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DESCRIPCION
Presentacion del receptor de linfocitos T

La presente invencion se refiere a particulas proteicas, por ejemplo particulas fagicas o ribosémicas, que presentan
receptores de linfocitos T (TCR) y a colecciones variadas de éstas.

Antecedentes de la invenciéon
TCR nativos

Como se describe por ejemplo en WO 99/60120, los TCR median el reconocimiento por los linfocitos T de complejos
especificos del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC)-péptido y, como tales, son esenciales para el
funcionamiento de la rama celular del sistema inmunitario.

Los anticuerpos y los TCR son los Unicos dos tipos de moléculas que reconocen antigenos de manera especifica, y
por lo tanto el TCR es el Unico receptor para antigenos peptidicos particulares presentados por el MHC, siendo a
menudo el péptido foraneo el Unico signo de una anomalia dentro de una célula. El reconocimiento por un linfocito T
se produce cuando un linfocito T y una célula presentadora de antigeno (APC) estan en contacto fisico directo y se
inicia mediante la unién de los TCR especificos del antigeno con los complejos pMHC.

El TCR nativo es una proteina heterodimérica de la superficie celular de la superfamilia de las inmunoglobulinas que
se asocia a proteinas invariables del complejo CD3 implicado en la mediacion de la transduccion de sefiales. Los
TCR existen en las formas a8 y yd, que son estructuralmente similares pero tienen localizaciones anatémicas, y
probablemente funciones, bastante distinguibles. Los ligandos del MHC de clase | y clase Il también son proteinas
de la superfamilia de las inmunoglobulinas pero estan especializados en la presentacion de antigenos, con un sitio
de union del péptido altamente polimdrfico que les permite presentar una matriz variada de fragmentos de péptidos
cortos en la superficie de las células APC.

Se conocen otras dos clases de proteinas capaces de funcionar como ligandos de los TCR. (1) los antigenos CD1
son moléculas relacionadas a MHC clase | cuyos genes se encuentran en un cromosoma diferente del de los
antigenos clasicos MHC de clase | y clase Il. Las moléculas CD1 son capaces de presentar grupos peptidicos y no
peptidicos (por ejemplo lipidos, glucolipidos) a los linfocitos T de manera analoga a los complejos MHC-pep
convencionales de las clases | y Il. Véase, por ejemplo (Barclay et al, (1997)The Leucocyte Antigen Factsbook 22
Edicion, Academic Press) y (Bauer (1997) Eur J Immunol 27 (6) 1366-1373)) (2) Los superantigenos bacterianos con
toxinas solubles capaces de unirse tanto a moléculas de MHC clase Il como a un subconjunto de TCR.(Fraser
(1989) Nature 339 221-223) Muchos superantigenos tienen especificidad por uno o dos segmentos Vbeta, mientras
que otros muestran una uniébn mas promiscua. En cualquier caso, los superantigenos son capaces de suscitar una
mayor respuesta inmunitaria en virtud de su capacidad de estimular los subconjuntos de linfocitos T de forma
policlonal.

La porcién extracelular de los TCR heterodiméricos nativos aff y yd consiste en dos polipéptidos, cada uno de los
cuales tiene un dominio constante proximal a la membrana y un dominio variable distal a la membrana. Cada uno de
los dominios constante y variable incluye un enlace disulfuro intracatenario. Los dominios variables contienen bucles
altamente polimérficos analogos a las regiones determinantes de complementariedad (CDR) de los anticuerpos. Las
CDR3 de los TCR ap interaccionan con el péptido presentado por MHC, y las CDR 1y 2 de los TCR af con el
péptido y el MHC. La diversidad de las secuencias de los TCR se genera a través del reordenamiento somatico de
variable unida (V), diversidad (D), union (J) y genes constantes

Los polipéptidos de cadenas a y y funcionales estan formados por regiones V-J-C reordenadas, mientras que las
cadenas B y O consisten en regiones V-D-J-C. El dominio extracelular constante tiene una region proximal a la
membrana y una region de inmunoglobulina. Hay dominios constantes de una sola cadena a y d,conocidos como
TRAC y TRDC, respectivamente. El dominio constante de la cadena 3 se compone de uno de los dos dominios
constantes B diferentes, conocidos como TRBC1 y TRBC2 (nomenclatura de IMGT). Existen cuatro cambios de
aminoéacidos entre estos dominios constantes B, tres de los cuales estan dentro de los dominios utilizados para
producir los TCR de una sola cadena presentados en las particulas fagicas de la presente invencion. Estos cambios
estan todos dentro del exén 1 de TRBC1 y TRBC2: N4Ks->KaNs y F37->Y (numeracion IMGT, diferencias TRBC1-
>TRBC2), con el cambio de aminoacido final entre las dos regiones constantes de la cadena 3 de TCR en el exén 3
de TRBC1 y TRBC2: V;->E. El dominio constante y se compone de uno de TRGC1, TRGC2(2x) o TRGC2(3x). Los
dos dominios constantes TRGC2 difieren solamente en el nimero de copias de los aminoacidos codificados por el
exon 2 de este gen que estan presentes.

La extensién de cada uno de los dominios extracelulares de TCR es algo variable. Sin embargo, un experto en la
materia puede determinar facilmente la posicion de los limites del dominio utilizando una referencia como The T Cell
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Receptor Facts Book, Lefranc & Lefranc, Publ. Academic Press 2001.
TCR recombinantes

La produccién de TCR recombinantes es beneficiosa ya que proporciona analogos de TCR solubles adecuados para
los propésitos siguientes:

. Estudiar las interacciones TCR / ligando (por ej. pMHC para los TCR af)
. Detectar inhibidores de las interacciones asociadas a TCR
. Proporcionar la base para posibles terapias

Una serie de constructos han sido concebidos hasta la fecha para la produccién de TCR recombinantes. Estos
constructos caen dentro de dos amplias clases, los TCR de una sola cadena y los TCR diméricos, la bibliografia
pertinente para estos constructos se resume mas adelante.

Los TCR de una sola cadena (scTCR) son constructos artificiales que constan de una sola hebra de aminoéacidos,
que al igual que los TCR heterodiméricos nativos se unen a complejos MHC-péptido. Desafortunadamente, los
intentos de producir scTCR analogos alfa/beta funcionales, simplemente uniendo las cadenas alfa y beta de modo
gue ambas se expresen en un marco de lectura abierto no han tenido éxito, presumiblemente debido a la
inestabilidad natural del apareamiento del dominio soluble alfa-beta.

En consecuencia, han sido necesarias técnicas especiales que usan diferentes truncamientos de una o ambas de
las cadenas alfa y beta para la produccién de los scTCR. Estos formatos parecen ser aplicables solamente a una
gama muy limitada de secuencias de los scTCR. Soo Hoo et al (1992) PNAS. 89 (10): 4759-63 informan acerca de
la expresion de un TCR de ratén en un formato de una sola cadena a partir del clon 2C del linfocito T utilizando una
cadena beta y alfa truncada unida con un conector de 25 aminoacidos y expresion en periplasma bacteriano (véase
también Schodin et al (1996) Mol. Immunol. 33 (9): 819-29). Este disefio también forma la base de TCR de una sola
cadena m6 informado por Holler et al (2000) PNAS. 97 (10): 97 (10): 5387-92 que se deriva de scTCR 2C y se une
al mismo aloepitopo restringido al H2-Ld. Shusta et al (2000) Nature Biotechnology 18: 754-759 y US 6,423,538
informan el uso de constructos TCR 2C murinos de una sola cadena en experimentos de presentacion en levaduras,
que produjeron TCR mutados con mayores estabilidad térmica y solubilidad. Este informe también demostr6 la
capacidad de estos TCR 2C presentados de unirse selectivamente a células que expresan su pMHC analogo.
Khandekar et al (1997) J. Biol Chem 272 (51): 32190-7 informan de un disefio similar para el TCR D10 murino,
aunque este scTCR se fusion6 a MBP y se expresé en el citoplasma bacteriano (véase también Hare et al (1999)
Nat, Struct. Biol 6 (6): 574-81). Hilyard et al (1994) PNAS. 91 (19): 9057-61 informan de un scTCR humano
especifico para la proteina de matriz del virus de la gripe en HLA-A2, usando un disefio de Va-conector-VB y y
expresado en periplasma bacteriano.

Chung et al (1994) PNAS. 91 (26) 12654-8 Informan de la produccién de un scTCR humano utilizando un disefio Va-
conector-VB-CB y expresion en la superficie de una linea celular de mamifero. Este informe no incluye ninguna
referencia a la union especifica péptido-HLA de scTCR. Plaksin et al (1997) J. Immunol. 158 (5): 2218-27 informan
de un disefio de Va-conector-VB-Cp similar para producir un scTCR murino especifico para un epitopo gp120-H-2D¢
de VIH.Este scTCR se expresa como cuerpos de inclusion bacterianos y se repliega in vitro.

Una serie de documentos describen la produccion de heterodimeros de TCR que incluyen el puente disulfuro nativo
que conecta las subunidades respectivas (Garboczi, et al., (1996), Nature 384(6605): 134-41; Garboczi, et al.,
(1996), J Immunol 157(12): 5403-10; Chang et al., (1994), PNAS USA 91: 11408-11412; Davodeau et al., (1993), J.
Biol. Chem. 268(21): 15455-15460; Golden et al., (1997), J. Imm. Meth. 206: 163-169; patente de Estados Unidos N°
6080840). Sin embargo, aunque dichos TCR pueden ser reconocidos por anticuerpos especificos para TCR, no se
demostré que ninguno reconociera su ligando nativo a ninguna otra concentracion que las relativamente altas y/o no
fueron estables.

En WO 99/60120, se describe un TCR soluble que esta plegado correctamente de modo que es capaz de reconocer
su ligando nativo, es estable durante un periodo de tiempo, y se puede producir en cantidades razonables. Este TCR
comprende un dominio extracelular de cadena a o y de TCR dimerizado a un dominio extracelular de cadena 3 0
de TCR, respectivamente, por medio de un par de péptidos de dimerizacion C-terminal, como cremalleras de
leucina. Esta estrategia de produccion de los TCR se aplica generalmente a todos los TCR.

Reiter et al, Immunity, 1995, 2:281-287, detalla la construccién de una molécula soluble que contiene dominios
variables a y B de TCR estabilizados por disulfuro, uno de los cuales estéd unido a una forma truncada de exotoxina
de Pseudomonas (PE38). Una de las razones indicadas para la produccion de esta molécula fue superar la
inestabilidad inherente a los TCR de una sola cadena. La posicion del nuevo enlace disulfuro en los dominios
variables de TCR se identifico6 mediante homologia con los dominios variables de los anticuerpos, en los cuales
éstos habian sido introducidos previamente (por ejemplo véase Brinkmann, et al. (1993), Proc. Natl. Acad. Sci. USA
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90: 7538-7542, y Reiter, et al. (1994) Biochemistry 33: 5451-5459). Sin embargo, como no hay tal homologia entre
los dominios constantes de los TCR y los anticuerpos, esta técnica no se pudo emplear para identificar sitios
apropiados para nuevos enlaces disulfuro intercatenarios entre dominios constantes de TCR.

Como se menciond antes Shusta et al (2000) Nature Biotechnology 18:754-759 informan el uso de constructos TCR
2C de una sola cadena en experimentos de presentacion en levaduras. El principio de presentacion de scTCR en
particulas fagicas se tratd previamente. Por ejemplo, WO 99/19129 detalla la produccion de scTCR y resume un
método potencial para la produccién de particulas fagicas que presentan los scTCR del formato Va-conector-V@ CR.
Sin embargo, esta solicitud no contiene ejemplificacion que demuestre la produccién de dichas particulas fagicas
que presentan TCR. No obstante, la solicitud hace referencia a una solicitud en tramite:

"La construccion de vectores de ADN con un segmento de ADN que codifica las moléculas de sc-TCR
fusionadas a una proteina de la capside de un bacteriéfago (gen Il o gen VIII) se describié en dicha solicitud en
tramite U.S. N° 08/813,781".

Ademas, esta solicitud se basa en la capacidad de los anticuerpos anti-TCR o complejos superantigeno MHC para
reconocer los scTCR solubles, no presentados en fago, producidos para verificar su correcta conformacion. Por lo
tanto, la especificidad de union verdadera de péptido-MHC de los scTCR, en cualquier formato, no esta demostrada
concluyentemente.

Finalmente, otro estudio (Onda et al., (1995) Molecular Immunology 32 (17-18) 1387-1397) da a conocer la
presentacion en fago de dos cadenas a de TCR murinos en ausencia de sus respectivas cadenas (3. Este estudio
demostré que las particulas fagicas que presentan una de las cadenas a de TCR (derivada del hibridoma murino
Al1.1) unidas preferencialmente a los mismos péptidos inmovilizados en pocillos de microtitulacién que el TCR
completo, normalmente responderian a cuando fueron presentadas por el MHC I-A” murino clase I.

Uso en cribado

Varias interacciones celulares y respuestas celulares importantes, incluida la sinapsis inmunolégica mediada por
TCR, son controladas mediante contactos realizados entre receptores de la superficie celular y ligandos presentados
en las superficies de otras células. Estos tipos de contactos moleculares especificos son de vital importancia para la
regulacion bioquimica correcta en el cuerpo humano y por lo tanto, se estan estudiando intensamente. En muchos
casos, el objetivo de estos estudios es idear una forma de modulacion de las respuestas celulares con el fin de
prevenir o combatir enfermedades.

Por lo tanto, los métodos con los cuales identificar compuestos que se unen con algin grado de especificidad a las
moléculas de receptor o ligando humanas son importantes como pistas para el descubrimiento y el desarrollo de
nuevas terapias de enfermedades. En particular, los compuestos que interfieren con ciertas interacciones receptor-
ligando tienen potencial inmediato como agentes terapéuticos o portadores.

Los avances en la quimica combinatoria, que permiten la produccién relativamente facil y rentable de grandes
quimiotecas han incrementado enormemente el alcance de las pruebas de compuestos. Ahora las limitaciones de
los programas de cribado residen muy a menudo en la naturaleza de los ensayos que se pueden emplear, la
produccion de moléculas de receptor y ligando adecuadas y cuan bien se pueden adaptar estos ensayos a métodos
de cribado de alto rendimiento.

Métodos de presentacion

A menudo es deseable presentar un determinado péptido o polipéptido en la superficie de una particula proteica.
Dichas particulas pueden servir como auxiliares de purificacion para el péptido o polipéptido (puesto que las
particulas que transportan el péptido o polipéptido se pueden separar de los contaminantes no deseados por
sedimentacion u otros métodos). También pueden servir como particulas para vacunacion, siendo estimulada la
respuesta inmunitaria al péptido o polipéptido presentado en la superficie mediante la presentacion de particulas. La
proteina p24 del retrotransposén de levadura, y la proteina de superficie de la capside del virus de la hepatitis B son
ejemplos de proteinas que se autoensamblan en particulas. La fusién del péptido o polipéptido de interés a estas
proteinas formadoras de particula es una forma reconocida de presentar el péptido o polipéptido en la superficie de
las particulas resultantes.

Sin embargo, principalmente se han utilizado métodos de presentacion en particulas para identificar proteinas con
propiedades deseables como mayores rendimientos de expresion, caracteristicas de unién y/o estabilidad. Estos
métodos implican la creacién de una agrupacion o 'coleccion' variada de proteinas o polipéptidos expresados en la
superficie de particulas proteicas. Estas particulas tienen dos caracteristicas clave, en primer lugar cada particula
presenta una proteina o un polipéptido de una sola variante y en segundo lugar el material genético que codifica la
proteina o el polipéptido expresados esta asociado al de la particula. Esta coleccion se somete después a una 0 mas
rondas de seleccion. Por ejemplo, esto puede consistir en poner en contacto un ligando con una coleccion de
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presentacién en particulas de receptores mutados e identificar qué receptores mutados se unen al ligando con la
mayor afinidad. Una vez finalizado el proceso de seleccion el receptor o los receptores con las propiedades
deseadas se pueden aislar y su material genético se puede amplificar para permitir la secuenciacién de los mismos.

Estos métodos de presentacion se dividen en dos amplias categorias, presentacion in vitro e in vivo.

Todos los métodos de presentacion in vivo se basan en un paso en el cual la coleccion, generalmente codificada en
0 con el acido nucleico genético de una particula replicable como un replicén plasmidico o fagico se transforma en
las células, para permitir la expresion de proteinas o polipéptidos. (Pliickthun (2001) Adv Protein Chem 55 367-403).
Existen varios sistemas replicon/huésped que han demostrado ser adecuados para la presentacién in vivo de
proteinas o polipéptidos. Estos incluyen los siguientes

Fago / células bacterianas

Plasmido / células CHO

Vectores basados en el plasmido de 2 pum de levadura / células de levadura

Baculovirus / células de insectos

Plasmido / células bacterianas

Los métodos de presentacion in vivo incluyen métodos de presentacion en la superficie celular en los cuales un
plasmido se introduce en la célula huésped que codifica una proteina de fusién que consiste en la proteina o el
polipéptido de interés fusionados a una proteina o un polipéptido de la superficie de la célula. La expresion de esta
proteina de fusién produce la presentacion de la proteina o el polipéptido de interés en la superficie de la célula. Las
células que presentan estas proteinas o estos polipéptidos de interés se pueden someter después a un proceso de
seleccion como FACS y los pladsmidos obtenidos de la célula o las células seleccionadas se pueden aislar y
secuenciar. Se han disefiado sistemas de presentacion en superficie celular para células de mamiferos (Higuschi
(21997) J Immunol. Methods 202 193-204), células de levaduras (Shusta (1999) J Mol Biol 292 949-956) y células
bacterianas (Sameulson (2002) J. Biotechnol 96 (2) 129-154).

Se han publicado numerosas revisiones de las diversas técnicas de presentacion in vivo. Por ejemplo, (Hudson
(2002) Expert Opin Biol Ther (2001) 1 (5) 845-55) y (Schmitz (2000) 21 (Supp A) S106-S112).

Los métodos de presentacion in vitro se basan en el uso de ribosomas para traducir bancos de ARNm en una matriz
de variantes de proteinas o polipéptidos. La unién entre las proteinas o los polipéptidos formados y el ARNm que
codifica estas moléculas se mantiene mediante uno de dos métodos. La presentacion en ribosoma convencional
utiliza secuencias de ARNm que codifican una secuencia conectora corta (tipicamente 40-100 amino&cidos) y la
proteina o el polipéptido que se va a presentar. La secuencia conectora proporciona a la proteina o el polipéptido
presentados espacio suficiente para que se vuelvan a plegar sin impedimento estérico por parte del ribosoma. La
secuencia de ARNm carece de un coddn de 'parada’, esto asegura que la proteina o el polipéptido expresados y el
ARN permanezcan unidos a la particula del ribosoma. EI método de presentacion relacionado al ARNm se basa en
la preparacion de las secuencias de ARNm que codifican la proteina o el polipéptido de interés y conectores de ADN
gue acarrean un residuo de puromicina. Tan pronto como el ribosoma alcanza el empalme ARNmM/ADN la traduccion
se paraliza y la puromicina forma un enlace covalente con el ribosoma. Por una revision reciente de estos dos
métodos de presentacion in vitro relacionados, véase (Amstutz (2001) Curr Opin Biotechnol 12 400-405).

Se prefiere particularmente la técnica de presentacién en fago que se basa en la capacidad de las particulas de
bacteriéfago para expresar un péptido o polipéptido heter6logo fusionado a sus proteinas de superficie. (Smith
(1985) Science 217 1315-1317). El procedimiento es bastante general y bien comprendido en el area de la
presentacién de mondmeros de polipéptidos. Sin embargo, en el caso de polipéptidos que en su forma nativa se
asocian como dimeros, sélo la presentacion en fago de anticuerpos parece haber sido investigada a fondo.

Para la presentacion de polipéptidos monoméricos existen dos procedimientos principales:

En primer lugar (método A) insertar en un vector (fagémido) ADN que codifica el péptido o polipéptido heterélogo
fusionado al ADN que codifica una proteina de la capside del bacteriéfago. La expresion de particulas fagicas que
presentan el péptido o polipéptido heterdlogo se realiza después transinfectando células bacterianas con el fagémido
y luego infectando las células transformadas con un ‘fago auxiliar'. El fago auxiliar actia como fuente de las
proteinas del fago no codificadas por el fagdmido necesarias para producir una particula fagica funcional.

En segundo lugar (método B), insertar ADN que codifica el péptido o polipéptido heter6logo en un genoma completo
del fago fusionado con el ADN que codifica una proteina de la capside del bacteriéfago. La expresion de particulas
fagicas que presentan el péptido o polipéptido heter6logo se realiza después infectando células bacterianas con el
genoma del fago. Este método tiene la ventaja del primer método de ser un proceso de un 'solo paso'. Sin embargo,
se reduce el tamafio de la secuencia de ADN heterélogo que puede ser empacada con éxito en las particulas
fagicas resultantes. M13, T7 y Lambda son ejemplos de fagos adecuados para este método.
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Una variacion en el (método B) implica agregar una secuencia de ADN que codifica un dominio de unién a
nucleétidos al ADN del genoma del fago que codifica el péptido heter6logo que se va a presentar y agregar ademas
el sitio correspondiente de unién de nucleétidos al genoma del fago. Esto hace que el péptido heterélogo se una
directamente al genoma del fago. Este complejo péptido/genoma se empaca en una particula fagica que presenta el
péptido heterdlogo. Este método se describe completamente en WO 99/11785.

Después las particulas fagicas se pueden recuperar y utilizar para estudiar las caracteristicas de unién del péptido o
polipéptido heterélogo. Una vez aislado, el fagémido o ADN del fago se puede recuperar de la particula fagica que
presenta el péptido o polipéptido, y este ADN se puede replicar por PCR. El producto de PCR se puede utilizar para
secuenciar el péptido o polipéptido heterélogo presentado por una determinada particula fagica.

La presentacion en fago de anticuerpos de una sola cadena y sus fragmentos, se ha convertido en un medio habitual
para estudiar las caracteristicas de union de estos polipéptidos. Se dispone de numerosos libros que revisan
técnicas de presentacién en fago y la biologia de los bacteri6fagos. (Véase, por ejemplo, Phage Display - A
Laboratory Manual, Barbas et al., (2001) Cold Spring Harbour Laboratory Press).

Un tercer método de presentaciéon en fago (método C) se basa en el hecho de que polipéptidos heterélogos que
tienen un residuo de cisteina en una ubicacion deseada pueden ser expresados en una forma soluble por un
fagomido o genoma de fago y causar que se asocien con una proteina modificada de la superficie del fago, que
también tiene un residuo de cisteina en una posicion expuesta de la superficie, mediante la formacion de un enlace
disulfuro entre las dos cisteinas. WO 01/05950 detalla el uso de este método de unidn alternativo para la expresion
de péptidos derivados de anticuerpos de una sola cadena.

Breve descripcion de la invencién

Los TCR nativos son heterodimeros que tienen largos dominios transmembrana que son esenciales para mantener
su estabilidad como dimeros funcionales. Como hemos mencionado antes, los TCR son Utiles para investigacion y
fines terapéuticos en sus formas solubles asi que la presentacién de la forma nativa insoluble tenga poca utilidad.
Por otra parte, se ha demostrado que las formas solubles estables de los TCR son dificiles de disefiar, y puesto que
la mayor parte de los métodos de presentacion parecen haber sido descritos Unicamente para péptidos y
polipéptidos monoméricos, los métodos de presentacion adecuados para los TCR diméricos solubles no han sido
investigados. Ademas, puesto que la funcionalidad de TCR presentado depende de la asociacion adecuada de los
dominios variables del dimero de TCR, la presentacion exitosa de un TCR dimérico funcional no es trivial.

WO 99/18129 contiene la declaracion: "los constructos de ADN que codifican las proteinas de fusion sc-TCR se
pueden utilizar para crear una coleccion de presentacién en bacteri6fagos segun los métodos descritos en la
solicitud en tramite U.S. N1 de serie 08/813.781 presentada el 7 de marzo de 1997, cuya divulgacion se incorpora en
este documento por referencia”, pero no se incluye ninguna descripcién real de dicha presentacion en esta solicitud.
Sin embargo, los inventores de esta solicitud publicaron un documento (Weidanz (1998) J Immunol Methods 221 59-
76) que demuestra la presentacion de dos scTCR murinos en particulas fagicas.

WO 01/62908 da a conocer métodos para la presentacion en fago de proteinas de fusién de scTCR y scTCR/Ig. No
obstante, no se evalué la funcionalidad (union especifica a pMHC) de las constructos dados a conocer.

Por ultimo, se demostré un método mediado por retrovirus para la presentacién de colecciones variadas de TCR en
la superficie de linfocitos T inmaduros para un TCR murino. La coleccién de TCR mutados presentados en la
superficie de los linfocitos T inmaduros se cribd por citometria de flujo usando tetrameros de pMHC y esto condujo a
la identificacion de variantes de TCR que fueron especificas para el pMHC anéalogo, o una de sus variantes. (Helmut
et al., (2000) PNAS 97 (26) 14578-14583)

Esta invencion se basa en parte en el hallazgo de que los TCR de una sola cadena y diméricos se pueden expresar
como fusiones de superficie a particulas fagicas y torna disponibles particulas fagicas que presentan constructos
sCcTCR y dTCR alfa/beta analogos y gammal/delta analogos. Dichos TCR presentados en particulas fagicas son
Utiles para purificacion y cribado, particularmente como una coleccién variada de TCR presentados en particulas
para ciclos de seleccién por afinidad (biopanning) a fin de identificar los TCR con caracteristicas deseables como
alta afinidad por el complejo MHC-péptido diana. En la udltima conexidn, los scTCR presentados en particulas
pueden ser utiles para la identificacion de TCR deseado, pero esa informacion se puede aplicar mejor a la
construccion de TCR diméricos andlogos para el uso extremo en terapia. La invencién también incluye TCR de alta
afinidad identificables por estos métodos

Descripcion detallada de la invencion

En un aspecto amplio, la presente invencion proporciona una particula fagica que presenta en su superficie un par
de polipéptidos del receptor de linfocitos T dimérico (dTCR), donde dicho par de polipéptidos de dTCR esta
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constituido por un primer polipéptido en el cual una secuencia del dominio variable de la cadena a o & de TCR se
fusiona al extremo N terminal de una secuencia extracelular del dominio constante de la cadena a de TCR y un
segundo polipéptido donde una secuencia del dominio variable de la cadena 3 o y de TCR se fusiona al extremo N
terminal de una secuencia extracelular del dominio constante de la cadena 3 de TCR; donde el primer y segundo
polipéptidos estan unidos por un enlace disulfuro que corresponde al enlace disulfuro intercatenario nativo presente
en los TCR af diméricos nativos.

La particula fagica de la invenciéon puede ser una particula de un fago filamentoso. La particula fagica de la
invencién puede ser tal que el extremo C-terminal de un miembro del par de polipéptidos de dTCR esté unido por un
enlace peptidico a un residuo expuesto en la superficie de la particula fagica.

La invencion también proporciona, como otro aspecto, una coleccién variada de particulas fagicas de conformidad
con el primer aspecto. La variacién puede residir en el o los dominios variables del par de polipéptidos de dTCR .

En una realizacion preferida, la invencion proporciona una particula fagica que presenta en su superficie un par de
polipéptidos de receptores de linfocitos T diméricos (dTCR), donde el par de polipéptidos de dTCR esta constituido
por secuencias de aminoacidos de TCR correspondientes a secuencias extracelulares de los dominios constante y
variable presentes en las cadenas de TCR nativos, y scTCR esta constituido por secuencias extracelulares de
aminoacidos de TCR correspondientes a secuencias de los dominios constante y variable presentes en las cadenas
de TCR nativos y una secuencia conectora, donde esta Ultima une una secuencia de dominio variable
correspondiente a la de una cadena de un TCR nativo a una secuencia de dominio constante correspondiente a una
secuencia de dominio constante de otra cadena de un TCR nativo; donde las secuencias de dominio variable del par
de polipéptidos de dTCR estan mutuamente orientadas sustancialmente como en los TCR nativos. En el caso de los
scTCR o dTCR af presentados segun la invencion, el requisito de que las secuencias de dominio variable de los
segmentos a y B estén mutuamente orientadas sustancialmente como en los receptores de linfocitos T a8 nativos es
meramente una manera alternativa de decir que los TCR son funcionales, y esto se puede determinar confirmando
gue la molécula se une al ligando de TCR pertinente (complejo pMHC, complejo CD1-antigeno, superantigeno o
complejo superantigeno/pMHC) - si se une, entonces el requisito se cumple. Las interacciones con complejos pMHC
se pueden medir utilizando un instrumento Biacore 3000™ o Biacore 2000™. W099/6120 proporciona descripciones
detalladas de los métodos necesarios para analizar la union de TCR a complejos MHC-péptido. Estos métodos son
igualmente aplicables al estudio de las interacciones TCR/CD1 y TCR/superantigeno. Para aplicar estos métodos a
estudio de las interacciones TCR/CD1 se requieren formas solubles de CD1, cuya produccion se describe en (Bauer
(21997) Eur J Immunol 27 (6) 1366-1373). En el caso de los TCR yd de la presente invencion los ligandos analogos
para estas moléculas son desconocidos por lo tanto se pueden emplear medios secundarios para verificar su
conformacién como reconocimiento por anticuerpos. El anticuerpo monoclonal MCA991 T (comercializado por
Serotec), especifico para la regidon variable de la cadena 8, es un ejemplo de un anticuerpo apropiado para esta
tarea.

Los dTCR de la presente invencion se pueden presentar en particulas fagicas, preferentemente particulas fagicas de
fago filamentoso, mediante, por ejemplo, las dos maneras siguientes:

(i) El extremo C-terminal de un miembro del par de polipéptidos de dTCR o el extremo C-terminal de un péptido
corto conector unido al extremo C-terminal de uno u otro, se puede unir directamente mediante un enlace
peptidico a un residuo expuesto en la superficie de la particula fagica. Por ejemplo, dicho residuo expuesto en
la superficie esta preferentemente en el extremo N-terminal del producto génico del gen Il o gen VIII del
bacteriéfago; y

(i) El extremo C-terminal de un miembro del par de polipéptidos de dTCR o el extremo C-terminal de un
péptido corto conector unido al extremo C-terminal de uno u otro, se une mediante un enlace disulfuro a un
residuo de cisteina expuesto en la superficie de la particula proteica a través de un residuo de cisteina
introducido. Por ejemplo, dicho residuo expuesto en la superficie esta otra vez preferentemente en el extremo
N-terminal del producto génico del gen Il o gen VIII del bacteriéfago.

Se prefiere el método (i) anterior. En el caso de un dTCR, el acido nucleico que codifica una cadena de TCR se
puede fusionar al acido nucleico que codifica la particula formadora de proteina o una proteina de superficie celular
de la particula replicable como un fago o una célula, y se puede permitir que la segunda cadena del par de
polipéptidos de TCR se asocie con la particula expresada resultante que presenta la primera cadena. La asociacion
funcional adecuada de las dos cadenas puede ser asistida por la presencia de cisteinas en el dominio constante de
las dos cadenas que son capaces de formar un enlace disulfuro intercatenario, como se trata mas detalladamente a
continuacion.

El dTCR presentado

El dTCR que se presenta en la particula fagica puede ser uno que esté constituido por
7
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un primer polipéptido en el cual una secuencia correspondiente a una secuencia de la regiéon variable de la
cadena a o & de TCR esta fusionada al extremo N terminal de una secuencia correspondiente a una secuencia
extracelular del dominio constante de la cadena a de TCR y un segundo polipéptido en el cual una secuencia
correspondiente a una secuencia del dominio variable de la cadena o y de TCR fusionada al extremo N
terminal de una secuencia correspondiente a una secuencia extracelular del dominio constante de la cadena 3
de TCR, donde el primer y segundo polipéptidos estan unidos por un enlace disulfuro que corresponde al
enlace disulfuro intercatenario nativo presente en los receptores de los linfocitos T af8 diméricos nativos.

Preferentemente, el dTCR se presenta en una particula de un fago filamentoso y es uno que esta constituido por

un primer polipéptido en el cual una secuencia correspondiente a una secuencia del dominio variable de la
cadena a de TCR esta fusionada al extremo N terminal de una secuencia correspondiente a una secuencia
extracelular del dominio constante de la cadena a de TCR, y

un segundo polipéptido en el cual una secuencia correspondiente a una secuencia del dominio variable de la
cadena B de TCR esta fusionada al extremo N terminal de una secuencia correspondiente a una secuencia
extracelular del dominio constante de la cadena 3 de TCR,

el primer y segundo polipéptidos se pueden unir mediante un enlace disulfuro entre residuos de cisteina
sustituidos por Thr 48 del exdn 1 de TRAC*01 y Ser 57 del exén 1 de TRBC1*01 o TRBC2*01 o sus
equivalentes no humanos,

el extremo C-terminal de un miembro del par de polipéptidos de dTCR se puede unir mediante un enlace peptidico a
una proteina de la capside del fago.

Par de polipéptidos de dTCR

Las secuencias extracelulares del dominio constante presentes en los dTCR corresponden preferentemente a las de
un TCR humano, al igual que las secuencias del dominio variable. Sin embargo, la correspondencia entre dichas
secuencias no necesita ser 1:1 a nivel de aminoacidos. Es aceptable el truncamiento N- o C-, y/o la delecién y/o
sustitucion de aminoacidos respecto a las secuencias del TCR humano correspondiente. En particular, debido a que
las secuencias extracelulares del dominio constante presentes en el primer y segundo segmentos no estan
directamente involucradas en los contactos con el ligando al cual se unen el scTCR o dTCR, éstas pueden ser mas
cortas que, o pueden contener sustituciones o deleciones respecto a, las secuencias extracelulares del dominio
constante de los TCR nativos.

La secuencia extracelular del dominio constante presente en uno de los polipéptidos del par de dTCR puede incluir
una secuencia correspondiente al dominio Ig constante extracelular de de una cadena a de TCR, y/o la secuencia
extracelular del dominio constante presente en el otro miembro del par puede incluir una secuencia correspondiente
al dominio Ig constante extracelular de una cadena 3 de TCR.

En una realizacion de la invencién, un miembro del par de polipéptidos de dTCR corresponde a sustancialmente
todo el dominio variable de una cadena a de TCR fusionada al extremo N terminal de sustancialmente todo el
dominio extracelular del dominio constante de una cadena a de TCR; y/o el otro miembro del par corresponde a
sustancialmente todo el dominio variable de una cadena B de TCR fusionada al extremo N terminal de
sustancialmente todo el dominio extracelular del dominio constante de una cadena 3 de TCR.

En otra realizacion, las secuencias extracelulares del dominio constante presentes en el par de polipéptidos de
dTCR.

En una realizacién particular de la invencion, las secuencias del dominio variable de las cadenas a y B de TCR
presentes en el par de polipéptidos de dTCR pueden juntas corresponder al dominio variable funcional de un primer
TCR, y las secuencias extracelulares del dominio constante de las cadenas a y 3 de TCR presentes en el par de
polipéptidos de dTCR pueden corresponder a las de un segundo TCR, donde los primer y segundo TCR son de la
misma especie. Por lo tanto, las secuencias del dominio variable de las cadenas a y B presentes en el par de
polipéptidos de dTCR pueden corresponder a las de un primer TCR humano, y las secuencias extracelulares del
dominio constante de las cadenas a y B pueden corresponder a las de un segundo TCR humano. Por ejemplo, las
secuencias extracelulares del dominio constante del STCR A6 Tax se pueden usar como marco sobre el cual se
pueden fusionar los dominios variables a y 3 heterélogos.

En otra realizacion de la invencion, las secuencias del dominio variable de las cadenas & y y de TCR presentes en el
par de polipéptidos de dTCR, pueden juntas corresponder al dominio variable funcional de un primer TCR, y las
secuencias extracelulares del dominio constante de las cadenas a 'y 3 de TCR presentes en el par de polipéptidos de
dTCR pueden corresponder a las de un segundo TCR, donde el primer y segundo TCR son de la misma especie.
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Por lo tanto, las secuencias del dominio variable de las cadenas & y y presentes en el par de polipéptidos de dTCR
pueden corresponder a las de un primer TCR humano, y las secuencias extracelulares del dominio constante de las
cadenas a y 3 pueden corresponder a las de un segundo TCR humano. Por ejemplo, las secuencias extracelulares
del dominio constante del STCR A6 Tax se pueden usar como marco sobre el cual se pueden fusionar los dominios
variables y y & heterdlogos.

En una realizacion particular de la invencion, las secuencias del dominio variable de las cadenas ay 3, 0 &y y de
TCR presentes en el par de polipéptidos de dTCR, pueden juntas corresponder al dominio variable funcional de un
primer TCR humano, y las secuencias extracelulares del dominio constante de las cadenas a y 3 de TCR presentes
en el par de polipéptidos de dTCR, pueden corresponder a las de un segundo TCR no humano. Por lo tanto, las
secuencias del dominio variable de las cadenas ay B, o & y y presentes en el par de polipéptidos de dTCR pueden
corresponder a las de un primer TCR humano, y las secuencias extracelulares del dominio constante de las cadenas
a y B pueden corresponder a las de un segundo TCR no humano. Por ejemplo, las secuencias extracelulares del
dominio constante de TCR murino se pueden usar como marco sobre el cual se pueden fusionar los dominios
variables de TCR a y 8 heterélogos humanos.

Enlace disulfuro intercatenario

Un elemento caracteristico principal de los dTCR preferidos presentados por particulas fagicas de la presente
invencién, es un enlace disulfuro entre las secuencias extracelulares del dominio constante del par de polipéptidos
de dTCR. Ese enlace corresponde al enlace disulfuro intercatenario nativo presente en los TCR af diméricos
nativos. En algunos casos, puede ser deseable tanto un enlace disulfuro nativo como no nativo.

La posicion del enlace disulfuro esta sujeta al requisito de que las secuencias del dominio variable del par de
polipéptidos de dTCR o primer y segundo segmentos del polipéptido de scTCR estén mutuamente orientadas
sustancialmente como en los receptores de linfocitos T a3 o yd T nativos.

Un enlace disulfuro no nativo se puede formar mutando residuos que no sean de cisteina en el primer y segundo
segmentos a cisteina, y provocando la formacion del enlace entre los residuos mutados. Se prefieren los residuos
cuyos respectivos carbonos B estan separados aproximadamente 6 A (0.6 nm) o menos, y preferentemente en el
rango de 3.5 A (0.35 nm) a 5.9 A (0.59 nm) en el TCR nativo, de modo que se pueda formar un enlace disulfuro
entre residuos de cisteina introducidos en el lugar de los residuos nativos. Se prefiere cuando un enlace disulfuro no
nativo esta entre residuos en el dominio de inmunoglobulina constante, aunque podria estar entre residuos del
dominio proximal a la membrana. Los sitios preferidos donde se pueden introducir cisteinas para formar un enlace
disulfuro no nativo son los residuos siguientes en el exdon 1 de TRAC*01 para la cadena a de TCR y TRBC1*01 o
TRBC2*01 para la cadena 8 de TCR:

Cadena ade TCR Cadena g de TCR Separacioén nativa de los carbonos 3 (nm)
Thr 48 Ser 57 0.473

Thr 45 Ser 77 0.533

Tyr 10 Ser 17 0.359

Thr 45 Asp 59 0.560

Ser 15 Glu 15 0.59

Los motivos siguientes en las respectivas cadenas de TCR humano se pueden usar para identificar el residuo a
mutar (el residuo sombreado es el residuo para la mutacién a cisteina).

Thr 48 de la cadena a: DSDVYITDKTVLDMRSMDFK (aminoacidos 39-58 del exén 1 del gen TRAC*01) (SEQ ID 1)
Thr 45 de la cadena a: QSKDSDVYITDKTVLDMRSM (aminoécidos 36-55 del exén 1 del gen TRAC*01) (SEQ ID 2)
Tyr 10 de la cadena a: DIQNPDPAVYQLRDSKSSDK (aminoacidos 1-20 del exdén 1 del gen TRAC*01) (SEQ ID 3)
Ser 15 de la cadena a: DPAVYQLRDSKSSDKSVCLF (amino4cidos 6-25 del exdn 1 del gen TRAC*01) (SEQ ID 4)

Ser 57 de la cadena B: NGKEVHSGVSTDPQPLKEQP(aminoacidos 48-67 del exon 1 de los genes TRBCI*01 y
TRBC2*01) (SEQ ID 5)

Ser 77 de la cadena B: ALNDSRYALSSRLRVSATFW (aminoacidos 68-87 del ex6n 1 de los genes TRBCI*01 y
TRBC2*01) (SEQ ID 6)
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Ser 17 de la cadena 3: PPEVAVFEPSEAEISHTQKA (aminoacidos 8-27 del ex6n 1 de los genes TRBCI*01 y
TRBC2*01) (SEQ ID 7)

Asp 59 de la cadena B: KEVHSGVSTDPQPLKEQPAL (aminoacidos 50-69 del exén 1 de los genes TRBCI*01 y
TRBC2*01) (SEQ ID 8)

Glu 15 de la cadena B: VFPPEVAVFEPSEAEISHTQ (aminoacidos 6-25 del exdén 1 de los genes TRBCI*01 y
TRBC2*01) (SEQ ID 9)

En otras especies, las cadenas de TCR pueden no contar con una region que tenga 100% de identidad con los
motivos anteriores. Sin embargo, los técnicos con experiencia seran capaces de utilizar los motivos anteriores para
identificar la parte equivalente de la cadena a o B de TCR y por lo tanto el residuo a ser mutado a cisteina. Se
pueden utilizar técnicas de alineamiento con este fin. Por ejemplo, se puede usar ClustalW, disponible en el sitio web
del Instituto Europeo de Bioinformética (http://www.ebi.ac.uk/index.html) para comparar los motivos anteriores con
una secuencia particular de una cadena de TCR para localizar la parte pertinente de la secuencia de TCR para la
mutacion.

Se describen scTCR analogos a af y yd presentados en particulas proteicas, asi como los de otros mamiferos,
incluidos, pero no exclusivamente, de ratén, rata, cerdo, cabra y oveja. Como se menciond antes, los técnicos con
experiencia seran capaces de determinar sitios equivalentes a los sitios humanos descritos precedentemente en los
cuales se pueden introducir residuos de cisteina para formar un enlace disulfuro intercatenario. Por ejemplo, a
continuacion se muestran las secuencias de aminodcidos de los dominios solubles Ca y CB del raton, junto con
motivos que muestran los residuos murinos equivalentes a los residuos humanos mencionados antes, que se
pueden mutar a cisteinas para formar un enlace disulfuro intercatenario de TCR (donde los residuos pertinentes
estan sombreados):

Dominio soluble Ca de ratén:

PYIQNPEPAVYQLKDPRSQDSTLCLFTDFDSQINVPKTMESGTFITDKTVLDMK
AMDSKSNGAIAWSNQTSFTCQDIFKETNATYPSSDVP (SEQ ID 10)

Dominio soluble CB de ratén:

EDLRNVTPPKVSLFEPSKAEIANKQKATLVCLARGFFPDHVELSWWVNGREV
HSGVSTDPQAYKESNYSYCLSSRLRVSATFWHNPRNHFRCQVQFHGLSEEDK
WPEGSPKPVTQNISAEAWGRAD (SEQ ID 11)

Equivalente murino de Thr 48 de la cadena a humana: ESGTFITDKTVLDMKAMDSK (SEQ ID 12)
Equivalente murino de Thr 45 de la cadena a humana: KTMESGTFITDKTVLDMKAM (SEQ ID 13)
Equivalente murino de Tyr 10 de la cadena a humana: YIQNPEPAVYQLKDPRSQDS (SEQ ID 14)
Equivalente murino de Ser 15 de la cadena a humana: AVYQLKDPRSQDSTLCLFTD (SEQ ID 15)
Equivalente murino de Ser 57 de la cadena 3 humana: NGREVHSGVSTDPQAYKESN (SEQ ID 16)
Equivalente murino de Ser 77 de la cadena 3 humana: KESNYSYCLSSRLRVSATFW (SEQ ID 17)
Equivalente murino de Ser 17 de la cadena B humana: PPKVSLFEPSKAEIANKQKA (SEQ ID 18)
Equivalente murino de Asp 59 de la cadena 3 humana: REVHSGVSTDPQAYKESNYS (SEQ ID 19)
Equivalente murino de Glu 15 de la cadena 8 humana: VTPPKVSLFEPSKAEIANKQ (SEQ ID 20)

Como se sefialo anteriormente, los dominios constantes extracelulares de sTCR A6 TAX se pueden utilizar como
marco sobre el cual se pueden fusionar dominios variables heterélogos. Se prefiere que las secuencias del dominio
variable heterélogo se unan a las secuencias del dominio constante en cualquier punto entre el enlace disulfuro y los
extremos N-terminales de las secuencias del dominio constante. En el caso de las secuencias del dominio constante
de ay B de TCR A6 TAX, el enlace disulfuro se puede formar entre residuos de cisteina introducidos en los residuos
de aminoacidos 158 y 172 respectivamente. Por lo tanto, se prefiere si los puntos de unién de la secuencia del
dominio variable heterdlogo de las cadenas a y B estan entre los residuos 159 o0 173 y el extremo N terminal de las
secuencias del dominio constante de a o 3, respectivamente.

Presentacién de TCR

El método preferido de presentacion in vivo de TCR para ciclos de seleccién por afinidad (biopanning) a fin de
identificar los TCR con las propiedades deseables como alta afinidad por un complejo péptido-MHC objetivo, es la
presentacién en fago.
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En primer lugar, se construye una genoteca que codifica una matriz variada de scTCR o dTCR mutados. Esta
genoteca se construye usando ADN que codifica un TCR nativo como plantilla para la amplificacién. Existen varios
métodos adecuados, conocidos por los técnicos con experiencia en el tema, para la introduccién de las mutaciones
deseadas en el ADN de TCR, y por lo tanto en la proteina de TCR presentada finalmente. Por ejemplo PCR
propensa a error (EP-TCR), técnicas de barajado del ADN y uso de cepas bacterianas mutadoras como XL-1-RED
son medios convenientes de introducir mutaciones en las secuencias de TCR. Se prefiere particularmente que estas
mutaciones se introduzcan en el dominio definido de los TCR. Por ejemplo, las mutaciones en el dominio variable,
particularmente las regiones determinantes de complementariedad (CDR) y/o las regiones marco suelen ser los
sitios mas adecuados para la introduccién de las mutaciones que llevan a la produccién de una coleccién variada de
TCR para la produccion de TCR con mejores propiedades de unién al ligando. EP-PCR es un ejemplo de un método
mediante el cual se pueden introducir dichas mutaciones "especificas de la region" en los TCR. Se utilizan
cebadores de EP-PCR que son complementarios de las secuencias de ADN que bordean la regiéon a ser mutada,
para amplificar maltiples copias de esta region del ADN de TCR que contiene un nivel controlable de mutaciones
aleatorias. Estas secuencias de ADN que codifican regiones mutadas se insertan en las secuencias de ADN, las
cuales codifican las secciones no mutagenizadas de TCR por ligamiento o PCR de superposicion. EI ADN que
codifica el TCR con region mutada se puede después ligar a ADN que codifica un polipéptido heterdlogo para
producir una proteina de fusion adecuada para la presentacion. En el caso de la presentacion en fago el vector de
expresion utilizado es un vector fagomidico o de genoma del fago en el cual el ADN de TCR se puede ligar al ADN
gue codifica una proteina de superficie, preferentemente la proteina de superficie glll o gVIIl. En el caso de un
scTCR dicho ligamiento se realiza como para la presentacion en fago de cualquier péptido o polipéptido
monomeérico. En el caso de los dTCR, s6lo una de las cadenas de TCR esta ligada como se menciona. La otra
cadena esta codificada en &cido nucleico para la coexpresion con fagémido y acido nucleico del fago auxiliar, de
modo que la segunda cadena expresada se encuentre y se asocie con el fago expresado con la primera cadena
presentada en la superficie. En ambos casos, como se discute mas detalladamente antes, las cisteinas
correctamente posicionadas en los dominios constantes son utiles para hacer que los dominios variables de TCR
adopten sus posiciones funcionales, mediante la formacién de un enlace disulfuro por esas cisteinas.

Para la expresién, un vector de expresion que comprende: (a) &cido nucleico que codifica una cadena de un par de
polipéptidos de dTCR y (b) la otra cadena de un par de polipéptidos de dTCR fusionada a una secuencia de acido
nucleico que codifica una particula formadora de proteinas, o una proteina de superficie celular; o acido nucleico que
codifica un polipéptido de scTDR fusionado a una secuencia de acido nucleico que codifica una particula formadora
de proteina o una proteina de superficie celular, el par de polipéptidos de dTCR, o una composiciéon que comprende
un primer vector que contiene acido nucleico (a) y un segundo vector que contiene acido nucleico (b), se ponen en
contacto con las células huésped capaces de causar la expresion del material genético codificado en condiciones
adecuadas para permitir la transformacion de dichas células. Dichos vectores de expresion, sistemas de expresion
que comprenden vectores fagomidicos o de genoma del fago que codifican los dTCR y scTCR, y las células
huésped que los albergan, forman aspectos adicionales de la invencion actual. En una realizacion preferida de la
invencion los vectores fagomidico o de genoma del fago derivan de fagos filamentosos.

Después las células transformadas se incuban para permitir la expresion de las particulas proteicas que presentan
TCR. Luego esas particulas se pueden utilizar para cribado o en los ensayos para identificar variantes de TCR con
caracteristicas mejoradas. Todas las particulas en investigacion que posean las caracteristicas especificas
mejoradas pueden después ser aisladas. Luego el ADN que codifica estos TCR se puede amplificar por PCR y
determinar la secuencia.

Se sabe que altos niveles de expresion de un polipéptido exdégeno pueden ser toxicos para la célula huésped. En
tales casos, se debe encontrar una cepa huésped del polipéptido exdgeno que sea mas tolerante, o los niveles de
expresion en la célula huésped se deben limitar a un nivel que sea tolerado. Por ejemplo (Beekwilder et al., (1999)
Gene 228 (1 - 2) 23-31) informan que sélo las formas mutadas de un inhibidor de la proteasa de la patata (PI2) que
contenia deleciones o codones de parada ambar seria seleccionada con éxito de una coleccion de presentacion en
fago. En el presente caso, una observacion en el curso del trabajo informado en los ejemplos de este documento
sugiere que puede ser deseable limitar los niveles de expresion de los TCR presentados en particulas proteicas de
la invencién, al menos en algunas cepas de E. coli. Asi, se demostro que el TCR A6 seleccionado en el ejemplo 4
después de rondas repetidas de cultivo derivaba de las células en las que el fagémido habia mutado respecto al
introducido al principio. La mutaciéon habia creado un coddn de parada 'épalo’ en la cadena 3 de TCR. Este codon es
'leido hasta el final' con baja frecuencia por los ribosomas de la cepa de E. coli utilizada, lo que resulta en la
insercion de un residuo de triptofano en este sitio y un nivel global mas reducido de la expresion de toda la cadena f3.

Existen varias estrategias para limitar los niveles de expresion de un polipéptido exdgeno a partir de un sistema de
expresion dado en un huésped que pueden ser adecuadas para limitar los niveles de expresion de un scTCR, o de
una o ambas cadenas de TCR de un dTCR.

Por ejemplo:
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Uso de una secuencia promotora débil - El nivel de expresion obtenido para un producto génico determinado, como
la cadena a o 3 de TCR, se puede adaptar utilizando secuencias promotoras de distinta fuerza. El promotor del fago
lambda Prm €s un ejemplo de un promotor débil.

Sitios de union del ribosoma mutado (RBS) - Mutar un solo &cido nucleico en el RBS asociado a un producto génico,
como la cadena a o B de TCR, puede resultar en un menor nivel de expresion. Por ejemplo, mutar una secuencia
AGGA de tipo silvestre a AGGG.

'‘Codones de inicio' mutados - Mutar un solo acido nucleico en el codén de inicio asociado a un producto génico,
como la cadena a o § de TCR, también puede resultar en un menor nivel de expresién. Por ejemplo, mutar un codén
de inicio AUG tipo silvestre a GUG.

Mutaciones supresoras con pérdida de sentido - Estas se insertan dentro de las regiones codificantes de la cadena B
de TCR. Los ejemplos incluyen el codén de parada '6palo’ (UGA), este coddn de parada ‘perforado’ produce la
insercion de baja frecuencia de un aminoécido triptofano y la lectura hasta el final del resto de la secuencia
codificante.

Modificacion de la fuerza del promotor mediada por metabolito - El nivel de expresiéon de un producto génico, como
la cadena a o 3 de TCR, bajo el control de ciertos promotores se puede reducir mediante la adicion de un metabolito
pertinente a las células que contienen el promotor. Por ejemplo, se pueden utilizar adiciones de glucosa para reducir
la expresion de un producto génico bajo el control de un promotor Lac.

Utilizacion de codones - Las células bacterianas y, por ejemplo, las células de mamiferos tienen diferentes
'preferencias’ respecto a los codones que usan para codificar ciertos aminoacidos. Por ejemplo, las células
bacterianas utilizan cominmente el codén CGU para codificar arginina mientras que las células eucariotas utilizan
comunmente AGA. Es posible reducir el nivel de expresion de un producto génico, como la cadena a o 8 de TCR,
utilizando secuencias de ADN que contengan un ndmero de codones menos preferido por el sistema de expresion
en uso.

Los detalles referentes a los modos precedentes de reducir la expresion del producto génico se pueden encontrar en
(Glass (1982) Gene Function - E.coli and its heritable elements, Croom Helm) y (Rezinoff (1980) The Operon 22
edicion, Cold Spring Harbor Laboratory).

También se sabe que suministrar a cultivos bacterianos una concentracion relativamente alta de un aztcar como
sacarosa puede aumentar los niveles de expresion en el periplasma de las proteinas solubles. (Véase, por ejemplo
(Sawyer et al., (1994) Protein Engineering 7 (11) 1401-1406))

Luego de la expresion, el apareamiento correcto de las secuencias del dominio variable del polipéptido de scTCR es
asistido preferentemente por la introducciéon de un enlace disulfuro en el dominio constante extracelular de scTCR.
Sin querer quedar limitados por la teoria, se cree que el enlace disulfuro proporciona estabilidad adicional al scTCR
durante el proceso de plegamiento y facilita asi el apareamiento correcto del primer y segundo segmentos.

También como se menciond antes, para la presentacion en fago de dTCR, uno de los polipéptidos del par de dTCR
se expresa como si fuese eventualmente a ser presentado como un polipéptido monomérico en el fago, y el otro
polipéptido del par de dTCR se coexpresa en la misma célula huésped. Como la particula fagica se autoensambla,
los dos polipéptidos se autoasocian para la presentacion como un dimero en el fago. Una vez mas, en la realizacion
preferida de este aspecto de la invencion, el plegamiento correcto durante la asociacion del par de polipéptidos es
asistido por un enlace disulfuro entre las secuencias constantes, como hemos comentado previamente. Otros
detalles de un procedimiento para la presentacion en fago de un dTCR con un enlace disulfuro intercatenario
aparecen en los ejemplos de este documento.

Como alternativa, el fago que presenta la primera cadena de dTCR se puede expresar primero y la segunda cadena
polipeptidica se puede contactar con el fago expresado en un paso posterior para la asociaciéon como un dTCR
funcional en la superficie del fago.

El método preferido de presentacion in vitro de TCR para ciclos de seleccion por afinidad (biopanning) a fin de
identificar los TCR con las propiedades deseables como alta afinidad por un complejo péptido-MHC objetivo, es la
presentacion en ribosoma. En primer lugar, se construye una genoteca que codifica una matriz variada de
polipéptidos de scTCR o dTCR mutados usando las técnicas mencionadas antes. La genoteca se pone en contacto
después con ARN polimerasa para producir un banco de ARNm complementario. Opcionalmente, para las técnicas
de presentacion de ARNm, las secuencias de ARNm se pueden ligar después a una secuencia de ADN que
contenga un sitio de unién a puromicina. Luego estos constructos genéticos se ponen en contacto con ribosomas in
vitro en las condiciones que permiten la traduccion del polipéptido de scTCR o el primer polipéptido del par de dTCR.
En el caso de dTCR, el segundo polipéptido del par se expresa por separado y se pone en contacto con el primer
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polipéptido presentado en ribosoma para la asociacién entre los dos, preferentemente asistida por la formacion del
enlace disulfuro entre los dominios constantes. Alternativamente, el ARNm que codifica ambas cadenas de TCR se
puede poner en contacto con ribosomas in vitro en las condiciones que permitan la traduccién de las cadenas de
TCR de modo que se forme un ribosoma que presente un dTCR. Luego estos ribosomas que presentan scTCR o
dTCR se pueden utilizar para cribado o en ensayos para identificar variantes de TCR con caracteristicas mejoradas.
Todas las particulas en investigacion que posean las caracteristicas especificas mejoradas pueden después ser
aisladas. EI ARNm que codifica estos TCR se puede convertir luego en las secuencias de ADN complementarias
utilizando transcriptasa inversa. Después este ADN se puede amplificar por PCR y determinar la secuencia.

Aspectos adicionales

Una particula fagica que presenta un scTCR o dTCR (que preferentemente estd constituido por secuencias
constantes y variables correspondientes a secuencias humanas) de la presente invencién, se puede proporcionar en
forma sustancialmente pura o como una preparacion purificada o aislada. Por ejemplo, se puede proporcionar en
una forma que esté sustancialmente exenta de otras proteinas.

Una particula fagica de la presente invencion que presente una pluralidad de scTCR o dTCR se puede proporcionar
en un complejo polivalente. Por lo tanto, la presente invencion proporciona, en un aspecto, un complejo de receptor
de linfocitos T (TCR) multivalente, que comprende una particula fagica que presenta una pluralidad de scTCR o
dTCR como se describe en este documento. Cada uno de la pluralidad de dichos scTCR o dTCR es
preferentemente idéntico.

En otro aspecto, se describe en este documento un método para la deteccidon de complejos de ligandos de TCR, que
comprende:

a. proporcionar una particula proteica que presente TCR de la invencion actual
b. poner en contacto el fago que presenta TCR con complejos de ligandos putativos;
y detectar la unién de la particula proteica que presenta TCR con los complejos de ligandos putativos.

Los ligandos de TCR adecuados para la identificacion por el método anterior incluyen, pero no exclusivamente, los
complejos péptido-MHC.

Aislamiento de variantes de TCR con caracteristicas mejoradas

Otro aspecto de la invencién es un método para identificar los TCR con una caracteristica especifica, donde dicho
método comprende someter una colecciéon variada de TCR presentados en particulas fagicas de acuerdo con la
invencién, a un proceso de seleccidn que selecciona en funcion de dicha caracteristica, y aislar las particulas fagicas
gue presentan un TCR con dicha caracteristica, y opcionalmente a un proceso de amplificacion para multiplicar las
particulas aisladas, y/o a un proceso de cribado que mide dicha caracteristica, identificando esas particulas fagicas
gue presentan un TCR con la caracteristica deseada y aislando esas particulas fagicas, y opcionalmente a un
proceso de amplificacion para multiplicar las particulas aisladas.

Luego las secuencias de ADN que codifican los TCR variantes se pueden obtener y amplificar por PCR para permitir
la determinacién de las secuencias. Las caracteristicas que se pueden mejorar incluyen, pero no exclusivamente,
afinidad de unién al ligando y estabilidad del constructo.

Uso en cribado

Las particulas fagicas que presentan TCR de la presente invencion son capaces de ser utilizadas en métodos de
cribado disefiados para identificar moduladores, incluidos los inhibidores, de la sinapsis inmunitaria celular mediada
por TCR.

Como saben los técnicos con experiencia en el tema existen varios formatos de ensayo que proporcionan una base
adecuada para cribados de la interaccion proteina-proteina de este tipo.

Los sistemas de ensayo homogéneo de proximidad luminiscente amplificada como AlphaScreen™, se basan en el
uso de perlas "dadoras" y "aceptoras” recubiertas con una capa de hidrogel a las que se pueden unir proteinas
receptores y ligandos. La interaccién entre estas moléculas de receptor y ligando aproxima las perlas. Cuando estas
perlas se someten a luz laser un fotosensibilizador en la perla "dadora" convierte el oxigeno del ambiente en un
estado singlete mas excitado. Las moléculas de oxigeno en el estado singlete difunden para reaccionar con un
emisor de quimioluminiscencia en la perla "aceptora" que después activa fluoréforos contenidos en la misma perla. A
continuacién los fluoréforos emiten luz a 520-620 nm, esto indica que se ha producido la interaccién receptor-
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ligando. La presencia de un inhibidor de la interaccién receptor-ligando hace disminuir esta sefial.

La resonancia de plasmones superficiales (SPR) es un ensayo 6ptico de interfaz, en el cual uno de los participantes
de la unién (generalmente el receptor) se inmoviliza en un ‘chip’ (la superficie del sensor) y se detecta la unién del
otro participante de la unién (generalmente el ligando) que es soluble y es obligado a extenderse sobre el chip. La
unién del ligando resulta en un aumento en la concentracion de proteina cerca de la superficie del chip lo que
provoca un cambio en el indice de refraccion en esa region. La superficie del chip esta compuesta de modo tal que
el cambio en el indice de refraccion puede ser detectado mediante resonancia de plasmones superficiales, un
fendmeno éptico por el cual la luz en un determinado angulo de incidencia sobre una pelicula delgada de metal
produce un haz reflejado de menor intensidad debido a la excitacién resonante de ondas de oscilacion de la
densidad superficial de carga (plasmones superficiales). La resonancia es muy sensible a los cambios en el indice
de refraccion en el extremo mas alejado de la pelicula metdlica, y es esta sefial la que se utiliza para detectar la
unién entre las proteinas inmovilizadas y solubles. Se dispone comercialmente de sistemas que permiten el uso
conveniente de la deteccion por SPR de interacciones moleculares, y de andlisis de datos. Los ejemplos son los
equipos lasys™ (Fisons) y los equipos Biacore™.

Otros ensayos opticos de interfaz incluyen fluorescencia de reflexion interna total (TIRF), espejo resonante (RM) y
un sensor optico de acoplador de red de difraccién (GCS) y se tratan mas detalladamente en Woodbury y Venton (J.
Chromatog. B. 725 113-137 (1999)).

El ensayo de proximidad de centelleo (SPA) ha sido utilizado para cribar quimiotecas en busca de inhibidores de la
interaccion de baja afinidad entre CD28 y B7 (K4 probablemente en la regién de 4 uM (Van der Merwe et al J. Exp.
Med. 185:393-403 (1997), Jenh et al., Anal Biochem 165(2) 287-93 (1998)). SPA es un ensayo radiactivo que hace
uso de la emision de particulas beta de ciertos is6topos radiactivos que transfieren energia a una sustancia
centelleante inmovilizada en la superficie del indicador. El corto alcance de las particulas beta en solucion asegura
gue soélo se produce centelleo cuando las particulas beta se emiten muy préximas a la sustancia centelleante.
Cuando se aplica para la deteccién de interacciones proteina-proteina, una de las partes de la interaccién se marca
con el radiois6topo, mientras que la otra se une a las perlas que contienen una sustancia centelleante o se aplica
sobre una superficie junto con la sustancia centelleante. Si el ensayo se puede configurar Optimamente, el
radioisotopo se llevara suficientemente cerca de la sustancia centelleante para que la emision de fotones se active
sélo cuando se produzca la union entre las dos proteinas.

Otro aspecto descrito en este documento es un método para identificar un inhibidor de la interaccion entre una
particula proteica que presenta TCR de la invencion y un ligando que se une a TCR, que comprende poner en
contacto la particula proteica que presenta TCR con un ligando que se une a TCR, en presencia y en ausencia de un
compuesto de prueba y determinar si la presencia del compuesto de prueba reduce la unién de la particula proteica
que presenta TCR con el ligando que se une a TCR, tomandose dicha reduccion como identificadora de un inhibidor.

Otro aspecto descrito es un método para identificar un potencial inhibidor de la interacciébn entre una particula
proteica que presenta TCR de la invencion y un ligando que se une a TCR, por ejemplo un complejo MHC-péptido,
gue comprende poner en contacto la particula proteica que presenta TCR, o la parte ligando que se une a TCR, con
un compuesto de prueba y determinar si el compuesto de prueba se une a la particula proteica que presenta TCR
y/o el ligando que se une a TCR, tomandose dicha unién como identificadora de un potencial inhibidor. Este aspecto
de la invencién puede encontrar utilidad particular en ensayos Opticos de interfaz como los llevados a cabo utilizando
el sistema Biacore™.

TCR de alta afinidad

La presente invencién también torna disponibles TCR mutados especificos para un ligando de TCR determinado con
mayor afinidad por dicho ligando de TCR que el TCR de tipo silvestre. Se espera que estos TCR de alta afinidad
sean particularmente Utiles para el diagndstico y tratamiento de enfermedades.

Segun se usa en el presente documento la expresion 'TCR de alta afinidad’ se refiere a un scTCR o dTCR mutado
que interacciona con un ligando de TCR especifico y: o bien tiene una Kd para dicho ligando de TCR inferior a la de
un TCR nativo correspondiente segun se mide por resonancia de plasmones superficiales, o bien tiene una de
constante de disociacion (ko) para dicho ligando de TCR inferior a la de un TCR nativo correspondiente, segun se
mide por resonancia de plasmones superficiales.

Los scTCR o dTCR de alta afinidad de la presente invencion estan preferentemente mutados respecto a los TCR
nativos en al menos una region determinante de complementariedad y/o regiones marco.

El ligando de TCR para el cual un TCR de alta afinidad determinado es especifico puede ser un complejo péptido-
MHC (pMHC).
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El ligando de TCR para el cual un TCR de alta afinidad determinado es especifico puede ser un tipo o tipos de MHC.

El ligando de TCR para el cual un TCR de alta afinidad determinado es especifico puede ser el complejo HLA-A2
péptido tax (LLFGYPVYV) (SEQ ID 21).

El ligando de TCR para el cual un TCR de alta afinidad determinado es especifico puede ser el complejo HLA-A2
péptido NY-ESO (SLLMITQC) (SEQ ID 22).

Un scTCR de alta afinidad o una o ambas de las cadenas de dTCR de alta afinidad se pueden marcar con un
compuesto para imagenologia, por ejemplo, un marcador que sea adecuado para diagnéstico. Dichos TCR de alta
afinidad marcados son utiles en un método para detectar un ligando de TCR seleccionado entre complejos CD1-
antigeno, superantigenos bacterianos y complejos MHC-péptido/superantigeno donde dicho método comprende
poner en contacto el ligando de TCR con un TCR de alta afinidad (o un complejo de TCR de alta afinidad
multimérico) que sea especifico para el ligando de TCR; y detectar la unién al ligando de TCR. En los complejos de
TCR de alta afinidad tetraméricos (formados, por ejemplo, utilizando heterodimeros biotinilados) se puede utilizar
estreptavidina fluorescente (disponible comercialmente) para proporcionar un marcador detectable. Un tetramero
marcado con fluorescencia es adecuado para usar en andlisis FACS, por ejemplo para detectar células
presentadoras de antigeno que acarrean el péptido para el cual el TCR de alta afinidad es especifico.

Otra manera en la cual se pueden detectar los TCR de alta afinidad solubles descritos aqui es mediante el uso de
anticuerpos especificos para TCR, en particular anticuerpos monoclonales. Hay muchos anticuerpos anti-TCR
disponibles comercialmente, como aFl y BFl, que reconocen los dominios constantes de las cadenas a y B,
respectivamente.

Un TCR de alta afinidad (o complejo multivalente de éste) descrito aqui se puede asociar alternativa o
adicionalmente (por ej. covalentemente o unido de otra manera) a un agente terapéutico que puede ser, por ejemplo,
un grupo toéxico para provocar la muerte de células, o un agente inmunoestimulante como una interleucina o una
citocina. Un complejo multivalente de TCR de alta afinidad puede tener mayor capacidad de unién para un ligando
de TCR en comparacion con un receptor de linfocitos T no-multimérico tipo silvestre o heterodimero de alta afinidad.
Por lo tanto, los complejos multivalentes de TCR de alta afinidad son particularmente (tiles para seguir o sefialar
células que presentan antigenos particulares in vitro o in vivo y también son utiles como productos intermedios para
la produccion de mas complejos multivalentes de TCR de alta afinidad que tienen dichos usos. El TCR de alta
afinidad o complejo de TCR multivalente de alta afinidad, se pueden proporcionar, por lo tanto, en una formulacién
farmacéuticamente aceptable para usar in vivo.

Se describe un método para administrar un agente terapéutico a una célula diana, donde el método comprende
poner en contacto posibles células diana con un TCR de alta afinidad o complejo multivalente de TCR de alta
afinidad en condiciones para permitir la union de TCR de alta afinidad o complejo multivalente de TCR de alta
afinidad con la célula diana, donde dicho TCR de alta afinidad o complejo multivalente de TCR de alta afinidad es
especifico para el ligando de TCR y tiene el agente terapéutico asociado.

En particular, el TCR de alta afinidad soluble o complejo multivalente de TCR de alta afinidad se puede utilizar para
administrar agentes terapéuticos a la ubicacion de células presentadoras de un antigeno particular. Esto seria Util en
muchas situaciones y, en particular, contra tumores. Un agente terapéutico podria ser administrado de modo que
ejerciera su efecto localmente pero no sélo en la célula a la que se une. Por lo tanto, una estrategia particular prevé
moléculas antitumorales unidas a receptores de linfocitos T de alta afinidad o complejos multivalentes de TCR de
alta afinidad especificos para los antigenos tumorales.

Muchos agentes terapéuticos se podrian emplear para este uso, por ejemplo compuestos radiactivos, enzimas (por
ejemplo perforina) o agentes antineoplasicos (por ejemplo cisplatino). Para asegurar que los efectos toxicos son
ejercidos en la ubicacion deseada la toxina podria estar dentro de un liposoma unida a la estreptavidina de modo
gue el compuesto se libere lentamente. Esto evitara efectos perjudiciales durante el transporte en el organismo y
asegurara que la toxina tiene un efecto maximo después de la unién de TCR a las células presentadoras de
antigeno pertinentes.

Otros agentes terapéuticos adecuados incluyen:

. agentes citotoxicos de molécula pequefa, es decir, compuestos con la capacidad para destruir células de
mamiferos con un peso molecular menor de 700 Dalton. Dichos compuestos también podrian contener metales
téxicos capaces de tener un efecto citotoxico. Ademas, se debe entender que estos agentes citotdxicos de
molécula pequefia también incluyen profarmacos, es decir, compuestos que se descomponen 0 se convierten
en condiciones fisiolégicas para liberar agentes citotoxicos. Los ejemplos de tales agentes incluyen cisplatino,
derivados de maitansina, raquelmicina, caliqueamicina, docetaxel, etopdsido, gemcitabina, ifosfamida,
irinotecan, melfalan, mitoxantrona, porfimero sédico photofrin 1l, temozolmida, topotecan, trimetreato
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glucuronato, auristatina E vincristina y doxorrubicina;

. citotoxinas peptidicas, es decir proteinas o sus fragmentos con capacidad para destruir células de mamiferos.
Los ejemplos incluyen ricina, toxina diftérica, exotoxina A bacteriana de pseudomonas, ADNasa Yy
ARNasa;radionuclidos, es decir, isoétopos inestables de elementos que se descomponen con la emision
simultdnea de una o mas de las particulas a o 8, o rayos y. Los ejemplos incluyen yodo 131, renio 186, indio
111, itrio 90, bismuto 210 y 213, actinio 225 y astato 213; se pueden utilizar agentes quelantes para facilitar la
asociacion de estos radiontclidos a los TCR de la alta afinidad, o sus multimeros;

. profarmacos, como profarmacos enzimaticos dirigidos por anticuerpo;

. inmunoestimulantes, es decir, grupos que estimulan la respuesta inmunitaria. Los ejemplos incluyen citocinas
como IL-2, quimiocinas como IL-8, factor plaquetario 4, proteina que estimula el crecimiento del melanoma,
etc., los anticuerpos o fragmentos de éstos, activadores de complemento, dominios de proteinas xenogeneicas,
dominios de proteinas alogeneicas, dominios de proteinas virales/bacterianas y péptidos virales/bacterianos.

Los TCR de alta afinidad solubles o complejos multivalentes de TCR de alta afinidad se pueden unir con una enzima
capaz de convertir un profarmaco en un farmaco. Esto permite que el profarmaco se convierta en el farmaco sélo en
el sitio donde es necesario (es decir, dirigido por el STCR).

Una multitud de tratamientos de enfermedades pueden potencialmente ser mejorados localizando el farmaco a
través de la especificidad de los TCR de alta afinidad solubles. Por ejemplo, se espera que los TCR A6 de alta
afinidad especificos para HLA-A2-tax (LLFGYPVYV) (SEQ ID 21) dados a conocer en este documento se puedan
usar en métodos para el diagnostico y tratamiento de HTLV-1 y que los TCR NY-ESO de alta afinidad especifico
para HLA-A2-NY-ESO (SLLMITQC) (SEQ ID 22) dados a conocer en este documento se puedan usar en métodos
para el diagnéstico y tratamiento del cancer.

Las enfermedades virales para que cuales existen farmacos, por ejemplo VIH, VIS, VEB, CMV, se beneficiarian de
la liberacién o la activacion del farmaco en las proximidades de las células infectadas. Para el cancer, la localizacion
en las cercanias de los tumores o las metéstasis aumentaria el efecto de las toxinas o inmunoestimulantes. En las
enfermedades autoinmunitarias, los farmacos inmunosupresores podrian liberarse lentamente, con mas efecto local
durante un periodo mas largo mientras afectan minimamente la inmunocapacidad total del sujeto. En la prevencién
del rechazo del injerto, el efecto de los farmacos inmunosupresores se podria optimizar de la misma manera. Para la
administracion de vacunas, el antigeno de la vacuna se podria localizar en las proximidades de las células
presentadoras de antigeno, aumentando asi la eficacia del antigeno. El método también se puede aplicar con fines
de imagenologia.

Los TCR de alta afinidad solubles se pueden utilizar para modular la activacion de los linfocitos T uniéndose al
ligando especifico de TCR e inhibiendo asi la activacion de linfocitos T. Las enfermedades autoinmunitarias que
implican inflamacién y/o dafio de tejidos mediadas por linfocitos T podrian avenirse a este enfoque, por ejemplo la
diabetes tipo I. Es necesario el conocimiento del epitopo peptidico especifico presentado por el pMHC pertinente
para este uso.

Los TCR de alta afinidad terapéuticos o para imagenologia generalmente se suministraran como parte de una
composicion farmacéutica estéril que normalmente incluird un portador farmacéuticamente aceptable. Esta
composicion farmacéutica puede estar en cualquier forma adecuada, (dependiendo del método deseado de
administracion al paciente). Se puede suministrar como una forma farmacéutica unitaria, generalmente se
proporcionaran en un envase sellado y se puede proporcionar como parte de un kit. Dicho kit normalmente (aunque
no necesariamente) incluird indicaciones de uso. Puede incluir varias de dichas formas farmacéuticas unitarias.

La composicion farmacéutica se puede adaptar para la administracién por cualquier via adecuada, por ejemplo
parenteral, transdérmica o por inhalacion, preferentemente por via parenteral (que incluye subcutanea, intramuscular
0, mas preferentemente intravenosa). Dichos composiciones se pueden preparar por cualquier método conocido en
el area de la farmacia, por ejemplo mezclando el principio activo con el portador o portadores o el excipiente o
excipientes en condiciones estériles.

Las dosis de las sustancias de la presente invencion pueden variar entre limites amplios, dependiendo de la
enfermedad o el trastorno a tratar, la edad y la afeccién del individuo a ser tratado, etc. y un médico determinara en
Gltima instancia las dosis de uso adecuadas.

En este documento se describe un método para obtener una cadena de TCR de alta afinidad, donde el método
comprende incubar una célula huésped en condiciones que causan la expresion de la cadena de TCR de alta
afinidad y luego purificar el polipéptido.

Las caracteristicas preferidas de cada aspecto de la invencién son como para cada uno de los otros aspectos
mutatis mutandis. Los documentos del estado anterior de la técnica mencionados en este documento estan
incorporados en la mayor medida permitida por la ley.
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Ejemplos

La invencion se describe aiin mas en los ejemplos siguientes, que no limitan el alcance de la invencién en modo
alguno.

En lo que sigue se hace referencia a las figuras adjuntas en las cuales:

Las figuras 1a y 1b muestran, respectivamente, las secuencias de acido nucleico de las cadenas a y § de un TCR
A6 soluble, mutado con el fin de introducir un codén de cisteina. El sombreado indica los codones de cisteina
introducidos.

La figura 2a muestra la secuencia extracelular de aminoacidos de la cadena a de TCR A6, que incluye la mutacién
Tiss — C (subrayada) utilizada para producir el nuevo enlace disulfuro intercatenario, y la figura 2b muestra la
secuencia extracelular de aminoacidos de la cadena B de TCR A6, que incluye la mutacién Ss; — C (subrayada)
utilizada para producir el nuevo enlace disulfuro intercatenario.

La figura 3 describe la clonacion de las cadenas a y  de TCR en vectores fagomidicos. El diagrama describe un
vector de presentacion en fago. RSB es el sitio de union del ribosoma. S1 o S2 son péptidos sefial para la secrecién
de proteinas en el periplasma de E. coli. El * indica traduccién del codon de parada. Cualquiera de las cadenas a o 8
de TCR se puede fusionar a la proteina de la capside del fago, sin embargo en este diagrama solo la cadena 3 de
TCR se fusiona a la proteina de la capside del fago.

La figura 4 detalla la secuencia de ADN del fagébmido pEX746:A6.

La figura 5 es la expresiéon de fusiones de particulas fagicas de proteina de la cubierta bacteriana y A6 TCR
heterodimérico en E. coli. Las proteinas de fusion de TCR A6 heterodimérico:glll se detectan con
inmunotransferencia tipo western. Las particulas fagicas se preparan a partir de E. coli XL-1-Blue y se concentran
con PEG/NaCl. Las muestras se cargan en tampones de muestra reductores o no reductores. El carril 1 es la
muestra del clon 7 que contiene la secuencia correcta y el carril 2 es la muestra del clon 14 que contiene una
delecion en el gen que codifica la cadena a. Se detectd la proteina de fusion TCR A6 heterodimérico:glll a 125 kDa.

La figura 6 ilustra la deteccion por ELISA de la actividad de unién del complejo pMHC péptido de un TCR A6
heterodimérico presentado en fago. El clon 7 se une especificamente al complejo HLA A2-Tax. El clon 14 no se
puede unir a ningtn pMHC, puesto que ningin TCR esta unido a las particulas fagicas.

La figura 7a es una ilustracion esquematica del constructo de presentacion en ribosoma del ADN de A6 TCR-C-
Kappa de una sola cadena.

Las figuras 7b y 7c detallan la hebra codificante completa del ADN y la secuencia de aminoacidos del constructo de
presentacion en ribosoma del ADN de A6 TCR-C-Kappa de una sola cadena codificado en pUC19, respectivamente.

La figura 8 detalla la secuencia de ADN de pUC19-T7.

La figura 9 detalla la secuencia de ADN del constructo de presentacion en ribosoma de TCR A6-C-Kappa de una
sola cadena que se cloné en pUC19-T7.

La figura 10 es una inmunotransferencia tipo western que muestra la deteccion de A6 TCR-C-Kappa de una sola
cadena traducido in vitro usando lisados de reticulocitos de conejo Ambion.

La figura 11 es una RT-PCR del ARNm de A6 TCR-C-Kappa de una sola cadena en perlas recuperadas de las
reacciones de presentacion en ribosoma.

La figura 12a detalla la secuencia de ADN de la cadena 3 de TCR A6 clon 9 mutado; el acido nucleico mutado se
indica en negrita.

La figura 12b detalla la secuencia de aminoacidos de la cadena f de TCR A6 clon 9 mutado, la posicion
correspondiente al codon de parada 6palo introducido se indica con un *.

La figura 13 detalla la secuencia de ADN de la cadena 3 de TCR A6 clon 49 mutado; el acido nucleico mutado se
indica en negrita. Como se trata de una mutacién 'silenciosa’ no se introduce ningin cambio en la secuencia de
aminoacidos resultante mediante esta mutacion.

La figura 14a detalla la secuencia de ADN de la cadena  de TCR A6 de TCR A6 clon 134 mutado; los acidos
nucleicos mutados se indican en negrita.
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La figura 14b detalla la secuencia de aminoacidos de la cadena B de TCR A6 de TCR A6 clon 134 mutado,
analizado por ensayo BlAcore; los aminoacidos mutados se indican en negrita.

La figura 14c detalla la secuencia de aminoéacidos de la cadena A6 TCR B de TCR A6 clon 134 mutado, analizado
por ensayo fago-ELISA; los aminoacidos mutados se indican en negrita.

La figura 15 son datos BlAcore para la union del clon 134 de TCR A6 con HLA-A2 Tax y HLA-A2 NY-ESO

La figura 16 son datos BlAcore utilizados para determinar Torr para la union del clon 134 de TCR A6 con HLA-A2
Tax

Las figuras 17a y 17b muestran la secuencia de ADN de las cadenas a y B mutadas de TCR NY-ESO,
respectivamente

Las figuras 18a y 18b muestran las secuencias de aminoacidos de las cadenas a y  mutadas de TCR NY-ESO,
respectivamente

Las figuras 19a y 19b detallan la secuencia de DNA y de aminoacidos de la cadena 3 de TCR NY-ESO incorporada
en el fagémido pEX746:NY-ESO, respectivamente.

La figura 20 muestra la unién especifica de las particulas fagicas que presentan TCR NY-ESO con HLA-A2-NY-ESO
en un ensayo fago-ELISA.

La figura 21 muestra la secuencia de ADN de la cadena DR1a que incorpora codones que codifican el péptido de
dimerizacion de Fos unido al extremo 3' de la secuencia DRA0101. El sombreado indica los codones de Fos y los
codones marcadores de biotinilacion se indican en negrita.

La figura 22 muestra la secuencia de ADN del vector bicistronico pAcAB3 utilizado para la expresién de complejos
HLA-péptido de clase Il en células de insecto Sf9. El sitio de restriccion Bgl 1l (AGATCT) utilizado para insertar la
cadena a de HLA vy el sitio de restriccion BamHI (GGATCC) utilizado para insertar la cadena B de HLA se indican
mediante sombreado.

La figura 23 muestra la secuencia de ADN de la cadena DR1B que incorpora codones que codifican el péptido de
dimerizacion de Jun unido al extremo 3' de la secuencia DRB0401 y codones que codifican un péptido cargado en
HLA unido al extremo 5' de la secuencia DRB0401. El sombreado indica los codones de Jun, y los codones del
péptido HA de la gripe cargado en HLA estan subrayados.

La figura 24 muestra una huella BlAcore de la union de TCR A6 clon 134 de alta afinidad a celdas de flujo
recubiertas de la manera siguiente:

Celda de flujo 1 (FC 1) - blanco

Celda de flujo 2 (FC 2) - HLA-A2 (LLGRNSFEV) (SEQ ID 23)
Celda de flujo 3 (FC 3) - HLA-A2 (KLVALGINAV) (SEQ ID 24)
Celda de flujo 4 (FC 4) - HLA-A2 (LLGDLFGV) (SEQ ID 25)

La figura 25 muestra una huella BlAcore de la unién del clon 134 de TCR A6 de alta afinidad a celdas de flujo
recubiertas de la manera siguiente:

Celda de flujo 1 (FC 1) - blanco

Celda de flujo 2 (FC 2) - HLA-B8 (FLRGRAYGL) (SEQ ID. 26)
Celda de flujo 3 (FC 3) - HLA-B27 (HRCQAIRKK) (SEQ ID 27)
Celda de flujo 4 (FC 4) - HLA-Cw6 (YRSGIIAVV) (SEQ ID 28)

La figura 26 muestra una huella BlAcore de la union del clon 134 de TCR A6 de alta afinidad a celdas de flujo
recubiertas de la manera siguiente:

Celda de flujo 1 (FC 1) - blanco

Celda de flujo 2 (FC 2) - HLA-A24 (VYGFVRACL) (SEQ ID 29)
Celda de flujo 3 (FC 3) - HLA-A2 (ILAKFLHWL) (SEQ ID 30)
Celda de flujo 4 (FC 4) - HLA-A2 (LTLGEFLKL) (SEQ ID 31)

La figura 27 muestra una huella BIAcore de la unién del clon 134 de TCR A6 de alta afinidad a celdas de flujo
recubiertas de la manera siguiente:
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Celda de flujo 1 (FC 1) - blanco

Celda de flujo 2 (FC 2) - HLA-DR1 (PKYVKQNTLKLA) (SEQ ID 32)
Celda de flujo (FC 3) 3 - HLA-A2 (GILGFVFTL) (SEQ ID 33)

Celda de flujo 4 (FC 4) - HLA-A2 (SLYNTVATL) (SEQ ID 34)

La figura 28 muestra una huella BlAcore de la unién del clon 134 de TCR A6 de alta afinidad a celdas de flujo
recubiertas de la manera siguiente:

Celda de flujo 1 (FC 1) - blanco
Celda de flujo 4 (FC 4) - HLA-A2 (LLFGYPVYV) (SEQ ID 21)

Las figuras 29a y 29b muestran graficos Biacore de la interaccion entre TCR NY-ESO de alta afinidad soluble y HLA-
A2 NY-ESO.

Las figuras 30a y 30b muestran gréaficos Biacore de la interaccion entre TCR NY-ESO de "tipo silvestre" soluble y
HLA-A2 NY-ESO.

Las figuras 31a y 31b muestran gréaficos Biacore de la interaccion entre un TCR A6 mutante soluble (clon 1) y HLA-
A2 Tax.

Las figuras 32a y 32b muestran graficos Biacore de la interaccion entre un TCR A6 mutante soluble (clon 111) y
HLA-A2 Tax.

Las figuras 33a y 33b muestran gréaficos Biacore de la interaccion entre un TCR A6 mutante soluble (clon 89) y HLA-
A2 Tax.

La figura 34 muestra un gréfico Biacore de la interaccion entre un TCR A6 mutante soluble (que contiene las
mutaciones del clon 71y el clon 134) y HLA-A2 Tax.

La figura 35 muestra un gréfico Biacore de la interaccion entre un TCR A6 mutante soluble (que contiene las
mutaciones del clon 1 y BG102—A) y HLA-A2 Tax.

Las figuras 36a y 36¢c muestran gréaficos Biacore de la interaccion entre un TCR A6 mutante soluble (que contiene
las mutaciones del clon 89 y el clon 134) y HLA-A2 Tax.

Las figuras 37a y 37b muestran gréficos Biacore de la interaccion entre un TCR A6 mutante soluble (que contiene
mutaciones del clon 71y el clon 89) y HLA-A2 Tax.

La figura 38 detalla las secuencias de aminoacidos del dominio variable de la cadena 3 de los clones de TCR A6
siguientes:

38A - tipo silvestre, 38b - clon 134, 38c - clon 89, 38d - clon 1y 38e - clon 111

Los residuos mutados se muestran en negrita, los residuos entre corchetes son residuos alternativos que pueden
estar presentes en un sitio particular.

Figuras 39Ay 39B |

Ejemplo 1 - Disefio de cebadores y mutagénesis de las cadenas a 'y 8 de TCR A6 Tax para introducir los residuos de
cisteina necesarios para la formacion de un nuevo enlace disulfuro intercatenario

Para mutar la treonina 48 de A6 Tax del exon 1 en TRAC* 01 a cisteina, se disefiaron los cebadores siguientes (la
mutacion se muestra en mindsculas):

5'-C ACA GAC AAA tgT GTG CTA GAC AT (SEQ ID 35)
5'-AT GTC TAG CAC Aca TTT GTC TGT G (SEQ ID 36)

Para mutar la serina 57 de A6 Tax del exén 1 en TRBC1*01 y TRBC2*01 a cisteina, se disefiaron los cebadores
siguientes (la mutacién se muestra en mindsculas):

5-C AGT GGG GTC tGC ACA GAC CC (SEQ ID 37)
5-GG GTC TGT Geca GAC CCC ACT G (SEQ ID 38)

Mutagénesis por PCR:
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Los plasmidos de expresién que contienen los genes para las cadenas a o  de TCR A6 Tax se mutaron utilizando
los cebadores de la cadena a o los cebadores de la cadena (3, respectivamente, de la manera siguiente. 100 ng de
plasmido se mezclaron con 5 pl de dNTP 10 mM, 25 pl de tampén 10 x Pfu (Stratagene), 10 unidades de polimerasa
Pfu (Stratagene) y el volumen final se ajustdé a 240 pl con H>O. 48 pl de esta mezcla se complementaron con
cebadores diluidos para dar una concentracion final de 0.2 uM en 50 pl de volumen de reaccion final. Después de un
paso de desnaturalizacién inicial de 30 segundos a 95 °C, la mezcla de reaccion se someti6 a 15 rondas de
desnaturalizacion (95 °C, 30 s), apareamiento (55 °C, 60 s) y elongacién (73 °C, 8 min.) en un equipo de PCR
Hybaid PCR express. Después el producto se digiri6 durante 5 horas a 37 ° C con 10 unidades de enzima de
restriccion Dpnl (New England Biolabs). 10 ul de la reaccién digerida se transformaron en bacterias XL1-Blue
competentes y se cultivaron durante 18 horas a 37 ° C. Se pic6 una sola colonia y se cultivd durante la noche en 5
ml de TYP + ampicilina (16 g/l de Bacto-triptona, 16 g/l de extracto de levadura, 5 g/l de NaCl, 2.5 g/l de KzHPO,,
100 mg/l de ampicilina). EI ADN plasmidico se purificé en una columna mini-prep de Qiagen segun las instrucciones
del fabricante y la secuencia se verificO mediante secuenciacién automatizada en el centro de secuenciacion del
Departamento de Bioquimica de la Universidad de Oxford. Se muestran las respectivas secuencias mutadas de
acido nucleico y aminoacidos en las figuras 1a y 2a para la cadena q, y en las figuras 1b y 2b para la cadena §.

Ejemplo 2 - Construccién de vectores de presentacion en fago y clonacion de las cadenas a y 3 de TCR A6 en los
vectores fagomidicos.

Con el fin de presentar un TCR A6 heterodimérico que contiene un enlace disulfuro intercatenario no nativo en
particulas de fago filamentoso, se construyeron vectores fagomidicos para la expresion de proteinas de fusién que
comprenden el TCR A6 heterodimérico que contiene un enlace disulfuro intercatenario no nativo, con una proteina
de la capside del fago. Estos vectores contienen un origen pUC19, un origen M13, un gen bla (resistente a la
ampicilina), el promotor/operador Lac y un sitio de uniéon a CAP. El disefio de estos vectores se representa en la
figura 3, que describe vectores que codifican las proteinas de fusién cadena  de TCR A6-gp3 o cadena 3 de TCR
A6-gp8 ademas de la cadena a de TCR A6 soluble. Los vectores de expresion que contienen las secuencias de
ADN de las cadenas a y 8 mutadas de TCR A6 que incorporan los residuos de cisteina adicionales necesarios para
la formacion de un enlace disulfuro intercatenario preparados en el ejemplo 1 y como se muestra en la figuras la y
1b, se utilizaron como fuente de las cadenas a y B de TCR A6 para la produccién de un fagémido que codifica este
TCR. Se da la secuencia de ADN completa del constructo fagomidico (pEX746) utilizado en la figura 4.

Los métodos de clonacion molecular para la construccion de los vectores se describen en "Molecular cloning: A
laboratory manual, por J. Sambrook y D. W. Russell".

Los cebadores enumerados en la tabla 1 se utilizan para la construccion de los vectores. Un ejemplo del programa
de PCR es 1 ciclo de 94 °C durante 2 minutos, seguido de 25 ciclos de 94 °C durante 5 segundos, 53 °C durante 5
segundos y 72 °C durante 90 segundos, seguido de 1 ciclo de 72 °C durante 10 minutos y luego mantenido a 4 °C.
La ADN polimerasa Taq de alta fidelidad para expansion se adquirié a Roche.

Tabla 1. Cebadores utilizados para la construccion de los vectores de presentacion en fago de TCR A6

Nombre del cebador Secuencia, 5'a 3'

YOL1
TAATAATACGTATAATAATATTCTATTTCAAG
sagacasTe (SEQ ID 39)

YOL2
CAATCCAGCGGCTGCCGTAGGCAATACGTATT
TCATTATGACTGTCTCCTTGAAATAG
(SEQ ID 40)

YOL3
CtaCGGCAGCCGCTGGATTGTTATTACTCGCG
GCCTAGCCGGCCATGG e cay
(SEQ ID 41)

YOL4
GTTCTGCTCCACTTCCTTCTGGGCCATGGCCG
acresacce (SEQ ID 42)

YOL5 CAGAAGGAAGTGGAGCAGAAC (SEQ ID 43)
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Nombre del cebador Secuencia, 5'a 3'

YOL6
CTTCTTAAAGAATTCTTAATTAACCTAGGTTA
TTAGGRACTTTCTGGGCTGGGGAAG (SEQ
1D 44)

YOL7
GTTAATTAAGAATTCTTTAAGAAGGAGATATA
CATATGAAAAARATTATTATTCGCAATTC
(SEQ ID 45)

YOLS8
CGCGCTGTGAGAATAGAARGGARCAACTAAAC
GAATTGCGAATAATAATTTTTTCATATG
(SEQ ID 46)

YOL9
CTTTCTATTCTCACAGCGCGCAGGCTGCTGTC
acrcacac (SEQID 47)

YOL10

YOL11
GCATCTAGACATCATCACCATCATCACTAGAC
TGTTGARAGTTGTTTAGCARRAC (SEQ ID
49)

YOL12
CTAGAGGGTACCTTATTAAGACTCCTTATTAC
ceasTate (SEQ ID 50)

Ejemplo 3 - Expresién de fusiones de proteina de la capside bacteriana y TCR A6 heterodimérico en E. coli.

Con el fin de validar el constructo hecho en el ejemplo 2, las particulas fagicas que presentan el TCR A6
heterodimérico que contiene un enlace disulfuro intercatenario no nativo se prepararon usando los métodos
descritos previamente para la generacion de particulas fagicas que presentan el anticuerpo scFvs (Li et al., 2000,
Journal of Immunological Methods 236: 133-146) con las modificaciones siguientes. Las células de E. coli XL-1-Blue
que contienen el fagomido pEX746:A6 (es decir, el fagémido que codifica la cadena a de TCR A6 soluble y una
cadena (3 de TCR A6 fusionada a la proteina glll del fago producida como se describe en el ejemplo 2) se usaron
para inocular 5 ml de Lbatg (caldo L de Lennox con 100 pg/ml de ampicilina, 12.5 pg/ml de tetraciclina y 2% de
glucosa), y luego el cultivo se incubd con agitacion a 37 °C durante la noche (16 horas). Se usaron 50 pl del cultivo
de toda la noche para inocular 5 ml de TYPatg (TYP es 16 g/l de peptona, 16 g/l de extracto de levadura, 5 g/l de
NaCl y 2.5 g/l de K;HPO,), y después el cultivo se incubd con agitacion a 37 °C hasta DOgoonm = 0.8. Se agrego el
fago auxiliar M13 K07 al cultivo hasta la concentracion final de 5 X 10° ufp/ml. Después el cultivo se incubd a 37 °C
de forma estacionaria durante 30 minutos y luego con agitacion a 200 rpm durante otros 30 minutos. Después el
medio del cultivo anterior se cambi6é a TYPak (TYP con 100 pg/ml de ampicilina, 25 pg/ml de kanamicina), luego el
cultivo se incubd a 25 °C con agitacion a 250 rpm por 36 a 48 horas. A continuacion el cultivo se centrifugé a 4 °C
durante 30 minutos a 4000 rpm. El sobrenadante se filtré a través de un filtro de jeringa de 0.45 um y se almaceno a
4 °C para la concentracion o el andlisis posterior.

La proteina de fusidon de una proteina de la capside filamentosa y TCR A6 heterodimérico que contiene un enlace
disulfuro intercatenario no nativo, se detectd en el sobrenadante por inmunotransferencia tipo western.
Aproximadamente 10" ufc de particulas fagicas se cargaron en cada carril de un gel de SDS-PAGE tanto en tampén
de carga reductor como no reductor. Las proteinas separadas se sondaron con un anticuerpo primario, con un mAb
anti-glll de M13, seguido de un segundo anticuerpo conjugado con peroxidasa de rabano (HRP). Después se
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detect6 la actividad de HRP con el kit de sustrato Opti-4CN de Bio-Rad (Figura 5). Estos datos indicaron que TCR
A6 enlazado por disulfuro del clon 1 se fusiona a una proteina de la capside del fago filamentoso, proteina glll.

Ejemplo 4 - Deteccion de TCR A6 heterodimérico funcional que contiene un enlace disulfuro intercatenario no nativo
en particulas de fago filamentoso

Se detect6 la presencia de TCR A6 funcional (unién HLA-A2-tax) presentado en las particulas del fago usando un
método fago-ELISA.

TCR-Fago ELISA
La unién de las particulas fagicas que presentan TCR A6 con péptido-MHC inmovilizado en ELISA se detecta con
los antisueros anti-fd primarios de conejo (Sigma) seguidos de mAb anti-conejo conjugado con fosfatasa alcalina
(AP) (Sigma). Los sitios de unién de proteinas no especificos de las placas se pueden bloquear con 2% de MPBS o
3% de BSA-PBS
Materiales y reactivos

1. Tampodn de recubrimiento, PBS

2. PBS: NaCl 138 mM, KCI 2.7 mM, NazHPO4 10 mM, KH2PO4 2 mM

3. MPBS,3% de marvel-PBS

4. PBS-Tween: PBS, 0.1% de Tween-20

5. Solucién de sustrato, Sigma FAST pNPP, N° de catadlogo N2770
Método

1. Enjuague los pocillos recubiertos con NeutrAvidina dos veces con PBS.

2. Agregue 25 pl de biotina-HLA-A2 Tax o biotina-HLA-A2 NYESO en PBS a una concentracion de 10 pg/ml e
incube a temperatura ambiente durante 30 a 60 minutos.

3. Enjuague los pocillos dos veces con PBS

4. Agregue 300 pl del 3% de Marvel-PBS e incube a temperatura ambiente durante 1 hora. Mezcle la
suspension de TCR-fago con 1 volumen de 3% de Marvel-PBS e incube a temperatura ambiente.

5. Enjuague los pocillos dos veces con PBS
6. Agregue 25 pl de la mezcla de fago-TCR A6/Marvel-PBS, incube en hielo durante 1 hora
7. Enjuague los pocillos tres veces con PBS-tween helado y tres veces con PBS helado.

8. Agregue 25 pl de anticuerpo anti-fd de conejo helado diluido 1: 1000 en Marvel-PBS e incube en hielo
durante 1 hora

9. Enjuague los pocillos tres veces con PBS-tween helado y tres veces con PBS helado.

10. Agregue 25 pl de mAb anti-conejo conjugado con Ap helado diluido 1: 50 000 en Marvel-PBS e incube en
hielo durante 1 hora

11. Enjuague los pocillos tres veces con PBS-tween helado y tres veces con PBS helado.
12. Agregue 150 pl de fosfatasa alcalina amarilla a cada pocillo y lea la sefial a 405 nm

Los resultados que se muestran en la figura 6 indican que el clon 1 produjo una particula fagica que presenta un
TCR A6 que se puede unir especificamente a su pMHC anéalogo. (HLA-A2 Tax)

El andlisis de la secuencia de ADN de este TCR A6 presentado revelé la presencia de un codén de parada '6palo’ en
la cadena B de TCR que no esta presente en la secuencia correspondiente del constructo del vector de expresion
del ejemplo 2. Este codon es 'leido hasta el final' con baja frecuencia por los ribosomas de la cepa de E. coli
utilizada, lo que resulta en la insercidén de un residuo de triptofano en este sitio y un nivel global mas reducido de la
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expresion de toda la cadena . De esta observacién se infirid que sélo las células que expresan esta secuencia
mutada de TCR A6 habian sobrevivido a las rondas de cultivo del ejemplo 3, y que por lo tanto, los altos niveles de
TCR A6 que se habia predicho que se iban a expresar mediante el vector de expresion original fueron toxicas para
las células huésped.

Ejemplo 5 - Presentacién en ribosoma de TCR de una sola cadena (scTCR)

Construccion de vectores scTCR de presentacion en ribosoma para usar en la generacion de plantillas de PCR para
presentacién en ribosoma.

Se clonaron los constructos para presentacion en ribosoma en el plasmido de ADN facilmente disponible pUC19,
para generar una plantila de ADN para PCR sin error y estable a partir de la cual llevar a cabo experimentos
posteriores de presentacién en ribosoma. La construccién de vectores se realizé en dos pasos con el fin de evitar el
uso de cebadores de oligonucledtidos grandes (con sus problemas de error asociados). El constructo de ADN final
de presentacion en ribosoma A6 scTCR-C-Kappa se muestra en forma esquematica en la figura 7a y las secuencias
de ADN y de la proteina se muestran en la figura 7b. Este constructo se puede escindir de pUC19 como una doble
digestion Pst1l/EcoR1.

Los métodos de clonacion molecular para la construccion de los vectores se describen en "Molecular cloning: A
laboratory manual, por J. Sambrook y D. W. Russell". Los cebadores enumerados en la tabla 2 se utilizan para la
construccioén de los vectores. El programa de PCR se utiliz6 como sigue: 1 ciclo de 94 °C durante 2 minutos, seguido
de 25 ciclos de 94 °C durante 30 segundos, 55 °C durante 20 segundos y 72 °C durante 120 segundos, seguido de 1
ciclo de 72 °C durante 5 minutos y luego mantenido a 4 °C. La ADN polimerasa Pfu es de Strategene. Los
cebadores de los oligonucledtidos utilizados se describen en la tabla 2.

Construccion de pUC19-T7- Paso 1

La construccién de pUC19-T7 se describe a continuacién, los resultados de la construccion en un vector pUC19 que
contiene una region promotora T7 seguida de una regién de espacio corto y una secuencia eucariota de Kozak
Optima. Esto es una parte esencial del constructo de presentacién en ribosoma que se requiere para la iniciacion de
la transcripcion de cualquier secuencia unida en lisados de reticulocitos de conejo. Las secuencias para la
presentacion en ribosoma como el A6scTCR-Ckappa se pueden ligar en el vector pUC19-T7 entre los sitios de
restriccion Ncol y EcoR1.

Se aparearon cantidades equimolares de los cebadores Rev-link y For-link por calentamiento a 94 °C durante 10 min
y enfriando lentamente la reaccion hasta temperatura ambiente. Esto produjo la formacién de un complejo de ADN
bicatenario que se puede ver a continuacion.

S5’ AGCTGCAGCTAATACGACTCACTATAGGAACAGGCCACCATGG
CGTCGATTATGCTGAGTGATATCCTTGTCCGGTGGTACCCTAG 37
(SEQ ID 51)

La region 5' contiene un extremo sobresaliente pegajoso complementario de un sitio de restriccion Hindlll mientras
gue el extremo 3' contiene un extremo pegajoso que es complementario de un sitio de restriccion BamH1.
Los oligonucledtidos apareados se ligaron en pUCI9 doblemente digerido con Hind lll/BamHI, que habia sido
purificado por electroforesis en gel de agarosa, escindido y purificado adicionalmente con el kit de extraccion de gel
Qiagen. Los ligamientos se transformaron en E. coli XL1-BLUE. Se secuenciaron los clones de pUC19-T7
individuales para confirmar la presencia de la secuencia correcta. La secuencia se muestra en la figura 8.

Construccion del vector A6scTCR-C-Kappa - Paso 2.

La construccion de la secuencia de ADN de una sola cadena A6scTCR-C-Kappa requiere la generacion de tres
fragmentos de PCR que se deben ensamblar en un fragmento A6scTCR-C-Kappa. Los fragmentos consisten en (a.)
la region variable alfa de TCR A6 flanqueada por un sitio Ncol en la regién 5' y una seccion del conector Glicina
Serina en la regién 3' flanqueada por un sitio de restriccion BamH1. Este producto se generé mediante una PCR
estandar del vector pEX202 con los cebadores 45 y 50 (Véase la tabla 2). Fragmento (b.) regién variable y constante
beta de TCR A6 flanqueada por un sitio de restriccion BamH1 en la region 5' seguida de una seccién del conector
Glicina Serina. Este producto se gener6 mediante una PCR estandar del vector pEX202 con los cebadores 72y 73
(Véase la tabla 2). Fragmento (c.) Porcién de una regién C-kappa humana generada mediante PCR estandar del
vector pl147 con los cebadores 61-60 (Véase la tabla 2). Todos los productos de PCR se corrieron en un gel de
agarosa 1.6% en TBE y las bandas de ADN del tamafio correcto se escindieron y purificaron utilizando el kit de
extraccion de gel Qiagen.
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Fragmentos (b.) y (c.) se fusionaron mediante una PCR de superposicion estandar mediante la complementariedad
en las secuencias de sus cebadores 73y 61 (Véase la tabla 2). La PCR se llevo a cabo mediante los cebadores 72 y
60 (Véase la tabla 2). Todos los productos de PCR se corrieron en un gel de agarosa 1.6% en TBE y las bandas de
ADN del tamafio correcto se escindieron y purificaron utilizando el kit de extraccion de gel Qiagen. Este fragmento se
denomina (d.).

El fragmento (a.) se digiri6 dos veces con Ncol y BamH1 mientras que el fragmento (d.) se digiri6 dos veces con
BamH1 y EcoR1. pUC19-T7 se digiri6 dos veces con Ncol y EcoR1. Todos los productos de ADN digeridos se
corrieron en un gel de agarosa 1.2% en TBE y las bandas de ADN del tamafio correcto se escindieron y purificaron
utilizando el kit de extraccion de gel Qiagen. pUC19-T7 y los fragmentos (a.) y (d.) digeridos se ligaron y
transformaron en E. coli XL1-BLUE. Los transformantes se secuenciaron para confirmar la secuencia correcta. La
secuencia del constructo de presentacion en ribosoma A6scTCR-C-Kappa que se clon6 en pUC19 se muestra en la
figura 9 flanqueada por sus sitios Pstl y EcoR1.

Tabla 2.
Oligonucleétidos utilizados (adquiridos a MWG)
Rev-Link 5'GATCCCATGGTGGCCTGTTCCTATAGTGAGTCGTATTAGCTGC (SEQ ID 52)
For-Link 5'AGCTGCAGCTAATACGACTCACTATAGGAACAGGCCACCATGG (SEQ ID 53)
45-A6 5'CCACCATGGGCCAGAAGGAAGTGGAGCAGAACTC (SEQ ID 54)
7 A6-Beta(RT- |5'CGAGAGCCCGTAGAACTGGACTTG (SEQ ID 55)
PCR)(a)
49-A6-BamH1-
E 5/ GTGGATCCGGCGGETGLLGGEICGAACGU GG TIGICA
CTCAGACCCC
(SEQ ID 56)
50-A6-BamH1-
R 5 CCGGATCCACCTCCGCCTGAACCGUCTCCACCGGTGACCACAAL

CTGGGTCCCTG (SEQID 57)

60-Kappa-rev- |5 CTGAGAATTCTTATGACTCTCCGCGGTTGAAGCTC (SEQ ID 58)

EcoR1

61-Betac- 5' TGACGAATTCTGACTCTCCGCGGTTGAAGCTC (SEQ ID 59)
Kappa-forl

71 T7-Cebador |5 AGCTGCAGCTAATACGACTCACTATAGG (SEQ ID 60)

72 A6-beta 5'GGCCACCATGGGCAACGCTGGTGTCACTCAGACCCC (SEQ ID 61)

73-A6-cons-rev |5 TGAACCGCCTCCACCGTCTGCTCTACCCCAGGCCTCGGCG (SEQ ID 62)

75 Kappa-rev 5TGACTCTCCGCGGTTGAAGCTC (SEQ ID 63)

Demostracion de la produccion de sc A6 TCR-C-Kappa mediante transcripcion/traduccion in vitro
Preparacion del producto de PCR scA6 TCR-C-Kappa para la transcripcion/traduccion in vitro.

En este documento describimos la sintesis de sc A6 TCR-C-Kappa mediante transcripcion/traduccion in vitro en
presencia de lisina biotinilada y su deteccién posterior mediante inmunotransferencia tipo western y la deteccién con
estreptavidina marcada con fosfatasa alcalina.

El producto de PCR sc A6 TCR-C-Kappa se prepard en una reaccion de PCR estandar usando el vector sc A6 TCR-
C-Kappa como plantilla y los cebadores de PCR 71y 60. El cebador 60 contiene un a codén de parada para permitir
la liberaciéon de scTCR del ribosoma. Se uso la polimerasa Pfu (Strategene) para mayor fidelidad durante la sintesis
por PCR. Los productos de PCR se corrieron en un gel de agarosa 1.6% en TBE y las bandas de ADN del tamafio
correcto se escindieron y purificaron utilizando el kit de extraccion de gel Qiagen.

Las reacciones de transcripcidn/traduccion se llevaron a cabo usando el kit de transcripcidn/traduccién
PROTEINscript Il Linked transcription translation de Ambion Cat 1280-1287 con 300 ng del producto de PCR
descrito antes. Se montaron 3 reacciones de transcripcion/traduccion segun el protocolo del fabricante. La Unica
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modificacién fue el agregado de lisina biotinilada del Sistema de deteccion de la traduccién no radiactivo
Transcend™,

Reaccion 1 sc A6 TCR-C-Kappa 300 ng con 2 pl de lisina biotinilada
Reaccion 2 sc A6 TCR-C-Kappa 300 ng con 2 pl de lisina biotinilada
Reaccion 3 Control sin ADN con 2 pl de lisina biotinilada.

Se corrieron dos microlitros de cada reaccion con un gradiente de 4-20% de Novex en un gel de SDS-PAGE
(Invitrogen). Ademas se corrieron varias diluciones de un control de TCR biotinilado. El gel se inmunotransfirio y las
proteinas se detectaron con estreptavidina con fosfatasa alcalina y luego se desarrollaron colorimétricamente con
sustrato estabilizado Western Blue ® para fosfatasa alcalina como se describe en el protocolo del Sistema no
radiactivo de deteccion de la traduccién Transcend™. La inmunotransferencia tipo western se muestra en la figura
10.

En el control sin ADN y la reaccién de A6scTCR-C-Kappa sin lisina biotinilada no se puede ver ninguna banda de
aproximadamente el tamafio correcto como se esperaba, mientras que en la reaccion de A6scTCR-C-Kappa en
presencia de lisina biotinilada se puede ver una banda de aproximadamente el tamafio correcto. Esto demuestra la
sintesis de TCR sc A6 TCR-C-Kappa por transcripcion/traduccion in vitro.

Preparacion del producto de PCR de presentacion en ribosoma sc A6 TCR-C-Kappa.

El producto de PCR sc A6 TCR-C-Kappa se prepard en una reaccién de PCR estandar usando el vector A6scTCR-
C-Kappa como plantilla y los cebadores de PCR 71 y 57 (Véase la tabla 2). El cebador 75 no contiene un codén de
parada. Se uso0 la polimerasa Pfu (Strategene) para mayor fidelidad durante la sintesis por PCR. Los productos de
PCR se corrieron en un gel de agarosa 1.6% en TBE y las bandas de ADN del tamafio correcto se escindieron y
purificaron utilizando el kit de extraccion de gel Qiagen.

Proceso de presentacion en ribosoma

Transcripcion y traduccion de sc A6 TCR-C-Kappa

Las reacciones de transcripcion / traduccion se llevaron a cabo usando el kit de transcripcion traduccion
PROTEINscript Il Linked transcription translation de Ambion (Cat 1280-1287).

Reacciones de transcripcion

Las reacciones de transcripcién siguientes se montaron en tubos antiadherentes Ambion de 0.5 ml (N° de cat.
12350).

Contenido Tubo 1 (A6 Normal) Tubo 2 (Control)
Agua 4.53 ul 5.7 ul

Plantilla (producto de PCR) Producto de PCR Sc A6 TCR-C-Kappa 1.17 pl (300 ng) Sin ADN

5 X mezcla de transcripcion 2 ul 2l

Mezcla de enzimas 2 ul 2l

Superasin innibidor de ARNasa ambion 0.3 ul 0.3 ul

Volumen final 10 pl 10

Los tubos se incubaron a 30 °C durante 60 min en un bloque de PCR sin la tapa caliente.
Reacciones de traduccién

Las reacciones de traduccidn siguientes se montaron en tubos antiadherentes Ambion de 0.5 ml

Contenido 1 (A6 Normal) 2 (Control)
Lisado de reticulocitos 105 ul 105 ul
Acetato de Mg 25 mM 3l 3l
Mezcla de traduccion 7.5 ul 7.5 ul
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Contenido 1 (A6 Normal) 2 (Control)
Metionina 7.5 ul 7.5 ul

Agua 18 ul 18 ul

Superasin inhividor de la ARNasa 3ul 3ul

Reaccion de transcripcién 6 pl tubo 1 anterior 6 pl tubo 2 anterior

Cada tubo contiene suficiente para 3 selecciones x 50 pl. Los tubos se mezclaron a 30 °C durante 60 min en un
bloque de PCR sin la tapa caliente Después de 30 min se agregaron 3 unidades de ADNasa RQ1 exenta de
ARNasa (Promega) para destruir a la plantilla de ADN original en el tubo de 1, y 3 unidades de ADNasa RQ1 exenta
de ARNasa (Promega) en el tubo 2. Después de 60 min se agregaron 18 pl de solucion de heparina a la reaccion de
traduccién 2 y se agregaron 18 pl de la solucién de heparina a la reaccion de traduccion 1. Las muestras se
almacenaron en hielo listas para la seleccion contra perlas recubiertas con HLA.

Recubrimiento de perlas magnéticas.

Se transfirieron 20 pL de particulas magnéticas de estreptavidina resuspendidas (Roche N° Cat. 1641778) a un tubo
eppendorf estéril de 1.5 ml exento de ARNasa. Las perlas se inmovilizaron con un separador de particulas
magnéticas (Roche N° Cat. 1641794) y se elimind el sobrenadante. Después las perlas se lavaron con 100 pl de 1
sin ARNasa X PBS (10 x PBS Ambion N° Cat 9624, H,O Ambion N° Cat 9930) las perlas se inmovilizaron y se
elimino el sobrenadante. Se realizaron un total de 3 lavados con PBS.

Las perlas se resuspendieron en 20 ul de PBS y el contenido se repartié uniformemente entre dos tubos (10 pl cada
uno). Un tubo se utilizara para producir perlas bloqueadas con el control y los otros tubos para producir perlas
recubiertas con HLA-A2-Tax.

Al tubo de las perlas de control se le agregaron 80 pl de solucion de BSA/biotina y se mezcl6. La solucion de
BSA/biotina se prepar6d de la manera siguiente. Se agregaron 10 pl de una solucién de biotina 0.1 M base Tris 0.2 M
a 990 ul de PBS con 0.1% de BSA (Ambion Uetrapura N° Cat 2616). También se agregaron 20 ul de solucion de
heparina (138 mg/ml de heparina (Sigma H-3393) en 1 x PBS) y la solucion se mezcld. Las perlas se incubaron a
temperatura ambiente durante 1 hora mezclando intermitentemente. Después las perlas se lavaron tres veces con
100 pl de PBS y se resuspendieron en 10 pl de PBS con 0.1% de BSA.

Las perlas recubiertas con HLA-TAX se prepararon de la manera siguiente. Se agregaron 40 pl de HLA-A2-Tax (1.15
mg/ml preparado como se describe en W099/60120) a 10 pl de perlas y se mezcld. Las perlas se incubaron a
temperatura ambiente durante 15 minutos y luego se agregaron 20 pul de 50 mg/ml de BSA Ambion Cat 2616 y 20 pl
de solucion de heparina (véase antes) y se mezclé. Las perlas se incubaron durante otros 45 min y luego se
agregaron 20 pl de solucién de BSA/biotina. Después las perlas se lavaron tres veces con 100 ul de PBS y se
resuspendieron en 10 pl de PBS con 0.1% de BSA.

Seleccion (panning) con perlas magnéticas

La reaccion de traduccion de sc A6 TCR se dividi6 en tres alicuotas de 50 pl y cada alicuota recibié 2 pl de alguna
de las perlas siguientes:

Control (sin HLA)
HLA-A2 Tax
HLA-A2-Tax mas 10 pg de scA6 TCR soluble

También se llevé a cabo una reaccién de traduccion de control y se dividié en tres alicuotas de 50 ul y cada alicuota
recibié 2 pl de alguna de las perlas siguientes:

Control (sin HLA)
HLA-A2 Tax
HLA-A2-Tax mas 10 ug de sc A6 TCR soluble

Esto dio un total de seis tubos. Los tubos se incubaron en un bloque de PCR a 5 °C durante 60 minutos mezclando
intermitentemente.

Luego las perlas se lavaron tres veces con 100 pl de tampén helado (PBS, acetato de mg 5 mM, 0.2% de Tween 20
(exenta de ARNasa Sigma). Después cada alicuota de perlas se resuspendié en 50 pl de tampén de digestion 1 x
ADNasa RQ1 que contenia 1 pl (40 U) de Superasin y 1 ul (1U) de ADNasa RQ1. Las perlas se incubaron en un
bloque de PCR durante 30 min a 30 °C.
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Luego las perlas se lavaron tres veces con 100 pl de tamp6n helado (PBS, acetato de mg 5 mM, 0.2% de Tween 20)
y una vez con H,0 helada. Las perlas se resuspendieron en 10 ul de ARNasa exenta de H,O. Después las perlas se
congelaron listas para RT-PCR.

RT-PCR de ARNm de sc A6 TCR-C-Kappa en perlas recuperadas de reacciones de presentacion en ribosoma.

Las reacciones de RT PCR en las perlas se llevaron a cabo utilizando un tubo de un kit de RT-PCR Titan Cat
1855476 como se describe en los protocolos del fabricante. Se agregaron dos microlitros de perlas en cada reaccion
de RT-PCR junto con los cebadores 45y 7, y 0.3 pl del inhibidor de ARNasa Superasin.

Para cada reaccion de RT-PCR se monté una segunda reaccion s6lo de PCR que difirié Gnicamente en el hecho de
que no habia presente transcriptasa inversa s6lo polimerasa de alta fidelidad de Roche. Esta segunda reaccion
sirvio como control de la contaminacion de ADN. Ademés se monté un control positivo de RT-PCR usando 1 ng del
vector sc A6 TCR-C-Kappa.

Las reacciones se ciclaron de la manera siguiente. Un paso de RT-PCR se llevo a cabo incubando las muestras a 50
°C durante 30 min, seguido de la inactivacion de la transcriptasa inversa por incubacion a 94 °C durante 3 minutos
en un blogue de PCR.

Las reacciones fueron los ciclos de PCR siguientes por un total de 38 ciclos:
94 °C 30 segundos
55 °C 20 segundos
68 °C 130 segundos.

La reaccion de PCR se termind por incubacién a 72 °C durante 4 minutos.

Se debe tener mucho cuidado durante todas las etapas de presentacion en ribosoma para evitar la contaminacion
con ARNasa. Las reacciones de RT-PCR y PCR se corrieron en un gel de agarosa en 1.6% de TBE que se puede
ver en la figura 11. El andlisis del gel muestra que no hay ninguna contaminacion con ADN y que todos los productos
de PCR derivan de ARNm. La banda de ADN del tamafio correcto en el carril 2 demuestra que el sc A6 TCR-C-
Kappa presentado en ribosoma se seleccion6 mediante perlas recubiertas con HLA-A2-Tax. El carril 3 muestra que
podemos inhibir esta seleccién especifica de sc A6 TCR-C-Kappa presentado en ribosoma mediante la adicion de sc
A6 TCR soluble. Esto lo demuestra a reduccién significativa en la intensidad de la banda en el carril 3 respecto a la
muestra sin inhibir en el carril 2. No se pudo mostrar ninguna unién de sc A6 TCR-C-Kappa presentado en ribosoma
contra perlas de control no recubiertas con HLA.

Ejemplo 6 - Andlisis de secuencia de clones de TCR A6 presentados en particulas fagicas y métodos para mejorar
las caracteristicas de presentacion

Después de la construccion de vectores para presentar TCR A6 en fago mediante PCR y clonacion molecular, se
cribaron los clones bacterianos que pueden producir particulas fagicas que presentan TCR A6 con fago-ELISA como
se describe en el ejemplo 4. Se identificaron tres clones diferentes que mostraron unidn especifica a HLA-A2-tax en
el ensayo de union por ELISA.

Todos estos clones contenian mutaciones en el ADN de TCR A6 de 'tipo silvestre' 0 en las secuencias reguladoras
asociadas, que se describen en la tabla siguiente
Clones funcionales del cribado de TCR A6 presentados en fago

Nombre Caracteristica

Clon7 El tercer sitio de union del ribosoma, que se encuentra delante del
gen v, esta mutado de AAGGAGA a AAGGGGA.

Clon 9 Se introduce un codén 6palo en CDR3 de vi3. Secuencia completa de ADN vy
aminoacidos en figuras 12ay 12b

Clon 49 Se introduce un codén ambar en FR1 de vB. Esta mutacion |Secuencia completa de ADN en
introduce una mutacion 'silenciosa’ que no afecta la secuencia de |figura 13a
amino&cidos resultante

Todos estos clones contenian las mutaciones que es mas probable que causen una reduccién en los niveles de
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expresion de la cadena 3 de TCR A6. Se infirié que se seleccionaron los clones de baja expresion sobre los clones
de alta expresién como consecuencia de la toxicidad celular causada por los altos niveles de expresion de TCR.

Ejemplo 7- Mutagénesis de regiones CDR3 de TCR A6

Las regiones CDR3 de TCR A6 fueron destinadas a la introduccién de mutaciones para investigar la posibilidad de
generar mutantes de alta afinidad.

Se empled PCR de superposicion para modificar la secuencia de las regiones CDR3 de a y B para introducir los dos

sitios de restriccion unicos Hind 1l para la cadena qa, con oligos de YOL54,
5'CAGCTGGGGGAAGCTTCAGTTTGGAGCAG3'(SEQ ID 64) y YOL55,
5'CTGCTCCAAACTGAAGCTTCCCCCAGCTGS3'(SEQ ID 65), y Xho | para la cadena 3, con oligos de YOL56
5'GTACTTCTGTGCCTCGAGGCCGGGACTAG3' (SEQ ID 66) y YOL57

5'CTAGTCCCGGCCTCGAGGCACAGAAGTACS' (SEQ ID 67).

Se us6 PCR para introducir mutaciones para la maduracion de la afinidad. El clon 9 de TCR A6 (que incorpora un
codon opalo introducido en la secuencia de CDR3 de la cadena [3) se utilizd6 como fuente de la plantilla de ADN, y las
cadenas de TCR se amplificaron con los cebadores de mutacion (detallados en la tabla siguiente) y YOL22
5'CATTTTCAGGGATAGCAAGC3' (SEQ ID 68) (cadenas ) o YOL13 5TCACAGAGGAAACAGCTATG3'(SEQ ID
69)(cadenas a).

Cebadores para introducir la mutacion en CDR3 de las cadenas a y 3 de A6

Nombre del cebador Secuencia, 5'a 3'

YOL59
TCTGCCTCGAGGNN KNNKNNKNNKNNEN
NKCGACCAGAGCAGTACTTCG

(SEQ ID 70)

YOL60
TGTGCCTCGAGGCCONN KNNKNNKNN KN

NKNNKCCAGAGCAGTACTTCGGGC
(SEQ ID 71)

YOL61
TGTGCCTCGAGGCCCONN KNNKNNKNNEKN
NEKNNKCGACCAGAGCAGTACTTCG

(SEQID 72)

YOL62
TGTGCCTCGAGGCCGNNKNNKNNKNNKN
NEKNNKGGAGGGCGACCRGAGCAG

(SEQ ID 73)

YOL63
TGTGCCTCGAGGCCGGGANNKNN KNNKN
NENNKNNKGGGCGACCAGAGCAGTAC

(SEQID 74)

YOL68
TGTGCCTCGAGGNNENNKINNKNN KINNKN
NKCCAGAGCAGTACTTCGggC

(SEQ 1D 75)

YOL69
TOTGCCTCGAGGNN KNNKNNKNN KNNKN
NKGAGCAGTACTTCGggecg

(SEQID 76)

YOL70
TGTGCCTCGAGGNNKNNKNNENN KNN KN
NKCAGTACTTCGggccggge

(SEQID77)
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Nombre del cebador Secuencia, 5'a 3'

YOL71
TGTGCCTCGAGGC cgNNKNNENNKNNKg
ggCGACCAGAGCAGTACTTCG

(SEQ 1D 78)

YOL58
AAACTGAAGCTTMNNMNNMNNMNNMNNT
GTAACGGCACAGAGGTAG

(SEQ ID 79)

YOL72
AAACTGAAGCTTMNNMNNgGCtgtCcMNNT
GTAACGGCACAGAGGTAG

(SEQ 1D 80)

YOL73
AAACTGAAGCT TMNNMNNMNNgCctgLcM
NNTGTAACGGCACAGAGGTAG

(SEQ ID 81)

YOL74
AAACTGAAGCTTMNNMNNgCcEgtcMNNA
ACCGCACAGAGGRTAG

(SEQ ID 82)

Los fragmentos de la cadena a se digirieron con Ncol y Hindlll y se volvieron a purificar usando un kit de Qiagen y el
vector se preparoé digiriendo el clon 9 con Ncol y Hindlll seguido de purificacién en gel usando un kit de Qiagen. Los
fragmentos de la cadena B se digirieron con Xho | y Not | y se volvieron a purificar usando un kit de Qiagen vy el
vector se prepar6 digiriendo el clon 9 con Xho |y Not | seguido de purificacion en/de gel usando un kit de Qiagen.
Los insertos y vectores purificados en una relacion molar 3:1 se mezclaron con tampoén de ligasa T4, ligasa T4 y
agua exenta de nucleasa. Los ligamientos se llevaron a cabo en un bafio de agua a 16 °C durante la noche. Para
cada coleccion de mutacion, se electropor6 un total de 0.5 a 1 pg de productos ligados purificados en E. coli TG1 en
una relacion de 0.2 pg de ADN por 40 pl de células competentes para electroporacion (Stratagene) siguiendo los
protocolos proporcionados por el fabricante. Después de la electroporacion, las células se resuspendieron
inmediatamente con 960 pl de medio SOC a 37 °C y se distribuyeron en una placa de cultivo tisular de 244 mm x
244 mm que contenia YTE (15 g de Agar Bacto, 8 g de NaCl, 10 g de triptona, 5 g de extracto de levadura en 1 litro)
complementado con 100 pg/ml de ampicilina y 2% de glucosa. La placa se incubé a 30 °C durante la noche.
Después las células se rasparon de las placas con 5 ml de DYT (16 g de triptona, 10 g de extracto de levaduray 5 g
de NaCl en 1 litro, autoclavado a 125 °C durante 15 minutos) complementado con 15% de glicerol.

Con el fin de que las particulas fagicas presentaran TCR A6, se inocularon 500 ml de DYTag (DYT que contenia 100
pg/ml de ampicilina y 2% de glucosa) con 500 a 1000 pl de las existencias de la coleccion. Se permitioé que el cultivo
alcanzara una DO(soonm) = 0.5. Se infectaron 100 ml del cultivo con fago auxiliar (M13 K07 (Invitrogen), o HYPER
PHAGE (Progen Biotechnik, GmbH 69123 Heidelberg) y se incubaron a 37 °C en bafio de agua durante 30 minutos.
El medio se reemplazé con 100 ml de DYTak (DYT que contenia 100 pg/ml de ampicilina y 25 pg/ml de kanamicina).
Luego el cultivo se incubd con agitacion a 300 rpm y 25 °C durante 20 a 36 horas.

Ejemplo 8 - Aislamiento de mutantes de alta afinidad de TCR A6
El aislamiento de mutantes de alta afinidad de TCR A6 se llevo a cabo por dos métodos diferentes.

El primer método consiste en seleccionar las particulas fagicas que presentan TCR A6 mutantes capaces de unirse
al complejo HLA-A2 Tax usando inmunotubos Maxisorp (Invitrogen). Los inmunotubos se recubrieron con 1 a 2 ml
de estreptavidina 10 pg/ml en PBS durante la noche a temperatura ambiente. Después los tubos se lavaron dos
veces con PBS, y luego se agreg6 1 ml de complejo HLA-A2 Tax biotinilado a una concentracién de 5 pg/ml en PBS
y se incubaron a temperatura ambiente durante 30 minutos. El resto del protocolo para la seleccion de conectores de
alta afinidad es como se describié anteriormente (Li et al (2000) Journal of Immunological Methods 236: 133-146),
salvo por las modificaciones siguientes. La seleccion se realiz6 en tres o cuatro rondas. Las concentraciones de
complejo HLA-A2 Tax biotinilado fueron 5 pg/ml para la primera ronda de seleccién, 0.5 ug/ml para la segunda, 0.05
pg/ml para la tercera y 0.005 pug/ml para la cuarta ronda de seleccion. Para la seleccién se usaron fagos auxiliares
M13 K07 en las rondas uno y dos, e hiperfagos en las rondas posteriores.

El segundo método utilizado fue la seleccién de las particulas fagicas que presentan TCR A6 mutantes capaces de
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unirse al complejo HLA-A2 Tax en solucion. Se prelavaron perlas paramagnéticas recubiertas de estreptavidina
(Dynal M280) conforme al 1protocolo del fabricante. Las particulas fagicas, que presentan TCR A6 mutados a una
concentracion de 10" a 10" ufc, se premezclaron con el complejo HLA-A2 Tax biotinilado a concentraciones de 2 x
10° M, 2 x 10° M, 2 x 10" My 2 x 10™ M para la primera, segunda, tercera y cuarta ronda de seleccion
respectivamente. La mezcla de particulas fagicas que presentan TCR A6 y el complejo HLA-A2 Tax se incubo
durante una hora a temperatura ambiente con rotacion suave y las particulas fagicas que presentan TCR A6 unidas
al complejo HLA-A2 Tax biotinilado se capturaron utilizando 200 ul (ronda 1) o 50 ul (rondas 2, 3 y 4) de perlas
magnéticas M280 recubiertas de estreptavidina. Después de la captura de las particulas fagicas, las perlas se
lavaron un total de diez veces (tres veces en PBS-tween20, dos veces en PBS-tween 20 que contenia 2% de leche
desnatada en polvo, dos veces en PBS, una vez en PBS que contenia 2% de leche desnatada en polvo y dos veces
en PBS) utilizando un concentrador de particulas magnéticas Dynal. Después del Ultimo lavado, las perlas se
resuspendieron en 1 ml de trietilamina 100 mM pH 11.5 recién preparada y se incubaron durante 5 a 10 minutos a
temperatura ambiente con rotacion suave. Las particulas fagicas eluidas de las perlas se neutralizaron
inmediatamente con 300 pl de tris-HCI 1 M pH 7.0. La mitad del eluido se utiliz6 para infectar 10 ml de E. coli TG1
fresco a una DO(600 nm) = 0.5 para la amplificacidon de las particulas fagicas seleccionadas segun los métodos
descritos previamente (Li et al., (2000) Journal of Immunological Methods 236: 133-146). 133-146).

Después de la tercera o cuarta ronda de seleccion, se picaron 95 colonias de las placas y se utilizaron para inocular
100 pl de DYTag en una placa de microtitulacion de 96 pocillos. El cultivo se incub6 a 37 °C con agitacion durante
toda la noche. Después se sub inocularon 100 pl de DYTag con 2 a 5 pl de los cultivos de toda la noche y se
incubaron a 37 °C con agitacion durante 2 a 3 horas o hasta que el cultivo se volvio turbio. Para infectar las células
con fago auxiliar, el cultivo se infecté con 25 pl de DYTag que contenia 5 x 10° ufp de fago auxiliar y se incub6 a 37
°C durante 30 minutos. El medio fue sustituido por DYTak. Las placas se incubaron a 25 °C por 20 a 36 horas con
agitacion a 300 rpm. Las células se precipitaron por centrifugacion a 3000 g durante 10 minutos a 4 °C. Los
sobrenadantes se utilizaron para el cribado de mutantes de alta afinidad de TCR A6 por fago-ELISA competitivo
como sigue.

Se enjuagaron dos veces con PBS pocillos Nunc-Immuno Maxisorp recubiertos con estreptavidina. Se agregaron 25
pl de complejo HLA-A2-Tax biotinilado 5 pg/ml a cada pocillo y éstos se incubaron a temperatura ambiente durante
30 a 60 minutos seguido de dos enjuagues con PBS. Los sitios de unién de proteina no especificos de los pocillos
se bloguearon mediante adicion de 300 ul de leche desnatada al 3% en PBS seguido de incubacion a temperatura
ambiente durante 2 horas. Para preparar las particulas fagicas que presentan TCR A6 heterodimérico, se mezclaron
las particulas fagicas con leche desnatada al 3% en PBS que contenia HLA-A2-Tax 0, 20 y 200 nM, seguido de
incubacién a temperatura ambiente durante 1 hora. El fago se agreg6 a los pocillos recubiertos con HLA-A2-Tax y se
incubé a temperatura ambiente durante 1 hora, seguido de 3 lavados con PBS con 0.1% de tween 20 y luego 3
lavados con PBS. Las particulas fagicas que presentan TCR unidas se detectaron con un anticuerpo anti-fd (Sigma)
como se describio en el ejemplo 4.

Se identificaron varios mutantes de TCR A6 de alta afinidad putativos y las secuencias de CDRS3 se indican en las
dos tablas siguientes junto con las secuencias de tipo silvestre correspondientes. Se encontraron codones de parada
ambar (X) en todos los mutantes de la cadena B y un mutante de la cadena a.

Mutantes de la cadena B de TCR A6

Clon Secuencia de CDR3

Tipo silvestre | GCCTCGAGGCCGGGACTAGCGGGAGGGCGACCAGAGCAGTAG (SEQ ID 83)
ASRPGLAGGRPEQY (SEQID 84)

134 GCCTCGAGGCCGGGGCTGATGAGTGCGTAGCCAGAGCAGTAC (SEQ ID 85)
ASRPGLMSAXPEQY(SEQID 86)

86 GCCTCGAGGCCGGGGCTGAGGTCGGCGTAGCCAGAGCAGTAC (SEQ ID 87)
ASRPGLRSAXPEQY (SEQID 88)

87 GCCTCGAGGCCGGGACTAGCGGGAGGGCGACCAGAGGCGTAG (SEQ ID 89)
ASRPGLAGGRPEAX(SEQID90)

89 GCCTCGAGGCCGGGACTAGCGGGAGGGCGACCAGAGGATTAG ID (SEQ 91)
ASRPGLAGGRPEDX(SEQID92)

85 GCCTCGAGGCCGGGACTAGCGGGAGGGCGACCAGATCAGTAG (SEQ ID 93)
ASRPGLAGGRPDQX(SEQ ID 94)
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Mutantes de la cadena B de TCR A6

Clon Secuencia de CDR3

83 GCCTCGAGGCCGGGTCTGTAGGCTGGGCGACCAGAGCAGTAC (SEQ ID 95)
ASRPGLXAGRPEQY (SEQID 96)

1 GCCTCGAGGCCGGGGCTGGTTCCGGGGCGACCAGAGCAGTAG (SEQ ID 97)
ASRPGLVPGRPEQX(SEQ ID 98)

2 GCCTCGAGGCCGGGGCTTGTGTCTGCTTAGCCAGAGCAGTAC (SEQ ID 99)
ASRPGLVSAXPEQY (SEQ ID 100)

111 GCCTCGAGGCCGGGACTAGCGGGAGGGCGACCACATCCGTAG (SEQ ID 101)
ASRPGLAGGRPHPX(SEQ ID 102)

125 GCCTCGAGGCCGGGACTAGCGGGAGGGCGACCAGATGCGTAG (SEQ ID 103)
ASRPGLAGGRPDAX(SEQ ID 104)

133 GCCTCGAGGCCGGGTCTGATTAGTGCTTAGCCAGAGCAGTAC (SEQ ID 105)

ASRPGLISAXPEQY (SEQID 106)

Mutantes de la cadena a de TCR A6

Clon

CDR3

Tipo silvestre

GCCGTTACAACTGACAGCTGGGGGAAGCTTCAG (SEQ ID 107)

AVTTDSWGKLQ(SEQ ID 108)

149

GCCGTTACAACTGACAGCTGGGGGCCGCTTCAG (SEQ ID 109)

AVTTDSWGPLQ(SEQID 110)

65

GCCGTTACAACTGACAGCTGGGGGAAGATGCAG (SEQ ID 111)

AVTTDSWGKMQ (SEQID 112)

66

GCCGTTACAACTGACAGCTGGGGGAAGTTGCAT (SEQ ID 113)

AVTTDSWGKLH(SEQ ID 114)

153

GCCGTTACAACTGACAGCTGGGGGTAGCTTCAT (SEQ ID 115)

AVTTDSWGXLH(SEQ ID 116)

71

GCCGTTACAACTGACAGCTGGGGGGAGCTTCAT (SEQ ID 117)

AVTTDSWGELH(SEQID 118)

70

GCCGTTACAACTGACAGCTGGGGGAGGCTGCAT (SEQ ID 119)

AVTTDSWGRLH(SEQ ID 120)

121

GCCGTTACAACTGACAGCTGGGGGCAGCTTCAT (SEQ ID 121)

AVTTDSWGQLH (SEQ ID 122)

117

GCCGTTACAACTGACAGCTGGGGGAAGGTTCAT (SEQ ID 123)

AVTTDSWGKVH(SEQID 124)

72

GCCGTTACAACTGACAGCTGGGGGAAGGTGAAT (SEQ ID 125)

AVTTDSWGKVN (SEQ ID 126)

150

GCCGTTACAACTGACAGCTGGGGGAAGCTTCTG (SEQ ID 127)

AVTTDSWGKLL(SEQ ID 128)

Ejemplo 9 - Produccion de TCR A6 heterodimérico soluble con enlace disulfuro no nativo entre las regiones

constantes, que contiene mutaciones en CDR3
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Se aisl6 el ADN del fagémido que codifica los mutantes de TCR A6 de alta afinidad identificados en el ejemplo 8 a
partir de las células de E. coli pertinentes utilizando un kit Mini-Prep (Quiagen, Reino Unido)

Se us6 amplificacion por PCR utilizando el ADN del fagébmido como blanco y los cebadores siguientes para
amplificar las secuencias de ADN de las cadenas a y 8 de TCR soluble.

Cebador hacia delante de cadena alfa de TCR A6
ggaattc atcgatg cagaaggaagtggagcag (SEQ ID 129)
(Sitio de restriccién del Clal esta subrayado)
Cebador reverso universal de la cadena alfa de TCR
gtacacggccgggtcagggttctggatatac (SEQ ID 130)
(Sitio de restriccion Eagl esta subrayado)

Cebador hacia delante de la cadena beta de A6
Tctctcattaatgaatgctggtgtcactcagacccece (SEQ ID 131)
(Sitio de restriccion Asel esté subrayado)

Cebador reverso universal de la cadena beta
Tagaaaccggtggccaggcacaccagtgtgge (SEQ ID 132)
(Sitio de restriccion Agel esta subrayado)

En el caso de la cadena B de TCR se llevo a cabo otra costura de PCR para reemplazar el codén de parada ambar
en la region CDR3 con un codén que codifica el acido glutamico. Cuando se suprime un codén de parada dmbar en
E. coli, normalmente se introduce un residuo de glutamina en vez de detener la traduccién. Por lo tanto, cuando TCR
que contiene el codén dmbar se presenta en la superficie del fago, contiene un residuo de glutamina en esta
posicion. Sin embargo, cuando el gen de la cadena 3 de TCR se transfirid al plasmido de expresion, se us6 un
residuo de &cido glutamico como alternativa a la glutamina. Los cebadores utilizados para esta costura de PCR
fueron los siguientes.

YOL124 CTGCTCTGGTTCCGCACTC
(SEQ ID 133)

YOL125 GAGTGCGGAACCAGAGCAG
(SEQ ID 134)

La secuencia del ADN de la cadena B mutada de TCR A6 soluble se verific6 mediante secuenciacion automatizada
(véase figura 14a para la secuencia de ADN mutada de la cadena 3 de TCR A6 y 14b para la secuencia de
aminoécidos codificada de ese modo). La figura 14 ¢ muestra la secuencia de aminoacidos mutada de la cadena
de TCR A6 sin la sustitucion de glutamina a acido glutdmico, es decir la secuencia que estaba presente en el clon
134 segun se aislé mediante fago-ELISA

Estas secuencias del ADN de a y 3 de TCR A6 se utilizaron después para producir un TCR A6 soluble como se
describe en WO 03/020763. En resumen, las dos cadenas se expresan como cuerpos de inclusion en cultivos de E.
coli separados. Después los cuerpos de inclusion se aislan, desnaturalizan y se vuelven a plegar juntos en vitro.

Ejemplo: 10 - Caracterizacion por resonancia de plasmones superficiales BIAcore de una union de TCR A6 de alta
afinidad con HLA-A2 Tax.

Se usé un biosensor de resonancia de plasmones superficiales (BIAcore 3000 ™) para analizar la unién del clon 134
de TCR A6 de alta afinidad (véanse las figuras 15a & 15b por las secuencias completas de ADN y aminoé&cidos de la
cadena 3 mutada de TCR, respectivamente) con el ligando HLA-A2 Tax. Esto se facilito mediante la produccién de
complejos pMHC (descritos a continuacién) que se inmovilizaron en una superficie de unién recubierta con
estreptavidina de manera semiorientada, permitiendo el andlisis eficaz de la unién de un receptor de linfocitos T
soluble con hasta cuatro pMHC diferentes (inmovilizados en celdas de flujo diferentes) simultineamente. La
inyeccion manual del complejo HLA permite manipular facilmente el nivel exacto de moléculas clase | inmovilizadas.

Los complejos HLA-A2 tax biotinilados clase | se volvieron a plegar in vitro a partir de cuerpos de inclusién
expresados en bacterias que contenian las proteinas y péptidos sintéticos constituyentes de la subunidad, seguido
de purificacion y biotinilacién enzimatica in vitro (O'Callaghan et al. (1999) Anal. Biochem. 266: 9-15). La cadena
pesada HLA se expres6 con un marcador (tag) de biotinilacion C-terminal que reemplaza los dominios
transmembrana y citoplasmatico de la proteina en un constructo apropiado. Se obtuvieron niveles de expresién de
los cuerpos de inclusion de ~ 75 mgl/litro de cultivo bacteriano. La cadena ligera de HLA o B2-microglobulina también
se expresO como cuerpos de inclusion en E. coli a partir de un constructo apropiado, a un nivel de ~500 mg/litro de
cultivo bacteriano.
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Se lisaron células de E. coli y se purificaron los cuerpos de inclusiéon hasta aproximadamente 80% de pureza. Se
desnaturalizé la proteina de los cuerpos de inclusion en guanidina-HCI 6 M, Tris 50 mM pH 8.1, NaCl 100 mM, DTT
10 mM, EDTA 10 mM y se volvié a plegar a una concentracion de 30 mg/litro de cadena pesada, 30 mg/litro de 2m
en L-Arginina-HCI 0.4 M, Tris 100 mM, pH 8.1, cistamina 3.7 mM, cisteamina mM, 4 mg/ml de péptido (por ejemplo
tax 11-19), mediante adicion de un solo pulso de proteina desnaturalizada en tampén de replegamiento a <5 °C. Se
permitié que el replegamiento se completara a 4 °C durante al menos 1 hora.

Se intercambié el tampdn mediante dialisis en 10 volimenes de Tris 10 mM pH 8.1. Fueron necesarios dos cambios
de tampon para reducir suficientemente la fuerza iénica de la solucién. Después la solucién de proteina se filtré a
través de un filtro de 1.5 um de acetato de celulosa y se cargdé en una columna de intercambio aniénico POROS
50HQ (volumen del lecho 8 ml). La proteina se eluyd con un gradiente lineal de NaCl 0-500 mM. El complejo HLA-
A2-péptido eluyd a aproximadamente NaCl 250 mM, y se recogieron las fracciones de los picos, se agregé un céctel
de inhibidores de proteasa (Calbiochem) y las fracciones se enfriaron con hielo.

Se intercambi6 el tampon de los complejos HLA-A2 marcados con biotinilacién en Tris 10 mM, pH 8.1, NaCl 5 mM,
utilizando una columna de desalinizacion rapida de Pharmacia equilibrada en el mismo tampon. Inmediatamente
después de la elucion, las fracciones que contenian la proteina se enfriaron en hielo y se agregé coéctel inhibidor de
proteasa (Calbiochem). Luego se afiadieron los reactivos de biotinilacion: biotina 1 mM, ATP 5 mM (tamponado a pH
8), MgCl, 7.5 mM y 5 pg/ml de enzima BirA (purificada segun O'Callaghan et al. (1999) Anal. Biochem. 266: 9-15).
Después la mezcla se dejo en incubacién a temperatura ambiente durante la noche.

Los complejos HLA-A2 biotinilados se purificaron mediante cromatografia de filtracién en gel. Se pre equilibré una
columna Pharmacia Superdex 75 HR 10/30 con PBS filtrado y se cargd 1 ml de mezcla de reaccién de biotinilacion y
la columna se desarrollé con PBS a 0.5 ml/min. Los complejos HLA-A2 biotinilados eluyeron como un solo pico a
aproximadamente 15 ml. Se agruparon las fracciones que contenian proteina, se enfriaron con hielo, y se les afiadio
cactel inhibidor de proteasa. Se determiné la concentracion de proteina usando un ensayo de union con Coomassie
(PerBio) y se almacenaron alicuotas de los complejos HLA-A2 biotinilados congeladas a -20 °C. Se inmovilizo la
estreptavidina por métodos estandar de acoplamiento de amina.

Las interacciones entre TCR A6 Tax de alta afinidad que contenia un nuevo enlace intercatenario y el complejo HLA-
A2 Tax 0 una combinacién de HLA-A2 NY-ESO irrelevante, cuya produccion se describe antes, se analizaron en un
biosensor de resonancia de plasmones superficiales (SPR) BIAcore 3000™. Los cambios en las medidas de SPR en
el indice de refraccion expresado en unidades de respuesta (RU) cerca de la superficie de un sensor dentro de una
celda de flujo pequefia, un principio que se puede utilizar para detectar las interacciones receptor-ligando y para
analizar su afinidad y parametros cinéticos. Se prepararon celdas de flujo sonda por inmovilizacion de los complejos
HLA-A2 péptido individuales en celdas de flujo diferentes mediante la union entre la biotina reticulada en 2m vy la
estreptavidina que ha sido quimicamente reticulada a la superficie activada de las celdas de flujo. Después este
ensayo se realiz6 pasando sTCR sobre las superficies de las celdas de flujo diferentes a una velocidad de flujo
constante, midiendo la respuesta de SPR al hacerlo. Inicialmente, la especificidad de la interaccion se verificd
pasando TCR A6 soluble a una velocidad de flujo constante de 5 pl min™* sobre cuatro superficies diferentes; una
cubierta con ~1000 RU de complejo HLA-A2 Tax, la segunda recubierta con ~1000 RU de complejo HLA-A2 NY-
ESO y dos celdas de flujo blanco recubiertas solamente con estreptavidina (véase Figura 15).

La mayor afinidad de TCR A6 soluble mutado hizo dificil el calculo de kd para la interacciéon de este grupo con el
complejo HLA-A2 Tax. Sin embargo, se calculd que la vida media (t¥2) para la interaccion era de 51.6 minutos
(véase Figura 16), que se compara con una t¥2 para la interaccion de tipo silvestre de 7.2 segundos.

Ejemplo 11 - Produccion del vector que codifica un TCR NY-ESO soluble que contiene un enlace disulfuro nuevo.

La cadena 3 de TCR A6 soluble preparada en el ejemplo 1 contiene en la secuencia nativa un sitio de restriccion
Bglll (AAGCTT) adecuado para usar como un sitio de ligamiento.

Se realizdé una mutagénesis por PCR como se detalla a continuacion para introducir un sitio de restriccion BamH1
(GGATCC) en la cadena a de TCR A6 soluble, 5' del coddn de cisteina nuevo. La secuencia descrita en la figura 2a
se utiliz6 como una plantilla para esta mutagénesis. Se utilizaron los cebadores siguientes:

| BamHI |}
5/ -ATATCCAGAACCCgGALCCTGCCGTGTA-3 (SEQ ID 135)

S’ - TACACGGCAGGRaTCcGGGTTCTGGATAT-3 (SEQ ID 136)

5'-TACACGGCAGGAaTCcGGGTTCTGGATAT-3' (SEQID136)
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Se mezclaron 100 ng de plasmido con 5 pul de dNTP 10 mM, 25 pl de tampén 10 x Pfu (Stratagene), 10 unidades de
polimerasa Pfu (Stratagene) y el volumen final se ajusté a 240 pl con H,0. 48 ul de esta mezcla se complementaron
con cebadores diluidos para dar una concentracién final de 0.2 uM en 50 pl de volumen de reaccion final. Después
de un paso de desnaturalizacion inicial de 30 segundos a 95 °C, la mezcla de reaccién se sometié a 15 rondas de
desnaturalizacién (95 °C, 30 s), apareamiento (55 °C, 60 s) y elongacion (73 °C, 8 min.) en un equipo de PCR
Hybaid PCR express. Después el producto se digiri6 durante 5 horas a 37 ° C con 10 unidades de enzima de
restriccion Dpnl (New England Biolabs). 10 ul de la reaccién digerida se transformaron en bacterias XL1-Blue
competentes y se cultivaron durante 18 horas a 37 ° C. Se pic6 una sola colonia y se cultivd durante la noche en 5
ml de TYP + ampicilina (16 g/l de Bacto-triptona, 16 g/l de extracto de levadura, 5 g/l de NaCl, 2.5 g/l de K:HPOy,
100 mg/l de ampicilina). EI ADN plasmidico se purificd en una columna mini-prep de Qiagen segun las instrucciones
del fabricante y la secuencia se verifico6 mediante secuenciacion automatizada en el centro de secuenciacion del
Departamento de Bioquimica de la Universidad de Oxford.

Se aisld de linfocitos T el ADNc que codifica TCR NY-ESO segun técnicas conocidas. EI ADNc que codifica TCR
NY-ESO se produjo por tratamiento del ARNm con transcriptasa inversa.

Con el fin de producir vectores que codifiquen un TCR NY-ESO soluble que incorpore un enlace disulfuro nuevo, se
usaron plasmidos de TCR A6 que contenian los sitos de restriccion BamHI de la cadena a y Bglll de la cadena 8
como plantillas. Se utilizaron los cebadores siguientes:

| Nder |

5’ -GGAGATATACATATGCAGGAGGTGACACAG -3/ (SEQID 137)

5’ -TACACGGCAGGATCCGGGTTCTGGATATT-3 " (SEQ ID 138)

| BamHI |

|NdeI |
5' -GGAGATATACATATGGGTGTCACTCAGACC-3* (SEQID139)

5! -CCCAAGCTTAGTCTGCTCTACCCCAGGCCTCGGC -3° (SEQ ID 140)
|BglII|

Se obtuvieron los constructos de las cadenas a y 3 de TCR NY-ESO mediante clonacion por PCR como sigue.
Se realizaron reacciones de PCR utilizando los cebadores que se muestran antes y plantillas que contenian las
cadenas nativas de TCR NY-ESO. Los productos de PCR se digirieron por restriccion con las enzimas de restriccion
pertinentes y se clonaron en pGMT7 para obtener los pldsmidos de expresion. La secuencia de los insertos
plasmidicos se confirm6 por secuenciacion de ADN automatizada. Las figuras 17a y 17b muestran la secuencia de
ADN de las cadenas a y B mutadas de TCR NY-ESO, respectivamente y las figuras 18a y 18b muestran las
secuencias de aminoacidos resultantes.

Ejemplo 12 - Construccion de vectores de presentacion en fago y clonacion de ADN que codifica las cadenas a y
de TCR NY-ESO en vectores fagomidicos.

Los ADN que codifican las cadenas a y f DNA de TCR NY-ESO soluble que incorporan nuevos codones de cisteina
para facilitar la formacion de un enlace disulfuro intercatenario no nativo, producidos como se describe en el ejemplo
11, se incorporaron en el vector fagomidico pEX746 de la manera siguiente.

Los ADN que codifican las dos cadenas de TCR NY-ESO se sometieron individualmente a PCR para introducir sitios
de clonacion compatibles con el vector fagomidico pEX746 (que contiene ADN que codifica el clon 7 de TCR A6)
utilizando los cebadores siguientes:

Para la cadena alfa de TCR NY ESO

TRAV21

GCCGGCCATGGCCAAACAGGAGGTGACGCAGATTCCT (SEQ ID 141)

YOL6

CTTCTTAAAGAATTCTTAATTAACCTAGGTTATTAGGAACTTTCTGGGCTG GGGAAG (SEQ ID 142)
Para la cadena beta de TCR NY ESO

TRBV6-1/2/3/5/6/7/8/9

TCACAGCGCGCAGGCTGGTGTCACTCAGACCCCAAA(SEQ ID 143)
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RT1
CGAGAGCCCGTAGAACTGGACTTG (SEQ ID 144)

Los métodos de clonacion molecular para la construccion de los vectores se describen en "Molecular cloning: A
laboratory manual, por J. Sambrook y D. W. Russell". Los cebadores enumerados en la tabla 1 se utilizan para la
construccion de los vectores. Un ejemplo del programa de PCR es 1 ciclo de 94 °C durante 2 minutos, seguido de 25
ciclos de 94 °C durante 5 segundos, 53 °C durante 5 segundos y 72 °C durante 90 segundos, seguido de 1 ciclo de
72 °C durante 10 minutos y luego mantenido a 4 °C. La ADN polimerasa Taq de alta fidelidad para expansion se
adquirié a Roche.

El ADN que codifica la cadena (3 del clon 7 de TCR A6 se extrajo de pEX746 por digestidon con las enzimas de
restriccion BssHII y Bglll. El ADN correspondientemente digerido por PCR que codifica la cadena 3 de NY-ESO se
sustituy6 después en el fagomido por ligamiento. La secuencia del producto de clonacién se verific6 por
secuenciacion automatizada.

Del mismo modo, el ADN que codifica la cadena a del clon 7 de TCR A6 se extrajo de pEX746 por digestion con las
enzimas de restriccion Ncol y Avrll. El ADN correspondientemente digerido por PCR que codifica la cadena a de NY-
ESO se sustituyé después en el fagémido que ya contenia el ADN que codifica la cadena $ de NY-ESO por
ligamiento. La secuencia del producto de clonacién se verifico por secuenciacién automatizada.

Las figuras 19a y 19b detallan respectivamente la secuencia de ADN y de aminoacidos de las cadenas ay B de TCR
NY-ESO asi como la secuencia circundante pertinente incorporada en el fagémido (pEX746:NY-ESO). La secuencia
que precede el sitio Ncol es igual a pEX746.

Ejemplo 13 - Expresion de fusiones de proteina de la cubierta bacteriana y TCR A6 heterodimérico en E. coli.

Las particulas fagicas que presentan TCR NY-ESO heterodimérico que contiene un enlace disulfuro intercatenario
no nativo se prepararon por los métodos descritos antes para la generacion de particulas fagicas que presentan el
anticuerpo scFvs (Li et al, 2000, Journal of Immunological Methods 236: 133-146) con las modificaciones siguientes.
Se usaron células de E. coli TG1 que contenian el fagémido pEX746:NY-ESO (es decir, el fagobmido que codifica la
cadena a de TCR NY-ESO soluble y una cadena 8 de TCR NY-ESO fusionada a la proteina glll del fago producida
como se describe en el ejemplo 12) para inocular 10 ml de 2x TY (que contiene 10 pg/ml de ampicilina y 2% de
glucosa), y luego el cultivo se incubd con agitacion a 37 °C durante la noche (16 horas). Se usaron 50 pl del cultivo
de toda la noche para inocular 10 ml de 2x TY (que contenia 100 pg/ml de ampicilina 'y 2% de glucosa), y después el
cultivo se incub6 con agitacion a 37 °C hasta DOgoonm = 0.8. Se agreg6 el fago auxiliar HYPERPHAGE al cultivo
hasta la concentracion final de 5 X 10° ufp/ml. Después el cultivo se incubé a 37 °C de forma estacionaria durante 30
minutos y luego con agitacion a 200 rpm durante otros 30 minutos. Después el medio del cultivo anterior se llevé
hasta 50 ml con 2x TY (que contenia 100 pug/ml de ampicilina y 25 pg/ml de kanamicina), luego el cultivo se incubé a
25 °C con agitacion a 250 rpm durante 36 a 48 horas. A continuacién el cultivo se centrifugd a 4 °C durante 30
minutos a 4000 rpm. El sobrenadante se filtré a través de un filiro de jeringa de 0.45 um y se almacend a 4 °C para
la concentracion posterior. Después el sobrenadante se concentrd por precipitacion con PEG y se resuspendié en
PBS al 10% del volumen original almacenado.

Ejemplo 14 - Deteccién de TCR NY ESO heterodimérico funcional que contiene un enlace disulfuro intercatenario no
nativo en particulas de fago filamentoso

Se detect6 la presencia de TCR NY-ESO funcional (union HLA-A2-NY-ESO) presentado en particulas fagicas en la
suspension concentrada preparada en el ejemplo 13 usando los métodos fago-ELISA descritos en el ejemplo 4. La
figura 20 muestra la unién especifica de las particulas fagicas que presentan TCR NY-ESO con HLA-A2-NY-ESO en
un ensayo fago-ELISA.

Ejemplo 15 - Construccion de plasmidos para expresion celular de los genes de HLA-DRA.

Las secuencias de ADN que codifican la porcion extracelular de las cadenas de HLA-DRA se amplifican a partir de
ADNCc aislado de la sangre de un sujeto humano sano, usando la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), con
pares de cebadores de ADN sintéticos disefiados para incluir un sitio de restriccién Bgl Il.

Después se us6 mutagénesis por PCR para agregar ADN que codifica la cremallera de leucina de Fos al extremo 3'
de la secuencia amplificada.

Las manipulaciones de ADN y la clonacion descritas antes se llevan a cabo como se describe en Sambrook, J et al,
(1989). Molecular Cloning - A Laboratory Manual. Segunda edicién. Cold Spring Harbor Laboratory Press, EE.UU.

La figura 21 proporciona la secuencia de ADN de la cadena  de HLA-DR lista para su insercion en el vector de
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expresion bicistrénico. Esta figura indica la posicion de los codones que codifican el péptido de la cremallera de
leucina de Fos y el marcador (tag) de biotinilacién.

La numeracién de aminoacidos se basa en la secuencia de raton (Kabat, 1991, Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 52 edicién, US Dept of Health & Human Services, Public Health Service, NIH, Bethesda, MD
1-1137)

Esta secuencia de ADN se inserta después en un vector de baculovirus bicistronico pAcAB3 (véase la figura 22 por
la secuencia de este vector) junto con el ADN que codifica la cadena  de HLA de clase Il correspondiente, para su
expresion en células de insecto Sf9. Este vector se puede utilizar para expresar cualquier complejo HLA-péptido de
clase Il en células de insecto.

Ejemplo 16. Construccion de plasmidos para la expresion celular de HLA-DRB de tipo silvestre y genes mutantes.

Las secuencias de ADN que codifican la porcion extracelular de las cadenas de HLA-DRB se amplifican a partir de
ADNCc aislado de la sangre de un sujeto humano sano, usando la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR), con
pares de cebadores de ADN sintéticos disefiados para incluir un sitio de restriccion BamH1.

Después se us6 mutagénesis por PCR para agregar ADN que codifica la cremallera de leucina de Jun al extremo 3'
de la secuencia amplificada y el ADN que codifica el péptido HA de la gripe cargado por la molécula HLA-DR1 al
extremo 5' de la secuencia.

Las manipulaciones de ADN y la clonacion descritas antes se llevan a cabo como se describe en Sambrook, J et al,
(1989). Molecular Cloning - A Laboratory Manual. Segunda edicién. Cold Spring Harbor Laboratory Press, EE.UU.

La figura 23 proporciona la secuencia de ADN de la cadena 8 de HLA-DR lista para su insercion en el vector de
expresion bicistronico. Esta figura indica la posicion de los codones que codifican el péptido de la cremallera de
leucina de Juny el péptido HA de la gripe.

La numeracion de aminoacidos se basa en la secuencia de raton (Kabat, 1991, Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 52 edicion, US Dept of Health #38; Human Services, Public Health Service, NIH, Bethesda,
MD 1-1137)

Esta secuencia de ADN se inserta después en un vector de baculovirus bicistronico pAcAB3 (véase la figura 22 por
la secuencia de este vector) junto con el ADN que codifica la cadena a de clase Il correspondiente, para su
expresion en células de insecto Sf9. Este vector se puede utilizar para expresar cualquier complejo HLA-péptido de
clase Il en células de insecto.

Ejemplo 17 Expresion y replegamiento de complejos HLA-DR1-HA de la gripe clase Il .

La expresion de MHC de clase Il se lleva a cabo utilizando los vectores de expresion bicistronicos producidos como
se describe en los ejemplos 15 y 16 que contienen las cadenas a y B de HLA-DR1 clase Il y el péptido HA de la
gripe. Los métodos de expresion y purificacion utilizados son como se describe en (Gauthier (1998) PNAS EE.UU | p
11828-11833). En resumen, HLA-DR1 soluble se expresa en el sistema de baculovirus reemplazando las regiones
transmembrana hidréfobas y los segmentos citoplasmaticos de las cadenas a y B de DR con dominios de
dimerizacién de cremallera de leucina de los factores de transcripcion Fos y Jun. En el constructo de expresion, la
secuencia del péptido HA de la gripe cargado en MHC de la clase requerida se une covalentemente al extremo N
terminal de la cadena 8 de DR madura y la cadena a de DR contiene una secuencia marcadora de biotinilacion para
facilitar la formacion del ligando bifuncional utilizando la metodologia de multimerizacion de biotina / estrepavidina.
La proteina recombinante es secretada por células Sf9 infectadas con el baculovirus recombinante y purificada por
cromatografia de afinidad. La proteina se purifica adicionalmente por HPLC de intercambio anionico.

Ejemplo 18 - Constructo de moléculas péptido-HLA solubles de clase |

Con el fin de investigar mas a fondo la especificidad del clon 134 de TCR A6 de alta afinidad se produjeron las
moléculas de HLA-péptido clase | solubles siguientes:

HLA-A2 - péptido (LLGRNSFEV) (SEQ ID 23)
HLA-A2 - péptido (KLVALGINAV) (SEQ ID 24)
HLA-A2 - péptido (LLGDLFGV) (SEQ ID 25)
HLA-BS - péptido (FLRGRAYGL) (SEQ ID 26)
HLA-B27 - péptido (HRCQAIRKK) (SEQ ID 27)
HLA - Cw6 -péptido (YRSGIIAVV) (SEQ ID 28)
HLA-A24 - péptido (VYGFVRACL) (SEQ ID 29)
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HLA-A2 - péptido (ILAKFLHWL) (SEQ ID 30)
HLA-A2 - péptido (LTLGEFLKL) (SEQ ID 31)
HLA-A2 - péptido (GILGFVFTL) (SEQ ID 33)
HLA-A2 - péptido (SLYNTVATL) (SEQ ID 34)

Estos péptidos -HLA solubles se produjeron utilizando los métodos descritos en el ejemplo 10.

Ejemplo 19 - Medicion por resonancia de plasmones superficiales BIAcore de la especificidad de union del clon 134
de TCR A6 de alta afinidad al péptido-HLA.

Se us6 un biosensor de resonancia de plasmones superficiales (BlAcore 3000™) para analizar la especificidad de
unién del clon 134 de TCR A6. (véanse las figuras 15a y 15b por las secuencias completas de ADN y aminoacidos
de la cadena B mutada de TCR, respectivamente) Se llevé a cabo utilizando HLA-DR1-péptido de clase I, producido
como se describe en los ejemplos 15 -17 y los complejos péptido-HLA de clase | indicados en el ejemplo 18,
producidos utilizando los métodos detallados en el ejemplo 10. La tabla siguiente presenta los complejos péptido-
HLA utilizados:

. HLA-A2 - péptido (LLGRNSFEV) (SEQ ID 23)

. HLA-A2 - péptido (KLVALGINAV) (SEQ ID 24)
. HLA-A2 - péptido (LLGDLFGV) (SEQ ID 25)

. HLA-BS - péptido (FLRGRAYGL) (SEQ ID 26)

. HLA-B27 - péptido (HRCQAIRKK) (SEQ ID 27)
. HLA - Cw6 -péptido (YRSGIIAVV) (SEQ ID 28)
. HLA-A24 - péptido (VYGFVRACL) (SEQ ID 29)
. HLA-A2 - péptido (ILAKFLHWL) (SEQ ID 30)

. HLA-A2 - péptido (LTLGEFLKL) (SEQ ID 31)
10. HLA-DR1-péptido (PKYVKQNTLKLA) (SEQ ID 32)
11. HLA-A2 - péptido (GILGFVFTL) (SEQ ID 33)
12. HLA-A2 - péptido (SLYNTVATL) (SEQ ID 34)

Co~Nouh,wnNPE

Los péptidos HLA anteriores se inmovilizaron en las superficies de union recubiertas de estreptavidina en las celdas
de flujo de un BlAcore 3000™ de manera semiorientada.

El BlAcore 3000™ permite analizar la unidn del receptor de linfocitos T soluble hasta con cuatro pMHC diferentes
(inmovilizados en celdas de flujo diferentes) simultaneamente. Para este experimento se inmovilizaron tres HLA-
péptidos diferentes en las celdas de flujo 2-4 y 1 celda de flujo se dejé en blanco como control. La inyeccidon manual
de complejos HLA-péptido permitié la manipulacion del nivel exacto de moléculas inmovilizadas.

Después que se hubo evaluado la capacidad del clon 134 de TCR A6 de alta afinidad para unirse a los 3 primeros
complejos HLA-péptido de la lista anterior los siguientes tres se inmovilizaron en estas celdas de flujo directamente
encima de los anteriores. Este proceso se continud hasta que se hubo evaluado la union del clon 134 de TCR A6 de
alta afinidad a los 12 complejos HLA-péptido.

Diez inyecciones de 5 pl de clon 134 de TCR A6 de alta afinidad se pasaron sobre cada celda de flujo a 5 pl/min en
concentraciones que van desde 4.1 ng/ml a 2.1 mg/ml. (Véanse Figuras 24-28)

Como control final el clon 134 de TCR A6 de alta afinidad se pasé sobre una celda de flujo que contenia HLA-A2 Tax
inmovilizado (LLFGYPVYV) (SEQ ID 21), el ligando anélogo para este TCR.

La unidn especifica del clon 134 de TCR A6 de alta afinidad sélo se observé con su ligando analogo. (HLA-A2 Tax
(LLFGYPVYV) (SEQ ID 21)) Estos datos demuestran ademas la especificidad del clon 134 de TCR A6 de alta
afinidad. (Véanse Figuras 24-28)

Ejemplo 20 - Mutagénesis de las regiones CDR3 de TCR NY ESO

Las regiones CDR3 de TCR NY-ESO fueron destinadas a la introducciébn de mutaciones para investigar la
posibilidad de generar mutantes de alta afinidad. Esto se logré utilizando cebadores de PCR especificos para TCR
NY-ESO en combinacion con métodos sustancialmente similares a los que se detallan en el ejemplo 7.

Ejemplo 21 - Aislamiento de mutantes de TCR A6 de alta afinidad

El aislamiento de mutantes de TCR NY-ESO de alta afinidad se llevé a cabo por el primero de los dos métodos
descritos en el ejemplo 8.

Se identificé un Unico mutante de TCR NY-ESO de alta afinidad.
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Ejemplo 22 - Produccién de TCR NY-ESO heterodimérico de alta afinidad soluble con enlace disulfuro no nativo
entre las regiones constantes, que contiene mutaciones en la region variable

Se aisl6 el ADN del fagémido que codifica el mutante de TCR NY-ESO de alta afinidad identificado en el ejemplo 21
de células de E. coli pertinentes utilizando un kit Mini-Prep (Quiagen, Reino Unido)

Se usaron amplificacion por PCR utilizando el ADN del fagomido como diana y los cebadores siguientes para
amplificar la secuencia de ADN de la region variable de la cadena  mutada de TCR NY-ESO soluble.

Cebador hacia delante de la cadena beta de NY-ESO

Tctctcattaatgaatgctggtgtcactcagacccce (SEQ ID 145)

(Sitio de restriccion Asel esta subrayado)

Cebador reverso universal de la cadena beta

Tagaaaccggtggccaggcacaccagtgtgg (SEQ ID 146)

(Sitio de restriccion Agel esta subrayado)

Después el producto de PCR se digiri6 con Agel/Asel y se cloné en pEX821 (producido tal como se describe en el
ejemplo 11) y se corté con Nde/Agel.

La secuencia de ADN de la cadena 8 mutada de TCR NY-ESO amplificada como se describié antes, y la cadena a
de TCR NY-ESO producida como se describe en el ejemplo 11 se usaron para producir un TCR NY-ESO de alta
afinidad soluble como se describe en WO 03/020763. En resumen, las dos cadenas se expresan como cuerpos de
inclusion en cultivos de E. coli separados. Después los cuerpos de inclusién se aislan, desnaturalizan y se vuelven a
plegar juntos en vitro.

Ejemplo 23 - Caracterizacion por resonancia de plasmones superficiales BlIAcore de la unién de TCR NY ESO de
alta afinidad con HLA-A2 Tax.

Se us6 un biosensor de resonancia de plasmones superficiales (BIAcore 3000™) para analizar la unién de TCR NY-
ESO de alta afinidad con el ligando HLA-A2 NY-ESO. Esto se facilit6 mediante la produccion de complejos pMHC
(como se describe en el ejemplo 10) que se inmovilizaron en una superficie de unién recubierta con estreptavidina
de manera semiorientada, permitiendo el andlisis eficaz de la unién de un receptor de linfocitos T soluble con hasta
cuatro pMHC diferentes (inmovilizados en celdas de flujo diferentes) simultaneamente. La inyeccion manual del
complejo HLA permite manipular facilmente el nivel exacto de moléculas clase | inmovilizadas.

Las interacciones entre TCR NY-ESO de alta afinidad que contiene un enlace intercatenario nuevo y el complejo
HLA-A2 NY-ESO o una combinaciéon de HLA-A2 Tax irrelevante, cuya produccion se describe en el ejemplo 10, se
analizaron en un biosensor de resonancia de plasmones superficiales (SPR) BlAcore 3000™, nuevamente como se
describe en el ejemplo 10.

Se calcul6 que la kd para la interaccién de NY-ESO de alta afinidad soluble con el HLA-A2 NY-ESO era en 4.1 pm,
(véanse figuras 29a y 29b) que se comparan una kd de 15.7 um para la interaccién de tipo silvestre. (Véanse las
figuras 30a y 30b)

Ejemplo 24 - Produccion y analisis de otros TCR A6 de alta afinidad
Los TCR solubles que contienen las mutaciones siguientes correspondientes a los identificados en los clones 89, 1,

111y 71 (véase el ejemplo 8) se produjeron utilizando los métodos detallados en el ejemplo 9. Después se evaluo la
unién de estos TCR solubles con HLA-A2 Tax mediante el ensayo de Biacore detallado en el ejemplo 10.

Mutantes de la cadena 3 de TCR A6

Clon Secuencia de CDR3

Tipo silvestre | GCCTCGAGGCCGGGACTAGCGGGAGGGCGACCAGAGCAGTAG (SEQ ID 83)

ASRPGLAGGRPEQY (SEQID 84)

89 GCCTCGAGGCCGGGACTAGCGGGAGGGCGACCAGAGGATTAG (SEQ ID 91)
ASRPGLAGGRPEDX(SEQID 92)
1 GCCTCGAGGCCGGGGCTGGTTCCGGGGCGACCAGAGCAGTAG (SEQ ID 97)

ASRPGLVPGRPEQX(SEQ ID 98)

1] GCCTCGAGGCCGGGACTAGCGGGAGGGCGACCACATCCGTAG (SEQ ID 101)
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Mutantes de la cadena B de TCR A6

Clon Secuencia de CDR3

ASRPGLAGGRPHPX(SEQ ID 102)

Mutantes de la cadena a de TCR A6

Clon CDR3

Tipo silvestre | GCCGTTACAACTGACAGCTGGGGGAAGCTTCAG (SEQ ID 107)

AVTTDSWGKLQ(SEQ ID 108)

71 GCCGTTACAACTGACAGCTGGGGGGAGCTTCAT (SEQ ID 117)

AVTTDSWGELH (SEQ ID 118)

Mutaciones combinadas utilizadas como base para la produccién de TCR A6 mutados solubles:

Mutaciones del clon 89 + mutaciones del clon 134
Mutaciones del clon 71 + mutaciones del clon 134
Mutaciones del clon 71 + mutaciones del clon 89
Mutaciones del clon 1 + BG102—Mutacion A

Resultados:

La tabla siguiente compara la afinidad por HLA-A2 Tax de los TCR A6 mutados solubles anteriores con la obtenida
utilizando un TCR A6 soluble que contiene regiones variables sin mutar. Tenga en cuenta que la afinidad de los
mutantes de mas alta afinidad se expresa como la vida media para la interaccion. (T12) Estos TCR A6 mutantes
solubles mostraron mayor afinidad por HLA-A2 Tax que el TCR A6 sin mutar soluble como lo demuestra su menor kg
0 mayor T2 para la interaccion.

Las figuras 31-37 muestran las huellas Biacore utilizadas para calcular la afinidad por HLA-A2 Tax de estos TCR
mutados solubles. Las figuras 38a-e muestran la secuencia de aminoacidos de las cadenas mutadas de TCR A6.

TCR A6 Kd (UM). T12 ()

Tipo silvestre 1.9 7

Clon 1 810

Clon 89 0.41

Clon 111 1.18

Clon 71 1.37

Clon 89 + mutaciones del clon 134 114 (fase 1)
4500 (fase 2)

Clon 71 + mutaciones del clon 134 882

Clon 71 + mutaciones del clon 89 0.35

Clon 1 + BG102—Mutacién A 738

Ejemplo 25 - Tincién de células utilizando mondmeros y tetrameros de TCR A6 de alta afinidad

Se incubaron células que presentan el antigeno T2 con 32m (3 pg/ml) se pulsaron con péptido Tax a un rango de
concentraciones (10'5 -10° M) durante 90 minutos a 37 °C. Controles, que también utilizan linfocitos T2 incubados
con 32m (3 pg/ml), se pulsaron con el péptido de la gripe 10®° M o se incubaron sin péptido (sin pulsar). Después de
pulsar las células se lavaron en RPMI exento de suero y se incubaron 2 x 10° células con tetrameros del clon 134 de
TCR A6 de alta afinidad unido a estreptavidina marcado con ficoeritrina (PE). (Molecular probes, los Paises Bajos)
(10 pg/ml) o con mondmeros del clon 134 de TCR A6 de alta afinidad marcados con Alexa 488 (Molecular probes,
los Paises Bajos) durante 10 minutos a temperatura ambiente. Después de lavar las células, se examiné la unién de
los tetrdmeros de y mondmeros de TCR marcados por citometria de flujo utilizando un FACSVantage SE (Becton
Dickinson).
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Resultados

Como se ilustra en la figura 39a la tincion especifica de los linfocitos T2 por tetrameros de TCR A6 de alta afinidad
se pudo observar a concentraciones de péptido Tax de hasta 10° M.

Como se ilustra en la figura 39b la tincion especifica de los linfocitos T2 por monémeros de TCR A6 de alta afinidad
se pudo observar a concentraciones de péptido Tax de hasta 108 M.
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REIVINDICACIONES

1. Una particula fagica que presenta en su superficie un par de polipéptidos de los receptores de linfocitos T
diméricos (dTCR), donde dicho par de polipéptidos de dTCR esta constituido por un primer polipéptido en el cual una
secuencia del dominio variable de la cadena a o & de TCR se fusiona al extremo N terminal de una secuencia
extracelular del dominio constante de la cadena a de TCR y un segundo polipéptido donde una secuencia del
dominio variable de la cadena B o y de TCR se fusiona al extremo N terminal de una secuencia extracelular del
dominio constante de la cadena B de TCR; donde el primer y segundo polipéptidos estan unidos por un enlace
disulfuro que corresponde al enlace disulfuro intercatenario nativo presente en los TCR af diméricos nativos.

2. Una particula fagica como la que se reivindica en la reivindicacion 1 que es una particula de un fago filamentoso.

3. Una particula fagica como la que se reivindica en la reivindicacién 1 o 2 donde el extremo C-terminal de un
miembro del par de polipéptidos de dTCR esta unida por un enlace peptidico a un residuo expuesto en la superficie
de la particula fagica.

4. Una coleccion variada de particulas fagicas como la que se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones
anteriores.

5. Una coleccion variada como la que se reivindica en la reivindicacion 4 donde la variacion reside en los dominios
variables del par de polipéptidos de dTCR .

6. Un método para la identificacion de los TCR con una caracteristica especifica, donde dicho método comprende
someter una coleccion variada de TCR presentados en particulas fagicas segun se reivindica en cualquiera de las
reivindicaciones 4 o 5 a un proceso de seleccidon que selecciona en funcion de dicha caracteristica, y aislar las
particulas fagicas que presentan un TCR con dicha caracteristica, y opcionalmente a un proceso de amplificacion
para multiplicar las particulas aisladas, y/o a un proceso de cribado que mide dicha caracteristica, identificando esas
particulas fagicas que presentan un TCR con la caracteristica deseada y aislando esas particulas fagicas, y
opcionalmente a un proceso de amplificacion para multiplicar las particulas aisladas.

7. Un método como el que se reivindica en la reivindicacion 6 donde la caracteristica especifica es mayor afinidad
por un ligando de TCR.
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Figura 1a

Atgragaaggaagtggagcagaactoctggaccoctcagtgttccagagggagooatt
gcotctoctcaactgoacttacagtgaccgaggttoccagtocttcttocbggtacaga
caatattotgggaaaagcocigagtigataatgtocatatactccaatggtgacaaa
gaagatggaaggtttacagcacagctcaataaagocagocagtatgttotocictacto
atcagagactoccagcccagtgaticagocacctacctctgtgeocgttacaactgac
agctgggggaaattgoagtitggagoagggacocaggi tgtggtcaccccagatatc
cagaacccotbgaccoctgoecgtigtaccagoetgagagactoctaaatccagtgacaagtot
gtotgoctattcacogattiitgattolcaaacaaatgtgtcacaaagtaaggatctet
gatgtgtatatcacagacaaatgtgtgcotagacatgaggtctatggacttcaagage
aacagtgctgtggoctggagcaacaaatctgactttgocatgtgcaaacgocttcaac
aacagcattattccagaagacacctitotitecccageccagaaagttoctaa

(SEQ ID 147)

Figura 1b

atgaacgctggtgtcactcagaccocaaaatioccaggtcotgaagacaggacagage
atgacactgcagtgtgcccaggatatgaaccacgaatacatgtcctggtatcgacaa
gacccaggcatggggotgaggetgattecattactecagttggtgotggtatcactgac
caaggagaagtcoccaatggctacaatgtoctocagatcaaccacagaggattteccg
ctoaggotgotgtoggetgotcoctococagacatctgtgtacttetgtgocagoagg
cogggactagogggagggogaccagagcagtacttogggoccgggoaccaggetocacyg
gtcacagaggacctgaaaaacgtgttcococaccocgaggtegotgtgtttgagoccatea
gaagcagagatctoccacacccaaaaggocacactggogtgectggecacaggotoo
tacccocogaccacgtggagctgagcoctggtgggtgaatgggaaggaggtgcacaghgag
gtctgcacagaccocgcagcocococtcaaggagoageocogoocctecaatgactocagatac
gototgagcageogoctgagggtotoggocacct Lot ggoaggacoocogoaaccac
LCocgotgbcaagtocagttoctacgggotctioggagaatgacgagtggacccaggat
agggccaaacoogtoaccocagatogtcagogocgaggoctggggtagagcagactaa
(SEQ ID 148)
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KEVEQNSGPL
SNGDKEDGRF
GAGTQVVVTP
DVYITDKE?L
PESS*

(SEQ ID 149)

M

NAGVTOTPKF
GAGITDQGEV
RPEQYFGPGT
FYPDHVELSW
FWODERNHFR
(SEQ ID 150)

SVPEGAIASL
TAQLNKASQY
DIQNPDEBAVY
DMRSMDFKSHN

QVLKTGOSMT
ENGYNVSRST
RLTVTEDLKN
WUNGKEVHSG
CQVQFYGLSE
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Figura 2a

NCTYSDRGSQ SFFWYRQYSG
VELLIRDSQF SDSATYLCAV
QLRDSKSSDE SVCLFTDFDS
SAVAWSNESD FACANAFNNS

Figura 2b

LOCAQDMHE YMSWYRQDPG
TEDFFLRLLS AAPSQTSVYF
VFPPEVAVFE PSEAEISHTQ
VCTDPOPLKE QPALNDSREYA
MDEWTQDRAK PVTQIVSAEA
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Figura 3
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1 gttaactacg tcaggtggca cttttcgggg aaatgtgcge ggaaccccta tttgtttatt
61 tttctaaata cattcaaata tgtatccget cargagacaa taaccctgat aaatgcttca
121 ataatattga aaaaggaaga gtatgagtat tcaacatttc cgtgtegeoee ttattecctt
181 ttttgeggea ttttgocttc cbgtetttge tcacccagaa acgcetggtga aagtaaaaga
241 tgctgaagat cagttgggtg cacgagtggg ttacatcgaa ctggatctca acageggtaa
301 gatccttgag agttttcgeo ccgaagaacg ttoctecaatg atgagcactt ttaaagttct
361 gctatgtgge gcggtattat ccocgtgttga cgecgggeaa gagcaactcg gtcgccgeat
421 acactattct cagaatgact tggttgagta ctcaccagtc acagaaaagc atcttacgga
481 tggcatgaca gtaagagaat tatgcagtgec tgecataace atgagtgata acactgogge
541 caacttactt{ c¢tgacaacga tcggaggacc gaaggagcta accgettttt tgcacaacat
601 gggggatcat gtaactcgce ttgatcgttg ggaaccggag ctgaatgaag ccataccaaa
661 cgacgagcgt gacaccacga tgcctgtage aatggcaaca acgttgcgca aactattaac
721 tggegaacta cttactctag cttcccggea acaattaata gactggatgg aggcggataa
781 agttgcagga ccacttctgc gectcggccct tocggotgge tggtttattg ctgataaatc
841 tggagccggt gagogtgggt ctogeoggtat cattgcagca ctggggecag atggtaagcec
901 ctecogtate gtagttatbct acacgacggg gadgtcaggca actatggatg aacgaaatag
961 acagatcgct gagataggtg cctcactgat taagcoatigg taactgicag accaagttta
1021 ctcatatata ctttagattg atttaccccg gttgataatc agaaaagcocc caaaaacaqg
1081 aagattgtar aagcaaatat ttaaattgta aacgttaata ttttgttaaa attcgcegtta
1141 aatttttgft aaatcagctc attttttaac caataggcecyg aaatcggcaa aatcccttat
1201 aaatcaaaag aatagcccga gatagggttg agtgttgttc cagtttggaa caagagtcca
1261 ctattaaaga acgtggactc caacgtcaaa gggcgaaaaa ccgtctatca gggcogatgge
1321 ccactacgtg aaccatcacc caaatcaagt tttttggggt cgaggtgccg taaagcacta
1381 aatcggaacc ctaaagggag cccccgattt agagcttgac ggggaaageg aacgtggcega
1441 gaaaggaagyg gaagaaagog aaaggagegd gogetaggge gotggcoaagt gtagoggtca
1501 cgetgegegt aaccaccaca ¢gfegecgege ttaatgogoe gctacaggge gogtaaaagg
1561 atctaggtga agatcctttt tgataatctc atgaccaaaa tcccttaacg tgagttttcg
1621 ttccactgag cgtcagacce c¢gtagaaaag atcaaaggat cttcttgaga tceootttttt
1681 ctgcgcgtaa tetgctgctt gcaaacaaaa aaaccaccgc taccagoggt ggtttgtttg
1741 ccggatcaag agctaccaac tetttttocg aaggtaactg gettcagceag agcgcagata
1801 ccaaatactg ttcttetagt gtagcegtag ttaggcecage acttcaagaa ctctgtagea
1861 ccgcoctacat acctegetct getaatcctg ttaccagtgg ctgctgocag tggcgataag
1921 tcgtgtctta cogggitgga c¢tecaagacga tagttaccgg ataaggegea goggtoggge
1981 tgaacggggg gttcgtgcac acagcccagc ttggagcgaa cgacctacac ¢gaactgaga
2041 tacctacagc gtgagctatg agaaagcgec acgcttccoccg aagggagaaa ggeggacagg
2101 tatccggtaa gcggcagggt <ggaacagga gagcgcacga gggagcettcoc agggggaaac
2161 gceotggtate tttatagtoe tgtegggtbtt cgccacctct gacttgagcg tegatttttg
2221 tgatgctegt caggggggoyg gagoctatgy asaaacgcca gcaacgcgge ctttttacgg
2281 ttcetggeet tttgetggece ttttgeteac atgtaatgtg agttagctcea ctceattaggc
2341 acccraggct ttacacttta tgcttcocgge tcgtatgttg tgtggaattg tgageggata
2401 acaatttcac acaggaaaca gctatgacca tgattacgcec aagcectacgta taataatatt
2461 ctatttcaag gagacagtca taatgaaata cctattgect acagcagecg ctggattgte
2521 attactegceg gcccagococgg ccatggecca gaaggaagtg gagcagaact ctggaccect
2581 cagtgttcca gagggagcca ttgoctctet, caactgcact tacagtgacc gaggttccca
2641 gtccttettc tggtacagac aatattctgg gaaaagccct gagttgataa tgtccatata
2701 ctccaatgygt gacaaagaag atggaaggtt tacagcacag ctcaataaag ccagccagta
2761 tgtttctctg ctcatcagag actcccagee cagtgattca gccacctacc tetgtgecogt
2821 tacaactgac agetggggga aattgcagit tggageaggg acccaggttg tggtcaccod
2881 agatatccag aaccctgacce ctgecqtgta ccagctgaga gactctaaat ccagtgacaa
2941 grtcrgtctge ctattcaccg attttgatte tcaaacaaat gtgtcacaaa gtaaggattce
3001 tgatgtgtat atcacagaca aatgtgtget agacatgagg tcetatggact tcaagagcaa
3061 cagtgctgtg gcctggagcea acaaatctga ctttgecatgt gcaaacgcect tcaacaacag
3121 cattattcca gaagacacct tcttcocccag cccagaaagt teoctaataac ctaggttaat
3181 taagaattcet ttaagaagga gatatacata tgaaaaaatt attattegea attcectttag
3241 rrgttecttt ctattctcac agegcgceagyg ctggtgtcac tcagaccoca aaattecagg
3301 tcctgaagac aggacagagc atgacactgc agtgtgccca ggatatgaac catgaataca
3361 tgtcctggta tcgacaagac ccaggcatgg ggctgagget gattcattac tcagttagtg

Figura 4
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3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461

ctggtatcac
aggatttcce
ccagcaggec
tcacggtcac
cagaagcaga
ageecgacca
gcacagacce
gcagcegect
aagtccagtt
tcacccagat
atcaccatca
ttactaacgt
tgtggaatge
gggttcctat
ctgagggtgg
ttcegggcta
accccgetaa
agaataatag
aaggcactga
atgacgctta
atcecattegt
ctggcggegg
gcggttctga
attttgatta
aaaacgcgct
ctgetatcga
gtgattttge
taatgaataa
ttgtctttag
tcocgtggtgt
ttgctaacat
tgagtcgtat
tacccaactt
g9geecgeace
ttggtaataa

(SEQ ID 151)

tgaccaagga
gctcaggctg
gggactagcg
agaggacectyg
gatctcccac
cgtggagctg
gcagceccote
gagggtetcg
ctacgggcetc
cgtcagegee
tcactagact
ctggaaagac
tacaggcgtt
tgggcreget
cggttctgag
tacttatatc
toctaatcet
gttccgaaac
cccegttaaa
ctggaacggt
ttgtgaatat
ctctggtggt
gggtggcgge
tgaaaagatg
acagcctgac
tggteteatt
tggctetaat
tttcegtcaa
cgctggtaaa
ctttgcgttt
actgcgtaat
tacggactgg
aatcgecttg
gateggeccte
agccegettce
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gaagtcccea
ctgtcggetyg
ggagggegac
aaaaacgtgt
acccaaaaqqg
agctggtggg
aaggagcagc
geocaccttet
tcggagaatg
gaggcotggg
gttgaaagtt
gacaaaactt
gtagtttata
atccctgaaa
ggrggcggea
aaccctecteg
tctettgagg
aggceaggggyg
acttattacc
aaattcagag
caaggccaat
ggttetggtg
tctgagggag
gcaaacgcta
gctaaaggca
ggtgacgttt
tcccaaatgg
tcatttacctt
ccatatgaat
cttttatatg
aaggagtctt
ccgtegettt
cagcacatcce
cccaacagtt
ggcgggcttt

atggctacaa
ctceecteocca
cagagcagta
tcccaccega
ccacactggt
tgaatgggaa
cegecctcaa
ggcaggaccc
acgagtggac
gtagagcaga
gtttagcaaa
tagatcgtta
ctggtgacqga
atgagggtgg
ctaaacctcc
acqggcactta
agtercagec
cattaactgt
agtacactecc
actgogettt
cgtctgacct
gcggctctga
gcggttcocgg
ataagggggc
aacttgattc
ccggecttge
ctcaagtcygy
ccetecctea
tttctattga
ttgccacctt
aataaggtac
acaacgtcgt
ceccettegee
gegcagectg
Lttt

tgtciccaga
gacatctgtg
cttegggecog
ggecgetgeyg
gtgcctggce
ggaggtgcac
tgactccaga
ccgcaaccac
ccaggatagg
cgcggecgca
accceataca
cgctaactat
aactcagtgt
tggctctgag
tgagtacgg:
tccgectggt
tctraaract
ttatacgggc
tgtatcatca
ccattcrtgge
gocctcaacet
gggtggtggc
tggtggctct
tatgaccgaa
tgtcgetact
taatggtaat
tgacggtgat
atcggttgaa
ttgtgacaaa
tatgtatgta
cctetagtea
gactgggaaa
agcrtggcegta
aatggcgaat
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tcaaccacag
tacttctgtg
ggcaccagge
tttgagecat
acaggcttct
agtggggtct
tacgctctga
tteegetgteo
gccaaacecy
tctagacatc
gaaaattecat
gagggtrgtc
tacggtacat
ggtggeggtt
gatacaccta
actgagcaaa
ttcatgttte
actgttacte
aaagccatgt
tttaatgagg
cctgtcaatg
tctgagggtg
ggttceggtyg
aatgccgatg
gattacggtg
ggtgctactg
aattcacctt
tgtcgecoctt
ataaacttat
ctttetacgt
aggcctatag
accctggegt
atagcgaaga
ggcgettcge
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Figura b
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Figura 6
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Figura 7a

Diagrama esqueméﬂcu del constructo de presentacidn en ribosoma A6 scTCR-C-Kappa

Beofll

[ — WCECEON (WS

Promotor TT Seceencia Mozak V alfa Conector WV beta C-beta Fragmente C-Happa

Figura 7b
ageTgoaget aatacgactc actataggaa caggocapca tgggccagas
ggaagtggag CAEIACLCL GAcoootcag tgctocagsg ggagocatig
CELCLCECAd CLOCACLLAc AgLUACcgag GETCCcaghc cLtcbhctgg
cacagacaat ACECTQOgaa Asgooctgag tCgataabgt ccatatacto .
CaatgQigac adagaigats gaaggiitac agcacagoic aataaagoca
gocagtatgt CLCLCTOCEC ALCAgAgach COCAQOCCag tgattcagoc
agctaccicl glLgocaitac Aactgactage tgggoggamat Tgoagttbgg
agcagSINce CAFITLAtST LCAcOgItey 099c9gEtes 99SY9a09ty
FarCEgegs ESICO9gtin aAcgCtgsta TCACTOASAC CECARARELS
COgUteEias A9ACAGIACA SAGCILOCE CEOtANESES ©CCAQUATAL
SaACtatgas CACATITECE GITATCTACO AQACSCAZEC ATOUIYCTIA
SOCTOACTEE CLACTCASEE GOUSCCOTA DCACTHACCA AgJagangre
CoCaabggct ACAMLQLEEE COSALCARCC ACHS4IGALE TOCOgoToag
gotgeTgteg SCEgOiocct cocagachtc TOTOTAcELe tdatgccagea
SHOCgggact A50g9gagey cYaccagoqec SgtICELSgy QOOIEgIaAse
aggctcacgg bcacagagsa cctgaasanc 9Tgttoccac cogaggroge
cgtgtttgag CccatCagasy CaqafAEcEC OOACACCOAS SAggCCacac
£QgtgEgost ggccacagge tectaccecg Accacghtaga gotgagoiay
tgggtgaaty SHAA9IARIC gracagtggy 9tcagracag ACCOgcagee
CotcaMggag CA9CEEgCcr toaatgacte cAgAtAcSEt SLoagoagoe
gectgagggl CEOggeracc LLOLY@cagn acoooogias SEafbpoege
tgtcaagicr agiictacey goCecogian Aatgacgagt Qacccagga
cagggccasa coocgtcacos agategbcag cqgoogagice T9SSatagag

cagacggtgy 4g9C99tEcs CLEAGEAEcA COCLOAcHCt QASCasgCa
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gactacgaga aacacdaagt cbtacgoctdc Jaagtcacce aAtcagggect

gagttcgece gtcacaaaga gettcaaccg cggagagtca taagaattet

cag

(SEQ ID 152)

Figura 7C
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Secuencia pUC19-T7

1

71
141
211
281
351
421
491
561
531
701
771
B4l
511
981
1951
1121
1151
1261
1331
1401
1471
1541
1611
1681
1751
1821
1891
1981
2031
2101
2171
2241
2311
2381
2451
2521
2581
2661

ctgctttoce
tccaccgtga
ataggcgagt
ttgtaaaggc
cgaccacttt
tcgocattet
atacaccgeg
cttactgaac
acgtcacgac
teetegatty
cttacttcgg
gataattgac
aacgtoctgg
cgcacccaga
tgetgoooot
tcgtaaccat
attttoctag
gt.g-a C t.cgc:a
:gacgaacgl:
aaaaggcttc
coggtggtga
gacggtcace
cageocgact
gatgtcgcac
cgtcocagec
goocaaageg
ttgoggtogt
graatagggg
ttgctggete
cgcgcaaccg
tgcgttaatc
caacacacet
gtegactatg

ggagcactat
aaagcceoctt
actctgtoak
acagogggaa
caccetctac
aggaactctc
coataataqg
caactcatga
ggtattggta
gCgaAAAAaAc
tatgguttge
cgottgatga
tgaagacgcg
gcgeooatagt
cagtoocgtty
tgacagtctyg
atccacttet
gtctggggca
ctgtttbekt
cattgacecga

‘agttctbgag

getattocage
Lgocccccad
tcgatactet
ttgtecckote
grggagactg
rgogocggaa
actaagacac
gegtogotca
gotaagtaat
acactcaatc
taacactegs
ctgagtgata
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Figura 8

gcggataaaa
tacacgogoco
tgggactatt
taagggaaaa
gacttctagt
aaaagogggg
geataactge
grggtcagtg
cccactatkeg
gtgttatace
tgectocgoact
atgagatcga
agccgggaag
aacgtegtga
atacctactt
gttcaaatga
aggaaaaact
tocttttotag
ggtggegatg
agtogkcteog
acatcgrggco
acagaatggc
gcacgegogt
ttecgoggtge
gcgtgetece
aactcgoage
aaatgccaag
ctattggoat
gtcactogct
tacgtcogacc
gagtgagtaa
crattgrraa
LtoectEgtceg

atatccaatt
ttggggataa
tacgaagtta
aacgccgtaa
caacccacgt
cbttcttgoaa
ggeoocgtLct
tettttogta
tgacgcoggt
coctagtaca
gtggtgctac
agggeegttg
gocogaccgac
cococoggtcba
getttatoeg
gtatatatga
attagagtac
tttcctagaa
gtcgocacca
cgtctatggt
ggatgtatgg
coaacctgag
cogggtogaac
gaagggctte
tcgaaggtec
Laaaaacact
gacoggaaaa
aatggcggaa
cocttocgocte
gtgctgtcca
tccgtgggge
agtgtgtcct
gragtaccet

gcagcaaaat
Fgaaagoggt
tacegettac
grgagagr.::a
cgcgggactg
acacagtcte

grrgcagcac
cgaccgoatt
cgoggactac
cgttagacga
EI’.‘Cg.lﬂﬂ Ig.ﬂ.
caaaagcggco

LgaccCCLELL
atcgcrrcec
gocataaasg
gactacggeg
cgagggecgt
agtagcggct

gggaccgcaa
cgggcgtggc
aggaatgcgt
tatcaatteyg
aggcgaatge
ttgogoget

(SEQ ID 154)

51

acagtactat
acaaataada
ttataacttt
aacggaagga
gcrcacccaa
aaggttacca
cgttgageca
gaatgcctac
tgaatgaaga
Ltgagcggaa
ggacateget
ttaattaktect
caaataacga
ccattcggga
tctagogact
aatctaacta
tggttttagg
gaactctagg
ddcaaacggc
ttatgacagy
agcgagacga
ttotgetats
ceegeteget
ccLctttocg
cocotetgogg
acgagcagtc
cgaccggaaa
actcactcoga
ctecgogggkbl
aagggctgac
ccgaaatgtg
ttgtcgatac
aggggcccat
tgggtrgaat
tagcgggaag
agacacgeca
gtcggggcty
cbgttogaca

tattaccaaa
agatttatgt
ttecttcbca
caaaaacgayg
tgtagcttga
ctocgtgaaaa
gocggogratg
cgtaccgtoa
ctgttgctag
ctagcaacco
accgttgttyg
gacctaccte
ctatttagac
gggcatagca
ctatccacgg
aattttgaag
gaattgcact
aaaaaaagac
cbhagttetog
aagatcacat
ttaggacaat
aatggccrat
ggatgtgget
cotgbocata
accatagaaa
cooocgoctec
acgagtgtac
ctatggogag

atgecgtttog
ctttocgooog

aaatacgaag
tggtactaac
ggctcgaget
tagogaaacy
ggttgtcaac
taaagrgtgg
tgggoggtty
ctggcagagg

gaatctgcag
aagtctatac
tactcataag
tggatcttkg
cctagagttg
tttgaagacg
tgacaagage
ctctottaat
cotocbgget
ttggcctega
caacgogltt
cgoctattee
ctcggocact
tcaatagatg
agtgactaat
taaaaattaa
Caaaagcaag
gcgeoattaga
atgattgaga
cggeatcaat
ggtcaccgac
tcocgogtoge
cgacteotatyg
ggecatteas
tatcaggaca
ggataccttt
aagaaaggac
cggegtegge
cggagagggg
tcactegogt
gcogagcata
geggttogac
taagtgaccg
ccgtgtagag
gogteggact
cgtataccac
I:gggcgactg
cectocgacgk
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Figura 9

A6 scTCR-C-kappa clonado en pUC19-T7

1

51
101
151
201
251
301
351
401
451
S01
551
601
651
T0L
. 751
a0l
851
901
951
1001
1051
1101
1151
1201
1251

ccatgggcca
gagggageca
gteckEEctte
tgtccatata
ctcaataaaqg
cagtgattca
aattgoaatt
tecaggcggag
gaccocaaaa
gtgcoccaaga
ggcatggggc
ccaaggagaa
attbococogot
tecogtgoca
“g999ccg99c
caccogagye
Caaaaggoca
ggagctgage
cagaccogca
gototgagoa
Caaccactee
agrggaccca
gooctggogta
getgagcaaa
cccatcaggg
tcataagaat

gaaggaagtg
ttgoctetet
tggtacagas
ctccaatggt
cca.gci:agta.
gocacctaceo
tggagcaggg
gtagatccgg
ttccaggtes
tatgaaccat
tgaggctgat
gtccccaatg
cagaockbgctg
acaggoccggsg
accagactca
cgoeghgtee
cactgatgra
tggtgggtga
gccoctcaag
gocogoctgag
cgetgtcaag
ggatagggcc
gagcagacqgg
gcagactacg
cctgagtteyg
=t

(SEQ ID 155)

gagcagaackt
caactgcact
aatattctgg
gacaaagaag
tgtttotetyg
tctgtgoogt
acccaggttg
cggtggcggg
tgaagacagg
gaatacatgt
tcattactea
QCctacaakt gl:
teggctgete
actagcggga
cggtcacaga
gagccateag
coctggooaca
atgggaagga
gagcagooog
ggtctcggoe
tccagtteta
aaacccgtca
tggaggcgge
agaaacacaa
{:C‘L‘gl’.{:it‘ﬂ.i

ctggacccct
cacagtgace
gaaaagceck
atggaaggtt
crtecat Eﬂ.’g’ﬂg’
tacaactgac
tggtcaccag
tecgaacgeotg
acagagcatg
cctggtatcg
gctggtactyg
ctccagatca
ccbococagac
gggocgaccag
ggacctgaaa
aagcagagak
ggcrtotace
g:gl:gc'acagl:
ccctcaatga
accbtctggc
cgggctetey
cccagatcak
tcacktcagca
agtctaecgee
agagcttoaa

52

cagtgttcca
gaggttcocca
gagttgataa
tacagcacag
actceccagcoe
agctaogggga
tggaggeagt
gtgtcactca
acactgcagt
acaagaccca
gtatcactga
accacagagg
atctgtgtac
agcagtactt
aacgtgttcc
ctogcacace
ceogaccacgt

ggggtcagca
ctocagatac

aggacccoog
gagaatgacg
cagegoegag
gcaccotgac
tgcgaagica
cegeggagag
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Figura 10

1G4 45TCR

12ng

ilado

10

120 ng
<00 ng

Comntrol b

Control transcrito in vitro sin ADN + lisina biotin

A6 scTCR-C-Kappa transcrito in vitro + lisina biotin

Af scTCR-C-Kappa transcrito in vitro + lisina biotin

S0ng|!

A6 seTCR-C-Kappa se muestra en la inmunotransferencia tipo western anterior con una flecha

La prote:
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Figura 11

13 14 15
Carril 1 marcador de ADN Bioline 100 bp
Carril 2 reaccion de AS scTCR-C-Kappa seleccionado contra perlas de HLA-A2 TAX
Carril 3 reaccion de A8 scTCR-C-Kappa seleccionado contra perlas de HLA-A2 TAX
en presencia de 10 microgramos de A6scTCR soluble
Carril 4 reaccion de A6 scTCR-C-Kappa seleccionado contra perlas de control
Carril 5 reaccidn de control sin ADN seleccionado contra perlas de HLA-A2 TAX
Carril 6 reaccidn de control sin ADN seleccionado contra perlas de HLA-A2 TAX en
presencia de 10 microgramos de AG6scTCR soluble
Carril 7 reaccion de control sin ADN seleccionado contra perlas de control
Carriles 8-12 y carril 13 son como los carriles 2-T excepto gque no se agrego
transcriptasa inversa
Sdlo tag de alta fidelidad de Roche. Estos son los controles de contaminacion del
ADN
Carril 13 control positivo de RT-PCR
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Figura 12a

Secuencia de ADM de |a cadena f del clon 9 del TCR AS mutado
golgglglcacicagaccccaaaaticcagglicelgaagataggacagagialgacactgeaglglgoccaggalalgaaccal
gaatacatgtcclgglalcgacaagacceagocalggggctgagactgaticatiactcagitggtgetggtatcactgaccaagga
gaaglccocaalpgolacaatglciccagalcaaccacagaggatitccegetcaggelgetategactociecctcocagacatel
guglacticiglgccagcaggecgggactagegogagggtgaccagagcaglacticggaccgggcaccaggricacggicac
agaggaccigaaaaacgigticccaccegaggtcgeigigiitgagecatcagaagecagagalcicecacacoccaaaaggoca
cactggiglgectggocacaggeiictaceecgaccacglggageigagelggigggtgaatgggaaggagatgoacaglggag
telgcacagaccogcagocecicaaggagoageccgoccicaatgactccagatacgetcigageageogectgagogictogg
ceaccliclggeaggacecoogeaaccacticegelglcaagiceagticlacgageteleggagaatgacgaglggacecagga
lagogecaaaccegicacccagalcgicagegeogaggeciogggiagagoagac

(SEQ ID 156)

Figura 12b

Secuencia de aminoacidos de la cadena B del clon 9 del TCR AG mutado

AGNVTOTPEKFOVLETGOSMTLOCAQDMNHEYMSWYRODPGMGLRLIHYSYGAGITDOGEVP
NGYNVSRSTTEDFPLRLLSAAPSOTSVYFCASRPGLAGGXPEQYFGPGTRLTVTEDLKNYF
PPEVAVFEPSEAEISHTOKATLVCLATGF Y POHVELSWWYNGKEVHSGVCTDPOPLKEQPA
LMNDSRYALSSRLRVSATFWOADPRNHFRCOVOFYGLSENDEWTQDRAKPVTQNVSAEAWGR
AD

(SEQ ID 157)

¥ =Indica la posicién del aminoacido correspondiente al coddn de parada ‘dpalo’
intfroducido, esto resultara generalmente en la sustitucion de un residuo de
friptofano (w) en la cadena B del TCR en este punto
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Figura 13

Secuencia de ADN de la cadena [ mutada del clon 49 de TCR. AB
getggtgtcaclicagacccoaaaaticcagglocigaagacaggacagaotalgacacigtaglglgeccaggatalgaaccat
gaatacalgicclpglalegaceagacecaggealansaciyaggcigaticattactcagitgglgetgglalcacigaccaagga
gaagiceccaalggolacaatglciccagalcaaccacagaggatiiccegctcaggeigetgicgactgatccelcoccagacatet
giglacticlglgccageaggecgggactagegggaggacgaccagageagiacticgggocgggeaccaggeicacggicac
agaggacclgaaaaacglgilcccaccegaggicgelgigiitgagecatcagaagcagagalcicccacacccaaaaggoca
cacigglgigeciggecacaggctictaccecgaccacglggagelgagelggigogigaalgggaaggaggigeacagloggg
ictgcacegaccogragoocicaaggageagooogeccicaalgaciccagatacgcictgagtagecgocigaggateiogy
ccaccltctggeaggacooccgeaaccacticcgetgicaagtecaghiclacgggciclcggagaatlgacgaglggacccagga
lagggccaaacccgicacceagalcglcagegccgagacclggggtagageagac

(SEQ ID 158)
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Figura 14a

Secuencia de ADN de |a cadena p mutada del clon 134 de TCR AB
gelgglatcacicagaccecaaaaliceaggleclgaagacaggacagageatgacactgoagigtgeccaggatatgaaccal
gaalacalgiccigglatcgacaagacoccaggealgogacigagpetgaticatiactcagitiggtgeiggtatcacigaceaagga
gaaglccccaalggelacaaltgiciccagalcaaccacagaggatiiccegeicaggelgcigteggelgetcecteccagacatet
gigtactictgigecicgagoccogggolgatgagtgegoaaccagageaglacticgagecgggeaccaggelcacggteac
agaggacctgaaaaacgigticccaccogagglcactglgitgagecalcagaageagagatcicccacacccaaaaggoca
cactgglgtgectggecaceggiticlaccoeegaccacgiggagelgagelogiogglgaalgggaaggaggigcacagiggggt
etgcacagacecgoagececicaagganeageccgoccicaalgactccagatacgetelgageagecgecigagggtetogg
ccaccliciggeaggacccocgtaactacticegelgicaagiccagiictacggocicicggagaatgacgagiggacceagga
lagggecaaaccegicaccocagalegicagegoegaggectgggglagageagact aagettgaatic

(SEQ 1D 159)

Figura 14b

Secuencia de aminoacidos de la cadena, § mutada del clon 134 de TCR Ab (BlAcore)
MNAGVTOTPEFOVLKTGOSMTLOCAQDMNHEYMSWYRQDPGMGLRLIHYSVGAGITDOG
EVPNGYNVSRSTTEDFPLRLLSAAPSOTSVYFCASRPGLMSAEPEQYFGPGTRLTVTEDLK
NVFPPEVAVFEPSEAEISHTOKATLVCLATGFYPDHVELSWWYNGKEVHSGVC TOPQPLKE
QPALNDSRYALSSRLRVSATFWOQDPRNHFRCOVOFYGLSENDEWTQDRAKPYTQIVSAEA
WGRAD®

(SEQ 1D 160)

Fiaura 14c

Secuencia de aminoacidos de la cadena [ mutada del clon 134 de TCR A6 (ELISA)
AGVTOTPKFQVLKTGOSMTLOCAGDMNHEYMSWYRQDPGMGLRLIHYSVGAGITDQGEVP
NGYNVESRSTTEDFPLRLLSAAPSOTSVYFCASRPGLMSAQPEQYFGPGTRLTYTEDLENVF
PPEVAVFEPSEAEISHTOKATLVCLATGFYPDHVELSWWWVNGKEVHSGVCTDPQPLEKEQPA
LNDSRYALSSRLRVSATFWOQDPRNHFRCOVOFYGLSENDEWTQDRAKPVTQIVSAEAWGR

AD

(SEQ ID 161)
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Figura 17a
atgcaggagetgacacagaticclges gciclgagigtcccagaaggagaaaactiggticicazctgeagtitcactgata
gcpclatitacaacciceaglggtilagecaggaccelge gaaagptcicacalcictgtigettaltcaptcaagtcagaga
gagcaaacaagiggasgactiaatgccicgelgeatanatcatcaggacgtaglactitatacatigeageticicagoctgy
Igacicagecacciaccicigigetgtgaggeccacalcaggaggaageiacatacclacatiiggaagaggaaccagect
tatigitcatecglalatccagaacecigacectgoe gigtaccaget gagagactclaaatccaglgacaagtet gt gect
attcaccgaltttgattctcaaacaaatgtgtcacaaagtaapgatictgatglglatatcacagacaaalgigtgetagacatgy
agelclalggaciicaagageaacagigetgiggoctggagcaacaaalcigactigcalgigcanacgcciicaacaaca

gcatlattccagaagacacciicticoccageccagaaagiicetaa
(SEQ ID 162)

Figura 17b

algggtgteactcagaccocasaaticcaggloctgaagacaggacagagoalgacaclgeagiglgeccaggatatgaa
ccalgaalacatgiccigglalegacaagacecaggcat ggeectgagect galtcattactcaghiggtgetgglatcactg
accaaggagaaglccocaatggctacaatgiciccagatcaaccacagaggatticocgotcagectigelgloggctgctc
celeccagacatelgiglacticigipocageagtiacplcppeascaccggppagcigiiiiiiggagaaprctciaggctg
accglaclggaggacel gaaaaacglglicccaccegaggicgctgtgitigagecalcagaageagagatetoccacacc
caaaaggccacaciggigigoctggccacaggoitciacccegaccacgtggagotzagciggigegipaat gggaags
aggtgcacagiggepictgeacagacccgoagececlcaaggagoagoccgeoclcaalgacteccagatacgelctgag
cagecgectpaggplcteggecacciictgpeaggacccecgeaaccacticcgetgicaagiecagiiclacggactele
BEAgaMZACEARIEEACCCAZRAARERCCAAACCCRICACCCAZACRICARCRCCEALECCIZEEEIagagCag

actaa
(SEQ ID 163}

Figura 18a

MOEVTOQIPAALSVPEGENLVLNCSFTDSAIYNLQWFR(OQ
DPGKGLTSLLLIQSSQREQTSGRLNASLDKSSGRSTLYI
AASQPGDSATYLCAVRPTSGGSYIPTFGRGTSLIVHPYI
ONPDPAVYQLRDSKSSDKSVCLFTDFDSQTNVSQSKDS
DVYITDKCVLDMRSMDFKSNSAVAWSNKSDFACANAF
NNSIIPEDTFFPSPESS Stop

(SEQ ID 164)

Figura 18b

MGVTQTPKFQVLKTGQSMTLQCAQDMNHEYMSWYRQ
DPGMGLRLIHYSVGAGITDQGEVPNGYNVSRSTTEDFP
LRLLSAAPSQTSVYFCASSYVGNTGELFFGEGSRLTVLE
DLKNVFPPEVAVFEPSEAEISHTQKATLVCLATGFYPDH
VELSWWVNGKEVHSGVCTDPQPLKEQPALNDSRYALS
SRLRVSATFWQDPRNHFRCQVQFYGLSENDEWTQDRA
KPVTQIVSAEAWGRA D Step (SEQ ID 165)

60



ES 2451691 T3

Figura 192

TTCCTGECCT TTTGCTGGCS TTTTGCTCAC ATGTAATGTG AGTTAGCTCA
AAGGACCGGA ARACGACCGG ARMACGAGTG TACATTACAC TCAATCGAGT
CTCATTAGGC ACCCCAGGCT TTACACTTTA TGCTTCCGGC TCGTATGTTG
GAGTARATCCG TGGGGTCCGA ARTGTGAAAT ACGAAGGCCG AGCATACAAC
TGTGGAATTG TGAGCGGATA ACAATTTCAC ACAGGAAACA GCTATGACCA
ACACCTTAAC ACTCGCCTAT TGTTAAARGTG TCTCCTTTGT CGATACTGGT
TGATTACGCC AAGCTACGTA CTTAAGTATT CTATTTCAAG GAGACAGTCA
ACTAATGCGG TTCGATGCAT GARATTCATAA GATAAAGTTC CTCTGTCAGT
TAATGARAATA CCTATTGCCT ACGGCAGCCG CTGGATTGTT ATTACTOGCG
ATTACTITAT GGATAACGGA TGCCGTCGGC GACCTAACAA TAATGAGCGC
GCCCAGCCGG CCATGGCCAA ACAGGAGGTG ACGCAGATTC CTGCAGCTCT
CGGCTCRECC GGTACCCGTT TGTCCTCCAC TGCGTCTAAG GACGTCGAGA
GAGTGTCCCA GAAGGAGARA ACTTIGGTTCT CAACTGCAGT TTCACTGATA
CTCACAGGGT CTTCCTCTTT TGAACCAAGA GTTGACGTCA AAGTGACTAT
GCGCTATTTA CAACCTCCAG TGGTTTAGGC AGGACCCIGG GAAAGGTCTC
CGCCGATARAT GTTGGAGGTC ACCRAARTCCG TCCTGGGACC CTITCCAGAG
ACATCTCTGT TGCTTATTCA GTCAAGTCAG AGAGAGCAARA CAAGTGGAAG
TGTAGAGACA ACGAATAAGT CAGTTCAGTC TCTCTOGTTT GTTCACCTTC
ACTTRATGCC TCGCTGGATA AATCATCACG ACGTAGTACT TTATACATTG
TGAATTACGG AGCGACCTAT TTAGTAGTCC TGCATCATGA AATATGTAAC
CAGCTTCTCAR GCCTGGTGAC TCAGCCACCT ACCTCTGTGC TGTGAGGCCC
GTCGAACAGT CGGACCACTG AGTCGGTGGA TGGAGACACG ACACTCCGGG
ACATCAGGAG GAAGCTACAT ACCTACATTT GGAAGAGGAA CCAGCCTTAT
TGTAGTCCTC CTTCGATGTA TGGATGTAAA COTTCTCCTT GGTCGGAATA
TGTTCATCCG TATATCCAGA ACCLGGATCC TGCCGTGTAC CAGCTGAGAG
ACAAGTAGGC ATATAGGTCT TGGGCCTAGG ACGGCACATG GTCGACTCTC
ACTCTAAATC CAGTGACAAG TCTGTCTGCC TATTCACCGA TTTTGATTCT
TGAGATITAG GTCACTGTTC AGACAGACGG ATAAGTGGCT AAAACTAAGA
CAARCAAATG TGTCACARAG TAAGGATTCT GATGTGTATA TCACAGACAA
GTTTGTITAC ACAGTGTTTC ATTCCTAAGA CTACACATAT AGTGTCTGTT
ATGTGTGCTA GACATGAGGT CTATGGACTT CAAGAGCAAC AGTGCTGTGG
TACARCACGAT CTCTACTCCA GATACCTSAA GCITTCTLSTTS TCACGACACC
CCTGGAGCAA CRAATCTGAC TTTGCATSTG CAAACGCCTT CAACAACAGC
GGACCTCGTT GTTTAGACTG AAACGTACAC GTTTGCGGAA GTTGTTETCG
ATTATTCCAG ARGACACCTT CTTCCCCAGC CCAGARAGTT CCTAATAARCC
TAATAAGGTC TTCTGTGGAA GAAGGGGTCG GGTCTTTCAR GGATTATTGG
TAGGTTAATT AAGAATTCTT TARGAAGCGG RTATACATAT GAAAARATTA
ATCCAATTAA TTCTTAAGAA ATTCTTCCCC TATATGTATA CTTTTTTAAT
TTATTCGCAA TTCCTTTAGT TGTTCCTITTC TATTCTCACA GCGCGCAGGC
AATAAGCGTT AAGGAAATCA ACAAGGAAAG ATAAGAGTGT CGCGCGTCCG
TGGTGTCACT CAGACCCCAA AARTTCCAGGT CCTGAAGACA GGACAGAGCA
ACCRCACTGA GTCTGGGGTT TTAAGGTCCA GGACTTCTGT CCTGTCTCGT
TGACACTGCA GTGTGCCCAG GATATGAACC ATGAATACAT GTCCTGGTAT
ACTGTGACCT CACACGGGTC CTATACTTGG TACTTATGTA CAGGACCATA
CGACAAGACC CAGGCATGGG GCTGAGGCTG ATTCATTACT CAGTTGGTGC
GCTCTTCTGG GTCCGTACCC CGACTCCGAC TAAGTAATGA GTCARCCACG
TGGTATCACT GACCAAGGAG AARGTCCCCAA TGGCTACAAT GTCTCCAGAT
ACCATAGTGA C_TGGT'TCCTC TTCAGGGGTT ACCGATGTTR CAGAGGTCTA
CAACCACAGA GGATTTCCCG CTCAGGCTGC TGTCGGCTGC TCCCTCCCAG
GTTGGTCTCT CCTAAAGEGC GAGTCCGACG RCAGCCGACG AGGGAGGGTC
ACATCTGTGT ACTTCTSTGC CAGCAGTTAC GTCGGGAACA CCGGGGAGCT
TGTAGACACA TGAAGACACG GTCGTCAATG CAGCCCTTGT GGCCCCTCGA
GTTTTTTIGGA GAAGGCTCTA GGCTGACCGT ACTGGAGGAC CTGARAAARCG
CRARAAACCT CTTCCGAGAT CCGACTGGCA TGACCTCCTG GACTTTTTGC
TCTTCCCACC CGAGGTCGCT GTGTTTGAGC CATCAGAAGC AGAGATCTCC
ACAAGECTGG GCTCCAGCGA CACAAACTCG GTAGTCTTCG TCTCTAGAGS
CACACCCARA AGGCCACACT GGTGTGCCTG GCCACAGGCT TCTACCCCGA
GTGTGEETTT TCCEGTGTGA CCACACGGAC CGGTGTCCGA AGATGGGGCT
CCACGTGGAG CTGAGCTGGT GGGTGAATGG GAAGGAGGTG CACAGTGGGE
GGTGCACCTC GACTCGACCA CCCACTTACC CTTCCTCCAC GTGTCACCCC
TCTGCACAGA CCCGCAGCCC CTCAAGGAGC AGCCCGCCCT CAATGACTCC
AGACGTCTCT GGGLGTCGGG GAGTTCCTCG TCGGGCGGGA GTTACTGAGS
AGATACGCTC TGAGCAGCCG CCTGAGGGTC TCGGCCACCT TCTGGCAGGA
TCTATGCGAG ACTCGTCGGC GGACTCCCAG AGCCGGTGGA AGACCGTCCT
CCCCCGCAAC CACTTCCGCT GTCAAGTCCA GTTCTACGGE CTCTCGGAGA
GGGGCCGTTE GTGARAGGCGA CAGTTCAGGT CARAGATGCCC GAGRGCCTICT
ATGACGAGTG GACCCAGGAT AGCGCCAAAC CCGTCACCCA GATCGTCAGC
TACTGCTCAC CTGGGTCCTA TCCCGGTTTG GGTAGTGGGT CTAGCAGTCG

GCCGAGGCCT GGGGTAGAGC AGACGCGGCC GCA
CGGCTCCGGA CCCCATCTCG TCTGCGCCGG CGT

(SEQ ID 166)
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Figura 19b
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(SEQ ID 167)
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Figura 20
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Figura 21

DRAO101

1 ggatccatgg

&l
121
181
241
301
36l
421
481
541
601
661
721
781
841

agcgctcagg
ctgaatcctg
gtggatatgg
tttgaggete
acaaagecgoet
aacageeetg
ccaccagtgyg
gagacagtct
crgceocLcaa
cttctcaage
gatgggggte
gcgrrgcaga
gcagcttacg
catgagtagg

ccataagtgyg
aatcatgggc
accaatcagg
caaagaagga
aaggtgcatt
ccaactatac
tggaactgag
tcaatgtcac
tcctgeccag
ctgaggacgt

actgggagtt

tgactgatac
ccgagattge
gatctggtgg
atcc
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agtcecetgty
tatcaaagaa
cgagtttaty
gacggtctgyg
ggecaacata
teccgatcecacce
agagcccaac
gtggettcga
ggaagaccac
ttacgactge
tgatgctcca
actccaagecg
caatctactg
tggtctgaac

ctaggatttt
gaacatgtga
tttgactttg
cggcttgaag
getgeggaca
aatgtacctc
gtcctcatect
aatggaaaac
cttttccgea
agggtggage
agcectcteo
gagacagatc
aaagagaagg
gatatttttg

xxx - codones de la cremallera de leucina de Fos
XXX - codones del marcador de biotinilacion

64

tcatcatage

tcatccaggc
atggtgatga
aatttggacg
aagecaacct
cagaggtaac
gtttcatcga
ctgtcaccac
agttccacta
actggggctt

_cagagactac

aacttgaaga
aaaaactaga
aagctcagaa

tgtgctgatg
cgagttctat
gatttteeat
atttgceage
ggaaatecatg
tgtgctcacg
caagttcacc
aggagtgtca
tctoceectte
ggatgagcect
agagaacgtg
caagaagtct
gttecatectg
aatcgaatygyg



Figura 22

61
121
181
241
301
361
421
481
541

- 601
661
721
781
841
901
961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

1681

1741

1801

1861

1921

1981

2041

2101

2161

2221

2281

2341

2401

2461

2521

2581

2641

2701

2761

2821

2881

2941

3001

3061

3121

3181

aattcrtacte
aaagcacgtg
taaaagattc
tgactagcga
gagcaataat
cgggeetget
ttcaagaatt
gocgtgcactyg
acaccectgag
aaattgaaag
traacaaata
gcttegettg
attaggccgg
gtrtrocacg
gcacaacacce
caccactttg
cctttgcatg
gacctgcaaa
ctcttgtect
gtgcteageg
tttgatcgceg
ccattcttgt
ggatttagta
gctgttagag
gtctacatga
cttggceacg
ttctccaaat
ctgcaacaac
atgggggaac
gcgcaagcgg
acagttttga
tgacgcctac
tctcctocgtg
gacgcacaag
gcaatattgg
gttgggcatg
agtgcgacta
tcgagtcaag
cgecgragett
acaatatatt
cgactatgat
tctgtgeacyg
gacccecegta
tgtcggtgac
ggtgcgagaa
gagcgtcatg
aattgaccct
gactgcgatt
attttaaaaa
atgtcgtcga
acgatttgaa
actgttacat
ctctgacgea
tcaaatccca

gtaaagegag
taaaatgttt
taatctgata
agaagatgtg
cgatttaacc
atacaaaaaa
tattgacacg
cacacacggt
tactgecgeeg
acaaaattac
ctttatccta
ctcecgtttag
atattctcca
tacgtctttt
ggatgtttge
gcaactaaat
gtttectgga
tctttggect
ttaacaagtt
aatgtcegcaa
ggatcgtact
aattctatgg
atgagcactg
gtagggcceo
acacgtatag
aaccggacct
ttaaattctc
tattgtoeott
atgegecegct
ctaaaacgtg
tttgcatatt
aactceccqce
tggccgaaca
tatctgtaca
caaattcgaa
tacgtccgaa
aaacgttgta
tgatcaaagt
aacaaactag
atgtatcgca
agagatcaaa
cgttceggea
gtgacaacga
gttaaaacta
gecegcogaagt
tttagacaag
aactccatac
gtacatgctg
acgcagcaag
catgctgaac
agaaaacaat
tgcaaacgtg
tttctacaac
agatgtgtat

ttgaaggatc
ccegogegtt
tgttttaaaa
tggaccgcag
aacacgtcta
artcaagtac
gtaaaagaat
attaatcgca
caggaagcca
gttcaagatt
ttttcaaatt
cttgtagceg
ccacaatgtet
ggccggtaat
gcttgtecge
cggtgacctg
agceggrgta
cgatctgett
cctoggtttt
tcagcttage
tgccggtgea
cgtaaggcaa
tatgcggcetg
cattctggat
ctttatcaca
gttggtecgeg
caattttaac
taacgcaaac
acaacacteg
ttgcgegtec
aacggcgatt
ccgogttgac
cgtcgagegg
ccgaatgatce
aatatataca
cgttgatttyg
catccteget
gtggaataat
ccatcttgta
cgtcaagaat
taaagcgcega
cgagctcttga
ccacgeccaa
ttaagccate
atggcgaatg
aaagctacat
acggtattct
ttaacggcte
agaaacattt
aacaagatta
gtaccgecgeg
gtttegtgtg
cacgactcca
aaaccaccaa
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atatttagtt
ggcacaacta
cacctttgcg
aacagatagt
aatattatga
ctggccagac
ttacagaaaa
ccggttacat
tagatagatt
tattaattta
gttgcgectte
atcagtggcg
ggcaacgttg
agccegtaaac
ggggtattga
cgogtctette
catgeggtte
gtcottgatyg
ttgcgccace
caccaactgt
gagcacttga
tttggacrtc
caaatacagc
ggtectgetea
aactgtatat
ctctagcacg
gogagccatt
taaactratt
tcgttatgaa
aacgeggcaa
ttttaaatta
tocgotgcace
gtggtcgatg
gtcgggcgaa
gttgggttgt
catgraagcc
tttaatcacg
gttttettty
agttagtttc
taacaatgcg
attaaatagc
ttgtaataag
aagaactgcce
caatcgaceg
catcgtataa
atttaattga
acaatggoegg
cgecccactat
gtatgaaaga
atatgcctcece
gcggtacgta
ccaagtgtga
agtgtgtagg
actgccaaaa
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gegtttatga
tttacaatgc
gcoecgagttg
aaaacaaaac
tggtgtgcat
tctgccgoet
gtgtcccgge
ggtgtgcaga
cgaaaaagcc
attaatatta
tteccagegaa
ttgttccaat
atgtracgtet
gtagtgccgt
accgegeogat
ttctgcatta
agatcagtca
gcaacgatgc
accgettgea
ttgctectect
ggaattactt
ataatcagct
gggtegeccee
aataacgatt
tttaaactgt
taccgecaggt
ttgatacacg
gtggtaagca
cgcagacgge
acatcgcaaa
tcttatttaa
tcgagcagtt
accageggeg
ggcacgtcgg
ttgcgeatat
gaaattaaat
ccgtcogatta
tattcccgag
atttaatgca
ccegttgtcg
ttgcgacgea
ctctcacgaa
gactacaaaa
ttagtcgaat
cgtgtggagt
tcoccgatgat
ggtrttggtee
taatgaaatt
atgcgtagaa
gtgtataaaa
caggaagagg
aaaccgatgt
tgaagtcatg
aatgaaaact

65

gataagattyg
ggcecaagtta
cttgegtacg
cctagtattg
tttttgoggy
gaaagcatag
atgttggtgg
tatttaatgc
agaggtcaca
tttgeactct
ccaaaactat
cgacggtagg
tatgccittg
cgegegteac
ccgacaaatc
tttegtettt
tgacgcgegt
gttcaataaa
gcgeogttgt
cctocecegttg
cttctaaaag
gaatcacgcc
tcctcacgac
tgtatttatt
tagcgacgtc
tgaacgtatc
tgtgtcgatt
ataattaaat
geeggreteg
agccaatagt
taaatagtta
cgttgacgcc
tgeccecgcacge
cctccaagtg
ctatcgtgge

.cattgecgatt

aatcgcgcaa
tcaagcgcag
actttatecca
catctcaaca
acgtgcacga
gcgatgacat
ttaccgagta
caggaccget
ccgctcatta
tttattgata
aaaatttcecg
aaaaattcca
ggaaagaaaa
aaaatattga
tttatactaa
ttaatcaagg
catcttttaa
gtcgacaagc



3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3501
3961
4021
4081
3141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4581
4621
4681
4741
4801
4861
4621
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5561
5641
5701
5761
5821
5861
5541
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481

tectgteegtt
aacaattata
atttgtagta
atcattttca
agacgcceteg
attaacatag
gtcataaata
gtaatttaca
atttatataa
cgcagcttct
caaaatgttg
tgcgageagt
rcacaaactg
ttgatgagtte
tttgtgatge
tgtcagaaag
aaataatacc
acgggaagta
agtrrgtgtt
gcctgeoocqgg
tcagctggaa
ttaatataca
aattaaaggt
gecgtattect
ttertgeteg
acaaaactgt
ttartctecat
aatatattat
tactgtaaat
tattaagcga
gattcattaa
gegtcotttat
tragtttcaa
cktcaacgcca
tgtgtttigt
ctttcatcac
acatatttaa
tegtegtiag
gtgtcggeta
tgogagegtt
ttagaaagcg
ggtggtggag
ggcggaggcyg
ggcaacacay
ggtctgagac
tetaaaggtg
atcgatggty
ggcggtgecyg
ggcgcaggcg
ggtggcaatt
atctegetat

taaagagatt’

tactacagca
gtcaaaaacqg
tgtgttgteg

tgctggcaac
aatgctaaat
ttatctataa
aatgattcac
togtcottert
ttattatcgt
tatatgtctt
acagtgctat
tgaatgaatt
tttagttcaa
tacgaaccgt
tgtttgttgt
gaaatgtcta
tggacaaacc
tatcgottta
cagaccaaac
cgtatcactt
ggctcocatg
ttttaaatag
ttattatctat
ttcagatctg
aatgatttga
cccggcatec
gaatctitgt
actcetagttt
tacgaaaaca
gatccaataa
agttaaataa
tacattttat
tagattctgt
atttataatc
atctgaatet
acaagggttg
caaaacttgc
tttgtaataa
tgtegttagt
catcgggegt
aagttgcttce
acacgtcoge
£ttgggcggg
atggtgcagg
ctgatgataa
gaggrgotag
tcggeacckece
gagtgcgatt
cagcgggttg
gtggtggtgg
ccggtataat
ccgoctggetg
caatactata
cgtttacegt
gtctcaagct
ttgtagtgge
tcgttggcaa
taaatgttgt
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rgcaagggtc
tktgtttttra
ttgaaaacgc
agttaatttg
cttcgtatte
atccatatat
tcttaatqgqgg
tctctggtag
tgggatcgtc
ttacaccatt
taaacaaaaa
taaaaataac
tcaatatata
acaactagaa
tttgrtaaceca
agcggttgga
ttgctgatat
ataaaaaagt
tacataatgg
ttttgacacc
tgattgtaaa
taataattct
tcaaatgcat
aaaatagcac
attaggeccte
gtaaaatact
acctagaata
gaattattat
ttacaatcac
gegttgttga
tttagggtgg
aaatattaaa
tttrerecegaa
caaatcttgt
aggttcgacg
gtacaattga
gttagcttta
Cygaagacgat
gatcaaattt
tttcaatcta
cggtggtaac
atctaccatc
cggtgatgca
aactattgta
tttttogtet
aggttcoegec
tggaggegct
ttgttctagt
cacaacggaa
attggaatac
gcegatatet
cggatcgate

‘gagacacttc

gctttaaaat
ttttgataat

tcaatcctat ttgtaattat
ttaacgatac aaaccaaacyg
gtagttataa tcgctgaggt
cgacaatata attttatttt
cttctctttt tcattttect
gtatctatcg tatagagtaa
gtgtatagta ccgcetgogea
ttctteggag tgtgttgett
ggttttgtac aatatgttge
ttttagcage accggattaa
cagtecacct cocttttcta
agccattgbta atgagacgca
gtegctgatg atccagcatg
tgragtgaaa aaaatgcttt
ttataagectyg caataaacaa
ataatagcga gaacagagaa
ggttgatgte atgtagcecaa
aaaagaaaaa gaataaacecg
atttcocttac gocgaaatacg
agaccaactg gtaatgatag
taaaatgtaa tttacagtat
tatttaacta taatatattg
aatttcatag tcccecettgt
acaagactce aacgegtetig
tagagatceg tatttatagg
tatttatttg cgagatggtt
aagggcccga cctttaattce
caaatcattt gtatattaat
agatcccggg gatccggtta
tttacagaca attgtegtac
tatgttagag cgaaaatcaa
tectcaatag atttgtaaaa
cegatggetg gactatctaa
agcagcaatc tagctttgtce
tcgttcaaaa tattatgcgco
ctcgacgtaa acacgttaaa
ttagaccgat tategccgtce
tttgccatag ccacacygacy
gtagttgagc tttttggaat
actgtgccoccg attttaatic
atttcagacg gcaaatctac
ggtggaggcg caggceggggce
gacggeggrt taggcercaaa
ctggtttogg gegeegtitt
ctaatagctt ccaacaattg
ggcattggtg g9agegggcegg
ggaatgttag gcacgggaga
ttagtttgtt cgcgcacgat
ggtcgtctge ttogaggcag
aaatcgtaaa aatctgctat
aacaaccgct caatgtaage
cecgeacgecg ataacaagec
gcrgtegteg acgtacatcgt
atttaaaaga acatctctgt
ttgrgcttec gecagtatcga
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tgaataataa
caacaagaac
aatatttaaa
cacataaact
cctcataaaa
attttttgte
tagtttttct
taattattaa
cggcatagta
cataacttec
tactattgtc
caaactaata
ataagataca
atttgtgaaa
gttcegagtt
ataggcggcaa
atcgggaaaa
aacatccaaa
ggcagacatg
cgaccggegce
agtattttaa
tgttgggttyg
tgtaagtgat
gegtittatt
ctttettate
atcattttaa
aacccaacac
taaaatacta
ctagtacatt
gtattttaat
atgattttca
taggtttega
tggattttcg
gatattcgre
cteiktgtattt
taaagcttgg
gteocaaccee
cctattaatt
tatttctgat
agacaacacyg
caatggcggce
tggcggegga
tgrectettta
tggtttgace
ttgtctgteg
caattcagac
aggtggtggc
tgtgggracc
cgetegggge
aagcattgta
aattgtartg
ctttcattet
atgctttgtt
tcagcaccac
cacgttcaaa
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6541 aaattgatgc geatcaattt tgttgttcct attattgaat aaataagatt gtacagattc
6601 atatctacga ttegtcatgg ccaccacaaa tgctacgcetg caaacgctgg tacaatttta
6661 cgaaaactgc aaaaacgtca aaactcggta taaaataate aacgggegct ttggcaazat
6721 atctatttta tcgracaage ccactagcaa attgratttg cagaaaacaa tttoggogea
6781 caattttaac gctgacgada taaaagttca ccagttaatg agcgaccacc caaattttat
684]1 aaaaatctat tttaatcacg gttccatcaa caaccaagtg atcgtgatgg actacattga
6901 ctgtcecgat ttatttgaaa cactacaaat taaaggegag ctetcgtacc aacttgttag
6961 caatattatt agacagctgt gtgaageget caacgatitg cacaagcaca atttcataca
7021 caacgacata aaactcgaaa atgtcttata tttcgaagcea. cttgatcgcyg tgtatgtttg
7081 cgattacgga ttgtgcaaac acgaaaactc acttagcgtg cacgacggca cgttggagta
7141 ttttagtccg gaaaaaattc gacacacaac tatgcacgtt tcgtttgact ggtacgcggce
7201 gtgttaacat acaagttgct aaccggcgge cgacacccat ttgaaaaaag cgaagacgaa
7261 atgttggact tgaatagcat gaagcgtcogt cagcaataca atgacattgg cgttttaaaa
7321 cacgttcgta acgttaacgc togtgacttt gtgtactgoc taacaagata caacatagat
7381 tgtagactca caaattacaa acaaattata aaacargagt trtectgtcgta aaaatgccac
7441 ttgttttacg agtagaattc ccagcttgge actggeecgtc gttttacaae gtegtgactyg
7501 ggaaaaccct ggcgltaccc aacttaatcg ccttgcagca catccccctt tcogccragetg
7561 gcgtaatagc gaagaggecc gcaccgateg coctteccaa cagttgegca goctgaatgg
7621 cgaatggcgc ctgatgcggt attttctcoct tacgcatctg tgoggtattit cacaccgeat
768l atggtgcact Ctcagtacaa tctgctctga tgecgcatag ttaagccagc cccgacacco
7741 gccaacaccc gotgacgege octgacggge ttgbetgete ccoggeoatecg cthtacagaca
7801 agctgtgacc gtctocggga gotgcoatgtg tcagaggttt tcaccgtcat caccgaaacy
7861 cgcggacgaa agggectogt gatacgecta tttttatagg ttaatgtcat gataataatg
7921 gtttcttaga cgtcaggtgg cacttbttcgg ggaaatgtgce gcggaaccec tatttgttta
7981 trttrctaaa tacattcaaa tatgtatecg ctcatgagac aataaccctg ataaatgett
8041 caataatatt gaamaaggaa gagtatgagt attcaacatt tccgtgtcge ccttattccc
8101 ttttttgegg cattttgect toctgttott geoctcacccag aaacgectggt gaaagtaaaa
8161 gatgctgaag atcagttggg tgcacgagtg ggttacatcg aactggatct caacagcggt
8221 aagatcertg agagrtttog ccccgaagaa cgttttccaa tgatgagcac ttttaaagtt
8281 ctgctatgtg gcgcggtatt atcccgtatt gacgcoccgggc aagagcaact cggtcgeoge
8341 atacactatt ctcagaatyga cttggitgag tactcaccag tcacagaaaa gcatcttacg
8401 gatggcatga cagtaagaga attatgcagt geotgecataa ccatgagtga taacactgog
8461 gccaacttac ttctgacaac gatcggagga ccgaaggagc taaccgcottt tttgcacaac
8521 argggggatc atgtaactcg ccttgategt tgggaaccgy agetgaatga agecatacca
8581 aacgacgagc gtgacaccac gatgcctgta gcaatggcaa caacgttgeg caaactatta
B641 actggcgaac tacttactCt agcttccogg caacaattaa tagactggat ggaggcggat
8701 aaagttgcaqg gaccacttct gegeteggeo cttecoggetg gotggtttat tgeotgataaa
876l tctggegceg gtgagogtgg gtcotcgogge atcattgcag cactggggec agatggtaag
8821 ccctcoecgta tegtagttat crtacacgacg gggaghtcagg Caactatgga tgaacgaaat
8881 agacagatcg ctgagatagg tgcctcactg attaagcatt ggtaactgte agaccaagtt
8941 tactcatata tactttagat tgatttaaaa cttcattttt aatttaaaag gatctaggtg
9001 aagatccttt ttgataatct catgaccaaa atccecttaac gtgagttttc gttccactga
9061 gcgtcagacc ccgragaaaa gatcaaagga tcottettgag atcctttttt tctgcogegta
9121 atctgetget tgeaaacada aaaaccaccg ctaccagegg tggtttgttt gecggatcaa
2181 gagctaccaa ctcetttttcc gaaggtaact ggcttcagca gagogcagat accaaatact
9241 gtccttctag tgtageegta gttaggocac ¢acttecaaga actctgtage accgectaca
9301 tacctcgctc tgctaatcct gttaccagtyg gectgctgeca gtggecgataa gtcgtgtcte
9361 accgggttgg actcaagacyg atagttaccg gataaggeogce ageggtcggg ctgaacgggg
9421 ggttcgtgca cacagecccag cttggagcga acgacctaca ccgaactgag atacetacag
$481 cgtgagcatt gagaaagcge cacgcEtcce gaagggagaa aggcggacag gtatccggra
9541 agcggcaggg tcoggaacagg agagogcacg agggagcttc cagggggaaa cgccetggtat
9601 ctttatagtc ctgtcgggtt tcgecacctc tgacttgagc gtcgattttt gtgatgcteg
5661 tcagggeggc ggagcectatg gaaaaacqel aglaacgeqq cctttttacg gttoctggec
9721 ttttgctggeo cttttgetca catgttetrt ccrgegttat cccctgattc tgtggataac
9781 cgtattaccg cctttgagtg agctgatacc gotcgcrgca gocgaacgac cgagegcage
9841 gagtcagtga gcgaggaaqe ggaagagege ccaatacgca aaccgectcet ccocegegegt
9901 tggccgattc attaatgcag ctggcacgac aggtttcccg actggaaagc gggcagtgag
9961 cgcaacgcaa ttaatgtgag ttagetcact cattaggeac cccaggottt acactttatg

LA
10021 cttccggcte gtatgttgtg tggaattgtg agcggataac aatttcacac aggaaacagce
10081 tatgaccatg attacg

(SEQ ID 169)

XXX — sitios de enzima de restricciéon
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Figura 23

1 ggtaccggat
61 acagtgacac
121 tacgtcaagce

ccageatggt
tgatggtget
agaacgacact
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gtgtctgaag
gagctcccca
gaaactgget

181 agtggaggcg
241 tgtcatttet
301 gaggagtccg
361 cggcctgatg
421 gtggacacct
481 gttgageeta
541 ctggtctget
601 ggccaggaag
661 ttccagaccc
721 gtggagcacc
781 gcacagagca
841 aaaaccttga
901 gtggcacage

(SEQ ID 170)

atggttccgg
tcaatgggac
tgcgetroga
cecgagtactg
actgcagaca
aggtgactgt
ctgtgagtgg
agaaggctyg
tggtgatget
caagtgtgac
aggtcgacgg
aagctcagaa
ttaaacagaa

agacacgegt
g9agcgggty
cagcgacgeg
gaacagocag
caacrtacggg
gtatccttca
tttctatcca
ggtggtgtec
ggaaacagtt
gagcectote

aggcggtggg-

ctcggagetg
agtcatgaac

ctcecoctggag
ctggctttgt
tccggtggeg
ccacgttoct
cggtegetgyg
g9g99agtacc
aaggacctee
gttggtgaga
aagacccagce
ggcagcattg
acaggcctga
cctcggagtg
acagtggaat
ggtagaatcg

gegtccacgg
tactaggatc

xxx - codones de cremallera de Leucina de Jun

Xxx — péptido cargado en HLA
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gctcctgeat
ccggagacac
gatctctagt
tgtggcagct
aaagatgcat
gggcggtgac
tggagcagag
gettcacagt
cectgcagea
aagtcaggtg
cccagaatgg
gagaggttta
ggagagcacy
cccggetgga
ccaacatget
c

gacagecgctg
cggacctaag
toccacgeggt
taagtttgaa
ctataaccaa
ggagctgggy
geggygccgeyg
gcageggoga
ccacaaccte
gttccggaac
agattggacc
cacctgccaa
gtctgaatet
ggaaaaagtg
cagggaacag
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Figura 27
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Figura 29a
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Figura 30a
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Figura 31a
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Figura 32a
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Figura 33a
Respuesta
RU
W 1
m -
700 1
600 |
500 1
00 +
200 +
200 {
160 FL
L]
=100 —_— L = _— + " “
o it 400 can BOD 1000 1200 1400
Tiempo (s)
Figura 33b
Respuesta
RU
[T
00 o
Im:
00
00
100

[dsA6 891 uM

76



ES 2451 691 T3

Figura 34
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Figura 35
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Figura 36
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Figura 37a
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Figura 38a

MNAGVTQTPKF QVLKTGQSMT LQCAQDMNHE YMSWYRQDPG _
MGLRLIHYSV GAGITDQGEV PNGYNVSRST TEDFPLRLLS AAPSQTSVYF
CASRPGLAGG RPEQYFGPGT RLTVT (SEQ ID 171)

Figura 38b

MMNAGVTQTPEF QVLKTGQSMT LOQCAQDMNHE YMSWYRQDPG
MGLRLIHYSYV GAGITDQGEY PNGYNVSRST TEDFFLRLLS AAPSQTSVYF
CASRPGLMSAXPEQYFGPGT RLTVT (SEQ 1D 172)

Xindica una posicidn en la cual se pueden insertar aminodcidos E, Qo R

Figura 38c

MNAGVTQTPKF QVLKTGQSMT LQCAQDMNHE YMSWYRQDPG
MGLRLIHYSV GAGITDQGEV PNGYNVSRST TEDFPLRLLS AAPSQTSVYF
CASRPGLAGG RPEDQYFGPGT RLTVT (SEQ ID 173)

Figura 38d

MNAGVTQTPEF QVLETGOSMT LOCAQDMNHE YMSWYRQDPG
MGLRLIHYSY GAGITDQGEV PNGYNVSRST TEDFPLRLLS AAPSQTSVYF
CASRPGLVPG RPEQQFGPGT ELTVT (SEQ ID 174)

Figura 38e

MNAGVTQTPKF QVLKTGQSMT LQCAQDMNHE YMSWYRQDPG
MGLRLIHYSV GAGITDQGEV PNGYNVSRST TEDFPLRLLS AAPSQTSVYF
CASRPGLAGG RPHPQFGPGT RLTVT (SEQ ID 175)
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Figura 38a

Sin pulsar + A6(134)Tet-PE
Flu (10°*M) + A6(134)Tet-PE
Tax (10°M) + A6{134)Tet-PE

258

Tax (10°°M} + A6{134)Tet-PE
Tax (10°°M) + A6(134)Tet-PE

Eventos

1w w1 et o
FL2-H

Sin pulsar + A6(134)Alexa 488
= Flu(10°M) + A6{134)Alexa 488
m— Tax (10°M)+ A6(134)Alexa 488
/ Tax (107"M) + A6(134)Alexa 488

R R TR N Tax (10°M) + A6(134)Alexa 488
FLI-H

Figura 38b
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