCTGCC

CTacatccagaaccccgaccecgcecgtgtaccagetgagggactccaagtccagcgacaagag

cgtgtgtctgtttacggacttcgacagccagaccaacgtgagtcaaagcaaggacagcgacgtcta

cataacggataagaccgtgctggacatgcggagcatggacttcaagagcaacagcgccgtggcect
ggtccaacaagagcgacttcgcctgcgccaacgcectticaacaacagcatcatccccgaggacac

cttcttccccagcagcgacgtgecctgecgacgtgaaactggtggagaagtccticgagacagacac
caatctgaactttcagaacctgctggtgatcgtgctgecggattctgctgctgaaagtggecggcttcaat
ctgctgatgaccctgeggcetgtggage (SEQ ID NO: 81)

Secuencia proteica
completa del ORF de
las cadenas beta y
(la

alfa region

MGPRLLFWALLCLLGTGPVEAGVTQSPTHLIKTRGQQATLRCSPISGH
TSVYWYQQALGLGLQFLLWYDEGEERNRGNFPPRFSGRQFPNYSSEL
NVNALELEDSALYLCASSLGQLNTEAFFGQGTRLTVVEdInkvfppevavfe
pskaeiahtgkatlvclatgffpdhvelswwvngkevhsgvstdpqplkegpalndsryclssrirvs
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subrayada y con | atfwgnprnhfrcqvgfyglsendewtqdrakpvtqgivsaeawgradcgitsasyhqgvlisatilyeil
italicas en el sitio | IgkatlyavivsalvimamvkrkdfgsgrakrsgsgATNFSLLKQAGDVEENPGPMEK
“Furina-P2A” permite | MLECAFIVLWLQLGWLSGEDQVTQSPEALRLQEGESSSLNCSYTVSGL
la expresion de dos | RGLFWYRQDPGKGPEFLFTLYSAGEEKEKERLKATLTKKESFLHITAPK
cadenas PEDSATYLCAVSYGQNFVFGPGTRLSVLPYignpdpavyqlrdskssdksvclftd
polipeptidicas en un | fdsqtnvsgskdsdvyitdktvidmrsmdfksnsavawsnksdfacanafnnsiipedtffpssdvp
mismo casete) cdvklveksfetdtninfgnlivivirilllkvagfnlimtiriws (SEQ ID NO: 82)

* La Tabla 4 provee, en parte, secuencias de TCR representativos agrupadas de acuerdo con la
presentacién en el serotipo de MHC y subagrupadas de acuerdo con los diferentes péptidos
presentados por el serotipo de MHC y unidas por los TCR subagrupados. Los TCR individuales,
tales como los representativos ejemplificados en las tablas, se describen y reivindican, asi como
también el género de las proteinas de unién que se unen a una secuencia de epitope peptidico
descrita en la presente ya sea solos 0 en un complejo con una MHC, tales como aquellos agrupados
de las tablas que se proveen en la presente. Ademas, se proveen los genes TRAV, TRAJ y TRAC
para cada cadena alfa del TCR descrito en la presente, y los genes TRBV, TRBJ y TRBC para cada
cadena beta del TCR descrito en la presente. Las secuencias de cada TCR descrito en la presente
se proveen como pares de cadenas alfa y beta asociadas para cada TCR nombrado. Las secuencias
de TCR descritas en la presente estan anotadas. Las secuencias de los dominios variables figuran
en mayusculas. Las secuencias de los dominios constantes figuran en minuscula. Las secuencias
de CDR1, CDR2 y CDR3 estan anotadas usando texto en negritas y subrayado. Las CDR1, CDR2
y CDR3 se muestran en el orden estandar de apariciéon de izquierda (N-terminal) a derecha (C-
terminal). Los genes TRAV, TRAJ y TRAC para cada cadena alfa del TCR descrito en la presente,
y los genes TRBV, TRBJ y TRBC para cada cadena beta del TCR descrito en la presente, estan
anotados de acuerdo con la nomenclatura IMTG bien conocida que se describe en la presente. De
igual manera, las CDR1 y CDR2 de TRAV y TRBV son bien conocidas debido a que se basan en
secuencias bien conocidas y anotadas de TRAV y TRBV (por ejemplo, anotadas en bases de datos

como IMGT disponible en imt.org y IEDB disponible en iedb.org).

* Para ciertos vectores representados, el promotor de MSCYV figura en negritas. La cadena beta esta
anotada usando texto en negritas y en italicas. La cadena alfa esta anotada usando texto en negritas
y subrayado. La marca de enriquecimiento de CD34 (Q tag) esta anotada usando texto en negritas
y subrayado. La cadena alfa de CD8 figura en italica. La cadena beta de CD8 figura subrayada.
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* La Tabla 4 incluye secuencias polipeptidicas, asi como también moléculas de polipéptido que
comprenden una secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos 80%, 81%, 82%, 83%, 84%,
85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5%, 0 mas
de identidad para toda su longitud con una secuencia de aminoacidos de cualquier secuencia alli
provista, o una parte de la misma. Dichos polipéptidos pueden tener una funcién del péptido o

polipéptido de longitud completa como se describe adicionalmente en la presente.

* La Tabla 4 incluye moléculas de acido nucleico de ARN (por ejemplo, timinas reemplazadas por
uridinas), moléculas de acido nucleico que codifican para ortélogos de las proteinas codificadas, asi
como también secuencias de acido nucleico de ADN o ARN que comprenden una secuencia de
acido nucleico que tiene por lo menos 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5%, o mas de identidad para toda su longitud
con la secuencia de acido nucleico de cualquier secuencia alli provista, o una parte de la misma.
Dichas moléculas de acido nucleico pueden tener una funcién del acido nucleico de longitud

completa como se describe adicionalmente en la presente.

Tabla 5: epitopes de MAGEA1 presentados por el HLA de serotipo HLA-A*02 (por ejemplo,
HLA-A*02:01)

Epitopes peptidicos
KVLEYVIKV (SEQ ID NO: 83)
VLEYVIKV (SEQ ID NO: 83a)
KVLEYVIK (SEQ ID NO: 83b)

Tal como se describié precedentemente, cualquier combinacion de los TCR descritos en la
presente esta contemplada para su uso.

Por ejemplo, un TCR anti-PRAME abarcado por la presente invencion puede ser un TCR que
incluye (por ejemplo, que comprende, que consiste esencialmente en, o que consiste en): a) una
secuencia de la cadena alfa del TCR con por lo menos aproximadamente 80%, 81%, 82%, 83%,
84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 0 mas
de identidad con una secuencia de la cadena alfa del TCR seleccionada del grupo que consiste en
las secuencias alfa del TCR que se describen en la Tabla 6; y/o b) una secuencia de la cadena beta
del TCR con por lo menos aproximadamente 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%,
89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o mas de identidad con una secuencia
de la cadena beta del TCR seleccionada del grupo que consiste en las secuencias de la cadena beta
del TCR que se describen en la Tabla 6.
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Un TCR anti-PRAME abarcado por la presente invencion puede ser un TCR que incluye (por
ejemplo, que comprende, que consiste esencialmente en, o que consiste en): a) una secuencia de
la cadena alfa del TCR seleccionada del grupo que consiste en las secuencias de la cadena alfa del
TCR que se describen en la Tabla 6) una secuencia de la cadena beta del TCR seleccionada del
grupo que consiste en las secuencias de la cadena beta del TCR que se describen en la Tabla 6.

Un TCR anti-PRAME abarcado por la presente invencion puede ser un TCR que incluye (por
ejemplo, que comprende, que consiste esencialmente en, o0 que consiste en): a) una secuencia del
dominio variable de la cadena alfa (V4) del TCR con por lo menos aproximadamente 80%, 81%,
82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99%, o mas de identidad con una secuencia del dominio variable de la cadena alfa (V) del TCR
seleccionada del grupo que consiste en las secuencias del dominio Vq del TCR que se describen en
la Tabla 6; y/o b) una secuencia del dominio variable de la cadena beta (Vg) del TCR con por lo
menos aproximadamente 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o mas de identidad con una secuencia del dominio variable
de la cadena beta (Vg) del TCR seleccionada del grupo que consiste en las secuencias del dominio
V3 del TCR que se describen en la Tabla 6.

Un TCR anti-PRAME abarcado por la presente invencion puede ser un TCR que incluye (por
ejemplo, que comprende, que consiste esencialmente en, o0 que consiste en): a) una secuencia del
dominio variable de la cadena alfa (V) del TCR seleccionada del grupo que consiste en las
secuencias del dominio V, del TCR que se describen en la Tabla 6; y/o b) una secuencia del dominio
variable de la cadena beta (V) del TCR seleccionada del grupo que consiste en las secuencias del
dominio Vg del TCR que se describen en la Tabla 6.

Un TCR anti-PRAME abarcado por la presente invencion puede ser un TCR que incluye (por
ejemplo, que comprende, que consiste en, 0 que consiste en): por lo menos una (por ejemplo, una,
dos o tres, tal como CDR3 sola o en combinacion con una CDR1 y CDR2) secuencia de la region
determinante de complementariedad (CDR) de la cadena alfa del TCR con por lo menos
aproximadamente 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o mas de identidad con una secuencia de CDR de la cadena alfa
del TCR seleccionada del grupo que consiste en las secuencias de CDR de la cadena alfa del TCR
que se describen en la Tabla 6. Se cree que la CDR3 es la principal CDR responsable del
reconocimiento del antigeno procesado y que las CDR1 y CDR2 interaccionan principalmente con
el MHC, por lo tanto, en algunas formas de realizacién, se provee una proteina de unién que
comprende una CDR3 sola de una cadena alfa del TCR y/o una CDR3 sola de una cadena beta del
TCR que se describen en la Tabla 6, en donde cada CDR3 tiene una homologia de secuencia como

se indica en este parrafo.
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Un TCR anti-PRAME abarcados por la presente invencion puede ser un TCR que incluye
(por ejemplo, que comprende, que consiste en, 0 que consiste en) por lo menos una (por ejemplo,
una, dos o tres, tal como CDR3 sola o en combinaciéon con una CDR1 y CDR2) secuencia de la
region determinante de complementariedad (CDR) de la cadena beta del TCR con por lo menos
aproximadamente 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o mas de identidad con una secuencia de CDR de la cadena beta
del TCR seleccionada del grupo que consiste en las secuencias de CDR de la cadena beta del TCR
que se describen en la Tabla 6. Tal como se describe precedentemente, se cree que la CDR3 es la
principal CDR responsable del reconocimiento del antigeno procesado y que las CDR1 y CDR2
interaccionan principalmente con el MHC, por lo tanto, en algunas formas de realizacion, se provee
una proteina de union que comprende una CDR3 sola de una cadena alfa del TCR y/o una CDR3
sola de una cadena beta del TCR que se describen en la Tabla 6, en donde cada CDR3 tiene una
homologia de secuencia como se indica en este parrafo.

Un TCR anti-PRAME abarcado por la presente invencion puede ser un TCR que incluye (por
ejemplo, que comprende, que consiste en, o que consiste en) por lo menos una (por ejemplo, una,
dos o tres) region determinante de complementariedad (CDR) de la cadena alfa del TCR que se
describe en la Tabla 6.

Un TCR anti-PRAME abarcado por la presente invencion puede ser un TCR que incluye (por
ejemplo, que comprende, que consiste en, o que consiste en) por lo menos una (por ejemplo, una,
dos o tres) region determinante de complementariedad (CDR) de la cadena beta del TCR que se
describe en la Tabla 6.

Un TCR anti-PRAME abarcado por la presente invencion puede ser un TCR que incluye (por
ejemplo, que comprende, que consiste en, 0 que consiste en) una secuencia de la region constante
de la cadena alfa (C) del TCR con por lo menos aproximadamente 80%, 81%, 82%, 83%, 84%,
85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o mas de
identidad con una secuencia Ca del TCR que se describe en la Tabla 6.

Un TCR anti-PRAME abarcado por la presente invencion puede ser un TCR que incluye (por
ejemplo, que comprende, que consiste en, 0 que consiste en) una secuencia de la regién constante
de la cadena beta (Cg) del TCR con por lo menos aproximadamente 80%, 81%, 82%, 83%, 84%,
85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o0 mas de
identidad con una secuencia de Cg del TCR que se describe en la Tabla 6.

Un TCR anti-PRAME abarcado por la presente invencion puede ser un TCR que incluye (por
ejemplo, que comprende, que consiste en, 0 que consiste en) una secuencia de la regién constante
de la cadena alfa (C,) del TCR seleccionada del grupo que consiste en las secuencias de C, del
TCR que se describe en la Tabla 6.
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Un TCR anti-PRAME abarcado por la presente invencion puede ser un TCR que incluye (por
ejemplo, que comprende, que consiste en, 0 que consiste en) una secuencia de la region constante
de la cadena beta (Cg) del TCR seleccionada del grupo que consiste en las secuencias de Cg del

TCR que se describe en la Tabla 6.

Tabla 6: secuencias de TCR que reconocen un antigeno de PRAME presentado por el HLA de
serotipo HLA-A*02

Secuencia de PRAME-425- | Secuencia de ADN de cadena alfa

366 WT ATGGCCTGTCCTGGCTTCCTGTGGGCCCTTGTGATCAGCAC
TTGCCTGGAATTCAGCATGGCTCAGACAGTCACCCAGTCTC
Cadena alfa: AGCCCGAAATGAGCGTCCAAGAGGCTGAAACCGTGACTCT
TRAV38- GTCTTGTACCTACGACACCTCCGAGAGCGATTACTACCTCT
2DV8/TRAJS0/TRAC TTTGGTATAAGCAACCGCCGTCCAGGCAAATGATCCTCGTG

ATCCGGCAAGAAGCTTACAAACAGCAGAATGCTACCGAAA
ACCGGTTCTCCGTCAATTTTCAGAAAGCCGCTAAGAGCTTTA
GCCTGAAAATCTCCGACTCTCAGCTCGGCGACGCTGCTATG
TATTTCTGTGCCTACCGCAAAACTTCTTACGATAAAGTCAT
TTTTGGGCCAGGGACAAGCTTATCAGTCATTCCAAatatccaga

accctgaccctgccgtgtaccagctgagagactctaaatccagtgacaagtctgtctgec

tattcaccgattttgatictcaaacaaatgtgtcacaaagtaaggattctgatgtgtatatcac
agacaaaactgtgctagacatgaggtctatggacttcaagagcaacagtgctgtggcect
ggagcaacaaatctgactttgcatgtgcaaacgccttcaacaacagcattattccagaa
gacaccttcttccccagcccagaaagttcectgtgatgtcaagcetggtcgagaaaagctttg
aaacagatacgaacctaaactttcaaaacctgtcagtgattgggticcgaatcctcctcct
gaaagtggccgggtttaatctgctcatgacgetgeggetgtggtccage  (SEQ 1D
NO: 84)

Secuencia proteica de cadena alfa
MACPGFLWALVISTCLEFSMAQTVTQSQPEMSVQEAETVTLS
CTYDTSESDYYLFWYKQPPSRQMILVIRQEAYKQQNATENRF
SVNFQKAAKSFSLKISDSQLGDAAMYFCAYRKTSYDKVIFGPG
TSLSVIPNignpdpavyqlrdskssdksvclftdfdsqtnvsqskdsdvyitdktvidm
rsmdfksnsavawsnksdfacanafnnsiipedtffpspesscdvklveksfetdtninf
gnisvigfrilllkvagfnlimtirlwss (SEQ ID NO: 85)

78



Secuencia de PRAME-425-
366 WT

Cadena beta:
TRBV13/TRBJ2-1/TRBCA1

Secuencia de ADN de cadena beta
ATGCTGAGCCCCGACCTGCCTGACAGCGCTTGGAATACCA
GACTCCTGTGCAGAGTGATGCTGTGCCTGCTTGGAGCTGG
AAGTGTGGCTGCTGGTGTCATTCAGTCCCCAAGGCACCTGA
TCAAAGAGAAGAGAGAGACAGCCACTCTGAAGTGCTACCCC
ATTCCTAGACACGACACGGTCTATTGGTATCAGCAAGGACC
TGGACAGGACCCTCAGTTCCTGATCAGCTTCTACGAGAAGA
TGCAGAGCGACAAGGGCAGCATCCCCGACAGATTTTCTGC
CCAGCAGTTCAGCGACTACCACAGCGAGCTGAACATGAGC
AGCCTGGAACTGGGCGATAGCGCCCTGTACTTCIGTGCCTC
TTCTTTCGCACGCCTGGAAGGTCGCGATAATGAACAATTTT
TTGGGCCAGGGACACGGCTCACCGTGCTAGaggacctgaacaag
gtgttcccacccgaggtcgcetgtgtttgagccatcagaagcagagatctcccacaccca

aaaggccacactggtgtgcctggccacaggcttcttccctgaccacgtggagcetgagct
ggtgggtgaatgggaaggaggtgcacagtggggtcagcacggacccgcagcecccte
aaggagcagcccgccctcaatgactccagatactgcctgagcagecgcectgagggtet
cggccaccttctggcagaacccccgcaaccacttccgetgtcaagtccagttctacggg
ctctcggagaatgacgagtggacccaggatagggccaaacccgtcacccagategtc
agcgccgaggcectggggtagagcagactgtggctttacctcggtgtcctaccagcaagg
ggtcctgtctgccaccatcctctatgagatcctgctagggaaggcecacccetgtatgetgtg
ctggtcagcgccctigtgttgatggccatggtcaagagaaaggatttc (SEQ ID NO:
86)

Secuencia proteica de cadena beta
MLSPDLPDSAWNTRLLCRVMLCLLGAGSVAAGVIQSPRHLIKE
KRETATLKCYPIPRHDTVYWYQQGPGQDPQFLISFYEKMQSD
KGSIPDRFSAQQFSDYHSELNMSSLELGDSALYFCASSFARLE
GRDNEQFFGPGTRLTVLEdInkvfppevavfepseaeishtgkatlvclatgff
pdhvelswwvngkevhsgvstdpgplkeqgpalndsryclssrirvsatfwgnprnhfrc
gvqgfyglsendewtqgdrakpvtgivsaeawgradcgftsvsyqqgvlisatilyeillgkatl
yavlvsalvimamvkrkdf (SEQ ID NO: 87)

PRAME-425-366 MGTM con
codones optimizados

secuencia (también

Secuencia de ADN de cadena alfa
ATGGCCTGTCCTGGCTTCCTGTGGGCCCTTGTGATCAGCAC
TTGCCTGGAATTCAGCATGGCTCAGACAGTCACCCAGTCTC
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conocido como clon “TCR
366”, “366”, “TSC-203-A02”,
y “TSC-203-A0201")

Nota: este clon se usoé en la
Figura 6 como TCR anti-
PRAME en multiplex con el
TCR  anti-MAGEAT1.
células T se

Las
transdujeron
mediante lentivirus con un
TCR expresado a partir de un
vector que comprende MSCV-
TCRalfa-TCRbeta-CD8alfa-
CD8Beta (region constante de
MGTM en TCR y marca de
CD34 fusionada a CD8).

Cadena alfa:
TRAV38-
2DV8/TRAJ50/MGTM TRAC

modificado

AGCCCGAAATGAGCGTCCAAGAGGCTGAAACCGTGACTCT
GTCTTGTACCTACGACACCTCCGAGAGCGATTACTACCTCT
TTTGGTATAAGCAACCGCCGTCCAGGCAAATGATCCTCGTG
ATCCGGCAAGAAGCTTACAAACAGCAGAATGCTACCGAAA
ACCGGTTCTCCGTCAATTTTCAGAAAGCCGCTAAGAGCTTTA
GCCTGAAAATCTCCGACTCTCAGCTCGGCGACGCTGCTATG
TATTTCTGTGCCTACCGCAAAACTTCTTACGATAAAGTCAT
TTTTGGGCCAGGGACAAGCTTATCAGTCATTCCAAacatccaga

accccgaccccgcecgtgtaccagcetgagggactccaagtccagcgacaagagegtgt

gtctgtttacggacttcgacagccagaccaacgtgagtcaaagcaaggacagcgacgt
ctacataacggataagaccgtgctggacatgcggagcatggacttcaagagcaacag

cgccgtggcectggtccaacaagagegacttcgectgecgeccaacgcecttcaacaacagce
atcatccccgaggacaccttcttccccagcagcgacgtgccctgcgacgtgaaactggt

ggagaagtccttcgagacagacaccaatctgaactttcagaacctgctggtgatcgtgcet
gcggattctgetgetgaaagtggecggcttcaatctgctgatgaccetgeggetgtggage
(SEQ ID NO: 88)

Secuencia proteica de cadena alfa
MACPGFLWALVISTCLEFSMAQTVTQSQPEMSVQEAETVTLS
CTYDTSESDYYLFWYKQPPSRQMILVIRQEAYKQQNATENRF
SVNFQKAAKSFSLKISDSQLGDAAMYFCAYRKTSYDKVIFGPG
TSLSVIPNignpdpavyqlrdskssdksvclftdfdsqtnvsqskdsdvyitdktvidm
rsmdfksnsavawsnksdfacanafnnsiipedtffpssdvpcdvklveksfetdtninf
gnlivivirilllkvagfnlimtirlws (SEQ ID NO: 89)

PRAME-425-366 MGTM con
codones optimizados
secuencia (también
conocido como clon “TCR
366”, “366”, “TSC-203-A02”,

y “TSC-203-A0201")

Nota: este clon se uso6 en la
Figura 6 como TCR anti-
PRAME en multiplex con el

TCR  anti-MAGEA1. Las

Secuencia de ADN de cadena beta
ATGCTGAGCCCCGACCTGCCTGACAGCGCTTGGAATACCA
GACTCCTGTGCAGAGTGATGCTGTGCCTGCTTGGAGCTGG
AAGTGTGGCTGCTGGTGTCATTCAGTCCCCAAGGCACCTGA
TCAAAGAGAAGAGAGAGACAGCCACTCTGAAGTGCTACCCC
ATTCCTAGACACGACACGGTCTATTGGTATCAGCAAGGACC
TGGACAGGACCCTCAGTTCCTGATCAGCTTCTACGAGAAGA
TGCAGAGCGACAAGGGCAGCATCCCCGACAGATTTTCTGC
CCAGCAGTTCAGCGACTACCACAGCGAGCTGAACATGAGC
AGCCTGGAACTGGGCGATAGCGCCCTGTACTTCTIGTGCCTC
TTCTTTCGCACGCCTGGAAGGTCGCGATAATGAACAATTTT
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células T se transdujeron

mediante lentivirus con el
TCR expresado a partir de un
vector que comprende MSCV-
TCRalfa-TCRbeta-CD8alfa-

CD8Beta (regién constante de
MGTM en TCR y marca de

CD34 fusionada a CD8).

Cadena beta:
TRBV13/TRBJ2-1/MGTM
TRBC modificado

TTGGGCCAGGGACACGGCTCACCGTGCTAGaagatctgaacaag
gtgttccctccagaggtggcecgtgticgagecttictaaggeccgagatcgeccacacaca

aaaagccaccctcgtgtgcctggccaccggctttttccccgaccacgtggaactgtcttgg
tgggtcaacggcaaagaggtgcactccggcegtgtcaacggatccccagectctgaaag
aacagcctgccctgaacgacagccggtactgectgagctccagactgagagtgtcege
caccttctggcagaacccccggaaccacttcagatgccaggtgcagttttacggectga

gcgagaacgacgagtggacccaggacagagccaagcccgtgacacaaatcgtgtct
gccgaagcctggggaagagcecgattgcggcatcaccagcgcctcctatcaccaggge
gtgctgagcgcecacaatcctgtacgaaatcctgetgggcaaggcecacccetgtacgecgt
gctggtgtctgcetctggtgetgatggccatggtcaagcggaaggactttggcageggeag
agccaaaaggtccgggageggt (SEQ ID NO: 90)

Secuencia proteica de cadena beta
MLSPDLPDSAWNTRLLCRVMLCLLGAGSVAAGVIQSPRHLIKE
KRETATLKCYPIPRHDTVYWYQQGPGQDPQFLISFYEKMQSD
KGSIPDRFSAQQFSDYHSELNMSSLELGDSALYFCASSFARLE
GRDNEQFFGPGTRLTVLEdInkvfppevavfepskaeiahtgkatlvclatgff
pdhvelswwvngkevhsgvstdpgplkeqgpalndsryclssrirvsatfwgnprnhfrc
qgvgfyglsendewtqdrakpvtgivsaeawgradcgitsasyhqgvlsatilyeillgkatl
yavlvsalvimamvkrkdfgsgrakrsgsg (SEQ ID NO: 91)

Secuencia completa de ADN
del ORF de las cadenas beta
y alfa (la region subrayada y
con itdlicas en el sitio “Furina-
P2A”

secuencia que permite la

codifica para una
expresion de dos cadenas
polipeptidicas en un mismo

casete)

ATGCTGAGCCCCGACCTGCCTGACAGCGCTTGGAATACCA
GACTCCTGTGCAGAGTGATGCTGTGCCTGCTTGGAGCTGG
AAGTGTGGCTGCTGGTGTCATTCAGTCCCCAAGGCACCTGA
TCAAAGAGAAGAGAGAGACAGCCACTCTGAAGTGCTACCCC
ATTCCTAGACACGACACGGTCTATTGGTATCAGCAAGGACC
TGGACAGGACCCTCAGTTCCTGATCAGCITCTACGAGAAGA
TGCAGAGCGACAAGGGCAGCATCCCCGACAGATTTTCTGC
CCAGCAGTTCAGCGACTACCACAGCGAGCTGAACATGAGC
AGCCTGGAACTGGGCGATAGCGCCCTGTACTTCIGTGCCTC
TTCTTTCGCACGCCTGGAAGGTCGCGATAATGAACAATTTT
TTGGGCCAGGGACACGGCTCACCGTGCTAGaagatctgaacaag
gtgttccctccagaggtggcecgtgticgagecttctaaggeccgagatcgeccacacaca

aaaagccaccctcgtgtgcctggccaccggctttttccccgaccacgtggaactgtcettgg
tgggtcaacggcaaagaggtgcactccggcegtgtcaacggatccccagectctgaaag
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aacagcctgccctgaacgacagccggtactgectgagctccagactgagagtgtcege
caccttctggcagaacccccggaaccacttcagatgccaggtgcagttttacggectga
gcgagaacgacgagtggacccaggacagagccaagcccgtgacacaaatcgtgtct
gccgaagcectggggaagagcecgattgcggcatcaccagcegcectcctatcaccaggge
gtgctgagcgcecacaatcctgtacgaaatcctgctgggcaaggcecaccctgtacgecegt
gctggtgtctgcetctggtgetgatggecatggtcaagcggaaggactttggcageggecag
agccaaaaqqtccqgqqagcgqtGCGACAAACTTTAGCCTGTTGAAAC
AAGCCGGCGACGTTGAAGAGAACCCCGGACCTATGGCCTG
TCCTGGCTTCCTGTGGGCCCTTGTGATCAGCACTTGCCTGG
AATTCAGCATGGCTCAGACAGTCACCCAGTCTCAGCCCGAA
ATGAGCGTCCAAGAGGCTGAAACCGTGACTCTGTCTTGTAC
CTACGACACCTCCGAGAGCGATTACTACCTCTTTTGGTATA
AGCAACCGCCGTCCAGGCAAATGATCCTCGTGATCCGGCA
AGAAGCTTACAAACAGCAGAATGCTACCGAAAACCGGTTC
TCCGTCAATTTTCAGAAAGCCGCTAAGAGCTTTAGCCTGAAA
ATCTCCGACTCTCAGCTCGGCGACGCTGCTATGTATTTCTIG
TGCCTACCGCAAAACTTCTTACGATAAAGTCATTTTITGGGC
CAGGGACAAGCTTATCAGTCATTCCAAacatccagaaccccgaccce
gccgtgtaccagctgagggactccaagtccagcgacaagagcegtgtgtetgtttacgga

cttcgacagccagaccaacgtgagtcaaagcaaggacagcgacgtctacataacgga
taagaccgtgctggacatgcggagcatggactticaagagcaacagcgccgtggcectg
gtccaacaagagcgacttcgcctgcgccaacgccticaacaacagcatcatccccgag
gacaccttcttccccagcagcgacgtgecctgcgacgtgaaactggtggagaagtcectt
cgagacagacaccaatctgaactttcagaacctgctggtgatcgtgetgcggattctgetg
ctgaaagtggccggcttcaatctgetgatgaccctgeggcetgtggage (SEQ ID NO:
92)

Secuencia proteica completa
del ORF de las cadenas beta
y alfa (la region subrayada y
con italicas en el sitio “Furina-
P2A” permite la expresion de
dos cadenas polipeptidicas en

un mismo casete)

MLSPDLPDSAWNTRLLCRVMLCLLGAGSVAAGVIQSPRHLIKE
KRETATLKCYPIPRHDTVYWYQQGPGQDPQFLISEYEKMQSD
KGSIPDRFSAQQFSDYHSELNMSSLELGDSALYFCASSFARLE
GRDNEQFFGPGTRLTVLEdInkvfppevavfepskaeiahtgkatlvclatgff
pdhvelswwvngkevhsgvstdpqplkeqpalndsryclssrirvsatfwqnprnhfrc
qgvgfyglsendewtqdrakpvtgivsaeawgradcgitsasyhqgvlsatilyeillgkatl
yavlvsalvimamvkrkdfgsgrakrsgsgATNFSLLKQAGDVEENPGPM
ACPGFLWALVISTCLEFSMAQTVTQSQPEMSVQEAETVTLSCT
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YDTSESDYYLFWYKQPPSRQMILVIRQEAYKQQNATENRFSV
NFQKAAKSFSLKISDSQLGDAAMYFCAYRKTSYDKVIFGPGTS
LSVIPNignpdpavyqlrdskssdksvclftdfdsqtnvsgskdsdvyitdktvidmrs

mdfksnsavawsnksdfacanafnnsiipedtffpssdvpcdvklveksfetdtninfgn
livivirilllkvagfnlimtiriws (SEQ ID NO: 93)

Secuencia de PRAME-425-
358 WT

Cadena alfa:
TRAV30/TRAJ20/TRAC

Secuencia de ADN de cadena alfa
ATGGAAACCCTGCTGAAGGTGCTGTCTGGCACCCTGCTGTG
GCAGCTGACATGGGTCCGATCTCAGCAGCCTGTGCAGTCT
CCTCAGGCCGTGATTCTGAGAGAAGGCGAGGACGCCGTGA
TCAACTGCAGCAGCTCTAAGGCCCTGTACAGCGTGCACTG
GTACAGGCAGAAACACGGCGAGGCCCCAGTGTTTCTGATG
ATTCTGCTGAAAGGCGGCGAGCAGAAGGGCCACGATAAGA
TCTCCGCCAGCTTCAACGAGAAGAAGCAGCAGTCCAGCCT
GTACCTGACAGCCAGCCAGCTGAGCTACAGCGGCACCTATT
TCTGTGGCACAGAAGGTACTGGTGACTACAAGCTCTCTTTT
GGAGCCGGAACCACAGTAACTGTAAGAGCAAatatccagaaccct

gaccctgccgtgtaccagctgagagactctaaatccagtgacaagtctgtctgectatica

ccgattttgattctcaaacaaatgtgtcacaaagtaaggattctgatgtgtatatcacagac
aaaactgtgctagacatgaggtctatggacticaagagcaacagtgctgtggcctggag
caacaaatctgactttgcatgtgcaaacgccttcaacaacagcattattccagaagacac
cttcttccccagecccagaaagttcctgtgatgtcaagcetggtcgagaaaagctttgaaaca
gatacgaacctaaactttcaaaacctgtcagtgattgggttccgaatcctcctcctgaaagt

ggccgggtttaatctgctcatgacgetgeggcetgtggtccage (SEQ ID NO: 94)

Secuencia proteica de cadena alfa
METLLKVLSGTLLWQLTWVRSQQPVQSPQAVILREGEDAVINC
SSSKALYSVHWYRQKHGEAPVFLMILLKGGEQKGHDKISASF
NEKKQQSSLYLTASQLSYSGTYFCGTEGTGDYKLSFGAGTTV
TVRANignpdpavyqlrdskssdksvclftdfdsqtnvsgskdsdvyitdktvidmrs

mdfksnsavawsnksdfacanafnnsiipedtffpspesscdvkiveksfetdtninfgn
Isvigfrilllkvagfnlimtirlwss (SEQ ID NO: 95)

Secuencia de ADN de cadena beta
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Secuencia de PRAME-425-
358 WT

Cadena beta:
TRBV27/TRBJ2-7/TRBCA1

ATGGGACCTCAGCTGCTGGGATATGTGGTGCTGTGTCTGCT
CGGAGCTGGACCCCTGGAAGCTCAAGTGACACAGAACCCC
AGATACCTGATCACCGTGACCGGCAAAAAGCTGACCGTGAC
CTGTAGCCAGAACATGAACCACGAGTACATGAGCTGGTAT
CGGCAAGACCCTGGCCTGGGGCTGAGACAGATCTACTATA
GCATGAACGTGGAAGTGACCGACAAAGGCGACGTGCCCGA
GGGCTATAAGGTGTCCCGGAAAGAGAAGCGGAACTTTCCA
CTGATCCTGGAATCCCCATCTCCTAACCAGACCAGCCTGTA
TTTTTGCGCTAGTTCTGCCGGGACCGGGGGGCATGAGCAA
TACTTCGGGCCGGGCACCAGGCTCACGGTCACAGaggacctg

aacaaggtgttcccacccgaggtcgcetgtgtttgagccatcagaagcagagatctccca

cacccaaaaggccacactggtgtgcctggccacaggcttcttccctgaccacgtggage
tgagctggtgggtgaatgggaaggaggtgcacagtggggtcagcacggacccgecagce
ccctcaaggagcagceccgcecctcaatgactccagatactgectgagcagccgcectgag
ggtctcggccaccttctggcagaacccccgcaaccacttccgetgtcaagtccagttcta
cgggctctcggagaatgacgagtggacccaggatagggccaaacccgtcacccagat
cgtcagcgecgaggcectggggtagagcagactgtggctttacctcggtgtcctaccage
aaggggtcctgtctgccaccatcctctatgagatcctgctagggaaggcecaccctgtatg
ctgtgctggtcagegceccttgtgttgatggccatggtcaagagaaaggatttc (SEQ 1D
NO: 96)

Secuencia proteica de cadena beta
MGPQLLGYVVLCLLGAGPLEAQVTQNPRYLITVTGKKLTVTCS
QNMNHEYMSWYRQDPGLGLRQIYYSMNVEVTDKGDVPEGYK
VSRKEKRNFPLILESPSPNQTSLYFCASSAGTGGHEQYFGPGT
RLTVTEdInkvfppevavfepseaeishtgkatlvclatgffpdhvelswwvngkevh

sgvstdpgplkegpalndsryclssrirvsatfwgnprnhfrcqvgfyglsendewtqdra
kpvtqgivsaeawgradcgftsvsyqqgvlsatilyeillgkatlyavivsalvimamvkrkdf
(SEQ ID NO: 97)

Secuencia de PRAME-425-
358 MGTM con codones
optimizados (también
conocido como clon “TCR
358”)

Secuencia de ADN de cadena alfa
ATGGAAACCCTGCTGAAGGTGCTGTCTGGCACCCTGCTGTG
GCAGCTGACATGGGTCCGATCTCAGCAGCCTGTGCAGTCT
CCTCAGGCCGTGATTCTGAGAGAAGGCGAGGACGCCGTGA
TCAACTGCAGCAGCTCTAAGGCCCTGTACAGCGTGCACTG
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Cadena alfa:
TRAV30/TRAJ20/MGTM
TRAC modificado

GTACAGGCAGAAACACGGCGAGGCCCCAGTGTTTCTGATG
ATTCTGCTGAAAGGCGGCGAGCAGAAGGGCCACGATAAGA
TCTCCGCCAGCTTCAACGAGAAGAAGCAGCAGTCCAGCCT
GTACCTGACAGCCAGCCAGCTGAGCTACAGCGGCACCTATT
TCTGTGGCACAGAAGGTACTGGTGACTACAAGCTCTCTTTT
GGAGCCGGAACCACAGTAACTGTAAGAGCAAacatccagaaccc
cgaccccgcecgtgtaccagctgagggactccaagtccagcgacaagagcegtgtgtetg

tttacggacttcgacagccagaccaacgtgagtcaaagcaaggacagcgacgtctaca
taacggataagaccgtgctggacatgcggagcatggacttcaagagcaacagcgcecg
tggcctggtccaacaagagcgacttcgcctgecgccaacgcectticaacaacagcatcatc
cccgaggacaccttcttccccagcagecgacgtgecctgcgacgtgaaactggtggaga
agtccttcgagacagacaccaatctgaactttcagaacctgctggtgatcgtgctgecggat
tctgetgetgaaagtggecggcttcaatctgetgatgaccetgeggcetgtggage (SEQ
ID NO: 98)

Secuencia proteica de cadena alfa
METLLKVLSGTLLWQLTWVRSQQPVQSPQAVILREGEDAVINC
SSSKALYSVHWYRQKHGEAPVFLMILLKGGEQKGHDKISASF
NEKKQQSSLYLTASQLSYSGTYFCGTEGTGDYKLSFGAGTTV
TVRANignpdpavyqlrdskssdksvclftdfdsqtnvsgskdsdvyitdktvidmrs

mdfksnsavawsnksdfacanafnnsiipedtffpssdvpcdvkiveksfetdtninfgn
livivirilllkvagfnlimtirws (SEQ ID NO: 99)

Secuencia de PRAME-425-
358 MGTM con codones
optimizados (también
conocido como clon “TCR

358”)

Cadena beta:
TRBV27/TRBJ2-7/MGTM
TRBC modificado

Secuencia de ADN de cadena beta
ATGGGACCTCAGCTGCTGGGATATGTGGTGCTGTGTCTGCT
CGGAGCTGGACCCCTGGAAGCTCAAGTGACACAGAACCCC
AGATACCTGATCACCGTGACCGGCAAAAAGCTGACCGTGAC
CTGTAGCCAGAACATGAACCACGAGTACATGAGCTGGTAT
CGGCAAGACCCTGGCCTGGGGCTGAGACAGATCTACTATA
GCATGAACGTGGAAGTGACCGACAAAGGCGACGTGCCCGA
GGGCTATAAGGTGTCCCGGAAAGAGAAGCGGAACTTTCCA
CTGATCCTGGAATCCCCATCTCCTAACCAGACCAGCCTGTA
TTTTTIGCGCTAGTTCTGCCGGGACCGGGGGGCATGAGCAA
TACTTCGGGCCGGGCACCAGGCTCACGGTCACAGaagatctga
acaaggtgttccctccagaggtggecgtgticgagcecttctaaggeccgagatcgeccac
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acacaaaaagccaccctcgtgtgcctggcecaccggctttttccccgaccacgtggaact

gtcttggtgggtcaacggcaaagaggtgcactccggegtgtcaacggatccccagecte
tgaaagaacagcctgccctgaacgacagccggtactgcctgagctccagactgagagt
gtccgcecaccttctggcagaacccccggaaccactticagatgccaggtgcagttttacgg
cctgagcgagaacgacgagtggacccaggacagagccaagceccgtgacacaaate
gtgtctgccgaagcectggggaagagcecgattgcggcatcaccagegcectcctatcace

agggcgtgctgagcgccacaatcctgtacgaaatcctgctgggcaaggcecaccctgta

cgccgtgcetggtgtetgetetggtgetgatggcecatggtcaagcggaaggactttggeag

cggcagagccaaaaggtccgggageggt (SEQ ID NO: 100)

Secuencia proteica de cadena beta
MGPQLLGYVVLCLLGAGPLEAQVTQNPRYLITVTGKKLTVTCS
QNMNHEYMSWYRQDPGLGLRQIYYSMNVEVTDKGDVPEGYK
VSRKEKRNFPLILESPSPNQTSLYFCASSAGTGGHEQYFGPGT
RLTVTEdInkvfppevavfepskaeiahtgkatlvclatgffpdhvelswwvngkevh

sgvstdpgplkegpalndsryclssrirvsatfwgnprnhfrcqvgfyglsendewtqdra
kpvtgivsaeawgradcgitsasyhqgvlsatilyeillgkatlyavlvsalvimamvkrkdf
gsgrakrsgsg (SEQ ID NO: 101)

Secuencia completa de ADN
del ORF de las cadenas beta
y alfa (la region subrayada y
con itdlicas en el sitio “Furina-
P2A”

secuencia que permite la

codifica para una
expresion de dos cadenas
polipeptidicas en un mismo

casete)

ATGGGACCTCAGCTGCTGGGATATGTGGTGCTGTGTCTGCT
CGGAGCTGGACCCCTGGAAGCTCAAGTGACACAGAACCCC
AGATACCTGATCACCGTGACCGGCAAAAAGCTGACCGTGAC
CTGTAGCCAGAACATGAACCACGAGTACATGAGCTGGTAT
CGGCAAGACCCTGGCCTGGGGCTGAGACAGATCTACTATA
GCATGAACGTGGAAGTGACCGACAAAGGCGACGTGCCCGA
GGGCTATAAGGTGTCCCGGAAAGAGAAGCGGAACTTTCCA
CTGATCCTGGAATCCCCATCTCCTAACCAGACCAGCCTGTA
TTTTTIGCGCTAGTTCTGCCGGGACCGGGGGGCATGAGCAA
TACTTCGGGCCGGGCACCAGGCTCACGGTCACAGaagatctga
acaaggtgttccctccagaggtggcecgtgttcgagcecttctaaggccgagatcgeccac

acacaaaaagccaccctcgtgtgcctggccaccggctttttccccgaccacgtggaact

gtcttggtgggtcaacggcaaagaggtgcactccggegtgtcaacggatccccagectc
tgaaagaacagcctgccctgaacgacagccggtactgcctgagctccagactgagagt
gtccgcecaccttctggcagaacccccggaaccacttcagatgccaggtgcagttttacgg

cctgagcgagaacgacgagtggacccaggacagagccaageccgtgacacaaatc
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gtgtctgccgaagcectggggaagagcecgattgcggcatcaccagegcectcctatcace
agggcgtgctgagcgccacaatcctgtacgaaatcctgctgggcaaggcecaccctgta
cgccgtgcetggtgtetgetetggtgetgatggccatggtcaagcggaaggactttggeag
cggcagagccaaaaqqtccqgqqaqcggtGCGACAAACTTTAGCCTGTT
GAAACAAGCCGGCGACGTTGAAGAGAACCCCGGACCTATG
GAAACCCTGCTGAAGGTGCTGTCTGGCACCCTGCTGTGGC
AGCTGACATGGGTCCGATCTCAGCAGCCTGTGCAGTCTCCT
CAGGCCGTGATTCTGAGAGAAGGCGAGGACGCCGTGATCA
ACTGCAGCAGCTCTAAGGCCCTGTACAGCGTGCACTGGTA
CAGGCAGAAACACGGCGAGGCCCCAGTGTTTCTGATGATTC
TGCTGAAAGGCGGCGAGCAGAAGGGCCACGATAAGATCTC
CGCCAGCTTCAACGAGAAGAAGCAGCAGTCCAGCCTGTAC
CTGACAGCCAGCCAGCTGAGCTACAGCGGCACCTATTTCTIG
TGGCACAGAAGGTACTGGTGACTACAAGCTCTCTTTTGGA
GCCGGAACCACAGTAACTGTAAGAGCAAacatccagaaccccgac
cccgcecgtgtaccagectgagggactccaagtccagcgacaagagcgtgtgtctgtttac

ggacttcgacagccagaccaacgtgagtcaaagcaaggacagcgacgtctacataac
ggataagaccgtgctggacatgcggagcatggacticaagagcaacagcgecgtgge
ctggtccaacaagagcgacttcgcctgcgccaacgcecttcaacaacagcatcatccecce

gaggacaccttcttccccagcagcgacgtgecctgcgacgtgaaactggtggagaagt

ccttcgagacagacaccaatctgaactttcagaacctgctggtgatcgtgctgcggattct

gctgctgaaagtggecggcttcaatctgetgatgaccctgeggetgtggage (SEQ ID
NO: 102)

Secuencia proteica completa
del ORF de las cadenas beta
y alfa (la regién subrayada y
con itdlicas en el sitio “Furina-
P2A” permite la expresion de
dos cadenas polipeptidicas en

un mismo casete)

MGPQLLGYVVLCLLGAGPLEAQVTQNPRYLITVTGKKLTVTCS

QNMNHEYMSWYRQDPGLGLRQIYYSMNVEVTDKGDVPEGYK
VSRKEKRNFPLILESPSPNQTSLYFCASSAGTGGHEQYFGPGT
RLTVTEdInkvfppevavfepskaeiahtgkatlvclatgffpdhvelswwvngkevh

sgvstdpgplkegpalndsryclssrirvsatfwgnprnhfrcqvgfyglsendewtqdra
kpvtgivsaeawgradcgitsasyhqgvlsatilyeillgkatlyavlvsalvimamvkrkdf
gsgrakrsqsgATNFSLLKQAGDVEENPGPMETLLKVLSGTLLWQL
TWVRSQQPVQSPQAVILREGEDAVINCSSSKALYSVHWYRQK
HGEAPVFLMILLKGGEQKGHDKISASFNEKKQQSSLYLTASQL

SYSGTYFCGTEGTGDYKLSFGAGTTVTVRANIgnpdpavyqlrdsks
sdksvclftdfdsgtnvsgskdsdvyitdktvidmrsmdfksnsavawsnksdfacana
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fnnsiipedtffpssdvpcdvkiveksfetdtninfgnlivivirilllkvagfnlimtiriws
(SEQ ID NO: 103)

* La Tabla 6 provee, en parte, las secuencias de TCR representativos agrupadas de acuerdo con la
presentacién en el serotipo de MHC y subagrupadas de acuerdo con los diferentes péptidos
presentados por el serotipo de MHC y unidas por los TCR subagrupados. Los TCR individuales,
tales como los representativos ejemplificados en las tablas, se describen y reivindican, asi como
también el género de las proteinas de unién que se unen a una secuencia de epitope peptidico
descrita en la presente ya sea solos 0 en un complejo con una MHC, tales como aquellos agrupados
de las tablas que se proveen en la presente. Ademas, se proveen los genes TRAV, TRAJ y TRAC
para cada cadena alfa del TCR descrito en la presente, y los genes TRBV, TRBJ y TRBC para cada
cadena beta del TCR descrito en la presente. Las secuencias de cada TCR descrito en la presente
se proveen como pares de cadenas alfa y beta asociadas para cada TCR nombrado. Las secuencias
de TCR descritas en la presente estan anotadas. Las secuencias de los dominios variables figuran
en mayusculas. Las secuencias de los dominios constantes figuran en minuscula. Las secuencias
de CDR1, CDR2 y CDR3 estan anotadas usando texto en negritas y subrayado. Las CDR1, CDR2
y CDR3 se muestran en el orden estandar de aparicion de izquierda (extremo N terminal) a derecha
(extremo C terminal). Los genes TRAV, TRAJ y TRAC para cada cadena alfa del TCR descrito en la
presente, y los genes TRBV, TRBJ y TRBC para cada cadena beta del TCR descrito en la presente,
estan anotados de acuerdo con la nomenclatura IMTG bien conocida que se describe en la presente.
De igual manera, las CDR1 y CDR2 de TRAV y TRBV son bien conocidas debido a que se basan
en secuencias bien conocidas y anotadas de TRAV y TRBV (por ejemplo, anotadas en bases de

datos como IMGT disponible en imt.org y IEDB disponible en iedb.org).

* Para ciertos vectores representados, el promotor de MSCYV figura en negritas. La cadena beta esta
anotada usando texto en negritas y en italicas. La cadena alfa esta anotada usando texto en negritas
y subrayado. La marca de enriquecimiento de CD34 (Q tag) esta anotada usando texto en negritas

y subrayado. La cadena alfa de CD8 figura en italica. La cadena beta de CD8 figura subrayada.

* La Tabla 6 incluye secuencias polipeptidicas, asi como también moléculas de polipéptido que
comprenden una secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos 80%, 81%, 82%, 83%, 84%,
85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5%, o mas
de identidad para toda su longitud con una secuencia de aminoacidos de cualquier secuencia alli
provista, o una parte de la misma. Dichos polipéptidos pueden tener una funcién del péptido o

polipéptido de longitud completa como se describe adicionalmente en la presente.
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* La Tabla 6 incluye moléculas de acido nucleico de ARN (por ejemplo, timinas reemplazadas por
uridinas), moléculas de acido nucleico que codifican para ortélogos de las proteinas codificadas, asi
como también secuencias de acido nucleico de ADN o ARN que comprenden una secuencia de
acido nucleico que tiene por lo menos 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5%, o0 mas de identidad para toda su longitud
con la secuencia de acido nucleico de cualquier secuencia alli provista, o una parte de la misma.
Dichas moléculas de acido nucleico pueden tener una funcidon del acido nucleico de longitud

completa como se describe adicionalmente en la presente.

Tabla 7: epitopes de PRAME presentados por el HLA de serotipo HLA-A*02 (por ejemplo, HLA-
A*02:01)

Epitopes peptidicos
SLLQHLIGL (SEQ ID NO: 104)

Ejemplo 4: La terapia con células T-TCR en multiplex dirigidas contra MAGEA1 y PRAME
mejora la actividad de la terapia adoptiva con células T en modelos preclinicos

El presente Ejemplo se basa en parte en el reconocimiento de que la transferencia adoptiva
de células con células T modificadas genéticamente es muy promisoria para el tratamiento de
tumores sdlidos. Algunas investigaciones clinicas previas de terapias con células T modificadas con
TCR (T-TCR) han estado dirigidas a un antigeno por vez y, en varios casos, han producido tasas de
respuesta en el rango entre 30 y 50%. Se ha observado que las respuestas completas a dichas
terapias han sido escasas, y las respuestas con frecuencia son de corta duracion. Sin limitarse a
ninguna teoria cientifica particular, una posible razén del porqué los pacientes sufren recaida
rapidamente después de responder a dichas terapias es que sus tumores exhiben heterogeneidad
sustancial de expresion de antigeno: no cada célula cancerosa en un tumor expresa la diana de una
terapia mono TCR e, incluso cuando lo hacen, la diana se expresa en niveles variables entre las
células tumorales individuales. Esto sugiere que la T-TCR dirigida contra un antigeno podria permitir
que las células que carecen del antigeno tratado se escapen y provoquen una recaida.

El presente Ejemplo presenta el desarrollo de una terapia con células T-TCR en multiplex en
la cual se trata un paciente con productos de células con T-TCR multiples, seleccionados de una
coleccion de TCR preexaminados que coinciden con los antigenos del tumor del paciente y el tipo
de HLA, como una solucién para abordar la heterogeneidad antigénica. A modo de prueba de
concepto, se seleccionaron dos antigenos de cancer/testiculos diferentes blanco de dos TCR
diferentes. Uno de estos antigenos, MAGEA1, se identificé como la diana de las células T infiltrantes

de tumor expandido de un paciente con cancer de cabeza y cuello usando tecnologia de cribado por
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TScan como se describe en Luomo y col. (2022) Cell.S0092-8674(22)00723-1. El otro de los
antigenos, PRAME, se expresa de manera elevada en una variedad de canceres. El presente
Ejemplo incluye el desarrollo de dos TCR de alta afinidad que reconocen epitopes restringidos a
HLA-A*02:01 de MAGEA1 y PRAME (véanse las Tablas 5y 7, respectivamente). Los beneficios de
combinar estos dos productos de células T-TCR, que tienen secuencias de acuerdo con la Tabla 4
y la Tabla 6, respectivamente, se evallan usando una variedad de modelos preclinicos. Por ejemplo,
se pueden usar los productos de células T-TCR TSC-203-A0201 y TSC-204-A0201, tales como
aquellas que expresan TCR contra MGTM y que tienen optimizacién de codones.

Individualmente, se cree que ambos TCR (es decir, los TCR que reconocen MAGEA1 y
PRAME, respectivamente) muestran una fuerte actividad citotdxica in vitro cuando se cocultivan con
lineas celulares de canceres con coincidencia de HLA que expresan MAGEA1 y PRAME enddgenos.
Ademas, en los modelos de ratén con xenoinjerto, se cree que cada TCR tiene la capacidad de
controlar el crecimiento de tumores que expresan sus antigenos asociados y HLA.

Se ensay6 una mezcla de dos lineas celulares diferentes que expresan MAGEA1 o PRAME
junto con HLA-A*02:01 in vitro o se cultivd como tumores xenoinjertados en ratones y tratados con
T-TCR ensayados de manera individual, o con una mezcla de los dos T-TCR. Notablemente, los T-
TCR especificos para MAGE y los T-TCR especificos para PRAME se disefiaron para estar dirigidos
selectivamente contra su respectivo subconjunto de célula diana y el T-TCR MAGEA1/PRAME en
multiplex se disefiaron para estar dirigido en forma simultanea a ambos subconjuntos de células
cancerosas. Cuando se tratan con los T-TCR MAGEA1/PRAME en multiplex, los ratones se
disenaron para obtener un control del tumor de larga duraciéon en comparacién con el T-TCR dirigido
contra un antigeno unico.

Se espera que los hallazgos que se informan en este Ejemplo y que se resumen de manera
adicional en la Figura 6 demuestran que las células T-TCR en multiplex es un medio potente para
hacer blanco en cancer con expresion de antigenos diana heteréloga y, por lo tanto, una estrategia
ventajosa para la terapia. Sin limitarse a ninguna teoria cientifica particular, el presente Ejemplo
demuestra que las células T-TCR en multiplex imita la respuesta de células T oligoclonal natural
contra el cancer y tiene el potencial de superar la heterogeneidad antigénica, que puede contribuir
a la falta observada de durabilidad en los ensayos clinicos con T-TCR como monoterapia. Los
ensayos de cocultivo descritos son relativamente cortos en duracién y se cree que se puede observar
una actividad sinérgica adicional (tal como a partir de los fendmenos dependientes de citoquinas
descritos en la presente) en otros ensayos, tal como, por ejemplo, la reduccién en la proporcion de
efectora a diana de uno o mas TCR de una combinacién de TCR para mostrar los efectos de sustento
del o los otros TCR sobre el o los TCR reducidos, en estudios de duracion prolongada, y similares.

En la Figura 6 se muestran ejemplos representativos de la expresion de antigeno variable en
muestras de tumor de pulmoén de células no pequefas (NSCLC). Se realizé una inmunohistoquimica
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en microarreglos de tumor NSCLC de humano usando un anticuerpo especifico contra MAGE-A1
(clon SPM282; Abcam Cat# ab25834) o anticuerpo especifico contra PRAME (clon EPR20330;
Abcam Cat# ab219650). Se observé expresion de antigeno heterogénea en el tumor en secciones
multiples representada por MAGE-A1 y PRAME con grados variables de expresion. También se
muestra un control de tumor sin tefiir.

En la Figura 6 también se muestra la caracterizacion de un TCR que reconoce un epitope
derivado de MAGE-A1 presentado en HLA-A*02:01, y de un TCR que reconoce un epitope derivado
de PRAME presentado en HLA-A*02:01. Se realizaron cocultivos de células T-TCR que expresan el
TCR especifico para MAGE-A1 con un panel de lineas celulares de cancer positivas para HLA-
A*02:01 que presentan un rango de MAGE-A1 (es decir, MCIOH1703, HJS936T, y A375) o del TCR
especifico para PRAME con células que presentan un rango de expresion de PRAME (es decir,
HS695T, A375 y NCI-H15632). Las lineas de células positivas para HLA-A*02:01, pero negativas
para MAGE-A1 (A2-HEK293T) o PRAME (647-V), se ensayaron como controles negativos.

Las células T-TCR usadas en estos experimentos fueron células pan T disefiadas por
transduccioén con lentivirus. El vector contiene modificaciones MGTM y los correceptores CD8a y
CD8B se coadministraron junto con el TCR recombinante principalmente para asegurar el
reconocimiento de los TCR en la fraccion CD4+ de las células pan T.

Los datos demuestran que cada T-TCR presenta una alta potencia y selectividad por las
células que presentan el péptido cognado/MHC (pMHC), matando a las células diana relevantes, a
la vez que evitan la linea celular negativa para la proteina diana.

También se realizaron estudios de eficacia in vivo para evaluar de manera adicional la
potencia de las células T-TCR individuales. Se implantaron ratones hembra NOD-
Prkdc®m26Cd52|1p9em26Ca22 Ny Crl (NCG) por via subcutanea con células cancerosas U266B1 (células
positivas para HLA-A*02:01 que expresan MAGE-A1). Los animales con tumores en crecimiento
confirmados (con voliumenes tumorales promedio de aproximadamente 100 mm?; 21 dias luego de
la inoculacion) se separaron al azar en diferentes grupos experimentales y recibieron dos
inyecciones intravenosas de células T-TCR MAGE-A1 (20E6 cada una; inyectado el dia de la
separacion, y nuevamente una semana después), o de con células T control no modificadas con
coincidencia del donante (20E6 cada una; inyectado el dia de la aleatorizacion, y nuevamente una
semana después). Se midieron los volumenes de tumor dos veces por semana. Si bien los animales
del grupo control presentaron tumores en crecimiento que alcanzaban mas de 800 mm? de promedio
en el dia 42, los ratones tratados con las células T-TCR especificas para MAGE-A1 mostraron una
respuesta antitumoral robusta.

En un experimento similar, se implantaron células Hs695T (células positivas para HLA-
A*02:01 que expresan PRAME) en animales NCG hembra y recibieron una dosis Unica de células
T-TCR especifico para PRAME o de células T control no modificadas de donante compatible (células
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T 20EG6, un dia después de la aleatorizacion). Los animales que se inyectaron con células T-TCR
presentaron una respuesta antitumoral en comparacion con los animales tratados con las células T
control.

Estos estudios confirmaron que la inyeccién intravenosa de células T-TCR puede controlar
en forma exitosa el crecimiento de tumores positivos para pMHC inoculados subcutaneamente en
ratones, lo que confirma la potencia de las células T-TCR individuales.

Se llevaron a cabo experimentos in vitro para demostrar el valor de combinar las células T-
TCR para tratar un tumor heterogéneo. Se modificaron adicionalmente células HEK293T reporteras
qgue expresan exclusivamente HLA-A*02:01 y que expresan una proteina fluorescente en infrarrojo
(IFP) activada por granzima B para expresar MAGE-A1 o bien PRAME. Las células que expresan
MAGE-A1 se marcaron con GFP, y las células positivas para PRAME se marcaron tanto con GFP
como con Violeta CellTrace™ para permitir el seguimiento en las lecturas corriente debajo de
citometria de flujo. Cuando una célula T-TCR reconoce una célula diana, secreta granulos citotoxicos
hacia la célula diana, haciendo que la célula diana se vuelva fluorescente (positiva para IFP). Las
dos células diana (es decir, positivas para PRAME o para MAGE-A1) se mezclaron en una
proporcion equilibrada y se cocultivaron con células T-TCR anti-MAGE-A1, células T-TCR anti-
PRAME, o un producto en multiplex que combina las dos células T-TCR. Las células T-TCR anti-
PRAME vy las células T-TCR anti-MAGE-A1 se modificaron a partir de las células T del mismo
donante. Las células T-TCR correspondian a las células pan T modificadas por transduccion con
lentivirus usando un vector de administracion que emplea una modificacion de MGTM y coadministra
los correceptores CD8a y CD8[ como se describié anteriormente (tal como en la Tabla 1). También
se incluyeron células T no modificadas (NTC) de donante compatible como control. Luego, el
experimento midio la proporcion de cada subconjunto de dianas (diana con MAGE-A1 positiva para
GFP; diana de PRAME positiva para GFP/CTV) reconocidas y alcanzadas por las células T-TCR de
acuerdo con la medida mediante la proporcion de dianas positivas a GFP o GFP/CTV que se vuelven
positivas a IFP. EI NTC no indujo ninguna positividad de IFP en ningun subconjunto diana. Cuando
las células T-TCR anti-MAGE-A1 se cocultivaron con las células diana mixtas, la proporcion de
células positivas para GFP y positivas para IFP se incrementd, pero no la de células positivas para
GFP/CTV. Estos resultados demuestran que solo el subconjunto positivo para MAGE-A1 fue
reconocido bajo esta condicion de cultivo. Por el contrario, cuando las células T-TCR anti-PRAME
se cocultivaron con la mezcla de células diana, la proporcion de células diana positivas para
GFP/CTV y también positivas para IFP se incrementd, pero no la de las células diana positivas para
GFP. Estos resultados confirman que solo el subconjunto de células diana positivas para PRAME
fue alcanzado bajo esta condicién de cocultivo. Por Ultimo, ante del cocultivo de una mezcla de
células T-TCR anti-PRAME vy células T-TCR anti-MAGE-A1 con las células diana mixtas, tanto el

subconjunto de células positivas para GFP como el de células positivas para GFP/CTV presentaron
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sefial de positividad para IFP, revelando que ambos subconjuntos de célula diana fueron
reconocidos de forma eficaz. La proporcioén de cada subconjunto que se vuelve positivo para IFP en
el cocultivo con el producto en multiplex fue comparable con la observada cuando el cocultivo se
hace con cada producto de célula T-TCR individual.

En resumen, los datos demuestran que aunque cada producto de célula T-TCR individual fue
capaz de direccionarse a las células positivas con el pMHC de interés, el producto en multiplex fue
necesario para alcanzar en forma amplia la mezclas heterogénea de células cancerosas.

También se inocul6 la mezcla de células HEK293T que expresan MAGE-A1 o bien PRAME
junto con HLA-A*02:01 por via subcutanea en ratones NCG hembra. Una vez que el tumor alcanzo
los 100 mm?® en promedio, se aleatorizaron los animales para recibir una inyeccion intravenosa
individual de 20E6 células T-TCR anti-MAGE-A1, 20E6 células T-TCR anti-PRAME, o de un
producto en multiplex que consiste en 10E6 células T-TCR anti-MAGE-A1, y 10E6 células T-TCR
anti-PRAME, o un producto en multiplex que consiste en 20E6 de células T-TCR anti-MAGE-A1 y
20EB6 células T-TCR anti-PRAME. Un grupo de animales recibié una inyeccién intravenosa con 20E6
células T no modificadas de donante compatible. En estos experimentos se usaron las mismas
células T efectoras que las descritas anteriormente. Luego se midieron los volimenes tumorales dos
veces por semana. Los animales del grupo control mostraron tumores de crecimiento rapido; los
voltimenes tumorales alcanzaron mas de 1000 mm? al final del estudio (en el Dia 24 después de la
inoculacién). Por otro lado, los animales dosificados con cada subconjunto de células T-TCR
individual presentaron con tumores con un crecimiento a una tasa menor, solo alcanzando
aproximadamente entre 600 y 750 mm? al final del estudio. Los animales que recibieron los
productos de célula T-TCR mutiplexados alcanzaron una respuesta mas amplia y mas durable en
comparacion con los animales que recibieron el producto de célula T-TCR individual con volimenes
tumorales promedio de aproximadamente 500 mm® (10E6 de cada célula T-TCR) o
aproximadamente 300 mm?® (20E6 de cada célula T-TCR). Junto con los datos in vitro que se
presentaron en la Figura 6 y se describieron anteriormente, estos datos confirman que cada célula
T-TCR solo alcanza a un subconjunto dentro del tumor heterogéneo, consiguiendo una respuesta
parcial: un subconjunto de células cancerosas continua siendo resistente al agente de células T-
TCR individual e impulsa la recaida. Por otro lado, mediante el direccionamiento amplio a los dos
subconjuntos celulares del tumor heterogéneo, el producto de célula T-TCR mutiplexado previno la
seleccion de células resistentes y consiguié una mayor respuesta antitumoral.

Mas aun, en la Figura 6 se ilustra el concepto de una estrategia basada en Banco
Inmunoldgico para una terapia con TCR terapéuticos, en donde se utilizan varios TCR terapéuticos
contra multiples proteinas asociadas a cancer en conjunto con restricciones de HLA para permitir
combinaciones personalizadas de terapias basadas en TCR en base a la biologia tumoral para cada
paciente. Para cada paciente, las decisiones de tratamiento se hacen mediante la determinacion de
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(a) qué proteinas asociadas a cancer (filas del Banco Inmunoldgico) se expresan en su O sus
tumores, usando inmunohistoquimica (IHC) o reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion
reversa (RT-PCR) y (b) qué genes HLA (columnas del Banco Inmunoldgico) estan intactos en su o
sus tumores (es decir, que no han sufrido pérdida de heterocigosidad [LOH] en el locus HLA)
medidos por secuenciacion genémica. Una vez determinados la diana y el perfil HLA del tumor del
paciente, se seleccionan multiples TCR (por ejemplo, 2 TCR, 3 TCR, etc.) a partir del Banco

Inmunoldégico para preparar un producto farmacoldgico de células T-TCR en multiplex personalizado.

Ejemplo 5: la terapia con células T-TCR en multiplex contra la misma diana usando diferentes
TCR que reconocen epitopes presentados en distintos HLA aumenta la actividad de la terapia
adoptiva con células T en modelos preclinicos

El presente Ejemplo se basa en parte en el reconocimiento de que la transferencia adoptiva
de células con células T genéticamente modificadas constituye una gran promesa para el tratamiento
de tumores solidos.

Los pacientes positivos para alelos particulares de HLA de interés, tales como HLA-A*02:01
y HLA-C*07:02, son susceptibles al tratamiento con TCR que reconocen epitopes de una diana dada
presentados por dichos HLA, tales como TSC-204-A0201 y TSC-204-C0702, respectivamente (por
ejemplo, mediante infusiones concomitantes o sucesivas de los TCR). Los pacientes en los que los
alelos particulares de HLA existen en cromosomas separados (haplotipos separados) tienen mayor
probabilidad de resistencia a la pérdida de HLA, debido a que las células tumorales que pierden
ambos haplotipos de HLA de clase | son alcanzadas por las células asesinas naturales (NK)
(O’Connor y col. (2006) Immunol. 117:1-10). Se pueden usar otros componentes de T-TCR, que se
direccionan a diferentes dianas y a un rango mas amplio de tipos de HLA, para potenciar mas la
combinacién de TCR y permitir un rango mas amplio de pacientes a tratar con las células T-TCR en
multiplex.

El presente Ejemplo presenta el desarrollo de una terapia con células T-TCR en multiplex en
el que se trata un paciente con multiples productos de células T-TCR, seleccionados a partir de una
coleccion de TCR preaprobados compatibles con los antigenos tumorales y el tipo de HLA del
paciente, como una soluciéon para enfrentar la heterogeneidad antigénica. Como ejemplo
representativo no limitante, se seleccionaron dos TCR diferentes para tratamiento con células T-
TCR en multiplex, con cada TCR direccionado contra un epitope diferente de la misma diana pero
presentado por un alelo diferente de HLA. Se usaron los TSC-204-A0201 y TSC-204-C0702 en una
forma que consiste en células pan T (que comprenden tanto células T CD4* como CD8", modificadas
mediante administracion génica medida por transposoén/transposasa, para expresar (1) el respectivo
TCR recombinante, (2) los correceptores recombinantes CD8a y CD8B para maximizar la eficacia
del producto terapéutico, (3) una marca de epitope derivado de CD34 fusionada al extremo N-
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terminal de CD8a para facilitar el seguimiento de las células modificadas por ingenieria in vitro e in
vivo, (4) un receptor de TGFf de tipo Il dominante negativo (DN-TGFBRII) para abordar la supresion
inmunolégica mediada por el microambiente tumoral, y (5) una forma mutada de la proteina
dihidrofolato reductasa (DHFRdm) para facilitar el enriquecimiento de las células modificadas por
ingenieria durante el proceso de elaboracion. No obstante, se cree que los resultados que se
muestran en los datos que se proveen en la presente son atribuibles a la funcion de los TCR en si
mismos.

La caracterizacion in vitro de los materiales TSC-204-A0201 y TSC-204-C0702 demostré que
las células T-TCR participan en una respuesta dependiente de la diana que conduce a la secrecion
de citoquinas inflamatorias, la expansién de las células T efectoras, y en ultima instancia, la muerte
de las células diana (Figura 7). Debido a que los epitopes derivados de MAGE-A1 alcanzados por el
TSC-204-A0201 o el TSC-204-C0702 se presentan en las MHC de clase | HLA-A*02:01 y HLA-
C*07:02, respectivamente, los TCR recombinantes usan los correceptores CD8af para involucrar a
los pMHC. Las células T colaboradoras (CD4") no expresan en forma natural el correceptor CD8ap.
Se coadministran los correceptores exdégenos CD8a y CD8B a las células T modificadas junto con
el TCR terapéutico para facilitar la capacidad de las células T colaboradoras CD4" para reconocer
el epitope restringido a clase |. Las células T CD4" modificadas contenidas en TSC-204-A0201 y en
TSC-204-C0702 se someten a proliferacion junto a las células T citotoxicas CD8" modificadas,
demostrando la participacion funcional de las células T colaboradoras. Ademas, debido a que las
células T modificadas expresan el DN-TGFBRII, las células T-TCR TSC-204-A0201 y TSC-204-
C0702 son activas incluso en presencia de TGF[, una citoquina inmunosupresora que se puede
observar en el microambiente de los tumores sélidos.

En las Figuras 8 y 9 se muestran los resultados para las células T-TCR de tres lotes
independientes de TSC-204-A0201 y TSC-204-C0702 aplicados a una poblacion heterogénea de
células cancerosas diana generadas para simular un tumor positivo para MAGE-A1 en donde ha
ocurrido LOH. En resumen, se uso la linea celular de cancer U266B1 positiva para MAGE-A1,
positiva para HLA-A*02:01 y positiva para HLA-C*07:02 (es decir, la linea celular TIB-196 disponible
en ATCC). Las células se modificaron mediante noqueo con CRISPR para crear dos versiones de
la linea celular en donde solo uno de los dos HLA de interés esta intacto (noqueo de HLA-A*02:01
0 de HLA-C*07:02). Las células diana U266B1 HLA-C*07:02 KO, “Diana de A2”, y U266B1 HLA-
A*02:01 KO, “Diana de C7”, se marcaron con codigo de barras con Violeta CellTrace™ y CFSE,
respectivamente. Después del cocultivo en singleplex (TSC-204-C0702 o TSC-204-A0201) o
multiplex (T-Plex-204-A0201/204-C0702), las suspensiones celulares se marcaron con marcador de
viabilidad LIVE/DEAD™ para determinar la viabilidad de las células diana. Cada subconjunto de
células diana se marco con diferentes rétulos fluorescentes para hacer el seguimiento en las lecturas

de la citometria de flujo corriente abajo antes de mezclarse en una proporcion 1:1.
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Se prepararon las células T efectoras. En el dia previo al desarrollo del ensayo, se
descongelaron las células T efectoras-TCR en un bafio de agua a 37°C y se lavaron con medio para
células T libre de citoquinas. Se determiné la concentracion y viabilidad celular (CCV), y las células
T-TCR viables se sembraron a una concentracion de 1E6 células/mL en una placa G-REX® 6M en
medio completo para células T. Las células T-TCR se recuperaron en un incubador humidificado a
37°Cy 5% de COz entre 16 y 24 horas antes del cultivo. Después de descongelar y recuperar durante
una noche, las células T efectoras-TCR se cosecharon, se lavaron con medio para células T libre de
citoquinas y se resuspendieron a 2E6 células viables/mL en medio para células T libre de citoquinas
para preparar las condiciones en singleplex y multiplex. Cada suspensién de células T-TCR se
alicuotd para el plaqueo de las condiciones de singleplex de los controles positivos. El resto de las
suspensiones de células T-TCR se combinaron en una proporcion 1:1 para los tres lotes para crear
las condiciones “T-Plex” de muestra de prueba (2E6 células viables/mL).

De igual manera, se prepararon las células diana. Las células diana se descongelaron, se
expandieron y se mantuvieron en cultivo durante no mas de 20 pasajes, luego se descartaron. En el
dia antes del inicio del cocultivo, se cosecharon las células diana y se midié y registré la CCV. Luego
se sembraron las dianas células a 4E5 células viables/mL para sincronizar la fase del ciclo celular.
En el dia del cocultivo, se cosecharon las células diana y se determin6 la CCV. Las células
cosechadas se lavaron, y se ajusto la densidad celular a 1E6 células/mL en PBS libre de proteinas.
Las células diana U266B1 HLA-C*07:02 KO se marcaron con violeta cell trace y las células diana
U266B1 HLA-A*02:01 KO se marcaron con CellTrace™ CFSE, ambas a 1:2000 de acuerdo con las
instrucciones del fabricante y en Ultima instancia se resuspendieron a 5E5 células viables/mL en
medio basado en RPMI. Después del marcado con CellTrace™, cada suspension de célula diana
(5E5 células viables/mL) se separd en alicuotas para el plaqueo de los controles negativos. Se
realizaron preparaciones de célula diana heterogéneas a partir de las suspensiones de células diana
remanentes (5E5 células viables/mL), que se combinaron en una proporcion 1:1 para cocultivarlas
con los controles positivos, en muestras de ensayo singleplex, y T-Plex.

Ademas, se prepararon cocultivos. Las células diana heterogéneas se cocultivaron luego con
diferentes mezclas de células T-TCR elaboradas exclusivamente de TSC-204-A0201, de TSC-204-
C0702 (correspondiente a productos de célula T-TCR de monoterapia o “en singleplex”), o de una
mezcla balanceada de TSC-204-A0201 y TSC-204-C0702 (es decir, producto de células T-TCR “en
multiplex”). En resumen, se plaquearon las células diana en un pocillo de muestra (placa de 96
pocillos de fondo en U) y luego se agregaron las suspensiones de célula efectora en singleplex o en
multiplex por encima de las células diana. El volumen final fue de 200 pL/pocillo que consiste en una
mezcla 50/50 de células diana (100 uL) y células efectoras (100 pyL) en medio RPMI para células
diana y medio para células T libre de citoquinas y medio para células diana, respectivamente. Las
células se regresaron al incubador y el cocultivo se incuboé durante 20 a 24 horas. Cada pocillo de
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control positivo o de muestra de ensayo contenia la suspension objetivo combinada de 5E4 células
viables totales que consiste en 50% de U266B1 HLA-C*07:02 KO marcadas con CTV (2,5E4 células
totales) y 50% de U266B1 HLA-A*02:01 KO marcadas con CTCFSE (2,5E4 células totales). Cada
pocillo de muestra en condicion singleplex contenia 2E5 células viables totales de la suspension de
células efectoras, TSC-204-A0201, o TSC-204-C0702, combinadas con 5E4 células viables totales
de la suspension de células diana combinadas. Esto representa una proporcion de efectora a diana
(E:T) total de 4:1 y una proporcion de efectora a diana especifica de 8:1. Cada pocillo de muestra
en condicién T-Plex contenia 2E5 de células totales de la suspension de células combinadas, T-
Plex-204-A0201/204-C0702, que consiste en 50% de TSC-204-A0201 (1E5 células totales) y 50%
de TSC-204-C0702 (1E5 células totales). Ademas, este pocillo se combind con 5E4 células totales
de la suspension de células diana combinadas. Esto representa una proporcion E:T de 4:1 y una
proporcion de efectora a diana especifica de 4:1.

La actividad citotoxica de las células T-TCR contra las células diana se evalué mediante
citometria de flujo por evaluacién de la composicion relativa de cada poblacion de células diana en
las células residuales. Al final del cocultivo, se decantaron las células mediante centrifugacién y
luego se resuspendieron en indicador de viabilidad LIVE/DEAD™ durante 20 minutos, se protegio
de laluz, a 4°C para determinar la viabilidad de las células. Después de un lavado se resuspendieron
las células en EasySep™ y se agregaron esferas para recuento CountBright™ Absolute de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. La placa de ensayo se adquirié en el citdmetro inmediatamente
después de agregar las esferas de recuento. La adquisicion de datos se realizé en un citémetro de
flujo CytoFLEX S de acuerdo al SOP-Uso del instrumento SOP-PC-0001 y el mantenimiento del
CytoFLEX. La compensacion se realizd6 automaticamente con el programa de computacion
CytExpert. El analisis de citometria de flujo se realizé con FlowJo v7.6.5, los datos estadisticos se
exportaron a Microsoft Excel 2010 y se analizaron. Los datos analizados seleccionados se graficaron
en GraphPad Prism (v5.02).

La estrategia de seleccion se ilustra en las Figuras 8A-8E. En resumen, las células se
seleccionaron a partir del grafico de puntos FSC versus SSC. Las subpoblaciones se distinguieron
usando el grafico de CellTrace™ CFSE versus Violeta CellTrace™; Dianas C0702 (CellTrace™
CFSE*/Violeta CellTrace™), dianas A0201 (CellTrace™ CFSE/Violeta* CellTrace™) y efectoras
(CellTrace™ CFSE/Violeta CellTrace™). Las células viables de cada subpoblacion se identificaron
usando el histograma LIVE/DEAD ™. Las células muertas tienen una intensidad alta de fluorescencia
debido a que el indicador LIVE/DEAD™ reacciona con las aminas libres intracelulares y
extracelulares de la membrana celular comprometida. Las células viables se pueden distinguir ya
qgue presentan una menor intensidad de fluorescencia ya que el indicador esta restringido solo a las

aminas extracelulares.
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La muerte de las células diana se definié por el porcentaje de muerte determinado por resta
del porcentaje de viabilidad de la muestra de ensayo a la viabilidad del control negativo, dividiendo
luego por el control negativo. Cuando el porcentaje de viabilidad para la muestra de ensayo aumento
por encima del valor de viabilidad del control negativo, el basal, el valor de muerte porcentual se
informé como 0% de muerte.

Para cuantificar el recuento absoluto de células diana viables adquiridas a partir de un pocillo
de muestra, se agregaron 20 pL de esferas para recuento CountBright™ Absolute (20.400
esferas/20 uL) a un volumen de 120 pL de suspensién. El volumen de la muestra de células adquirido
se multiplico por la concentracién del recuento de células absoluto para determinar el recuento total
de células viables adquiridas.

La viabilidad basal de células diana se determind usando controles negativos. En resumen,
las U266B1 HLA-A*02:01 KO dianas marcadas con CellTrace™ CFSE (es decir, “Dianas de C7”),
estan intactas para el HLA-C*0702 junto con la proteina MAGE-A1. Estas constituyen células diana
para las células T-TCR TSC-204-C0702. Las U266B1 HLA-C*07:02 KO dianas marcadas con Violeta
CellTrace™ (es decir, “Dianas de A2"), expresan HLA-A*02:01 y la proteina MAGE-A1. Estas
constituyen células diana para las células T-TCR TSC-204-A0201. Para determinar la viabilidad
basal de cada diana individual después de un cultivo durante una noche, se crearon los controles
negativos; se cocultivaron TSC-204-C0702 con las células diana U266B1 HLA-C*07:02 KO (“dianas
de A2”) solamente, y las TSC-204-A0201 se cocultivaron con las células diana U266B1-A*02:01 KO
(“diana de C7”) solamente. La viabilidad promedio basal para U266B1 HLA-A*02:01 KO (diana de
C7) fue de 67,57% (n=3) y 61,53% (n=3) para U266B1 HLA-C*07:02 KO (Diana de A2). El recuento
total de células viables y el porcentaje de viabilidad se muestran como datos para los “controles” en
la Figura 9. Estos valores basales se usaron para calcular la muerte especifica mediada por células
T-TCR.

De igual manera, se observé muerte mediada por células T-TCR de células diana usando
controles positivos. En resumen, para determinar el beneficio de la muerte mediada por T-Plex-204-
A0201/204-C0702, se cred una suspension de células que consiste en 50% de U266B1 HLA-
C*07:02 KO marcadas con CTV y 50% de U266B1 HLA-A*02:01 KO marcadas con CTCFSE. La
diana resultante fue heterogénea ya que un subconjunto de las células expresé HLA-A*02:01 pero
no HLA-C*07:02, y el otro subconjunto expresé HLA-C*07:02 pero habia perdido a HLA-A*02:01.
Esta combinacion de dianas “A2+C7” se cocultivd con productos de células T-TCR que consisten en
TSC-204-A0201 o TSC-204-C0702 como monoterapias (“en singleplex”) para demostrar la
capacidad de muerte de cada componente individual de T-Plex. Estas condiciones sirvieron como
los controles positivos.

Los resultados de muerte porcentual (calculada como la disminucién de la viabilidad en
relacion al basal como se describe precedentemente) en relacion al recuento total de células viables
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y porcentaje de viabilidad se muestran en la Figura 9. En particular, las células T-TCR TSC-204-
A0201 de tres lotes independientes demostraron muerte especifica mediada por células de las
células diana U266B1 HLA-C*07:02 KO (58,88%, 69,01% y 64,30%, respectivamente), pero no
mataron a las células diana U266B1 HLA-A*02:01 KO (0% de muerte especifica para los 3 lotes
ensayados). De igual manera, las células T-TCR TSC-204-C0702 de tres lotes independientes
demostraron muerte mediada por células de las células diana U266B1 HLA-A*02:01 KO (48,84%,
59,84% y 47,66%, respectivamente), pero sistematicamente evitaron a las U266B1 HLA-C*07:02
KO (0% de muerte especifica para los 3 lotes ensayados). Estos datos confirman que, en
aislamiento, cada componente individual de las células T-TCR de T-Plex matan de manera selectiva
a las células diana intactas para el HLA de relevancia.

Para determinar la capacidad de muerte tumoral de T-Plex-204-A0201/204-C0702, se
combinaron los componentes de célula T-TCR individual con coincidencia de donante de tres lotes
independientes de material representativo del proceso y se cocultivaron con la combinacion de
dianas heterogénea “A2+C7”. Tal como se muestra en la Figura 9, los tres lotes presentaron una
tendencia similar confirmando que la viabilidad de la mezcla heterogénea de células diana con los
tres lotes de T-Plex-204-A0201/204-C0702. La codificacion de barras de las dos poblaciones de
células diana permitié el analisis especificamente de la viabilidad de los subconjuntos de dianas de
A2 y C7. Las células diana U266B1 HLA-C*07:02 KO disminuyeron en viabilidad cuando se
cocultivaron con T-Plex-204-A0201/C0702 o con las células T-TCR TSC-204-A0201 aisladas. De
igual manera, la viabilidad de las células diana U266B1 HLA-A*02:01 KO disminuy6é cuando se
cocultivaron con T-Plex-204-A0201/C0702 o con las células T-TCR TSC-204-C0702 aisladas.

Cuando se compara con la viabilidad basal mencionada precedentemente, la muerte
especifica (calculada como la disminucion de la viabilidad en relacion al basal descrito
precedentemente) demostré que los productos T-Plex-204-A0201/204-C0702 de los tres lotes
independientes tuvieron una actividad de muerte tumoral especifica con las células diana U266B1
HLA-C*07:02 KO de 55,31%, 71,18%, y 60,89%, respectivamente, y con las células diana U266B1
HLA-A*02:01 KO de 53,38%, 61,77% y 48,45%, respectivamente. Notablemente, la actividad de
muerte individual de los productos de células T-TCR TSC-204-C0702 y TSC-204-A0201 fue
comparable con la actividad de muerte combinada de T-Plex-204-A0201/204-C0702, indicando una
funcién eficaz de los dos componentes de célula T-TCR combinados. Tal como se describe
precedentemente, los ensayos son relativamente cortos en duracidon y se cree que se puede
observar una actividad sinérgica adicional (tal como por un fenémeno dependiente de citoquinas
descrito en la presente) en otros ensayos, tal como, por ejemplo, reducciéon en la proporcion de
efectora a diana de uno o mas TCR de una combinacién de TCR para mostrar los efectos de sustento
del o los otros TCR sobre el o los TCR reducidos, en estudios mas prolongados, y similares.
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Por lo tanto, los resultados que se proveen en la Figura 9 demuestran que, frente a una
poblacion heterogénea de células diana, un componente individual de células T-TCR ataca en forma
eficaz una fraccién de las células tumorales, dejando intacto el subconjunto de células que no
pueden ser reconocidas por las células T-TCR (aqui, debido a que las células pierden el HLA de
interés). La terapia con células T-TCR e multiples (aqui, la combinacion de TSC-204-A0201 y TSC-
204-C0702) conduce a la muerte de ambos subconjuntos de células cancerosas en forma
simultanea. Por lo tanto, los datos establecen que las terapias con multiples células T-TCR, tales
como TSC-204-A0201 y TSC-204-C0702, pueden combinarse para tratar un tumor en donde ha
tenido lugar una LOH para maximizar las posibilidades de alcanzar una respuesta completa.

Incorporaciéon a modo de referencia

Todas las publicaciones, patentes y solicitudes de patente que se mencionan en la presente
se incorporan a la presente a modo de referencia en su totalidad como si cada publicacion, patente
o solicitud de patente individual estuviese especifica e individualmente indicada como incorporada
a modo de referencia. En caso de conflicto, la presente solicitud, incluyendo cualquier definiciéon en
la presente, sera la que prevalezca.

Ademas se incorporan a modo de referencia en su totalidad todas las secuencias
polinucleotidicas y polipeptidicas que hagan referencia a un nimero de acceso que se correlacione
con una entrada de una base de datos publica, tal como las mantenidas por The Institute for Genomic
Research (TIGR) en la World Wide Web en tigr.org y/o el National Center for Biotechnology
Information (NCBI) en la World Wide Web en ncbi.nlm.nih.gov.

Equivalentes y alcance

En la descripcidn anterior se establecen los detalles de una o mas formas de realizacion
abarcadas por la presente invencion. A pesar de que anteriormente se han descripto los materiales
y métodos representativos ejemplificativos, se puede usar cualquier material y método similar o
equivalente a los descritos en la presente para la puesta en practica o las pruebas de las formas de
realizacion abarcadas por la presente invencion. Otras caracteristicas, objetos y ventajas
relacionadas con la presente invencion seran evidentes a partir de la descripcion. A menos que se
defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos que se usan en la presente tienen el
mismo significado que el comunmente comprendido por los expertos en el arte a la que pertenece
la presente invencion. En caso de conflicto, la presente descripcion provista anteriormente sera la
que prevalezca.

Los expertos en el arte reconoceran o seran capaces de determinar, usando no mas que una
experimentacion de rutina, muchos equivalentes de las formas de realizacion especificas abarcadas

por la presente invencion descrita en la presente. El alcance abarcado por la presente invencion no
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esta limitado por la descripcion que se provee en la presente y dichos equivalentes estan abarcados
por las reivindicaciones adjuntas.

También se sefala que el término “comprender” esta destinado a ser abierto y permite, pero
no requiere, la inclusién de elementos o pasos adicionales. Cuando en la presente se usa el término
“comprender”, también se considera abarcado y divulgado el término “consistir en”.

Cuando se proveen rangos, los puntos finales se consideran incluidos. Ademas, ha de
comprenderse que a menos que se indique lo contrario o que sea de otro modo evidente a partir del
contexto y comprension de los expertos en el arte, los valores que se expresan en la forma de rangos
pueden asumir cualquier valor o subrrango especifico dentro de los rangos mencionados en las
diferentes formas de realizacion abarcadas por la presente invencion, a la décima de unidad del
limite inferior del rango, a menos que el contexto indique claramente lo contrario.

Ademas, ha de comprenderse que cualquier forma de realizacion particular abarcada por la
presente invencién que caiga dentro del arte previo puede ser explicitamente excluida de una o mas
cualesquiera de las reivindicaciones. Debido a que dichas formas de realizacidon se consideran
conocidas para los expertos en el arte, las mismas pueden excluirse incluso aunque la exclusién no
esté explicitamente establecida en la presente. Cualquier forma de realizacién particular de las
composiciones abarcadas por la presente invencion (por ejemplo, cualquier antibiotico, terapéutico
o ingrediente activo; cualquier método de produccion; cualquier método de uso; etc.) puede excluirse
de una o mas cualesquiera de las reivindicaciones, por cualquier razon, esté no relacionada con la
existencia de arte previo.

Ha de comprenderse que las palabras se han usado como palabras de descripcion mas que
de limitacion, y que se pueden realizar cambios dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas
sin apartarse del verdadero alcance y espiritu abarcado por la presente invencién en sus aspectos
mas amplios.

Si bien la presente invencion se ha descripto con cierta extension y con algunas
particularidades con respecto a varias formas de realizacion descritas, no se pretende que la misma
deba limitarse a dichas particularidades o formas de realizacidon o ninguna forma de realizacion
particular, sino que debe interpretarse en referencia a las reivindicaciones adjuntas de manera de
proporcionar la interpretacion mas amplia posible de dichas reivindicaciones teniendo en cuenta el
arte previo y, por lo tanto, para abarcar en forma eficaz el alcance previsto abarcado por la presente

invencion.
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