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DESCRIPCIÓN 
 
Composiciones y procedimientos para la utilización de receptores de células T recombinantes para el reconocimiento 
directo de un antígeno tumoral 
 5 

CAMPO 
 
[0001]  La presente descripción se refiere en general a la inmunoterapia y más específicamente a receptores de células 
T recombinantes que pueden proporciona capacidad de reconocimiento de tumor directa a las células T. 
 10 

ANTECEDENTES DE LA INVENCIÓN 
 
[0002]  Las células T auxiliares CD4+ específicas de antígenos tumorales desempeñan papeles críticos en la inducción 
y el mantenimiento de las respuestas inmunes antitumorales al proporcionar "ayuda de CD4". La activación de células 
T CD4+ en los sitios tumorales locales se cree que ayuda a superar múltiples mecanismos de inmunosupresión y 15 

promueven la erradicación del tumor por el sistema inmunitario. Sin embargo, debido a la frecuente falta de células 
presentadoras de antígenos funcionales en los sitios tumorales locales, la activación de las células T CD4+  y por lo 
tanto la provisión de ayuda de CD4 en el sitio de tumor local es muy limitada. En consecuencia, existe una necesidad 
continua y no satisfecha de proporcionar nuevas composiciones y procedimientos, de manera que se pueda lograr la 
activación de células T CD4+  y por lo tanto la disposición de ayuda de CD4. 20 

 
[0003]  El documento WO 2012/038055 da a conocer receptores de células T y epítopos de células T específicas de 
antígeno y su uso en inmunoterapia. 
 
CARACTERÍSTICAS 25 

 
[0004]  La presente invención proporciona células T humanas modificadas y la materia relacionada, tal como se define 
por las reivindicaciones adjuntas. 
 
[0005]  De manera más general, la presente descripción proporciona composiciones y procedimientos para la profilaxis 30 

y/o terapia de una variedad de cánceres. En general, los tipos de cáncer son los que expresan el bien conocido 
antígeno NY-ESO-1. En realizaciones, la descripción incluye receptores de células T recombinantes (TCR), 
polinucleótidos que los codifican, vectores de expresión que comprenden los polinucleótidos, células en las que se 
han introducido los polinucleótidos, que incluyen pero no necesariamente limitados a, células T CD4+, células T CD8+, 
células T asesinas naturales, células T γδ y células progenitoras, tales como células madre hematopoyéticas. En 35 

realizaciones, las células en las que se introducen los polinucleótidos son células progenitoras linfoides, células de 
timocitos inmaduros (CD4-CD8- doble negativas) o timocitos doble positivos (CD4+ CD8+). En realizaciones, las 
células progenitoras comprenden marcadores, tales como CD34, CD117 (c-kit) y CD90 (Thy-1). 
 
[0006] En un aspecto, la descripción incluye una célula T humana modificada que comprende un polinucleótido 40 

recombinante que codifica un TCR, en la que la célula T es capaz de un reconocimiento directo de una célula de 
cáncer que expresa un antígeno NY-ESO-1, en la que el reconocimiento directo de la célula de cáncer comprende la 
unión del TCR restringida por el antígeno leucocitario humano (HLA) de clase II al antígeno NY-ESO-1 expresado por 
la célula de cáncer. En realizaciones particulares, el TCR codificado por el polinucleótido y expresado por la célula 
tiene una cadena alfa del TCR que tiene la secuencia de SEQ ID NO: 3 y una cadena beta del TCR que tiene la 45 

secuencia de SEQ ID NO: 4, o una cadena alfa del TCR que tiene la secuencia de SEQ ID NO: 7 y una cadena beta 
del TCR que tiene la secuencia de SEQ ID NO: 8, o una cadena alfa del TCR que tiene la secuencia de SEQ ID NO: 
11 y una cadena beta del TCR que tiene la secuencia de SEQ ID NO: 12. Todas las combinaciones de tales cadenas 
alfa y beta están incluidas en la descripción. En una realización, la célula modificada de la reivindicación 1, en la que 
la secuencia que codifica la cadena alfa y/o la cadena beta no comprende intrones. En realizaciones, los TCR de la 50 

presente descripción incluyen secuencias de aminoácidos que son idénticas en un 95%, 96%, 97%, 98%, o 99% en 
la secuencia de aminoácidos 99% identificar a lo largo de la longitud de las secuencias de aminoácidos descritas en 
el presente documento. 
 
[0007]  En otro aspecto, la descripción incluye un procedimiento para la profilaxis y/o terapia de un individuo 55 

diagnosticado con, que se sospecha que tiene o está en riesgo de desarrollar o de recurrencia de un cáncer, en el que 
el cáncer comprende células de cáncer que expresan el antígeno NY-ESO-1. Este enfoque comprende administrar al 
individuo células T humanas modificadas que comprenden un polinucleótido recombinante que codifica un TCR, en el 
que las células T son capaces de reconocimiento directo de las células de cáncer que expresan el antígeno NY-ESO-
1, y en el que el reconocimiento directo de las células de cáncer comprende la unión del TCR restringida por el HLA 60 

de clase II al antígeno NY-ESO-1 expresado por las células de cáncer. En realizaciones, las células que comprenden 
el TCR recombinante son células T CD4+ humanas. En realizaciones, las células que comprenden el TCR 
recombinante que se administra al individuo son alogénicas, singénicas o células autólogas. De este modo, en una 
realización, las células se obtienen de un primer individuo, se modifican y se administran a un segundo individuo que 
está en necesidad de las mismas. En otra realización, las células se extraen del individuo antes, se modifican para 65 
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expresar el TCR recombinante, y se administran de nuevo al mismo individuo. 
 
[0008] En realizaciones, el cáncer que expresa el antígeno NY-ESO-1 se selecciona de células de cáncer de vejiga, 
células de cáncer de cerebro, células de cáncer de mama, células de cáncer gástrico, células de cáncer de esófago, 
células de cáncer de cabeza y cuello, células de cáncer hepatobiliar, células de cáncer de riñón, células de cáncer de 5 

ovario, células de cáncer de pulmón de célula no pequeña, de mieloma, células de cáncer de próstata, células de 
sarcoma, células de cáncer de testículo, células de melanoma, y combinaciones de las mismas. 
 
[0009]  En otro aspecto, la descripción incluye uno o más vectores de expresión. El vector o vectores de expresión 
codifican un TCR que es capaz de impartir a una célula que lo expresa la capacidad de reconocer directamente una 10 

célula de cáncer que expresa un antígeno NY-ESO-1, en el que el reconocimiento directo de la célula de cáncer 
comprende la unión del TCR restringida por el HLA de clase II al antígeno NY-ESO-1 expresado por la célula de 
cáncer. 
 
[0010] En otro enfoque, procedimientos para fabricar vectores de expresión y/o células que expresan un TCR 15 

recombinante. El procedimiento implica obtener una pluralidad de células T de un individuo, identificar las células T 
que son capaces de reconocimiento directo de una célula de cáncer que expresa un antígeno NY-ESO-1 de una 
manera restringida por HLA de clase II sin células presentadoras de antígeno que presentan el antígeno NY-ESO-1 a 
las células T, determinar la secuencia de la cadena alfa del TCR y la secuencia de la cadena beta del TCR, e introducir 
en un vector de expresión una secuencia de polinucleótidos que codifica la cadena alfa del TCR y la cadena beta del 20 

TCR. En una realización, este procedimiento comprende introducir el vector de expresión en una célula, de manera 
que se expresa el TCR. 
 
BREVE DESCRIPCIÓN DE LAS FIGURAS 
 25 

[0011]  Figura 1.  (A) Reconocimiento directo de células de cáncer por clon de células T CD4+ JM. Se investigó la 
expresión de interferón (IFN)-y y CD107 del clon de células T CD4+ que reconoce el tumor específico del péptido NY-
ESO-1157-170 (Clon: JM) (TR-CD4) y clon de células T CD4+ que no reconoce tumores (NTR-CD4) después del cocultivo 
con SK-MEL-37 que expresa NY-ESO-1 (SK37) y SK-MEL-29 negativa de NY-ESO-1 (SK29) con o sin pulsado con el 
péptido NY-ESO-1157-170 afín (ESO157-170), mediante tinción intracelular de citoquinas. (B) Las diferencias en el 30 

reconocimiento de NY-ESO-1 intracelular y extracelular por clones de células T CD4+ y CD8+ específicas de NY-ESO-
1. SK-MEL-29 negativa de NY-ESO-1 era no pulsada (no pulsada) o pulsada con péptido NY-ESO-1157-170 (péptido) o 
proteína NY-ESO-1 recombinante (proteína), o se infectó con el vector de adenovirus que induce la expresión 
intracelular de NY-ESO-1. El reconocimiento por TR-CD4, NTR-CD4 y el clon de células T CD8+ específico de NY-
ESO-1 se evaluó mediante el ensayo de IFN-γELISPOT. 35 

 
Figura 2 . (A) Se cocultivaron TR-CD4 (Clon: JM) con SK-MEL-37. El sobrenadante del cultivo se recogió después de 
1-4 días de cultivo. Los niveles de las citocinas indicadas y moléculas líticas en el sobrenadante se midieron mediante 
ELISA. (B) TR-CD4 y NTR-CD4 se cocultivaron con SK-MEL-37 y la expresión del marcador de apoptosis temprana, 
Anexina-V, en SK-MEL-37 (SK37) se midió mediante citometría de flujo. 40 

 
Figura 3.  (A) El clon de células T CD8+ específicas de NY-ESO-1 (ESO-CD8) se cocultivó con SK-MEL-37 en una 
proporción de 1:2 en presencia o ausencia de las relaciones indicadas de TR-CD4 (Clone : JM). La actividad citotóxica 
por ESO-CD8 en SK-MEL-37 se evaluó mediante el ensayo de citotoxicidad basado en CFSE. 
 45 

Figura 4 . (A) Se estimuló un clon de células T CD8+ específico de NY-ESO-1 (ESO-CD8) con o sin SK-MEL-37 (SK37) 
en presencia o ausencia de TR-CD4 (clon: JM). Después de 4 días, se enumeró el número de células T CD8+ mediante 
ensayo de exclusión con azul de tripano combinado con tinción de CD8 por citometría de flujo. (B) ESO-CD8 se 
estimuló con SK37 en presencia o ausencia de TR-CD4. Antes (día 0) y después (día 1 y día 2) de la estimulación, la 
expresión de marcadores de activación (CD25, CD69 y CD122) o marcadores de diferenciación de células T centrales 50 

(CD62L, CCR7 y CD127) en ESO-CD8 se midió mediante citometría de flujo. 
 
Figura 5 . (A) SK-MEL-37 se inoculó en ratones SCID (6 ratones/grupo) con o sin clon de células T CD4+ que reconocen 
tumores (JM: TR-CD4), clon de células T CD4+ que no reconocen tumores (NTR-CD4) y/o clon de células T CD8+ 
específico de NY-ESO-1 (ESO-CD8). El crecimiento del tumor se midió cada 2-3 días. (B) El tumor se extirpó y se 55 

pesó en el día 45 después de la inoculación. 
 
Figura 6.  (A) Vector de retrovirus utilizado en los experimentos. LTR: repetición terminal larga; ψ: señal de 
empaquetamiento; MCS: sitio de clonación múltiple; IRES: sitio de entrada de ribosomas interno; eGFP: proteína 
verde fluorescente potenciada. (B) Cassette que expresa TCR. (I) Secuencias de ADNc que codifican las cadenas β 60 

y α de TCR están conectadas por un enlazador GSG (Gly-Ser-Gly) y una secuencia de eliminación ribosomal P2A. (II) 
Secuencias de ADNc que codifican las cadenas β y α de TCR están conectadas por un sitio de reconocimiento de 
proteasa furina (RAKR (Arg-Ala-Lys-Arg)), un enlazador SGSG (Ser-Gly-Ser-Gly), un epítopo de V5 y una secuencia 
de eliminación ribosomal P2A. 
 65 
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Figura 7.  PBMC policlonalmente activadas se transdujeron con el vector retroviral (A: JM-TCR; B: SB95-TCR).Se 
cocultivaron con células HLA-DRB1*01+DPB1*04+ pulsadas (pulsadas) o no pulsadas (no pulsadas) de péptido 
durante 20 horas. El nivel de IFN-γ en el sobrenadante se midió mediante ELISA. Los péptidos NY-ESO-1157-170 y NY-
ESO-191-110 se utilizaron como los péptidos afines para JM-TCR y SB95-TCR, respectivamente. 
 5 

DESCRIPCIÓN DE LA INVENCIÓN 
 
[0012]  La presente descripción se refiere a células inmunes, incluyendo, pero no necesariamente limitado a, células 
T, que han sido diseñadas para ser capaces de reconocimiento directo de antígeno tumoral y células de cáncer que 
expresan MHC de clase II. En realizaciones, las células inmunes son células T CD4+, células T CD8+, células T 10 

asesinas naturales, células T γδ o sus células progenitoras, tales células madre/progenitoras hematopoyéticas. En 
realizaciones, las células hematopoyéticas/progenitoras se caracterizan por uno o más marcadores seleccionados de 
CD34, CD117 (c-kit) y CD90 (Thy-1). 
 
[0013]  Es bien conocido que las células T CD4+ reconocen típicamente fragmentos de péptidos presentados en MHC 15 

de clase II (HLA de clase II en los seres humanos) por las células presentadoras de antígeno, tales como macrófagos 
y células dendríticas. Además de las células presentadoras de antígeno, también se conoce que muchas células de 
cáncer humanas expresan MHC de clase II constitutivamente o de manera inducible por IFN-γ, pero el papel de la 
expresión de MHC de clase II en células de cáncer humano sigue siendo ampliamente desconocido. 
 20 

[0014]  Se han descubierto ahora que hay dos tipos distintos de células T CD4+ específicas de antígenos tumorales. Un 
tipo de células T CD4+ específicas de antígenos tumorales se denomina aquí como células T CD4+ que reconocen 
tumores (TR-CD4). Este tipo de células T CD4+  reconoce directamente células de cáncer que expresan MHC (HLA 
en seres humanos) de clase II de una manera específica de antígeno y restringida por MHC de clase II. En cambio, 
otro tipo de células T CD4+ específicas de antígenos previamente conocidas se denomina aquí como células T 25 

CD4+ que no reconocen tumores (NTR-CD4). Este tipo de célula T sólo reconoce péptidos antigénicos tumorales 
exógenos después del procesamiento por células presentadoras de antígeno. Las figuras 1A y 1B representan datos 
que demuestran estas funciones distintas y revelan el reconocimiento directo de las células de cáncer por TR-CD4. 
 
[0015]  Debido a sus diferentes capacidades en el reconocimiento directo de las células de cáncer, estos dos tipos de 30 

células T CD4+ (TR-CD4 y NTR-CD4) se cree que juegan diferentes papeles en el sitio del tumor local. Sin pretender 
estar limitado por ninguna teoría particular, se cree que las células TR-CD4 proporcionan ayuda de CD4 mediante el 
reconocimiento directo de las células de cáncer. La presente descripción se aprovecha de esta función para 
proporcionar polipéptidos de TCR y polinucleótidos recombinantes que los codifican para su uso en nuevas 
modalidades de tratamiento profiláctico y/o terapéutico y composiciones. Mediante el diseño de células T para 35 

expresar los TCR descritos adicionalmente en este documento, podemos dotar cualquier célula CD4+ con la capacidad 
de reconocer directamente células de cáncer que expresan el antígeno tumoral, sin requerir la presentación del 
antígeno por una célula presentadora de antígenos. Por lo tanto, la presente descripción incluye composiciones y 
procedimientos que son útiles para la creación y uso de células TR-CD4 para mejorar la atención de los pacientes con 
cáncer. 40 

 
[0016] Se han realizado intentos anteriores para fabricar y usar TCR recombinantes. Por ejemplo, la patente de 
EE.UU. No. 8.008.438 (la patente '438) da a conocer TCR recombinantes que se unen a la secuencia del péptido 
SLLMWITQC de la proteína NY-ESO-1 (NY-ESO-1: 157-165). Sin embargo, y de manera importante, la descripción 
de la patente '438 se refiere a los TCR clásicos de CD8+, que sólo reconocen el péptido NY-ESO-1:157-165 en el 45 

contexto del elemento de restricción HLA-A*0201 de clase I. Esto constituye una disimilitud significativa de la presente 
descripción, ya que, como se describió anteriormente, los TCR recombinantes de la presente descripción son limitados 
de clase II. Además, y como también se ha descrito anteriormente, a diferencia de la restricción de clase II canónica, 
las células diseñadas para expresar un TCR recombinante de la descripción sorprendentemente no requieren la ayuda 
de células presentadoras de antígeno para reconocer los antígenos a los que son específicos. En cambio, pueden 50 

reconocer los antígenos tal como existen in vivo como un péptido expresado por las células tumorales. Además, los 
TCR de la presente descripción reconocen péptidos por los descritos en la patente '438. Por consiguiente, la presente 
descripción es una desviación significativa e inesperada de la técnica anterior. En una realización, un TR-CD4 es una 
célula CD4+ que exhibe la secreción de citoquinas (tal como la producción de IFN-gamma) cuando el TR-CD4 está 
expuesto directamente a las células que expresan un antígeno para el que el TCR es específico en un contexto de 55 

HLA-II. La capacidad para conferir capacidad de reconocimiento directo de tumores que expresan NY-ESO-1 por 
células T CD4+ mediante la introducción de un TCR de una célula de origen natural que tiene esta capacidad fue 
inesperada. 
 
[0017]  En una realización, la descripción incluye transformar cualquier célula T CD4+ en un TR-CD4 mediante la 60 

introducción de un polinucleótido que codifica un TCR recombinante de la descripción en células T CD4+ 
policlonalmente expandidas y que permite la expresión de la región o regiones codificantes del polipéptido TCR del 
polinucleótido. 
 
[0018] En diversas realizaciones, la presente descripción proporciona polinucleótidos aislados y/o recombinantes que 65 
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codifican polipéptidos de TCR particular, células manipuladas para expresar los polipéptidos de TCR, formulaciones 
farmacéuticas que comprenden células que expresan los polipéptidos de TCR, y procedimientos de uso de las 
formulaciones farmacéuticas para lograr una efecto profiláctico y/o terapéutico contra el cáncer en un sujeto. En ciertas 
realizaciones, la descripción proporciona mezclas de células que expresan TCR, o células que expresan más de un 
TCR que se describe en el presente documento, que son específicss para antígenos de cáncer distintos, presentando 5 

así las poblaciones de células que pueden ser consideradas polivalentes con respecto a los TCR. Tal como se utiliza 
en esta descripción, un "TCR recombinante" significa un TCR que se expresa a partir de un polinucleótido que se 
introdujo en la célula, lo que significa que antes de la introducción del polinucleótido, el TCR no estaba codificado por 
una secuencia cromosómica en la célula. 
 10 

[0019]  Los TCR proporcionados por la descripción son capaces de reconocer NY-ESO-1; 157-170 que es un antígeno 
que consiste en la secuencia de aminoácidos SLLMWITQCFLPVF, o son capaces de reconocer NY-ESO-1; 95-106, 
que es un antígeno que consiste en la secuencia de aminoácidos PFATPMEAELAR. Tal como se ha descrito 
anteriormente, en ciertas realizaciones, las células proporcionadas por la descripción son células T CD4+ manipuladas 
que son capaces de reconocer estos antígenos a través de los TCR que interaccionan con el antígeno en asociación 15 

con moléculas de HLA de clase II, en el que las moléculas de HLA de clase II y el antígeno son expresados por células 
tumorales. 
 
[0020]  La descripción incluye todas y cada una de las secuencias de polinucleótidos que codifican uno o más 
polipéptidos de TCR de la descripción y que se decriben en este documento, incluyendo secuencias de ADN y ARN, 20 

y que incluye polinucleótidos aislados y/o recombinantes que comprenden y/o consisten en tales secuencias. La 
descripción también incluye células que comprenden los polinucleótidos recombinantes. Las células pueden ser 
células aisladas, células cultivadas y/o expandidas y/o mantenidas en cultivo, y pueden ser células procariotas o 
eucariotas. Se pueden utilizar cultivos de células procariotas y eucariotas, por ejemplo, para propagar o amplificar los 
vectores de expresión de TCR de la descripción. En realizaciones, las células pueden comprender plásmidos de 25 

empaquetación, que, por ejemplo, proporcionan algunas o todas las proteínas utilizadas para la transcripción y 
empaquetación de una copia de ARN del constructo de expresión en partículas virales recombinantes, tales como 
partículas pseudovirales. En realizaciones, los vectores de expresión se introducen de forma transitoria o estable en 
las células. En las realizaciones, los vectores de expresión se integran en el cromosoma de células utilizadas para su 
producción. En las realizaciones, los polinucleótidos que codifican los TCR que se introducen en las células por medio 30 

de un vector de expresión, tal como una partícula viral, se integran en uno o más cromosomas de las células. Tales 
células se pueden usar para la propagación o pueden ser células que se utilizan para enfoques terapéuticos y/o 
profilácticos. Las células eucariotas incluyen células T CD4+, células T CD8+, células T asesinas naturales, células T 
γδ y sus células progenitoras en las que se ha introducido un constructo de expresión de TCR de la descripción. Las 
células T CD4+  pueden ser de cualquier fuente, incluyendo, pero no limitado a, un sujeto humano que puede ser o no 35 

el receptor final de las células T CD4+ una vez que han sido diseñadas para expresar un TCR de acuerdo con la 
descripción. 
 
[0021] Los vectores de expresión para su uso con realizaciones de la presente descripción pueden ser cualquier vector 
de expresión adecuado. En realizaciones, el vector de expresión comprende un polinucleótido viral modificado, tal 40 

como de un adenovirus, un virus del herpes o un retrovirus, tal como un vector lentiviral. El vector de expresión no se 
limita a virus recombinantes e incluye vectores no virales, tales como plásmidos de ADN y ARNm transcrito in vitro. 
 
[0022] Con respecto a los polipéptidos que son codificados por los polinucleótidos descritos anteriormente, en ciertos 
aspectos, la descripción proporciona TCR funcionales que comprenden una cadna α de TCR y una cadena β de TCR, 45 

en los que las dos cadenas están presentes en una asociación física entre sí ( por ejemplo, en un complejo) y están 
unidas de forma no covalente entre sí, o en los que las dos cadenas son polipéptidos distintos, pero se unen 
covalentemente entre sí, tal como mediante un enlace disulfuro u otro enlace covalente que no es un enlace 
peptídico. Otros enlaces adecuados pueden comprender, por ejemplo, polialquilenglicol sustituido o no sustituido, y 
combinaciones de etilenglicol y propilenglicol en forma de, por ejemplo, copolímeros. En otras realizaciones, dos 50 

polipéptidos que constituyen la cadena α de TCR y la cadena β de TCR pueden estar incluidos en un único polipéptido, 
tal como una proteína de fusión. En ciertas realizaciones, la proteína de fusión comprende una secuencia de 
aminoácidos de la cadena α de TCR y una secuencia de aminoácidos de la cadena β de TCR que han sido traducidas 
a partir del mismo marco de lectura abierto (ORF), o ORFs distintos, o un ORF que contienen una señal que da lugar 
a una traducción no continua. En una realización, el ORF comprende un sitio de eliminación de traducción mediada 55 

por P2A situado entre la cadena α de TCR y la cadena β de TCR. Los constructos para producir proteínas que 
contienen P2A (también denominados como vectores multicistrónicos unidos a péptido 2A) son conocidos en la 
técnica. (Véase, por ejemplo, Gene Transfer: Delivery and Expressión of DNA and RNA, A Laboratory Manual, (2007), 
Friedman et al, International Standard Book Number (ISBN) 978-087969765-5. Brevemente, las secuencias de 
péptidos 2A, cuando se incluyen entre las regiones de codificación, permiten la producción estequiométrica de 60 

productos de proteína discretos dentro de un solo vector a través de un evento de escisión nuevo que se produce en 
la secuencia del péptido 2A. Las secuencias de péptidos 2A son secuencias generalmente cortas que comprenden 
18-22 aminoácidos y pueden comprender secuencias amino-terminal distintas. De este modo, en una realización, una 
proteína de fusión de la descripción incluye una secuencia de aminoácidos de P2A. En realizaciones, una proteína de 
fusión de la descripción puede comprender una secuencia enlazadora entre las cadenas α de TCR y β de TCR. En 65 
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ciertas realizaciones, la secuencia enlazadora puede comprender un enlazador GSG (Gly-Ser-Gly) enlazador o un 
enlazador SGSG (Ser-Gly-Ser-Gly). En ciertas realizaciones, las cadenas α de TCR y β de TCR están conectadas 
una a otra por una secuencia de aminoácidos que comprende un sitio de reconocimiento de proteasa furina, tal como 
un sitio RAKR (Arg-Ala-Lys-Arg). 
 5 

[0023] En una realización, el constructo de expresión que codifica el TCR puede también codificar polinucleótidos 
adicionales. El polinucleótido adicional puede ser tal que permite la identificación de células que expresan TCR, tal 
como mediante la codificación de un marcador detectable, tal como una proteína fluorescente o luminiscente. El 
polinucleótido adicional puede ser tal que codifica un elemento que permite la eliminación selectiva de células que 
expresan TCR, tal como gen de la timidina quinasa. En realizaciones, los polinucleótidos adicionales pueden ser tales 10 

que facilitan la inhibición de la expresión de TCR endógenamente codificados. En una realización, el constructo de 
expresión que codifica el TCR también codifica un polinucleótido que puede facilitar la regulación por disminución 
mediada por ARNi de uno o más TCR endógenos por ejemplo, véase Okamoto S, et al. (2009) Cancer Research, 69: 
9.003-9011, y Okamoto S, et al. (2012). Molecular Therapy-Nucleic Acids, 1, e63. En una realización, el constructo de 
expresión que codifica el TCR puede codificar un ARNsh o un ARNsi dirigidos a un TCR endógenamente 15 

codificado. En una realización alternativa, puede utilizarse un segundo constructo de expresión distinto que codifica el 
polinucleótido para su uso en la regulación por disminución de la producción de TCR endógeno. 
 
[0024] La Figura 6 proporciona configuraciones representativas de los polipéptidos de TCR de la descripción y 
polinucleótidos/vectores de expresión que los codifican. En una realización, como se indica en la Figura 6, se elimina 20 

una secuencia de aminoácidos que es C-terminal a la proteína de la cadena β de TCR por escisión mediada por la 
proteasa furina, dando lugar a proteínas de cadena α y β de TCR. Se reconocera también á partir de la Figura 6 que 
las cadenas de TCR pueden expresarse a partir de un constructo de expresión tal que la cadena β está orientada N-
terminal en relación con la cadena α, y por lo tanto los TCR de la descripción también pueden comprender esta 
orientación de cadenas u otras orientaciones. En realizaciones alternativas, las proteínas de cadena α y β de TCR se 25 

pueden expresar a partir de vectores de expresión distintos introducidos en la misma célula. 
 
[0025] En relación con la presente descripción, también hemos realizado los siguientes descubrimientos: en ciertos 
casos, el antígeno tumoral intracelular se carga en HLA de clase II a través del reciclaje de HLA de clase II en los 
tumores; el reconocimiento tumoral directo por células T CD4+ que reconocen tumores conduce a la inhibición del 30 

crecimiento tumoral in vivo; las células T CD4+ aumentan de manera eficiente la citotoxicidad de células T CD8+ a 
través del reconocimiento directo de tumores; las células T CD4+ apoyan la proliferación, supervivencia y 
diferenciación de memoria de células T CD8+ específicas de antígenos afines a través del reconocimiento directo de 
tumores sin células presentadoras de antígeno. Se espera que la práctica de la presente descripción en un entorno 
clínico también dará lugar al reconocimiento tumoral directo por células T CD4+ que reconocen tumores modificadas 35 

y conducen a la inhibición del crecimiento tumoral in vivo en sujeto humano, y también dará lugar al aumento eficaz 
de la citotoxicidad de las células T CD8+ por las células T CD4+ modificadas, y que las células T CD4+ modificadas 
apoyarán la proliferación, supervivencia y diferenciación de memoria de células T CD8+ específicas de antígenos 
afines en sujetos humanos que reciben células T CD4+ modificadas de acuerdo a la descripción. 
 40 

[0026] Con respecto a la utilización de las células T CD4+ modificadas de la presente descripción, el procedimiento 
generalmente comprende la administración de una cantidad eficaz (típicamente 1010 células mediante inyecciones 
intravenosas o intraperitoneales) de una composición que comprende las células T CD4+ a un individuo en necesidad 
de la misma. Un individuo en necesidad de la misma, en diversas realizaciones, es un individuo que tiene o se 
sospecha que tiene, o está en riesgo de desarrollar un cáncer que se caracteriza por células malignas que expresan 45 

NY-ESO-I. Como es bien conocido en la técnica, NY-ESO-I es expresado por una variedad de células de cáncer y 
tipos de tumores. En ejemplos particulares y no limitativos, dichos cánceres incluyen cánceres de la vejiga, cerebro, 
mama, ovario, cáncer de pulmón de células no pequeñas, mieloma, próstata, sarcoma y melanoma. Las realizaciones 
específicas incluyen, pero no se limitan a, liposarcomas y colagiocarcinoma intrahepática. El individuo puede tener 
formas en estadio temprano o avanzadas de cualquiera de estos tipos de cáncer, o puede estar en remisión de 50 

cualquiera de estos tipos de cáncer. En una realización, la persona a la que se administra una composición de la 
descripción está en riesgo de recurrencia para cualquier tipo de cáncer que expresa NY-ESO-1. En ciertas 
realizaciones, el individuo tiene o se sospecha que tiene, o está en riesgo de desarrollar o de recurrencia de un tumor 
que comprende células que expresan una proteína que comprende las secuencias de aminoácidos definidas por NY-
ESO-1:157-170 y/o NY-ESO-1:95-106. En realizaciones, la descripción incluye TCR recombinantes que son 55 

específicos para los fragmentos peptídicos de NY-ESO-1 que tienen entre 15 y 24 residuos de aminoácidos de largo, 
en los que dichos péptidos se presentan en un complejo con HLA-II. En realizaciones, la descripción incluye TCR 
recombinantes que son específicos para los péptidos que se encuentran en un complejo con HLA-II, en los que los 
péptidos comprenden o consisten en las secuencias de aminoácidos de NY-ESO-1:157-170 y/o NY-ESO-1:95-106. 
 60 

[0027] La presente descripción incluye TCR recombinantes, células que los expresan, y procedimientos 
terapéuticos/profilácticos que implican la presentación de antígenos NY-ESO-1 en conjunción con cualquier complejo 
de HLA de clase II que serán reconocidos por los TCR. En realizaciones, el HLA-II se selecciona de HLA-DP, HLA-
DQ y HLA-DR. En realizaciones, el antígeno NY-ESO-1 es reconocido por el TCR en conjunción con HLA-DRB1*01 o 
HLA-DPB1*04. 65 
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[0028] Se demuestra en este documento que las TR-CD4 creadas producen múltiples moléculas a través del 
reconocimiento directo de las células de cáncer, que inducían la apoptosis en las células de cáncer (Fig. 2A y 2B). Es 
importante destacar que se encontró que TR-CD4 mejoraran eficazmente la actividad citotóxica de células T CD8+ 
específicas de antígeno tumorales a través del reconocimiento directo de células de cáncer en ausencia de células 5 

presentadoras de antígeno (Fig. 3). Además, las células T CD8+ coestimuladas con TR-CD4 por las células de cáncer 
proliferaron activamente y regularon por incremento marcadores de células T de memoria central (Fig. 4A y 4B). 
 
[0029] TR-CD4 mostró una actividad antitumoral in vivo significativa para inhibir el crecimiento de células de cáncer 
humanas en ratones inmunodeficientes (Fig. 5). Además, TR-CD4 y las células T CD8+ específicas de antígenos 10 

tumorales inhibieron cooperativamente el crecimiento tumoral in vivo (Fig. 5). Por lo tanto, los datos presentados en 
este documento sugieren fuertemente que el reclutamiento de TR-CD4 en el sitio local del tumor potencian las 
respuestas inmunes antitumorales y por consiguiente probablemente proporcionarán un enfoque terapéutico eficaz y 
hasta ahora no disponible para su uso generalizado en la clínica. 
 15 

[0030]  La siguiente descripción proporciona ejemplos ilustrativos de materiales y procedimientos utilizados para 
realizar y utilizar diversas realizaciones de la descripción. 
 
[0031] Para desarrollar un procedimiento para generar eficientemente un gran número de TR-CD4 mediante 
manipulación genética con gen de receptores de células T (TCR) que reconocen tumores, el gen de TCR de longitud 20 

completa de tres clones de TR-CD4 fue clonado y secuenciado mediante el uso de la técnica de 5’-RACE-PCR. Se 
crearon los siguientes TCR: 
1. TR-CD4 específico de NY-ESO-1:96-106 restringida por HLA-DRB1*01 (denominado en este documento Clon: 
"SB95") 
2. TR-CD4 específico de NY-ESO-1:157-170 restringida por HLA-DRB1*01 (denominado en este documento Clon: 25 

"5B8") 
3. TR-CD4 específico de NY-ESO-1:157-170 restringida por HLA-DRB1*01 (denominado en este documento Clon: 
"JM") 
 
[0032]  Los genes de TCR de SB95 y JM se insertaron en vectores de expresión retrovirales (tales como vectores 30 

pMIG-II o pMIG-W derivados de MSCV). Se fabrica un vector 5B8 que expresa TCR de la misma manera. 
 
[0033]  La transducción retroviral de estos genes de TCR transfirió eficientemente la reactividad contra péptidos afines 
a células T expandidas policlonalmente de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de individuos 
sanos. Las secuencias de nucleótidos y aminoácidos que se presentan a continuación representan las utilizadas para 35 

demostrar la descripción. La descripción incluye cualquiera y todas las secuencias de polinucleótidos que codifican 
las secuencias de aminoácidos de los constructos de TCR descritos en el presente documento. Además, se 
contemplan variaciones en las secuencias de aminoácidos en los TCR, siempre que no afecten negativamente a la 
función del TCR. En diversas realizaciones, un TCR que comprende uno o más cambios de aminoácidos en 
comparación con las secuencias presentadas en el presente documento comprenderá sustituciones conservadoras 40 

de aminoácidos u otras sustituciones, adiciones o deleciones, siempre que las células que expresan los TCR 
recombinantes de la descripción pueden directa y específicamente reconocer las células tumorales que expresan NY-
ESO-1, en el que que el reconocimiento depende de la expresión de NY-ESO-1 y la presentación de péptidos 
procesados de la misma en una manera restringida por HLA de clase II por las células tumorales. En realizaciones, 
un TCR de la presente descripción comprende cualquier secuencia de aminoácidos que facilita el reconocimiento 45 

directo del antígeno tumoral en las células tumorales, sin la participación de células presentadoras de antígeno. En 
realizaciones, la secuencia de aminoácidos de un TCR proporcionada por esta descripción es al menos un 95%, 96%, 
97%, 98% o 99% similar a una secuencia de aminoácidos proporcionada en la lista de secuencias que es parte de 
esta descripción. En diversas realizaciones, cualquier TCR de la descripción puede tener un valor Koff para su epítopo 
afín, tal como se define en el persente documento, que es esencialmente el mismo que el de Koff para el epítopo afín 50 

mostrado por un TCR de un TR-CD4 de origen natural para el mismo epítopo. En realizaciones, las secuencias de 
aminoácidos de TCR pueden comprender cambios en su región constante. A este respecto, se sabe en la técnica que, 
en general, la región constante de un TCR no contribuye sustancialmente al reconocimiento de antígeno. Por ejemplo, 
es posible sustituir una parte de la región constante humana de un TCR por una secuencia murina y mantener la 
función del TCR. (Ver, por ejemplo, Goff SL et al (2010) Cancer Immunology, Immunotherapy, 59: 1551-1560). Por lo 55 

tanto, se contemplan diversas modificaciones a las secuencias de TCR descritas en este documento, y pueden incluir, 
pero no se limitan a, cambios que mejoran el emparejamiento de cadena específico, o facilitan la asociación más fuerte 
con las proteínas de señalización de células T del complejo CD3, o inhiben la formación de dímeros entre los TCR 
endógenos e introducidos. En realizaciones, los cambios de aminoácidos pueden estar presentes en la región de CDR, 
tal como la región CDR3, incluyendo, pero sin limitarse necesariamente a, sustituciones de uno, dos, tres, o más 60 

aminoácidos en la secuencia de CDR3. En realizaciones, los cambios de aminoácidos 
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no tienen ningún efecto sobre la función del TCR. 
 
[0034] En realizaciones específicas e ilustrativas, las secuencias de polinucleótidos que codifican los TCR de la 
descripción, y las secuencias de aminoácidos de las cadenas α y β de TCR codificadas por los polinucleótidos son los 
siguientes, en donde los codones de iniciación de la traducción y codones de parada en las secuencias de 25 

polinucleótidos están en negrita: 
Clon de células T CD4+ que reconocen tumores específicos de NY-ESO-1157-170 restringidos por HLA-DPB1*0401/0402 
“JM”  
 
(a) Secuencias de nucleótidos de ADNc de cadenas α y ß de TCR  30 

Cadena α deTCR 
 
 
 
 35 

 
 
 
 
 40 

 
 
 
 
 45 

 
 
 
 
 50 

 
 
 
Cadena β de TCR 
 55 

(b) secuencias de aminoácidos de cadenas α y β de TCR (regiones variables de TCR están en cursiva, regiones CDR3 
están en negrita)   
 
Cadena α de TCR 
 60 
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Cadena β de TCR 
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 25 

Clon de células T CD4+ que reconocen tumores específicos de NY-ESO-1157-170 restringidos por HLA-DPB1*0401/0402 
“J5B8”  
 
(a) secuencias de nucleótidos de ADNc de cadenas α y ß de TCR  
 30 

Cadena α de TCR 
 
 
 
 35 

 
 
 
 
 40 

 
 
 
 
 45 

 
 
 
 
 50 

Cadena β de TCR 
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(b) secuencias de aminoácidos de cadenas α y β de TCR (regiones variables de TCR están en cursiva, regiones CDR3 25 

están en negrita)  
 
Cadena α de TCR 
 
 30 

 
 
 
 
 35 

 
 
Cadena β de TCR 
 
 40 

 
 
 
 
 45 

 
 
 
 
Clon de células T CD4+ que reconocen tumores específicos de NY-ESO-195-106 restringidos por HLA-DRB1*0101 50 

“SB95”  
 
(a) secuencias de nucleótidos de ADNc de cadenas α y ß de TCR 
 
TCR alfa 55 
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TCR beta 
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(b) secuencia de aminoácidos de las cadenas α y β de TCR (regiones variables de TCR están en cursiva, regiones 
CDR3 están en negrita)  
 50 

Cadena α de TCR 
 
 
 
 55 
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Cadena β de TCR 
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[0035]  Descripción de vector de expresión de TCR . La transducción viral se realizó utilizando un plásmido derivado 
del vector de virus de células madre murinas pMSCV, tal como pMIG-II y pMIG-w (Fig. 6A). Los constructos que 
expresan TCR se insertaron en un sitio de clonación múltiple (MCS) del plásmido pMIG. Los plásmidos pMIG tienen 15 

IRES-GFP después de múltiples sitios de clonación de modo que la eficacia de transducción se controla mediante la 
expresión de GFP. 
 
[0036]  Para inducir la expresión equimolar de las proteínas de cadena α y β de TCR, los ADNc que codifican las 
cadenas α y β de TCR se conectaron mediante una secuencia de enlace que incluía el sitio de eliminación de 20 

traducción P2A (Fig. 6B (I)). Usando esta secuencia, el ARNm se transcribe como una secuencia. Debido a la 
eliminación ribosomal por la secuencia de P2A, se tradujeron dos proteínas a partir del ARNm, para producir la proteína 
de fusión TCR-P2A y la proteína P(Pro)-cadena α de TCR. 
 
[0037] Para evitar la posible inhibición funcional por péptidos P2A añadidos después de la proteína de la cadena β de 25 

TCR en el casete que expresa TCR (I), se construyó otro casete que expresa TCR que introduce el sitio de 
reconocimiento por la proteasa furina (RAKR) después del gen de la cadena β de TCR (Fig 6B (II). En este casete de 
expresión, el péptido adicional después de la proteína de la cadena β de TCR se elimina mediante la escisión mediada 
por la proteasa furina, lo que resulta en la expresión de las proteínas de cadena α y β de TCR con modificaciones 
mínimas. En particular, en casetes de expresión con o sin secuencias RAKR, ningún aminoácido se elimina con 30 

relación a las secuencias presentadas en este documento. Sin embargo, para un casete sin RAKR (Fig 6B (I)), las 
secuencias del enlazador GSG y de P2A están unidas al extremo C-terminal de la cadena beta, y una prolina (de P2A) 
está unida al extremo N-terminal de la cadena alfa. Para un casete con RAKR (Fig. 6B (II)), una arginina (de RAKR) 
está unida al extremo C-terminal de la cadena beta y la prolina (de P2A) está unida al extremo N-teminal de la cadena 
alfa. Por lo tanto, en realizaciones, el vector de expresión codifica una proteína de fusión que comprende secuencias 35 

de aminoácidos de TCR. En realizaciones, la única secuencia de aminoácidos de TCR se selecciona de entre las 
secuencias de aminoácidos de TCR presentadas en este documento. 
 
[0038] Las secuencias que expresan TCR fueron clonadas en el sitio de clonación múltiple del plásmido pMIG. El 
retrovirus fue producido de forma transitoria o estable utilizando líneas celulares de empaquetamiento GP2-293 y PT67 40 

adquiridas de Clontech. Brevemente, GP2-293 expresa de forma estable el gen gag-pol viral y producen 
transitoriamente después de la cotransfección con pMIG y pVSV-G plásmidos que expresan la envoltura viral de VSV-
G. PT67 expresa de forma estable genes de gag-pol viral y de la envoltura viral de 10A1. Después de la infección con 
retrovirus producidos a partir de GP2-293, PT67 se integra con el constructo de expresión de pMIG, y por lo tanto 
produce de forma estable (de forma continua) retrovirus. En una realización, la actividad del promotor de 5'-LTR 45 

(repetición terminal larga) se utiliza para conducir la expresión del transgén. Sin embargo, se pueden introducir otros 
promotores, tales como el promotor EF-1α, para la mejora de la expresión del transgén. 
 
[0039]  Infección de retrovirus a células T derivadas de PBM C. Las PBMC de sangre completa se obtuvieron 
mediante un procedimiento de separación en gradiente de densidad y se almacenaron en un tanque de nitrógeno 50 

líquido en 90% de suero de bovino fetal (FBS) y 10% de sulfóxido de dimetilo (DMSO) hasta su uso. Se activaron 
policlonalmente PBMC (3-4 x 106 células/pocillo en una placa de cultivo de 24 pocillos) por fitohemaglutinina (PHA) 10   
µg/ml durante 2 días en medio de cultivo (medio RPMI1640 que contenía FBS al 10%, L-glutamina, estreptomicina, 
penicilina y IL-2 recombinante humana). 1 x 105 de PBMC preactivadas en 100 µl de medio de cultivo se añadieron a 
los pocillos de una placa de cultivo de 96 pocillos prerecubierta con retronectina 20-25 µg/ml en PBS y se bloquearon 55 

con albúmina de suero bovino al 2% (BSA) en PBS. En algunos experimentos, se recubrió anticuerpo monoclonal anti-
CD3 5 µg/ml (Clon: OKT3) junto con retronectina. Se añadieron 100 µl de sobrenadante que contenía retrovirus a 
PBMC y se incubaron durante 24 horas. La infección por retrovirus se realizó 2-3 veces cada 24 horas. Después de la 
infección, se expandieron las células durante 10-14 días y se utilizaron para los ensayos funcionales. 
 60 

Resultados 
 
[0040] Se establecieron clones PT67 que producían retrovirus con alta titulación. Se establecieron los siguientes 
clones productores de retrovirus. 
(1) pMIG-II/JM-TCR (II) 65 
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(2) pMIG-II/SB95-TCR (II) 
(3) pMIG-w/JM-TCR (I) 
(4) pMIG-w/SB95-TCR (I) 
(5) pMIG-w/JM-TCR (II) 
(6) pMIG-w/SB95-TCR (II) 5 

 
[0041] En la lista enumerada anteriormente, (I) y (II) se refieren a casetes de expresión sin y con el sitio de 
reconocimiento de proteasa furina (RAKR), respectivamente, tal como se muestra en la Fig. 6B. La eficacia de 
transducción mediada por la expresión de GFP después de una sola infección de células Jurkat fue: 60% para (1); 55% 
para (2); 75% para (3); 75% para (4); 64% para (5); y 62% para (6). 10 

 
[0042] Los vectores de retrovirus (1) y (2) fueron transducidos a PBMC polclonalmente activadas. La eficacia de 
transducción tal como se mide por la expresión de GFP fue de aproximadamente 40-50%. La reactividad de TCR 
expresados retroviralmente se analizó contra los mismos péptidos afines derivados de NY-ESO-1 (NY-ESO-1:91-110 
para SB95-TCR y NY-ESO-1:157-170 para JM-TCR) que fueron reconocidos por los clones originales de TR-CD4. Se 15 

produjo significativamente más IFN-γ frente a células diana pulsadas con péptido que células diana no pulsadas con 
péptidos (Fig. 7), lo que demuestra que los genes de TCR clonados son funcionales para transferir la misma 
especificidad de antígeno de los clones originales de TR-CD4 cuando se transducen por vectores virales. Las pruebas 
funcionales de los vectores de expresión de TCR restantes se pueden realizar de la misma manera, tal como mediante 
la infección de células mononucleares de sangre periférica humana activadas con retrovirus que portan cualquier gen 20 

de TCR descrito en este documento. Las células transducidas y no transducidas con el gen de TCR se pueden 
cocultivar durante 24 horas con las líneas celulares que expresan NY-ESO-1 o muestras de tumor, y el IFN-γ producido 
por las células transducidas se puede determinar usando cualquier medio adecuado, tal como mediante ELISA. El 
nivel de IFN-γ en el sobrenadante por las células transducidas con genes de TCR será mayor cuando se cocultivaron 
con células que expresan NY-ESO-1 o células pulsadas con péptido NY-ESO-1, mientras que las células cocultivadas 25 

con células que no expresan NY-ESO-1 tendrán significativamente una menor producción de IFN-γ. Del mismo modo, 
los controles negativos, tales como células no transducidas, tendrán significativamente menor producción de IFN-
γ. Por lo tanto, la transfección con un TCR recombinante representativo dará lugar a la capacidad de las células en las 
que un polinucleótido codifica el TCR de tener la misma especificidad de antígeno que reconoce directamente el 
antígeno NY-ESO-1 en las células de cáncer. 30 

 
LISTADO DE SECUENCIAS 
 
[0043] 
 35 

<110>  Health Research, Inc. 
  
<120>  COMPOSICIONES Y PROCEDIMIENTOS PARA LA UTILIZACIÓN DE RECEPTORES DE 
CÉLULAS T RECOMBINANTES PARA EL RECONOCIMIENTO DIRECTO DE UN ANTÍGENO TUMORAL 
 40 

<130>  003551.00526 
 
<150>  61/778,673 
<151>  2013-03-13 
 45 

<160>  12     
 
<170>  PatentIn version 3.5 
 
<210>  1 50 

<211>  798 
<212>  ADN 
<213>  humanoo 
 
<400>  1 55 

atgaagttgg tgacaagcat tactgtactc ctatctttgg gtattatggg tgatgctaag       60 
 
accacacagc caaattcaat ggagagtaac gaagaagagc ctgttcactt gccttgtaac      120 
 
cactccacaa tcagtggaac tgattacata cattggtatc gacagcttcc ctcccagggt      180 60 

 
ccagagtacg tgattcatgg tcttacaagc aatgtgaaca acagaatggc ctctctggca      240 
 
atcgctgaag acagaaagtc cagtaccttg atcctgcacc gtgctacctt gagagatgct      300 
 65 

gctgtgtact actgcatccc taataacaat gacatgcgct ttggagcagg gaccagactg      360 
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acagtaaaac caaatatcca gaaccctgac cctgccgtgt accagctgag agactctaaa      420 
 
tccagtgaca agtctgtctg cctattcacc gattttgatt ctcaaacaaa tgtgtcacaa      480 
 5 

agtaaggatt ctgatgtgta tatcacagac aaaactgtgc tagacatgag gtctatggac      540 
 
ttcaagagca acagtgctgt ggcctggagc aacaaatctg actttgcatg tgcaaacgcc      600 
 
ttcaacaaca gcattattcc agaagacacc ttcttcccca gcccagaaag ttcctgtgat      660 10 

 
gtcaagctgg tcgagaaaag ctttgaaaca gatacgaacc taaactttca aaacctgtca      720 
 
gtgattgggt tccgaatcct cctcctgaaa gtggccgggt ttaatctgct catgacgctg      780 
 15 

cggctgtggt ccagctga                                                    798 
 
 
<210>  2 
<211>  798 20 

<212>  ADN 
<213>  humano 
 
<400>  2 
atgaagttgg tgacaagcat tactgtactc ctatctttgg gtattatggg tgatgctaag       60 25 

 
accacacagc caaattcaat ggagagtaac gaagaagagc ctgttcactt gccttgtaac      120 
 
cactccacaa tcagtggaac tgattacata cattggtatc gacagcttcc ctcccagggt      180 
 30 

ccagagtacg tgattcatgg tcttacaagc aatgtgaaca acagaatggc ctctctggca      240 
 
atcgctgaag acagaaagtc cagtaccttg atcctgcacc gtgctacctt gagagatgct      300 
 
gctgtgtact actgcatccc taataacaat gacatgcgct ttggagcagg gaccagactg      360 35 

 
acagtaaaac caaatatcca gaaccctgac cctgccgtgt accagctgag agactctaaa      420 
 
tccagtgaca agtctgtctg cctattcacc gattttgatt ctcaaacaaa tgtgtcacaa      480 
 40 

agtaaggatt ctgatgtgta tatcacagac aaaactgtgc tagacatgag gtctatggac      540 
 
ttcaagagca acagtgctgt ggcctggagc aacaaatctg actttgcatg tgcaaacgcc      600 
 
ttcaacaaca gcattattcc agaagacacc ttcttcccca gcccagaaag ttcctgtgat      660 45 

 
gtcaagctgg tcgagaaaag ctttgaaaca gatacgaacc taaactttca aaacctgtca      720 
 
gtgattgggt tccgaatcct cctcctgaaa gtggccgggt ttaatctgct catgacgctg      780 
 50 

cggctgtggt ccagctga                                                    798 
 
 
<210>  3 
<211>  265 55 

<212>  PRT 
<213>  humana 
 
<400>  3 
 60 

Met Lys Leu Val Thr Ser Ile Thr Val Leu Leu Ser Leu Gly Ile Met  
1               5                   10                  15       
 
 
Gly Asp Ala Lys Thr Thr Gln Pro Asn Ser Met Glu Ser Asn Glu Glu  65 

            20                  25                  30           
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Glu Pro Val His Leu Pro Cys Asn His Ser Thr Ile Ser Gly Thr Asp  
        35                  40                  45               
 
 
Tyr Ile His Trp Tyr Arg Gln Leu Pro Ser Gln Gly Pro Glu Tyr Val  5 

    50                  55                  60                   
 
 
Ile His Gly Leu Thr Ser Asn Val Asn Asn Arg Met Ala Ser Leu Ala  
65                  70                  75                  80   10 

 
 
Ile Ala Glu Asp Arg Lys Ser Ser Thr Leu Ile Leu His Arg Ala Thr  
                85                  90                  95       
 15 

 
Leu Arg Asp Ala Ala Val Tyr Tyr Cys Ile Pro Asn Asn Asn Asp Met  
            100                 105                 110          
 
 20 

Arg Phe Gly Ala Gly Thr Arg Leu Thr Val Lys Pro Asn Ile Gln Asn  
        115                 120                 125              
 
 
Pro Asp Pro Ala Val Tyr Gln Leu Arg Asp Ser Lys Ser Ser Asp Lys  25 

    130                 135                 140                  
 
 
Ser Val Cys Leu Phe Thr Asp Phe Asp Ser Gln Thr Asn Val Ser Gln  
145                 150                 155                 160  30 

 
 
Ser Lys Asp Ser Asp Val Tyr Ile Thr Asp Lys Thr Val Leu Asp Met  
                165                 170                 175      
 35 

 
Arg Ser Met Asp Phe Lys Ser Asn Ser Ala Val Ala Trp Ser Asn Lys  
            180                 185                 190          
 
 40 

Ser Asp Phe Ala Cys Ala Asn Ala Phe Asn Asn Ser Ile Ile Pro Glu  
        195                 200                 205              
 
 
Asp Thr Phe Phe Pro Ser Pro Glu Ser Ser Cys Asp Val Lys Leu Val  45 

    210                 215                 220                  
 
 
Glu Lys Ser Phe Glu Thr Asp Thr Asn Leu Asn Phe Gln Asn Leu Ser  
225                 230                 235                 240  50 

 
 
Val Ile Gly Phe Arg Ile Leu Leu Leu Lys Val Ala Gly Phe Asn Leu  
                245                 250                 255      
 55 

 
Leu Met Thr Leu Arg Leu Trp Ser Ser  
            260                 265  
 
 60 

<210>  4 
<211>  310 
<212>  PRT 
<213>  humana 
 65 

<400>  4 
 
Met Gly Ser Arg Leu Leu Cys Trp Val Leu Leu Cys Leu Leu Gly Ala  
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1               5                   10                  15       
 
 
Gly Pro Val Lys Ala Gly Val Thr Gln Thr Pro Arg Tyr Leu Ile Lys  
            20                  25                  30           5 

 
 
Thr Arg Gly Gln Gln Val Thr Leu Ser Cys Ser Pro Ile Ser Gly His  
        35                  40                  45               
 10 

 
Arg Ser Val Ser Trp Tyr Gln Gln Thr Pro Gly Gln Gly Leu Gln Phe  
    50                  55                  60                   
 
 15 

Leu Phe Glu Tyr Phe Ser Glu Thr Gln Arg Asn Lys Gly Asn Phe Pro  
65                  70                  75                  80   
 
 
Gly Arg Phe Ser Gly Arg Gln Phe Ser Asn Ser Arg Ser Glu Met Asn  20 

                85                  90                  95       
 
 
Val Ser Thr Leu Glu Leu Gly Asp Ser Ala Leu Tyr Leu Cys Ala Ser  
            100                 105                 110          25 

 
 
Ser Phe Pro Arg Glu Pro Asn Tyr Gly Tyr Thr Phe Gly Ser Gly Thr  
        115                 120                 125              
 30 

 
Arg Leu Thr Val Val Glu Asp Leu Asn Lys Val Phe Pro Pro Glu Val  
    130                 135                 140                  
 
 35 

Ala Val Phe Glu Pro Ser Glu Ala Glu Ile Ser His Thr Gln Lys Ala  
145                 150                 155                 160  
 
 
Thr Leu Val Cys Leu Ala Thr Gly Phe Phe Pro Asp His Val Glu Leu  40 

                165                 170                 175      
 
 
Ser Trp Trp Val Asn Gly Lys Glu Val His Ser Gly Val Ser Thr Asp  
            180                 185                 190          45 

 
 
Pro Gln Pro Leu Lys Glu Gln Pro Ala Leu Asn Asp Ser Arg Tyr Cys  
        195                 200                 205              
 50 

 
Leu Ser Ser Arg Leu Arg Val Ser Ala Thr Phe Trp Gln Asn Pro Arg  
    210                 215                 220                  
 
 55 

Asn His Phe Arg Cys Gln Val Gln Phe Tyr Gly Leu Ser Glu Asn Asp  
225                 230                 235                 240  
 
 
Glu Trp Thr Gln Asp Arg Ala Lys Pro Val Thr Gln Ile Val Ser Ala  60 

                245                 250                 255      
 
 
Glu Ala Trp Gly Arg Ala Asp Cys Gly Phe Thr Ser Val Ser Tyr Gln  
            260                 265                 270          65 

 
 
Gln Gly Val Leu Ser Ala Thr Ile Leu Tyr Glu Ile Leu Leu Gly Lys  
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        275                 280                 285              
 
 
Ala Thr Leu Tyr Ala Val Leu Val Ser Ala Leu Val Leu Met Ala Met  
    290                 295                 300                  5 

 
 
Val Lys Arg Lys Asp Phe  
305                 310  
 10 

 
<210>  5 
<211>  780 
<212>  ADN 
<213>  humana 15 

 
<400>  5 
atggcccaga cagtcactca gtctcaacca gagatgtctg tgcaggaggc agagactgtg       60 
 
accctgagtt gcacatatga caccagtgag aataattatt atttgttctg gtacaagcag      120 20 

 
cctcccagca ggcagatgat tctcgttatt cgccaagaag cttataagca acagaatgca      180 
 
acggagaatc gtttctctgt gaacttccag aaagcagcca aatccttcag tctcaagatc      240 
 25 

tcagactcac agctggggga cactgcgatg tatttctgtg ctttctcgag agggagtgga      300 
 
ggtagcaact ataaactgac atttggaaaa ggaactctct taaccgtgaa tccaaatatc      360 
 
cagaaccctg accctgccgt gtaccagctg agagactcta aatccagtga caagtctgtc      420 30 

 
tgcctattca ccgattttga ttctcaaaca aatgtgtcac aaagtaagga ttctgatgtg      480 
 
tatatcacag acaaaactgt gctagacatg aggtctatgg acttcaagag caacagtgct      540 
 35 

gtggcctgga gcaacaaatc tgactttgca tgtgcaaacg ccttcaacaa cagcattatt      600 
 
ccagaagaca ccttcttccc cagcccagaa agttcctgtg atgtcaagct ggtcgagaaa      660 
 
agctttgaaa cagatacgaa cctaaacttt caaaacctgt cagtgattgg gttccgaatc      720 40 

 
ctcctcctga aagtggccgg gtttaatctg ctcatgacgc tgcggctgtg gtccagctga      780 
 
 
<210>  6 45 

<211>  942 
<212>  ADN 
<213>  humano 
 
<400>  6 50 

atgggcacca ggctcctctt ctgggtggcc ttctgtctcc tgggggcaga tcacacagga       60 
 
gctggagtct cccagtcccc cagtaacaag gtcacagaga agggaaagga tgtagagctc      120 
 
aggtgtgatc caatttcagg tcatactgcc ctttactggt accgacagag cctggggcag      180 55 

 
ggcctggagt ttttaattta cttccaaggc aacagtgcac cagacaaatc agggctgccc      240 
 
agtgatcgct tctctgcaga gaggactggg ggatccgtct ccactctgac gatccagcgc      300 
 60 

acacagcagg aggactcggc cgtgtatctc tgtgccagca gcttagtccc cgacagtgcc      360 
 
tacgagcagt acttcgggcc gggcaccagg ctcacggtca cagaggacct gaaaaacgtg      420 
 
ttcccacccg aggtcgctgt gtttgagcca tcagaagcag agatctccca cacccaaaag      480 65 

 
gccacactgg tatgcctggc cacaggcttc taccccgacc acgtggagct gagctggtgg      540 
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gtgaatggga aggaggtgca cagtggggtc agcacggacc cgcagcccct caaggagcag      600 
 
cccgccctca atgactccag atactgcctg agcagccgcc tgagggtctc ggccaccttc      660 
 
tggcagaacc cccgcaacca cttccgctgt caagtccagt tctacgggct ctcggagaat      720 5 

 
gacgagtgga cccaggatag ggccaaacct gtcacccaga tcgtcagcgc cgaggcctgg      780 
 
ggtagagcag actgtggctt cacctccgag tcttaccagc aaggggtcct gtctgccacc      840 
 10 

atcctctatg agatcttgct agggaaggcc accttgtatg ccgtgctggt cagtgccctc      900 
 
gtgctgatgg ccatggtcaa gagaaaggat tccagaggct ag                         942 
 
 15 

<210>  7 
<211>  259 
<212>  PRT 
<213>  humana 
 20 

<400>  7 
 
Met Ala Gln Thr Val Thr Gln Ser Gln Pro Glu Met Ser Val Gln Glu  
1               5                   10                  15       
 25 

 
Ala Glu Thr Val Thr Leu Ser Cys Thr Tyr Asp Thr Ser Glu Asn Asn  
            20                  25                  30           
 
 30 

Tyr Tyr Leu Phe Trp Tyr Lys Gln Pro Pro Ser Arg Gln Met Ile Leu  
        35                  40                  45               
 
 
Val Ile Arg Gln Glu Ala Tyr Lys Gln Gln Asn Ala Thr Glu Asn Arg  35 

    50                  55                  60                   
 
 
Phe Ser Val Asn Phe Gln Lys Ala Ala Lys Ser Phe Ser Leu Lys Ile  
65                  70                  75                  80   40 

 
 
Ser Asp Ser Gln Leu Gly Asp Thr Ala Met Tyr Phe Cys Ala Phe Ser  
                85                  90                  95       
 45 

 
Arg Gly Ser Gly Gly Ser Asn Tyr Lys Leu Thr Phe Gly Lys Gly Thr  
            100                 105                 110          
 
 50 

Leu Leu Thr Val Asn Pro Asn Ile Gln Asn Pro Asp Pro Ala Val Tyr  
        115                 120                 125              
 
 
Gln Leu Arg Asp Ser Lys Ser Ser Asp Lys Ser Val Cys Leu Phe Thr  55 

    130                 135                 140                  
 
 
Asp Phe Asp Ser Gln Thr Asn Val Ser Gln Ser Lys Asp Ser Asp Val  
145                 150                 155                 160  60 

 
 
Tyr Ile Thr Asp Lys Thr Val Leu Asp Met Arg Ser Met Asp Phe Lys  
                165                 170                 175      
 65 

 
Ser Asn Ser Ala Val Ala Trp Ser Asn Lys Ser Asp Phe Ala Cys Ala  
            180                 185                 190          
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Asn Ala Phe Asn Asn Ser Ile Ile Pro Glu Asp Thr Phe Phe Pro Ser  
        195                 200                 205              
 5 

 
Pro Glu Ser Ser Cys Asp Val Lys Leu Val Glu Lys Ser Phe Glu Thr  
    210                 215                 220                  
 
 10 

Asp Thr Asn Leu Asn Phe Gln Asn Leu Ser Val Ile Gly Phe Arg Ile  
225                 230                 235                 240  
 
 
Leu Leu Leu Lys Val Ala Gly Phe Asn Leu Leu Met Thr Leu Arg Leu  15 

                245                 250                 255      
 
 
Trp Ser Ser  
             20 

 
 
<210>  8 
<211>  313 
<212>  PRT 25 

<213>  humana 
 
<400>  8 
 
Met Gly Thr Arg Leu Leu Phe Trp Val Ala Phe Cys Leu Leu Gly Ala  30 

1               5                   10                  15       
 
 
Asp His Thr Gly Ala Gly Val Ser Gln Ser Pro Ser Asn Lys Val Thr  
            20                  25                  30           35 

 
 
Glu Lys Gly Lys Asp Val Glu Leu Arg Cys Asp Pro Ile Ser Gly His  
        35                  40                  45               
 40 

 
Thr Ala Leu Tyr Trp Tyr Arg Gln Ser Leu Gly Gln Gly Leu Glu Phe  
    50                  55                  60                   
 
 45 

Leu Ile Tyr Phe Gln Gly Asn Ser Ala Pro Asp Lys Ser Gly Leu Pro  
65                  70                  75                  80   
 
 
Ser Asp Arg Phe Ser Ala Glu Arg Thr Gly Gly Ser Val Ser Thr Leu  50 

                85                  90                  95       
 
 
Thr Ile Gln Arg Thr Gln Gln Glu Asp Ser Ala Val Tyr Leu Cys Ala  
            100                 105                 110          55 

 
 
Ser Ser Leu Val Pro Asp Ser Ala Tyr Glu Gln Tyr Phe Gly Pro Gly  
        115                 120                 125              
 60 

 
Thr Arg Leu Thr Val Thr Glu Asp Leu Lys Asn Val Phe Pro Pro Glu  
    130                 135                 140                  
 
 65 

Val Ala Val Phe Glu Pro Ser Glu Ala Glu Ile Ser His Thr Gln Lys  
145                 150                 155                 160  
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Ala Thr Leu Val Cys Leu Ala Thr Gly Phe Tyr Pro Asp His Val Glu  
                165                 170                 175      
 
 5 

Leu Ser Trp Trp Val Asn Gly Lys Glu Val His Ser Gly Val Ser Thr  
            180                 185                 190          
 
 
Asp Pro Gln Pro Leu Lys Glu Gln Pro Ala Leu Asn Asp Ser Arg Tyr  10 

        195                 200                 205              
 
 
Cys Leu Ser Ser Arg Leu Arg Val Ser Ala Thr Phe Trp Gln Asn Pro  
    210                 215                 220                  15 

 
 
Arg Asn His Phe Arg Cys Gln Val Gln Phe Tyr Gly Leu Ser Glu Asn  
225                 230                 235                 240  
 20 

 
Asp Glu Trp Thr Gln Asp Arg Ala Lys Pro Val Thr Gln Ile Val Ser  
                245                 250                 255      
 
 25 

Ala Glu Ala Trp Gly Arg Ala Asp Cys Gly Phe Thr Ser Glu Ser Tyr  
            260                 265                 270          
 
 
Gln Gln Gly Val Leu Ser Ala Thr Ile Leu Tyr Glu Ile Leu Leu Gly  30 

        275                 280                 285              
 
 
Lys Ala Thr Leu Tyr Ala Val Leu Val Ser Ala Leu Val Leu Met Ala  
    290                 295                 300                  35 

 
 
Met Val Lys Arg Lys Asp Ser Arg Gly  
305                 310              
 40 

 
<210>  9 
<211>  828 
<212>  ADN 
<213>  humano 45 

 
<400>  9 
atgctcctgc tgctcgtccc agtgctcgag gtgattttta ccctgggagg aaccagagcc       60 
 
cagtcggtga cccagcttgg cagccacgtc tctgtctctg agggagccct ggttctgctg      120 50 

 
aggtgcaact actcatcgtc tgttccacca tatctcttct ggtatgtgca ataccccaac      180 
 
caaggactcc agcttctcct gaagcacaca acaggggcca ccctggttaa aggcatcaac      240 
 55 

ggttttgagg ctgaatttaa gaagagtgaa acctccttcc acctgacgaa accctcagcc      300 
 
catatgagcg acgcggctga gtacttctgt gctgtgagtg attctagggc tgcaggcaac      360 
 
aagctaactt ttggaggagg aaccagggtg ctagttaaac caaatatcca gaaccctgac      420 60 

 
cctgccgtgt accagctgag agactctaaa tccagtgaca agtctgtctg cctattcacc      480 
 
gattttgatt ctcaaacaaa tgtgtcacaa agtaaggatt ctgatgtgta tatcacagac      540 
 65 

aaaactgtgc tagacatgag gtctatggac ttcaagagca acagtgctgt ggcctggagc      600 
 
aacaaatctg actttgcatg tgcaaacgcc ttcaacaaca gcattattcc agaagacacc      660 
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ttcttcccca gcccagaaag ttcctgtgat gtcaagctgg tcgagaaaag ctttgaaaca      720 
 
gatacgaacc taaactttca aaacctgtca gtgattgggt tccgaatcct cctcctgaaa      780 
 5 

gtggccgggt ttaatctgct catgacgctg cggctgtggt ccagctga                   828 
 
 
<210>  10 
<211>  936 10 

<212>  ADN 
<213>  humano 
 
<400>  10 
atgggaatca ggctcctctg tcgtgtggcc ttttgtttcc tggctgtagg cctcgtagat       60 15 

 
gtgaaagtaa cccagagctc gagatatcta gtcaaaagga cgggagagaa agtttttctg      120 
 
gaatgtgtcc aggatatgga ccatgaaaat atgttctggt atcgacaaga cccaggtctg      180 
 20 

gggctacggc tgatctattt ctcatatgat gttaaaatga aagaaaaagg agatattcct      240 
 
gaggggtaca gtgtctctag agagaagaag gagcgcttct ccctgattct ggagtccgcc      300 
 
agcaccaacc agacatctat gtacctctgt gccagcagat tccccgggac agcctataat      360 25 

 
tcacccctcc actttgggaa tgggaccagg ctcactgtga cagaggacct gaacaaggtg      420 
 
ttcccacccg aggtcgctgt gtttgagcca tcagaagcag agatctccca cacccaaaag      480 
 30 

gccacactgg tgtgcctggc cacaggcttc ttccctgacc acgtggagct gagctggtgg      540 
 
gtgaatggga aggaggtgca cagtggggtc agcacggacc cgcagcccct caaggagcag      600 
 
cccgccctca atgactccag atactgcctg agcagccgcc tgagggtctc ggccaccttc      660 35 

 
tggcagaacc cccgcaacca cttccgctgt caagtccagt tctacgggct ctcggagaat      720 
 
gacgagtgga cccaggatag ggccaaaccc gtcacccaga tcgtcagcgc cgaggcctgg      780 
 40 

ggtagagcag actgtggctt tacctcggtg tcctaccagc aaggggtcct gtctgccacc      840 
 
atcctctatg agatcctgct agggaaggcc accctgtatg ctgtgctggt cagcgccctt      900 
 
gtgttgatgg ccatggtcaa gagaaaggat ttctga                                936 45 

 
 
<210>  11 
<211>  275 
<212>  PRT 50 

<213>  humana 
 
<400>  11 
 
Met Leu Leu Leu Leu Val Pro Val Leu Glu Val Ile Phe Thr Leu Gly  55 

1               5                   10                  15       
 
 
Gly Thr Arg Ala Gln Ser Val Thr Gln Leu Gly Ser His Val Ser Val  
            20                  25                  30           60 

 
 
Ser Glu Gly Ala Leu Val Leu Leu Arg Cys Asn Tyr Ser Ser Ser Val  
        35                  40                  45               
 65 

 
Pro Pro Tyr Leu Phe Trp Tyr Val Gln Tyr Pro Asn Gln Gly Leu Gln  
    50                  55                  60                   
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Leu Leu Leu Lys His Thr Thr Gly Ala Thr Leu Val Lys Gly Ile Asn  
65                  70                  75                  80   
 5 

 
Gly Phe Glu Ala Glu Phe Lys Lys Ser Glu Thr Ser Phe His Leu Thr  
                85                  90                  95       
 
 10 

Lys Pro Ser Ala His Met Ser Asp Ala Ala Glu Tyr Phe Cys Ala Val  
            100                 105                 110          
 
 
Ser Asp Ser Arg Ala Ala Gly Asn Lys Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr  15 

        115                 120                 125              
 
 
Arg Val Leu Val Lys Pro Asn Ile Gln Asn Pro Asp Pro Ala Val Tyr  
    130                 135                 140                  20 

 
 
Gln Leu Arg Asp Ser Lys Ser Ser Asp Lys Ser Val Cys Leu Phe Thr  
145                 150                 155                 160  
 25 

 
Asp Phe Asp Ser Gln Thr Asn Val Ser Gln Ser Lys Asp Ser Asp Val  
                165                 170                 175      
 
 30 

Tyr Ile Thr Asp Lys Thr Val Leu Asp Met Arg Ser Met Asp Phe Lys  
            180                 185                 190          
 
 
Ser Asn Ser Ala Val Ala Trp Ser Asn Lys Ser Asp Phe Ala Cys Ala  35 

        195                 200                 205              
 
 
Asn Ala Phe Asn Asn Ser Ile Ile Pro Glu Asp Thr Phe Phe Pro Ser  
    210                 215                 220                  40 

 
 
Pro Glu Ser Ser Cys Asp Val Lys Leu Val Glu Lys Ser Phe Glu Thr  
225                 230                 235                 240  
 45 

 
Asp Thr Asn Leu Asn Phe Gln Asn Leu Ser Val Ile Gly Phe Arg Ile  
                245                 250                 255      
 
 50 

Leu Leu Leu Lys Val Ala Gly Phe Asn Leu Leu Met Thr Leu Arg Leu  
            260                 265                 270          
 
 
Trp Ser Ser  55 

        275  
 
 
<210>  12 
<211>  311 60 

<212>  PRT 
<213>  humana 
 
<400>  12 
 65 

Met Gly Ile Arg Leu Leu Cys Arg Val Ala Phe Cys Phe Leu Ala Val  
1               5                   10                  15       
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Gly Leu Val Asp Val Lys Val Thr Gln Ser Ser Arg Tyr Leu Val Lys  
            20                  25                  30           
 
 5 

Arg Thr Gly Glu Lys Val Phe Leu Glu Cys Val Gln Asp Met Asp His  
        35                  40                  45               
 
 
Glu Asn Met Phe Trp Tyr Arg Gln Asp Pro Gly Leu Gly Leu Arg Leu  10 

    50                  55                  60                   
 
 
Ile Tyr Phe Ser Tyr Asp Val Lys Met Lys Glu Lys Gly Asp Ile Pro  
65                  70                  75                  80   15 

 
 
Glu Gly Tyr Ser Val Ser Arg Glu Lys Lys Glu Arg Phe Ser Leu Ile  
                85                  90                  95       
 20 

 
Leu Glu Ser Ala Ser Thr Asn Gln Thr Ser Met Tyr Leu Cys Ala Ser  
            100                 105                 110          
 
 25 

Arg Phe Pro Gly Thr Ala Tyr Asn Ser Pro Leu His Phe Gly Asn Gly  
        115                 120                 125              
 
 
Thr Arg Leu Thr Val Thr Glu Asp Leu Asn Lys Val Phe Pro Pro Glu  30 

    130                 135                 140                  
 
 
Val Ala Val Phe Glu Pro Ser Glu Ala Glu Ile Ser His Thr Gln Lys  
145                 150                 155                 160  35 

 
 
Ala Thr Leu Val Cys Leu Ala Thr Gly Phe Phe Pro Asp His Val Glu  
                165                 170                 175      
 40 

 
Leu Ser Trp Trp Val Asn Gly Lys Glu Val His Ser Gly Val Ser Thr  
            180                 185                 190          
 
 45 

Asp Pro Gln Pro Leu Lys Glu Gln Pro Ala Leu Asn Asp Ser Arg Tyr  
        195                 200                 205              
 
 
Cys Leu Ser Ser Arg Leu Arg Val Ser Ala Thr Phe Trp Gln Asn Pro  50 

    210                 215                 220                  
 
 
Arg Asn His Phe Arg Cys Gln Val Gln Phe Tyr Gly Leu Ser Glu Asn  
225                 230                 235                 240  55 

 
 
Asp Glu Trp Thr Gln Asp Arg Ala Lys Pro Val Thr Gln Ile Val Ser  
                245                 250                 255      
 60 

 
Ala Glu Ala Trp Gly Arg Ala Asp Cys Gly Phe Thr Ser Val Ser Tyr  
            260                 265                 270          
 
 65 

Gln Gln Gly Val Leu Ser Ala Thr Ile Leu Tyr Glu Ile Leu Leu Gly  
        275                 280                 285              
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Lys Ala Thr Leu Tyr Ala Val Leu Val Ser Ala Leu Val Leu Met Ala  
    290                 295                 300                  
 
 5 

Met Val Lys Arg Lys Asp Phe  
305                 310      
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REIVINDICACIONES 
 
1. Célula T humana modificada que comprende un polinucleótido recombinante que codifica un receptor de células T 
(TCR), en la que la célula T es capaz de reconocimiento directo de una célula de cáncer que expresa un antígeno NY-
ESO-1, en la que el reconocimiento directo de la célula de cáncer comprende la unión del TCR restringida por el 5 

antígeno leucocitario humano (HLA) de clase II al antígeno NY-ESO-1 expresado por la célula de cáncer; y en la que 
el polinucleótido recombinante codifica una cadena alfa del TCR que tiene la secuencia de SEQ ID NO: 3 y una cadena 
beta del TCR tiene la secuencia de SEQ ID NO: 4, o una cadena alfa del TCR que tiene la secuencia de SEQ ID NO: 
11 y una cadena beta del TCR tiene la secuencia de SEQ ID NO: 12. 
 10 

2. Célula modificada, según la reivindicación 1, en la que la secuencia que codifica la cadena alfa y/o la cadena beta 
no comprende intrones. 
 
3. Células T humanas modificadas para su uso en un procedimiento para la profilaxis y/o terapia de un individuo 
diagnosticado con, que se sospecha que tiene o está en riesgo de desarrollar o recurrencia de un cáncer, en las que 15 

el cáncer comprende células de cáncer que expresan el antígeno NY-ESO-1, en las que las células T humanas 
modificadas comprenden un polinucleótido recombinante que codifica un receptor de células T (TCR), en las que las 
células T son capaces de reconocimiento directo de las células de cáncer que expresan el antígeno NY-ESO-1, en las 
que el reconocimiento directo de las células de cáncer comprende la unión del TCR restringida por el antígeno 
leucocitario humano (HLA) de clase II al antígeno NY-ESO-1 expresado por las células de cáncer; y en las que el 20 

polinucleótido recombinante codifica una cadena alfa del TCR que tiene la secuencia de SEQ ID NO: 3 y una cadena 
beta del TCR que tiene la secuencia de SEQ ID NO: 4, o una cadena alfa del TCR que tiene la secuencia de SEQ ID 
NO: 11 y una cadena beta del TCR que tiene la secuencia de SEQ ID NO: 12. 
 
4. Células T humanas modificadas para su uso, según la reivindicación 3, en las que las células T humanas 25 

modificadas son células T CD4+. 
 
5. Células T humanas modificadas para su uso, según la reivindicación 4, en las que las células de cáncer se 
seleccionan de células de cáncer de vejiga, células de cáncer de cerebro, células de cáncer de mama, células de 
cáncer gástrico, células de cáncer de esófago, células de cáncer de cabeza y cuello, células de cáncer hepatobiliar, 30 

células de cáncer de riñón, células de cáncer de ovario, células de cáncer de pulmón de células no pequeñas, mieloma, 
células de cáncer de próstata, células de sarcoma, células de cáncer de testículo, células de melanoma o 
combinaciones de los mismos. 
 
6. Células T humanas modificadas para su uso, según la reivindicación 4, en las que el procedimiento comprende 35 

extraer células T CD4+ del individuo antes de la administración de las células T humanas modificadas, y modificar las 
células T CD4+ mediante la introducción en las células T CD4+ del polinucleótido que codifica el TCR recombinante. 
 
7. Vector de expresión que codifica un receptor de células T (TCR), en el que el TCR comprende una cadena alfa que 
tiene la secuencia de SEQ ID NO: 3 y una cadena beta que tiene la secuencia de SEQ ID NO: 4, o una cadena alfa 40 

que tiene la secuencia de SEQ ID NO: 11 y una cadena beta que tiene la secuencia de SEQ ID NO: 12. 
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