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DESCRIPCION
Antigenos asociados a tumor independientes de MHC novedosos

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a antigenos asociados a tumor novedosos, que provocan independientemente de
una presentacion mediante MHC una respuesta de linfocitos T CD8 positivos. Se descubrié que la cadena alfa del
receptor de GM-CSF (CSF2RA) esta dirigida a clones de linfocitos T reactivos CD8 positivos que podrian detectar
las proteinas sobre la superficie de células de melanoma HLA | negativas. Por tanto, la invencién proporciona
proteinas, fragmentos de proteina y polipéptidos de los antigenos novedosos para su uso en medicina, por ejemplo
para el tratamiento, diagnéstico y prevencion de una enfermedad tumoral de acuerdo con la reivindicacion 1
independiente adjunta. Ademas, se proporcionan acidos nucleicos que expresan los antigenos de la invencion,
agentes de union especificos para los antigenos de la invencion, tales como cadenas del receptor de linfocitos T y
linfocitos T aislados que son reactivos contra los antigenos de la invencion o que expresan los receptores de
linfocitos T de la invencion. La divulgacion se refiere ademas a composiciones farmacéuticas, especialmente
composiciones de vacuna, que comprenden los antigenos, acidos nucleicos, agentes de unién o linfocitos T de
acuerdo con invencion, y procedimientos para la generacion de linfocitos T especificamente reactivos para los
antigenos de la invencion de una manera independiente de MHC.

Descripcidn

El cancer aun es la causa principal de muerte a pesar del desarrollo de muchas estrategias de tratamiento
incluyendo radiacion generalizada y quimioterapia. Ademas, se sabe que los mecanismos de rechazo de los tumores
estan mediados por células inmunitarias autélogas, especialmente linfocitos T, que pueden diferenciar entre células
cancerosas u células sanas mediante la deteccion de fragmentos del antigeno asociado a tumor (TAA) mediante la
presentacion por el complejo principal de histocompatibilidad (MHC). Los antigenos que se expresan
especificamente en células tumorales y no en tejido sano pueden clasificarse en cuatro tipos: (I) antigenos mutados
que se desarrollan la tumorigénesis por mutaciones puntuales o translocaciones dentro de las células tumorales.
Esos antigenos son estrictamente especificos de tumor. (lI) antigenos canceroso/de la linea germinal que
habitualmente se expresan unicamente dentro de las células germinales de un organismo adulto y no en tejido
somatico sano. En células cancerosas, sin embargo, debido a la pérdida de regulacion epigenética, pueden activarse
los genes especificos de células germinales. (Ill) la diferenciacion de antigenos que se expresan en tumores y sus
células progenitoras sanas. Las respuestas de CTL contra dichos antigenos a menudo provocan reacciones
autoinmunitarias. (IV) el TAA sobreexpresado que muestra Unicamente expresion minima en células sanas mientras
que en un tumor esos antigenos se activan fuertemente. Los tumores humanos habitualmente expresan antigenos
de diferentes categorias y podrian incluso procesar y presentar distintos péptidos de cada una de estas proteinas
mediante sus moléculas respectivas HLA de clase | y de clase II.

Las moléculas MHC en seres humanos se mencionan normalmente como moléculas HLA (antigeno de leucocitos
humanos). Hay dos clases principales de moléculas HLA: de clase | y de clase Il. Los linfocitos T CD8 positivos son
habitualmente citotoxicos (por lo tanto, se llaman los linfocitos T citotéxicos = CTL), reconocen péptidos de 9 a 10
aminoacidos que se procesan de forma intracelular a partir de proteinas de cualquier ubicacion subcelular y que se
presentan sobre la superficie celular mediante moléculas HLA de clase |. En el campo de la inmunologia de cancer
humano, las ultimas dos décadas han visto esfuerzos intensivos por caracterizar antigenos asociados a cancer y
especificos de cancer. Ademas, se han dedicado esfuerzos para el analisis de anticuerpos contra antigenos
tumorales humanos. Dichos anticuerpos pueden usarse con fines de diagndstico y terapéuticos, por ejemplo, en
combinacién con un agente antineoplasico. Ademas, actualmente se estan desarrollando estrategias prometedoras
de tratamientos de vacuna basados en fragmentos antigénicos de MHC de clase |, aunque aun no hay una
inmunoterapia satisfactoria disponible para la mayoria de los tipos de cancer.

Hasta la fecha, se conocen unicamente unos pocos ejemplos para el reconocimiento independiente de HLA/MHC de
TAA mediante linfocitos T CD4 o CD8 positivos. Barnd y colaboradores, 1989 PNAS, describieron el reconocimiento
de mucina epitelial en células de cancer de mama y de ovario. Se descubri6 ademas un reconocimiento
independiente de HLA para linfocitos T CD8 positivos reactivos a niquel en dos paciente que padecian dermatitis por
contacto (Moulon y col., J Invest Dermatol 2003), para un clon de linfocitos T reactivo a melanoma sin identificar el
antigeno responsable (Somasundaram y col., J Transl Med 2005) y para un clon de linfocitos T reactivo a carcinoma
de células renales (Wang y col., J Immunol 2008); el antigeno del ultimo se publicé recientemente (Hanada y col.,
Blood 2011).

Aunque se identific6 un gran numero de TAA restringidos a HLA de las cuatro categorias mencionadas
anteriormente en el pasado, aun no hay tratamiento satisfactorio basado en una vacunacion terapéutica y
transferencia adoptiva de los linfocitos T especificos de antigeno disponible. Esto se debe en parte a problemas con
respecto a la reproducibilidad de los resultados en estudios clinicos o a la observaciéon de un efecto clinico
Unicamente insuficiente de la vacuna. Un problema a menudo encontrado en la inmunoterapia del cancer es ademas
una alteracion de la inmunogenicidad en el tejido canceroso. Este llamado "escape inmunitario” puede entenderse
basandose en las diferencias fenotipicas encontradas en las células neoplasicas. Por ejemplo, las células tumorales
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muestran una capacidad disminuida de procesar y presentar antigenos, tienen una capacidad disminuida de
estimular linfocitos T autdlogos, muestran regulacion por disminucion completa de las proteinas inmunogénicas
asociadas con células transformadas y/o ninguna o baja expresion de moléculas de adhesién de leucocitos u otras
moléculas accesorias y regulacion por disminucion selectiva de determinados alelos de MHC de clase | y de clase Il.
Lo ultimo puede afectar a todos los antigenos de clase I/ll, o Unicamente a parte de ellos. La pérdida de funcion o
expresion parcial de HLA puede estar causada por la pérdida de alelos de HLA individuales, haplotipos de HLA o la
pérdida completa de HLA de clase | debido a la pérdida bialélica del gen $2m (Aptsiauri y col., Cancer Immunol
Immunother 2008; Bernal M. y col., Cancer Immunol Immunother 61:1359-71, 2012). Los tumores que han perdido la
expresion de HLA, por tanto, son resistentes a cualquier tratamiento basado en linfocitos T dependientes de HLA. De
hecho, la alteracion de la funcion de HLA es uno de los mecanismos clave de "escape inmunitario” de las células
tumorales y, por tanto, limita la aplicacién de inmunoterapia mediada por linfocitos T.

DI BARTOLO V Y COL., "BINDING OF HUMAN GM-CSF TO SYNTHETIC PEPTIDES OF THE ALPHA SUBUNIT
OF ITS RECEPTOR", JOURNAL OF RECEPTOR AND SIGNAL TRANSDUCTION RESEARCH, MARCEL DEKKER,
NUEVA YORK, NY, EE. UU., (19960101), vol. 16, n.° 1/02, desvela péptidos de unién derivados de CSF2RA.

El documento WO 91/02063 desvela un receptor recombinante o sintético para el factor estimulador de colonias de
granulocitos-macrofagos (GM-CSF) y equivalentes bioquimicos y/o biolégicos, homodlogos o derivados de los
mismos.

En vista de la técnica anterior descrita anteriormente, el objeto de la presente invencién es proporcionar antigenos
asociados a tumor (TAA) novedosos que permitan el desarrollo de tratamientos novedosos del cancer, y
especificamente tratamientos novedosos que eviten el problema de escape inmunitario en las células cancerosas.

En un primer aspecto de la presente invencion, el objeto anterior se resuelve proporcionando una proteina,
fragmento de proteina o polipéptido que comprende al menos 8 aminoacidos contiguos de la secuencia de
aminoacidos de la cadena alfa del receptor de GM-CSF (CSF2RA) (SEQ ID NO: 1) para su uso en la prevencion o
tratamiento de una enfermedad tumoral, en el que el tumor esta desprovisto de un complejo de MHC de clase |
funcional y muestra escape inmunitario por alteracion del complejo de presentacion de MHC de clase |, en el que
dicha proteina, fragmento de proteina o polipéptido puede inducir una respuesta de linfocitos T y/o unirse a un
receptor de linfocitos T equivalente, y en el que el tumor expresa CSF2RA (SEQ ID NO: 1) o una proteina que tiene
al menos un 75 % de identidad de secuencia con CSF2RA.

En ofra realizacién de la invencion, la proteina, fragmento de proteina o polipéptido comprende la secuencia de
aminoacidos de un epitopo complejo de las proteinas CSF2RA nativas como se define en las reivindicaciones. Un
epitopo complejo en relacion a la invencion descrita en el presente documento es un sitio de unién para un agente
de unién inmunoldgico, tal como un receptor de los linfocitos T (TCR) o anticuerpo, que esta compuesto de dos o
mas secuencias de aminoacidos que estan en cercana proximidad espacial en las proteinas plegadas
tridimensionales nativas, pero que no constituyen una secuencia contigua dentro de la secuencia de aminoacidos
lineal del antigeno. Un epitopo complejo, por ejemplo, puede estar compuesto de tramos de las secuencias de
aminoacidos de dos estructuras secundarias plegadas una junto a la otra dentro del antigeno, o entre dos cadenas
de aminoacidos diferentes de subunidades de contacto de un complejo multiproteinico.

Los autores de la presente invencion identificaron sorprendentemente las proteinas proteina 2 relacionada con
tirosinasa (TRP-2) y cadena alfa del receptor de GM-CSF (CSF2RA) como moléculas expresadas en melanoma
(TRP-2) y otros tipos de células malignas (CSF2RA), que se reconocen por linfocitos T de una manera
independiente de HLA. Por tanto, los linfocitos T contra los antigenos de la invencion proporcionan la sorprendente
ventaja de lisar células tumorales que son completamente negativas para la expresion de HLA de clase | o al menos
muestran una alteracion de la expresion y/o funcion de HLA. Normalmente dichas células escaparian del rechazo
natural del paciente o de un rechazo inmunitario inducido terapéuticamente.

La proteina, fragmento de proteina o polipéptido puede comprender al menos 10, preferentemente 15, 20, 50 y
mucho mas preferentemente 100 aminoacidos contiguos de la secuencia de aminoacidos de la cadena alfa del
receptor de GM-CSF (CSF2RA) (SEQ ID No: 1), en el que dicha proteina, fragmento de proteina o polipéptido puede
inducir una respuesta de linfocitos T y/o unirse a un receptor de los linfocitos T equivalente.

En el contexto de la presente invencion, los términos "proteina” o "polipéptido" se usan indistintamente e indican un
polimero compuesto de monémeros de aminoacido unidos por enlaces peptidicos. Un "enlace peptidico” es un
enlace covalente entre dos aminoacidos en que el grupo a-amino de un aminoacido esta unido al grupo a-carboxilo
del otro aminoacido. Todas las secuencias de aminoacidos o polipeptidicas, salvo que se indique de otro modo, se
escriben desde el extremo amino (extremo N) hasta el extremo carboxi (extremo C). Los términos "proteina",
"fragmento de proteina" y "polipéptido" se refieren a una cadena molecular de aminoacidos, y no se refieren a una
longitud especifica del producto y, si se requiere, puede modificarse in vivo o in vitro, por ejemplo, por glucosilacion,
amidacion, carboxilacién o fosforilacion. Por tanto, entre otros, se incluyen péptidos, oligopéptidos y proteinas dentro
de la definicién de polipéptido.

Por supuesto, los fragmentos del polipéptido, resumidos bajo la expresion "fragmento de proteina”, también se
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incluyen en la presente invencion. Se entiende que los derivados funcionales incluyen polipéptidos que difieren en
uno o mas aminoacidos en la secuencia global, que tienen eliminaciones, sustituciones, inversiones, inserciones o
adiciones. Se han descrito sustituciones de aminoacido que puede esperarse no alteren esencialmente las
actividades bioldgicas e inmunoldgicas. Los remplazos de aminoacido entre aminoacidos relacionados o remplazos
que se han producido frecuentemente en la evolucion son, entre otros, Ser/Ala, Ser/Gly, Asp/Gly, Asp/Asn, lle/Val.

Ademas, la expresion "derivados funcionales" de estos polipéptidos también implica las sales de adicién de los
polipéptidos, amidas de los polipéptidos y especificamente las amidas del extremo C, ésteres y especificamente los
ésteres del extremo C y derivados de N-acilo especificamente derivados de acilo del extremo N y derivados N-
acetilo.

En realizaciones preferidas de la invencion la proteina, fragmento de proteina o polipéptido consiste en la secuencia
de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 1.

Los polipéptidos de acuerdo con la invencidon pueden producirse de forma sintética o por tecnologia de ADN
recombinante. Los procedimientos para producir polipéptidos sintéticos son bien conocidos en la técnica.

Con la ayuda las proteinas, fragmentos de proteinas o polipéptidos de acuerdo con la invencion, pueden generarse
linfocitos T citotoxicos y auxiliares, que desarrollan una actividad citotéxica independiente de MHC especifica de
antigeno contra las células tumorales que expresan proteinas, fragmentos de proteinas o polipéptidos de la
invencion y las destruyen. Por lo tanto, estos polipéptidos abren la posibilidad de un nuevo tratamiento eficaz contra
los tumores, en cuyo transcurso puede invertirse la supresion de una reaccién inmunitaria, que a menudo se observa
en pacientes con tumor.

La divulgacion también se refiere a una proteina de fusion compuesta de una de las proteinas, fragmentos de
proteinas o polipéptidos mencionados anteriormente y de una segunda proteina o polipéptido. Dichas proteinas de
fusion son adecuadas para su uso como agente de diagndstico o terapéutico o profilactico o generalmente para una
deteccion y/o manipulacion de linfocitos T que reconocen CSF2RA, especificamente independientes de su
presentacion mediante MHC. Por ejemplo, podrian idearse proteinas de fusién que consisten en una proteina
transportadora tal como, por ejemplo, HSA, colageno u otras proteinas y uno o mas de los polipéptidos usados en la
invencion. Los polinucledtidos que codifican esta proteina de fusidon también son materia objeto de la presente
divulgaciéon. Se proporciona ademas la proteina, fragmento de proteina o polipéptido de acuerdo con la presente
divulgacion, que se caracteriza por la presencia de un péptido sefial que media el transporte celular de la molécula,
cuando se expresa en una célula, hasta el exterior de la membrana celular. Los péptidos sefal son conocidos para
los expertos en la materia. Mas preferentemente, la proteina, fragmento de proteina o polipéptido de acuerdo con la
presente divulgacion comprende un dominio que puede anclar la molécula usada en la invencidon a la membrana
celular. Dicho dominio podria ser un dominio de anclaje a membrana o transmembranario.

En una realizacion, la proteina, fragmento de proteina o polipéptido de acuerdo con la divulgacion se caracteriza
porque puede unirse a un receptor de linfocitos T equivalente expresado por un linfocito T independiente de MHC de
clase | o un linfocito T independente de MHC de clase | y II.

Debido al hallazgo sorprendente de la independencia del reconocimiento de las moléculas para su uso en la
invencion de la expresion de HLA/MHC, una realizacion preferida adicional es que la proteina, fragmento de proteina
o polipéptido de acuerdo con la invencién no se presente por MHC de clase |, o MHC de clase | y Il. La proteina,
fragmento de proteina o polipéptido para su uso en la invencion se expresa preferentemente en la superficie celular
sin experimentar una fragmentacion que se conoce para la presentacion de antigenos restringidos a MHC. Por tanto,
la presente invencion en una realizacion preferida se referira a dicha proteina, fragmento de proteina o polipéptido
para su uso como se define en las reivindicaciones que, cuando se expresa en una célula HLA/MHC negativa, ain
puede inducir una respuesta de los linfocitos T.

En el contexto de las diversas realizaciones descritas en el presente documento, una proteina, fragmento de
proteina o polipéptido no se excluira del ambito de la invencion, simplemente porque ademas de su capacidad de
mediar una respuesta de linfocitos T independiente de HLA, aun puede procesarse y presentarse por la ruta de
MHC/HLA. Unicamente en realizaciones especificas de la divulgacion, una proteina, un fragmento de proteina o
polipéptido se excluira, cuando consista en un epitopo de unién a MHC/HLA de clase | y/o II.

Una enfermedad tumoral de acuerdo con la invenciéon es una enfermedad tumoral que esta desprovista de un
complejo funcional de MHC de clase |, o que esta desprovista de complejos funcionales de MHC de clase | y II,
especificamente aquellos tumores que no expresan MHC de clase |, 0 no expresan MHC de clase | y Il. Por tanto, la
proteina, fragmento de proteina o polipéptido como se describe en el presente documento es para su uso en la
prevencion, diagndstico o tratamiento de un tumor que muestra escape inmunitario por alteracion del complejo de
presentacion de MHC de clase | y/o Il

Como se usa en el presente documento, el término "tumor" o "enfermedad tumoral" significa tanto tumores benignos
como los malignos o neoplasias e incluye melanomas, linfomas, leucemias y sarcomas, siendo ejemplos ilustrativos
de tejidos tumorales los cutaneos, tales como melanomas malignos y micosis fungoides; tumores hematicos tales
como leucemias, por ejemplo, leucemia linfoblastica aguda, mielocitica aguda o mielocitica crénica; linfomas tales
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como enfermedad de Hodgkin o linfoma maligno; tumores ginecolégicos tales como tumores de ovario y de Utero;
tumores uroldgicos tales como los de préstata, vejiga o testiculos; sarcomas de tejidos blandos, sarcomas éseos o
no 6seos, tumores de mama; tumores de la pituitaria, la glandula tiroides y la corteza suprarrenal; tumores
gastrointestinales tales como los de esdfago, estdbmago, intestino y colon; tumores pancreaticos y hepaticos;
papilomas/carcinomas laringeos y tumores de pulmon.

El tumor a tratar, diagnosticar o prevenir se caracteriza por la expresion de CSF2RA (SEQ ID NO: 1). O tumores que
expresan homologos de los antigenos mencionados anteriormente, en los que un homdlogo se caracteriza por una
identidad de secuencia de al menos un 75, 80, 90 0 95 % en comparaciéon con una secuencia como se muestra en la
SEQ ID NO: 1.

Ademas, se prefieren dichos tumores de acuerdo con las diversas realizaciones de la divulgacion que
experimentaron, o estan en riesgo de experimentar, mecanismos de escape inmunitario por alteracion de la
expresion y/o funcion de los complejos de HLA (de clase | o Il o ambos) dentro de la célula tumoral.

Los tumores preferidos (o neoplasias) de la presente invencion con respecto a CSF2RA son tumores de la piel, tal
como melanoma. También se desvelan neoplasias hematicas que expresan CSF2RA, tales como leucemia y
tumores solidos que expresan CSFRA, tales como cancer de pulmén, cancer pancreatico, cancer colorrectal y
cancer de ovario. Es especificamente preferido en otro aspecto desvelado que la neoplasia que expresa CSF2RA no
exprese CSF2RB, o exprese CSF2RB a un nivel significativamente inferior que CSF2RA.

En una realizacion preferida de la presente divulgacion, la proteina, fragmento de proteina o polipéptido descrito
anteriormente de la invencién para su uso en medicina, o proteinas usadas dentro de los procedimientos especificos
descritos en el presente documento, son las proteinas de longitud completa de CSF2RA, posiblemente con cambios
minimos de aminoacido de preferentemente no mas de 50, 40, 30, 20, preferentemente 10, mucho mas
preferentemente 5 restos de aminoacido en comparacién con la secuencia mostrada en la SEQ ID NO: 1. Dichos
cambios de secuencia pueden ser adiciones, eliminaciones, sustituciones, inversiones, inserciones o modificacion
quimica de uno o mas restos de aminoacido.

En un aspecto adicional, la presente divulgacion proporciona ademas una molécula de acido nucleico aislada, en la
que dicha molécula de acido nucleico (a) tiene una hebra que codifica una proteina, fragmento de proteina o
polipéptido de acuerdo con la divulgacion; (b) tiene una hebra complementaria a la hebra de (a); o (c) tiene una
hebra que hibrida en condiciones rigurosas con una molécula como se describe en (a) o (b). Las condiciones
rigurosas son conocidas para los expertos en la materia, especificamente en Sambrook y col., "Molecular Cloning".
Ademas de eso, el acido nucleico opcionalmente tiene secuencias adicionales que son necesarias para expresar la
secuencia de acido nucleico correspondiente a la proteina, especificamente para la expresién en una célula de
mamifero/humana. El acido nucleico usado puede estar contenido en un vector adecuado para permitir la expresion
de la secuencia de acido nucleico correspondiente al péptido en una célula. Sin embargo, los acidos nucleicos
también pueden usarse para transfectar una célula presentadora, que no estara restringida a células presentadoras
de antigeno clasicas tales como células dendriticas, de tal manera que por si mismas producen las proteinas
correspondientes en su superficie celular.

Las moléculas de acido nucleico de la invencién son para su uso en medicina como se define en las
reivindicaciones.

También se proporciona un vector o una célula que comprende una molécula de acido nucleico descrita en el
presente documento anteriormente, especificamente en el que el vector es para su uso en medicina. También se
proporciona una célula que comprende un vector de acuerdo con la invencion.

Otro aspecto de la presente divulgacion es el uso de al menos una proteina, fragmento de proteina o polipéptido de
acuerdo con la invencién o un acido nucleico de acuerdo con la invencién para provocar una reaccién inmunitaria en
relaciéon con un tratamiento de tumor o un tratamiento para prevenir un tumor. En esta ocasion es ventajoso el hecho
de que los mecanismos de escape inmunitario frecuentemente observados y tolerancia a TAA en una enfermedad
tumoral pueden superarse (o invertirse) mediante el uso de una proteina, fragmento de proteina o polipéptido, o
acidos nucleicos de acuerdo con la invencion. El uso de acuerdo con la divulgacion también puede emplearse
ademas de los tratamientos establecidos para los tumores.

Un tratamiento preventivo en el contexto de la invencion descrita en el presente documento es de beneficio
posiblemente para personas principalmente que tienen un riesgo aumentado de desarrollar un tumor, porque, por
ejemplo, estan hereditariamente predispuestos o porque ya han tenido un tumor antes. En otra realizacién, un
tratamiento preventivo es de beneficio para un paciente que padece una enfermedad tumoral con riesgo aumentado
de haber desarrollado o de desarrollar resistencia al rechazo inmunitario, por, por ejemplo, escape inmunitario
mediante la alteracion de la funcién y/o expresion de complejos de HLA de clase /1l

Otro aspecto mas de la invencion se refiere a un agente de unidon de acuerdo con las reivindicaciones adjuntas 8 a
13. En realizaciones preferidas, los agentes de unidon como se describe en el presente documento son para su uso
en medicina.



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2721 159 T3

El agente de unidn de la invencién es un receptor de linfocitos T (TCR) o un fragmento del mismo. Un TCR es una
proteina de superficie celular heterodimérica de la superfamilia de inmunoglobulinas que esta asociada con
proteinas e invariantes del complejo CD3 implicado en la mediacion de la transduccion de sefales. Los TCR existen
en las formas af y yd, que son estructuralmente similares, pero tienen ubicaciones anatéomicas y probablemente
funciones bastante distintas. La parte extracelular del aBTCR heterodimérico nativo consiste en dos polipéptidos,
cada uno de los cuales tiene un dominio constante préximo a la membrana, y un dominio variable distal a la
membrana. Cada uno de los dominios constantes y variables incluye un enlace disulfuro intracatenario. Los dominios
variables contienen los bucles altamente polimoérficos analogos a las regiones determinantes de complementariedad
(CDR) de los anticuerpos.

En una realizacion preferida, el TCR de la invencién se caracteriza por comprender una secuencia de acuerdo con
una cualquiera de las SEQ ID NO: 3 a 8, o por tener una secuencia que es al menos un 75, preferentemente un 80,
90 o 95 % idéntica a una cualquiera de las SEQ ID NO: 3 a 8. También estan comprendidos los linfocitos T que
expresan TCR que tienen una secuencia de acuerdo con una cualquiera de las SEQ ID NO: 3 a 8, o que tienen una
secuencia que es al menos un 75, preferentemente un 80, 90 0 95 % idéntica a las SEQ ID NO: 3 a 8.

Un agente de union de la divulgacion se caracteriza, en una realizacion, por la presencia de todas las secuencias de
CDR 1 a 3 representadas para las cadenas alfa o beta respectivas de los TCR CSF2RA de la invencién en las
figuras y en la tabla 1 a continuacion. En esta realizacion, también se prefiere que el TCR de la divulgacion sea un
TCR quimérico, por ejemplo, por intercambio completo o en parte del dominio constante humano original con un
dominio constante murino (véase la figura 13). Una murinizacién preferida del dominio constante es el intercambio
de al menos la parte extracelular del dominio constante con secuencias murinas.

Una realizacion de la presente divulgacion se refiere a un polipéptido de union a antigeno que comprende CDR1,
CDR2 y CDR3, de uno cualquiera de los TCR-CSF2RA aislados en el contexto de la presente invencién y como se
representa en la tabla 1 a continuacion.

Tabla 1: Secuencias de CDR de los clones de receptor de linfocitos T de la divulgacion. La SEQ ID NO se da en():

Diana Cadenade TCR: |CDR1 CDR2 CDR3

CSF2RA 1A.1/506 alfa DSAIYN (9) IQSSQRE(10) CAVGGNDYKLS(11)
CSF2RA 1A.1/506 beta ENHRY(12) SYGVKD(13) CAISEKLAGAYEQY(14)
TRP2 2C/417 alfa VSGNPY(15) YITGDNLV(16) CAVRDMIEGGGNKLT(17)
TRP2 2C/417 beta MDHEN(18) SYDVKM(19) CASSRQGAVGQPQH(20)
CSF2RA 1A3/46 alfa TSDPSYG(21) QGSYDQQN(22) CAMRPHFGNEKLT(23)
CSF2RA 1A3/46 beta ENHRY (24) SYGVKD(25) CAISEKLAGAYEQY(26)

El polipéptido de union a antigeno de la invencion es preferentemente un TCR.

Por tanto, también se prefiere una cadena alfa de receptor de linfocitos T que comprenda todas las SEQ ID NO: 9 a
11,015a 17,021 a 23.

Por tanto, también se prefiere una cadena beta de receptor de linfocitos T que comprenda todas las SEQ ID NO: 12
a14,018 a 20,024 a 26.

Preferentemente, un receptor de linfocitos T de la invencion, o un fragmento de unién del mismo, tiene una region
variable de cadena alfa que comprende las secuencias de CDR de las SEQ ID NO: 9, 10 y 11, y una region variable
de cadena beta que comprende las secuencias de CDR de las SEQ ID NO: 12, 13 y 14. Dicho TCR es un TCR
especifico para el antigeno CSF2RA. Preferentemente, este TCR es el TCR aislado de CTL 1A.1/506 como se
describe en el presente documento en los ejemplos. Dicho receptor puede comprender en una realizacién, al menos
la secuencia de region variable, preferentemente de longitud completa, de acuerdo con la SEQ ID NO: 3 (cadena
alfa) y 4 (cadena beta).

Preferentemente, un receptor de linfocitos T de la invencion, o un fragmento de unién del mismo, tiene una region
variable de cadena alfa que comprende las secuencias de CDR de las SEQ ID NO: 21, 22 y 23, y una region variable
de cadena beta que comprende las secuencias de CDR de las SEQ ID NO: 24, 25 y 26. Dicho TCR es un TCR
especifico para el antigeno CSF2RA. Preferentemente, este TCR es el TCR aislado de CTL 1A3/46 como se
describe en el presente documento en los ejemplos. Dicho receptor puede comprender en una realizacion, al menos
la secuencia de region variable, preferentemente de longitud completa, de acuerdo con la SEQ ID NO: 7 (cadena
alfa) y 8 (cadena beta).

Otra realizacién mas de la divulgacion se refiere a un TCR monocatenario (scTCR) como agente de union,
preferentemente un aB-scTCR. Los TCR monocatenarios (scTCR) son construcciones artificiales que consisten en
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una hebra individual de aminoacidos. Un scTCR puede comprender un polipéptido de una regidn variable de una
primera cadena de TCR (por ejemplo, una cadena [alfa]) y un polipéptido de una segunda cadena de TCR (por
ejemplo, una cadena [beta]) entera (de longitud completa), o viceversa. Ademas, el scTCR puede comprender
opcionalmente uno o mas conectores que unen los dos o mas polipéptidos juntos. El conector puede ser, por
ejemplo, un péptido que une juntas dos cadenas individuales, como se describe en el presente documento. Dicho
scTCR puede estar compuesto de cualquiera de las region variable y/o constante que se proporciona en el presente
documento.

También se proporciona dicho scTCR de la divulgacion, que se fusiona a una citocina humana, tal como IL-2, IL-7 o
IL-15.

El agente de uniéon de acuerdo con la divulgacion también puede proporcionarse en forma de un complejo
multimérico, que comprende al menos dos moléculas scTCR, en el que dichas moléculas scTCR estan cada una
fusionada a al menos un resto de biotina, y en el que dicha scTCR estan interconectados mediante interaccion de
biotina-estreptavidina para permitir la formacién de dicho complejo multimérico. También se proporcionan complejos
multiméricos de un orden superior, que comprenden mas de dos scTCR de la invencion.

En otra realizacion preferida, los agentes de union de la divulgacion son un anticuerpo monoclonal biespecifico que
comprende los fragmentos de unién de un anticuerpo como se describe en el presente documento anteriormente, y
los fragmentos de union de un segundo anticuerpo que es, por ejemplo, especifico para CD3.

Otro aspecto de la presente divulgacion se refiere a un acido nucleico que codifica un TCR o agente de unién a
antigeno como se describe en el presente documento.

En un aspecto adicional, el objeto de la presente invencion se resuelve proporcionando un linfocito T aislado, que
comprende un receptor de linfocitos T (TCR) que comprende un agente de unién de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones adjuntas 8 a 13, que se une a una proteina, fragmento de proteina o polipéptido de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones adjuntas 1 a 3, y en el que dicha unién es independiente de la presentacion de
dicho polipéptido por MHC de clase | o MHC de clase | y Il. El linfocito T de la invencién es preferentemente CD8 y/o
CD4 positivo.

La presente invencion se describira ahora adicionalmente en los siguientes ejemplos con referencia a las figuras y
secuencias adjuntas, no obstante, sin limitarse a ello. En las figuras y secuencias:

Figura1: Fenotipado de HLA de clase | de lineas celulares de melanoma MA-MEL-86A, -86B, -86C y -86F,
generadas a partir de distintas metastasis de ganglio linfatico de paciente MA-MEL-86 (representacion
esquematica). MEL-86A expresa todos los alelos de HLA de clase | del paciente, pero resultd ser
negativo para la expresion de antigenos de diferenciacion de melanocitos. Las inactivaciones bialélicas
de los genes de beta2-microglobulina (2m) debido a diferentes mutaciones provocaron una pérdida
completa de expresion superficial de moléculas HLA en MA-MEL-86B y -F. MA-MEL-86C ha perdido la
expresion de un haplotipo (el "azul") de HLA de clase I.

Figura 2: Reconocimiento de diferentes lineas de melanoma MA-MEL-86 mediante cultivos de células tumorales
de linfocitos mixtos generados independientemente (MLTC). Se generaron varios MLTC diferentes por
estimulacion de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) con la linea de melanoma MA-
MEL-86A (A) o -86C (B). Los MLTC sensibles (20 000/pocillo) se ensayaron entonces para el
reconocimiento de MA-MEL-86A,-86B y -86C (50 000 ceélulas/pocillo), asi como lineas celulares de
control mediante el uso de ensayos ELISpot de 20h-IPN-y.

Figura 3: Cribado de coleccion de ADNc usando MLTC 1A.1. Se aplicé MLTC 1A.1 al cribado de la coleccion de
expresion de ADNc construida a partir de la linea celular MA-MEL-86A. Parte izquierda: Las imagenes
muestran secciones aumentadas de placas de ELISpot que contienen pocillos positivos. Parte derecha:
Diagramas que muestran los resultados de los analisis de los ensayos. (A) Seccion del ensayo en placa
ELISpot de combinaciones de 100 ADNc por pocillo que comprende las combinaciones n.° 701-796.
Después de la cotransfeccion de estas combinaciones de ADNc junto con ADNc de HLA-A*24:02 en
células 293T, MLTC 1A.1 reconocié transfectantes que expresaban la combinacién n.° 709 (circulo rojo).
Las combinaciones de 10 ADNc por pocillo derivadas de la combinacion n.° 709 100x ensayada de la
misma manera identificaron las combinaciones n.° 39 y n.° 51 que se reconocen por los linfocitos T (B).
La combinacion n.° 39 se eligio para subclonacion adicional. El posterior ensayo de los clones de ADNc
709.39.1 a 709.39.96 identifico el clon de ADNc n.° 18 reconocido por MLTC 1A.1 (C). Dianas: células
293T (20 000 células/pocillo), MA-MEL-86A (50 000 células/pocillo); linfocitos T: MLTC 1A.1 (10 000
linfocitos/pocillo); ADNc transfectados: ADNc de HLA (100 ng/pocillo); combinaciones de ADNc
(300 ng/pocillo); ensayo ELISpot de 20h-IFN-y. La secuenciacion del clon de ADNc n.° 709.39.18 y la
busqueda en Blast con las secuencias derivadas identificaron CSF2RA (la cadena alfa del receptor de
GM-CSF) como antigeno reconocido. EI ORF de 1831 pb del ADNc n.° 709.39.18 codifica el transcrito
variante 2 del gen, cuya traduccién produce la isoforma A de la proteina CSF2RA.

Figura4: Respuestas de CTL 1A.1/506 reactivo a CSF2RA para diferentes células mieloides aisladas de capas
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leucocitarias (BC) de donadores sanos. CTL 1A.1/506 (40 000 células/pocillo) se ensay6 para el
reconocimiento de monocitos, granulocitos y células dendriticas (DC) (50 000 células/pocillo), las ultimas
aisladas y diferenciadas in vitro a partir de PBMC de BC de cuatro donadores sanos diferentes. Las
lineas de melanoma autdlogas sirvieron como controles.

Reconocimiento de células de diversas especies después de transfeccion con CSF2RA por CTL
1A.1/506. Se transfectaron de forma transitoria células humanas (K562, 293T), de mono (COS-7) y de
ovario de hamster chino (CHO) con CSF2RA y se ensayaron para el reconocimiento por CTL 1A.1/506
usando el ensayo ELISpot de IFN-y. Todas las reacciones se ensayaron por duplicado.

Reconocimiento del tumor por CTL 1A. 1/506 con y sin anticuerpos de bloqueo. CTL 1A. 1/506 (10 000
células/pocillo) se ensayd con un ensayo ELISpot de IFN-y para el reconocimiento de MA-MEL-86B
(50 000 células/pocillo). Se aplicaron anticuerpos monoclonales (mAb) especificos para pan-HLA |, CD3
0 CSF2RA para bloquear el reconocimiento. Unicamente los mAb que se unen a CSF2RA o el receptor
de linfocitos T (CD3) inhibian la respuesta CTL.

Clonacién del receptor de linfocitos T (TCR) de CTL 1A.1/506. Se hizo clonacién de las cadenas a 'y 3
de TCR de acuerdo con el protocolo publicado por Birkholz y col., (J Immunol Meth, 2009). Los clones
de ADNc de TCR se secuenciaron y analizaron usando la base de datos IMGT/VQuest. Las cadenas
beta de TCR estan compuestas de segmentos V (variabilidad), D (diversidad) y J (unién), mientras que
las cadenas alfa estan compuestas de regiones V y J unicamente. CDR (regiones determinantes de
complementariedad).

Reconocimiento de células de diversas especies después de transfeccion con TRP-2 por CTL 2C/417.
Se transfectaron de forma transitoria células humanas (K562, 293T, L721.221), de mono (COS-7), de
raton (RMA/A2 n.° 7, P815-TK-) y de ovario de hamster chino (CHO) con TRP-2 y se ensayaron para el
reconocimiento por CTL 2C/417 usando el ensayo ELISpot de IFN-y. Todas las reacciones se
ensayaron por duplicado.

Deteccion de la expresion en superficie de TRP-2 por microscopia de barrido laser confocal. Se
cultivaron células 293T transfectadas con plasmidos que codifican pEYFP-Mem unido a membrana (a) y
TRP-2 humano en portaobjetos de microscopio. TRP-2 se detecté con un anticuerpo policlonal marcado
con Alexa 564 contra TRP-2 (b). La imagen confocal 3D reveld que TRP-2 se detectaba como una
proteina transmembranaria mediante su anticuerpo (c).

Deteccion de la expresion en superficie de TRP-2 por microscopia de barrido laser confocal usando una
proteina de fusion TRP-2-a-BTX. El sitio de union a a-BTX de 13 aminoacidos de longitud se une a a-
bungarotoxina con alta afinidad. Se integré una secuencia que codifica el sitio de unién a a- BTX en
diferentes posiciones en la secuencia que codifica la parte extracelular de TRP-2 (A). Se cotransfectaron
de forma transitoria células MA-MEL-86A, cultivadas en portaobjetos de microscopio, con un plasmido
que codifica el reactivo de seguimiento de membrana celular pEYFP-Mem (a) y la proteina de fusion
TRP-2/aBTX. Después de la tinciéon con a-bungarotoxina marcada de forma fluorescente (fluorescencia
roja, b) y superponer las dos imagenes, la expresion en superficie celular de la proteina de fusion se
volvio evidente (fluorescencia amairilla, c).

El reconocimiento de TRP-2 por CTL 2C/417 requiere que la proteina contenga un dominio
transmembranario (TMD). Se transfecté el ADNc de TRP-2 de longitud completa (fl) o una variante de
TRP-2 que carece de la secuencia codificante de TMD de la proteina (TMDdel) en células 293T y se
ensayaron para el reconocimiento por CTL 2C/417 mediante el ensayo ELISpot de IFN-y. La variante de
eliminacion no se reconocié (A). Cuando la secuencia codificante de TMD original se remplazaba por el
TMD clonado del ADNc de HLA-A24 y esta variante de remplazo se transfectaba en comparacion con el
ADNc-fl de TRP-2 en células 293T, el CTL reconocia ambas variantes (B). Este resultado confirma
adicionalmente que TRP-2 tiene que presentarse en la superficie celular para llegar a reconocerse por
los linfocitos T. (C) Representacion esquematica del TRP-2 recombinante que contiene el HLA-A24-
TMD.

Clonacion del receptor de linfocitos T (TCR) de CTL 2C/417. Se hizo clonacion de las cadenas a 'y 3 de
TCR de acuerdo con el protocolo publicado por Birkholz y col., (J Immunol Meth, 2009). Los clones de
ADNCc de TCR se secuenciaron y analizaron usando la base de datos IMGT/VQuest. Las cadenas beta
de TCR estan compuestas de segmentos V (variabilidad), D (diversidad) y J (unién), mientras que las
cadenas alfa estan compuestas de regiones V y J unicamente. CDR (regiones determinantes de
complementariedad).

Clonacion, expresion y analisis de un TCR nativo y quimérico de CTL 1A.3/46.

La SEQ ID NO: 1 muestra la secuencia de aminoacidos de CSF2RA:



ES 2721 159 T3

MLLLVTSLLLCELPHPAFLLIPEKSDLRTVAPASSLNVRFDSRTMNLSWDCQE
NTTFSKCFLTDKKNRVVEPRLSNNECSCTFREICLHEGVTFEVHVNTSQRGFQ
QKLLYPNSGREGTAAQNFSCFIYNADLMNCTWARGPTAPRDVQYFLYIRNSK
RRREIRCPYYIQDSGTHVGCHLDNLSGLTSRNYFLVNGTSREIGIQFFDSLLDT
KKIERFNPPSNVTVRCNTTHCLVRWKQPRTYQKLSYLDFQYQLDVHRKNTQP
GTENLLINVSGDLENRYNFPSSEPRAKHSVKIRAADVRILNWSSWSEAIEFGSD
DGNLGSVYIYVLLIVGTLVCGIVLGFLFKRFLRIQRLFPPVPQIKDKLNDNHEV
EDEINIWEEFTPEEGKGYREEVLTVKEIT

La SEQ ID NO: 2 muestra la secuencia de aminoacidos de TRP-2 (isoforma 1)

MSPLWWGFLLSCLGCKILPGAQGQFPRVCMTVDSLVNKECCPRLGAESANVC
GSQQGRGQCTEVRADTRPWSGPYILRNQDDRELWPRKFFHRTCKCTGNFAGY
NCGDCKFGWTGPNCERKKPPVIRQNIHSLSPQEREQFLGALDLAKKRVHPDY
VITTQHWLGLLGPNGTQPQFANCSVYDFFVWLHYYSVRDTLLGPGRPYRAID
FSHQGPAFVTWHRYHLLCLERDLQRLIGNESFALPY WNFATGRNECDVCTDQ
LFGAARPDDPTLISRNSRFSSWETVCDSLDDYNHLVTLCNGTYEGLLRRNQM
GRNSMKLPTLKDIRDCLSLQKFDNPPFFQNSTFSFRNALEGFDKADGTLDSQV
MSLHNLVHSFLNGTNALPHSAANDPIFVVLHSFTDAIFDEWMKRFNPPADAW
PQELAPIGHNRMYNMVPFFPPVTNEELFLTSDQLGYSYAIDLPVSVEETPGWPT
TLLVVMGTLVALVGLFVLLAFLQYRRLRKGYTPLMETHLSSKRYTEEA

La SEQ ID NO: 3 muestra la secuencia de cadena alfa de TCR de CTL 1A.1/506

METLLGPLILWLQLQWVSSKQEVTQIPAALSVPEGENLVLNCSFTDSAIYNLQ
WFRQDPGKGLTSLLLIQSSQREQTSGRLNASLDKSSGRSTLYIAASQSGDSATY
LCAVGGNDYKLSFGAGTTVTVRANIQNSDPAVYQLRDSKSSDKSVCLFTDFD
SQTNVSQSKDSDVYITDKTVLDMRSMDFKSNSAVAWSNKSDFACANAFNNSI
IPEDTFFPSPESSCDVKLVEKSFETDTNLNFQNLSVIGFRILLLKVAGFNLLMTL
RLWSS

La SEQ ID NO: 4 muestra la secuencia de cadena beta de TCR del clon CTL 1A.1/506

MGTRLFFYVALCLLWTGHMDAGITQSPRHKVTETGTPVTLRCHQTENHRYM
YWYRQDPGHGLRLIHYSYGVKDTDKGEVSDGYSVSRSKTEDFLLTLESATSS
QTSVYFCAISEKLAGAYEQYFGPGTRLTVTEDLKNVFPPEVAVFEPSEAEISHT
QKATLVCLATGFYPDHVELSWWVNGKEVHSGVSTDPQPLKEQPALNDSRYC
LSSRLRVSATFWQNPRNHFRCQVQFYGLSENDEWTQDRAKPVTQIVSAEAWG
RADCGFTSESYQQGVLSATILYEILLGKATLYAVLVSALVLMAMVKRKDSRG
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La SEQ ID NO: 5 muestra la secuencia de cadena alfa de TCR del clon CTL 2C/417

MASAPISMLAMLFTLSGLRAQSVAQPEDQVNVAEGNPLTVKCTYSVSGNPYL
FWYVQYPNRGLQFLLKYITGDNLVKGSYGFEAEFNKSQTSFHLKKPSALVSDS
ALYFCAVRDMIEGGGNKLTFGTGTQLKVELNIQNPDPAVYQLRDSKSSDKSV
CLFTDFDSQTNVSQSKDSDVYITDKTVLDMRSMDFKSNSAVAWSNKSDFACA
NAFNNSIIPEDTFFPSPESSCDVKLVEKSFETDTNLNFQNLSVIGFRILLLKVAGF
NLLMTLRLWSS

La SEQ ID NO: 6 muestra la secuencia de cadena beta de TCR del clon CTL 2C/417

MGIRLLCRVAFCFLAVGLVDVKVTQSSRYLVKRTGEKVFLECVQDMDHENM
FWYRQDPGLGLRLIYFSYDVKMKEKGDIPEGYSVSREKKERFSLILESASTNQT
SMYLCASSRQGAVGQPQHFGDGTRLSILEDLNKVFPPEVAVFEPSEAEISHTQK
ATLVCLATGFFPDHVELSWWVNGKEVHSGVSTDPQPLKEQPALNDSRYCLSS
RLRVSATFWQNPRNHFRCQVQFYGLSENDEWTQDRAKPVTQIVSAEAWGRA
DCGFTSVSYQQGVLSATILYEILLGKATLYAVLVSALVLMAMVKRKDF

5 La SEQ ID NO: 7 muestra la secuencia de cadena alfa de TCR del clon CTL 1A3/46

MSLSSLLKVVTASLWLGPGIAQKITQTQPGMFVQEKEAVTLDCTYDTSDPSYG
LFWYKQPSSGEMIFLIYQGSYDQQNATEGRY SLNFQKARKSANLVISASQLGD
SAMYFCAMRPHFGNEKLTFGTGTRLTIIPNIQNPDPAVYQLRDSKSSDKSVCLF
TDFDSQTNVSQSKDSDVYITDKTVLDMRSMDFKSNSAVAWSNKSDFACANA

FNNSIIPEDTFFPSPESSCDVKLVEKSFETDTNLNFQNLSVIGFRILLLK VAGFNL
LMTLRLWSS

La SEQ ID NO: 8 muestra la secuencia de cadena beta de TCR del clon CTL 1A3/46

MGTRLFFYVALCLLWTGHMDAGITQSPRHKVTETGTPVTLRCHQTENHRYM
YWYRQDPGHGLRLIHYSYGVKDTDKGEVSDGYSVSRSKTEDFLLTLESATSS
QTSVYFCAISEKLAGAYEQYFGPGTRLTVTEDLKNVFPPEVAVFEPSEAEISHT
QKATLVCLATGFYPDHVELSWWVNGKEVHSGVSTDPQPLKEQPALNDSRYC
LSSRLRVSATFWQNPRNHFRCQVQFYGLSENDEWTQDRAKPVTQIVSAEAWG
RADCGFTSESYQQGVLSATILYEILLGKATLYAVLVSALVLMAMVKRKDSRG

*

Las SEQ ID NO: 9 a 26 muestran las secuencias de CDR del TCR de la invencion.

10 Ejemplos

Ejemplo 1: Generacion de linfocitos T CD8 positivos reactivos a melanoma

Del paciente con melanoma MA-MEL-86, se establecieron cuatro lineas de células tumorales permanentes
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diferentes (MA-MEL-86A, -86B, -86C, -86F) a partir de metastasis de ganglio linfatico diferentes. Tanto MA-MEL-86B
como MA-MEL-86F no expresaban HLA | en su superficie celular debido a la mutacion bialélica en el gen de p2-
microglobulina. La linea de células tumorales MA-MEL-86C perdié un haplotipo de HLA. En contraste con esto, la
linea MA-MEL-86A expresaba todo los alelos de HLA 1, pero fue la Unica de las cuatro lineas de células tumorales
que no mostraba expresion de antigenos de diferenciacion de melanosoma (figura 1).

Se generaron linfocitos T CD8 positivos reactivos a tumor en el llamado cultivo de células tumorales de linfocitos
mixto (MLTC) por estimulacion semanal de linfocitos recogidos de células mononucleares de sangre periférica,
PBMC, con lineas de células tumorales autélogas MA-MEL-86A o MA-MEL-86C. Sorprendentemente, los autores de
la presente invencion reconocieron que los linfocitos sensibles de MLTC en patrones de reconocimiento variables
aun reconocian las variantes HLA | negativas MA-MEL-86B (figura 2) y MA-MEL-86F. Esto se confirmé con linfocitos
T clonales (CTL) de estos MLTC. Los MLTC y los clones de CTL se usaron para la identificacion de sus moléculas
diana.

Ejemplo 2: Identificacion de CSF2RA

Se crib6 una coleccion de ADNc de la linea celular de melanoma MEL-86A construida en el vector de expresion
eucariotico pcDNA3.1 con los linfocitos sensibles de MLTC 1A.1. En una primera etapa, se cotransfectaron
combinaciones de ADNc que consistian en 100 clones de ADNc con alelos de HLA | del paciente en células 293T.
Los transfectantes se ensayaron para el reconocimiento por los linfocitos T. Se descubri6 que una de las
combinaciones era sensible. Posteriormente, se realizé una clonacién de ADNc por etapas. De esta manera, se
identifico CSF2RA como diana del MLTC 1A.1 (figura 3). Después, se aislaron clones de linfocitos T que podian
detectar las variantes de células de melanoma HLA | negativas y que estaban dirigidas contra CSF2RA. En
particular, cuando se observa la reactividad cruzada de los linfocitos T contra CSF2RA, se reconoce la particularidad
del antigeno. Los linfocitos T reactivos a CSF2RA podian detectar un 60 % de las lineas celulares de melanoma
disponibles, pero también lineas de células tumorales de pancreas, colon, pulmoén, ovario, y de origen de vesicula
biliar, asi como leucemias mieloides (tabla 2).

Tabla 2: Lineas tumorales alogénicas reconocidas por el CTL 1A. 1/506 reactivo a CSF2RA.

Lineas tumorales analizadas reconocimiento / n ensayado
Melanomas 12/20
Carcinomas de pancreas (PC) 2/2
Carcinomas de riiion (RCC) 0/5
Leucemias mieloides agudas (AML) 5/13
Leucemias mielégenas cronicas (CML) 0/11
Carcinomas colorrectales (CRC) 1/6
Carcinomas pulmonares 1/4
Carcinoma de mama 0/1
Carcinoma de ovario 1M
Carcinoma de vesicula biliar 1M
Glioblastoma 0/11

Por otro lado, todas las lineas celulares normales ensayadas, entre otras melanocitos, granulocitos y monocitos,
derivadas de sangre periférica, no se reconocian por los linfocitos T reactivos a CSF2RA (véase la figura 4). La
pureza de las preparaciones celulares se ensayo por anticipado mediante citometria de flujo. Ademas, posterior a
una transfeccién con CSF2RA, podian detectarse lineas celulares de diferentes especies mediante los linfocitos T
reactivos a CSF2RA (véase la figura 5). No fue necesaria una cotransfeccion con HLA I.

Usando citometria de flujo, los autores de la presente invencion mostraron ademas que todos los linfocitos T
reactivos a CSF2RA eran TCRap positivos, CD3 positivos y CD8 positivos, y expresaban la cadena beta del receptor
de linfocitos T V312 (TRBV10-3). La reactividad de estos linfocitos T podian inhibirse Unicamente por anticuerpos
contra CD3 o CSF2RA, pero no con anticuerpos contra HLA | o Il (véase la figura 6).

Los ADNc de la cadena alfa y la beta del TCR del clon de linfocitos T reactivo a CSF2RA independiente de HLA,
1A.1/506, se clonaron y secuenciaron (véase la figura 7, SEQ ID NO: 3 y 4).

Ejemplo 3: Identificacion de TRP-2

En el ensayo de panel, se transfectaron 40 clones de ADNc que codifican antigenos asociados a melanoma
conocidos, en células 293T. Los transfectantes se ensayaron posteriormente para el reconocimiento por linfocitos
sensibles de MLTC 1C y 2C. Se descubrié que tanto los MLTC como los clones CTL derivados de los mismos
podian reconocer las lineas de células tumorales HLA | negativas MA-MEL-86B y -86F y estaban dirigidas al
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antigeno de diferenciacion de melanosomas TRP-2. Reaccionaban de forma cruzada con cualquiera de las lineas
celulares de melanoma que expresan TRP-2 disponibles en el laboratorio, asi como con melanocitos normales v,
después de transfeccion con TRP-2, también con células no melanociticas de origen de ratén, de hamster y de mono
(véase la figura 8). No fue necesaria una cotransfeccion de moléculas HLA |. Los linfocitos T reactivos a TRP-2
independientes de HLA reconocian también células de melanoma murinas y TRP-2 murino después de la
transfeccion.

Usando citometria de flujo, los autores de la presente invencion mostraron ademas que todos los linfocitos T
reactivos a TRP-2 eran TCRaf positivos, CD3 positivos y CD8 positivos, y expresaban la cadena beta del receptor
de linfocitos T VB3 (TRBV28). La reactividad de estos linfocitos T podian inhibirse Unicamente por anticuerpos contra
CD3, pero no por anticuerpos contra HLA 1 o Il

El reconocimiento directo de TRP-2 por linfocitos T CD8 positivos requeriria la expresiéon en superficie celular del
antigeno. De hecho, los autores de la presente invencion pudieron mostrar la expresion en la superficie celular con
un anticuerpo reactivo a TRP-2 (véase la figura 9). Para una evidencia inequivoca de TRP-2 en la superficie de
células de melanoma humanas, los autores de la presente invencion usaron tecnologia de ADN recombinante para
modificar TRP-2 con un sitio de reconocimiento de alfa-bungarotoxina de 13 aminoacido de longitud. Este sitio puede
unirse a la neurotoxina alfa-BTX con alta afinidad y especificidad. Usando alfa-BTX acoplada a un fluorocromo, llegdé
a ser posible la visualizacion de la proteina de fusién de TRP-2 en la superficie celular de los transfectantes (véase
la figura 10).

Este resultado se vio confirmado por el hallazgo de que una eliminacién del dominio transmembranario (TMD) de
TRP-2 provocaba una pérdida del reconocimiento por los linfocitos T, que podia invertirse mediante la sustitucion
con un TMD no relacionado de HLA-A*24:01 (véase la figura 11).

Los ADNc de la cadena alfa y la beta del TCR del clon de linfocitos T reactivos a TRP-2 independientes de HLA,
2C/417, se clonaron y se ensay6 su funcion mediante transferencia a linfocitos T CD8 positivos de PBMC de un
donador sano (SEQ ID NO: 5 y 6; figura 12).

Ejemplo 4: Clonacion, expresion ectopica y analisis funcional de un segundo receptor de linfocitos T a/b
especifico de CSF2RA.

Se aislaron los ADNc de la cadena a y b del receptor de linfocitos T (TCR) aislados del CTL 1A.3/46 especifico de
CSF2RA y se clonaron como una construccion bicistrénica en un vector retrovirico (figura 13A). Posteriormente, los
dominios constantes humanos se remplazaron por dominios constantes de TCR murinos ("quiméricos" o
"murinizados") para minimizar el emparejamiento de cadenas de TCR transducidas con enddgenas después de la
expresion ectépica en linfocitos T humanos.

La expresion en superficie celular del TCR especifico de CSF2RA en linfocitos T humanos transducidos con las
construcciones nativas (izquierda) y quiméricas (derecha) se muestra en la figura 13B. El porcentaje de linfocitos T
TCR-Vb12-positivos en PBMC no transducidas en esta muestra fue < 3 % (no mostrado).

En un andlisis de respuestas del CTL 1A.3/44 reactivo a CSF2RA en comparaciéon con linfocitos T alogénicos
transducidos con CSF2RA-TCR, no se reconocieron células diana CSF2RA negativas (MA-MEL-86F y 293T)
mientras que se reconocieron células MA-MEL-86B que expresan CSF2RA de forma enddégena y células 293T
transfectadas con el antigeno (figura 13C). Los linfocitos T transducidos con el TCR quimérico mostraron una
respuesta comparable a la del CTL 1A.3/44 reactivo a CSF2RA vy reactividad significativamente mayor que los
linfocitos T transducidos con la construccion de TCR "nativa".
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Ala Val Phe Glu Pro Ser Glu Ala Glu Ile Ser His Thr Gln Lys Ala
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<210> 6
<211> 310

Pro

50

Leu

Phe

Pro

Asp

Gln

130

Gln

Asp

Tyr

Ser

Asn

210

Pro

Asp

Leu

Trp

Tyr

Leu

Glu

Ser

Met

115

Leu

Leu

Phe

Ile

Asn

195

Ala

Glu

Thr

Leu

Ser
275

Leu

Lys

Ala

Ala

100

Ile

Lys

Arg

Asp

Thr

180

Ser

Phe

Ser

Asn

Leu

260

Ser

Phe

Tyr

Glu

85

Leu

Glu

Val

Asp

Ser

165

Asp

Ala

Asn

Ser

Leu

245

Lys
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Trp

Ile

70

Phe

Val

Gly

Glu

Ser

150

Gln

Lys

Val

Asn

Cys

230

Asn

Val

Tyr

55

Thr

Asn

Ser

Gly

Leu

135

Lys

Thr

Thr

Ala

Ser

215

Asp

Phe

Ala

Val

Gly

Lys

Asp

Gly

120

Asn

Ser

Asn

Val

Trp

200

Ile

Val

Gln

Gly

Gln

Asp

Ser

Ser

105

Asn

Ile

Ser

Val

Leu

185

Ser

Ile

Lys

Asn

Phe
265

20

Tyr

Asn

Gln

90

Ala

Lys

Gln

Asp

Ser

170

Asp

Asn

Pro

Leu

Leu

250

Asn

Pro

Leu

75

Thr

Leu

Leu

Asn

Lys

155

Gln

Met

Lys

Glu

Val

235

Ser

Leu

Asn

60

Val

Ser

Tyr

Thr

Pro

140

Ser

Ser

Arg

Ser

Asp

220

Glu

Val

Leu

Arg

Lys

Phe

Phe

Phe

125

Asp

Val

Lys

Ser

Asp

205

Thr

Lys

Ile

Met

Gly

Gly

His

Cys

110

Gly

Pro

Cys

Asp

Met

190

Phe

Phe

Ser

Gly

Thr
270

Leu

Ser

Leu

95

Ala

Thr

Ala

Leu

Ser

175

Asp

Ala

Phe

Phe

Phe

255

Leu

Gln

Tyr

80

Lys

Val

Gly

Val

Phe

160

Asp

Phe

Cys

Pro

Glu

240

Arg

Arg



<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 6

Met

Gly

Arg

Glu

Ile

65

Glu

Leu

Ser

Arg

Ala

145

Thr

Ser

Pro

Leu

Asn
225

Gly

Leu

Thr

Asn

50

Tyr

Gly

Glu

Arg

Leu

130

Val

Leu

Trp

Gln

Ser

210

His

Ile

Val

Gly

35

Met

Phe

Tyr

Ser

Gln

115

Ser

Phe

vVal

Trp

Pro

195

Ser

Phe

Arg

Asp

20

Glu

Phe

Ser

Ser

Ala

100

Gly

Ile

Glu

Cys

Val

180

Leu

Arg

Arg

Leu

Val

Lys

Trp

Tyr

Val

85

Ser

Ala

Leu

Pro

Leu

165

Asn

Lys

Leu

Cys
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Leu

Lys

Val

Tyr

Asp

70

Ser

Thr

Val

Glu

Ser

150

Ala

Gly

Glu

Arg

Gln
230

Cys

val

Phe

Arg

55

Val

Arg

Asn

Gly

Asp

135

Glu

Thr

Lys

Gln

Val

215

Val

Arg

Thr

Leu

40

Gln

Lys

Glu

Gln

Gln

120

Leu

Ala

Gly

Glu

Pro

200

Ser

Gln

Val

Gln

25

Glu

Asp

Met

Lys

Thr

105

Pro

Asn

Glu

Phe

Val

185

Ala

Ala

Phe

21

Ala

10

Ser

Cys

Pro

Lys

Lys

90

Ser

Gln

Lys

Ile

Phe

170

His

Leu

Thr

Tyr

Phe

Ser

Val

Gly

Glu

75

Glu

Met

His

Val

Ser

155

Pro

Ser

Asn

Phe

Gly
235

Cys

Arg

Gln

Leu

60

Lys

Arg

Tyr

Phe

Phe

140

His

Asp

Gly

Asp

Trp

220

Leu

Phe

Tyr

Asp

45

Gly

Gly

Phe

Leu

Gly

125

Pro

Thr

His

Val

Ser

205

Gln

Ser

Leu

Leu

30

Met

Leu

Asp

Ser

Cys

110

Asp

Pro

Gln

Val

Ser

190

Arg

Asn

Glu

Ala

15

Val

Asp

Arg

Ile

Leu

95

Ala

Gly

Glu

Lys

Glu

175

Thr

Tyr

Pro

Asn

Val

Lys

His

Leu

Pro

80

Ile

Ser

Thr

Val

Ala

160

Leu

Asp

Cys

Arg

Asp
240



Glu

Glu

Gln

Ala

Val
305

<210>7
<211> 276
<212> PRT

Trp

Ala

Gly

Thr

290

Lys

Thr

Trp

Val

275

Leu

Arg

<213> Homo sapiens

<400> 7

Met

1

Gly

Val

Asp

Met

65

Glu

Leu

Ala

Thr

Ser

Pro

Gln

Pro

50

Ile

Gly

Val

Met

Arg
130

Leu

Gly

Glu

35

Ser

Phe

Arg

Ile

Arg

115

Leu

Gln

Gly

260

Leu

Tyr

Lys

Ser

Ile

20

Lys

Tyr

Leu

Tyr

Ser

100

Pro

Thr

Asp

245

Arg

Ser

Ala

Asp

Ser

Ala

Glu

Gly

Ile

Ser

85

Ala

His

Ile
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Arg

Ala

Ala

Val

Phe
310

Leu

Gln

Ala

Leu

Tyr

70

Leu

Ser

Phe

Ile

Ala

Asp

Thr

Leu
295

Leu

Lys

Val

Phe

55

Gln

Asn

Gln

Gly

Pro
135

Lys

Cys

Ile

280

Val

Lys

Ile

Thr

40

Trp

Gly

Phe

Leu

Asn

120

Asn

22

Pro

Gly

265

Leu

Ser

Val

Thr

25

Leu

Tyr

Ser

Gln

Gly

105

Glu

Ile

Val

250

Phe

Tyr

Ala

Val

10

Gln

Asp

Lys

Tyr

Lys

90

Asp

Lys

Gln

Thr

Thr

Glu

Leu

Thr

Thr

Cys

Gln

Asp

75

Ala

Ser

Leu

Asn

Gln

Ser

Ile

Val
300

Ala

Gln

Thr

Pro

60

Gln

Arg

Ala

Thr

Pro
140

Ile

Val

Leu

285

Leu

Ser

Pro

Tyr

45

Ser

Gln

Lys

Met

Phe

125

Asp

Val

Ser

270

Leu

Met

Leu

Gly

Asp

Ser

Asn

Ser

Tyr

110

Gly

Pro

Ser

255

Tyr

Gly

Ala

Trp

15

Met

Thr

Gly

Ala

Ala

95

Phe

Thr

Ala

Ala

Gln

Lys

Met

Leu

Phe

Ser

Glu

Thr

80

Asn

Cys

Gly

Val



Tyr
145

Thr

Val

Lys

Ala

Ser

225

Thr

Ile

Leu

<210> 8

<211> 312
<212> PRT

Gln

Asp

Tyr

Ser

Asn

210

Pro

Asp

Leu

Trp

Leu

Phe

Ile

Asn

195

Ala

Glu

Thr

Leu

Ser
275

<213> Homo sapiens

<400> 8

Met

1

Gly

Glu

Arg

Ile
65

Gly

His

Thr

Tyr

50

His

Thr

Met

Gly

35

Met

Tyr

Arg

Asp

Thr

180

Ser

Phe

Ser

Asn

Leu

260

Ser

Arg

Asp

20

Thr

Tyr

Ser

Asp

Ser

165

Asp

Ala

Asn

Ser

Leu

245

Lys

Leu

Ala

Pro

Trp

Tyr
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Ser

150

Gln

Lys

Val

Asn

Cys

230

Asn

Val

Phe

Gly

Val

Tyr

Gly
70

Lys

Thr

Thr

Ala

Ser

215

Asp

Phe

Ala

Phe

Ile

Thr

Arg

55

Val

Ser

Asn

Val

Trp

200

Ile

Val

Gln

Gly

Tyr

Thr

Leu

40

Gln

Lys

Ser

Val

Leu

185

Ser

Ile

Lys

Asn

Phe
265

Val

Gln

25

Arg

Asp

Asp

23

Asp

Ser

170

Asp

Asn

Pro

Leu

Leu

250

Asn

Ala

10

Ser

Cys

Pro

Thr

Lys

155

Gln

Met

Lys

Glu

Val

235

Ser

Leu

Leu

Pro

His

Gly

Asp
75

Ser

Ser

Arg

Ser

Asp

220

Glu

Val

Leu

Cys

Arg

Gln

His

60

Lys

Val

Lys

Ser

Asp

205

Thr

Lys

Ile

Met

Leu

His

Thr

45

Gly

Gly

Cys

Asp

Met

190

Phe

Phe

Ser

Gly

Thr
270

Leu

Lys

30

Glu

Leu

Glu

Leu

Ser

175

Asp

Ala

Phe

Phe

Phe

255

Leu

Trp

15

Val

Asn

Arg

Val

Phe

160

Asp

Phe

Cys

Pro

Glu

240

Arg

Arg

Thr

Thr

His

Leu

Ser
80



Asp

Leu

Ser

Arg

Ala

145

Thr

Ser

Pro

Leu

Asn

225

Glu

Glu

Gln

Ala

Val
305

<210>9
<211>6

Gly

Glu

Glu

Leu

130

Val

Leu

Trp

Gln

Ser

210

His

Trp

Ala

Gly

Thr

290

Lys

Tyr

Ser

Lys

115

Thr

Phe

Val

Trp

Pro

195

Ser

Phe

Thr

Trp

Val

275

Leu

Arg

Ser

Ala

100

Leu

Val

Glu

Cys

Val

180

Leu

Arg

Arg

Gln

Gly

260

Leu

Tyr

Lys

Val

85

Thr

Ala

Thr

Pro

Leu

165

Asn

Lys

Leu

Cys

Asp

245

Arg

Ser

Ala

Asp

ES 2721 159 T3

Ser

Ser

Gly

Glu

Ser

150

Ala

Gly

Glu

Arg

Gln

230

Arg

Ala

Ala

Val

Ser
310

Arg

Ser

Ala

Asp

135

Glu

Thr

Lys

Gln

Val

215

Val

Ala

Asp

Thr

Leu

295

Arg

Ser

Gln

Tyr

120

Leu

Ala

Gly

Glu

Pro

200

Ser

Gln

Lys

Cys

Ile

280

Val

Gly

Lys

Thr

105

Glu

Lys

Glu

Phe

Val

185

Ala

Ala

Phe

Pro

Gly

265

Leu

Ser

24

Thr

90

Ser

Gln

Asn

Ile

Tyr

170

His

Leu

Thr

Tyr

Val

250

Phe

Tyr

Ala

Glu

Val

Tyr

Val

Ser

155

Pro

Ser

Asn

Phe

Gly

235

Thr

Thr

Glu

Leu

Asp

Tyr

Phe

Phe

140

His

Asp

Gly

Asp

Trp

220

Leu

Gln

Ser

Ile

Val
300

Phe

Phe

Gly

125

Pro

Thr

His

Val

Ser

205

Gln

Ser

Ile

Glu

Leu

285

Leu

Leu

Cys

110

Pro

Pro

Gln

Val

Ser

190

Arg

Asn

Glu

Val

Ser

270

Leu

Met

Leu

95

Ala

Gly

Glu

Lys

Glu

175

Thr

Tyr

Pro

Asn

Ser

255

Tyr

Gly

Ala

Thr

Ile

Thr

Val

Ala

160

Leu

Asp

Cys

Arg

Asp

240

Ala

Gln

Lys

Met
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<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 9

Asp Ser Ala Ile Tyr Asn
1 5

<210> 10

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 10

Ile Gln Ser Ser Gln Arg Glu
1 5

<210> 11

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 11

Cys Ala Val Gly Gly Asn Asp Tyr Lys Leu Ser
1 5 10

<210> 12

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12

Glu Asn His Arg Tyr
1 5

<210> 13

<211>6

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 13

Ser Tyr Gly Val Lys Asp
1 5

<210> 14

<211>14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14

Cys Ala Ile Ser Glu Lys Leu Ala Gly Ala Tyr Glu Gln Tyr
1 5 10

<210> 15

<211>6

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 15

25
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Val Ser Gly Asn Pro Tyr
1 5

<210> 16

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 16

Tyr Ile Thr Gly Asp Asn Leu Val
1 5

<210> 17

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 17

Cys Ala Val Arg Asp Met Ile Glu Gly Gly Gly Asn Lys Leu Thr
1 5 10 15

<210> 18

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 18

Met Asp His Glu Asn
1 5

<210> 19

<211>6

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 19

Ser Tyr Asp Val Lys Met
1 5

<210> 20

<211>14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 20

Cys Ala Ser Ser Arg Gln Gly Ala Val Gly Gln Pro Gln His
1 5 10

<210> 21

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 21

Thr Ser Asp Pro Ser Tyr Gly
1 5
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<210> 22

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 22

Gln Gly Ser Tyr Asp Gln Gln Asn
1 5

<210> 23

<211>13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 23

Cys Ala Met Arg Pro His Phe Gly Asn Glu Lys Leu Thr
1 5 10

<210> 24

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 24

Glu Asn His Arg Tyr
1 5

<210> 25

<211>6

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 25

Ser Tyr Gly Val Lys Asp
1 5

<210> 26

<211>14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 26

Cys Ala Ile Ser Glu Lys Leu Ala Gly Ala Tyr Glu Gln Tyr
1 5 10
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ES 2721 159 T3

REIVINDICACIONES

1. Una proteina, fragmento de proteina o polipéptido que comprende al menos 8 aminoacidos contiguos de la
secuencia de aminoacidos de la cadena alfa del receptor de GM-CSF (CSF2RA) (SEQ ID NO: 1) para su uso en la
prevencion o tratamiento de una enfermedad tumoral, en el que el tumor esta desprovisto de un complejo de MHC
de clase | funcional y muestra escape inmunitario por alteracion del complejo de presentacion de MHC de clase |, en
el que dicha proteina, fragmento de proteina o polipéptido puede inducir una respuesta de linfocitos T y/o unirse a un
receptor de linfocitos T equivalente, y en el que el tumor expresa CSF2RA (SEQ ID NO: 1) o una proteina que tiene
al menos un 75 % de identidad de secuencia con CSF2RA.

2. La proteina, fragmento de proteina o polipéptido para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, que puede inducir
una respuesta de linfocitos T independiente de MHC de clase | o una respuesta de linfocitos T independiente de
MHC de clase l y II.

3. La proteina, fragmento de proteina o polipéptido para su uso de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 0 2, en el que el tumor es un tumor de la piel, preferentemente un melanoma.

4. Una molécula de acido nucleico aislada para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3,
que codifica una proteina, fragmento de proteina o polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
1a3.

5. Un vector para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, que comprende una molécula
de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 4.

6. Una célula para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, que comprende una molécula
de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 4, o un vector de acuerdo con la reivindicacion 5.

7. Un uso in vitro de una proteina, fragmento de proteina o polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, o un acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 4, un vector de acuerdo con la
reivindicacion 5, una célula de acuerdo con la reivindicacion 6, en el diagnéstico de una enfermedad tumoral de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3.

8. Un agente de unién que es una cadena alfa del receptor de linfocitos T, o un fragmento de unién de la misma, que
comprende todas de las SEQ ID NO: 9 a 11, o todas de las SEQ ID NO: 21 a 23.

9. Un agente de unién que es una cadena beta del receptor de linfocitos T, o un fragmento de unién de la misma,
que comprende todas de las SEQ ID NO: 12 a 14, o todas de las SEQ ID NO: 24 a 26.

10. El agente de unidn de acuerdo con la reivindicacién 8, que comprende una secuencia de acuerdo con la SEQ ID
NO:307.

11. El agente de unidn de acuerdo con la reivindicaciéon 9, que comprende una secuencia de acuerdo con la SEQ ID
NO: 4 u 8.

12. El agente de union de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11, que es un receptor de linfocitos
T, o un fragmento de unién del mismo, que comprende

una region variable de cadena alfa que comprende todas de las SEQ ID NO: 9 a 11 y una region variable de cadena
beta que comprende todas de las SEQ ID NO: 12 a 14; 0

una region variable de cadena alfa que comprende todas de las SEQ ID NO: 21 a 23 y una region variable de
cadena beta que comprende todas de las SEQ ID NO: 24 a 26.

13. El agente de unién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 12, que es un receptor quimérico
de linfocitos T que comprende una regién constante murinizada y una regién variable humana.

14. Un linfocito T aislado, que comprende un receptor de linfocitos T (TCR) que comprende un agente de unién de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 8 a 13 que se une a una proteina, fragmento de proteina o
polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, y en el que dicha unidén es independiente de
la presentacion de dicho polipéptido por MHC de clase | o MHC de clase 1 y .

28



ES 2721 159 T3

Figura 1:

HLA-A HLA-B HLA-C

- -A*01:01 -B*08:01 -C*07:01
- -A*24:02  -B*15:01  -C*03:03

MEL-86A
MEL-86B . ] ]
MEL-86C  -A*01:01 -B*08:01 -C*07:01

MEL-86F - - -

@ . negativo para antigenos de melanoma

. positivo para antigenos de melanoma
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Figura 2:

MA-MEL-86A

MA-MEL-86B |

MA-MEL-86C

MAZ6-EBV-B

Células K562

Ninguna diana

MA-MEL-86A

MA-MEL-86B

MA-MEL-86C

MA86-EBV-B

Células K562

Ninguna diana
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Figura 3:
Combinaciones de 100 ADNc
A Manchas de INFy/10 000 linfocitos
e T o sin diana n
4 MEL-86A I
e’ S | 293T + HLA-A*24 +0.°709 s
293T+HLA-A*24 W
e’ S b o] 200 400 600 800 1000
Combinaciones de 10 ADNc
B Manchas de INFy/10 000 linfocitos
e et et sin diana I
MEL-86A I
g iy 293T + HLA-A*24 +n.°709.3¢
i 293T + HLA-A*24 |
e el Pp 0 200 400 600 800 1000
ADNCc individuales
C Manchas de INFy/10 000 linfocitos
e o sin diana |
MEL-86A NNEG—_—_—_—

| 293T + HLA-A*24 +0.°709.39.18 RSN

293T + HLA-A*24

,,,,,, -~ L e R 0 200 400 600 800 1000

31



ES 2721 159 T3

Figura 4:
FastDC e
BC 1102546 g
monocitos
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BC 1102547
monocitos
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BC 1103394 granulocitos
- MA-MEL-86A
- MA-MEL-86B
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Figura 5:
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Figura 7:

ElementoV CDR1 CDR2 CDR3 Elemento J
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Figura 8
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Figura 9:
transfectada con pEYFP-Mem transfectada con TRP-2 transfectada con TRP-2
Figura 10:
TRP-2-BESO1 TRP-2-BBS02
Sitio de unién a «BTX (estrella) Sitio de union a uBTX (estrella)
en la posicion del nucleotido 205 en la posicion del nuelestido 1197

pEYFP-Mem TRP2-BBS 01 Agrupada
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(Reconocimiento de
TRP2 independiente
de HLA)
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Figura 11:
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Figura 12:
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Figura 13 By C:
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