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DESCRIPCION
Método para modificar receptores de células T
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un método nuevo para modificar genéticamente los receptores de células T y los
polipéptidos del dominio del receptor de células T con el objetivo de dotarlos de propiedades especificas de unién.
Ademas, se desvelan polipéptidos del dominio del receptor de células T obtenidos por dicho método y su utilizacion
para establecer bibliotecas y desarrollar métodos de deteccién y selecciéon de posibles estructuras de union.

Antecedentes

Los receptores de las células T (TCR) son moléculas importantes del sistema inmunitario. Sus dominios
extracelulares son homélogos con y estructuralmente similares a un fragmento Fab de anticuerpo.

Los receptores de células T se expresan de modo natural en la superficie de las células T normalmente como
integrantes heterodiméricos alfa/beta y gama/delta de las proteinas de membrana, cada subunidad comprende un
segmento corto intracelular, una hélice alfa Unica transmembranosa y dos dominios globulares extracelulares de la
superfamilia Ig. El heterodimero TCR se estabiliza por un enlace disulfuro intercatenario extracelular, membranario
proximal (Immunobiology. 52 ed. Janeway, Charles A.; Travers, Paul; Walport, Mark; Shlomchik, Mark. New York and
London: Garland Publishing; 2001).

Los TCR por lo tanto tienen cuatro dominios extracelulares, los dos dominios membranarios proximales (extremo C),
que son constantes, y los dos dominios del extremo N que son variables. Los dominios variables estan codificados
por segmentos genéticos variables que se reordenan con segmentos de unidn y constantes (y segmentos genéticos
de diversidad en el caso de cadenas 3) para producir la diversidad de TCR que se observa en el sistema inmunitario
maduro.

Tanto los dominios variables como los dominios constantes de los receptores de células T son estructuralmente
similares a los dominios de anticuerpo y muestran el tipico “plegamiento de inmunoglobulinas”.

Cada dominio tiene una estructura similar de las dos laminas beta incluidas apretadamente una con otra en un barril
beta antiparalelo comprimido.

El plegamiento de inmunoglobulina de los dominios constantes de TCR (dominios C) contiene una lamina de 3
cadenas incluida con una lamina de 4 cadenas. El plegamiento se estabiliza por enlaces de hidrégeno entre las
cadenas beta de cada lamina, por enlace hidrofébico entre los restos de laminas opuestas en el interior, y por un
enlace disulfuro entre las laminas. Las cadenas con 3 cadenas se designan C, F y G, y la lamina de 4 cadenas
comprende las cadenas A, B, Dy E. Las letras de A a G denotan posiciones secuenciales de las cadenas beta a lo
largo de la secuencia de aminoéacidos del pliegue de inmunoglobulina.

El pliegue de los dominios variables (dominios V) tiene 9 cadenas beta dispuestas en dos laminas de 4 y 5 cadenas.
La lamina de 5 cadenas es estructuralmente homoéloga a la lamina de 3 cadenas de los dominios constantes, pero
contiene las cadenas extras C'y C”. El resto de cadenas (A, B, C, D, E, F, G) tienen la misma topologia y estructura
similar que sus equivalentes de los plegamientos de inmunoglobulina del dominio constante.

Un enlace disulfuro une las cadenas B y F en laminas opuestas, como en los dominios constantes.

Toda la numeracion de las secuencias de aminoacidos y la designacién de los bucles proteicos y laminas de los
TCR son de acuerdo con el esquema de numeracion IMGT (IMGT, the international ImMunoGeneTics information
system@imgt.cines.fr; http://imgt.cines.fr ; Lefranc et al., (2003) Dev Comp Immunol 27:55 77.; Lefranc et al. (2005)
Dev Comp Immunol 29:185-203).

Los dominios variables de ambas cadenas de TCR contienen tres bucles hipervariables, o regiones determinantes
de complementariedad (CDR). Las tres CDR de un dominio V (CDR1, CDR2, CDR3) se agrupan en un extremo del
barril beta. Las CDR son bucles que conectan cadenas beta B-C, C-C”, y F-G del plegamiento de inmunoglobulina.
Los restos en las CDR varian de una molécula de TCR a la siguiente, dotando cada TCR de especificidad
antigénica.

Los dominios V y la inclinacion de las moléculas TCR estan empaquetadas estrechamente tal que las 6 CDR (3 del
dominio variable) cooperan en la construccién de una superficie (o cavidad) para la unién especifica al antigeno. El
sitio de unién al antigeno natural de un TCR esta compuesto por los bucles que conectan las cadenas B-C, C-C”, y
F-G del dominio variable de cadena ligera y las cadenas B-C, C-C”, y F-G del dominio variable de cadena pesada.
La extension de la contribucion especifica para la unién al antigeno de los seis bucles de CDR pueden variar entre
TCR diferentes.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2531515713

Se ha demostrado que los receptores de células T tienen un potencial terapéutico y diagndstico y se pueden
modificar de forma similar que las moléculas de anticuerpo (por ejemplo, Molloy et al. Curr Opin Pharmacol. (2005)
5:438-443; Boulter & Jakobsen (2005) Clin Exp Immunol. 142:454-460; Simon et al (1992) Protein Engineerings 5:
229-234).

Se demostrado la clonacion y expresion de receptores solubles y anclados a células T en varios formatos (por
ejemplo, Moysey et al. (2004) Anal Biochem. 326:284-286; Wulfing & Plueckthun (1994) J Mol Biol.242:655-669;
Boulter et al. (2003) Protein Eng. 16:707-711; Schodin et al. (1996) Mol Immunol 33:819 829; Chung et al. (1994)
Proc Natl Acad Sci USA 91:12654 12658; Plaksin et al. (1997) J Immunol 158:2218 2227; Willcox et al. (1999)
Protein Sci 8:2418 2423; Weber et al. (2005) Proc Natl Acad Sci U S A. 102:19033-19038; WO04050705A2;
WO09618105A1; WO04033685A1; WO02066636A2). EI documento W0O02059263C2 describe animales transgénicos
que comprenden un sistema inmunitario humanizado para desarrollar moléculas TCR humanas.

Se ha demostrado la generacién de uniones de alta afinidad y se han seguido de forma similar a las tecnologias de
maduracion de afinidad de anticuerpos (por ejemplo, Boulter et al. Nat Biotechnol. (2005) 23:349-354; Chlewicki et
al. (2005) J Mol Biol. 346:223-239;

Laugel et al. J.Biol. Chemistry 280(3) 1882-1892 (2005); Monza et al. PNAS 103(26)9867-9872 (2006);

Shusta et al. (2000) 18:754-759; Holler et al. (2000) Proc Natl Acad Sci USA 97:5387 92). Los documentos
WO04044004A2, WO05116646A1 y WO9839482A1 describen ribosomas y fagos de presentacion de cadenas de
TCR y métodos para seleccionar moléculas TCR contra antigenos especificos. El documento WO0148145A2
describe los TCR de alta afinidad. La modificacion de los dominios variables extracelulares de los receptores de
células T se han caracterizado con el fin de modificaciéon de la especificidad por medio de la modificacién de las
regiones CDR (documentos WO05114215A2; WO0155366C2).

Los bucles CDR de un dominio TCR variable definen la especifidad por el antigeno. El resto del dominio se
denomina matriz (FR). Estas regiones matriz se componen de estructuras de cadena beta y bucles.

Los bucles que no son bucles CDR en un dominio TCR nativo no tienen especificidad de unién antigénica o union a
epitopos pero contribuyen al plegamiento general correcto del dominio TCR y en consecuencia también al
posicionamiento correcto de las CDR y la interaccion entre dominios. Estos bucles se denominan bucles
estructurales para los fines de la presente invencion.

Las regiones matriz de dominios TCR se han modificado por ejemplo, por estabilizacién de los dimeros. Los
documentos WO06037960A2 y WO06056733A1 describen la introduccion de un enlace disulfuro intercatenario no
nativo. El documento WO0157211A1 describe la heterodimerizacién de cadenas de TCR por fusion de péptidos con
cremallera de leucina.

El documento EP0640130B1 describe proteinas analogas de la superfamilia de inmunoglobulinas quiméricas
(proteinas chi) que tienen mas de un sitio biolégico de unién (dominios V sencillos o Fvs). Los sitios de union en
estas proteinas estdn compuestos por regiones hipervariables derivadas de moléculas relacionadas con la
superfamilia de inmunoglobulinas, que incluye inmunoglobulinas, antigenos de superficie celular (tales como
antigenos de células T) y receptores celulares (tales como el receptor Fc). Las regiones hipervariables se llaman
“regiones tipo CDR” y definen sitios de unién al ligando. Adicionalmente, la proteina-chi tiene al menos un segmento
de sitio de unién al ligando mas, también una regién tipo CDR, empalmados en las regiones tipo FR del dominio del
barril beta.

Cada sitio de union al ligando de la proteina-chi por lo tanto esta compuesto por una regién tipo CDR derivada de
moléculas de la superfamilia de las inmunoglobulinas. Por ejemplo, un sitio de unién al ligando de las CDR derivadas
de una molécula de inmunoglobulina cuyo ligando es un antigeno.

El documento EP0640130B1 por tanto ensefia como empalmar regiones tipo CDR con una especificidad
determinada a partir de una molécula de la superfamilia de inmunoglobulinas en bucles estructurales de un dominio
variable.

Los inventores de las proteinas-chi postulan que se pueden preparar anticuerpos biespecificos por esta técnica. Sin
embargo, es necesario en esta técnica que las orientaciones relativas de los bucles tipo CDR (simetria de bucles
CDR) de un dominio variable se reproduzca en una aproximacion razonable a la orientacion relativa de los bucles
estructurales. El documento EP0640130B1 reivindica que tal aproximacién a la simetria del bucle tipo CDR existe
para los bucles estructurales. Sin embargo, hay dudas de que la orientacién de los bucles CDR y los bucles
estructurales sea similar con detalles y resolucion suficientes; en consecuencia no se ha descrito hasta la fecha que
sea posible actualmente desarrollar moléculas biespecificas por esta técnica.

El documento EP0640130B1 ejemplifica que el R19.9 (un anticuerpo monoclonal murino especifico del p-
azobenzenoarsonato) y 26-10 (anticuerpo monoclonal murino especifico de la ouabaina) se utilizaron como la matriz



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2531515713

que proporcionaba los bucles CDR primarios respectivamente, y se injertaron los bucles CDR del anticuerpo anti-
lisozima murino D1.3 en las regiones de bucles estructurales. Sin embargo, no se describe la especificidad funcional
tras el injerto.

Otro ejemplo describe que el anticuerpo 26-10 de cadena sencilla especifico de la ouabaina podia mantener su
especificidad para ouabaina tras el injerto de dos CDR del anticuerpo especifico de lisozima en los bucles
estructurales del fragmento Fv de anticuerpo de cadena sencilla especifico de ouabaina. Sin embargo, no se
describe que el fragmento de anticuerpo que se hizo de acuerdo con este método tuviera también especificidad de
unién a la lisozima.

Con el fin de proporcionar funciones adicionales a las moléculas TCR se han disefiado varias moléculas de fusién:
Mosquera et al. (2005) J Immunol 174:4381 4388 describe una nueva proteina de fusién de IgG1 humana con un
TCR de cadena sencilla tipo anticuerpo; Epel et al. (2002) Cancer Immunol Immunother 51:565 573 describe un
fragmento de receptor de células T de cadena sencilla recombinante funcional fusionado a una proteina de
exotoxina A, capaz de dirigirse selectivamente a células presentadoras de antigeno. Se ha informado que la fusién
de un TCR de cadena sencilla a IL-2 reduce la metastasis pulmonar en un modelo de tumor de raton transgénico
(Card et al. (2004) Cancer Immunol Immunother 53:345 357). El documento WO06054096A2 describe una proteina
soluble bifuncional que comprende una asociacion entre un receptor de célula T (TCR) y un superantigeno.

Introducir funciones adicionales en las moléculas TCR es de gran valor terapéutico, diagnéstico y de aplicaciones
analiticas. La generacion de proteinas de fusion es una estrategia para conseguir este objetivo. Las proteinas de
fusién, sin embargo, son a menudo dificiles de producir y pueden dar lugar a un aumento de la inmunogenicidad si
se utiliza la molécula terapéuticamente. El injerto de bucles CDR en las regiones de bucles estructurales de
dominios variables no se ha demostrado que permitan la modificacidon de moléculas biespecificas.

La presente invencién proporciona una solucién para la introduccion de nuevas funciones en las moléculas TCR.

Breve descripcion de la invencion

La presente invencion proporciona ventajosamente un método para modificar un polipéptido del dominio del receptor
de células T que comprende una region bucle estructural para introducir un nuevo sitio de unién al antigeno en dicha
region bucle estructural de dicho polipéptido del dominio del receptor de células T, en el que el bucle estructural no
es un bucle CDR, y determina la unién de dicho polipéptido del dominio del receptor de células T a un epitopo de un
antigeno, en que el polipéptido del dominio del receptor de células T sin modificar no se une significativamente a
dicho epitopo de dicho antigeno que comprende las etapas de:

- proporcionar un acido nucleico que codifica un polipéptido del dominio del receptor de células T que comprende
al menos una regién bucle estructural.

- modificar al menos un resto de nucleétido de al menos una de las regiones de bucle estructural por mutacién
aleatoria dirigida al sitio, en donde se intercambian o introducen dos o mas restos de aminodcido especificos de
los bucles utilizando inserciones generadas aleatoriamente en tales bucles estructurales,

- transferir dicho acido nucleico modificado en un sistema de expresion,

- expresar dicho polipéptido del dominio del receptor de células T modificado,

- poner en contacto el polipéptido del dominio del receptor de células T expresado con dicho epitopo, y

- determinar si dicho polipéptido del dominio del receptor de células T se une con dicho epitopo.

Segun la invencion, los polipéptidos del dominio del receptor de células T obtenidos de esta manera se pueden unir
especificamente a un epitopo Unico pero también a dos 0 mas epitopos. Los polipéptidos del dominio del receptor de
células T de acuerdo con la divulgacion pueden ser de origen humano o animal, preferentemente de origen humano
o murino. Los dominios del receptor de células T inventivos pueden seleccionarse por los dominios variables o
constantes, preferentemente de los dominios V-alfa, V-beta, V-gamma, V-delta, C-alfa, C-beta, C-gamma, C-delta.

Segun una realizacion especifica de la invencion las regiones bucle modificadas de los dominios variables pueden
comprender al menos una modificacion en los aminodcidos 11 a 19, aminoacidos 43 a 51, aminoacidos 67 a 80 o
aminoacidos 90 a 99. Las regiones bucle modificadas de los dominios constantes pueden comprender al menos una
modificacion en los aminoacidos 9 a 20, aminoacidos 27 a 36, aminoacidos 41 a 78, aminoacidos 82 a 85,
aminoacidos 90 a 102 o aminoacidos 107 a 116. La numeracion de las posiciones de aminoacidos de los dominios
son los de IMGT.

>

El método de acuerdo con la invencién proporciona por ejemplo una modificacién de al menos un nucleétido de un
acido nucleico que da lugar a una sustitucién, delecion y/o insercion de uno o mas aminoacidos del polipéptido del
dominio del receptor de células T codificado por dicho acido nucleico.

De manera alternativa, al menos un aminoacido de al menos una region bucle estructural se modifica por mutacion
aleatoria dirigida al sitio, en que la molécula de acido nucleico modificada aleatoriamente puede comprender al
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menos una unidad de repeticion de nucleotido que tiene la secuencia codificante NNS, NNN, NNK, TMT, WMT,
RMC, RMG, MRT, SRC, KMT, RST, YMT, MKC, RSA, RRC, en que la secuencia codificante es segun la IUPAC.

También se describen en el presente documento polipéptidos del dominio del receptor de células T que se obtienen
por este método y su uso para la preparacién de bibliotecas de proteinas de variantes de polipéptidos del dominio
del receptor de células T.

También se describen en el presente documento bibliotecas que comprenden al menos s10 polipéptidos del dominio
del receptor de células T o receptores de células T con una modificacién en al menos una regién bucle estructural,
de manera alternativa con mutaciones de al menos 3 posiciones de aminoacidos en la menos un regién bucle
estructural. Los polipéptidos del dominio del receptor de células T pueden ser V-alfa, V-beta, V-gamma, V-delta, C-
alfa, C-beta, C-gamma o C-delta.

También se describe en el presente documento un método que proporciona la unién especifica y/o deteccion de una
molécula, que comprende las etapas de (a) poner en contacto una biblioteca de receptores de células T modificados
o polipéptidos del dominio del receptor de células T modificados que se obtienen por el método inventivo con una
muestra de ensayo que contiene dicha molécula, y opcionalmente (b) detectar la formacién potencial de un complejo
receptor de células T especifico/molécula.

También se describe en el presente documento un método para aislar especificamente un receptor de células T que
se une a una molécula que comprende las etapas de (a) poner en contacto una biblioteca de receptores de células T
modificados o un receptor de células T modificado por un método de acuerdo con la invencién con una muestra que
contiene dicha molécula, (b) separar el complejo de receptor de células T modificado especifico/molécula que se ha
formado, y (c) aislar opcionalmente el receptor de células T modificado de dicho complejo.

También se describe en el presente documento un kit de unién de equivalentes que contiene (a) una biblioteca de
receptores de células T modificados o polipéptidos del dominio del receptor de células T modificados que se
obtienen por el método inventivo y (b) una molécula de unién que contiene un epitopo o un antigeno.

La molécula de union del kit se puede utilizar para seleccionar un polipéptido del dominio del receptor de células T
modificado de una biblioteca que se describe en el presente documento.

También se describe en el presente documento un polipéptido del dominio del receptor de células T que comprende
al menos una region bucle estructural que comprende dicha al menos una regién bucle al menos una modificacion
que capacita una unién de dicha al menos una region bucle modificada con un epitopo de un antigeno, mientras que
el polipéptido del dominio del receptor de células T sin modificar no se une a dicho epitopo.

Dicho polipéptido del dominio del receptor de células T se puede unir preferentemente a una epitopo de un antigeno,
por ejemplo proteinas séricas, receptores Fc, moléculas de complemento y seroalbiminas. La unién a estos
antigenos pueden ser ventajosas ya que los TCR nativos no tienen funciones efectoras. Desarrollando polipéptidos
del dominio del receptor de células T modificados que se unen a receptores Fc como el Fc gamma I, Il o Ill o
receptores neonatales o proteinas de complemento, se pueden obtener TCR que tienen capacidades de funcion
efectora. De manera alternativa, la semivida sérica de tales TCR modificados debido a la unién con los receptores
Fc neonatales se pueden aumentar si fuera apropiado. Esto puede ser especialmente altamente ventajoso para fines
terapéuticos.

Los polipéptidos del dominio del receptor de células T también pueden contener al menos dos regiones de bucle
estructurales modificadas.

Adicionalmente, el receptor de células T que comprende al menos un dominio del receptor de células T modificado
como se ha descrito anteriormente puede ser V-alfa, V-beta, V-gamma, V-delta, C-alfa, C-beta, C-gamma, C-delta o
una parte de las mismas y dicha al menos una regién bucle estructural puede comprender al menos 3
modificaciones de aminoacidos.

También se describe en el presente documento una molécula o composicion que comprende al menos un domino
del receptor de células T modificado y al menos otra molécula de unién, en que dicha otra molécula de union se
selecciona de entre el grupo de dominios del receptor de células T de acuerdo con, inmunoglobulinas, receptores
solubles, ligandos, acidos nucleicos y carbohidratos. Dicha molécula o composicion puede caracterizarse ademas
por que las regiones bucle modificadas de una V-alfa, V-beta, V-gamma, V-delta comprenden al menos una
modificacion en los aminoacidos 11 a 19, aminoacidos 43 a 51, aminoacidos 67 a 80 o aminoacidos 90 a 99, donde
la numeracién de la posicion de aminoacidos de los dominios es la del IMGT.

De manera alternativa, dicha molécula o composicion se puede caracterizar por que las regiones bucle de una C-
alfa, C-beta, C-gamma, C-delta comprenden al menos una modificaciéon en los aminoacidos 9 a 20, aminoacidos 27
a 36, aminoacidos 41 a 78, aminoacidos 82 a 85, aminoacidos 90 a 102 o aminoacidos 107 a 116, donde la
numeracion de la posicién de amino&cidos de los dominios es la del IMGT.
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También se describe en el presente documento un &acido nucleico que codifica dicho dominio del receptor de células
T o parte del mismo.

Descripcion detallada de la invencion

Un “bucle estructural” o “bucle no CDR” de acuerdo con la presente invencién se tiene que entender de la siguiente
manera: los receptores de célula T estan hechos de dominios con un denominado plegamiento de inmunoglobulinas.
En esencia, laminas beta antiparalelas se conectan por bucles para formar un barril comprimido antiparalelo beta. En
la regién variable, algunos de los bucles de los dominios contribuyen esencialmente a la especificidad de los TCR,
es decir, la unién a un antigeno. Estos bucles se llaman bucles CDR. Todos los otros bucles de los dominios
variables del anticuerpo sobre todo contribuyen a la estructura de la molécula y/o la interaccién con otros dominios.
Esos bucles se definen en el presente documento como bucles estructurales y bucles no CDR.

Los receptores de células T son moléculas en las células T, con el fin de esta invencion también se incluyen
moléculas derivadas de los receptores de células T que incluyen pero no se limitan a proteinas de fusion,
secuencias quimeéricas del receptor de células T con otras secuencias de dominio de inmunoglobulinas; receptores
de células T solubles, receptores de células T de cadena sencilla, receptores de células T dimerizadas en
cremallera.

Un polipéptido de dominio TCR es un tramo de aminoédcidos derivados de dominios variables o constantes de TCR
que comprenden al menos un bucle estructural.

El término inmunoglobulina del presente documento se utiliza para anticuerpos, fragmentos de los mismos, regiones
variables, regiones constantes y moléculas de fusién de los mismos.

En particular, la presente invencion se refiere a un método para modificar un polipéptido del dominio del receptor de
células T que se une especificamente con sus bucles estructurales modificados a un epitopo de un antigeno que se
selecciona de entre el grupo que consiste en alérgenos, antigenos asociados a tumores, auto-antigenos, enzimas,
receptores Fc, proteinas del sistema de complemento, moléculas del suero, antigenos bacterianos, antigenos
fungicos, antigenos de protozoos y antigenos viricos.

En una realizacion el péptido el dominio del receptor de células T se une con sus bucles estructurales modificados
especificamente a al menos dos de tales epitopos que se diferencian entre ellos, sean del mismo antigeno o de
antigenos diferentes.

Se debe entender que la expresion “polipéptido del dominio del receptor de células T”, “dominio del receptor de
células T modificado” o “ dominio del receptor de células T de acuerdo con la invencion” incluye también un derivado
de un receptor de células T. Un derivado es una combinacién de uno o mas dominios del receptor de células T de la
invencion y/o una proteina de fusién en la que cualquiera de los dominios del receptor de células T se pueden
fusionar en cualquier posicion de una o mas proteinas distintas, incluyendo, pero sin limitarse a otros dominios del
receptor de células T, dominios de inmunoglobulinas, partes Fc, ligandos, proteinas scaffold, enzimas, toxinas,
proteinas del suero y similares. Un derivado del receptor de células T de la invencion se puede obtener también
conectando el polipéptido del dominio del receptor de células T de la invencién a otras sustancias por varias técnicas
quimicas tales como acoplamiento covalente, interaccién electrostatica, enlaces disulfuro, etc. Las otras sustancias
que se unen al péptido del domino del receptor de células T pueden ser lipidos, carbohidratos, acidos nucleicos,
moléculas organicas e inorganicas o cualquier combinacion de las mismas (por ejemplo PEG, profarmacos o
farmacos). Un derivado también es un polipéptido del dominio del receptor de células T con la misma secuencia de
aminoacidos pero fabricado completamente o en parte con aminoacidos no naturales o modificados quimicamente.

Las moléculas modificadas seran utiles como proteinas de una sola cadena asi como proteinas de fusion o
derivados, la mayoria fusionadas normalmente de tal manera que son parte de estructuras de receptor de células T
mayores o moléculas completas de receptor de células T, o partes de las mismas tal como receptores de células T
de cadena sencilla biespecificos o multiespecificos o formulaciones combinadas en las que los polipéptidos
modificados se combinan segln se necesite. Sera posible utilizar las proteinas modificadas para producir moléculas
que son monoespecificas, biespecificas, triespecificas y pueden llevar incluso mas especificidades al mismo tiempo
segun las necesidades del uso planificado para tales moléculas.

De acuerdo con la presente invencion, las regiones de unién a antigenos o los sitios de unién antigénica de todos los
tipos de alérgenos, antigenos asociados a tumores, auto-antigenos, enzimas receptores Fc, proteinas del sistema
de complemento, moléculas del suero, antigenos bacterianos, antigenos flungicos, antigenos de protozoos y
antigenos viricos, se pueden introducir en una region bucle estructural de una determinada estructura del dominio
receptor de células T. Los antigenos pueden ser moléculas de origen natural o moléculas sintetizadas quimicamente
o moléculas recombinantes, todas ellas en solucion o sobre o en particulas tales como fases sélidas o sobre o en
células o sobre superficies viricas.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2531515713

Los antigenos preferidos son las proteinas del suero, los receptores Fc, tales como Fc gamma |, Il I, receptores Fc
neonatales, moléculas de complemento y seroalbuminas.

Los términos y expresiones “alergenos, antigenos asociados a tumores, auto-antigenos, enzimas, receptores Fc,
proteinas del sistema de complemento, moléculas del suero, antigenos bacterianos, antigenos fungicos, antigenos
de protozoos, y antigenos viricos” incluiran todos los alérgenos y antigenos y dianas capaces de ser reconocidas por
un receptor de células T o anticuerpo., y fragmentos de tales moléculas asi como moléculas pequefias tales como
los haptenos.

El término “epitopo” significara una estructura molecular que puede constituirse en una pareja de unién especifica o
ser parte de una pareja de unién especifica para el dominio de unién o el polipéptido del dominio del receptor de
células T.

Quimicamente, un epitopo puede estar compuesto o bien por un carbohidrato, un péptido, un acido graso, una
sustancia organica, bioquimica o inorganica o derivados de los mismos en cualquier combinacién de los mismos. Si
un epitopo es un polipéptido, habitualmente incluird al menos 3 aminoacidos, preferentemente de 9 a 50
aminoacidos, y mas preferentemente entre aproximadamente 10-20 aminoacidos en el péptido. No hay un limite
superior critico para la longitud del péptido, que podria comprender casi la longitud completa de una secuencia de
polipéptido. Los epitopos pueden ser epitopos lineales o conformacionales. Un epitopo lineal estd compuesto por un
segmento sencillo de una secuencia primaria de una cadena polipeptidica. Los epitopos lineales pueden ser
contiguos o solapados. Los epitopos conformacionales estan compuestos por aminoacidos que se disponen juntos
por plegamientos del polipéptido para formar una estructura terciaria y los aminoacidos no estan necesariamente
adyacentes unos a otros en la secuencia lineal.

Los “alergenos, antigenos asociados a tumores, auto-antigenos, enzimas, receptores Fc, proteinas del sistema de
complemento, moléculas del suero, antigenos bacterianos, antigenos fungicos, antigenos de protozoos, y antigenos
viricos”, son los alérgenos o antigenos, que ya se ha probado que son capaces de ser relevantes inmunoldgica o
terapéuticamente, especialmente, de los que se ha ensayado una eficacia clinica.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion se pueden introducir otras capacidades de union en las
regiones bucle estructurales de los polipéptidos del dominio del receptor de células T, por ejemplo las capacidades
de unién para moléculas pequefias, para farmacos o enzimas, sitios cataliticos de enzimas o sustratos de enzimas o
la unién a un estado de transicién analogo a un sustrato enzimatico.

Preferentemente el nuevo sitio de union al antigeno en los bucles estructurales es ajeno al polipéptido del dominio
del receptor de células T sin modificar. PO tanto se prefieren dianas tales como moléculas efectoras, proteinas del
suero o receptores Fc y moléculas de la superficie celular como parejas de unién del polipéptido del dominio del
receptor de células T.

Como se utiliza en el presente documento, la expresion “se une especificamente” o “union especifica” se refiere a
una reaccién de unién que es determinante del ligando afin de interés en una poblacién heterogénea de moléculas.
Por tanto, bajo condiciones determinadas (por ejemplo, condiciones de inmunoensayo), el polipéptido del dominio
del receptor de células T especificado se une a su “diana” particular y no se une en una cantidad significativa a otras
moléculas presentes en una muestra.

La expresion “sistema de expresién” se refiere a moléculas de acido nucleico que contienen una secuencia
codificante deseada y secuencias de control en una unidén operativa, de forma que los huéspedes transformados o
transfectados con estas secuencias son capaces de producir las proteinas codificadas. Con el fin de efectuar la
transformacién, los sistemas de expresion se pueden incluir en un vector; sin embargo, el ADN relevante también se
puede integrar entonces en el cromosoma del huésped. De manera alternativa, se puede utilizar un sistema de
expresion para la transcripcion/traduccion in vitro.

De acuerdo con una realizacion preferida de la presente invencion el polipéptido del dominio TCR es de origen
humano o animal, preferentemente de origen camélido, de conejo, de pollo, de rata, de perro, de caballo, de oveja o
murino.

Como el polipéptido del receptor de células T modificado se puede emplear para varios propositos, en particular en
composiciones farmacéuticas, el polipéptido del dominio del receptor de células T es preferentemente de origen
humano o murino. Por supuesto, el polipéptido del receptor de células T modificado puede ser también un
polipéptido del dominio del receptor de células T humanizado o quimérico. En la realizacién de la presente invencion
mas preferida el polipéptido del dominio del receptor de células T es de origen humano o una version humanizada
de un polipéptido del dominio del receptor de células T de cualquier especie.

Las regiones bucle estructurales de un polipéptido de dominio del receptor de células T se seleccionan
preferentemente a partir de bucles estructurales que comprende los aminoacidos 11 a 19, aminoacidos 43 a 51,
aminoacidos 67 a 80 o aminoacidos 90 a 99, donde la numeracion de la posicién de aminoacidos de los dominios es
la de la IMGT.
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Las regiones bucle estructurales de un polipéptido del dominio constante del receptor de células T se seleccionan
preferentemente de entre los bucles estructurales que comprende los aminoacidos 9 a 20, aminoacidos 27 a 36,
aminodcidos 41 a 78, aminoacidos 82 a 85, aminodcidos 90 a 102 o amino&cidos 107 a 116, donde la numeracién
de la posicién de aminoacidos de los dominios es la de la IMGT.

Preferentemente, los nuevos sitios de unién al antigeno en los bucles estructurales se introducen en los polipéptidos
del dominio del receptor de células T codificados por el acido nucleico seleccionado por sustitucién, delecion y/o
inserciéon de al menos un nucledtido.

De acuerdo con otra realizacion preferida de la presente invencién la modificacion del al menos un nucleétido en al
menos una regién bucle estructural da como resultado una sustitucion, delecion y/o insercion en el polipéptido del
dominio del receptor de células T codificado por dicho acido nucleico.

La modificacion de al menos una region bucle de un polipéptido del dominio del receptor de células T puede dar
lugar a una sustitucién y/o insercién de dos o mas aminoacidos, preferentemente mutaciones puntuales, cambio de
aminoacidos de bucles completos, méas preferido el cambio de al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, hasta 30
aminoacidos.

De acuerdo con la invencién, el método para introducir modificaciones es la mutacién aleatoria dirigida al sitio. Con
este método se intercambian dos o mas restos de aminodacidos especificos de los bucles o se introducen utilizando
inserciones generadas aleatoriamente en tales bucles estructurales. Alternativamente se prefiere el uso de
estrategias de combinacion.

En otra realizacién preferida al menos dos, en otra realizacion preferida al menos tres regiones bucle estructurales
de un polipéptido del dominio el receptor de células T se mutan o modifican por métodos de mutagénesis aleatoria,
semi-aleatoria o, en particular, aleatoria dirigida al sitio.

Estos métodos se pueden utilizar para hacer modificaciones de aminoacidos en las posiciones deseadas del
polipéptido del dominio del receptor de células T. En estos casos las posiciones se eligen aleatoriamente, o los
cambios de aminoacidos se hacen utilizando ciertas reglas. Por ejemplo, ciertos restos se pueden mutar en
cualquier aminoacido, mientras que otros restos pueden mutarse en un grupo restringido de aminoacidos. Esto se
puede conseguir de una manera gradual alternando los ciclos de mutacion y seleccidn o simultaneamente.

Un método preferido de acuerdo con la invencidon se refiere a una molécula de acido nucleico modificada
aleatoriamente que codifica un polipéptido del dominio del receptor de células T que comprende al menos una
unidad de repeticion de nucleétido con una regién codificante del bucle estructural que tiene la secuencia 5’-NNS-3’,
5 -NNN-3 o 5 - NNK-3. En algunas realizaciones el &cido nucleico modificado comprende codones de nucleétidos de
entre el grupo TMT, WMT, RMC, RMG, MRT, SRC, KMT, RST, YMT, MKC, RSA, RRC, NNK, NNN, NNS o cualquier
combinacion de los mismos. (la codificacién es segun la IUPAC).

Las moléculas de &cido nucleico modificado aleatoriamente pueden comprender las unidades de repeticion
identificadas anteriormente, que codifican todos los aminoacidos de origen natural conocidos o un subgrupo de las
mismas.

La modificacion de la molécula de acido nucleico se puede llevar a cabo introduciendo oligonucleétidos sintéticos en
un segmento mas grande de acido nucleico o por sintesis de novo de una molécula de &cido nucleico completa. La
sintesis de acido nucleico también se puede llevar a cabo con bloques de construcciéon de tri-nucleétidos lo que
reduciria el nimero de combinaciones de secuencias sin sentido se se va a codificar un subgrupo de aminoacidos
(por ejemplo, Yanez et al. Nucleic Acids Res. (2004) 32:¢158; Virnekas et al. Nucleic Acids Res. (1994) 22:5600-
5607).

Preferentemente las posiciones que se van a modificar son aminoacidos expuestos en la superficie. La exposicion
en la superficie de aminoacidos de bucles estructurales se pueden evaluar a partir de estructuras proteicas
conocidas de polipéptidos del dominio del receptor de células T y por analogia (homologia) de tales secuencias de
aminoacidos para las que no esta disponible una estructura determinada experimentalmente.

En una realizacién preferida de la invencion las modificaciones introducidas en al menos un bucle estructural
comprende al menos 2, 3, 4, 5, 0 6 aminoacidos de origen no natural en el sitio respectivo del bucle estructural del
polipéptido del dominio del receptor de células T no modificado.

La modificacién de aminoacidos se puede predisponer preferentemente con el fin de introducir aminoacidos en las
regiones bucle estructurales que se sabe que estan implicados frecuentemente en interacciones proteina-proteina
(por ejemplo, Lea & Stewart (1995) FASEB J. 9:87-93; Fellhouse et al. (2006) J. Mol. Biol. 357:100-114; Adib-
Conquuy et al. (1998) International Immunology 10:341-346; Lo Conte et al. (1999) J. Mol. Biol. 285:2177-2198;
Zemlin et al. (2003) J. Mol. Biol. 334:733-749).
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En una realizacion preferida, se utiliza una biblioteca de variantes de polipéptido que comprende polipéptidos del
dominio del receptor de células T de la invencion como un grupo de seleccion en el que las modificaciones contienen
o introducen al menos uno, mas preferentemente al menos dos aminoacidos por bucle estructural modificado,
preferentemente fuera el grupo de aminoacidos triptéfano, tirosina, fenilalanina, histidina, isoleucina, serina,
metionina, alanina y asparagina.

La modificacion del bucle estructural del polipéptido del dominio del receptor de células T de acuerdo con la presente
invencion es preferentemente una delecion, sustitucion o una insercién de uno o mas aminoacidos.

De acuerdo con la presente invencién, al menos 2, preferentemente, al menos 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 y hasta 30
aminoacidos se han eliminado, sustituido por otros aminoacidos (también por aminoacidos modificados) o insertado
en la region bucle estructural del polipéptido del dominio del receptor de células T. Sin embargo, el nUmero maximo
de aminodcidos insertados en una region bucle estructural de un polipéptido del dominio del receptor de células T
puede no exceder de 30, preferentemente, 25, mas preferentemente 20 aminoacidos.

Como se conoce bien en la técnica, hay varias tecnologias de seleccion que se pueden utilizar para la identificacion
y aislamiento de proteinas con ciertas caracteristicas de union y afinidades, incluyendo por ejemplo, tecnologias de
presentacién tales como fago de presentacion, presentacién de ribosoma, presentacion en la superficie celular, y
similares, como se describe posteriormente. Los métodos de produccién y seleccion de variantes de TCR se
conocen bien en la técnica.

Las moléculas de acido nucleico que codifican los polipéptidos del dominio del receptor de células T (y siempre
incluidas a través de toda la especificacion posterior: receptores de células T y fragmentos del receptor de células T
que comprenden un polipéptido del dominio del receptor de células T modificado) se pueden clonar en células
huésped, expresar y ensayar sus especificidades de union. Estas practicas se llevan a cabo utilizando
procedimientos bien conocidos en la técnica, y varios métodos que se pueden utilizar en la presente invencion se
describen en Molecular Cloning--A Laboratory Manual, 32 Ed. (Maniatis, Cold Spring Harbor Laboratory Press, New
York, (2001), y Current Protocols in Molecular Biology (John Wiley & Sons). Los acidos nucleicos que codifican el
polipéptido del dominio del receptor de células T modificado se puede incorporar en un vector de expresion con el fin
de expresar dichos polipéptidos del dominio del receptor de células T. Los vectores de expresion normalmente
comprenden un polipéptido del dominio del receptor de células T unido operativamente - es decir situado en relacién
funcional - con secuencias de control o reguladoras, marcadores genéticos, cualquier pareja de fusion, y/o
elementos adicionales. El polipéptido del dominio del receptor de células T modificado se puede producir cultivando
una célula huésped transformada con acido nucleico, preferentemente un vector de expresion, que contiene el acido
nucleico que codifica el polipéptido del dominio del receptor de células T, bajo condiciones apropiadas para inducir o
producir la expresion del polipéptido del dominio del receptor de células T modificado. Los métodos de introduccién
de moléculas de acido nucleico exégenas en un huésped se conocen bien en la técnica, y variaran con el huésped
que se utilice. Por supuesto, también se pueden emplear sistemas de expresién no celulares o libres de células para
la expresion de polipéptidos del dominio del receptor de células T.

Los polipéptidos del dominio del receptor de células T modificados se pueden purificar o aislar tras la expresion. Los
polipéptidos del dominio del receptor de células T se pueden aislar o purificar con varias maneras conocidas por los
expertos en la técnica. Los métodos de purificacion de referencia incluyen las técnicas cromatograficas,
electroforéticas, inmunoldgicas, precipitacion, dialisis, filtracién, concentracion y técnicas de cromatoenfoque. La
purificacién a menudo se puede hacer posible por una pareja de fusién particular. Por ejemplo, se pueden purificar
los TCR utilizando resina de glutation si se emplea una fusién GST, cromatografia de afinidad Ni** si se emplea una
marca His o anticuerpo anti-flag inmovilizado si se utiliza una marca flag. Como guia general de las técnicas de
purificacién adecuadas véase, por ejemplo, Scopes, "Protein Purification: Principles and Practice", 1994, 32 ed.,
Springer-Science and Business Media Inc., NY o Roe, "Protein Purification Techniques : A Practical Approach",
2001, Oxford University Press. Por supuesto, también es posible expresar el polipéptido del dominio del receptor de
células T modificado en la superficie de un huésped, en particular en la superficie de una células bacteriana, de
insecto o de levadura o en la superficie de fagos o virus.

Los polipéptidos del dominio del receptor de células T modificados se pueden seleccionar utilizando varios métodos,

incluyendo pero sin limitarse a los que utilizan ensayos in vitro, in vivo y ensayos basados en células, y tecnologias
de seleccién. Se pueden utilizar tecnologias de seleccién automatica y de alto rendimiento en los procedimientos de
seleccién. La seleccion puede emplear el uso de una pareja de fusiébn o marcador, por ejemplo una enzima, un
marcador inmunitario, un marcador isotdépico, o un marcador de molécula pequefa tales como colorantes
fluorescente o colorimétrico o una molécula luminogénica.

En una realizacion preferida, las propiedades biofisicas y/o funcionales de los polipéptidos del dominio del receptor
de células T se seleccionan en un ensayo in vitro. En una realizacion preferida, el TCR se selecciona por
funcionalidad, por ejemplo, su capacidad de catalizar una reaccion o su especificidad de unién, reactividad cruzada
y/o afinidad por su diana.
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En otra realizacién preferida, los polipéptidos del dominio del receptor de células T favorables se pueden seleccionar
in vivo, por ejemplo, introduciéndolos en una célula o un organismo. Las variantes de unién especifica se pueden
aislar o desde los fluidos corporales tales como sangre o liquido linfatico o a partir de 6érganos especificos,
dependiendo de la propiedades necesarias de los dominios modificados.

Los ensayos pueden emplear varios métodos de deteccion incluyendo pero sin limitarse a marcadores
cromogénicos, fluorescentes, luminiscentes, o isotopicos.

Como se sabe en la técnica, algunos métodos de seleccion seleccionan los miembros favorables de un biblioteca.
Los métodos se designan en el presente documento como “métodos de seleccidn”, y estos métodos se utilizan en la
presente invencién para seleccionar los polipéptidos del dominio del receptor de células T modificados. Cuando las
bibliotecas de variantes del polipéptido del dominio del receptor de células T se seleccionan utilizando un método de
seleccién, solo los miembros de una biblioteca que son favorables, es decir los que cumplen alguno de los criterios
de seleccion, se propagan, aislan y/o se observan. Como se apreciara, debido a que solo se observan las variantes
ajustadas, tales métodos posibilitan la seleccién de bibliotecas que son mas grandes que las seleccionables por
métodos que ensayan el ajuste de los miembros de la biblioteca individualmente. La Seleccion es posible por
cualquier método, técnica, o pareja de fusidbn que une, covalentemente o no covalentemente, el fenotipo del
polipéptido del dominio del receptor de células T con su genotipo, que es la funcién de un polipéptido del dominio del
receptor de células T con el &cido nucleico que lo codifica. Por ejemplo, el uso de un fago de presentacion como un
método de seleccion se hace posible por la fusién de miembros de la biblioteca con una proteina de la envoltura del
fago. La que se utiliza mas frecuentemente es la proteina genética lll filamentosa del fago, sin embargo también se
pueden utilizar otras proteinas de la envoltura tales como la proteina VI, proteina VI, proteina VI y proteina IX. De
esta manera, la seleccion o el aislamiento de polipéptidos del dominio del receptor de células T modificados que
cumplen alguno de los criterios, por ejemplo la afinidad de union a la diana del polipéptido del dominio del receptor
de células T, también selecciona o aisla el acido nucleico que lo codifica. Una vez aislado, el gen o genes que
codifican los polipéptidos del dominio del receptor de células T modificados se pueden entonces amplificar. Este
proceso de aislamiento y amplificacién, designado como “panning”, se puede repetir, permitiendo que se
enriquezcan las variantes del polipéptido del dominio del receptor de células T favorables de la biblioteca. Por Gltimo
la secuenciacion de &cido nucleico del acido nucleico unido permite la identificacién genética.

Se conocen varios métodos de seleccion en la técnica que son utiles en la presente invencion para explorar
bibliotecas de polipéptidos del dominio del receptor de células T (documentos WO04044004A2, WO05116646A1 y
WQO9839482A1; Dunn et al. (2006) Protein Sci. 15:710-721; Richmann et al. (2006) Protein Eng Des Sel. 19:255-
264). Estos incluyen pero no se limitan a todas las técnicas que se han utilizado para la seleccién de anticuerpos
especificos y péptidos tales como fagos de presentacion ((Phage display of peptides and antibodies: a laboratory
manual, Kay et al., 1996, Academic Press, San Diego, Calif., 1996; Lowman et al., 1991, Biochemistry 30:10832-
10838; Smith, 1985, Science 228:1315-1317) y sus derivados tales como la infeccién por fagos selectivos (Malmborg
et al., 1997, J Mol Biol 273:544-551), fagos infecciosos selectivamente (Krebber et al., 1997, J Mol Biol 268:619-
630), panning infeccioso retrasado (Benhar et al., 2000, J Mol Biol 301:893-904), presentacién en superficie celular
(Witrrup, 2001, Curr Opin Biotechnol, 12:395-399) tal como presentacion en bacterias (Georgiou et al., 1997, Nat
Biotechnol 15:29-34; Georgiou et al., 1993, Trends Biotechnol 11:6-10; Lee et al., 2000, Nat Biotechnol 18:645-648;
Jun et al., 1998, Nat Biotechnol 16:576-80), levaduras (Boder & Wittrup, 2000, Methods Enzymol 328:430-44; Boder
& Wittrup, 1997, Nat Biotechnol 15:553-557), y células de mamiferos (Whitehorn et al., 1995, Bio/technology
13:1215-1219), asi como técnicas de presentacién in vitro (Amstutz et al., 2001, Curr Opin Biotechnol 12:400-405)
tal como presentacion en polisomas (Mattheakis et al., 1994, Proc Natl Acad Sci USA 91:9022-9026), presentacion
en ribosomas (Hanes et al., 1997, Proc Natl Acad Sci USA 94:4937-4942), presentacion en ARNm (Roberts &
Szostak, 1997, Proc Natl Acad Sci USA 94:12297-12302; Nemoto et al., 1997, FEBS Lett 414:405-408), y sistema de
presentacién de inactivacion de ribosomas (Zhou et al., 2002, J Am Chem Soc 124, 538-543).

Otros métodos de seleccion que se pueden utilizar en la presente invencién incluyen métodos que no se basan en la
presentacion, tales como métodos in vivo que incluyen, pero no se limitan a expresion periplasmica y seleccion
citométrica (Chen et al., 2001, Nat Biotechnol 19:537-542), ensayo de fragmento de complementacién (Johnsson &
Varshavsky, 1994, Proc Natl Acad Sci USA 91:10340-10344; Pelletier et al., 1998, Proc Natl Acad Sci USA
95:12141-12146), y la seleccién de dos hibridos de levadura (Fields & Song, 1989, Nature 340:245-246) que se
utiliza en el modo de seleccion (Visintin et al., 1999, Proc Natl Acad Sci USA 96:11723-11728). En una realizacién
alternativa, se hace posible la seleccién por una pareja de unién que se une a una secuencia especifica en el vector
de expresion, que se une covalente o no covalentemente a la pareja de fusién y se asocia al miembro de la
biblioteca del polipéptido del dominio del receptor de células T con el acido nucleico que los codifica. Por ejemplo, el
documento W09308278 describe tal pareja de fusion y una técnica que es Util en la presente invencion. En una
realizacién alternativa, se puede producir la seleccion in vivo si la expresién del polipéptido del dominio del receptor
de células T da lugar a alguna ventaja en el crecimiento, reproduccion, o supervivencia de la célula.

A algunos métodos se les denomina métodos de “evolucién directa”. Estos métodos incluyen el emparejamiento o
reproduccién de secuencias favorables durante la seleccion, a veces con la incorporacion de nuevas mutaciones.
Como se apreciara por los expertos en la técnica, los métodos de evolucion directa puede facilitar la identificacion de
las secuencias mas favorables en una pluralidad de polipéptidos, y pueden aumentar la diversidad de secuencias
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que se seleccionan. Se conocen en la técnica varios métodos de evolucién que son utiles en la presente invencion
para generar y seleccionar variantes de polipéptidos del dominio del receptor de células T, que incluyen pero no se
limitan a barajado de ADN (documentos PCT W000/42561; PCT WO 01/70947), combinacion de exones (Kolkman
& Stemmer, 2001, Nat Biotechnol 19:423-428), combinacion de familias (Crameri et al., 1998, Nature 391:288-291),
aleatorizacion combinatoria selectiva (documentos WO03012100, WO04018674A1), Quimerogénesis Aleatoria en
Matrices Transitorias (Coco et al., 2001, Nat Biotechnol 19:354-359), recombinacion in vitro por evolucién molecular
por proceso de extension escalonado (StEP) (Zhao et al., 1998, Nat Biotechnol 16:258-261; Shao et al., 1998,
Nucleic Acids Res 26:681-683), ensamblaje genético mediado por exonucleasa (Pat. de EE. UU. N° 6.352.842; Pat.
de EE. UU. N°® 6.361.974), Mutagenesis genética por saturacién del sitio (Pat. de EE. UU. N° 6.358.709),
Reensamblaje genético (Pat. de EE. UU. N® 6.358.709), SCRATCHY (Lutz et al., 2001, Proc Natl Acad Sci USA
98:11248-11253), métodos de fragmentacion de ADN (Kikuchi et al., Gene 236:159-167), barajado de ADN
monocatenario (Kikuchi et al., 2000, Gene 243:133-137), y tecnologia de modificacién de anticuerpos de evolucion
directa (Evolucién Molecular Aplicada) (Pat. de EE. UU. N° 5.824.514; Pat. de EE. UU. N° 5.817.483; Pat. de EE.
UU. N®5.814.476; Pat. de EE. UU. N2 5.763.192; Pat. de EE. UU. N? 5.723.323).

En una realizacién preferida, las variantes del polipéptido del dominio del receptor de células T se seleccionan
utilizando uno o mas ensayos basados en células o in vivo. Para tales ensayos, se afaden normalmente
polipéptidos del dominio del receptor de células T purificados o no purificados exégenamente tal que las células se
exponen a polipéptidos del dominio del receptor de células T modificados o grupos de polipéptidos del dominio del
receptor de células T que pertenecen a una biblioteca. Estos ensayos se basan normalmente, pero no siempre, en la
funcién deseada del polipéptido del dominio del receptor de células T; es decir, la capacidad del polipéptido del
dominio del receptor de células T modificado de acuerdo con la invencién para unirse a su diana y para mediar algin
acontecimiento bioquimico, por ejemplo, la funcién efectora, la semivida en el suero, la inhibicion de la union al
ligando/receptor, apoptosis, y similares. Tales ensayos implican a menudo el control de la respuesta de las células al
polipéptido del dominio del receptor de células T, por ejemplo, supervivencia celular, muerte celular, cambio en la
morfologia celular, o activacion transcripcional tal como expresion celular de un gen natural o un gen indicador. Por
ejemplo, tales ensayos pueden medir la capacidad de las variantes del polipéptido del dominio del receptor de
células T para inducir ADCC, ADCP o CDC. Para algunos ensayos, se puede necesitar la adicién de células o
componentes adicionales, que estén ademas de las células diana, por ejemplo, complemento del suero, o células
efectoras tales como monocitos de sangre periférica (PBMC), células NK, macréfagos, y similares. Tales células
adicionales pueden ser de cualquier organismo, preferentemente de seres humanos, ratdn, rata, conejo y mono. Los
polipéptidos del dominio del receptor de células T pueden producir apoptosis de ciertas lineas celulares que
expresan la diana, o pueden mediar en el ataque a las células diana por células inmunitarias que se han afiadido en
el ensayo. Los métodos para controlar la muerte o viabilidad celular se conocen en la técnica, e incluyen el uso de
colorantes, reactivos inmunoquimicos, citoquimicos, y radioactivos. Por ejemplo, los ensayos de tincién por caspasa
pueden hacer posible medir la apoptosis, y la captacién o liberacion de sustratos radioactivos o colorantes
fluorescentes puede hacer posible que se controlen el crecimiento o la activacién, De manera alternativa, se pueden
controlar las células diana muertas o dafadas midiendo la liberacién de uno o mas componentes intracelulares
naturales, por ejemplo, la lactato deshidrogenasa. La activacién transcripcional también puede servir como un
método para ensayar la funcién en ensayos basados en células. En este caso, la respuesta se puede controlar
ensayando los genes naturales que pueden estar regulados positivamente, por ejemplo se puede medir la liberacién
de ciertas interleucinas, o alternativamente la lectura puede ser por medio de un sistema indicador. Los ensayos
basados en células también pueden implicar la medicién de cambios morfol6gicos de células como una respuesta a
la presencia de polipéptidos del dominio del receptor de células T modificados. Los tipos celulares para tales
ensayos pueden ser procariotas o eucariotas, y se pueden emplear varias lineas celulares es que se conocen en la
técnica.

De manera alternativa, la seleccion basada en células se puede llevar a cabo utilizando células que se han
transformado o transfectados con acidos nucleicos que codifican las variantes de los polipéptidos del dominio del
receptor de células T. En este caso, las variantes del polipéptido del dominio del receptor de células T de la
invencion no se afiaden exdégenamente a las células (por ejemplo, al igual que Auf der Maur, 2004, Methods, 34:215-
224). En otro método alternativo, la seleccion basada en células utiliza la presentacion en la superficie celular. Se
puede emplear una pareja de fusién que haga posible de presentacion de polipéptidos del dominio del receptor de
células T modificados en la superficie de las células (como se ha demostrado por fragmentos de anticuerpos:
Witrrup, 2001, Curr Opin Biotechnol, 12:395-399).

En una realizacion preferida, la inmunogenicidad del polipéptido del dominio del receptor de células T modificado se
puede determinar experimentalmente utilizando un o més ensayos inmunolégicos o basado en células (por ejemplo,
Koren et al., 2002, Current Pharmaceutical Biotechnology 3:349-360; Chirino et al., 2004, Drug Discovery Today
9:82-90; Tangri et al., 2005, J. Immunol. 174:3187-3196; Hermeling et al., 2004, Pharm. Res. 21:897-903). En una
realizacién, se utilizan ensayos de activacion de células T ex vivo para cuantificar la inmunogenicidad
experimentalmente. En este método, se desafian células presentadoras de antigeno y células T intactas de
donantes coincidentes con un péptido o con el polipéptido del dominio del receptor de células T completo de interés
una vez o mas. Se puede detectar la activacion de las células T utilizando varios métodos, por ejemplo, controlando
la liberacién de citoquinas o midiendo la captacion de timidina tritiada. En realizaciones preferidas se utiliza la
tecnologia LUMINEX para medir la liberacion de citoquinas (por ejemplo, de Jager et al., Clin. Diagn. Lab. Immunol.,
2003, 10:133-139) o se controla la produccion de interferbn gamma utilizando ensayos Elispot (Schmittel et. al.,
2000, J. Immunol. Meth., 24: 17-24).
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Se pueden caracterizar las propiedades biologicas de los polipéptidos del dominio del receptor de células T
modificados en experimentos en células, tejidos, y organismos completos Como se conoce en la técnica, a menudo
los farmacos se ensayan en animales, incluyendo pero sin limitarse a ratones, ratas, conejos, perros, gatos, cerdos,
y monos, con el fin de medir la eficacia de un fa&rmaco para el tratamiento contra una enfermedad o modelo de
enfermedad, o para medir las caracteristicas farmacocinéticas, toxicidad y otras propiedades de un farmaco. Se
puede designar a los animales como modelos de enfermedad. Los agentes terapéuticos a menudo se ensayan en
ratones, que incluyen pero no se limitan a ratones desnudos, ratones SCID, ratones de aloinjerto, y ratones
transgénicos (incluyendo los mutantes genéticos knock-in y knock-out). Tal experimentacion puede proporcionar
datos significativos para determinar el potencial de la variante e polipéptido que se va a utilizar como agente
terapéutico. Se puede utilizar cualquier organismo, preferentemente mamiferos, para el ensayo. Debido a las
similitudes genéticas con el ser humano, los monos pueden ser modelos terapéuticos adecuados, y por lo tanto se
pueden utilizar para ensayar la eficacia, toxicidad, caracteristicas farmacocinéticas, y otras propiedades de los
polipéptidos del dominio del receptor de células T modificados. Los ensayos en humanos son los mas
frecuentemente requeridos para la aprobacion como agentes terapéuticos, y por tanto estos experimentos por
supuesto estan contemplados. Por lo tanto el polipéptido del dominio del receptor de células T modificado se puede
ensayar en seres humanos para determinar su eficacia, toxicidad, inmunogenicidad, caracteristicas farmacocinéticas
y/u otras propiedades clinicas.

El polipéptido del dominio del receptor de células T modificado de la presente invencion puede encontrar uso en una
amplia gama de productos. En una realizacién la variante del polipéptido del dominio del receptor de células T se
utiliza para terapia o profilaxis, para uso preparativo o analitico, como diagnéstico, como un compuesto industrial o
un reactivo de investigacion, preferentemente como un agente terapéutico. La variante del polipéptido del dominio
del receptor de células T puede encontrar uso en una composicién de polipéptido del dominio del receptor de células
T que sea monoclonal, oligoclonal o policlonal. Los polipéptidos del dominio del receptor de células T se pueden
utilizar para destruir células diana que tienen el antigeno diana, por ejemplo células cancerosas.

Los polipéptidos del dominio del receptor de células T modificados se pueden utilizar para bloquear, antagonizar, o
agonizar el antigeno diana, por ejemplo antagonizando una citoquina o un receptor de citoquina. Los polipéptidos del
dominio del receptor de células T modificados se pueden utilizar para bloquear, antagonizar, o agonizar el antigeno
diana y destruiran las células diana que llevan el antigeno diana.

Los polipéptidos del dominio del receptor de células T modificados se pueden utilizar para bloquear, antagonizar, o
agonizar factores de crecimiento o receptores de factores de crecimiento y destruye las células diana que portan o
necesitan el antigeno diana.

Los polipéptidos del dominio del receptor de células T modificados se pueden utilizar para bloquear, antagonizar, o
agonizar enzimas y sustratos de enzimas.

Los polipéptidos del dominio del receptor de células T modificados se pueden utilizar para neutralizar agentes
infecciosos tales como virus, bacterias u hongos.

Los polipéptidos del dominio del receptor de células T modificados pueden mostrar semivida aumentada en suero.
Los polipéptidos del dominio del receptor de células T modificados pueden mostrar capacidades de funcion efectora.

Los polipéptidos del dominio del receptor de células T modificados se pueden utilizar con varios fines terapéuticos.
Por ejemplo, un receptor de células R que comprende el polipéptido del dominio del receptor de células T modificado
se puede administrar a un paciente para tratar un trastorno especifico. Un “paciente” incluye tanto seres humanos
como otros animales, preferentemente mamiferos y mas preferentemente seres humanos. Por “trastorno especifico”
en el presente documento se quiere decir un trastorno que se puede mejorar por la administracion de una
composiciéon farmacéutica que comprende un polipéptido del dominio del receptor de células T modificado.

Un polipéptido del dominio del receptor de células T modificado puede ser el Unico principio terapéuticamente activo
que se administra al paciente. De manera alternativa, el polipéptido del dominio del receptor de células T modificado
se puede administrar en combinacién con uno 0 mas agentes terapéuticos, incluyendo pero sin limitarse a agentes
citotoxicos, agentes quimioterapicos, citoquinas, agentes inhibidores del crecimiento, agentes anti-hormonales,
inhibidores de quinasas, agentes anti-angiogénicos, cardioprotectores, u otros agentes terapéuticos. El polipéptido
del dominio del receptor de células T modificado se puede administrar concomitantemente con uno o mas regimenes
terapéuticos. Por ejemplo, una variante de receptor de células T se puede administrar al paciente junto con
quimioterapia, radioterapia, 0 ambas quimioterapia y radioterapia. El polipéptido del dominio del receptor de células
T modificado se puede administrar en conjuncién con uno o mas anticuerpos. De manera alternativa, se emplean el
polipéptido del dominio del receptor de células T modificado y una o mas terapias anticancer para tratar las células
cancerosas ex vivo. Se contempla que este tratamiento ex vivo puede ser Util en el trasplante de médula ésea y
particularmente, el trasplante de médula 6sea aut6loga. Por su puesto se contempla que el polipéptido del dominio
del receptor de células T de la invencion se puede emplear en combinacion con otras técnicas terapéuticas tales
como la cirugia.

Se puede utilizar otros varios agentes terapéuticos para su administracion con el polipéptido del dominio del receptor
de células T modificado. El polipéptido del dominio del receptor de células T modificado se puede administrar con un
agente anti-angiogénico, que es un compuesto que bloquea, o interfiere en algin grado con el desarrollo de vasos
sanguineos. El factor anti-angiogénico, por ejemplo, puede ser una molécula pequefia o una proteina, por ejemplo,
un anticuerpo, fusion Fc, o citoquina, que se une a un factor de crecimiento o un receptor de factor de crecimiento
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implicado en la promocién de la angiogénesis. El factor anti-angiogénico preferido del presente documento es un
anticuerpo que se une al factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF). De manera alternativa, el polipéptido del
dominio del receptor de células T modificado se puede administrar con un inhibidor de la tirosina quinasa, que es
una molécula que inhibe hasta cierto punto la actividad de la tirosina quinasa de una tirosina quinasa. De manera
alternativa, los polipéptidos del dominio del receptor de células T modificados se pueden administrar con una
citoquina. Por “citoquina” en el presente documento se quiere designar un término genérico para proteinas liberadas
por una poblacion celular que actian en otra célula como mediadores intercelulares que incluyen las quimioquinas.

Se contemplan en el presente documento composiciones farmacéuticas en las que se formulan polipéptidos del
dominio del receptor de células T modificados de la misma o diferentes especificidades y uno o mas agentes
terapéuticamente activos. Las formulaciones de las variantes de polipéptidos se preparan para su almacenaje
mezclando dichos polipéptidos del dominio del receptor de células T modificados que tienen el grado deseado de
pureza con vehiculos, excipientes o estabilizantes farmacéuticamente aceptables opcionales (Remington’s
Pharmaceutical Sciences, 1980, 162 edicion, Osol, A. Ed.,), en forma de formulaciones liofilizadas o soluciones
acuosas. Las formulaciones para utilizarse en administracion in vivo son preferentemente estériles. Esto se consigue
facilmente por filtracion a través de membranas estériles u otros métodos. El polipéptido del dominio del receptor de
células T modificado y otros agentes terapéuticamente activos desvelados en el presente documento se pueden
formular como inmunoliposomas, y/o introducidos en microcapsulas.

La administracion de la composicién farmacéutica que comprende un polipéptido del dominio del receptor de células
T modificado o una mezcla de diferentes polipéptidos del dominio del receptor de células T modificados,
preferentemente en forma de una solucion acuosa estéril se puede llevar a cabo por varias vias, incluyendo, pero sin
limitarse a via oral, via subcutanea, intravenosa, intranasal, intradtica, transdérmica, topica (por ejemplo, geles,
pomadas, lociones, cremas, etc.), intraperitoneal, intramuscular, intrapulmonar, vaginal, parenteral, rectal, o
intraocular.

De acuerdo con una realizacion preferida de la presente invencion el sistema de expresion comprende un vector. Se
puede utilizar para este propoésito cualquier vector conocido en la técnica segin sea apropiado.

El polipéptido del dominio del receptor de células T modificado se expresa preferentemente en un huésped,
preferentemente en una bacteria, en levaduras, en una células vegetal, en una células de insecto, en una célula
animal o célula de mamifero o en un érgano de una planta o animal o en un animal o planta completos.

Se puede utilizar una amplia variedad de células huésped para expresar el polipéptido modificado de la invencién,
incluyendo pero no limitado a células de mamifero (células animales) células vegetales, bacterias (por ejemplo,
Bacillus subtilis, Escherichia coli), células de insecto, y levaduras (por ejemplo, Pichia pastoris, Saccharomyces
cerevisiae). Por ejemplo, varias lineas celulares que pueden ser Utiles en la presente invencion se describen en el
catalogo de lineas celulares de la ATCC, disponible en la Coleccion Americana de Cultivos Tipo. Ademas, también
se pueden utilizar plantas y animales como huéspedes para la expresién del polipéptido del dominio del receptor de
células T de acuerdo con la presente invencion. La expresién asi como los vectores de transfeccion o casetes se
pueden seleccionar de acuerdo con el huésped utilizado.

Por supuesto también se pueden utilizar sistemas de expresidon no celulares o libres de células. Las plataformas de
expresion proteica de transcripcion/traduccion in vitro, que producen cantidades suficientes de proteinas ofrecen
muchas ventajas de una expresion libre de células, eliminando la necesidad de etapas trabajosas corriente arriba y
abajo (por ejemplo, transformacién de la célula huésped, cultivo o lisis) que se asocian normalmente en los sistemas
de expresion basados en células.

La presente divulgacion se refiere a un método para fabricar un polipéptido del dominio del receptor de células T,
comprendiendo el método al menos una modificacién en dicho bucle estructural de dicho polipéptido del dominio del
receptor de células T y la determinacion de la uniéon de dicha molécula a un epitopo de un antigeno, en el que la
molécula sin modificar no se une significativamente a dicho epitopo, que comprende las etapas de:

- proporcionar un acido nucleico que codifica un polipéptido del dominio del receptor de células T que comprende
al menos una regién bucle estructural,

- modificar al menos un resto de nucleétido de al menos una de las regiones de bucle estructural,

- transferir dicho acido nucleico modificado en un sistema de expresion,

- expresar dicho polipéptido del dominio del receptor de células T,

- poner en contacto el polipéptido del dominio del receptor de células T expresado con un epitopo,

- determinar si dicho polipéptido del dominio del receptor de células T se une con dicho epitopo, y

- proporcionar el polipéptido del dominio del receptor de células T modificado que se une a dicho epitopo y
opcionalmente rematarlo en una preparacién farmacéutica.

Se describe en el presente documento un método para fabricar una molécula multiespecifica que se une
especificamente a al menos una primera moléculas o una preparacion farmacéutica de la misma que comprende al
menos una modificacion en cada uno de al menos una region d bucle estructural de dicho polipéptido del dominio del
receptor de células T y determinar la unidn especifica de dicha al menos una regién bucle a al menos una segunda
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molécula que se selecciona de entre el grupo que consiste en alérgenos, antigenos asociados a tumores, auto-
antigenos, enzimas, receptores Fc, proteinas del sistema de complemento, moléculas del suero, antigenos
bacterianos, antigenos fungicos, antigenos de protozoos y antigenos viricos, en el que el polipéptido del dominio del
receptor de células T que contiene una regién bucle estructural no modificada no se une especificamente a dicha al
menos una segunda molécula, que comprende las etapas de:

- proporcionar un &cido nucleico que codifica un polipéptido del dominio del receptor de célula T que se une
especificamente a al menos una primera molécula que comprende al menos una regién bucle estructural,

- modificar al menos un resto de nucleétido de al menos una de dichas regiones de bucle estructural codificada por
dicho acido nucleico,

- transferir dicho acido nucleico modificado en un sistema de expresion,

- expresar dicho polipéptido del dominio del receptor de célula T modificado,

- poner en contacto el polipéptido del dominio del receptor de células T expresado con la dicha al menos una
segunda molécula, y

- determinar si dicho polipéptido del dominio del receptor de células T se une con dicha al menos una segunda
molécula y

- proporcionar el polipéptido del dominio del receptor de células T que se une especificamente a dicha al menos
una segunda molécula y opcionalmente rematarla en una preparacion farmacéutica.

Un TCR puede consistir en una cadena alfa (o una gamma) y una cadena beta (o una delta), que forman juntas una
region variable que se une a una pareja especifica de unién, y la segunda especificidad se puede formar por bucles
estructurales modificados del dominio variable o constante o de la cadena alfa (0 gamma) o la cadena beta (o delta).
El sitio de union se puede formar también por al menos uno o mas de un bucle no CDR en dos dominios variables o
constantes (por ejemplo, un dominio variable de cadena pesada y un dominio variable de cadena pesada que
pueden estar proximos estructuralmente).

Se pueden unir a la pareja mono o multivalentemente, o incluso con diferentes valencias para diferentes parejas de
unién, dependiendo del disefio. Por ejemplo, un fragmento de receptor de células T, de manera equivalente a un
scTCR se puede modificar de tal manera que los bucles estructurales de ambos dominios variables se modifican por
separado para unirse al mismo epitopo que el sitio de unién formado por las CDR, lo que resulta en un receptor de
células T o scTCR trivalente respectivamente. Si por ejemplo, el sitio natural de unién formado por las CDR
reconoce un epitopo diana diferente que los dominio variables modificados, entonces el fragmento TCR o scTCR
resultante se unira de manera monovalente a la primera diana, y de manera bivalente a la segunda diana, la cual se
une independientemente a los bucles estructurales modificados de los dominios variables respectivamente. Este
principio de disefio modular se puede aplicar de muchas formas diferentes como sera obvio para los expertos en la
técnica.

Como estan disponibles varios bucles estructurales para la seleccion y el disefio de un sitio de union especifico en
las regiones no CDR de los dominios alfa (gamma) y beta (delta) es posible disefiar derivados del receptor de
células T con incluso méas de dos especificidades. Por ejemplo los dominios V alfa y V beta que reconocen una
primera diana por sus CDR se puede modificar por separado para unirse especificamente a diferentes dianas
(segunda y tercera) por medio de interacciones mediadas por los bucles estructurales en los respectivos dominios
variables. Por lo tanto, se puede generar un receptor de células T triespecifico o un fragmento del mismo tal como
un receptor de células T de cadena sencilla, que se une de manera monovalente a cada uno de sus diferentes
dianas.

Los dominios de unién especificos en una cadena polipeptidica se puede conectar con o sin un péptido enlazador y
puede no estar necesariamente en el orden natural.

Ni los dominios variables ni los dominios constantes de los receptores de células T median funciones efectoras lo
cual es la razén de por qué los fragmentos del receptor de células T no muestran ADCC, ADCP, o CDC. Con la
presente invencion es posible disefiar un receptor de células T que se una a moléculas efectoras tales como
receptores Fc o proteinas de complemento. Los bucles modificados en los dominios del receptor de células T se
puede seleccionar de entre una biblioteca de estructuras bucles o se puede disefiar para unirse a una o mas
moléculas efectoras. Un receptor de células T o un fragmento del mismo con tales sitios de unién a moléculas
efectoras harian posible funciones efectoras similares a los anticuerpos y se podrian disefiar dependiendo de las
necesidades para mostrar una activacion fuerte o débil de ADCC y ADCP y/o del complemento.

Con el fin de seleccionar una funcién efectora potencial de tales polipéptidos del dominio del receptor de células T,
se pueden seleccionar bibliotecas de polipéptidos del dominio del receptor de células T que se unan a receptores Fc
y/o factores del complemento tal como el C1q. Los receptores Fc gamma para la selecciéon se pueden proporcionar o
sobre la superficie de células que expresan de forma natural los receptores respectivos o por expresion y
purificacion de la parte extracelular del receptor respectivo. Las células U937 estimuladas con IFN-g (CRL-1503,
Coleccion Americana de cultivos tipo) se pueden utilizar como células diana para el aislamiento del polipéptido del
dominio del receptor de células T modificado en el fago de presentacion que se une especificamente al receptor IgG
de alta afinidad, Fc gamma RI (similar al de Berntzen et al., 2006, Protein Eng Des Sel. 19(3):121-8). Se puede
ensayar la unién a | receptor Fc por FACS utilizando células U937 como diana las cuales se tifien especificamente
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con polipéptidos del dominio del receptor de células T modificados seleccionados. Ademas. los dominios
extracelulares de los receptores Fc gamma humanos se pueden clonar y expresar como proteinas solubles o
proteinas de fusién y se utilizan para andlisis de la unién especifica con parejas de union potenciales (por ejemplo
como en Berntzen et al.,, 2005, J Immunol Methods. 298(1-2):93-104). La identificacion y caracterizacion de
polipéptidos del dominio del receptor de células T modificados que se unen especificamente al factor de
complemento C1q se puede llevar a cabo de manera similar (por ejemplo, como en Lauvrak et al. 1997 Biol Chem.
378(12):1509-19).

En el fin de aumentar la semivida in vivo de una molécula que comprende tal polipéptido del dominio del receptor de
células T que se une a FcRn se puede seleccionar con bibliotecas de polipéptidos del dominio del receptor de
células T mutantes.

Se pueden proporcionar receptores FcRn para la seleccion o sobre la superficie de las células que expresan de
manera natural los receptores respectivos o por expresién y purificacion de la parte extracelular del respectivo
receptor. Una primera seleccion en FcRn puede seleccionar polipéptidos del dominio del receptor de células T
mutantes (o moléculas que comprenden tales polipéptidos del dominio del receptor de células T mutantes) que luego
se pueden ensayar in vitro e incluso caracterizarse mas en experimentos FACS uniéndose a células que expresan el
receptor FCcRn. L exploracion y seleccion también puede considerar dependencias del pH de la unién al FcRn (como
se describe en los documentos PCT WO02/060919; PCT WQ097/34631). Se puede ademds caracterizar por
puntuacion de afinidad de unién a varios FcRn recombinantes, isoformas y alotipos por ejemplo, con técnicas de
plasmones superficiales (por ejemplo, como en Dall’ Acqua et al. Journal of Immunology, 2002, 169: 5171 5180).

Los receptores de las células T comprenden preferentemente o una cadena alfa y beta o una cadena gamma y delta
del receptor de células T o una parte de las mismas.

El receptor de células T modificado puede comprender una cadena alfa o beta o una cadena gamma y delta, al
menos un dominio variable.

El receptor de células T comprende preferentemente al menos un dominio constante y/o al menos un dominio
variable de un receptor de célula T o una parte del mismo.

Otro receptor de células T preferido consiste en un dominio de una cadena alfa, beta, gamma, o delta, o una parte
del mismo, con al menos dos regiones bucle estructurales, y se caracteriza porque al menos dichas dos regiones
bucle estructurales comprenden al menos dos modificaciones de aminoacidos que forman al menos dos regiones
bucle estructurales modificadas, donde dichas al menos dos regiones bucle estructurales modificadas se unen
especificamente al menos a un epitopo de un antigeno.

De acuerdo con una realizacion preferida de la presente invencion la unién especifica del polipéptido del dominio del
receptor de células T modificado a una molécula se determina por un ensayo de unién que se selecciona de entre el
grupo que consiste en ensayos inmunologicos, preferiblemente ensayos de inmunoabsorcién ligado a enzimas
(ELISA), ensayos de resonancia de plasmones superficiales, espectroscopia de resonancia magnética nuclear de
diferencia de transferencia de saturacion, espectroscopia de resonancia magnética nuclear de transferencia NOE
(tfNOE), ensayos competitivos, ensayos de union en tejidos, ensayos de union en células vivas, ensayos de union
celular y ensayos en extractos celulares.

Los ensayos de unién se pueden llevar a cabo utilizando varios métodos conocidos en la técnica, incluyendo pero
sin limitarse a ensayos basados en FRET (Resonancia de fluorescencia de transferencia de energia) y BRET
(Resonancia de Bioluminiscencia de transferencia de energia), Ensayo homogéneo de proximidad de luminiscencia
amplificada, Ensayo de proximidad de centelleo, ELISA (Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas), SPR
(Resonancia de plasmones superficiales), calorimetria de titulacion isotérmica, calorimetria de rastreo diferencial,
electroforesis en gel, y cromatografia que incluye la filtracion en gel.

El polipéptido modificado se conjuga preferentemente con un marcador que se selecciona de entre el grupo que
consiste en moléculas organicas, marcadores enzimaticos, marcadores radioactivos, marcadores de color,
marcadores fluorescentes, marcadores cromogénicos, marcadores luminiscentes, haptenos, digoxigenina, biotina,
complejos metalicos, oro coloidal y mezclas de los mismos.

El polipéptido del dominio del receptor de células T modificado se puede conjugar con otras moléculas que permitan
la deteccion simple de dicho conjugado, por ejemplo, en ensayos de unién (por ejemplo, ELISA) y estudios de unién.

También se describe en el presente documento un polipéptido que comprende un dominio de un receptor de células
T o combinaciones de los mismos, con al menos dos regiones bucle estructurales, que se caracterizan por que
dichas al menos dos regiones bucle estructurales comprenden cada una al menos una modificacién de aminoacidos
que forman al menos dos regiones bucle estructurales, en las que dichas al menos dos regiones bucle estructurales
modificadas se unen especificamente a al menos un epitopo de un antigeno.

Se prefiere combinar molecularmente al menos un polipéptido del dominio del receptor de células T modificado (=
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que se une a la pareja de union especifica por medio de las secuencias no variables o bucles estructurales) con al
menos otro molécula de unién que puede ser un anticuerpo, un fragmento de anticuerpo, un receptor soluble, un
ligando u otro polipéptido del dominio del receptor de células T modificado.

La otra molécula de unién combinada con el al menos un polipéptido del dominio del receptor de células T
modificado se selecciona de entre el grupo que consiste en moléculas proteinaceas, acidos nucleicos, y
carbohidratos.

Las regiones bucle estructurales de los polipéptidos del dominio del receptor de células T modificados se pueden
unir especificamente a cualquier clase de moléculas de unién, en particular a moléculas proteinaceas, proteinas,
péptidos, polipéptidos, acidos nucleicos, glucanos, carbohidratos, lipidos, moléculas organicas pequefas y grandes,
moléculas inorganicas. Por supuesto, el polipéptido del dominio del receptor de células T modificado puede
comprender al menos dos regiones bucle de manera que cada una de las regiones bucle se puede unir
especificamente a diferentes moléculas o epitopos.

De acuerdo con una realizacién preferida de la presente divulgacién la molécula de unién a la region bucle
estructural modificada se selecciona de entre el grupo que consiste en antigenos asociados a tumores, en particular
EpCAM, glucoproteina-72 asociada a tumores (TAG-72), antigeno CA 125, antigeno de membrana especifico de
prostata (PSMA), antigeno asociado a melanoma de alto peso molecular (HMW-MAA), carbohidrato relacionado con
el antigeno que expresa Lewis Y asociado a tumores, antigeno carcinoembrionario (CEA), CEACAMS5, HMFG PEM,
mucina MUC1, MUC18 y antigeno citoqueratina asociado a tumores, antigenos bacterianos, antigenos viricos,
alérgenos, moléculas de IgE relacionadas con alergia, cKIT y receptor | Fc-epsilon, IRp60, receptor de IL-5, CCR3,
receptor celular de glébulos rojos (CR1), seroalbimina humana, seroalbumina de ratén, seroalbimina de rata,
receptor Fc gamma neonatal FcRn, Receptores Fc gamma Fc gamma RI, Fc gamma-RIl, Fc gamma RIIl, receptores
Fc alfa, receptores Fc épsilon, fluoresceina, lisozima, receptor 9 tipo toll, eritropoyetina, CD2, CD3, CD3E, CD4,
CcD10, CD11, CD11a, CD14, CD16, CD18, CD19, CD20, CD22, CD23, CD25, CD28, CD29, CD30, CD32, CD33
(proteina p67), CD38, CD40, CD40L, CD52, CD54, CD56, CD64, CD80, CD147, GD3, IL-1, IL-1R, IL-2, IL-2R, IL-4,
IL-5, IL-6, IL-6R, IL-8, IL-12, IL-15, IL-18, IL-23, interferdn alfa, interferén beta, interferon gamma; FGF20, TNF alfa,
TNF beta 2, TNF alfa, TNF alfa beta, TNF-R1, TNF-RII, FasL, CD27L, CD30L, 4-1BBL, TRAIL, RANKL, TWEAK,
APRIL, BAFF, LIGHT, VEG1, OX40L, Receptor 1 TRAIL, receptor A1 de adenosina, Receptor beta de linfotoxina,
TACI, BAFF-R, EPO; LFA-3, ICAM-1, ICAM-3, integrina beta1, integrina beta 2, integrina alfa4/beta?7, integrina alfa 2,
integrina alfa 3, integrina alfa 4, integrina alfa 5, integrina alfa 6, integrina alfa v, integrina alfaVbeta 3, FGFR-3, factor
de crecimiento de queratinocitos, VLA-1, VLA-5, VLA-4, L-selectina, anti-Id, E-selectina, HLA, HLA-DR, CTLA-4,
receptor de células T, B7-1, B7-2, integrina VNR, TGF beta 1, TGF beta 2, eotaxina 1, BLyS (Estimulador de
linfocitos B), complemento C5, IgE, IgA, IgD, IgM, IgG, factor VII, CBL, NCA 90, EGFR (ErbB-1), Her2/neu (ErbB-2),
Her-3 (ErbB-3), Her4 (ErbB-4), factor tisular, VEGF, VEGFR, receptor de endotelina, VLA-4, carbohidratos tales
como los antigenos de grupo sanguineo y carbohidratos relacionados, Galiliglucosilacion, Gastrina, receptores de
Gastrina, carbohidratos asociados a tumores, Hapteno NP-cap o NIP-cap, receptor de células T alfa/beta, E-
selectina, P-glucoproteina, MRP3, MRPS5, glutatién-S-transferasa (proteinas de resistencia multifarmaco), proteina
de membrana granular alfa (GMP) 140, digoxina, fosfatasa alcalina placentaria (PLAP) y fosfatasa alcalina tipo PLAP
testicular, receptor de transferrina, Heparanasa |, miosina cardiaca humana, Glucoproteina llb/llla (GPIlb/llla),
glucoproteina de envoltura gH de citomegalovirus humano (HCMV), HIV gp120, HCMV, virus sincitial respiratorio
RSV F, RSVF Fgp, integrina VNR, Hep B gp 120, CMV, gpllbLlla, bucle HIV llIB gp 120 V3, Fgp del virus sincitial
humano (RSV), glucoproteina gD del virus del herpes simple (HSV), glucoproteina gB HSV, glucoproteina de la
envoltura gB del HCMV, toxina de Clostridium perfringens y fragmentos de los mismos.

Preferentemente, el antigeno se selecciona de entre el grupo que consiste en antigeno patégeno, antigeno asociado
a tumores, enzimas, sustratos, auto-antigenos, moléculas organicas o alérgenos. Los antigenos mas preferidos se
seleccionan de entre el grupo que consiste en antigenos viricos, antigenos bacterianos o antigenos de patégenos de
eucariotas o fagos. Los antigenos viricos preferidos incluyen HAV, HBV, HCV, HIV I, HIV |l, Parvovirus, Influenza,
HSV-, virus de la hepatitis, Flavivirus, Virus del Nilo Occidental, virus del ébola, virus de viruela, virus de influenza
menor, virus de sarampién, virus del herpes, adenovirus, virus del papiloma, virus polioma, parvovirus, rinovirus,
virus Coxackie, virus de polio, echovirus, virus de la encefalitis japonesa, virus del dengue, virus de la encefalitis
transmitida por garrapatas, virus de la fiebre amarilla, coronavirus, virus sincitial respiratorio, virus de parainfluenza,
virus de La Crosse, virus Lassa, virus de la rabia, antigenos de rotavirus; los antigenos bacterianos preferidos
incluyen antigenos de Pseudomonas, Mycobacterium, Staphylococcus, Salmonella, Meningococos, Borrelia, Listeria,
Neisseria, Clostridium, Escherichia, Legionella, Bacillus, Lactobacillus, Streptococcus, Enterococcus,
Corynebacterium, Nocardia, Rhodococcus, Moraxella, Brucela, Campylobacter, Cardiobacterium, Francisella,
Helicobacter, Haemophilus, Klebsiella, Shigella, Yersinia, Vibrio, Chlamydia, Leptospira, Rickettsia, Mycobacterium,
Treponema, Bartonella. Los antigenos de eucariotas preferidos de eucariotas patégenas incluyen antigenos de
Giardia, Toxoplasma, Cyclospora, Cryptosporidium, Trichinella, levaduras, Candida, Aspergillus, Cryptococcus,
Blastomyces, Histoplasma, Coccidioides.

El polipéptido del dominio del receptor de células T modificado se puede unir preferentemente a una de las

moléculas desveladas anteriormente. Estas moléculas comprenden también alérgenos.
El polipéptido modificado puede conjugarse preferentemente a un marcador o una molécula indicadora que se
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selecciona de entre el grupo que consiste en moléculas organicas, marcadores enzimaticos, marcadores
radioactivos, marcadores de color, marcadores fluorescentes, marcadores cromogénicos, marcadores luminiscentes,
haptenos, digoxigenina, biotina, complejos metalicos, metales, oro coloidal y mezclas de los mismos.

Los polipéptidos modificados conjugados con marcadores como se ha especificado anteriormente se pueden utilizar,
por ejemplo, en métodos de diagnostico.

También se describen en el presente documento el uso de un polipéptido del dominio del receptor de células T que
se obtiene por un método de acuerdo con la presente invenciéon para la preparacion de una vacuna para la
inmunizacion activa. De esta manera el polipéptido del dominio del receptor de células T se usa o como sustancia
farmaco antigénica para formular una vacuna o se usa para pescar o capturar estructuras antigénicas para su uso
en una formulacion vacunal.

También se describe en el presente documento el uso de un polipéptido del dominio del receptor de células T que se
obtiene por un método de acuerdo con la presente invencion para la preparacién de una biblioteca proteica de
moléculas que comprende polipéptidos del dominio del receptor de células T modificados.

También se describe en el presente documento un método para unirse especificamente y/o detectar una molécula
diana que comprende las etapas de:

(a) poner en contacto una molécula que comprende un polipéptido del dominio 41 del receptor de células T
modificado que se obtiene por un método de acuerdo con la presente invencién con una muestra de ensayo
sospechosa de contener dicha molécula diana, y

(b) detectar la formacién potencial de un complejo polipéptido del dominio del receptor de células T
especifico/molécula diana.

También se describe en el presente documento un método para aislar especificamente una molécula diana que
comprende las etapas de:

(a) poner en contacto una molécula que comprende un polipéptido del dominio del receptor de células T
modificado que se obtiene por un método de acuerdo con la presente invenciéon con una muestra de ensayo que
contiene dicha molécula diana,

(b) separar el complejo polipéptido del dominio del receptor de células T especifico/molécula diana que se forma,

y
(c) aislar opcionalmente la molécula diana de dicho complejo.

Los polipéptidos del dominio del receptor de células T se puede utilizar para aislar especificamente moléculas diana
de una muestra. Si se utilizan polipéptidos del dominio del receptor de células T multiespecificos se pueden aislar
mas de una molécula diana de una muestra. Es especialmente ventajoso el uso de polipéptidos del dominio del
receptor de células T modificados en tales métodos debido a que permite, por ejemplo, generar una matriz que
tienen una superficie homogénea con cantidades definidas de las parejas de union (es decir, polipéptidos del
dominio del receptor de células T modificados) inmovilizados en ella que son capaces de unirse a las moléculas
diana que se van a aislar. Por el contrario, si se utilizan parejas de unién monoespecificas se puede generar una
matriz no homogénea debido a que las parejas de unién sencillas no se unen con la misma eficacia a la matriz.

También se describe en el presente documento un método para dirigir un compuesto a una diana, que comprende
las etapas de:

(a) poner en contacto una molécula que comprende un polipéptido del dominio del receptor de células T
modificado o una molécula que comprende un polipéptidos del dominio del receptor de células T modificado que
se obtiene por un método de acuerdo con la presente invencidn capaz de unirse especificamente a dicho
compuesto.

(b) suministrar la molécula que comprende un complejo polipéptido del dominio del receptor de células
T/compuesto a la diana.

Los polipéptidos del dominio del receptor de células T modificados se pueden utilizar para suministrar al menos un
compuesto unido a las CDR y/o regiones bucle estructurales modificadas a una diana. Tales receptores de células T
modificados se pueden utilizar para dirigir sustancias terapéuticas a un sitio preferido de accion en el curso del
tratamiento de una enfermedad.

También se describe en el presente documento una biblioteca de moléculas que comprende un polipéptido del

dominio del receptor de células T de acuerdo con la presente invencién o que se obtiene por el método de acuerdo
con la presente invencion.
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Los métodos preferidos para la construccion de dicha biblioteca se pueden describir en el presente documento, se
encuentran anteriormente y en los ejemplos. La biblioteca descrita en el presente documento se puede utilizar para
identificar polipéptidos del dominio del receptor de células T unidos a distintas moléculas.

Se describe en el presente documento el uso de una biblioteca de polipéptidos que comprenden un polipéptido del
dominio del receptor de células T que se obtiene por el método de acuerdo con la presente invencion para el disefio
de derivados del receptor de células T.

Un receptor de células T existente puede cambiarse para introducir sitios de unién al antigeno en un dominio
utilizando una biblioteca de proteinas de los respectivos dominios modificados tipo silvestre de al menos 10,
preferentemente 100, mas preferentemente 1000, méas preferentemente 10000, mas preferentemente 100000, méas
preferentemente mas de 1000000 variantes de dominios cada uno con al menos un bucle estructural modificado.
Preferentemente las variantes de dominios comprenden al menos dos bucles estructurales. La biblioteca se
selecciona entonces por la union al antigeno especifico. Tras la caracterizacion molecular de las propiedades
deseadas el dominio seleccionado se clona en el receptor de células T original por técnicas de modificacion genética
de forma que se remplaza la region tipo silvestre. De manera alternativa, puede cambiarse solo el ADN que codifica
los bucles estructurales modificados o que codifica los aminoacidos mutados para obtener un receptor de células T
con el sitio de unién adicional para el antigeno especifico. De manera alternativa, la modificacién de los bucles
estructurales de los dominios se pueden llevar a cabo con el dominio en su contexto natural, por ejemplo, en forma
de un receptor de células T unido a células, un receptor de células T soluble, un TCR de cadena sencilla, un TCR
dimerizado en cremallera o una combinacion de los mismos con cualquier otra molécula. La ventaja de esta
disposicion es que la seleccion se lleva a cabo con modificaciones en su contexto pretendido y por lo tanto cualquier
influencia de las modificaciones variadas en la estructura o funcion del resto de la molécula se observa facilmente.

La eleccion del sitio para el bucle estructural especifico de antigeno mutado, depende de la estructura del receptor
de células T original y el fin del sitio de unién adicional. Si, por ejemplo, el receptor de células T original es un TCR
de cadena sencilla, es posible la modificacion de bucles estructurales en los dos dominios. Si el receptor de células
T original es un TCR soluble con dominios constantes y variables, se pueden modificar los bucles estructurales en
un lado de cada dominio variable asi como los bucles estructurales en dos lados de cada dominio constante.

Para generar una biblioteca se pueden preparar bibliotecas de moléculas originales mutantes que tienen mutaciones
en uno o mas bucles estructurales de uno o mas dominios del receptor de células T. La seleccién de moléculas
originales mutadas completas puede tener algunas ventajas asi como la selecciéon por unién al antigeno con un
bucle estructural modificado suministrara las modificaciones estéricamente ventajosas. Por ejemplo, si la molécula
completa es un TCR de cadena sencilla, puede ser ventajoso seleccionar la biblioteca de TCR de cadena sencilla
originales mutados por la unién a un antigeno, seguido por la seleccion de los enlazadores para la unién del
antigeno que se reconoce por los bucles CDR (especificidad original). En un procedimiento de seleccion alternativo
el antigeno original — el primero — se puede unir a los bucles CDR durante la seleccién por unién a un antigeno con
los bucles estructurales modificados. Esta seleccidén simultanea puede permitir la seleccidén preferencial de clones
que contienen mutaciones en los bucles estructurales que no afectan negativamente la unién del dominio del
receptor de células T a su diana original que reconoce por medio de sus bucles CDR.

Se describe en el presente documento una biblioteca de variantes de polipéptidos del dominio del receptor de
células T con al menos una variante en la posicidon de aminoacidos en al menos uno de los bucles estructurales. La
biblioteca puede comprender dominios TCR de la cadena alfa, beta, gamma y delta 0 mezclas de combinaciones
moleculares de las mismas. Mas preferentemente la variante de polipéptidos del dominio del receptor de células T
de la biblioteca tienen al menos 2, al menos 3, al menos 4 variantes de la posicion de aminoacidos en al menos un
bucle estructural.

También se describe en el presente documento una biblioteca de TCR de cadena sencilla con al menos una
variacion en la posicion de aminoacidos en al menos uno de los bucles estructurales de cualquiera de los dominios
del scTCR.

También se describe en el presente documento una biblioteca de TCR dimerizado en cremallera con al menos una
variacion en la posicion de aminoacidos en al menos uno de los bucles estructurales de cualquiera de los dominios
del TCR dimerizado en cremallera de leucina.

También se describe en el presente documento una biblioteca de TCR con al menos una variacion de la posicién de
aminoacidos en al menos uno de los bucles estructurales de cualquiera de los dominios del TCR.

También se describe en el presente documento una biblioteca TCR con al menos una variaciéon en la posicién de
aminoacidos en al menos uno de los bucles estructurales de cualquiera de los dominios de TCR soluble.

Los requisitos de tamafio (es decir, el nimero de variaciones en proteinas) de una biblioteca de proteina
comprenden polipéptidos del dominio del receptor de células T mutados o moléculas de fusién con un polipéptido del
dominio del receptor de células T mutado depende de la tarea. En general, una biblioteca para generar un sitio de
unién al antigeno de novo necesita ser mayor que una biblioteca que se utiliza para una modificacion posterior de un
sitio de union al antigeno ya existente formado por un bucle estructural modificado (por ejemplo, para aumentar la
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afinidad o afinar el cambio de especificidad al antigeno).

También se describe en el presente documento una biblioteca de polipéptidos o una biblioteca de acidos nucleicos
que comprenden una pluralidad de polipéptidos que comprenden dominios del receptor de células T o al menos una
region bucle estructural que esta contenida en un minidominio, o moléculas de acido nucleico que codifican las
mismas. La biblioteca contiene miembros con diferentes modificaciones, en los que se define la pluralidad por las
modificaciones en al menos una region bucle estructural. La biblioteca de acidos nucleicos incluye preferentemente
al menos 10 miembros diferentes (con al menos una, mas preferentemente al menos dos, incluso mas
preferentemente al menos tres, mas preferentemente al menos cuatro modificaciones potenciales de aminoacidos) y
mas preferentemente incluye al menos 100, mas preferentemente 1000 o 10000 miembros diferentes (por ejemplo,
disefiados por estrategias de aleatorizacion o técnicas combinatorias). También se prefieren incluso cantidades de
miembros individuales mas diversificadas, tales como de al menos 1000000 o al menos 10000000.

También se describe en el presente documento una combinacién de dos polipéptidos del dominio del receptor de
células T diferentes que se seleccionan de entre al menos dos bibliotecas con el fin de generar receptores de células
T multiespecificos. Estos polipéptidos del dominio del receptor de células T especificos seleccionados se pueden
combinar entre ellos con otras moléculas, al igual que bloques de construccién, para disefiar la disposicion 6ptima
de los dominios para conseguir las propiedades deseadas tales como combinaciones de especificidades y/o
valencias.

Ademas, se pueden introducir uno o mas polipéptidos del dominio del receptor de células T modificados en varios o
todos los sitios diferentes de una proteina sin la destruccién de la estructura de la proteina. Por tal técnica de
“barajado de dominios” se crean nuevas bibliotecas que se pueden seleccionar de nuevo por las propiedades
deseadas.

La biblioteca preferida contiene polipéptidos del dominio del receptor de células T de acuerdo con la invenciéon o
derivados de los mismos.

Se describe en el presente documento una molécula de unién para un antigeno (molécula de unién al antigeno) que
comprende al menos un polipéptido del dominio del receptor de células T y al menos una regién bucle estructural del
mismo que se ha modificado de acuerdo con la presente invencion para unirse al antigeno, en que dicha molécula
de unién no tiene actividad relevante y/o especifica de union con sus bucles CDR; sin embargo tiene una actividad
de unién nueva introducida en la regién bucle estructural.

También se prefiere para las moléculas de unién al antigeno que los nuevos sitios de unién al antigeno en los bucles
estructurales se introduzcan por técnicas de aleatorizacion, es decir, modificando uno o mas restos de aminoacidos
de al menos dos bucles estructurales por técnicas de aleatorizacion o por introduccién aleatoria de las inserciones
generadas en tales bucles estructurales. De manera alternativa se prefiere el uso de estrategias combinatorias.

También se describe en el presente documento un receptor de células T que tiene un sitio de unién al antigeno
ajeno al receptor de células T sin modificar y que se incorpora en uno, dos, tres o mas bucles estructurales de al
menos un dominio. El término “ajeno” significa que el sitio de unién al antigeno no se forma naturalmente por las
regiones de bucle estructural especificas del dominio del receptor de células T.

También se describe en el presente documento un receptor de células T modificado que tiene un sitio de unién al
antigeno ajeno a un receptor de células T sin modificar y que esta incorporado en uno, dos, tres o mas bucles
estructurales de al menos un dominio, en que dicho receptor de células T modificado ese une a dicho antigeno con
una afinidad de al menos 10% mol”, al menos 10* mol™*, al menos 10°> mol™”, al menos 10° mol™, al menos 107 mol”,
al menos 108 mol™, o al menos 10° mol™.

Los polipéptidos del dominio del receptor de células T preferidos comprenden al menos dos sitios de union al
antigeno, el primer sitio de unién a un primer epitopo, y el segundo sitio de unién a un segundo epitopo.

Preferentemente, un polipéptido del dominio del receptor de células T como se describe en el presente documento
comprende al menos tres regiones bucle, la primera regidén bucle que se une al primer epitopo, y la segunda y
tercera region bucle que se une a un segundo epitopo. O al menos la primera o al menos la segunda y tercera
region bucle o ambas pueden contener un bucle estructural. Los dominios del receptor de células T incluyen los
fragmentos de los mismos que se conocen en la técnica por ser funcionales que contienen regiones bucle
estructurales modificadas de acuerdo con la presente invencién.

Preferentemente, el receptor de células T esta compuesto por al menos dos dominios de receptor de células T, o
una parte de los mismos que incluyen un minidominio, y cada dominio contiene al menos un sitio de unién al
antigeno.

También se prefiere un polipéptido del dominio del receptor de células T que comprende al menos un dominio de la
region variable de un receptor de células T y al menos un dominio de la region constante de un receptor de células
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T; por ejemplo, un dominio variable, que esta modificado en al menos dos bucles estructurales unidos a un dominio
constante.

El polipéptido del dominio del receptor de células T preferido comprende un dominio que tiene al menos una
homologia del 50 % con el dominio sin modificar.

El término “homologia” indica que los polipéptidos tienen los mismos restos o se conservan en una posicion
correspondiente en su estructura primaria, secundaria o terciaria. El término también se extiende a dos o mas
secuencias de nucledtidos que codifican los polipéptidos homdlogos.

“Dominio del TCR homélogo” significa un dominio TCR que tiene al menos una identidad de secuencia de
aminoacidos de aproximadamente el 50 % con respecto a una secuencia del dominio matriz del TCR como
secuencia de longitud completa o cualquier otro fragmento de una secuencia del domino del TCR de longitud
completa como se desvela en el presente documento. Preferentemente, un dominio TCR homologo tendra al menos
una identidad de secuencia de aminoacidos de aproximadamente el 50 %, preferentemente al menos una identidad
de secuencia de aminoacidos de aproximadamente el 55 %, mas preferentemente al menos una identidad de
secuencia de aminoacidos de aproximadamente el 60 %, mas preferentemente al menos una identidad de secuencia
de aminoacidos de aproximadamente el 65 %, mas preferentemente al menos una identidad de secuencia de
aminoacidos de aproximadamente el 70 %, mas preferentemente al menos una identidad de secuencia de
aminodcidos de aproximadamente el 75 %, mas preferentemente al menos una identidad de secuencia de
aminodcidos de aproximadamente el 80 %, mas preferentemente al menos una identidad de secuencia de
aminodcidos de aproximadamente el 85 %, mas preferentemente al menos una identidad de secuencia de
aminodcidos de aproximadamente el 90 %, mas preferentemente al menos una identidad de secuencia de
aminoacidos de aproximadamente el 95 % respecto a una secuencia del dominio del TCR nativo, o cualquier otro
fragmento especificamente definido de una secuencia del domino TCR de longitud completa como se desvela en el
presente documento.

“Porcentaje ( %) de identidad de secuencia” con respecto a las secuencias del dominio del TCR identificadas en el
presente documento se define como el porcentaje de restos de aminoacidos en una secuencia candidata que son
idénticas a los restos de amino&cidos en la secuencia del dominio del TCR especifico, tras el alineamiento de la
secuencia y la introduccién de huecos, si fuera necesario, para conseguir el maximo porcentaje de identidad de
secuencia, y no considerando cualquier sustitucion conservadora como parte de la identidad de secuencia. El
alineamiento con fines de determinar el porcentaje de identidad de la secuencia de aminoacidos se puede conseguir
de varias maneras que estan en la experiencia de la técnica, por ejemplo, utilizando software de computadora
disponible publicamente tales como el software BLAST, BLAST-2, ALIGN o Megalign (DNASTAR). Los expertos en
la técnica pueden determinar apropiadamente parametros para medir el alineamiento que incluye cualquier algoritmo
necesario para alcanzar el maximo alineamiento sobre la longitud completa de las secuencias que se van a
comparar.

Los valores del % de identidad de secuencia se pueden obtener como se describe posteriormente utilizando el
programa de computadora WU-BLAST-2 (Altschul et al., Methods in Enzymology 266:460-480 (1996)). La mayoria
de los parametros de busqueda del WU-BLAST-2 se fijan en los valores por defecto. Los valores que no se fijan por
defecto, es decir, los parametros ajustables, se ajustan segun los siguientes valores: lapso solapado = 1, fraccion
solapada = 0,125, umbral de palabra (T) = 11, y puntuacién de matriz = BLOSUM62. Cuando se utiliza el WU-
BLAST-2, se determina el valor del % de identidad de secuencia de aminodcidos dividiendo (a) el numero de
coincidencia de restos de aminoacidos idénticos entre la secuencia de aminoacidos del dominio TCR de interés que
tiene una secuencia derivada del dominio TCR nativo y la secuencia de aminoacidos de comparacién de interés (es
decir, la secuencia con la que se esta comparando el dominio del TCR de interés que puede ser el dominio del TCR
sin modificar) determinada por WU-BLAST-2 por (b) el nimero total de restos de aminoacidos de las partes no
aleatorizadas del dominio del TCR de interés. Por ejemplo, en la declaracién “un polipéptido que comprende una
secuencia de aminoacidos X que tiene o al menos tiene una identidad de secuencia del 90 % respecto al aminoacido
Y”, la secuencia de aminoacidos A es la comparacién de la secuencia de aminoacidos de interés y la secuencia de
aminodcidos B es la secuencia de aminodcidos del dominio del TCR de interés.

Un polipéptido descrito en el presente documento, puede ser un receptor de células T o un receptor de células T de
cadena sencilla biespecifico o un receptor de células T dimerizado en cremallera biespecifico o un receptor de
células T soluble biespecifico. Ademas se prefiere que el polipéptido comprenda un dominio biespecifico o una parte
del mismo.

El polipéptido se puede usar para cualquier fin conocido en la técnica para los receptores de células T e
inmunoglobulinas pero también hacen posible aplicaciones que dependen de la combinaciéon de especificidades
introducidas por la presente invenciéon. En consecuencia los polipéptido se utilizan preferentemente para usos
terapéuticos y profilacticos (por ejemplo, como inmunoterapia activa o pasiva, para inmunomodulacién); para uso de
preparacion y analitico y para uso diagnéstico.
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También se describe en el presente documento un kit de parejas de unién que contiene

(a) un polipéptido que comprende un polipéptido del dominio del receptor de células T modificado que tiene un
sitio de unién al antigeno incorporado en uno o mas bucles estructurales, y
(b) una molécula de unién que contiene un epitopo de dicho antigeno.

Tal molécula de unién de este kit de acuerdo con la presente invencién se puede utilizar para identificar la
especificidad de union del polipéptido que comprende un polipéptido del dominio del receptor de células T
modificado de acuerdo con la presente invencién. Utilizando la molécula de unién de este kit, se puede determinar la
potencia del polipéptido modificado.

Como se define en el presente documento, potencia es la propiedad de uniéon de la molécula modificada de la
invencion a su antigeno. La union se puede determinar cuantitativa y/o cualitativamente en términos de especificidad
y/o afinidad y/o avidez como se utiliza para los fines de control de calidad.

Ademas, la molécula de unién de un kit se puede utilizar para seleccionar el polipéptido que comprende un
polipéptido del dominio del receptor de células T modificado de una biblioteca que consiste en al menos 10,
preferentemente al menos 100, mas preferentemente al menos 1000, mas preferido al menos 10000, especialmente
al menos 100000 polipéptidos con diferentes modificaciones en los bucles estructurales.

De acuerdo con la presente invencion, una de las caracteristicas clave de la presente invencién es que la
modificacién de los polipéptidos del dominio del receptor de células T tiene lugar en regiones que normalmente no
estan implicadas en la union al antigeno, en otras palabras, en regiones distintas de las CDR de un dominio variable
del TCR. Se ha observado que el plegamiento especifico de los dominios del receptor de células T permite la
introduccion de mutaciones aleatorias en regiones que son andlogas estructuralmente a las CDR pero diferentes en
la posicién, en la secuencia y estructura. Las regiones identificadas son, como las CDR, regiones bucle que
conectan las cadenas beta del plegamiento de inmunoglobulina del polipéptido del dominio del receptor de células T.
Estas regiones bucle estructurales se pueden mutar como se ha descrito sin afectar la unién de los dominios del
receptor de células T que estan mediadas por los bucles CDR. Mutando dichas regiones bucle estructurales, se
puede generar una superficie de unién molecular nueva o un bolsillo de unién que es similar en tamafio y forma a la
superficie de unién o bolsillo de unién formado por los bucles CDR del sitio de union al antigeno natural de un
receptor de células T. Como los bucles estructurales también se pueden extender por la insercion de aminoacidos
adicionales, la arquitectura del sitio de union generado de nuevo se puede ajustar a la diana a la que se deberia de
unir. Por ejemplo, los bolsillos de unién profundos que son especialmente adecuados para unirse a moléculas
pequerias se pueden formar preferencialmente por bucles largos, es decir, bucles estructurales con aminoacidos
adicionales insertados en su secuencia, mientras que mas bien se forman preferencialmente superficies de unién
planas, que se adeclan bien para unirse a dianas con una superficie molecular larga, plana cuando los restos en los
bucles estructurales se mutan sin la insercion de restos adicionales.

Mas especificamente, se describe en el presente documento que introduciendo mutaciones aleatorias o semi-
aleatorias en los bucles que conectan las cadenas beta A-B, C’-D y E-F del dominio variable del TCR humanizado,
se pueden seleccionar los dominios mutados que se unen especificamente o bien a la seroalbumina humana o a los
receptores Fc, los cuales no los reconocen normalmente ni se unen los dominios del TCR humanos. Las mutaciones
introducidas incluyen las mutaciones en las que los restos de aminoacidos seleccionados en la secuencia tipo
silvestre se remplazaron por restos elegidos aleatoriamente, y también incluyen las inserciones de restos de
aminoacidos extras en los bucles mencionados anteriormente.

Por analogia, los dominios de cualquier clase de receptores de células T y de receptores de células T de cualquier
especie son susceptibles para este tipo de modificacién. Ademas no solo se pueden modificar los bucles especificos
dirigidos en los ejemplos de la presente invencion, sino que se puede modificar cualquier bucle estructural que
conecta cadenas beta en los dominios del receptor de células T de la misma manera.

Los dominios del receptor de células T de cualquier organismo y de cualquier clase se pueden utilizar o como tal
(como dominios sencillos), o como parte de una molécula mas grande. Por ejemplo, pueden ser parte de un receptor
de células T intacto, que en consecuencia tendria su region de unién al antigeno “normal” formada por 6 CDR y la
region de unién al antigeno nueva, modificada. Asi, se podria generar un receptor de células T multiespecifico, por
ejemplo, biespecifico. Los dominios del receptor de células T modificados pueden ser parte también de cualquier
proteina de fusion. El uso de estos dominios del receptor de células T es en el campo general del uso de receptores
de células T e inmunoglobulinas.

Los siguientes ejemplos explicaran la presente invencién con mas detalle, sin embargo, sin restringirla.
Ejemplos

Ejemplo 1
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Se construyen varias bibliotecas diferentes basandose en una version soluble del 1G4 TCR, que es especifico para
el epitopo NY-ESO (documento WO02005113595).

La biblioteca de genes se ensambla a partir de oligonucleétidos sintéticos especificos y se clonan como cadenas alfa
y beta de TCR de longitud completa que se presenta sobre un fago filamentoso. La cadena alfa se expresa en un
formato soluble, y la cadena beta se expresa como fusion en fase al gen Ill de la proteina de envoltura del
bacteriéfago M13. La cadena alfa tiene un resto cisteina no nativo (codificado por la mutacion Thr84Cys (numeracion
IMGT)) y la cadena beta tiene un resto cisteina no nativo (codificado por la mutacion Ser79Cys (numeracion IMGT))
que permite la formacion de heterodimeros. La clonacion, seleccion y caracterizacion se puede hacer como se
describe en Li et al. (2005) Nat Biotechnol. 23:349-354. El siguiente gen 1G4 TCR y pares de la biblioteca genética
se clonan en el vector fago de presentacion de tres cistrones, pEX746 esencialmente como se describe en Li et al.
(2005) Nat Biotechnol. 23:349-354.

(a) gen 1G4 de la cadena alfa de tipo silvestre en combinacion con la biblioteca genética 1G4-1 V-beta

(b) gen 1G4 de la cadena alfa de tipo silvestre en combinacion con la biblioteca genética 1G4-2 V-beta

(c) gen 1G4 de la cadena alfa de tipo silvestre en combinacion con la biblioteca genética 1G4-1 C-beta

(d) gen 1G4 de la cadena alfa de tipo silvestre en combinacion con la biblioteca genética 1G4-2 C-beta

(e) gen 1G4 de la cadena beta de tipo silvestre en combinacién con la biblioteca genética 1G4-1 V-alfa

(f) gen 1G4 de la cadena beta de tipo silvestre en combinacion con la biblioteca genética 1G4-2 V-alfa

(9) gen 1G4 de la cadena beta de tipo silvestre en combinacién con la biblioteca genética 1G4-1 C-alfa

(h) gen 1G4 de la cadena beta de tipo silvestre en combinacién con la biblioteca genética 1G4-2 C-alfa

A continuacion estan las secuencias para las cadenas 1G4 tipo silvestre y para las bibliotecas en ambas cadena alfa
y cadena beta, con dominios variables y constantes que se aleatorizan para cadena por separado. Se dan para cada
V alfa, C alfa, V beta, y C beta, dos bibliotecas: una con sustituciones solo, una con inserciones adicionales. Esto
significa que se describen un total de 8 bibliotecas a continuacion.

Gen de la cadena alfa 1G4 tipo salvaje, n® de registro Genbank n® CS230225 (incluyendo el codoén de inicio y el
codén de parada):

1 ATGCRGGRAGG TGACACAGAT TCCTGCAGCT CTGAGTGICC CAGAAGGAGA

ARACTTGGTT TCAACTGCA GTTTCACTGA TAGCGCTATIT TACARCCTCC
101 AGTGGTTTAG GCAGGACCCT GGGAAAGGTC TCACATCTCT GTTGCTTATT

CAGTCARGTC AGAGAGAGCA AACAAGTGGA AGACTTARTG CCOTCGCTGGA
201 TARATCATCE GGACGTAGTA CTTTATACAT TGCAGCTTCT CRGCCTGETS

ACTCAGCCAC CTACCTCTGT GUTETGAGGE CCACATCRAGGE AGGAAGCTAC
301 ATACCTACAT TTGGARGAGE ARCCAGCCTT ATTGTTCATC CGTATATCCA

GRACCCTGAC CCTGCCGTGT ACCAGCTGAG AGACTCTAAR TCCAGTGACK
401 AGTCTGTCOTE CCTATTCACC GATTTIGATT CTCTARRCAERA TGTGTCACAR

AGTARGGATT CTGATGTGETA TATCACAGRT ARATGTGTGC TAGACATGAG
501 GTCTATGGAC TTCAAGAGCR ACAGTGLTGET GELCTGGARAGC AACARATCTG

ACTTTGCATG TLGCAAMRCGCC TTCAACARCA GCATTATTCC AGAAGACACC
601 TTCTTCCCCA GCCCAGAAARG TTCCTAM

Proteina de cadena alfa 1G4 tipo silvestre, n® de registro Genbank CS230225 (incluyendo coddn de inicio y coddn de

parada):

MOEVTQIPAALSVPEGENLVLNCSFTDSAIYNLOQWFRQDPGKGLTSLLLIQSSQREQTSGRLNA
SLDKSSGRSTLYIAASQPGDSATYLCAVRPTSGGSYIPTFGRGTSLIVHPYIQNPDPAVYQLRD
SKSSDKSVCLEFTDFDSQTNVSQSKDS DVYITDKCVLDMRSMDFKSNSAVAWSNKSDFACANAFN
NSIIPEDTFFPSPESS#
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Gen de la biblioteca V-alfa 1G4-1 (incluyendo el codédn de inicio y el codén de parada):

1

101

201

301

401

501

601

ATGCAGGAGG ' TGACACAGAT TCCTGCAGCT CTGAGTGTCC CANNSNNSNN
CTCAACTGCA GTTTCACTGA TAGCGCTATT TACAACCTCC
GCAGGACCCT GGGAAAGGTC_TCACATCTCT GTTGCTTATT

SNNSTTGGTT

AGTGGTTTAG

CAGTCAAGTC
TAAATCATCA

ACTCAGCCAC

ATACCTACAT

_GAACCCTGAC

AGTCTGTCTG
AGTAAGGATT
GTCTATGGAC
ACTTTGCATG
TTCTTCCCCA

GGACGTAGTA
CTACCTCTGT
TTGGAAGAGG
CCTGCCGTGT
CCTATTCACC
CTGATGTGTA
TTCAAGAGCA
TGCAAACGCC
GCCCAGAAAG

CTTTATAdAT
GCTGTGAGGC
AACCAGCCTT
ACCAGCTGAG
GATTTTGATT
TATCACAGAC
ACAGTGCTGT
TTCAACAACA

TNNSNNSNNS
CCACATCAGG
ATTGTTCATC
AGACTCTARA
CTCAAACAAA
AAATGTGTGC
GGCCTGGAGC
GCATTATTCC

'AGAGAGAGCA AACAAGTGGA AGACTTAATG CCTCGCTGGA

NNSCCTGGTG
AGGAAGCTAC
CGTATATCCA
TCCAGTGACA
TGTGTCACAAR
TAGACATGAG
AACAAATCTG
AGAAGACACC

TTCCTAA

Proteina de biblioteca V-alfa 1G4 (incluyendo el codén de inicio y el codén de parada):

MOEVTOI PRRALSVPX XXX LVLNCSFTLSAIYNLOWFRODPGKGLT ELLLIQSSQREQT SGRELNA
SLDHSSGRETLY IXKEHN PGDEATY LCAVERPTSGGEEY [PTFGRGTSLIVHFY IQHFDEAVY QLED
SESSDESVCLETDEDSOTNVSOSKESIVY ITDRCVLDMRSMEFESK SAVANSHNKSDFACANAFN
NSIIPEDTFFPSPESS#

Restos mutados:

EGEN 15-18
AASQ 92-95

Gen de biblioteca V-alfa 1G4-2 (incluyendo el coddn de inicio y el coddn de parada):

1

101

201

301

401

ATGCAGGAGG
SNNSTTGGTT
AGTGGTTTAG
CAGTCAAGTC
TAAATCATCA
ACTCAGCCAC
ATACCTACAT
GAACCCTGAC
AGTICTGTCTG
AGTAAGGATT

TGACACAGAT
CTCAACTGCA
GCAGGACCCT
AGAGAGAGCA
GGACGTAGTA
CTACCTCTGT
TTGGAAGAGG
CCTGCCGTGT
CCTATTCACC
CTGATGTGTA

TCCTGCAGCT
GTTTCACTGA
GGGABRAGGTC
AACABRGTNNS
CTTTATACAT
GCTGTGAGGC
AACCAGCCTT
ACCAGCTGAG
CATTTTGATT
TATCACAGAC

23

CTGAGTGTCC
TAGCGCTATT
TCACATCTCT
NNSNNSAATG
TNNSNNSNNS
CCACATCAGG
ATTGTTCATC
AGACTCTAAA
CTCAAACAAA
ARATGTGTGC

CANNSNNSNN
TACRACCTCC
GTTGCTTATT

‘CCTCGCTGGA

NNSCCTGGTG
AGGAAGCTAC
CGTATATCCA

‘TCCAGTGACA

TGTGTCACAA
TAGACATGAG
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501 GTCTATGGAC TTCAAGAGCA ACAGTGCTGT GGCCTGGAGC AACARATCTG

601 TTCTTCCCCA GCCCAGAAAG TTCCTAA

Proteina de biblioteca V-alfa 1G4-2 (incluyendo el codén de inicio y el codén de parada):

ACTTTGCATG TGCAAACGCC TTCAACAACA GCATTATTCC AGAAGACACC

MQEVTQIPAALSVPXXXXLVLNCSFTDSAIYNLOQWEFRQDPGKGLTSLLLIQSSQREQTSXXXNA
SLDKSSGRSTLYIXXXXPGDSATYLCAVRPTSGGSYIPTFGRGTSLIVHPYIQNPDPAVYQLRD

'SKSSDKSVCLFTDFDSQTNVSQSKDSDVYITDKCVLDMRSMDFKSNSAVAWSNKSDFACANAFN

NSIIPEDTFFPSPESS#

Restos mutados

EGEN 15-18
GRL 70, 78,79
AASQ 92-95
Gen de biblioteca C-alfa 1G4-1 (incluyendo el codén de inicio y el codén de parada).

Secuencia de ADN con traduccidn:

101

201

301

401

501

601

ATGCAGGAGG
AAACTTGGTT
AGTGGTTTAG
CAGTCAAGTC
TAAATCATCA
ACTCAGCCAC
ATACCTACAT
GAACCCTGAC
AGTCTGTCTG
AGTNNSNNSN
GTCTATGGAC
NSTTTGCATG
TTCTTCCCCA

TGACACAGAT
CTCAACTGCA
GCAGGACCCT
AGAGAGAGCA
GGACGTAGTA
CTACCTCTGT
TTGGAAGAGG
CCTGCCGTGT
CCTATTCACC
NSNNSGTGTA
TTCAAGAGCA
TGCAAACGCC
GCCCAGARAG

TCCTGCAGCT
GTTTCACTGA
GGGAAAGGTC
AACAAGTGGA
CTTTATACAT
GCTGTGAGGC
AACCAGCCTT
ACCAGCTGAG
GATTTTGATT
TATCACAGAC
ACAGTGCTGT
TTCAACAACA
TTCCTAA

CTGAGTGTCC
TAGCGCTATT
TCACATCTCT
AGACTTAATG
TGCAGCTTCT
CCACATCAGG
ATTGTTCATC
AGACTCTAAA
CTCAAACAAA
ARATGTGTGC
GGCCTGGAGC
GCATTATTCC

Proteina de biblioteca C-alfa 1G4-1 (incluyendo el codén de inicio y el codon de parada)

CAGAAGGAGA
TACAACCTCC
GTTGCTTATT
CCTCGCTGGA

-CAGCCTGGTG

AGGAAGCTAC
CGTATATCCA'
TCCAGTGACA
TGTGTCACAA
TAGACATGAG
NNSNNSNNSN
AGAAGACACC

MOEVTQIPAALSVPEGENLVLNCSFTDSAIYNLOWFRQDPGKGLTSLLLIQSSQREQTSGRLNA
SLDKSSGRSTLYIAASQPGDSATYLCAVRPTSGGSYI PTFGRGTSLIVHPYIQNPDPAVYQLRD_
SKSSDKSVCLFTDFDSQTNVSQSXXXXVYITDKCVLDMRSMDFKSNSAVAWSXXXXFACANAFN
NSIIPEDTFFPSPESS# | ' |

Restos mutados:

KDSD 43-77
NKSD 91-101
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Gen de biblioteca C-alfa 1G4-2 (incluyendo el codén de inicio y el codén de parada).

1 . ATGCAGGAGG TGACACAGAT TCCTGCAGCT CTGAGTGTCC CAGAAGGAGA
AAACTTGGTT CTCAACTGCA GTTTCACTGA TAGCGCTATT TACAACCTCC
101 AGTGGTTTAG GCAGGACCCT GGGAAAGGTC TCACATCTCT GTTGCTTATT
CAGTCAAGTC AGAGAGAGCA AACAAGTGGA AGACTTAATG CCTCGCTGGA
201 TAAATCATCA GGACGTAGTA CTTTATACAT TGCAGCTTCT CAGCCTGGTG
ACTCAGCCAC CTACCTCTGT GCTGTGAGGC CCACATCAGG AGGAAGCTAC
301 ATACCTACAT TTGGAAGAGG AACCAGCCTT ATTGTTCATC CGTATATCCA
GAACCCTGAC CCTGCCGTGT ACCAGCTGAG AGACTCTAARA TCCAGTGACA
401 AGTCTGTCTG CCTATTCACC GATTTTGATT CTCAAACAAA TGTGTCACAA
AGTNNSNNSN NSNNSNNSGT GTATATCACA GACAAATGTG TGCTAGACAT
501 GAGGTCTATG GACTTCAAGA GCAACAGTGC TGTGgCCTGG AGCNNSNNSN
NSNNSNNSTT TGCATGTGCA AACGCCTTCA ACAACAGCAT TATTCCAGAA
601 GACACCTTCT TCCCCAGCCC AGAAAGTTCC TAA
5 Proteina de biblioteca C-alfa 1G4-2 (incluyendo el codén de inicio y el codén de parada):

MQOEVTQIPAALSVPEGENLVLNCSFTDSAIYNLQWFRQODPGKGLTSLLLIQSSQREQTSGRLNA
SLDKSSGRSTLYIAASQPGDSATYLCAVRPTSGGSYIPTFGRGTSLIVHPYIONPDPAVYQLRD
SKSSDKSVCLFTDEFDSQTNVSQSXXXXXVYITDKCVLDMRSMDFKSNSAVAWSXXXXXFACANA
FNNSIIPEDTFFPSPESS#

Restos mutados:
10
Restos insertados “X”
KDSXD
NKSXD
Gen de V-beta 1G4 tipo silvestre, n® de Registro GenBank CS230226 (incluyendo el coddn de inicio y el coddn

15 de parada):
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61

121

181

241
301
361
421
481
541
601
661

721

Proteina de V-beta 1G4 tipo silvestre, n® de registro GenBank CS230226 (incluyendo el codédn de inicio y el codén de

parada):

MGVTQTPKFQVLKTGQSMTLQCAQDMNHEYMSWYRQDPGMGLRLIHYSVGAGITDQGEVPNGYN

VSRSTTEDFPLRLLSAAPSQTSVYFCASSYVGNTGELFFGEGSRLTVLEDLKNVFPPEVAVFEP
SEAEISHTQKATLVCLATGFYPDHVELSWWVNGKEVHSGVCTDPQPLKEQPALNDSRYALSSRL

RVSATFWQDPRNHFRCQVQFYGLSENDEWTQDRAKPVTQIVSAEAWGRAD#

atgggtgtca
catgacactg
cagtgtgccc
cccaggcatg
gggctgaggce
agaagtcccc
aatggctaca
gctgtcggct
gctccctécc
caccggggag
ctgttttttg
cgtgttccca
cccgaggtcg
aaaggccaca
ctggtgtgcc
gtgggtgaat
gggaaggagyg
gcagccégcc
ctcaatgact

Cttctggcag

gacccccgea

gaatgacgag
tggacccagg

ctggggtaga
gcagactaa

ES 2531515713

ctcagacccc
aggatatgaa
tgattcatta
atgtctccag
aga;atCtgt
gag;aggcﬁc
ctgtgtttga
tggccacagg
tgcacagtgg
ccagatacgc
accacttccg

atagggccaa

aaaattccag
ccatgaatac
ctcagttggt
atcaaccaca
gtécttctgt
taggctgacc
gccatcagaa
cttctacccce
ggtctgcaca
tétgagcagc

ctgtcaagtc

acccgteacc

gtcctgaaga
atgtcctggt
gctggtatca
gaggafttcc
gccagcagtt
gtactggagg
gcagagatct
gaccacgtgg
gacccgecagce
cgcctgaggg
cagttctacg

cagatcgtca

Gen de biblioteca V-beta 1G4-1 (incluyendo el codén de inicio y el codon de parada):
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caggacagag
atcgacaaga
ctgaccaaég
Qgcfcaggct
acgtcgggaa
acctgaaaaa.
cccacaccca
agctgagctg
céctcaagga
tctcggccac

ggctctcgga

gcgecgagge
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1 ATGGGTGTCA CTCAGACCCC AAAATTCCAG GTCCTGNNSN NSNNSNNSNN
§ATGACACTG~CAGTGfGCCC AGGATATGAA CCATGAATAC ATGTCCTGGT
101 ATCGACAAGA CCCAGGCATG GGGCTGAGGC TGATTCATTA CTCAGTTGGT
GCTGGTATCA CTGACCAAGG AGAAGTCCCC AATGGCTACA ATGTCTCCAG
201 ATCAACCACA GAGGATTTCC CGCTCAGGCT GNNSNNSNNS NNSCCCTCCC
AGACATCTGT GTACTTCTGT GCCAGCAGTT ACGTCGGGAA CACCGGGGAG
301 CTGTTTTTTG GAGAAGGCTC TAGGCTGACC GTACTGGAGG ACCTGAAAAA
CGTGTTCCCA CCCGAGGTCG CTGTGTTTGA GCCATCAGAA GCAGAGATCT
401 . CCCACACCCA AAAGGCCACA CTGGTGTGCC TGGCCACAGG CTTCTACCCC
GACCACGTGG AGCTGAGCTG GTGGGTGAAT GGGAAGGAGGvTGCACAGTGG
501 GGTCTGCACA GACCCGCAGC CCCTCAAGGA GCAGCCCGCC CTCAATGACT
CCAGATACGC .TCTGAGCAGC CGCCTGAGGG TCTCGGCCAC CTTCTGGCAG
601 GACCCCCGCA ACCACTTCCG CTGTCAAGTC CAGTTCTACG GGCTCTCGGA
GAATGACGAG TGGACCCAGG ATAGGGCCAA ACCCGTCACC CAGATCGTCA
701 GCGCCGAGGC CTGGGGTAGA GCAGACTAA

Proteina de la biblioteca V-beta 1G4-1 (incluyendo el coddn de inicio y el codén de parada):
MGVTQTPKFQVLXXXXXMTLQCAQDMNHEYMSWYRQDPGMGLRLIHYSVGAGITDQGEVEPNGYN
VSRSTTEDFPLRLXXXXPSQTSVYFCASSYVGNTGELFFGEGSRLTVLEDLKNVFPPEVAVFEP
SEAEISHTQKATLVCLATGFYPDHVELSWWVNGKEVHSGVCTDPQPLKEQPALNDSRYALSSRL
RVSATFWQDPRNHFRCQVQFYGLSENDEWTQDRAKPVTQIVSAEAWGRAD

Restos mutados:
KTGQS 15-18.

10 LSAA 92-95
Gen de biblioteca V-beta 1G4-2 (incluyendo el coddn de inicio y el codén de parada).
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101

201

301

401

501

601

701

ATGGGTGTCA
SATGACACTG
ATCGACAAGA
GCTGGTATCA
ATCAACCACA
AGACATCTGT
CTGTTTTTTG
CGTGTTCCCA
CCCACACCCA
GACCACGTGG
GGTCTGCACA
CCAGATACGC
GACCCCCGCA

GAATGACGAG.

GCGCCGAGGC

ES 2531515713

CTCAGACCCC
CAGTGTGCCC
CCCAGGCATG
CTGACCRAGG
GAGGATTTCC
GTACTTCTGT
GAGAAGGCTC
CCCGAGGTCG
ARAGGCCACA
AGCTGAGCTG
GACCCGCAGC
TCTGAGCAGC
ACCACTTCCG
TGGACCCAGG
CTGGGGTAGA

AAAATTCCAG
AGGATATGAA
GGGCTGAGGC
AGAAGTCCCC
CGCTCAGGCT
GCCAGCAGTT
TAGGCTGACC
CTGTGTTTGA
CTGGTGTGCC
GTGGGTGAAT
CCCTCAAGGA
CGCCTGAGGG
CTGTCAAGTC
ATAGGGCCAA
GCAGACTAA

GTCCTGNNSN

NSNNSNNSNN

CCATGAATAC
TGATTCATTA
AATNNSTACN

ATGTCCTGGT
CTCAGTTGGT
NSNNSTCCAG

GNNSNNSNNS

NNSCCCTCCC

ACGTCGGGAA
GTACTGGAGG
GCCATCAGAA
TGGCCACAGG
GGGAAGGAGG
GCAGCCCGCC
TCTCGGCCAC
CAGTTCTACG
ACCCGTCACC

CACCGGGGAG
ACCTGAAAAA
GCAGAGATCT
CTTCTACCCC
TGCACAGTGG
CTCAATGACT
CTTCTGGCAG
GGCTCTCGGA
CAGATCGTCA

Proteina de la biblioteca V-beta 1G4-2 (incluyendo el coddn de inicio y el coddn de parada):

MGVTQTPKFQVLXXXXXMTLQCAQDMNHEYMSWYRQDPGMGLRLIHYSVGAGITDQGEVPNXYX
XSRSTTEDFPLRLXXXXPSQTSVYFCASSYVGNTGELFFGEGSRLTVLEDLKNVEPPEVAVFEP
SEAEISHTQKATLVCLATGFYPDHVELSWWVNGKEVHSGVCTDPQPLKEQPALNDSRYALSSRL

RVSATFWQDPRNHFRCQVQFYGLSENDEWTQDRAKPVTQIVSAEAWGRAD

Restos mutados:

KTGQS 15-18

G, N,
LSAA

V75,77,78
92-95

Gen de la biblioteca C-beta 1G4-1 (incluyendo el codon de inicio y el coddn de parada):

101

ATGGGTGTCA CTCAGACCCC AAAATTCCAG GTCCTGAAGA CAGGACAGAG
CATGACACTG CAGTGIGCCC AGGATATGAA CCATGAATAC ATGTCCTGGT
ATCGACAAGA CCCAGGCATG GGGCTGAGGC TGATTCATTA CTCAGTTGGT
GCTGGTATCA CTGACCAAGG AGAAGTCCCC AATGGCTACA ATGTCTCCAG
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201

301

401

501

601

701

Gen de la biblioteca C-beta 1G4-1 (incluyendo el codon de inicio y el coddn de parada):

ATCAACCACA
AGACATCTGT
CTGTTTTTTG
CGTGTTCCCA
NSNNSNNSNN
GACCACGTGG
GGTCTGCACA
CCAGATACGC
GACCCCCGCA
GAATGACGAG
GCGCCGAGGC

ES 2531515713

GAGGATTTCC
GTACTTCTGT
GAGAAGGCTC
CCCGAGGTCG
SAAGGCCACA
AGCTGAGCTG
GACCCGCAGC
TCTGAGCAGC
ACCACTTCCG
TGGACCCAGG
CTGGGGTAGA

CGCTCAGGCT
GCCAGCAGTT
TAGGCTGACC
CTGTGTTTGA
CTGGTGTGCC
GTGGGTGAAT
CCCTCAAGGA
CGCCTGAGGG
CTGTCAAGTC
ATAGGGCCAA
GCAGACTAA

GCTGTCGGCT
ACGTCGGGAA
GTACTGGAGG
GCCATCAGAA
TGGCCACAGG
GGGAAGGAGG
GCAGCCCGCC

GCTCCCTCCC
CACCGGGGAG
ACCTGAAAAA
GCAGAGNNSN
CTTCTACCCC
TGCACAGTGG
CTCAATGACT
SNNSTGGNNS

TCNNSNNSNN
CAGTTCTACG
ACCCGTCACC

GGCTCTCGGA
CAGATCGTCA

MGVTQTPKFQVLKTGQSMTLQCAQDMNHEYMSWYRQDPGMGLRLIHY SVGAGITDQGEVPNGYN
VSRSTTEDFPLRLLSAAPSQTSVYFCASSYVGNTGELFFGEGSRLTVLEDLKNVFPPEVAVFEP
SEAE&Q(_)_(_)_(_X_KATLVCLATGFYPDHVELSWWVNGKEVHSGVCT DPQPLKEQPALNDSRYALSSRL
RVXXXXWXDPRNHFRCQVQFYGLSENDEWTQDRAKPVTQIVSAEAWGRAD

Restos mutados:

ISHTQ 14, 15, 15.1, 16, 17
SATFQ 92-95, 96.1

Gen de la biblioteca C-beta 1G4-2 (incluyendo el codén de inicio y el coddn de parada).

101

201

301

ATGGGTGTCA
CATGACACTG
ATCGACAAGA
GCTGGTATCA
ATCAACCACA
AGACATCTGT
CTGTTTTTTG
CGTGTTCCCA

CTCAGACCCC
CAGTGTGCCC
CCCAGGCATG
CTGACCAAGG
GAGGATTTCC
GTACTTCTGT
GAGAAGGCTC
CCCGAGGTCG

AAAATTCCAG
AGGATATGAA
GGGCTGAGGC
AGAAGTCCCC

"CGCTCAGGCT

GCCAGCAGTT
TAGGCTGACC
CTGTGTTTGA

29

GTCCTGAAGA
CCATGAATAC
TGATTCATTA
AATGGCTACA
GCTGTCGGCT
ACGTCGGGRA
GTACTGGAGG
GCCATCAGAA

CAGGACAGAG
ATGTCCTGGT
CTCAGTTGGT
ATGTCTCCAG
GCTCCCTCCC
CACCGGGGAG
ACCTGAAARA
GCAGAGNNSN
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401 NSNNSNNSNN SNNSAAGGCC ACACTGGTGT GCCTGGCCAC AGGCTTCTAC
CCCGACCACG TGGAGCTGAG CTGGTGGGTG AATGGGAAGG AGGTGCACAG
501 TGGGGTCTGC ACAGACCCGC AGCCCCTCAA GGAGCAGCCC GCCCTCAATG
ACTCCAGATA CGCTCTGAGC AGCCGCCTGA GGGTCNNSNN SNNSNNSNNS
601 TGGNNSGACC CCCGCAACCA CTTCCGCTGT CAAGTCCAGT TCTACGGGCT
CTCGGAGAAT GACGAGTGGA CCCAGGATAG GGCCAAACCC GTCACCCAGA
701 TCGTCAGCGC CGAGGCCTGG GGTAGAGCAG ACTAA

Proteina de biblioteca C-beta 1G4-2 (incluyendo el codon de inicio y el codon de parada):

MGVTQTPKFQVLKTGOSMTLQCAQDMNHEYMSWYRQDPGMGLRLIHYSVGAGITDQGEVPNGYN
VSRSTTEDFPLRLLSAAPSQTSVYFCASSYVGNTGEL f‘FGEGSRLTVLE DLKNVEPPEVAVFEP
SEAEXXXXXX KATLVCLATGFYPDHVELSWWVNGI‘(EVHSGVCT DPQPLKEQPALN DSRYALSSR
LRVXXXXXWXDPRNHFRCQVQFYGLSENDEWTQDRAKPVTQIVSAEAWGRAD

Restos mutados:

Restos insertados “X”
ISHXTQ 14, 15, 15.1, 16, 17
SATXFQ 92-95, 96.1

Ejemplo 2

Tras la unién de las inserciones de la biblioteca en el vector, se llevaron a cabo las etapas de preparacion del fago
siguiendo los protocolos de referencia. En resumen, las mezclas de unién se transformaron en células de E. coli TGJ
por electroporacion. Posteriormente, se rescataron las particulas fagos de las células de E. coli TG1 con el fago
auxiliar M13-KO7. Entonces se precipitaron las particulas fagos del sobrenadante del cultivo con PEG/NaCl en dos
etapas, se disolvieron en agua y se utilizaron para la seleccion por panning o, de manera alternativa se almacenaron
a menos 80 °C.

Seleccion de clones que se unen especificamente a la seroalbimina humana:

Las bibliotecas que se han descrito en el ejemplo 1 se utilizan en rondas de panning para el aislamiento de clones
de unién especificos siguiendo protocolos de referencia. En resumen, las bibliotecas de fagos se suspenden en
tampo6n de union (PBS, 1 % de ovoalbumina, 0,005 % de Tween 20) y se seleccionaron contra seroalbumina
humana inmovilizada directamente en placas maxisorp (10 microgramos/ml en PBS, durante una noche a 4 °C; las
placas se bloguearon con Caseina Bloqueante (Pierce). Tras dos horas, los fagos no unidos se retiran por lavado
repetitivo (PBS, 0,05 % de Tween 20) y los fagos unidos se eluyen con KCI 500 mM, 10 mM de HCI, pH 2. Se
llevaron a cabo 2, 3, 4 o0 5 de tales rondas de panning. Tras cada ronda de panning sobre seroalbimina humana, se
seleccionaron o ensayaron los clones resultantes por su unién a la seroalbimina humana.

Seleccion de clones que se unen especificamente a FcRn:

Se lleva a cabo el panning como se ha descrito en el documento WO02060919, Ejemplo 6.2. En resumen, las
bibliotecas de fagos se resuspendieron en 5 ml de MES 20 mM, pH 6,0/5 % de leche desnatada/0,05 % de Tween
20 y se anadieron (100 microlitros de 5 x 10'® UFP/ml/pocillo) en 20 pocillos de una inmunoplaca Maxisorp (Nunc)
revestida previamente con 1 microgramo de FcRn murino y bloqueada con un 5 % de leche desnatada. Tras la
incubacién durante 2 h a 37 °C, se lavaron los pocillos 10-30 veces con 20 mM de MES, pH 6,0/0,2 % Tween 20/0,3
M de NaCl y se eluyeron los fagos por incubacién en 100 microlitros de PBS, pH 7,4/pocillo durante 30 min a 37 °C.
Los fagos se utilizaron para reinfectar exponencialmente las E. coli TG1 en cultivo. Se llevaron a cabo 2, 3, 4, 0 5 de
tales rondas de panning.

Tras cada ronda de panning sobre FcRn se seleccionan o ensayan los clones resultantes en cuanto a su unién a
FcRn.
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Seleccion de clones que se unen especificamente a receptores Fc-gamma:

Se llevé a cabo el panning contra Fc-gammaRlI, Fc-gammaRIIA, Fc-gammaRIIB y Fc-gammaRIIIB como se describe
en Berntzen et al (2006) Protein Eng Des Sel 19:121-128. En resumen, las células cultivadas que se habian
transfectado con los genes que codifican Fc-gammaRI, Fc-gammaRIIA, Fc-gammaRIIB o Fc-gammaRIIIB se
utilizaron como dianas para la seleccién de bibliotecas de fagos. Las células que expresan naturalmente Fc-
gammaRlI, Fc-gammaRIIA, Fc-gammaRIIB o Fc-gammaRIIIB también se pueden utilizar para este fin. Por ejemplo, la
linea celular U937 (Coleccién Americana de Cultivos Tipo CRL-1503) que expresan constitutivamente FcgRI,
FcgRIIA y FcgRIIB se puede utilizar como diana. El nivel de FcgRI puede regularse positivamente en esta linea
celular por la estimulacién del IFN-g, haciendo este receptor el mas abundante de los FcgR. Las versiones solubles
de los receptores, que se pueden producir en bacterias, levaduras o células animales de manera recombinante
también se pueden utilizar para este fin.

Tras cada ronda de panning en Fc-gammaRI, Fc-gammaRIIA, Fc-gammaRIIB o Fc-gammaRIIIB los clones

resultantes se seleccionan o ensayan en cuanto a la unién al respectivo receptor, por ejemplo, por ELISA o
citometria de flujo.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para modificar un polipéptido del dominio del receptor de células T que comprende una region bucle
estructural para introducir un nuevo sitio de unién al antigeno en dicha region bucle estructural, en que el bucle
estructural no es un bucle CDR, y determinando la unién a un epitopo de dicho antigeno, en que el polipéptido del
dominio del receptor de células T sin modificar no se une significativamente a dicho epitopo de dicho antigeno, que
comprende las etapas de:

- proporcionar un acido nucleico que codifica un polipéptido del dominio del receptor de células T que comprende
al menos una regién bucle estructural.

- modificar al menos un resto de nucleétido de al menos una de dichas regiones de bucle estructural por
mutacién aleatoria dirigida al sitio, en donde se intercambian o introducen dos o més restos de aminoacido
especificos de los bucles utilizando insertos generados aleatoriamente en tales bucles estructurales,

- transferir dicho acido nucleico modificado en un sistema de expresién,

- expresar dicho polipéptido del dominio del receptor de células T modificado,

- poner en contacto el polipéptido del dominio del receptor de células T expresado con dicho epitopo, y

- determinar si dicho polipéptido del dominio del receptor de células T se une a dicho epitopo.

2. Un método de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que dicho polipéptido del dominio del receptor de células T se
une especificamente a al menos dos epitopos.

3. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 y 2, que se caracteriza por que el
polipéptido del dominio del receptor de células T es de origen humano o murino.

4. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que se caracteriza por que el
polipéptido del dominio del receptor de células T se deriva de un dominio del receptor de células T que se selecciona
de entre el dominio variable o constante, preferentemente de entre el grupo que consiste en V-alfa, V-beta, V-
gamma, V-delta, C-alfa, C-beta, C-gamma, C-delta.

5. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que se caracteriza por que las regiones
bucle modificadas de los dominios variables comprenden al menos una modificacion en los aminoacidos 11 a 19,
aminoacidos 43 a 51, aminoacido 67 a 80 o aminodacidos 90 a 99, en donde la numeracion de las posiciones de
aminoacidos de los dominios es la del esquema de numeracién ImMunoGeneTics (IMGT).

6. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que se caracteriza por que las regiones
bucle modificadas de los dominios constantes comprenden al menos una modificacion en los aminoacidos 9 a 20,
aminodcidos 27 a 36, aminodcidos 41 a 78, aminoacidos 82 a 85, aminoacidos 90 a 102 o aminoédcidos 107 a 116,
en donde la numeracién de la posicion de aminoacidos de los dominios es la del esquema de numeracion IMGT.

7. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que se caracteriza por que la
modificacién de al menos un nucledtido de un &cido nucleico da como resultado una sustitucion, delecion y/o
insercién de uno o mas aminoacidos del polipéptido del dominio del receptor de células T codificado por dicho acido
nucleico.

8. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, que se caracteriza por que al menos un
aminoacido de al menos una region bucle estructural estd modificada por una mutacion aleatoria dirigida al sitio.

9. Un método de acuerdo con la reivindicacion 8, que se caracteriza por que la molécula de acido nucleico
modificada aleatoriamente comprende al menos una unidad de repeticion de nucleétido que tiene la secuencia
codificante NNS, NNN, NNK, TMT, WMT, RMC, RMG, MRT, SRC, KMT, RST, YMT, MKC, RSA, RRC, en donde la
codificacion es segun la IUPAC.
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