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DESCRIPCION
Receptor de células T especifico para el antigeno del tumor de Wilms

La presente invencion se refiere a moléculas terapéuticamente Utiles, en particular a receptores de células T (TCRs)
que pueden introducirse en las propias células T del paciente para dirigir a las células T a destruir células
cancerosas dentro del paciente, particularmente células cancerosas que expresan el antigeno-1 del tumor de Wilms.
(WTH1).

La inclusién o discusion de un documento publicado previamente en esta memoria descriptiva no debe tomarse
necesariamente como un reconocimiento de que el documento es parte del estado de la técnica o que es de
conocimiento general comun. Todos los documentos a los que se hace referencia en esta memoria descriptiva se
incorporan aqui como referencia.

Existe evidencia de que los linfocitos T citotoxicos antitumorales (CTL) juegan un papel importante in vivo. Se ha
demostrado que los CTL reactivos frente a tumores median en la regresion del tumor en modelos animales (Kast et
al (1989) Cell 59, 603-614) y en el hombre (Kawakami et al (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91, 6458-6462; Dudley
(2002) Science 298, 850-854). Al igual que con todos los tipos de terapia antitumoral, un problema que debe
superarse es que la terapia debe destruir o inactivar las células tumorales diana en una medida util, pero que la
terapia no debe destruir o inactivar las células no tumorales en una medida perjudicial. En otras palabras, es
deseable que la terapia sea selectiva para células tumorales en una extension beneficiosa.

Gran parte del trabajo actual sobre la inmunoterapia del cancer hace uso del hecho de que determinados tumores
expresan polipéptidos que no se expresan en el tejido equivalente no tumoral, o hace uso del hecho de que el tumor
expresa una forma mutante de un polipéptido que no es expresado en el tejido no tumoral. Sin embargo, no siempre
es posible identificar polipéptidos en un tumor que caiga dentro de esta categoria y, asi, se han identificado otros
polipéptidos diana que pueden formar la base de un enfoque inmunoterapéutico.

En adultos, se ha observado la expresién de WT1, un factor de transcripcion embrionario en podocitos renales, en el
testiculo, en el ovario, en células mioepiteliales de la mama y en algunas células madre CD34* en la médula 6sea.
Se observé una expresién aberrante en cancer de mama, cancer de ovario, melanoma, cancer de pulmén, cancer de
colon, cancer de tiroides, cancer de cabeza y cuello, glioblastoma, sarcoma y leucemia, incluyendo CML y AML
(véase, por ejemplo, Menssen et al (1995) Leukaemia 9, 1060-1067; Inoue et al (1997) Blood 89, 1405-1412; Inoue
et al (1996) Blood 88, 2267-2278; Inoue et al (1998) Blood 91, 2969-2976; Menssen et al (1997) Int. J. Cancer 70,
518-523; Menssen et al (1995) Leukemia 9, 1060-1067; Ogawa et al (1998) Transplant 21, 527-527; Rodeck et al
(1994) Int. J. Cancer 59, 78-82; Silberstein et al (1997) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94, 8132-8137; Tamaki et al
(1996) Blood 88, 4396-4398; Viel et al (1994) Int. J. Cancer 57, 515-521; Menssen (2000) J. Cancer Res. Clin.
Oncol. 126, 226-232; Miyoshi (2002) Clin. Cancer Res. 8, 1167-1171; Oji (1999) Jpn J. Cancer Res. 90, 194-204; Oji
(2003) Cancer Sci. 94, 523-529; Qiji et al (2003) Cancer Sci. 94, 606-611; Qji et al (2003) Cancer Sci. 94, 712-717; y
Ueda (2003) Cancer Sci. 94, 271-276.

Como se describe en la solicitud de patente W000/26249 de la misma solicitante que la presente, utilizando un
enfoque no convencional que emplea CTL alo-MHC-restringidos, los autores de la invencion identificaron epitopos
peptidicos en el polipéptido WT1 que pueden ser presentados por moléculas HLA-A2 clase | y se muestran en la
superficie de células tumorales que expresan estas proteinas enddgenamente. Individuos que responden
negativamente a HLA-A2 se utilizaron como fuente de CTL especificos para péptidos presentados por molécula
HLA-A2 clase |, y este enfoque permite la identificacion de péptidos presentados por HLA-A2, independientemente
de la posible tolerancia de CTL autélogos.

Uno de los epitopos peptidicos descritos en el documento WO00/26249 es RMFPNAPYL (que también se ha
denominado pWT126 por parte de los autores de la invencion), y estos han descrito previamente un CTL que es
capaz de: destruir dianas HLA-A2 positivas recubiertas con el péptido pWT126 derivado de WT1 (Gao et al (2000)
Blood 95, 2198-2203); matar células de leucemia positivas para HLA-A2 recientes que expresan WT1 (Gao et al
(2000) Blood 95, 2198-2203); matar células progenitoras de CFU de leucemia positivas para HLA-A2 (Gao et al.
(2000) Blood 95, 2198-2203; Bellantuono et al. (2002) Blood 100, 3835-3837); matar células madre LTC-IC de
leucemia positivas para HLA-A2 (Bellantuono et al (2002) Blood 100, 3835-3837); matar células iniciadoras de la
leucemia NOD/SCID positivas para HLA-A2 (Gao et al (2003) Transplantation 75, 1429-1436); y no matan células
madre hematopoyéticas susceptibles de injertar NOD/SCID positivas para HLA-A2 (Gao et al (2003) Transplantation
75, 1429-1436). Sin embargo, ninguna de estas publicaciones proporciona informacion molecular concerniente al
TCR presente en el CTL, y la linea de CTL particular mencionada en las publicaciones no se ha puesto a disposicion
del publico de ninguna manera, por lo que se desconoce la estructura del TCR y no pudo ser derivada por la
persona experta (ya que la linea CTL no estaba disponible al publico).

Los autores de la presente invencién han clonado ahora un TCR que es especifico para RMFPNAPYL, un péptido
de WT1 que es presentado por moléculas HLA-A2 de clase |, y han demostrado que la introduccion del TCR en
células T CD4 positivas o CD8 positivas confiere a las células T disefiadas la capacidad de matar las células
cancerosas que expresan WT1 endégenamente. Ademas, los autores de la invencion han definido la estructura
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molecular del TCR, han identificado las regiones determinantes de complementariedad (CDRs) y describen como
hacer TCRs recombinantes que se cree que conservan la misma especificidad de la molécula precursora.

Los TCRs pueden ser utiimente introducidos en una célula T derivada de un paciente (preferiblemente un paciente
positivo para HLA-A2) que padece un tumor maligno (en donde las células tumorales del paciente expresan WT1), y
la célula T disefiada es introducida en el paciente para combatir el tumor maligno. En particular, se propone tomar
células T de pacientes con cancer de mama, cancer de colon, cancer de pulmon, otros canceres soélidos o leucemia,
transducirlos in vitro con un vector retroviral que contiene los genes de TCR, y volver a infundir las células T
transducidas en los pacientes. La credibilidad de este enfoque se confirma por la demostracion en los Ejemplos de
que los genes de TCR especificos para WT1 pueden transferirse a células T humanas, que los genes aumentan la
expresion de TCR en la superficie de células T receptoras, que las células T receptoras pueden matar células diana
positivas para HLA-A2 recubiertas con el péptido pWT126 y células tumorales positivas para HLA-A2 que expresan
WT1 endégenamente.

La estructura general de los receptores de células T (TCRs), su estructura de dominio y la organizacion de los genes
que los codifican es bien conocida, por ejemplo, véase el Capitulo 11 en Immunology, segunda edicion (1994), por
Janis Kuby, W H Freeman & Co, Nueva York, EE.UU., y Garcia et al (1999) Ann. Rev. Immunol. 17, 369-397. Una
clase comun de TCRs naturales es la clase off en la que los TCR se componen de una cadena alfa separada y una
cadena beta separada que forman un heterodimero que esta asociado a la membrana de la célula T. Cada una de
las cadenas alfa y beta estd formada por regiones que, en orden desde el extremo N al extremo C, son una
secuencia conductora, una region variable, una regién constante, una secuencia de conexion, una regiéon de
transmembrana y una region de cola citoplasmica (véase la Figura 14 para una representacion grafica de la
estructura de aff TCR). La region variable de la cadena alfa se denomina la regién Va y la region variable de la
cadena beta se denomina la region VB. De manera similar, la regiéon constante de la cadena alfa se denomina la
region Ca y la region constante de la cadena beta se denomina la region C. El trabajo del af TCR es reconocer y
unirse a un péptido presentado en una molécula de HLA de una célula en el cuerpo. En términos generales, el TCR
no puede reconocer y unirse al péptido, a menos que sea presentado por una molécula de HLA particular, y el TCR
no puede reconocer una molécula de HLA, a menos que presente el péptido especifico. Las células T que albergan
un TCR especifico fijaran como objetivo células que presentan un péptido especifico en una molécula de HLA
particular en una célula (es decir, un complejo péptido-HLA), y este es el principio principal de la inmunidad basada
en células T.

El complejo péptido-HLA es reconocido por las regiones V combinadas de las cadenas alfa y beta del TCR. En
particular, son las regiones determinantes de complementariedad (CDRs) de las regiones V las que median en el
reconocimiento del complejo péptido-HLA. La region V de las cadenas alfa y beta del TCR natural esta formada, en
orden en una direccion N-terminal a C-terminal, FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3 y CDRS, en donde FR representa
"region marco" y CDR representa "region determinante de complementariedad". Las FRs y CDRs de las cadenas
alfa y beta son diferentes.

A partir de las secuencias de aminoacidos predichas de las cadenas alfa y beta del TCR clonado como se mencioné
anteriormente, los autores de la invencién han determinado las FRs y CDRs de las cadenas alfa y beta (véanse las
Figuras 2 y 4). Con el conocimiento de las secuencias de CDR, es posible producir TCRs quiméricos en los que las
CDRs se injertan en regiones marco con las que las CDRs no estan asociadas de forma natural, y también es
posible producir moléculas de TCR de cadena simple, y en ambos casos las moléculas conservan sustancialmente
la misma afinidad de unidn para el complejo péptido-HLA que la molécula original, tal como se describe con mas
detalle a continuacion.

Un primer aspecto de la invenciéon proporciona una molécula de receptor de células T (TCR) que contiene una
porcidon de cadena alfa y una porcidon de cadena beta, en la que la porciéon de cadena alfa contiene tres regiones
determinantes de complementariedad (CDRs):

CDR1a: SSYSPS
CDR2a: YTSAATL

CDR3a: VVSPFSGGGADGLT, o que comprenden o consisten en SPFSGGGADGLT vy la porcion
de cadena beta contiene tres regiones determinantes de complementariedad (CDRs):

CDR1@: DFQATT
CDR2B: SNEGSKA

CDR3: que comprende SARDGGEG o RDGGEGSETQY, molécula de TCR que es capaz de
unirse a un complejo de HLA-A2/RM-FPNAPYL.

Cabe sefialar que en algunos sistemas de nomenclatura, la CDRS3 de las cadenas  puede definirse como mas larga
que en el sistema de nomenclatura utilizado en la base de datos de Immunogenetics (IMGT) descrita mas adelante.
Ademas, en algunos sistemas de nomenclatura, la CDR3 de las cadenas a puede definirse como mas corta que en
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el sistema IMGT. De manera similar, la porcién constante puede incluir o no residuos marco que flanquean la regiéon
CDR3 en los diferentes sistemas de nomenclatura.

Por lo tanto, en una realizacién que utiliza el sistema IMGT, CDR3a puede tener la secuencia de aminoacidos
VVSPFSGGGADGLT y la porcidn constante incluye la secuencia de aminoacidos de marco FGKGTHLIIQP (véase la
Figura 5).

En oftra realizacion, utilizando el sistema de nomenclatura de Garcia (Garcia et al (1999) Ann. Rev. Immunol. 17,
369-397, incorporado aqui como referencia) CDR3a comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos
SPFSGGGADGLT, la regién marco inmediatamente C-terminal a esto tiene la secuencia de aminoacidos
FGKGTHLIIQP y la regién constante comienza con la secuencia de aminoacidos YIQNP... (véase la Figura 5).

En una realizacién que utiliza el sistema de nomenclatura IMGT, CDR3p puede tener la secuencia de aminoacidos
SARDGGEG vy la region constante inmediatamente C-terminal a esto incluye la secuencia de aminoacidos de marco
SETQY... (Figura 4).

En otra realizacion, utilizando el sistema de nomenclatura de Garcia como antes, CDR33 comprende o consiste en
la secuencia de aminoacidos RDGGEGSETQY vy la region marco inmediatamente C-terminal a esto tiene la
secuencia de aminoacidos FGPGTRLLVL vy la region constante C-terminal inmediata comienza con la secuencia de
aminoacidos EDLKN... (véase la Figura 6).

Se apreciara que la persona experta puede disefiar y sintetizar facilmente TCRs de acuerdo con la invencion
utilizando cualquiera o cualquier sistema de nomenclatura, siempre que la regiéon marco (es decir, la regiéon no
reemplazada por las CDRs) sea compatible con las CDRs como es bien conocido en la técnica.

El codigo estandar de aminoacidos de una letra IUPAC se utiliza a lo largo de la memoria descriptiva. Para evitar
dudas, una referencia a una CDR "particular" o "dada" significa cualquier CDR con la secuencia de aminoacidos
dada anteriormente o en donde hasta tres aminoacidos han sido reemplazados por otro residuo aminoacido.

Por "molécula de TCR" los autores de la invencion incluyen cualquier molécula que contenga las CDRs dadas y
también contenga FRs adecuadamente situadas dentro de la molécula, de modo que las CDRs formen un sitio de
reconocimiento (sitio de combinacion) que sea capaz de unirse a HLA-A2 presentando el péptido RMFPNAPYL (es
decir, un complejo HLA-A2/RMFPNAPYL).

Las moléculas de TCR contienen las secuencias de aminoacidos de CDR precisas tal como se indica anteriormente
y en las Figuras 2y 4 y en las Figuras 5 y 6.

Mas adelante se da un método para fabricar y seleccionar moléculas de TCR que tienen CDRs que varian a partir de
las secuencias de CDR precisas dadas en las Figuras 2 y 4 y en las Figuras 5 y 6.

Las secuencias de aminoacidos, que incluyen regiones V (y por lo tanto FRs), de numerosas cadenas alfa de TCR y
cadenas beta de TCR son bien conocidas en la técnica, algunas de las cuales se describen en la base de datos
IMGT (Immunogenetics) en http://imgt.cines..fr. Véase también Lefranc (2003) Dev. Comp. Immunol. 27, 55-77. La
base estructural del reconocimiento de células T se revisa en Garcia et al (1999) Ann. Rev. Immunol. 17, 369-397, y
la informacion contenida en el mismo se puede utilizar para disefar y sintetizar TCRs injertados con CDR (y las
CDRs definidas sobre la base de esta nomenclatura se indican anteriormente). Preferiblemente, las FR en las que
se injertan las CDR particulares son FRs de cadenas alfa o beta de TCR humanas. Convenientemente, las CDRs de
la cadena alfa se injertan en FRs de la cadena alfa y las CDRs de cadena beta se injertan en FRs de cadena beta.
Tipicamente, las tres CDR en la cadena alfa y las tres CDR en la cadena beta reemplazan, en orden, CDRs en otras
cadenas alfa y beta humanas, respectivamente. Véase Lefranc (2003) Dev. Comp. Immunol. 27, 55-77.

Tipicamente, las células T que expresan la molécula de TCR reconocen el péptido RMFPNAPYL que presenta HLA-
A2 con sustancialmente la misma avidez que la molécula de TCR que consiste en las cadenas alfa y beta tal como
se describe en las Figuras 2 y 4. Esto puede medirse por transferencia mediada por retrovirus del TCR en células T,
seguido de experimentos de titulacion peptidica con las células T transducidas con TCR tal como se esboza, por
ejemplo, en Gao et al. (2000) Blood 95, 2198-2203.

La molécula de TCR contiene preferiblemente una porcién de cadena alfa que contiene, en orden N-terminal a C-
terminal, FR1a-CDR1a-FR2a-CDR2a0-FR3a-CDR3a, y una porcién de cadena beta que contiene, en orden N-
terminal a C-terminal, FR1B3-CDR1B-FR23-CDR23-FR3B-CDR3B tal como se muestra en las Figuras 2 y 4,
respectivamente y en las Figuras 5 y 6, respectivamente. Tipicamente, la molécula de TCR contiene la region V
tanto de la cadena alfa como de la cadena beta de las cadenas de polipéptidos TCR que se muestran en las Figuras
2y4,yenlas Figuras 5y 6.

En una realizacion preferida, la porcion de cadena alfa y la porcion de cadena beta estan presentes en diferentes
cadenas polipeptidicas. Tipicamente, la molécula de TCR contiene una cadena alfa que contiene la region V y la
region C de la cadena polipeptidica mostrada en la Figura 2 (o la Figura 5), y también contiene una cadena beta que
contiene la regién V y la region C de la cadena polipeptidica que mostrada en la Figura 4 (o la Figura 6).
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Preferiblemente, la molécula de TCR consiste en una molécula que contiene la cadena alfa completa que se
muestra en la Figura 2 y la cadena beta completa que se muestra en la Figura 4. Tipicamente, sin embargo, la
secuencia conductora se escinde de la cadena alfa y la cadena beta maduras.

En una realizacion adicional, la porcion de cadena alfa y la porciéon de cadena beta de la molécula de TCR estan
presentes en la misma cadena polipeptidica. Las moléculas de TCR de cadena simple se describen en Chung et al
(1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91, 12654-12658, y los principios descritos en este documento pueden aplicarse
facilmente a la produccién de moléculas de TCR de cadena sencilla que contienen las CDRs especificadas.

Tipicamente, las moléculas de TCR de cadena sencilla contienen los dominios Va, VB y CB fusionados en la misma
cadena polipeptidica, y tipicamente en ese orden (desde el extremo N al extremo C). Para la expresion de un TCR
de cadena sencilla, es util proporcionar una construccién que codifique el dominio constante de la cadena alfa de
TCR.

Una estrategia adicional se describe en Boulter et al (2003) Protein Eng. 16, 707-711, en el que se introduce un
nuevo enlace disulfuro entre una treonina en la region constante de la cadena alfa y una serina en la region
constante de la cadena beta (reemplazando estos residuos por una cisteina). El enlace disulfuro en el péptido de
conexion de TCR se puede separar o puede permanecer en su lugar.

Las moléculas de TCR de dos cadenas de la invencion (p. €j., las que contienen las cadenas alfa y beta cuya
secuencia de aminoacidos se da en las Figuras 2 y 4) o TCRs quiméricos que contienen las CDRs especificas tal
como se describio anteriormente pueden utilizarse para introducir la creacién de CTL especifica para antigenos tal
como se describe en mas detalle mas adelante (mediante el uso de polinucleétidos que codifican las cadenas
relevantes). De manera similar, los TCRs de cadena sencilla también se pueden utilizar para este fin, y tienen la
ventaja de que no se emparejan con TCRs enddégenos. Los TCRs de cadena sencilla también se pueden utilizar
como construcciones solubles de una manera similar a los anticuerpos. En este caso, las construcciones de cadena
sencilla no contienen una region de transmembrana (véase Chung et al. supra y Boulter et al supra).

Un segundo aspecto de la invencién proporciona un polinucleétido que codifica la porcién de cadena alfa tal como se
define en el primer aspecto de la invencion. La presente divulgacion se extiende también al caso en el que la porcion
de cadena alfa y la porcion de cadena beta estan presentes en diferentes cadenas polipeptidicas, y es conveniente
(pero no obligatorio) que cada uno de los polipéptidos sea codificado por un polinucleétido separado. Polinucleétidos
preferidos que codifican las cadenas alfa y beta se describen en las Figuras 1 y 2, respectivamente.
Alternativamente, los dos polipéptidos pueden ser codificados en el mismo polinucleétido, en cuyo caso las dos
regiones codificantes pueden estar enlazadas por una secuencia IRES (sitio de entrada al ribosoma interno), y
tipicamente tendrian sus propios codones de inicio y terminacion susceptibles de traduccion. Tipicamente, tales
construcciones contienen dos promotores, uno para cada una de las cadenas de TCR.

Como se comentd anteriormente, en una realizacion alternativa, la porcion de cadena alfa y la porcion de cadena
beta estan presentes en el mismo polipéptido, en cuyo caso un unico polinucleétido puede codificar el polipéptido de
cadena sencilla.

En cualquier caso, el polinucleétido puede ser ADN o ARN, y puede contener o no intrones. Tipicamente, el
polinucleétido no contiene intrones dentro de la regidon que codifica el polipéptido de interés. Se apreciara que
diferentes polinucleétidos pueden codificar el mismo polipéptido debido a la degeneracion del codigo genético.

La invencién también proporciona un vector de expresién que contiene el polinucleétido de la invencién. Vectores de
expresion de este tipo, cuando estan presentes en una célula huésped adecuada, permiten la expresién del o de los
polipéptidos de interés. Preferiblemente, el vector de expresion es un vector de expresién capaz de expresar un
polipéptido en una célula de mamifero. Mas preferiblemente, el vector de expresion es uno que puede expresar un
polipéptido en una célula T, tal como un CTL humano. Tipicamente, los vectores de expresion contienen un
promotor que es activo en tipos de células particulares, y que puede ser controlable (p. €j., inducible).

El vector es adecuadamente un vector retroviral que es capaz de transfeccion en una célula huésped de mamifero
tal como una célula T humana. Tipicamente, el vector es un vector lentiviral.

Un aspecto adicional de la invencién proporciona una célula huésped que comprende un polinucleétido de la
invencion o un vector de la invencién. Si la célula huésped es para producir una molécula de TCR de la invencién,
contiene uno o mas polinucledétidos o vectores que codifican tanto la porcién de la cadena alfa como la porcién de la
cadena beta.

La célula huésped puede ser cualquier célula tal como una célula bacteriana, célula de levadura, célula de insecto,
célula vegetal o célula de mamifero, y los métodos de introducir polinucleétidos en este tipo de células son bien
conocidos en la técnica. Tipicamente, células bacterianas, tales como células de Escherichia coli se utilizan para la
propagacion general y la manipulacion de los polinucleétidos y vectores de la invencion. Se pueden utilizar otras
células huésped para expresar las moléculas de TCR de la invencion y, en particular, la célula puede ser una célula
de mamifero tal como una célula humana. Tal como se describe mas adelante en relacion con los métodos
terapéuticos que utilizan las moléculas de TCR de la invencion, es particularmente deseable que la célula huésped
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sea una célula T tal como (y preferiblemente) una célula T derivada de un paciente a tratar, tipicamente un paciente
con un tumor maligno que expresa WT1.

Tipicamente, se utiliza un vector retroviral (0, como puede ser el caso, vectores) que codifica la molécula de TCR de
la invencion en funcion de su capacidad para infectar linfocitos T CD4* o CD8" humanos maduros y para mediar en
la expresion génica: el sistema de vectores retrovirales Kat es una posibilidad preferida (véase Finer et al (1994)
Blood 83, 43). Retrovirus anfotréficos de alto titulo se utilizan para infectar linfocitos T CD8* purificados aislados de la
sangre periférica de pacientes con tumores siguiendo un protocolo publicado por Roberts et al. (1994) Blood 84,
2878-2889, incorporado en esta memoria como referencia. Anticuerpos anti-CD3 se utilizan para desencadenar las
células T de proliferacion, lo que facilita la integracion retroviral y la expresion estable de los TCRs de cadena
sencilla. Una combinacion de anticuerpos anti-CD3 y anti-CD8 puede ser mas efectiva que anticuerpos anti-CD3
solos. Otros sistemas adecuados para introducir genes en CTL se describen en Moritz et al. (1994) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 91, 4318-4322, incorporado en esta memoria como referencia. Eshhar et al (1993) Proc Natl. Acad. Sci.
USA 90, 720-724 y Hwu et al. (1993) J. Exp. Med. 178, 361-366 también describen la transfeccion de CTL. El
sistema Nuclofactor disponible comercialmente, proporcionado por AMAXA, Alemania, puede utilizarse para
transfectar células T. La transduccion retrovirica de células T CD8* humanas se describe en Stanislawski (2001) Nat.
Immunol. 2, 962.

Métodos de clonacién y manipulacion genética son bien conocidos en la técnica y se describen en detalle en
manuales estandares tales como Sambrook & Russell (2001) Molecular Cloning, a laboratory manual, Cold Spring
Harbor Press, Cold Spring Harbor, NY, EE.UU.

Pacientes que padecen un tumor maligno que expresa WT1 se pueden tratar mediante la introduccion de la
molécula de TCR de la invencioén en sus propias células T (o células T de un donante), seguido de la introduccion de
estas células modificadas genéticamente en el paciente. Por lo tanto, un aspecto adicional de la divulgacion
proporciona un método para combatir un tumor maligno que expresa WT-1 en un paciente, comprendiendo el
método introducir en el paciente una célula T, preferiblemente derivada del paciente, que se modifica para expresar
la molécula de TCR de la invencién. Tipicamente, (1) las células T se obtienen del paciente, (2) un polinucleétido o
polinucleétidos que codifica o codifican y es o son capaces de expresar la molécula de TCR de la invencion se
introducen en las células T ex vivo y (3) las células T modificadas genéticamente se introducen en el paciente. Se
prefiere particularmente que las células T sean las células T del paciente (es decir, autélogas).

Es particularmente preferido que el paciente sea HLA-A2 positivo.

En otras palabras, la especificidad de la célula T, preferiblemente la célula T autdloga, se modifica mediante la
introduccion de la molécula de TCR de la invencion.

Las células T (por ejemplo, del paciente) se aislan tipicamente de células mononucleares de la sangre periférica
(PBMCs) y pueden ser células CD4*y CD8". Tipicamente, las células se activan utilizando un anticuerpo (p. eje, un
anticuerpo anti-CD3 o anti-CD28) de modo que se vuelvan receptivas a la transfeccion, por ejemplo con uno o mas
vectores retrovirales que codifican las moléculas de TCR de la invencion. El médico puede determinar la cantidad de
células aisladas, transfectadas y devueltas al paciente.

Las células se pueden tomar de un paciente después de una respuesta clinica, se pueden criopreservar, transfectar
y volver a infundir si el mismo paciente recae.

Se puede determinar si un tumor maligno es uno que expresa WT1, por ejemplo, utilizando la reacciéon en cadena de
la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) o utilizando técnicas de tincion intracelular para la proteina WT1
(que pueden ser anticuerpos anti-WT1).

El paciente es preferiblemente un paciente humano, aunque en una situacion de investigacion se pueden utilizar
animales. Es particularmente preferido que el paciente sea HLA-A2 positivo. Se puede determinar si un paciente es
HLA-A2 positivo o no por métodos bien conocidos en la técnica.

Tipicamente, el paciente sufre de uno o mas de leucemia, cancer de mama, cancer de colon, cancer de pulmoén,
cancer de ovario, melanoma, cancer de tiroides, cancer de cabeza y cuello, glioblastoma y sarcoma.

Un aspecto adicional de la invencién proporciona el uso de una célula T, preferiblemente una célula T derivada del
paciente, que se modifica para expresar la molécula de TCR de la invencion en la fabricacion de un medicamento
para combatir un tumor maligno que expresa WT1 en el paciente.

Tal como se comenté anteriormente, se pueden preparar moléculas de TCR, en las que una o mas de las CDRs
difieren en la secuencia de las secuencias de CDR precisas dadas en las Figuras 2 y 4. Preferiblemente, moléculas
de TCR de este tipo son capaces de reconocer el complejo HLA-A2/RMFPNAPYL mas eficazmente que una
molécula de TCR con las secuencias de CDR precisas. Por lo tanto, un aspecto adicional de la invencién
proporciona un método de seleccionar una molécula de TCR con unidon mejorada a un complejo de HLA-
A2/RMFPNAPYL, que comprende (a) proporcionar una molécula de TCR que contiene una porcién de cadena alfa y
una porcion de cadena beta, en donde la porcion de cadena alfa contiene tres regiones determinantes de
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complementariedad (CDRs):

CDR1a: SSYSPS

CDR2a: YTSAATL

CDR3a: VVSPFSGGGADGLT, o que comprenden o consisten en SPFSGGGADGLT
y la porcion de cadena beta contiene tres regiones determinantes de complementariedad (CDRs):

CDR1B: DFQATT

CDR23: SNEGSKA

CDR3: que comprende SARDGGEG o consisten en RDGGEGSETQY,

en donde al menos un residuo aminoacido en una o mas de las CDR dadas se reemplaza por otro residuo
aminoacido, (b) determinar si la molécula de TCR se une a un complejo de HLA-A2/RMFPNAPYL con mayor
afinidad que una molécula de TCR sin el o los aminoacidos de sustitucion, y (c) seleccionar una molécula que se
une con mayor afinidad. Preferiblemente, la CDR3p tiene la secuencia de aminoacidos dada anteriormente en
relacion con el primer aspecto de la invencion.

Las moléculas de TCR con CDRs alteradas pueden prepararse facilmente mediante métodos de ingenieria genética
de proteinas. Por ejemplo, se puede hacer un banco de TCR en el que las regiones CDR de la cadena alfa y/o beta
se mutagenizan y las moléculas de TCR se muestran utilizando transduccion retroviral en la superficie de un linfoma
de células T (véase Kessels et al (2000) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97, 14578-14583), o en la superficie de una
levadura o un bacteridofago. Se puede utilizar un complejo HLA-A2/RMFPNAPYL para seleccionar células o
bacteriofagos que se unen al complejo con alta afinidad en virtud de la molécula de TCR que presentan. Moléculas
de TCR que tienen una afinidad de unién mayor (menor Kp) de una molécula de TCR con las secuencias de CDR
precisas se seleccionan para su posterior estudio.

La invencion se describira ahora con mayor detalle haciendo referencia a las siguientes figuras y ejemplos no
limitantes.

La Figura 1 muestra la secuencia codificante de nucleétidos de la cadena TCR-alfa especifica para pWT126 (Vo-
1.5).

La Figura 2 muestra la secuencia de proteinas de la cadena TCR-alfa especifica para pWT126 (Va-1.5). Estan
marcadas la posicion de las CDRs, las FRs y la region constante. La secuencia conductora se muestra en negrita.

La Figura 3 muestra la secuencia de codificacion de nucleétidos de la cadena de TCR-beta especifica para pWWT126
(VB-2.1).

La Figura 4 muestra la secuencia de proteinas de la cadena de TCR-beta especifica de pWT126 (VB-2.1). Estan
marcadas la posicion de las CDR, las FR y la regién constante.

La Figura 5 muestra la misma secuencia de proteinas que en la Figura 2, pero la posicion de inicio de la region
constante se indica que esta en un lugar diferente. La secuencia de la CDR en esta figura, que comienza detras de
C, se basa en la nomenclatura IMGT (basada en la secuencia primaria). La nomenclatura de Garcia se basa en la
estructura y no incluye las VV después de la C (es decir, comienza con SPF...). Va8.2 significa segmento de gen alfa
8.2 variable y J45 significa union del segmento de 45 genes.

La Figura 6 muestra la misma secuencia de proteinas que la Figura 4, excepto que CDR3f se indica como mas
larga y se indica que la posicion de inicio de la region constante esta en un lugar diferente. La secuencia de la CDR
en esta figura, que comienza detras de C, se basa en la nomenclatura IMGT (basada en la secuencia primaria). La
nomenclatura de Garcia se basa en la estructura y no incluye las SA detras de la C (es decir, comienza RDGG...).
J2.5 se refiere a la unién del segmento de 2,5 genes.

La Figura 7 es un diagrama que muestra vectores retrovirales que contienen genes de TCR. Las cadenas alfa y beta
de TCR se insertaron en el vector retroviral pMP71 (Engels et al. (2003) Human Gene Ther. 14, 1155-1168 para la
transferencia génica en células T humanas. LTR es una repeticion terminada larga. PRE es un elemento regulador
post-transcripcional.

La Figura 8 es un diagrama que muestra la transferencia de genes de TCR retrovirales en células T humanas. Los
linfocitos de la sangre periférica se activaron con anticuerpos anti-CD3, IL-2 e IL-7, seguidos 3 dias después por
transduccién con vectores retrovirales que codifican el TCR especifico para WT1. La expresion de TCR se controld
el dia 6 utilizando anticuerpos especificos para el TCR-V-beta 2.1 (presente en el TCR transferido). Células T
transducidas simuladamente muestran el porcentaje de células T humanas no manipuladas que expresan V-beta
2.1. Después de la transduccion, tanto las células T CD8-positivas como las CD8-negativas (es decir, CD4-pos)
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tienen un porcentaje incrementado de células V-beta 2.1. ADN de V-beta 2.1 y secuencias de aminoacidos se
muestran en las Figuras 3 y 4.

La Figura 9 muestra que la estimulacion repetida de células T transducidas por TCR (tal como se muestra en la Fig.
8) con células T2 que presentan el péptido pWT126 conduce a una expansion de células T CD8-positivas que
expresan V-beta 2.1.

La Figura 10 muestra que las células T transducidas por TCR (tal como se muestra en las Figs. 8 y 9) se tifien con
tetrameros HLA-A2/pWT126.

La Figura 11 muestra que las células T transducidas por TCR (tal como se muestra en Fig. 8 y 9) matan las células
T2 HLA-A2-positivas recubiertas con el péptido pWT126, pero no las células T2 recubiertas con el péptido de control
pWT235 que se une a A2. Las células T también matan células de leucemia BV173 HLA-A2 positivas que expresan
WT1 endégenamente.

La Figura 12 muestra que células T CD8-positivas transducidas con TCR, purificadas, matan las células T2 HLA-A2-
positivas recubiertas con el péptido pWT126, pero no las células T2 recubiertas con el péptido de control p(WT235
que se une a A2. Las células T CD8-positivas también matan las células de leucemia BV173 HLA-A2-positivas que
expresan WT1 enddégenamente.

La Figura 13 muestra que un pequefio porcentaje de células T transducidas con TCR, CD4-positivas purificadas se
tifen con tetrameros HLA-A2/pWT126.

La Figura 14 muestra que las células T CD4-positivas transducidas con TCR, purificadas, matan las células T2 HLA-
A2-positivas recubiertas con el péptido pWT126, pero no las células T2 recubiertas con el péptido de control
pWT235 que se une a A2. Las células T CD4-positivas también matan las células de leucemia BV173 HLA-A2-
positivas que expresan WT1 endégenamente.

La Figura 15 muestra que las células T CD8-positivas transducidas con TCR, purificadas, producen IFN-K después
de la estimulacion con las células T2 HLA-A2-positivas recubiertas con el péptido pWT126, pero no las células T2
recubiertas con el péptido de control pWT235 que se une a A2. Ademas, las células T CD8-positivas producen IFN-K
después de la estimulacion con las células de leucemia BV173 HLA-A2-positivas que expresan WT1
endégenamente.

La Figura 16 es un diagrama esquematico que muestra la estructura general de las moléculas de a3 TCR. Los
numeros de aminoacidos mencionados no se corresponden necesariamente con los de las Figuras 2 y 4.

Programa de SEQ ID Nos.

1. RMFPNAPYL
SSYSPS
YTSAATL
VVSPFSGGGADGLT

2

3

4

5. SPFSGGGADGLT
6 DFQATT

7 SNEGSKA

8 SARDGGEG

9 RDGGEGSETQY
10. FGKGTHLIIQP
11. YIQNP

12. SETQY

13. FGPGTRLLVL

14. EDLKN
15. Figura 1 secuencia de nucleétidos
16. Figura 2 (y Figura 5) secuencia de aminoacidos
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17. Figura 3 secuencia de nucleétidos
18. Figura 4 (y Figura 6) secuencia de aminoacidos

Ejemplo 1: receptor de células T (TCR) funcionalmente activo, especifico para el péptido derivado de WT-1
pWT126 (RMFPNAPYL)

Los autores de la invencion han clonado un receptor de células T (TCR) que es especifico para un péptido (pWT126;
RMFPNAPYL) del antigeno-1 del tumor de Wilms (WT1) presentado por moléculas HLA-A2 de clase I. El factor de
transcripcion del WT1 se expresa en diversos tumores malignos humanos, que incluyen leucemia, cancer de mama,
cancer de colon, cancer de pulmon, cancer de ovario y otros. Los CTL a partir de los cuales se cloné el TCR
muestran actividad de exterminio contra células de cancer humano que expresan WT1, pero no contra células
humanas normales que expresan niveles fisiolégicos de WT1.

El objetivo terapéutico es equipar a las células T del paciente con esta potente y especifica actividad de exterminio
mediante la transferencia de los genes que codifican el TCR. Para ello, los autores de la invencion han insertado los
genes de TCR en vectores retrovirales y han demostrado que las células T humanas transducidas por genes
muestran actividad de exterminio contra lineas celulares de cancer humano y leucemia que expresan WT1. El perfil
de especificidad de esta linea de CTL ha sido descrito en varios trabajos de investigacion y se puede resumir como:
(1) Exterminio de dianas HLA-A2-positivas recubiertas con el péptido pWT126 derivado de WT1 (Gao et al (2000)
Blood 95, 2198 -2203); (2) Exterminio de células de leucemia HLA-A2-positivas nuevas que expresan WT1 (Gao et
al (2000) Blood 95, 2198-2203); (3) Exterminio de células progenitoras de CFU leucemia HLA-A2-positivas (Gao et al
(2000) Blood 95, 2198-2203; Bellantuono et al (2002) 100, 3835-3837); (4) Exterminio de células madre LTC-IC de
leucemia HLA-A2-positivas (Bellantuono et al (2002) Blood 100, 3835-3837); (5) Exterminio de células iniciadoras de
leucemia NOD/SCID HLA-A2-positivas (Gao et al. (2003) Transplantation 75, 1429-1436); y (6) Ningun exterminio de
células madre hematopoyéticas que injertan NOD/SCID HLA-A2-positivas (Gao et al (2003) Transplantation 75,
1429-1436). Los autores de la invencion han demostrado ahora que células T humanas transducidas con el TCR
especifico para WT1 muestran una especificidad similar a la linea CTL a partir de la cual se cloné el TCR.

Los datos descritos en detalle en las leyendas de las Figuras 1 a 15 indican que es factible la transferencia del gen
de TCR a las células T humanas y que conduce a la expresion en superficie de las cadenas de TCR introducidas.
Las células T receptoras muestran actividad de exterminio contra dianas HLA-A2-positivas recubiertas con el péptido
pWT126. Las células T transducidas con TCR también matan células tumorales humanas que expresan WT1
endégenamente. Ademas, las células T transducidas producen IFN-g en un modo especifico para el péptido
restringido a HLA-A2. Finalmente, el TCR transferido puede funcionar en células T auxiliares CD4-positivas. Estas
células T CD4-positivas muestran actividad de exterminio especifica para el antigeno restringida a HLA-A2 y
produccion de citoquina especifica para el antigeno (no mostrada). Esto indica que la transferencia del gen TCR
puede utilizarse para conferir funcion efectora especifica para el antigeno restringida de HLA de clase | a células T
humanas CD8-positivas y CD4-positivas.

Ejemplo 2: Selecciéon y tratamiento de un paciente

Células de monocitos de la sangre periférica (PBMC) se toman de un paciente HLA-A2-positivo que tiene un tumor
maligno que expresa WT1. Las PBMCs se activan con anticuerpos anti-CD3/CD28 afiadidos al cultivo o en perlas
durante 3 dias y luego se transducen con TCR que codifican particulas retrovirales, tal como se describe en el
Ejemplo 1. El dia 5 los autores de la invencion pudieron demostrar que las células T CD4 y CD8 transducidas
expresan el TCR introducido. El dia 6 pudieron demostrar la actividad especifica para el antigeno de las células T
transducidas. El dia 6, las células T transducidas se vuelven a infundir en el paciente.

Listado de secuencias

<110> Imperial Innovations Limited
<120> Moléculas utiles desde un punto de vista terapéutico

<130> ICOBP/P32126EPdiv1

<150> PCT/GB2004/005100
<151> 2004-12-06

<150> EP 04805928.1
<151> 06-12-2004

<150> GB 0328363.7
<151> 06-12-2003

<160> 18
<170> SeqWin99



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 689 926 T3

<210>1

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Péptido de WT1 que es presentado por moléculas HLA-A2 de clase |

<400> 1
Arg Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu
1 5

<210> 2

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> CDR1? de TCR V humano?-1.5 (V?-8.2)

<400> 2
Ser Ser Tyr Ser Pro Ser
1 5

<210> 3

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> CDR2? de TCR V humano?-1.5 (V?-8.2)

<400> 3
Tyr Thr Ser Ala Ala Thr Leu
1 5

<210> 4

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> CDR3? de TCR V humano?-1.5 (V?-8.2) - 1

<400> 4

Val Val Ser Pro Phe Ser Gly Gly Gly Ala Asp Gly Leu Thr

1 5 10

<210>5

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> CDR3? de TCR V humano?-1.5 (V?-8.2) - 2

<400> 5

Ser Pro Phe Ser Gly Gly Gly Ala Asp Gly Leu Thr

1 5 10

<210> 6

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> CDR1? de TCR V humano?-2.1 (V?-20.1)

<400> 6

10
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Asp Phe Gln Ala Thr Thr
1 5

<210>7

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> CDR2? de TCR V humano?-2.1 (V?-20.1)

<400>7
Ser Asn Glu Gly Ser Lys Ala
1 5

<210> 8

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> CDR3? de TCR V humano?-2.1 (V?-20.1) - 1

<400> 8
Ser Ala Arg Asp Gly Gly Glu Gly
1 5

<210>9

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> CDR3? de TCR V humano?-2.1 (V?-20.1) - 2

<400> 9
Arg Asp Gly Gly Glu Gly Ser Glu Thr Gln Tyr

1 5 10

<210> 10

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos marco de la regiéon constante C-terminal a CDR3?

<400> 10
Phe Gly Lys Gly Thr His Leu Ile Ile Gln Pro
1 5 10

<210> 11

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Comienzo de la region constante de TCR V humano?-1.5 (V?-8.2)

<400> 11
Tyr Ile Gln Asn Pro
1 5

<210> 12

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
11
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<223> Comienzo de la secuencia de aminoacidos marco de TCR V humano?-2.1 (V?-20.1)

<400> 12

Ser Glu Thr Gln Tyr

1

<210> 13
<211>10
<212> PRT

5

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Parte de la secuencia de aminoacidos marco de TCR V humano?-2.1 (V?-20.1)

<400> 13

Phe Gly Pro Gly Thr Arg Leu Leu Val Leu

1

<210> 14
<211>5
<212> PRT

5

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

10

<223> Parte de la region constante de TCR V humano?-2.1 (V?-20.1)

<400> 14

Glu Asp Leu Lys Asn

1

<210> 15
<211> 830
<212> ADN

5

<213> TCR V humano?-1.5 (V?-8.2)

<400> 15

atgctecectge
cagtcggtga
aggtgcaact
aaaggactcc
ggttttgagg
catatgagcg
gacggactca
gaccctgeeg
accgattttg
gacaaaactg
agcaacaaat
accttcttece
acagatacga
aaagtggccg

<210> 16
<211> 276
<212> PRT

tgctegtece
cccagettga
actcatcttc
agcttectcect
ctgaatttaa
acgcggctga
cctttggcaa
tgtaccagct
attctcaaac
tgctagacat
ctgactttgce
ccagcccaga
acctaaactt
ggtttaatct

agtgctcgag
cagccacgtc
ttattcacca
gaagtacaca
gaagagtgaa
gtacttctgt
agggactcat
gagagactct
aaatgtgtca
gaggtctatg
atgtgcaaac
aagttcctgt
tcaaaacctg
gctcatgacg

<213> TCR V humano?-1.5 (V?-8.2)

<400> 16

gtgattttta
tectgtetetg
tctetettet
tcagcggecca
acctccttcee
gttgtgagtc
ctaatcatcc
aaatccagtg
caaagtaagg
gacttcaaga
gccttcaaca
gatgtcaagc
tcagtgattg
ctgeggetgt

ctctgggagg
aaggaacccce
ggtatgtgca
ccctggttaa
acctgacgaa
ctttttcagg
agccctatat
acaagtctgt
attctgatgt
gcaacagtgc
acagcattat
tggtcgagaa
ggttccgaat
ggtccagetg

12

aaccagagcc
ggtgctgetg
acaccccaac
aggcatcaac
accctcagcce
aggaggtgct
ccagaaccct
ctgcectatte
gtatatcaca
tgtggcctgg
tccagaagac
aagctttgaa
cctccectectg

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
830



Met Leu Leu Leu Leu Val Pro Val

Gly Thr Arg Ala Gln Ser Val Thr
20

Ser Glu Gly Thr Pro Val Leu Leu

Ser Pro Ser Leu Phe Trp Tyr Val
50 55

Leu Leu Leu Lys Tyr Thr Ser Ala
65 70

Gly Phe Glu Ala Glu Phe Lys Lys
85

Lys Pro Ser Ala His Met Ser Asp
100

Ser Pro Phe Ser Gly Gly Gly Ala
115 120

Thr His Leu Ile Ile Gln Pro Tyr
130 135

Tyr Gln Leu Arg Asp Ser Lys Ser
145 150

Thr Asp Phe Asp Ser Gln Thr Asn
165

Val Tyr Ile Thr Asp Lys Thr Val
180

Lys Ser Asn Ser Ala Val Ala Trp
195 200

Ala Asn Ala Phe Asn Asn Ser Ile
210 215

Ser Pro Glu Ser Ser Cys Asp Val
225 230

Thr Asp Thr Asn Leu Asn Phe Gln
245

Ile Leu Leu Leu Lys Val Ala Gly
260

Leu Trp Ser Ser
275

<210> 17

<211> 933

<212> ADN

<213> TCR V humano?-2.1 (V?-20.1)

<400> 17
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Leu

Gln

25

Arg

Gln

Ala

Ser

Ala

105

Asp

Ile

Ser

Val

Leu

185

Ser

Ile

Lys

Asn

Phe
265

Glu

10

Leu

Cys

His

Thr

Glu

Ala

Gly

Gln

Asp

Ser

170

Asp

Asn

Pro

Leu

Leu

250

Asn

val

Asp

Asn

Pro

Leu

75

Thr

Glu

Leu

Asn

Lys

155

Gln

Met

Lys

Glu

val

235

Ser

Leu

Ile

Ser

Tyr

Asn

60

Val

Ser

Tyr

Thr

Pro

140

Ser

Ser

Arg

Ser

Asp

220

Glu

vVal

Leu

13

Phe

His

Ser

Lys

Lys

Phe

Phe

Phe

125

Asp

Val

Lys

Ser

Asp

205

Thr

Lys

Ile

Met

Thr

Vval

30

Ser

Gly

Gly

His

Cys

110

Gly

Pro

Cys

Asp

Met

1390

Phe

Phe

Ser

Gly

Thr
270

Leu

15

Ser

Ser

Leu

Ile

Leu

95

Val

Lys

Ala

Leu

Ser

175

Asp

Ala

Phe

Phe

Phe

255

Leu

Gly

Val

Tyr

Gln

Asn

80

Thr

Val

Gly

Vval

Phe

160

Asp

Phe

Cys

Pro

Glu

240

Arg

Arg



atgctgetge
catccgaget
gactttcagg
atggcaactt
tttctcatca
gaagacagca
tacttcgggce
gaggtcgctg
gtgtgcctgg
aaggaggtge
aatgactcca
cceccgcaace
acccaggata
gactgtgget
gagatcttgce
gccatggtca

<210> 18
<211> 310
<212> PRT

ttectgetget
gggttatctg
ccacaactat
ccaatgaggg
accatgcaag
gcttcetacat
caggcacgcg
tgtttgagce
ccacaggctt
acagtggggt
gatactgcct
acttccgetg
gggccaaacc
tcacctecga
tagggaaggc
agagaaagga

tctggggecca
taagagtgga
gttttggtat
ctccaaggcce
cctgaccttg
ctgcagtget
gctcectggtyg
atcagaagca
ctaccccgac
cagcacagac
gagcagccgce
tcaagtccag
tgtcacccag
gtcttaccag
caccttgtat
tteccagagge

<213> TCR V humano?-2.1 (V?-20.1)

<400> 18

Met Leu Leu Leu

1

Val Vval

Val Lys

35
Trp Tyr
50
Asn Glu
65

Phe Leu

Ser

Ile

Arg

Gly

Ile

5

Gln
20

His

Glu Cys

Gln Phe

Ser Lys

70

Asn His

Pro

Arg

Pro

Ala

Ala

Leu Leu Leu Leu

Ser Trp

Leu
40

Ser

Lys Gln

55

Thr Tyr

Ser Leu
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ggctccggge
acctctgtga
cgtcagttcc
acatacgagc
tccactctga
agagatgggg
ctcgaggacc
gagatctccce
cacgtggagc
ccgeagecee
ctgagggtct
ttctacggge
atcgtcageg
caaggggtcc
gccgtgetgg
tag

Pro
10

Gly Gly

Val
25

Ile Cys

Asp Phe Gln

Ser Leu Met

Glu Gln Gly

75
Thr

Leu Ser

ttggtgctgt
agatcgagtg
cgaaacagag
aaggcgtcga
cagtgaccag
gggagggtte
tgaaaaacgt
acacccaaaa
tgagctggtg
tcaaggagca
cggccacctt
tctcggagaa
ccgaggcectg
tgtctgecac
tcagtgcecct

Ser Gly

Lys Ser

30

Ala Thr

45

Leu Met

Val Glu

Thr Leu

14

Leu

Gly

Thr

Ala

Lys

Thr

cgtctctcaa
ccgtteectg
tctcatgetg
gaaggacaag
tgcccatcect
ggagacccag
gttcccacce
ggccacactg
ggtgaatggg
gcccgeccte
ctggcagaac
tgacgagtgg
gggtagagca
catcctctat
cgtgctgatg

Gly Ala

15

Thr Ser

Met Phe

Thr Ser

Asp Lys

80

Val Thr

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
933



Ser

Gly

Leu

Phe

145

Val

Trp

Pro

Ser

Phe

225

Thr

Trp

Val

Leu

Arg
305

Ala

Gly

Val

130

Glu

Cys

Val

Leu

Arg

210

Arg

Gln

Gly

Leu

Tyr

290

Lys

His

Glu

115

Leu

Pro

Leu

Asn

Lys

195

Leu

Cys

Asp

Arg

Ser

275

Ala

Asp

Pro

100

Gly

Glu

Ser

Ala

Gly

180

Glu

Arg

Gln

Arg

Ala

260

Ala

val

Ser

85

Glu

Ser

Asp

Glu

Thr

165

Lys

Gln

Val

Val

Ala

245

Asp

Thr

Leu

Arg

Asp

Glu

Leu

Ala

150

Gly

Glu

Pro

Ser

Gln

230

Lys

Cys

Ile

val

Gly
310

Ser

Thr

Lys

135

Glu

Phe

val

Ala

Ala

215

Phe

Pro

Gly

Leu

Ser
295

Ser

Gln

120

Asn

Ile

Tyr

His

Leu

200

Thr

Tyr

vVal

Phe

Tyr

280

Ala
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Phe

105

Tyr

Val

Ser

Pro

Ser

185

Asn

Phe

Gly

Thr

Thr

265

Glu

Leu

90

Tyr

Phe

Phe

His

Asp

170

Gly

Asp

Trp

Leu

Gln

250

Ser

Ile

Vval

Ile

Gly

Pro

Thr

155

His

Val

Ser

Gln

Ser

235

Ile

Glu

Leu

Leu

Cys

Pro

Pro

140

Gln

vVal

Ser

Arg

Asn

220

Glu

Val

Ser

Leu

Met
300

15

Ser

Gly

125

Glu

Lys

Glu

Thr

Tyr

205

Pro

Asn

Ser

Tyr

Gly

285

Ala

Ala

110

Thr

Vval

Ala

Leu

Asp

190

Cys

Arg

Asp

Ala

Gln

270

Lys

Met

95

Arg

Arg

Ala

Thr

Ser

175

Pro

Leu

Asn

Glu

Glu

255

Gln

Ala

Val

Asp

Leu

vVal

Leu

160

Trp

Gln

Ser

His

Trp

240

Ala

Gly

Thr

Lys
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de receptor celular T (TCR) que contiene una porcién de cadena alfa y una porcién de cadena beta,
en donde la porcion de cadena alfa comprende tres regiones determinantes de complementariedad (CDRs):

CDR1a: SSYSPS
CDR2a: YTSAATL
CDR3a: VVSPFSGGGADGLT o SPFSGGGADGLT
y la porcién de cadena beta comprende tres regiones determinantes de complementariedad (CDRs):
CDR1B: DFQATT
CDR23: SNEGSKA
CDR3: que comprende SARDGGEG o RDGGEGSETQY,
molécula de TCR que es capaz de unirse a un complejo de HLA-A2/RM-FPNAPYL.

2. Una molécula de TCR de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde la porcion de cadena alfa y la porcion de
cadena beta estan presentes en diferentes cadenas polipeptidicas, o en donde la porcién de cadena alfa y la porcion
de cadena beta estan presentes en la misma cadena polipeptidica.

3. Una molécula de TCR de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, en donde las CDRs se injertan en una region de
marco humana.

4. Un TCR de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde una treonina en la regidon constante de la
cadena alfa y una serina en la region constante de la cadena beta son reemplazadas por una cisteina introduciendo
un enlace disulfuro entre los residuos.

5. Una molécula de TCR de acuerdo con la reivindicacion 3, en donde la porcién de cadena alfa tiene la secuencia
de aminoacidos dada en la Figura 2 (SEQ ID NO: 16) y/o en donde la porcion de cadena beta tiene la secuencia de
aminoacidos dada en la Figura 4 (SEQ ID NO: 18).

6. Una molécula de TCR de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde dicha molécula de
TCR contiene una cadena alfa que contiene la region V y la region C de la cadena polipeptidica mostrada en la
Figura 2 o la Figura 5 y contiene una cadena beta que contiene la regién V y la region C de la cadena polipeptidica
mostrada en la Figura 4 o la Figura 6, o una variante de la misma, en donde una treonina en la region constante de
la cadena alfa y una serina en la regién constante de la cadena beta son reemplazadas por una cisteina,
introduciendo un enlace disulfuro entre los residuos.

7. Una molécula de TCR de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-6, que es soluble.

8. Un kit de partes o composicién que comprende un polinucleétido que codifica la porcion de cadena alfa segun se
define en la reivindicacion 1 y un polinucledtido que codifica la porcion de cadena beta segun se define en la
reivindicacion 1.

9. Un polinucledtido que codifica la porcion de cadena alfa segun se define en la reivindicacion 1 y la porcion de
cadena beta segun se define en la reivindicacion 1 o que codifica la molécula de TCR de cadena sencilla segun se
define en la reivindicacion 2.

10. Un vector de expresion que comprende un polinucleétido de acuerdo con la reivindicacién 9, o que comprende
un polinucledtido que codifica la porcién de cadena alfa segun se define en la reivindicacion 1 y un polinucleétido
que codifica la porcion de cadena beta segun se define en la reivindicacion 1.

11. Un vector de expresion de acuerdo con la reivindicacion 10, en donde el vector de expresion es capaz de
expresar un polipéptido en una célula de mamifero, opcionalmente en donde la célula de mamifero es una célula T
tal como un CTL humano.

12. Un vector de expresion de acuerdo con la reivindicacion 10 u 11, en donde el vector de expresion es un vector
retroviral tal como un vector lentiviral.

13. Una célula huésped que comprende un vector de expresion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
10-12, o un polinucleétido de acuerdo con la reivindicacién 9, o una molécula de TCR de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 7, opcionalmente en donde la célula huésped es (i) una célula de mamifero tal como una
célula humana.

14. Una célula huésped que expresa una molécula de TCR de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1
16
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a 8.

15. La célula huésped de acuerdo con la reivindicacién 13 o 14, en donde dicha célula es una célula T derivada de
un paciente.

16. Una célula T, preferiblemente una célula T derivada de un paciente, modificada para expresar la molécula de
TCR de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, para uso en combatir un tumor maligno que expresa WT1 en el
paciente, en donde el tumor maligno que expresa WT1 es cancer de mama, cancer de colon, cancer de pulmén,
leucemia, cancer de ovario, melanoma, cancer de cabeza y cuello, cancer de tiroides, glioblastoma o sarcoma;
opcionalmente, en donde un polinucleétido de acuerdo con la reivindicacion 8 o un vector de expresion de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones 9-11 ha sido introducido en la célula T, preferiblemente célula T derivada del
paciente, de modo que la célula T expresa la molécula de TCR codificada.

17. Un método de seleccionar una molécula de TCR con unién mejorada a un complejo de HLA-A2/RMFPNAPYL,
comprendiendo dicho método

(a) proporcionar una molécula de TCR que comprende una porcioén de cadena alfa y una porciéon de cadena
beta, en donde la porcidon de cadena alfa comprende tres regiones determinantes de complementariedad
(CDRs):

CDR1a: SSYSPS
CDR2a: YTSAATL
CDR3a: VVSPFSGGGADGLT o SPFSGGGADGLT
y la porcién de cadena beta comprende tres regiones determinantes de complementariedad (CDRs):
CDR1B: DFQATT
CDR23: SNEGSKA
CDR3: que comprende SARDGGEG o RDGGEGSETQY,

en donde al menos un residuo aminoacido en una o mas de las CDR dadas se reemplaza por otro residuo
aminoacido, (b) determinar si la molécula de TCR se une a un complejo de HLA-A2/RMFPNAPYL con mayor
afinidad que una molécula de TCR sin el o los aminoacidos de sustitucion, y (c) seleccionar una molécula que se
une con mayor afinidad; opcionalmente, en donde las CDRs son como se definen en la reivindicacion 1.

18. Una molécula de receptor de células T (TCR) que contiene una porciéon de cadena alfa y una porcion de cadena
beta, en donde la porcién de cadena alfa comprende tres regiones determinantes de complementariedad (CDRs):

CDR1a: SSYSPS
CDR2a: YTSAATL
CDR3a: VVSPFSGGGADGLT o SPFSGGGADGLT
y la porcion de cadena beta comprende tres regiones determinantes de complementariedad (CDRs):
CDR1B: DFQATT
CDR23: SNEGSKA
CDR3: que comprende SARDGGEG o RDGGEGSETQY, y
molécula de TCR que es capaz de unirse a un complejo de HLA-A2/RM-FPNAPYL, para uso en tratamiento.
19. Una molécula de TCR de acuerdo con la reivindicacion 18, para uso en el tratamiento del cancer.

20. Una molécula de TCR para uso de acuerdo con la reivindicaciéon 19, en donde el cancer es uno o mas canceres
seleccionados de leucemia, cancer de mama, cancer de colon, cancer de pulmoén, cancer de ovario, melanoma,
cancer de tiroides, cancer de cabeza y cuello, glioblastoma y sarcoma.

17



ES 2 689 926 T3

¥ 2L29Y32199 19123999910 99YDLYILI5

L21WVLLLED D2299L9%YY OLID102102 1¥YOIIL1DD 51 1Val 9wl
DLOOVYYYIL LLOYYYLIOW YOIVLYOYOY YWILLLOOYY YWoOyDIL199]
QOVVILOLYD 19100119V VOYIIIEWID JDLLD1 LDV IVOWYSwIoL
IVLIYIOYIV WOYYILLOOD IVYVYIOLOLY D9LLLOVOLD VeV oy
DDLI299191 D91 9YIYYID YOYYILLOVD SUVLIILD9YD I¥IveY Sl
DLIYYYY IV WIWILYLYLD L9IYD101 1Y 99V LO%YYYD YO LD 00 Yy
OWWYOLOLLY D11LIYD0IY DLIY1ID0910 1919 19%YIY S19YI0LYYY
L3LOVOVOYD LODVIIVLIOL DI29L209VS LODOVVEYID LY LV LOT09Y
JOUVILYYLD LYDLIVDOOY YWIDOLLLID YILOVODOYD LI9199vay
DOVOLLLLID D19VOLDL1D 1DLDLIIVID YO L9929V D0OYOLYLYD
DVDVILIDIY VVWDIVDLIOV DDLLIDLIOW YYD LOVOYYSD vl LYvolD
D9VOLLLIOO DYYILYIDOV Y LLDDLODD ¥IID9IOYIL YavOY LOWYD
122101109V 20LOVDOWYY DVVIDDOYOY YOOL191VLI99 1011019101
YOOWILLYLL D11D21WDLOY LOYYODL99Y 91091091599 2007 YO0yy
121019131 DLDIVIDOYD YOLLIOYIDD ¥OLODDLOYD 09IV
DOVODDLILI VLI IVELE OYSI1I919Y 22219219591 99190109 1Y

ouewny (2'g-PA) G'L-PA ¥OL 9P SjUEdJIPOD BI2USNIAG

2L einbiy

18



ES 2 689 926 T3

SSMTIT LNTINADVAS TT

TRADIAS INOANTINLALTASHIA TIAOSSHdSd AL
AHJIISNNAY NVOVAASANSMVAVENSHAA
IWSHYNATALNA LIAAASTISO SANLOSAAAL
ATOASIASSASAATOAAVIA dINOTAIOIT HLOMOA

SUEISLOD

LIDAVOODSAISAADIAAY
T

VASIWHVSdM L THAS LASMMAAVIAADONIIMALLY VS
edd CHaD

LA TTTIOTOMNIHOAAMATSISASSSANDHTIAL
edd THID

LOASASAHSATOLASOVILOD TLAIATTAJATITTA
[EiE

ouewny (z'8-PA) §'L-PA ¥OL I9p euUldloud ] 9p BloUaN29S

Z einbi4

19



ES 2 689 926 T3

O D99VORIILL YOOYYVYIOYOY WILO9LvI0D

DLIYDLIDL0D L2DDDL9YIL 9912919239 LYLDLLIDYD I0DWYDDoYL
J2L1L01YOYD LV1010D01%D OWD02L0191 00199990 DWIOVLLOLD
HOODLDIWIL LID2DLDLIVI WIDVIVLDDD DLIDDDVI0D DIOVILDILY
S2Y22IVWILDL DIYYVYII90D YIVOOYIDDY D0LDVOIVIL YYovaDDdLldL
29992¥L011 9v¥I219YVIL 910922112V J30VYID0200 DYVOvIDoLD
1193922990 LD12929Vv0 1D DOI09¥IOVD LOJDLIVIVD YIOLIVOLYY
2102090200 YOOVDOWYIL D2229%I9000 DVEVIWISVD LODDDLOVIY
29199¥29YY DO2LYVDLIOD DLO9100VOL D9VIODLOIVD IVODII0VLD
L1D89%IY03 9912291919 91IVIVIO0D YywyII0vIY 200L0.1v0Va
YIOYYOYILY J09Y0L1191 91293199%0 DOIWIDDLLD 190V Yol
20Y29Y901D 2199103109 9293 I09YD 99901 1V OVIDIVOYOD
D11999YD90 09001YaYaY 13919% 09010 IVIVLIL 129 YIOVIYOYyD
1301930091 SYIIV2LDYD YOL1010WI0L 91I33VaLDD @YVIDLvIOY
WILYDLDLLL ©YYIYO0YYD YOILDI99YY DOYOIVLIYIY DD90vvIdL1D
2OOVOLYYID LLOYVISOLY D1291v210L SYVOvVIVYYDD DOLLDYILIDD
LY19911119 IYLIWYIVID D2VILLLOYD 9130211930 9197321vaY
FOLOLILIIY ¥2OLOVIYYL DLDIVILD9D L0DYDI0LVI WYILILOLDD
1212919591 | 3999220299 ¥I22200.101 LI2L02L2LL 29L2DLI2LY

ouewny (1°02-gA) L'Z2-gA HIL 19p 31UedJIPO2 BI2USNIIS

‘e einfi4

20



ES 2 689 926 T3

o
SOMAINVINTATVSATAVATLVID TTHA TILVS TADO
OASTSLIDDAVIOMVAVSAIOLACTVIAOLMAANASTD
AAOADDYAHNMINOM ALV SAYTISS TOAMSAN TV IO
TAOJIALSADSHATIONAMMS THAHAdAIDLY TOATLVH
OLHSIHVASdTIAVATddAANT TATIA T TLLOdDAAOLAS

gIUEISLOD

DHDHD
£daD

CAVSOIAASSAAIHVSLALTLS TLTSVANTI TAMAMTAD
3

OAALVISDANSLYVIN T ISOMAAOMA MAWLIVOIAIS
a0 a4 Ei(i8]

HOYATASIOSYIIAMSAHOSAAVI TOSDADTTITTTTIN
g

ouewny ¥OL 1P (L'02-9A) L'Z-9A ¥DL I8p eulalold e| ap elouandes
¥ 'inbi4

21



ES 2 689 926 T3

SSMTIT LN TTINADVAS T1

IRLIOIAS TNOAN INLALHAS IHA TIAUDSSHI S AL
HATISNNAY NVOVAASINS MVAVSNSMAA
WSHINC TALIC ITAACTSUISO

SANIOSAAAL FIDASIASSASAATOAAVIA ANOLA
QIUE]SUOD

JOI'T HIOAOATTOAVODDSAdSAAIILAY
Cpl CIO T UREA
VAsWHY m.ﬁﬂuun—mmﬁﬁmu_uﬁa HVAADNEDILA H_ﬂjm

IAIT Ecauxz&ﬁﬁ%ﬁ%?%?u&u IAd
THaOD

ubmmhgmanqebio ﬂﬁmwﬁﬁpﬂ_ﬁﬁﬂdﬁ
: kB

ouewny (z'8-PA) §'L-PA ¥O1 |9p eulajoid e| ap ejouandag

G einbi4

22



ES 2 689 926 T3

DASRCIAWYVINTATVSATAVATILY

N TTHATILYSTADOOASAS LADDAVIDMVAVSAIOLA

TIVIAO LM AANAS TOAAOAONTAHNIINOMALVS AT
SSTIAMSANTVAOTI TOILSADSHATIDONAMMS THA

HAdAADIVIOA TLVIOLHSIHVASdHAA VA Hd dAA N TAH

N alUE]SUOD H_
TATTHIOIDAROLASDEDD
[ ) i a0

TV SOIAASSAAJHVSLAL TLS TL ISVENT LM AMHAD
€94

OTALVISOINSLYIW T ISOMAAOUAMAN LLVOIT TS

cdao cdd TaD
UIADIASLOSIDIAMSIHOSAAVOTOSHID TTTTTTIN
[HA

ouewny ¥o1 13p (L'02-gA) L'Z2-9A euiajoid e| ap e1oUaN23S

‘g rInbi4

23



ES 2 689 926 T3

o QL 21dD-T,qNd-IDL _.mh
- I
i %—
L@ {0l - {WTS
r S
= Q£ 21do-1LdNd
g

u <

T

Td - OWL | 9IS ]

¥OL |8p sajeliA01}al SB8UOIDINIISUO0)
:J BInbBi4

24



ES 2 689 926 T3

DLI-T'TIAH

_u_“: mc_ H_n__ P_”__. _”__“:.
%99S o »
.
__..\.\am._”-.”“..._, .ﬁ
: e}
HO1-LLA Jod epronpsuesn EPE|NWIS BPI2INPSUES

uQlI22Npsuel) sel) euewny

INgd ua ¥oL op uoisaidxgy o enbiyg

25



ES 2 689 926 T3

DL ZAH

2dV-8UDH

ousbnue |ap uoEINWIISS Skl
+1"¢AA-+800 1 sen|8) sp ojuswaiouj

6 Binbi4

26



ES 2 689 926 T3

olawena |

L 3

—u_ﬂ_..-.-.. - .ﬂlﬂh E]

oL ﬁ_“__.

i .N-l......- il

S

82D

g7 | | and uoD epionpsuel] DWad eled ooupadss 4Ol

01 'inbi4

27



ES 2 689 926 T3

13 uoRElEy

- 08
|

|

ELTAH | =0~
OITIMA+IL | —g—
SETIMd+TL | -

- 5L

- 0T

9z LLd eled eounadsa OjuILLIYXS 8P PEPIARDE UBlSanwW ¥yI1 Jod sepionpsuel) [auelb e | seni@)

Q24123453 OINIWEE L3 %

L L einbi4

28



ES 2 689 926 T3

13 uoelsy

ELTAM |
STLLAAAHTL
SETTAI+ZY

L 0&

0zZLLM eJed eoyloadsa OJUIWLIB)XS ap PEPIANIOE Uel)sanw Y1 Jod sepionpsuel) +8ado seini@d

0214123453 OINIWEE LY %

Z | einbi4

29



ES 2 689 926 T3

OJoWRIR |

4
4

H-Z74
S A
s ¥ao
%I1T0
[ ] k3
FLOZ L)Z2OANEOD PO SB|D P LS
o7 | LMd Jod epionpsuel

INEd 0Wwod epedliseD £ ered ooyoadss ¥ |

‘©| einbi4

30



ES 2 689 926 T3

ELTAM
97LIMA+TL
[SISA LU T )

gz | LAnd eied eayoadsa oluLIRIXS 2p PEPIAIDE UBNSaNW Y0 | Jod seplonpsuell +3070 | SenRD

51

L]

L3 uoRElEy

ol
T

B
i

}ns
=

- BL

- 0T

+1 BInbI4

024123453 OINIMEI X3 %

31



ES 2 689 926 T3

uoloeqnaU| Ap Y 0Z SeJL

sepipuedx3 +8ad
GEZ 9zl

+8070 sellad

GeC

9zl

gz L L esed eaiaadsa A-N4| 2p uoisanpold uesysanw Yo Jod sepianpsues; +800 L seni2n

G| Binbi4

32



ES 2 689 926 T3

(1) Esnusmdaps (EFE) HOOD

EjD {292} BOOD IS
(]} susigwEwEwE | E..ﬂlm 4
2p uoifiay + & 4+ EonEwsEd BuRIgwSH
LET— =TI
U0 IERS
P EIUENOSS =& = L=l BT
_m_..._un
—
Law]
| —
=
=
L
4 EuSpED e T o EUSPED

go | sEnEe 3p Jod=aay

33



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

