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DESCRIPCIÓN 
 

Terapia génica combinada del receptor de linfocitos T para el cáncer contra epítopos restringidos a MHC I y II del 
antígeno tumoral NY-ESO-1 
 5 
[0001] La presente invención se refiere al campo de la inmunoterapia, en particular la terapia de linfocitos T 
adoptivos o la terapia génica con receptor de linfocitos T (TCR) del cáncer. La invención proporciona un ácido nucleico 
que codifica al menos una construcción de cadena alfa del receptor de linfocitos T y/o una construcción de cadena 
beta de TCR de construcciones de TCR específicas capaces de unirse específica a epítopos específicos de NY-ESO-
1 (también designados CTAG-1) en complejo con un MHC humano, HLA-DR4 o HLA-A2, en el que la construcción de 10 
cadena alfa de TCR y/o la construcción de cadena beta de TCR comprenden CDR1, CRD2 y CDR3 específicas. La 
invención proporciona dichas construcciones de TCR restringidas a un epítopo de NY-ESO-1 que consiste en la SEQ 
ID NO: 103 presentado en HLA-A2, y construcciones de TCR restringidas a un epítopo de NY-ESO-1 que consiste en 
la SEQ ID NO: 21 presentado en moléculas DLA-DR4 y, por lo tanto, permite una terapia combinada con linfocitos T 
adoptivos tanto con linfocitos T CD4+ recombinantes como linfocitos T CD8+ recombinantes. La invención también 15 
proporciona construcciones de cadena alfa del receptor de linfocitos T correspondientes y/o construcciones de cadena 
beta de TCR de las construcciones específicas de TCR y células huésped, así como el uso médico de dichas 
construcciones de TCR, en particular, en el diagnóstico, prevención y/o tratamiento de una enfermedad proliferativa o 
viral, en la que, preferiblemente, ambas construcciones de TCR restringidas a las moléculas MHC I y MHC II se 
proporcionan en un kit. 20 
 
[0002] A pesar de los notables avances tecnológicos en el diagnóstico y las opciones de tratamiento disponibles 
para los pacientes diagnosticados con cáncer, el pronóstico todavía sigue siendo malo y muchos pacientes no pueden 
curarse. La inmunoterapia promete un tratamiento potente, pero dirigido, para pacientes diagnosticados con diversos 
tumores, con el potencial de erradicar las células tumorales malignas sin dañar los tejidos normales. En teoría, los 25 
linfocitos T del sistema inmunitario son capaces de reconocer patrones de proteínas específicos para las células 
tumorales y mediar su destrucción a través de una diversidad de mecanismos efectores. Sin embargo, en la práctica, 
los linfocitos T de los pacientes suelen ser tolerantes a los antígenos tumorales. La terapia adoptiva con linfocitos T 
es un intento de aprovechar y amplificar la capacidad de erradicación de tumores de los propios linfocitos T de un 
paciente y después devolver estos linfocitos T al paciente en un estado tal que eliminen eficazmente el tumor residual, 30 
sin dañar el tejido sano. Aunque este enfoque no es nuevo en el campo de la inmunología tumoral, todavía hay muchos 
inconvenientes en el uso clínico de la terapia con linfocitos T adoptivos que afectan el uso completo de este enfoque 
en los tratamientos contra el cáncer. 
 
[0003] Un TCR es una proteína de superficie celular heterodimérica de la superfamilia de inmunoglobulina que 35 
está asociada con proteínas invariantes del complejo CD3 implicado en la transducción de señales mediadoras. Los 
TCR existen en formas αβ y γδ, que son estructuralmente similares, pero tienen ubicaciones anatómicas bastante 
distintas y probablemente funciones. Las cadenas alfa y beta de αβTCR heterodimérico nativo son proteínas 
transmembrana, que comprenden cada una dos dominios extracelulares, un dominio constante proximal a la 
membrana y un dominio variable distal a la membrana. Cada uno de los dominios constante y variable incluye un 40 
enlace disulfuro intracatenario. Los dominios variables contienen los bucles altamente polimórficos análogos a las 
regiones determinantes de complementariedad (CDR) de los anticuerpos. 
 
[0004] La región variable de cada cadena TCR comprende segmentos variables y de unión, y en el caso de la 
cadena beta, también un segmento de diversidad. Cada región variable comprende tres CDR (regiones determinantes 45 
de la complementariedad) integradas en una secuencia marco, una de las cuales es la región hipervariable 
denominada CDR3. Existen varios tipos de regiones variables de cadena alfa (Vα) y varios tipos de regiones variables 
de cadena beta (Vβ) que se distinguen por su marco, las secuencias CDR1 y CDR2, y por una secuencia CDR3 
parcialmente definida. Los números únicos de TRAV o TRBV se dan a Vα o Vβ mediante la nomenclatura IMGT. La 
especificidad del receptor de linfocitos T está determinada principalmente por las regiones CDR3. 50 
 
[0005] El uso de la terapia génica TCR supera una serie de problemas actuales. Permite equipar a los propios 
linfocitos T de los pacientes con las especificidades deseadas y la generación de un número suficiente de linfocitos T 
en un corto periodo de tiempo, evitando su agotamiento. El TCR puede transducirse a linfocitos T de memoria central 
o linfocitos T con características de células madre, lo que puede garantizar una mejor persistencia y función tras la 55 
transferencia. Los linfocitos T con ingeniería de TCR se pueden infundir en pacientes con cáncer que se vuelven 
linfopénicos mediante quimioterapia o irradiación, lo que permite un injerto eficiente, pero inhibe la supresión 
inmunitaria.  
 
[0006] El mayor obstáculo para superar la terapia génica sigue siendo la identificación de antígenos que pueden 60 
ser dirigidos para destruir el cáncer sin causar toxicidad desfavorable a los tejidos normales (Restifo et al, 2012, Nature 
Reviews 12, 269-281). Los antígenos de cáncer de testículo se expresan normalmente por las células de la línea 
germinal en los testículos y los ovarios fetales, pero también se expresan por muchos tipos de tumores. Los antígenos 
de cáncer de testículo se encuentran entre los objetivos más atractivos debido a su expresión compartida entre muchos 
tipos de tumores y su falta de expresión en tejidos normales. El aumento de linfocitos T específicos contra este grupo 65 
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de antígenos presenta una buena oportunidad en la terapia contra el cáncer. 
 
[0007] Las proteínas NY-ESO constituyen una subfamilia de antígenos de cáncer de testículo que se expresan 
principalmente, pero no exclusivamente, en la línea germinal. Sin embargo, también se expresan en diversos cánceres 
humanos, por ejemplo, melanomas, carcinomas de pulmón, sarcoma sinovial y cánceres de cabeza y cuello, esófago 5 
y vejiga, donde están asociados con, y pueden conducir a, neoplasia. Esta expresión específica de los antígenos NY-
ESO-1 en tumores y no el tejido sano circundante normal hace que esta familia de antígenos sea muy interesante para 
la transferencia dirigida de linfocitos T adoptivos. Un informe reciente dirigido a NY-ESO-1 utilizando linfocitos T 
autólogos con TCR genéticamente modificados mostró evidencia de respuestas clínicas objetivas en el 47 % de los 
pacientes con melanoma metastásico y en el 80 % de los pacientes con sarcoma sinovial metastásico, todos los cuales 10 
fueron pretratados con terapias estándar. No se observó toxicidad contra el tejido normal (Robbins et al., 2011, J. Clin. 
Oncol. 29, 917-924). 
 
[0008] Hasta ahora, se han identificado TCR específicos para epítopos restringidos a MHC I de NY-ESO-1 
derivados de pacientes humanos o ratones transgénicos (Robbins et al., 2011, J. Clin. Oncol. 29, 917-924; Linnemann 15 
et al., 2013, Nature Med. 19, 1534-1541, documento WO 2013/177247 A1); y se ha divulgado un TCR específico para 
un epítopo restringido a MHC II (HLA-DP4) de NY-ESO-1 derivado de un paciente humano (Zhao et al., 2006, J 
Immunother. 29(4):398-406). El documento WO 2013/55393 indica epítopos de NY-ESO-1 que pueden estar presentes 
en MDC II humana, entre ellos un epítopo que consiste en la SEQ ID NO: 21, pero no TCR específico para este 
complejo de epítopo/MHC. 20 
 
[0009] Sin embargo, se desea una mayor eficacia de la terapia. Los inconvenientes en el estado de la técnica 
pueden relacionarse con una afinidad insatisfactoria de los TCR por la terapia génica, o con la eficacia insatisfactoria 
de los linfocitos T en el huésped. Por ejemplo, Schietinger et al. (2010, J. Exp. Med. 207, 2469-2477) y Bos et al. 
(2010, cancer Res. 70(21), 8368-8377) describen que, en el modelo murino, las células CD8+ en solitario a menudo 25 
son insuficientes para erradicar tumores, pero que puede requerirse la cooperación de los linfocitos T CD4+ y CD8+. 
 
[0010] En vista de los inconvenientes descritos anteriormente, los presentes inventores abordaron el problema 
de proporcionar nuevas construcciones de TCR capaces de unirse específicamente a antígenos tumorales tales como 
NY-ESO-1, en particular, construcciones de TCR que reconocen epítopos de dichos antígenos en complejo con MHC 30 
II humano o MHC I humano, respectivamente. Este problema se resuelve con la materia objeto de las reivindicaciones. 
 
[0011] Los inventores encontraron sorprendentemente que las construcciones de TCR dirigidas a epítopos de 
antígenos tumorales como NY-ESO-1 que se derivan de ratones son superiores a las construcciones de TCR 
derivadas de pacientes humanos con respecto a su afinidad y/o características funcionales, por ejemplo, producción 35 
de IFN-gama en respuesta a la estimulación con el complejo de péptido/MHC respectivo. 
 
[0012] En particular, la presente invención proporciona un ácido nucleico que codifica al menos una 
construcción de cadena alfa del receptor de linfocitos T (TCR) y/o una construcción de cadena beta de TCR de una 
construcción de TCR capaz de unirse específicamente a un epítopo de NY-ESO-1 que consiste en la SEQ ID:21 en 40 
complejo con HLA-DR4, 

 
en el que la construcción de cadena alfa de TCR comprende una región determinante de complementariedad 
(CDR) CDR1 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 46-51 de SEQ ID NO: 23, una CDR2 
que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 69-74 de SEQ ID NO: 23 y una CDR3 que tiene una 45 
secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 109-123 de SEQ ID NO: 23 y/o la cadena beta de TCR comprende 
una CDR1 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 46-50 de SEQ ID NO: 59, una CDR2 que 
tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 68-73 de SEQ ID NO: 59 y una CDR3 que tiene una 
secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 111-125 de SEQ ID NO: 59, o 
 50 
en el que la construcción de cadena alfa de TCR comprende una CDR1 que tiene una secuencia de aminoácidos 
de los aminoácidos 49-54 de SEQ ID NO: 22, una CDR2 que tiene una secuencia de aminoácidos de los 
aminoácidos 72-76 de SEQ ID NO: 22 y una CDR3 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 
111-123 de SEQ ID NO: 22 y/o la cadena beta de TCR comprende una CDR1 que tiene una secuencia de 
aminoácidos de los aminoácidos 46-50 de SEQ ID NO: 58, una CDR2 que tiene una secuencia de aminoácidos de 55 
los aminoácidos 68-73 de SEQ ID NO: 58 y una CDR3 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 
111-123 de SEQ ID NO: 58, o 
 
en el que la construcción de cadena alfa de TCR comprende una CDR1 que tiene una secuencia de aminoácidos 
de los aminoácidos 46-51 de SEQ ID NO: 24, una CDR2 que tiene una secuencia de aminoácidos de los 60 
aminoácidos 69-75 de SEQ ID NO: 24 y una CDR3 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 
110-122 de SEQ ID NO: 24 y/o la cadena beta de TCR comprende una CDR1 que tiene una secuencia de 
aminoácidos de los aminoácidos 46-50 de SEQ ID NO: 60, una CDR2 que tiene una secuencia de aminoácidos de 
los aminoácidos 68-73 de SEQ ID NO: 60 y una CDR3 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 
111-124 de SEQ ID NO: 60, o 65 
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en el que la construcción de cadena alfa de TCR comprende una CDR1 que tiene una secuencia de aminoácidos 
de los aminoácidos 46-51 de SEQ ID NO: 25, una CDR2 que tiene una secuencia de aminoácidos de los 
aminoácidos 69-75 de SEQ ID NO: 25 y una CDR3 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 
110-123 de SEQ ID NO: 25 y/o la cadena beta de TCR comprende una CDR1 que tiene una secuencia de 
aminoácidos de los aminoácidos 46-50 de SEQ ID NO: 61, una CDR2 que tiene una secuencia de aminoácidos de 5 
los aminoácidos 68-73 de SEQ ID NO: 61 y una CDR3 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 
111-125 de SEQ ID NO: 61, o 
 
en el que la construcción de cadena alfa de TCR comprende una CDR1 que tiene una secuencia de aminoácidos 
de los aminoácidos 45-49 de SEQ ID NO: 26, una CDR2 que tiene una secuencia de aminoácidos de los 10 
aminoácidos 67-72 de SEQ ID NO: 26 y una CDR3 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 
107-122 de SEQ ID NO: 26 y/o la cadena beta de TCR comprende una CDR1 que tiene una secuencia de 
aminoácidos de los aminoácidos 46-50 de SEQ ID NO: 62, una CDR2 que tiene una secuencia de aminoácidos de 
los aminoácidos 68-73 de SEQ ID NO: 62 y una CDR3 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 
111-122 de SEQ ID NO: 62, o 15 
 
en el que la construcción de cadena alfa de TCR comprende una CDR1 que tiene una secuencia de aminoácidos 
de los aminoácidos 49-53 de SEQ ID NO: 27, una CDR2 que tiene una secuencia de aminoácidos de los 
aminoácidos 71-74 de SEQ ID NO: 27 y una CDR3 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 
109-121 de SEQ ID NO: 27 y/o la cadena beta de TCR comprende una CDR1 que tiene una secuencia de 20 
aminoácidos de los aminoácidos 46-50 de SEQ ID NO: 63, una CDR2 que tiene una secuencia de aminoácidos de 
los aminoácidos 68-73 de SEQ ID NO: 63 y una CDR3 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 
111-121 de SEQ ID NO: 63, o 
 
en el que la construcción de cadena alfa de TCR comprende una CDR1 que tiene una secuencia de aminoácidos 25 
de los aminoácidos 49-53 de SEQ ID NO: 28, una CDR2 que tiene una secuencia de aminoácidos de los 
aminoácidos 71-74 de SEQ ID NO: 28 y una CDR3 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 
109-121 de SEQ ID NO: 28 y/o la cadena beta de TCR comprende una CDR1 que tiene una secuencia de 
aminoácidos de los aminoácidos 46-50 de SEQ ID NO: 64, una CDR2 que tiene una secuencia de aminoácidos de 
los aminoácidos 68-73 de SEQ ID NO: 64 y una CDR3 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 30 
111-121 de SEQ ID NO: 64, o 
 
en el que la construcción de cadena alfa de TCR comprende una CDR1 que tiene una secuencia de aminoácidos 
de los aminoácidos 49-53 de SEQ ID NO: 29, una CDR2 que tiene una secuencia de aminoácidos de los 
aminoácidos 71-74 de SEQ ID NO: 29 y una CDR3 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 35 
109-121 de SEQ ID NO: 29 y/o la cadena beta de TCR comprende una CDR1 que tiene una secuencia de 
aminoácidos de los aminoácidos 46-50 de SEQ ID NO: 65, una CDR2 que tiene una secuencia de aminoácidos de 
los aminoácidos 68-73 de SEQ ID NO: 65 y una CDR3 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 
111-121 de SEQ ID NO: 65, o 
 40 
en el que la construcción de cadena alfa de TCR comprende una CDR1 que tiene una secuencia de aminoácidos 
de los aminoácidos 47-52 de SEQ ID NO: 30, una CDR2 que tiene una secuencia de aminoácidos de los 
aminoácidos 70-75 de SEQ ID NO: 30 y una CDR3 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 
110-122 de SEQ ID NO: 30 y/o la cadena beta de TCR comprende una CDR1 que tiene una secuencia de 
aminoácidos de los aminoácidos 46-50 de SEQ ID NO: 66, una CDR2 que tiene una secuencia de aminoácidos de 45 
los aminoácidos 68-73 de SEQ ID NO: 66 y una CDR3 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 
111-126 de SEQ ID NO: 66. 

 
[0013] La invención proporciona además un ácido nucleico que codifica al menos una construcción de cadena 
alfa del receptor de linfocitos T (TCR) y/o una construcción de cadena beta de TCR de una construcción de TCR capaz 50 
de unirse específicamente al epítopo que consiste en la SEQ ID:103 en complejo con HLA-A2, en el que la construcción 
de cadena alfa de TCR comprende una CDR1 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 48-52 de 
SEQ ID NO: 104, una CDR2 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 70-75 de SEQ ID NO: 104 
y una CDR3 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 110-122 de SEQ ID NO: 104 y/o la cadena 
beta de TCR comprende una CDR1 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 46-50 de SEQ ID 55 
NO: 108, una CDR2 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 68-73 de SEQ ID NO: 108 y una 
CDR3 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 111-124 de SEQ ID NO: 108. 
 
[0014] En el contexto de la presente invención, se entiende que "un/a" significa "uno/a o más", a menos que se 
indique expresamente lo contrario. Por consiguiente, por ejemplo, si la construcción de TCR de la invención contiene 60 
construcciones tanto de cadena alfa como beta, como se prefiere a lo largo de la invención, puede estar codificada 
por uno o dos ácidos nucleicos. Las construcciones de cadena alfa y beta juntas son capaces de unirse 
específicamente a un epítopo de NY-ESO-1 en complejo con el MHC humano. Como productos intermedios, las 
construcciones de cadena alfa y beta también son materia objeto de la invención por sí mismas.  
 65 
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[0015] Las SEQ ID NO: 1-20 corresponden a regiones CDR3 de TCR identificadas en la presente invención y 
mostradas en las Tablas 1 y 2 de esta solicitud. Las SEQ ID NO: 1-9 corresponden a regiones CDR3 de construcciones 
de cadena alfa de TCR de la invención capaces de reconocer el HLA-DRA/HLA-DRB1*0401 (HLA-DR4)-, es decir, el 
epítopo NY-ESO-1116-135 restringido a MHC II (LPVPGVLLKEFTVSGNILTI, SEQ ID NO: 21), las SEQ ID NO: 10-18 
corresponden a regiones CDR3 de construcciones de cadena beta de TCR de la invención capaces de reconocer el 5 
epítopo NY-ESO-1116-135 restringido a HLA-DR4. Estos son los primeros TCR aislados específicos para un epítopo 
restringido a HLA-DR4 de NY-ESO-1. Se derivaron de un ratón transgénico para los loci de TCR humanos y HLA-DR4 
humano. 
 
[0016] Las construcciones de cadena alfa y/o beta de TCR comprenden las regiones CDR1, CDR2 y CDR3 10 
que se muestran en la Tabla 3. Preferiblemente, las construcciones de cadena alfa y/o beta de TCR comprenden las 
regiones CDR3 y las regiones variables como se muestra en la Tabla 1. 
 
[0017] La construcción de cadena alfa de TCR puede comprender una región variable que comprende una 
secuencia que tiene al menos un 80 %, al menos un 90 % o un 100 % de identidad de secuencia con la SEQ ID 22-15 
30, que está codificada opcionalmente por un ácido nucleico que tiene una secuencia optimizada por codones 
seleccionada de SEQ ID 31-39. La construcción de cadena alfa de TCR comprende preferiblemente una secuencia 
que tiene al menos un 80 %, al menos un 90 % o un 100 % de identidad de secuencia con cualquiera de las SEQ ID 
NO: 40-48, y está codificada opcionalmente por un ácido nucleico optimizado por codones que tiene una secuencia 
de cualquiera de las SEQ ID NO: 49-57. 20 
 

Tabla 1 Lista de TCR restringidos a HLA-DR4 que reconocen NY-ESO-1116-135 aislado de ratones ABabDR4 

Receptores de linfocitos T restringidos a HLA-DR4 q ue reconocen NY-ESO-1 116-135 

 Cadena α del receptor de linfocitos T Cadena β del receptor de linfocitos T 

TCR3598 TRAV12-3 -CAMRQGGSEKLVF (SEQ ID NO: 
1)-TRAJ57 

TRBV2 -CASSGQGAGTQYF (SEQ ID NO: 
10)-TRBJ2-5 

TCR3598_2 TRAV9-2 -CALRDSGGGADGLTF (SEQ ID NO: 
2)-TRAJ45 

TRBV2 -CASSVMTGLNTEAFF (SEQ ID NO: 
11)-TRBJ1-1 

TCR5412 TRAV8-6 -CAVTLNRDDKIIF (SEQ ID NO: 
3)-TRAJ30 

TRBV7-9 -CASSLDRPYNEQFF (SEQ ID NO: 
12)-TRBJ2-1 

TCR5412_2 TRAV8-6 -CAVTRNSGNTPLVF (SEQ ID NO: 
4)-TRAJ29 

TRBV12-3 -CASSFLASVGYEQYF (SEQ ID NO: 
13)-TRBJ2-7 

TCR5412 3 TRAV35 -CAGQQNSGGSNYKLTF (SEQ ID NO: 
5)-TRAJ53 

TRBV18 -CASSPPLGEQYF (SEQ ID NO: 
14)-TRBJ2-7 

TCR3600 
TRAV41 -CAVPNSGNTPLVF (SEQ ID NO: 
6)-TRAJ29 

TRBV2 -CASSVIYEQYF (SEQ ID NO: 
15)-TRBJ2-7 

TCR5712 
TRAV41 -CAVPNSGNTPLVF (SEQ ID NO: 
7)-TRAJ29 

TRBV2 -CASSIIYEQYF (SEQ ID NO: 
16)-TRBJ2-7 

TCR5415 TRAV41 -CAVPNSGNTPLVF (SEQ ID NO: 
8)-TRAJ29 

TRBV2 -CASSVYYEQYF (SEQ ID NO: 
17)-TRBJ2-7 

TCR5713 TRAV5 -CAEANQAGTALIF (SEQ ID NO: 
9)-TRAJ15 

TRBV2 -CASSSGLAGVTGELFF (SEQ ID NO: 
18)-TRBJ2-2 

 
 
[0018] La construcción de cadena beta de TCR puede comprender una región variable que comprende una 25 
secuencia que tiene al menos un 80 %, al menos un 90 % o un 100 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 
58-66, que está codificada opcionalmente por un ácido nucleico optimizado por codones que tiene una secuencia 
seleccionada de SEQ ID NO: 67-75. La construcción de cadena beta de TCR comprende preferiblemente una 
secuencia que tiene al menos un 80 %, al menos un 90 % o un 100 % de identidad de secuencia con cualquiera de 
las SEQ ID NO: 76-84 y está codificada opcionalmente por un ácido nucleico optimizado por codones de cualquiera 30 
de las SEQ ID NO: 85-93. 
 
[0019] Las construcciones definidas por una determinada identidad de secuencia en su región variable o sobre 
su longitud completa comprenden la región CDR3 respectiva que tiene un 100 % de homología con las regiones CDR3 
definidas, como se muestra, por ejemplo, en la Tabla 1 y las regiones DCR2 y CDR3 definidas. 35 
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[0020] La invención también proporciona una construcción de ácido nucleico monocatenario, en la que, por 
ejemplo, las construcciones de cadena alfa y beta de TCR están separadas por un elemento P2A. En tales 
construcciones de ácido nucleico monocatenario, la construcción completa de TCR puede estar codificada por un 
ácido nucleico de cualquiera de las SEQ ID NO: 94-102. 
 5 
[0021] Se divulga además un ratón que comprende ácidos nucleicos que codifican los loci del gen alfa y beta 
de TCR humano no reorganizado completo, y que expresan TCR reorganizado derivado de los loci en sus linfocitos T 
CD4+, expresando además HLA-DR4 humano fusionado a los dominios sin unión a antígeno de ratón I-E, en los que 
el ratón es deficiente para TCR de ratón y moléculas MHC de clase II de ratón. Por lo tanto, AbabDR4 expresa un 
repertorio de TCR humanos diverso con linfocitos T CD4+ que tienen restricción para HLA-DR4. Las construcciones 10 
de TCR de la invención descritas anteriormente, que reconocen un epítopo de NY-ESO-1 en complejo con HLA-DR4, 
se derivaron todas de dichos ratones, denominados ratones ABabDR4. También se divulga el uso de estos ratones 
para preparar un TCR específico para un epítopo presentado en HLA-DR4, concretamente, una construcción de TCR 
de la invención.  
 15 
[0022] A diferencia de los humanos, los ratones ABabDII o ABabDR4 no son tolerantes a los antígenos 
asociados a tumores (TAA) humanos, tales como NY-ESO-1. Por lo tanto, cuando se vacunan con un TAA humano, 
los ratones ABabDII generan una respuesta inmunitaria adaptativa eficaz contra estos antígenos extraños, incluyendo 
la expansión de linfocitos T específicos de antígeno de alta avidez. Después de la inmunización con un TAA humano 
adecuado, se puede extraer la información genética que codifica los TCR de alta avidez de los ratones ABabDII. Estos 20 
TCR se pueden volver a expresar posteriormente en linfocitos T de pacientes con tumor a través de la transducción 
retroviral. Estos linfocitos T redirigidos pueden transferirse de nuevo al paciente que lucha contra el tumor (figura 1 del 
documento WO2014118236). 
 
[0023] Usando los ratones transgénicos de TCR humanos, cualquier secuencia de péptidos humanos no 25 
codificada por el genoma de ratón es adecuada para la inmunización y producirá TCR con afinidad óptima. La afinidad 
óptima significa que los linfocitos T están restringidos a moléculas de auto-MHC humano y reconocen el antígeno 
peptídico como extraño, por ejemplo, representan el repertorio no tolerante. Mediante el uso de multímeros de 
péptido/MHC, se pueden clasificar linfocitos T específicos de los ratones transgénicos, aislar TCR humanos, por 
ejemplo, mediante PCR de una sola célula, optimizar los TCR para una expresión eficiente, evitando al mismo tiempo 30 
el emparejamiento incorrecto con TCR endógeno y se usan para la transducción de los linfocitos T de los pacientes 
con vectores virales (Uckert et al., 2009, Cancer Immunol Immunother 58, 809-22; Kammertoens et al., 2009, Eur J 
Immunol 39, 2345-53). 
 
[0024] Las construcciones de TCR de la invención descritas anteriormente se derivan de un ratón transgénico 35 
para los loci de TCR humanos y MHC humano, en particular, HLA-DR4, es decir, el ratón ABabDR4. "Derivado de" 
pretende significar que al menos la secuencia o secuencias CDR3, preferiblemente, las regiones variables, de la 
construcción de TCR (o las respectivas construcciones de cadena alfa/beta) son idénticas o tienen el nivel de identidad 
de secuencia definido anteriormente con las secuencias proporcionadas por los TCR de ratón en los ejemplos a 
continuación. Es posible, pero no es obligatorio, que los ácidos nucleicos se deriven físicamente, por ejemplo, por 40 
PCR, de los ácidos nucleicos que codifican el TCR de ratón. Como se describe en otra parte en detalle, las 
modificaciones son posibles. 
 
[0025] Los linfocitos T CD8+ en ratones ABabDII albergan receptores de linfocitos T humanos (TCR) que 
reconocen los antígenos presentados por las moléculas MHC de clase I  humanas, HLA-A*0201 (HLA-A2) (Li et al., 45 
2010, Nature Medicine 16, 1029-34). Se ha descrito previamente un TCR que reconoce un epítopo de NY-ESO-1 
restringido a HLA-A2 y derivado de un ratón ABabDII (Linnemann et al., Nature Medicine 19, 1534-1541. La presente 
invención proporciona un TCR que reconoce un epítopo de NY-ESO-1 restringido a HLA-A2 (SEQ ID NO: 103) y 
derivado de un ratón ABabDII que se muestra funcionalmente superior a un TCR respectivo, TCR 1G4 derivado de un 
paciente humano. 50 
 

Tabla 2 Secuencia de TCR-ESO que reconoce NY-ESO-1157-165 aislado de un ratón ABabDII. 

TCR-ESO restringido a HLA-A2 que reconoce NY-ESO-1 157-165 

Cadena α del receptor de linfocitos T Cadena β del receptor de linfocitos T 

TRAV25 -CAGEGNYGQNFVF (SEQ ID NO: 
19)-TRAJ26 

TRBV12-4 -CASNIAGGYNEQFF (SEQ ID NO: 
20)-TRBJ2-1 

 
 
[0026] Por lo tanto, la invención también proporciona una construcción de TCR capaz de reconocer un epítopo 55 
de NY-ESO-1 en combinación con MHC I, en particular, HLA-A2, como se describe en el presente documento. La SEQ 
ID NO: 19 corresponde a la región CDR3 de una construcción de cadena alfa de TCR de la invención capaz de 
reconocer el HLA-A2-, es decir, el epítopo NY-ESO-1157-165 restringido a MHC I (SLLMWITQC, SEQ ID NO: 103), la 
SEQ ID NO: 20 corresponde a la región CDR3 de una construcción de cadena beta de TCR de la invención capaz de 
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reconocer el epítopo NY-ESO-1157-165 restringido a HLA-A2. Fue sorprendente descubrir que este TCR proporcionado 
por la presente invención tiene, como se muestra a continuación, una mayor afinidad que el otro TCR que se había 
aislado previamente de un ser humano. 
 
[0027] Esta construcción de TCR es capaz de unirse específicamente al epítopo que consiste en la SEQ ID 5 
NO: 103 en complejo con HLA-A2, en el que la construcción de cadena alfa de TCR comprende una región 
determinante de complementariedad 3 (CDR3) que tiene una SEQ ID NO: 19, y/o la construcción de cadena beta de 
TCR comprende una región determinante de complementariedad 3 (CDR3) que tiene una SEQ ID NO: 20, como se 
define adicionalmente en el presente documento. 
 10 
[0028] Dicha construcción de cadena alfa de TCR puede comprender una región variable que comprende una 
secuencia que tiene al menos un 80 %, al menos un 90 % o un 100 % de identidad de secuencia con la SEQ ID 104, 
que está codificada opcionalmente por el ácido nucleico optimizado por codones de SEQ ID 105. La construcción de 
cadena alfa de TCR puede comprender una secuencia que tiene al menos un 80 %, al menos un 90 % o un 100 % de 
identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 106, y está codificada opcionalmente por el ácido nucleico optimizado por 15 
codones de SEQ ID NO: 107. 
 
[0029] Dicha construcción de cadena beta de TCR puede comprender una región variable que comprende una 
secuencia que tiene al menos un 80 %, al menos un 90 % o 100 % de identidad de secuencia con la SEQ ID 106, que 
está codificada opcionalmente por el ácido nucleico optimizado por codones de SEQ ID 108. La construcción de 20 
cadena beta de TCR puede comprender una secuencia que tiene al menos un 80 %, al menos un 90 % o 100 % de 
identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 109, que está codificada opcionalmente por el ácido nucleico optimizado 
por codones de SEQ ID NO: 110.  
 
[0030] La construcción de TCR comprende las regiones CDR1, CDR2 y CDR3 mostradas en la Tabla 3. La 25 
construcción de TCR también puede comprender las regiones CDR3 y las regiones variables como se muestra en la 
Tabla 2. 
 

Tabla 3 CDR1, CDR2 y CDR3 de construcciones de TCR de la invención 

Regiones determinantes de complementariedad  

 CDR1 CDR2 CDR3 

TCR3598, cadena alfa 49-54 de SEQ ID NO 22 72-76 de SEQ ID NO 22 111-123 de SEQ ID NO 22 

TCR3598_2, cadena alfa 46-51 de SEQ ID NO 23 69-74 de SEQ ID NO 23 109-123 de SEQ ID NO 23 

TCR5412, cadena alfa 46-51 de SEQ ID NO 24 69-75 de SEQ ID NO 24 110-122 de SEQ ID NO 24 

TCR5412_2, cadena alfa 46-51 de SEQ ID NO 25 69-75 de SEQ ID NO 25 110-123 de SEQ ID NO 25 

TCR5412_3, cadena alfa 45-49 de SEQ ID NO 26 67-72 de SEQ ID NO 26 107-122 de SEQ ID NO 26 

TCR3600, cadena alfa 49-53 de SEQ ID NO 27 71-74 de SEQ ID NO 27 109-121 de SEQ ID NO 27 

TCR5712, cadena alfa 49-53 de SEQ ID NO 28 71-74 de SEQ ID NO 28 109-121 de SEQ ID NO 28 

TCR5415, cadena alfa 49-53 de SEQ ID NO 29 71-74 de SEQ ID NO 29 109-121 de SEQ ID NO 29 

TCR5713, cadena alfa 47-52 de SEQ ID NO 30 70-75 de SEQ ID NO 30 110-122 de SEQ ID NO 30 

    

TCR3598 cadena beta, 46-50 de SEQ ID NO 58 68-73 de SEQ ID NO 58 111-123 de SEQ ID NO 58 

TCR3598_2, cadena beta 46-50 de SEQ ID NO 59 68-73 de SEQ ID NO 59 111-125 de SEQ ID NO 59 

TCR5412, cadena beta 46-50 de SEQ ID NO 60 68-73 de SEQ ID NO 60 111-124 de SEQ ID NO 60 

TCR5412_2, cadena beta 46-50 de SEQ ID NO 61 68-73 de SEQ ID NO 61 111-125 de SEQ ID NO 61 

TCR5412_3, cadena beta 46-50 de SEQ ID NO 62 68-73 de SEQ ID NO 62 111-122 de SEQ ID NO 62 

TCR3600, cadena beta 46-50 de SEQ ID NO 63 68-73 de SEQ ID NO 63 111-121 de SEQ ID NO 63 

TCR5712, cadena beta 46-50 de SEQ ID NO 64 68-73 de SEQ ID NO 64 111-121 de SEQ ID NO 64 

TCR5415, cadena beta 46-50 de SEQ ID NO 65 68-73 de SEQ ID NO 65 111-121 de SEQ ID NO 65 

TCR5713, cadena beta 46-50 de SEQ ID NO 66 68-73 de SEQ ID NO 66 111-126 de SEQ ID NO 66 
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TCR-ESO, cadena alfa 48-52 de SEQ ID NO 104 70-75 de SEQ ID NO 104 110-122 de SEQ ID NO 104 

TCR-ESO, cadena beta 46-50 de SEQ ID NO 108 68-73 de SEQ ID NO 108 111-124 de SEQ ID NO 108 

 
 
[0031] La invención también proporciona una construcción de ácido nucleico monocatenario, en la que, por 
ejemplo, las construcciones de cadena alfa y beta de TCR están separadas por un elemento P2A. La figura 4 
proporciona construcciones ejemplares. Dicha construcción de TCR puede estar codificada por un ácido nucleico de 5 
SEQ ID NO: 111. 
 
[0032] Todas las secuencias de ácido nucleico proporcionadas anteriormente se han optimizado con codones 
para la expresión en células humanas. 
 10 
[0033] La construcción de cadena alfa de TCR y/o la construcción de cadena beta de TCR o la construcción 
de TCR de la invención es preferiblemente un vector. Los vectores adecuados incluyen aquellos diseñados para 
propagación y expansión, o para expresión o ambos, tales como plásmidos y virus. El vector puede ser un vector de 
expresión adecuado para la expresión en una célula huésped seleccionada del grupo que comprende un linfocito T 
humano o un precursor de linfocitos T humanos, preferiblemente, un linfocito T humano tal como linfocito T CD8+, 15 
linfocito T CD4+, linfocito T de memoria central, linfocito T de memoria efectora, linfocito T de tipo célula madre. El 
vector puede ser un vector viral, por ejemplo, un retroviral, en particular un vector gamma-retroviral o lentiviral. Los 
ejemplos de vectores de expresión adecuados incluyen el vector retroviral MP71 que se muestra en la figura 4. El 
vector de expresión recombinante comprende secuencias reguladoras, tales como los codones de inicio y terminación 
de la transcripción y traducción, que son específicos del tipo de célula huésped (por ejemplo, bacteria, hongo, planta 20 
o animal) en la que se va a introducir el vector y en la que se realizará la expresión del ácido nucleico de la invención. 
Además, el vector de la invención puede incluir uno o más genes marcadores, que permiten la selección de huéspedes 
transformados o transfectados. El vector de expresión recombinante puede comprender un promotor nativo o, 
preferiblemente, heterólogo, unido operativamente a la secuencia de nucleótidos que codifica la construcción de la 
invención, o a la secuencia de nucleótidos que es complementaria o que se hibrida con la secuencia de nucleótidos 25 
que codifica las construcciones de la invención. La selección de promotores incluye, por ejemplo, promotores fuertes, 
débiles, inducibles, específicos de tejido y específicos del desarrollo. El promotor puede ser un promotor no viral o un 
promotor viral. Preferiblemente, es un promotor heterólogo, es decir, un promotor no unido de forma natural a TCR en 
linfocitos T humanos, tal como un promotor de repetición terminal larga, que es adecuado para la expresión en 
linfocitos T humanos. Los vectores de expresión recombinantes de la invención pueden diseñarse para expresión 30 
transitoria, para expresión estable o para ambas. Además, los vectores de expresión recombinantes pueden 
prepararse para expresión constitutiva o para expresión inducible. 
 
[0034] La presente invención también proporciona una proteína, es decir, una construcción de cadena alfa o 
beta, o, preferiblemente, una construcción de receptor TCR que comprende construcciones de cadena tanto alfa como 35 
beta, que es capaz de unirse específicamente a HLA-DR4 en combinación con el epítopo NY-ESO-1116-135, o HLA-A2 
en combinación con el epítopo NY-ESO-1157-165. La proteína está codificada preferiblemente por los ácidos nucleicos 
de la invención. 
 
[0035] El término "capaz de unirse específicamente" o "reconocer" o "específico para" un antígeno dado, como 40 
se usa en el presente documento, significa que la construcción de TCR puede unirse específicamente a y reconocer 
inmunológicamente, dicho epítopo, preferiblemente NY-ESO-1, más preferiblemente con alta afinidad. Por ejemplo, 
se puede considerar que un TCR "puede unirse específicamente" a NY-ESO-1 si los linfocitos T que expresan el TCR 
secretan al menos aproximadamente 200 pg/ml o más (por ejemplo, 250 pg/ml o más, 300 pg/ml o más, 400 pg/ml o 
más, 500 pg/ml o más, 600 pg/ml o más, 700 pg/ml o más, 1000 pg ml o más, 2.000 pg/ml o más, 2.500 pg/ml o más, 45 
5.000 pg/ml o más) de interferón γ (IFN-γ) después del cultivo conjunto con células diana pulsadas con una baja 
concentración del epítopo respectivo, por ejemplo, epítopo de NY-ESO-1, tal como el epítopo NY-ESO-1157-165 
restringido a HLA-A2, o el epítopo NY-ESO-1116-135 restringido a HLA-DR4 (por ejemplo, aproximadamente 10-11 mol/l, 
10-1° mol/l, 10-9 mol/l, 10-8 mol/l, 10-7 mol/l, 10-6 mol/l, 10-5 mol/l), pero no sin epítopo o con un epítopo peptídico de 
control. Como alternativa, o adicionalmente, se puede considerar que un TCR tiene "especificidad antigénica" para un 50 
epítopo NY-ESO-1 si los linfocitos T que expresan el TCR secretan al menos el doble de IFN-γ que el nivel de fondo 
no transducido de IFN-γ tras el cultivo conjunto con células diana pulsadas con una baja concentración del péptido 
apropiado. Dicha "especificidad", como se ha descrito anteriormente, puede analizarse, por ejemplo, con un ELISA. 
 
[0036] La afinidad se puede analizar por procedimientos bien conocidos por el experto, por ejemplo, por 55 
BiaCore. Una afinidad de TCR o una avidez de linfocitos T de 100 µM o superior, más preferiblemente de 10 µM o 
superior, se considera alta afinidad. 
 

(continuación) 
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[0037] Basándose en las secuencias CDR3 definidas y secuencias de región variable proporcionadas por la 
invención, es posible realizar la maduración por afinidad de las secuencias de TCR (Chervin et al. J Immunol Methods. 
2008;339(2):175-84); Robbins et al. J Immunol. 2008;180:6116-31). Las sustituciones de nucleótidos no sinónimas, 
que conducen a intercambios de aminoácidos en la secuencia CDR3, pueden conducir a una mayor afinidad del TCR 
por el antígeno diana. Además, los cambios de secuencia de TCR en otras partes de las regiones TRA y TRB variables 5 
pueden cambiar la afinidad del TCR al complejo péptido-MHC. Esto puede aumentar la afinidad general del TCR con 
el péptido-MHC, pero alberga el riesgo de reconocimiento inespecífico y una mayor reactividad cruzada (Linette et al. 
Blood. 2013;122(6):863-72). Se prefiere que los TCR que varían de las secuencias específicas proporcionadas 
retengan una especificidad exclusiva para el antígeno diana proporcionado, es decir, que no tengan reactividad 
cruzada, y lo más importante, que no tengan reactividad cruzada con los auto-péptidos humanos. La reactividad 10 
cruzada potencial de TCR se puede ensayar contra auto-péptidos conocidos cargados en células con el alelo MHC 
correcto (Morgan et al., 2013, J. Immunother. 36, 133-151). Por consiguiente, se prefiere que la transferencia adoptiva 
de linfocitos T que expresan la construcción de TCR de la invención no tenga o tenga efectos negativos significativos 
sobre el tejido sano. 
 15 
[0038] Una construcción de cadena alfa y/o beta de TCR de la invención puede comprender todas las 
características o dominios correspondientes a su equivalente nativo, pero no es esencial. Preferiblemente, la 
construcción de cadena alfa y/o beta de TCR comprende al menos una región variable, o una región variable y una 
constante, por ejemplo, la región variable y/o constante que tenga al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 
80 %, al menos un 90 % o al menos un 95 % de identidad de secuencia con una región variable o constante de TCR 20 
humano. Para la terapia adoptiva con TCR, se prefiere que la construcción de TCR comprenda cadenas alfa y beta 
de TCR de longitud completa que comprendan regiones variables, constantes y transmembrana. La construcción de 
TCR preferiblemente es de origen humano esencial o exclusivamente para minimizar la inmunogenicidad. Sin 
embargo, para evitar el emparejamiento con cadenas de TCR endógenas, las construcciones de la invención contienen 
preferiblemente uno o más, por ejemplo, 1-5, 1-10 o 1-20, intercambios, inserciones o deleciones de aminoácidos en 25 
comparación con una secuencia humana, por ejemplo, proporcionando una cisteína adicional para permitir la 
formación de un enlace disulfuro adicional (Sommermeyer et al., 2010, J. Immunol. 184, 6223-31). Con este fin, la 
región constante de la construcción de cadena alfa y beta de TCR también puede ser una región constante murina. 
 
[0039] La construcción también puede ser un receptor de antígeno quimérico, o parte de éste, en el que, por 30 
ejemplo, una región variable de TCR humano puede estar unida a un dominio constante de inmunoglobulina diferente, 
por ejemplo, un dominio constante de IgG, o un dominio de anticuerpo capaz de unirse específicamente a un antígeno 
tal como NY-ESO-1. 
 
[0040] Están incluidas las construcciones monocatenarias (scTCR), así como las construcciones de TCR 35 
heterodiméricas. Un scTCR puede comprender una región variable de una primera construcción de cadena de TCR 
(por ejemplo, una cadena alfa) y una segunda cadena de TCR completa (de longitud completa) (por ejemplo, una 
cadena beta), o viceversa. Además, el scTCR puede comprender opcionalmente uno o más enlazadores que unen los 
dos o más polipéptidos entre sí. El enlazador puede ser, por ejemplo, un péptido que une entre sí dos cadenas 
individuales, como se describe en el presente documento. También se proporciona tal scTCR de la invención, que se 40 
fusiona con una citocina, por ejemplo, una citocina humana, tal como IL-2, IL-7 o IL-15. 
 
[0041] La construcción de TCR según la invención también se puede proporcionar en forma de un complejo 
multimérico, que comprende al menos dos moléculas de scTCR, en la que dichas moléculas de scTCR están 
fusionadas cada al menos a un resto de biotina, y en las que dichos scTCR están interconectados por la interacción 45 
biotina-estrepavidina para permitir la formación de dicho complejo multimérico. También se proporcionan complejos 
multiméricos de un orden superior, que comprenden más de dos, por ejemplo, cuatro, scTCR de la invención. 
 
[0042] La construcción de TCR de la invención puede modificarse para comprender una etiqueta detectable, 
tal como, por ejemplo, un radioisótopo, un fluoróforo (por ejemplo, isotiocianato de fluoresceína (FITC), ficoeritrina 50 
(PE)), una enzima (por ejemplo, alcalina fosfatasa, peroxidasa de rábano picante), y partículas (por ejemplo, partículas 
de oro o partículas magnéticas). 
 
[0043] La invención también proporciona una célula huésped que comprende un ácido nucleico o proteína de 
la invención. La célula huésped puede ser una célula eucariota, por ejemplo, vegetal, animal, fúngica o de alga, o 55 
puede ser una célula procariota, por ejemplo, bacteriana o protozooaria. La célula huésped puede ser una célula 
cultivada o una célula primaria, es decir, aislada directamente de un organismo, por ejemplo, un ser humano. La célula 
huésped puede ser una célula adherente o una célula suspendida, es decir, una célula que crece en suspensión. Para 
fines de producir un TCR, polipéptido o proteína recombinante, la célula huésped es preferiblemente una célula de 
mamífero. Mucho más preferiblemente, la célula huésped es una célula humana. Si bien la célula huésped puede ser 60 
de cualquier tipo de célula, puede originarse de cualquier tipo de tejido, y puede ser de cualquier etapa de desarrollo, 
la célula huésped es preferiblemente un leucocito de sangre periférica (PBL) o una célula mononuclear de sangre 
periférica (PBMC). Más preferiblemente, la célula huésped es un linfocito T o un precursor de linfocitos T, en particular, 
un linfocito T humano. 
 65 
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[0044] El linfocito T puede ser cualquier linfocito T, tal como un linfocito T cultivado, por ejemplo, un linfocito T 
primario, o un linfocito T de una línea de linfocitos T cultivados, por ejemplo, Jurkat, SupTl, etc., o un linfocito T obtenido 
de un mamífero, preferiblemente, es un linfocito T o precursor de linfocitos T de un paciente humano. El linfocito T se 
puede obtener a partir de numerosas fuentes, tal como sangre, médula ósea, ganglios linfáticos, timo u otros tejidos o 
fluidos. Los linfocitos T también pueden enriquecerse o purificarse. Preferiblemente, el linfocito T es un linfocito T 5 
humano. Más preferiblemente, el linfocito T es un linfocito T aislado de un ser humano, por ejemplo, un paciente 
humano. El linfocito T puede ser cualquier tipo de linfocito T y puede estar en cualquier etapa de desarrollo, incluyendo, 
pero sin limitación, linfocitos T CD4+ y/o CD8+, auxiliares CD4+, por ejemplo, células Th1 y Th2, linfocitos T CD8+ 
(por ejemplo, linfocitos T citotóxicos), células infiltrantes de tumor (TIL), células efectoras, células efectoras centrales, 
linfocitos T de memoria, linfocitos T sin tratar, y similares, preferiblemente linfocitos T de memoria central. 10 
 
[0045] Preferentemente, la célula huésped es un linfocito T humano CD4 positivo, en el que la construcción de 
TCR de la invención está restringida al epítopo MHC II, o un linfocito T humano CD8 positivo, en el que la construcción 
de TCR de la invención está restringida al epítopo MHC I. 
 15 
[0046] La invención también proporciona una composición farmacéutica que comprende 
 

a) un ácido nucleico, preferiblemente, un vector de expresión adecuado para la expresión en un linfocito T humano, 
que codifica la construcción de TCR de la invención, que es capaz de unirse específicamente a un epítopo de NY-
ESO-1 en complejo con un MHC humano, o 20 
b) una proteína que comprende una construcción de TCR de la invención, que es capaz de unirse específicamente 
a un epítopo de NY-ESO-1 en complejo con un MHC humano, o 
c) una célula huésped, por ejemplo, un linfocito T humano, de la invención, que expresa una construcción de TCR 
capaz de unirse específicamente a un epítopo de NY-ESO-1 en complejo con un MHC humano. 

 25 
[0047] En una realización preferida, la construcción de TCR de la invención empleada en la composición 
farmacéutica es la construcción de TCR capaz de reconocer el epítopo restringido a HLA-DR4, como se divulga en el 
presente documento. 
 
[0048] Como alternativa, la construcción de TCR es la construcción de TCR de la invención capaz de reconocer 30 
el epítopo restringido a HLA-A02, como se divulga en el presente documento. 
 
[0049] La invención también proporciona un kit, preferiblemente, para su uso en medicina, en particular, para 
el tratamiento de un paciente humano, que comprende, como primer componente 
 35 

a) un ácido nucleico, preferiblemente, un vector de expresión, que codifica una construcción de TCR capaz de 
unirse específicamente a un epítopo de un antígeno definido en complejo con un MHC humano II como se define 
en el presente documento, o 
b) una proteína que comprende una construcción de TCR capaz de unirse específicamente a un epítopo de un 
antígeno definido en complejo con un MHC humano II como se define en el presente documento, o 40 
c) una célula huésped que expresa una construcción de TCR capaz de unirse específicamente a un epítopo de un 
antígeno definido en complejo con un MHC humano II como se define en el presente documento, 
y 

 
i) un ácido nucleico, preferiblemente, un vector de expresión, que codifica una construcción de TCR capaz de 45 
unirse específicamente a un epítopo de dicho antígeno definido en complejo con un MHC humano I como se 
define en el presente documento, o 
ii) una proteína que comprende una construcción de TCR capaz de unirse específicamente a un epítopo de dicho 
antígeno definido en complejo con un MHC humano I como se define en el presente documento, o 
iii) una célula huésped que expresa una construcción de TCR capaz de unirse específicamente a un epítopo de 50 
dicho antígeno definido en complejo con un MHC humano I como se define en el presente documento. 

 
[0050] Dicho antígeno definido es un antígeno asociado a tumor o específico de tumor seleccionado del grupo 
que comprende antígenos de cáncer de testículo tal como NY-ESO-1, concretamente, los epítopos son los epítopos 
de SEQ ID NO: 21 (restringidos a HLA-DR4) y 103 (restringidos a HLA-A02), respectivamente. Preferiblemente, la 55 
construcción de TCR es un TCR humano, un TCR esencialmente humano, como se ha divulgado anteriormente, o 
derivado de un TCR humano, por ejemplo, derivado de un ratón humanizado como se describe a continuación. 
 
[0051] Hasta ahora, la transferencia de linfocitos T adoptivos a seres humanos se ha centrado exclusivamente 
en la administración de linfocitos T CD8+ o CD4+. Sin embargo, los inventores han proporcionado los medios para 60 
llevar a cabo una terapia con linfocitos T adoptivos en seres humanos que comprende la transferencia de linfocitos T 
CD8+ y CD4+ con una construcción de TCR específica para un antígeno asociado a tumor definido, NY-ESO-1, que 
permite la cooperación de los dos tipos de células. Como alternativa, los ácidos nucleicos que codifican dicha 
construcción de TCR o proteínas respectivas también pueden emplearse para transferir las especificidades requeridas 
a los linfocitos T endógenos del paciente. Las células CD4+, por ejemplo, mediante la secreción de citocinas tales 65 
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como IFN-gamma e IL-2, pueden promover el reclutamiento de células CD8+ en el tumor y la función citolítica. Esto 
permite una eliminación más eficiente de las células tumorales, y la regresión o, preferiblemente, la eliminación del 
tumor. Preferiblemente, no hay recidiva. 
[0052] Los componentes de un kit de la invención pueden formularse para administración simultánea o para 
administración en cualquier secuencia. Los componentes también pueden ser para administración repetida. Tran et 5 
al. (Science, 9 de mayo de 2014;344(6184):641-5) describen un posible régimen de administración. 
 
[0053] Los ejemplos de vehículos o diluyentes farmacéuticamente aceptables útiles en la presente invención 
incluyen estabilizadores tales como SPGA, carbohidratos (por ejemplo, sorbitol, manitol, almidón, sacarosa, glucosa, 
dextrano), proteínas tales como albúmina o caseína, agentes que contienen proteínas tales como suero bovino o leche 10 
desnatada y tampones (por ejemplo, tampón fosfato tal como una solución salina tamponada con fosfato). 
 
[0054] La composición farmacéutica de la invención o el kit de la invención puede usarse para el diagnóstico, 
prevención y/o tratamiento de una enfermedad, por ejemplo, una enfermedad proliferativa, infecciosa o viral. La 
enfermedad es preferiblemente una enfermedad tumoral, por ejemplo, una enfermedad tumoral benigna o maligna. 15 
En una realización preferida, las células proliferantes o el tumor expresan NY-ESO-1, y la construcción de TCR es 
capaz de reconocer al menos un epítopo de NY-ESO-1. Preferiblemente, la enfermedad se trata. La reducción del 
riesgo de contraer una enfermedad también se considera prevención de una enfermedad, preferiblemente, el riesgo 
del sujeto tratado se reduce por debajo del nivel normal en una población comparativa, preferiblemente, el riesgo se 
reduce al menos en un 10 %, al menos un 25 %, al menos un 50 % o al menos un 75 %, o un 100 %. 20 
 
[0055] La presente invención también proporciona un procedimiento para tratar a un sujeto que padezca una 
enfermedad como se ha especificado anteriormente, en particular, un tumor o enfermedad tumoral, que comprende 
administrar un ácido nucleico, proteína o célula huésped de la invención. Preferiblemente, el sujeto es un sujeto que 
necesita dicho tratamiento, es decir, un paciente. El sujeto en realizaciones preferidas es un sujeto mamífero, 25 
preferiblemente un paciente humano, que padece un tumor o enfermedad tumoral. El agente activo se administra en 
una cantidad eficaz. 
 
[0056] El término "tumor" o "enfermedad tumoral" en el contexto de la presente invención representa una 
enfermedad seleccionada de melanoma, carcinoma hepatocelular, carcinoma colangiocelular intra y extrahepático, 30 
carcinoma de células escamosas, adenocarcinoma, así como carcinoma indiferenciado de la cabeza , cuello, pulmón 
o esófago, carcinoma colorrectal, condrosarcoma, osteosarcoma, meduloblastoma, neuroblastoma, carcinoma de 
células no escamosas de cabeza o cuello, tumor de ovario, linfoma, leucemia linfocítica aguda y crónica, leucemia 
mieloide aguda y crónica, carcinoma de vejiga, carcinoma de próstata, adenocarcinoma pancreático, carcinoma 
mamario y carcinoma gástrico. El tumor que expresa NY-ESO-1 se selecciona preferiblemente de melanoma, 35 
carcinoma de pulmón, sarcoma sinovial y cáncer de cabeza y cuello, esófago y vejiga. 
 
[0057] Un uso medicinal preferido de la invención se relaciona con la inmunoterapia, preferiblemente la terapia 
con linfocitos T adoptivos. El producto y los procedimientos de la invención son particularmente útiles en el contexto 
de la terapia con linfocitos T adoptivos. La administración de los compuestos de la invención puede implicar, por 40 
ejemplo, la administración, por ejemplo, la infusión de linfocitos T de la invención en dicho paciente. Preferiblemente, 
dichos linfocitos T son linfocitos T autólogos del paciente que se transdujeron in vitro con un ácido nucleico de la 
presente invención. 
 
[0058] Como alternativa, al paciente también se le puede administrar un ácido nucleico de la invención, en 45 
particular, un vector de expresión, para la transducción in vivo de linfocitos T. 
 
[0059] Las construcciones de TCR de proteína de la invención también se pueden usar, por ejemplo, con fines 
de diagnóstico para averiguar si un sujeto expresa NY-ESO-1 y, en particular, si es el epítopo según la SEQ ID NO: 
21. Con este fin, dichas construcciones se marcan preferiblemente para facilitar la detección. Preferiblemente, un 50 
paciente que presenta dicho epítopo en HLA-DR4 se trata mediante una terapia con linfocitos T adoptivos de la 
invención. 
 
[0060] La invención también se refiere a un procedimiento para preparar una célula huésped de la invención, 
que comprende introducir un vector de expresión que codifica una construcción de TCR capaz de unirse 55 
específicamente a un epítopo de NY-ESO-1 en complejo con un MHC humano en una célula huésped adecuada, 
preferiblemente, un linfocito T humano aislado de un paciente. 
 
[0061] La presente invención se ilustra adicionalmente en los siguientes ejemplos con referencia a las figuras 
y secuencias adjuntas, sin embargo, sin limitarse a las mismas. 60 
 

Figura 1  Comparación funcional del TCR-ESO específico de NY-ESO157 de ratones ABabDII con un TCR 1G4 
derivado de paciente. (a) Las PBMC de un donante humano se transdujeron con el TCR-ESO derivado de ABabDII 
o el TCR 1G4 derivado de ser humano y se tiñeron con un multímero específico de NY-ESO157-HLA-A2. 
Separación en las células CD3+. (b) Las células T2 se pulsaron con cantidades crecientes de péptido nativo NY-65 
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ESO157 y se cultivaron conjuntamente con linfocitos T transducidos con TCR. (c) Producción de IFNγ por linfocitos 
T transducidos con TCR después del cultivo conjunto con diferentes líneas de células tumorales (SK.Mel37: HLA-
A2+/NY-ESO+, SK.Mel29.MiG: HLA-A2+/NY-ESO-, SK.Mel29.MiG.NY-ESO: HLA-A2+/NY-ESO+, Mel324: HLA-
A2+/NY-ESO-, Mel295: HLA-A2+/NY-ESO+). Los gráficos en b y c representan promedios de duplicados 
intraensayo ± d.e. 5 
 
Figura 2 Los ratones ABabDR4 son transgénicos para todos los loci del gen TCRαβ y para la molécula MHC de 
clase II humana HLA-DR4 fusionada a los dominios de unión no antigénica de ratón I-E. Los ratones ABabDR4 
son deficientes para los TCR de ratón y moléculas MHC de clase II de ratón. Por lo tanto, AbabDR4 expresa un 
repertorio de TCR humanos diverso con linfocitos T CD4 que tienen restricción a HLA-DR4. 10 
 
Figura 3 Los leucocitos de sangre periférica de un ratón ABabDR4 inmunizado con ADN de NY-ESO-1 se 
reestimularon durante una noche con dynabeads anti-CD3/CD28, péptido irrelevante o NY-ESO116-135 y se tiñeron 
intracelularmente para IFNγ. Las células representadas se separaron en linfocitos y células CD3 positivas. 
 15 
Figura 4 Estructura esquemática del vector de TCR retroviral MP71 (Linnemann et al., 2013, Nature Medicine 19, 
1534-1541) 
 
Figura 5 Las células Jurkat deficientes en TCR y que expresan CD4 se transdujeron con TCR reactivos con NY-
ESO-1 y se tiñeron con NY-ESO-1116-135/DR4-tetrámero (NY-ESO-1 Tet) o CLIP/DR4-Tetrámero (CLIP Tet) como 20 
control. 
 
Figura 6 Los linfocitos T CD4+ transducidos con TCR o no transducidos (control) de PBMC humanas se cultivaron 
conjuntamente con diferentes líneas celulares de melanoma que expresaban naturalmente HLA-DR4 y/o NY-ESO-
1 y se tiñeron intracelularmente para IFNγ. Los porcentajes mostrados se refieren a linfocitos T CD4+ transducidos 25 
(muestras transducidas con TCR) o linfocitos T CD4+ totales (muestras no transducidas). Se muestran los valores 
medios de los duplicados con desviación estándar. Todas las líneas celulares de melanoma se analizaron para 
determinar expresión de HLA-DR por citometría de flujo. 
 
Figura 7 Los TCR reactivos con NY-ESO-1116-135 derivados de ratones ABabDR4 pero no derivados de ser humano 30 
reconocen las líneas de melanoma que expresan HLA-DR4/NY-ESO-1. Los linfocitos T CD4 transducidos con TCR 
reactivos con NY-ESO-1116-135 derivados de ratones ABabDR4 (3600, 5712, 3598_2) o de un donante humano 
sano (NY1, NY2, NY3) se cultivaron conjuntamente con líneas de melanoma pretratadas con IFNγ que expresaban 
HLA-DR4 y/o NY-ESO-1. Se añadió el péptido NY-ESO-1116-135 (NY116) como control positivo. Después de la 
incubación durante una noche, se midió el IFNγ en el sobrenadante. Se muestran los valores medios de los 35 
duplicados intraensayo con desviación estándar. Todas las líneas de melanoma se analizaron para determinar 
expresión de HLA-DR por citometría de flujo. 
 
Figura 8 Los linfocitos T CD8 y CD4 transducidos con TCR reactivos con NY-ESO-1 muestran un efecto 
cooperativo en la destrucción de células tumorales. Los linfocitos T CD8 traducidos con TCR-ESO y/o linfocitos T 40 
CD4 transducidos con TCR3598_2 se cultivaron con la línea de melanoma marcada con CFSE cargada con FM-3 
(baja fluorescencia en CFSE) y no cargada (alta fluorescencia en CFSE) con los péptidos NY-ESO-1116-135 y NY-
ESO-1157-165. Las células diana marcadas con CFSE y de control se cultivaron en una relación 1:1, 8x104 células 
cada vez. El número de linfocitos T CD8 y CD4 transducidos con TCR fue de 6x104 cada vez. Después de la 
incubación durante una noche, se midió el número de células de FM-3 por citometría de flujo. (A) Se muestran 45 
histogramas representativos de células FM-3 después de la incubación con linfocitos T transducidos con TCR. Los 
números indican el porcentaje de células FM-3 cargadas con péptidos NY-ESO-1 (flechas pequeñas). (B) El 
diagrama de barras indica la citotoxicidad de los linfocitos T CD4 y/o CD8 transducidos con TCR determinada 
mediante la destrucción de las células diana como se muestra en A. Se muestran los valores medios de duplicados 
intraensayo con desviación estándar. 50 

 
Ejemplos 
 
Ejemplo 1 - Generación de TCR humano restringido a H LA-A02 específico para NY-ESO-1 157-165 en ratones 
ABabDII  55 
 
[0062] Se generaron ratones ABabDII como se describe en Li et al. (2010, Nature Medicine 16, 1029-1034). 
Las poblaciones de CD8+ a granel específicas para NY-ESO-1157-165 se aislaron de ratones vacunados y se analizaron 
mediante captura de genes TCR, siguiendo el protocolo divulgado en Linnemann et al. (2013, Nature Medicine 19, 
1534-1541). 60 
 
[0063] Se generó TCR-ESO, como se muestra, por ejemplo, en la Tabla 2, y caracterizado por las secuencias 
de CDR3 según la SEQ ID NO: 18 y 19. 
 
[0064] Las secuencias optimizadas para las construcciones de longitud completa se proporcionan en las SEQ 65 
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ID NO: 106/107 y las SEQ ID NO: 110/111. La SEQ ID NO: 112 corresponde a una construcción de ácido nucleico 
monocatenario utilizada a continuación. 
 
Ejemplo 2 - Análisis funcional del TCR humano restri ngido a HLA-A02 
 5 
[0065] El TCR-ESO específico de NY-ESO157-165 de ratones ABabDII, como se generó en el Ejemplo 1, se 
comparó con el TCR 1G4 derivado de un paciente con melanoma (Chen, et al., 2005, J. Exp. Med. 201, 1243-55). 
Ambos TCR reconocen el epítopo 157-165 (SEQ ID NO: 103). Los TCR se expresaron en linfocitos T humanos de 
PBMC de un donante humano (figura 1a ). Los linfocitos T transducidos con el TCR-ESO derivado de ABabDII 
demostraron una mayor sensibilidad al antígeno e indujeron niveles máximos de IFNγ mayores tras el reconocimiento 10 
de las células T2 cargadas con péptidos que los linfocitos T transducidos con el TCR 1G4 derivado de ser humano 
(figura 1b ). Además, los linfocitos T humanos transducidos con TCR-ESO produjeron más IFNγ después del cultivo 
conjunto con células cancerosas HLA-A2+ que expresaban NY-ESO que los linfocitos T transducidos con 1G4 (figura 
1c). 
 15 
[0066] El TCR obtenido del ratón ABabDII mostró sorprendentemente una actividad funcional superior en 
comparación con el TCR aislado del donante humano. 
 
Ejemplo 3 - Generación de TCR humanos restringidos a  HLA-DR4 específicos para NY-ESO-1 116-135 en ratones 
ABabDR4 20 
 
[0067] Los TCR restringidos a HLA-DR4 contra NY-ESO-1  se generaron en ratones transgénicos 
(ABabDR4) de loci de genes TCR humanos/HLA-DRA-IE/HL A- DRB1*0401-IE (figura 2).  Estos ratones se 
generaron cruzando ratones transgénicos HLA-DRA-IE/HLA- DRB1*0401-IE (Ito et al., 1996, J Exp Med 183(6): 2635-
2644) con ratones transgénicos de loci de genes TCR humanos (Li et al., 2010, Nat. Medicine 16(9):1029-1034). La 25 
ventaja de este modelo es que los linfocitos T en ratones ABabDR4 expresan un repertorio de TCR humano diverso, 
pero no estaban sujetos a mecanismos de tolerancia a los antígenos tumorales humanos en regiones en las que las 
secuencias humanas y de ratón difieren entre sí. Los inventores encontraron que inmunizar ratones ABabDR4 con 
NY-ESO-1 da como resultado la generación de TCR de alta afinidad que no se pueden encontrar en seres humanos. 
Debido a HLA-DR4-IE como molécula de restricción MHC de clase II exclusiva, la inmunización de ratones ABabDR4 30 
genera linfocitos T CD4+ que reconocen el antígeno inmunizado con restricción a HLA-DR4. 
 
[0068] Se generaron TCR específicos para el péptido NY-ESO-1116-135 en combinación con HLA-DR4 a partir 
de ratones ABabDR4 después de la vacunación con péptido NY-ESO-1116-135 o ADN NY-ESO-1 de longitud completa. 
Se aislaron poblaciones CD4+ a granel específicas para NY-ESO-1116-135 y se extrajeron las cadenas de TCR mediante 35 
amplificación rápida en 5' de extremos de ADNc. La figura 3  muestra la actividad específica de leucocitos de sangre 
periférica de ratones ABabDR4 reestimulados durante una noche con dynabeads anti-CD3/CD28, péptido irrelevante, 
o NY-ESO116-135, como se demuestra mediante la producción de IFNγ. 
 
[0069] Los TCR caracterizados por las secuencias CDR3 según las SEQ ID NO:1 y 10, 2 y 11, 3 y 12, 4 y 13, 40 
5 y 14, 6 y 15, 7 y 16, 8 y 17 y 9 y 18 se generaron, por ejemplo, como se muestra en la Tabla 1. Por lo tanto, la 
invención proporciona los primeros TCR humanos restringidos a HLA-DR4 para NY-ESO-1. 
 
[0070] Las secuencias optimizadas para las construcciones de longitud completa se proporcionan en las SEQ 
ID NO: 40-48/49-57 y las SEQ ID NO: 76-84/85-93. La SEQ ID NO: 94-102 corresponde a construcciones de ácido 45 
nucleico monocatenario usadas en los siguientes experimentos. 
 
Ejemplo 4 - Análisis funcional de los TCR humanos re stringidos a HLA-DR4  
 
[0071] Para demostrar que los TCR aislados conferían  una unión específica al complejo péptido/MHC 50 
relevante, las células Jurkat deficientes en TCR y que expresaban CD4 se transdujeron con TCR reactivo s con 
NY-ESO-1 como se preparó en el Ejemplo 3, y se tiñeron  con NY-ESO-1116-135/DR4-Tetrámero (NY-ESO-1 Tet) o 
CLIP/DR4-Tetrámero (CLIP Tet) como control (Datos mostrados para TCR3598, TCR3600 y TCR5412 en la figura 5). 
La especificidad se confirmó. 
 55 
[0072] Los TCR aislados también conferían actividad funcional contra células que expresaban NY-ESO-1. Esto 
se muestra mediante linfocitos T CD4+ transducidos con TCR o no transducidos (control) de PBMC humanas 
cultivadas conjuntamente con diferentes líneas celulares de melanoma que expresaban de forma natural HLA-DR4 
y/o NY-ESO-1 y tinción intracelular para IFNγ (Datos mostrados para TCR3598, TCR3600 y TCR5412 en la figura 6 ). 
 60 
[0073] La transferencia de TCR5412 condujo a una mayor proporción de células CD4+ IFN-gamma. Por 
consiguiente, las construcciones de TCR que comprenden las secuencias CDR3 de SEQ ID NO: 3 y 12 son 
especialmente preferidas en el contexto de la invención. 
 
Ejemplo 5 - Transferencia de linfocitos T adoptivos de una combinación de linfocitos T CD4+ y CD8+ 65 

E16712262
06-04-2020ES 2 784 315 T3

 



 
14 
 

específicos para epítopos NY-ESO-1  
 
[0074] El uso combinado de los TCR restringidos a MHC I y MHC II específicos para NY-ESO-1 se ensaya en 
un modelo de ratón de terapia contra el cáncer de linfocitos T adoptivos. Una línea de células tumorales positivas para 
NY-ESO-1 y HLA-A2 se trasplanta en ratones HLA-DR4-IExRag-/- y se trata con linfocitos T CD8 murinos transducidos 5 
con un TCR restringido a MHC I o linfocitos T CD4 murinos transducidos con un TCR restringido a MHC II o una 
mezcla de ambos. Los ratones receptores se monitorizan en el tiempo para determinar el rechazo y la recidiva del 
tumor. Para el tratamiento con TCR restringidos tanto a MHC I como a MHC II no se espera recidiva. 
 
LISTADO DE SECUENCIAS 10 
 
[0010]  
<110> Max-Delbrueck-Centrum fuer Moleculare Medizin 
 
<120> Terapia génica combinada del receptor de linfocitos T de cáncer contra epítopos restringidos a MHC I y MHC 15 
II del antígeno tumoral NY-ESO 
 
<130> MDC15875EP 
 
<160> 112 20 
 
<170> BiSSAP 1.3 
 
<210> 1 
<211> 13 25 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<220> 
<223> CDR3 de cadena alfa de TCR3598 30 
 
<400> 1 
 

 
 35 
<210> 2 
<211> 15 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 40 
<220> 
<223> CDR3 de cadena alfa de TCR3598_2 
 
<400> 2 
 45 

 
 
<210> 3 
<211> 13 
<212> PRT 50 
<213> Homo sapiens 
 
<220> 
<223> CDR3 de cadena alfa de TCR5412 
 55 
<400> 3 
 

 
 
<210> 4 60 
<211> 14 
<212> PRT 
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<213> Homo sapiens 
 
<220> 
<223> CDR3 de cadena alfa de TCR5412_2 
 5 
<400> 4 
 

 
 
<210> 5 10 
<211> 16 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<220> 15 
<223> TCR5412_3 
 
<400> 5 
 

 20 
 
<210> 6 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 25 
 
<220> 
<223> CDR3 de cadena alfa de TCR3600 
 
<400> 6 30 
 

 
 
<210> 7 
<211> 13 35 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<220> 
<223> CDR3 de cadena alfa de TCR5712 40 
 
<400> 7 
 

 
 45 
<210> 8 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 50 
<220> 
<223> CDR3 de cadena alfa de TCR5415 
 
<400> 8 
 55 

 
 
<210> 9 
<211> 13 
<212> PRT 60 
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<213> Homo sapiens 
 
<220> 
<223> CDR3 de cadena alfa de TCR5713 
 5 
<400> 9 
 

 
 
<210> 10 10 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<220> 15 
<223> CDR3 de cadena beta de TCR3598 
 
<400> 10 
 

 20 
 
<210> 11 
<211> 15 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 25 
 
<220> 
<223> CDR3 de cadena beta de TCR3598_2 
 
<400> 11 30 
 

 
 
<210> 12 
<211> 14 35 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<220> 
<223> CDR3 de cadena beta de TCR5412 40 
 
<400> 12 
 

 
 45 
<210> 13 
<211> 15 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 50 
<220> 
<223> CDR3 de cadena beta de TCR5412_2 
 
<400> 13 
 55 

 
 
<210> 14 
<211> 12 
<212> PRT 60 
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<213> Homo sapiens 
 
<220> 
<223> CDR3 de cadena beta de TCR5412_3 
 5 
<400> 14 
 

 
 
<210> 15 10 
<211> 11 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<220> 15 
<223> CDR3 de cadena beta de TCR3600 
 
<400> 15 
 

 20 
 
<210> 16 
<211> 11 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 25 
 
<220> 
<223> CDR3 de cadena beta de TCR5712 
 
<400> 16 30 
 

 
 
<210> 17 
<211> 11 35 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<220> 
<223> CDR3 de cadena beta de TCR5415 40 
 
<400> 17 
 

 
 45 
<210> 18 
<211> 15 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 50 
<220> 
<223> CDR3 de cadena beta de TCR5713 
 
<400> 18 
 55 

 
 
<210> 19 
<211> 13 
<212> PRT 60 

E16712262
06-04-2020ES 2 784 315 T3

 



 
18 
 

<213> Homo sapiens 
 
<220> 
<223> CDR3 de cadena alfa de TCR-ESO restringido a HLA-A2 
 5 
<400> 19 
 

 
 
<210> 20 10 
<211> 14 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<220> 15 
<223> CDR3 de cadena beta de TCR-ESO restringido a HLA-A2 
 
<400> 20 
 

 20 
 
<210> 21 
<211> 20 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 25 
 
<220> 
<223> HLA-DR4 epítopo del NY-ESO-1 116-135 
 
<400> 21 30 
 

 
 
<210> 22 
<211> 134 35 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<220> 
<223> Cadena alfa de TCR TCR3598 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135, región variable 40 
 
<400> 22 
 

 
 45 

E16712262
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19 
 

<210> 23 
<211> 134 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 5 
<220> 
<223> Cadena alfa de TCR TCR3598_2 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135, región variable 
 
<400> 23 
 10 

 
 

 
 
<210> 24 15 
<211> 133 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<220> 20 
<223> Cadena alfa de TCR TCR5412 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135, región variable 
 
<400> 24 
 

 25 
 
<210> 25 
<211> 134 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 30 
 
<220> 
<223> Cadena alfa de TCR TCR5412_2 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135, región variable 
 
<400> 25 35 

E16712262
06-04-2020ES 2 784 315 T3

 



 
20 
 

 

 
 

 
 5 
<210> 26 
<211> 133 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 10 
<220> 
<223> Cadena alfa de TCR TCR5412_3 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135, región variable 
 
<400> 26 
 15 

 
 
<210> 27 
<211> 132 
<212> PRT 20 
<213> Homo sapiens 
 
<220> 
<223> Cadena alfa de TCR TCR3600 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135, región variable 
 25 
<400> 27 
 

E16712262
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21 
 

 
 

 
 
<210> 28 5 
<211> 132 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<220> 10 
<223> Cadena alfa de TCR TCR5712 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135, región variable 
 
<400> 28 
 

 15 
 
<210> 29 
<211> 132 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 20 
 
<400> 29 
 

E16712262
06-04-2020ES 2 784 315 T3

 



 
22 
 

 
 
<210> 30 
<211> 133 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<220> 
<223> Cadena alfa de TCR TCR5713 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135, región variable 
 10 
<400> 30 
 

 
 
<210> 31 15 
<211> 400 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> Cadena alfa de TCR TCR3598 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135, región variable 
 
<400> 31 
 

E16712262
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23 
 

 
 
<210> 32 
<211> 400 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cadena alfa de TCR TCR3598_2 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135, región variable 
 10 
<400> 32 
 

 
 

 15 
 
<210> 33 
<211> 397 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 20 
 
<220> 
<223> Cadena alfa de TCR TCR5412 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135, región variable 
 
<400> 33 25 
 

 
 
<210> 34 
<211> 400 30 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 

E16712262
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24 
 

<220> 
<223> Cadena alfa de TCR TCR5412_2 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135, región variable 
 
<400> 34 
 5 

 
 
<210> 35 
<211> 397 
<212> ADN 10 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cadena alfa de TCR TCR5412_3 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135, región variable 
 15 
<400> 35 
 

 
 
<210> 36 20 
<211> 394 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 25 
<223> Cadena alfa de TCR TCR3600 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135, región variable 
 
<400> 36 
 

 30 
 
<210> 37 

E16712262
06-04-2020ES 2 784 315 T3

 



 
25 
 

<211> 394 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 5 
<223> Cadena alfa de TCR TCR5712 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135, región variable 
 
<400> 37 
 

 10 
 

 
 
<210> 38 
<211> 394 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cadena alfa de TCR TCR5415 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135, región variable 20 
 
<400> 38 
 

 
 25 
<210> 39 
<211> 397 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 30 
<220> 
<223> Cadena alfa de TCR TCR5713 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135, región variable 
 
<400> 39 
 35 

E16712262
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26 
 

 
 
<210> 40 
<211> 270 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cadena alfa de TCR TCR3598 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135 
 10 
<400> 40 
 

 
 
<210> 41 15 
<211> 270 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> Cadena alfa de TCR TCR3598_2 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135 
 
<400> 41 
 

E16712262
06-04-2020ES 2 784 315 T3

 



 
27 
 

 
 

 
 
<210> 42 5 
<211> 269 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 10 
<223> Cadena alfa de TCR TCR5412 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135 
 
<400> 42 
 

E16712262
06-04-2020ES 2 784 315 T3

 



 
28 
 

 
 

 
 
<210> 43 5 
<211> 270 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 10 
<223> Cadena alfa de TCR TCR5412_2 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135 
 
<400> 43 
 

E16712262
06-04-2020ES 2 784 315 T3

 



 
29 
 

 
 
<210> 44 
<211> 269 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cadena alfa de TCR TCR5412_3 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135 
 10 
<400> 44 
 

 
 

E16712262
06-04-2020ES 2 784 315 T3

 



 
30 
 

 
 
<210> 45 
<211> 268 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cadena alfa de TCR TCR3600 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135 
 10 
<400> 45 
 

 
 

E16712262
06-04-2020ES 2 784 315 T3

 



 
31 
 

 
 
<210> 46 
<211> 268 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cadena alfa de TCR TCR5712 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135 
 10 
<400> 46 
 

 
 
<210> 47 15 
<211> 268 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> Cadena alfa de TCR TCR5415 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135 
 
<400> 47 
 

E16712262
06-04-2020ES 2 784 315 T3

 



 
32 
 

 
 
<210> 48 
<211> 269 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cadena alfa de TCR TCR5713 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135 
 10 
<400> 48 
 

 
 

E16712262
06-04-2020ES 2 784 315 T3

 



 
33 
 

 
 
<210> 49 
<211> 813 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cadena alfa de TCR TCR3598 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135 
 10 
<400> 49 
 

 
 
<210> 50 15 
<211> 813 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> Cadena alfa de TCR TCR3598_2 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135 
 
<400> 50 

E16712262
06-04-2020ES 2 784 315 T3

 



 
34 
 

 

 
 
<210> 51 
<211> 810 5 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cadena alfa de TCR TCR5412 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135 10 
 
<400> 51 
 

 
 15 

 
 
<210> 52 
<211> 813 

E16712262
06-04-2020ES 2 784 315 T3

 



 
35 
 

<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cadena alfa de TCR TCR5412_2 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135 5 
 
<400> 52 
 

 
 10 
<210> 53 
<211> 810 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 15 
<220> 
<223> Cadena alfa de TCR TCR5412_3 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135 
 
<400> 53 
 20 

 
 

E16712262
06-04-2020ES 2 784 315 T3

 



 
36 
 

 
 
<210> 54 
<211> 807 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cadena alfa de TCR TCR3600 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135 
 10 
<400> 54 
 

 
 

 15 
 
<210> 55 
<211> 807 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 20 

E16712262
06-04-2020ES 2 784 315 T3

 



 
37 
 

 
<220> 
<223> Cadena alfa de TCR TCR5712 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135 
 
<400> 55 5 
 

 
 
<210> 56 
<211> 807 10 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cadena alfa de TCR TCR5415 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135 15 
 
<400> 56 
 

 
 20 

E16712262
06-04-2020ES 2 784 315 T3

 



 
38 
 

 
 
<210> 57 
<211> 810 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cadena alfa de TCR TCR5713 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135 
 10 
<400> 57 
 

 
 
<210> 58 15 
<211> 133 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<220> 20 
<223> Cadena beta de TCR TCR3598 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135, región variable 
 
<400> 58 
 

E16712262
06-04-2020ES 2 784 315 T3

 



 
39 
 

 
 
<210> 59 
<211> 135 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<220> 
<223> Cadena beta de TCR TCR3598_2 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135, región variable 
 10 
<400> 59 
 

 
 
<210> 60 15 
<211> 134 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<220> 20 
<223> Cadena beta de TCR TCR5412 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135, región variable 
 
<400> 60 
 

E16712262
06-04-2020ES 2 784 315 T3

 



 
40 
 

 
 
<210> 61 
<211> 135 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<220> 
<223> Cadena beta de TCR TCR5412_2 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135, región variable 
 10 
<400> 61 
 

 
 
<210> 62 15 
<211> 132 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<220> 20 
<223> Cadena beta de TCR TCR5412_3 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135, región variable 
 
<400> 62 
 

 25 
 

E16712262
06-04-2020ES 2 784 315 T3

 



 
41 
 

 
 
<210> 63 
<211> 131 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<220> 
<223> Cadena beta de TCR TCR3600 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135, región variable 
 10 
<400> 63 
 

 
 
<210> 64 15 
<211> 131 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<220> 20 
<223> Cadena beta de TCR TCR5712 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135, región variable 
 
<400> 64 
 

 25 
 

E16712262
06-04-2020ES 2 784 315 T3

 



 
42 
 

 
 
<210> 65 
<211> 131 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<220> 
<223> Cadena beta de TCR TCR5415 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135, región variable 
 10 
<400> 65 
 

 
 
<210> 66 15 
<211> 136 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<220> 20 
<223> Cadena beta de TCR TCR5713 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135, región variable 
 
<400> 66 
 

 25 
 

 
 

E16712262
06-04-2020ES 2 784 315 T3

 



 
43 
 

<210> 67 
<211> 397 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 5 
<220> 
<223> Cadena beta de TCR TCR3598 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135, región variable 
 
<400> 67 
 10 

 
 
<210> 68 
<211> 403 
<212> ADN 15 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cadena beta de TCR TCR3598_2 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135, región variable 
 20 
<400> 68 
 

 
 
<210> 69 25 
<211> 400 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 30 
<223> Cadena beta de TCR TCR5412 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135, región variable 
 
<400> 69 
 

E16712262
06-04-2020ES 2 784 315 T3

 



 
44 
 

 
 
<210> 70 
<211> 403 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cadena beta de TCR TCR5412_2 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135, región variable 
 10 
<400> 70 
 

 
 
<210> 71 15 
<211> 397 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> Cadena beta de TCR TCR5412_3 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135, región variable 
 
<400> 71 
 

 25 
 

 
 
<210> 72 
<211> 391 30 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 

E16712262
06-04-2020ES 2 784 315 T3

 



 
45 
 

<223> Cadena beta de TCR TCR3600 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135, región variable 
 
<400> 72 
 

 5 
 
<210> 73 
<211> 391 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 10 
 
<220> 
<223> Cadena beta de TCR TCR5712 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135, región variable 
 
<400> 73 15 
 

 
 
<210> 74 
<211> 391 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cadena beta de TCR TCR5415 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135, región variable 25 
 
<400> 74 
 

 
 30 
<210> 75 
<211> 406 

E16712262
06-04-2020ES 2 784 315 T3

 



 
46 
 

<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cadena beta de TCR TCR5713 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135, región variable 5 
 
<400> 75 
 

 
 10 
<210> 76 
<211> 305 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 15 
<220> 
<223> Cadena beta de TCR TCR3598 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135 
 
<400> 76 
 20 

 
 

E16712262
06-04-2020ES 2 784 315 T3

 



 
47 
 

 
 
<210> 77 
<211> 307 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cadena beta de TCR TCR3598_2 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135 
 10 
<400> 77 
 

 
 

E16712262
06-04-2020ES 2 784 315 T3

 



 
48 
 

 
 
<210> 78 
<211> 306 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cadena beta de TCR TCR5412 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135 
 10 
<400> 78 
 

 
 

 15 
 
<210> 79 
<211> 307 

E16712262
06-04-2020ES 2 784 315 T3

 



 
49 
 

<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cadena beta de TCR TCR5412_2 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135 5 
 
<400> 79 
 

 
 10 
<210> 80 
<211> 304 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 15 
<220> 
<223> Cadena beta de TCR TCR5412_3 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135 
 
<400> 80 
 20 

E16712262
06-04-2020ES 2 784 315 T3

 



 
50 
 

 
 
<210> 81 
<211> 303 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cadena beta de TCR TCR3600 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135 
 10 
<400> 81 
 

 
 

E16712262
06-04-2020ES 2 784 315 T3

 



 
51 
 

 
 
<210> 82 
<211> 303 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cadena beta de TCR TCR5712 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135 
 10 
<400> 82 
 

 
 

E16712262
06-04-2020ES 2 784 315 T3

 



 
52 
 

 
 
<210> 83 
<211> 303 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cadena beta de TCR TCR5415 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135 
 10 
<400> 83 
 

 
 
<210> 84 15 
<211> 308 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 

E16712262
06-04-2020ES 2 784 315 T3

 



 
53 
 

<220> 
<223> Cadena beta de TCR TCR5713 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135 
 
<400> 84 
 5 

 
 
<210> 85 
<211> 918 
<212> ADN 10 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cadena beta de TCR TCR3598 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135 
 15 
<400> 85 
 

 
 

E16712262
06-04-2020ES 2 784 315 T3

 



 
54 
 

 
 
<210> 86 
<211> 924 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cadena beta de TCR TCR3598_2 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135 
 10 
<400> 86 
 

 
 

E16712262
06-04-2020ES 2 784 315 T3

 



 
55 
 

 
 
<210> 87 
<211> 921 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cadena beta de TCR TCR5412 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135 
 10 
<400> 87 
 

 
 
<210> 88 15 
<211> 924 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> Cadena beta de TCR TCR5412_2 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135 
 
<400> 88 
 

E16712262
06-04-2020ES 2 784 315 T3

 



 
56 
 

 
 
<210> 89 
<211> 915 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cadena beta de TCR TCR5412_3 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135 
 10 
<400> 89 
 

 
 

E16712262
06-04-2020ES 2 784 315 T3

 



 
57 
 

 
 
<210> 90 
<211> 912 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cadena beta de TCR TCR3600 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135 
 10 
<400> 90 
 

 
 
<210> 91 15 
<211> 912 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> Cadena beta de TCR TCR5712 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135 
 
<400> 91 
 

E16712262
06-04-2020ES 2 784 315 T3

 



 
58 
 

 
 
<210> 92 
<211> 912 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cadena beta de TCR TCR5415 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135 
 10 
<400> 92 
 

 
 

E16712262
06-04-2020ES 2 784 315 T3

 



 
59 
 

 
 
<210> 93 
<211> 927 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cadena beta de TCR TCR5713 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-1 116-135 
 10 
<400> 93 
 

 
 
<210> 94 15 
<211> 1794 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> Construcción de TCR de ácido nucleico monocatenario TCR3598 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-
1 116-135 
 
<400> 94 

E16712262
06-04-2020ES 2 784 315 T3

 



 
60 
 

 

 
 

 
 5 
<210> 95 
<211> 1800 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 10 
<220> 
<223> Construcción de TCR de ácido nucleico monocatenario TCR3598_2 específica para HLA-DR4-epítopo NY-
ESO-1 116-135 
 

E16712262
06-04-2020ES 2 784 315 T3

 



 
61 
 

<400> 95 
 

 
 

 5 
 
<210> 96 
<211> 1794 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 10 
 
<220> 
<223> Construcción de TCR de ácido nucleico monocatenario TCR5412 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-
1 116-135 

E16712262
06-04-2020ES 2 784 315 T3

 



 
62 
 

 
<400> 96 
 

 
 

 
 
<210> 97 
<211> 1800 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Construcción de TCR de ácido nucleico monocatenario TCR5412_2 específica para HLA-DR4-epítopo NY-
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ESO-1 116-135 
 
<400> 97 
 

 
 

 
 
<210> 98 
<211> 1788 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
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<223> Construcción de TCR de ácido nucleico monocatenario TCR5412_3 específica para HLA-DR4-epítopo NY-
ESO-1 116-135 
 
<400> 98 
 5 

 
 

 
 
<210> 99 10 
<211> 1782 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
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<220> 
<223> Construcción de TCR de ácido nucleico monocatenario TCR3600 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-
1 116-135 
 
<400> 99 5 
 

 
 

 
 10 
<210> 100 
<211> 1782 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
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<220> 
<223> Construcción de TCR de ácido nucleico monocatenario TCR5712 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-
1 116-135 
 5 
<400> 100 
 

 
 

 10 
 
<210> 101 
<211> 1782 
<212> ADN 
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<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Construcción de TCR de ácido nucleico monocatenario TCR5415 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-
1 116-135 5 
 
<400> 101 
 

 
 10 
<210> 102 
<211> 1800 
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<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Construcción de TCR de ácido nucleico monocatenario TCR5713 específica para HLA-DR4-epítopo NY-ESO-5 
1 116-135 
 
<400> 102 
 

 10 
 

 
 
<210> 103 

ES 2 784 315 T3

 



 
69 
 

<211> 9 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<220> 5 
<223> HLA-A2 epítopo del NY-ESO-1 157-165 
 
<400> 103 
 

 10 
 
<210> 104 
<211> 133 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<220> 
<223> Cadena alfa de TCR específica para HLA-A2-epítopo NY-ESO-1 157-165, región variable 
 
<400> 104 20 
 

 
 
<210> 105 
<211> 400 25 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cadena alfa de TCR específica para HLA-A2-epítopo NY-ESO-1 157-165, región variable 30 
 
<400> 105 
 

 
 35 

 
 
<210> 106 
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<211> 269 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 5 
<223> Cadena alfa de TCR específica para HLA-A2-epítopo NY-ESO-1 157-165 
 
<400> 106 
 

 10 
 
<210> 107 
<211> 810 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 
 
<220> 
<223> Cadena alfa de TCR específica para HLA-A2-epítopo NY-ESO-1 157-165 
 
<400> 107 20 
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<210> 108 
<211> 134 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<220> 
<223> Cadena beta de TCR específica para HLA-A2-epítopo NY-ESO-1 157-165, región variable 
 10 
<400> 108 
 

 
 
<210> 109 15 
<211> 400 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> Cadena beta de TCR específica para HLA-A2-epítopo NY-ESO-1 157-165, región variable 
 
<400> 109 
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<210> 110 
<211> 309 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cadena beta de TCR específica para HLA-A2-epítopo NY-ESO-1 157-165 
 10 
<400> 110 
 

 
 

 15 
 
<210> 111 
<211> 921 
<212> ADN 
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<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cadena beta de TCR específica para HLA-A2-epítopo NY-ESO-1 157-165 
 5 
<400> 111 
 

 
 
<210> 112 10 
<211> 1794 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 15 
<223> Construcción de TCR de ácido nucleico monocatenario específica para HLA-A2-epítopo NY-ESO-1 157-165 
 
<400> 112 
 

 20 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Un ácido nucleico que codifica al menos una construcción de cadena alfa del receptor de linfocitos T 
(TCR) y/o una construcción de cadena beta de TCR de una construcción de TCR capaz de unirse específicamente a 
un epítopo de NY-ESO-1 que consiste en la SEQ ID:21 en complejo 5 
con HLA-DR4, 
en el que la construcción de cadena alfa de TCR comprende una región determinante de complementariedad (CDR) 
CDR1 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 46-51 de SEQ ID NO: 23, una CDR2 que tiene 
una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 69-74 de SEQ ID NO: 23 y una CDR3 que tiene una secuencia de 
aminoácidos de los aminoácidos 109-123 de SEQ ID NO: 23 y/o la construcción de cadena beta de TCR comprende 10 
una CDR1 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 46-50 de SEQ ID NO: 59, una CDR2 que 
tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 68-73 de SEQ ID NO: 59 y una CDR3 que tiene una secuencia 
de aminoácidos de los aminoácidos 111-125 de SEQ ID NO: 59, o 
en el que la construcción de cadena alfa de TCR comprende una CDR1 que tiene una secuencia de aminoácidos de 
los aminoácidos 49-54 de SEQ ID NO: 22, una CDR2 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 15 
72-76 de SEQ ID NO: 22 y una CDR3 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 111-123 de SEQ 
ID NO: 22 y/o la construcción de cadena beta de TCR comprende una CDR1 que tiene una secuencia de aminoácidos 
de los aminoácidos 46-50 de SEQ ID NO: 58, una CDR2 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 
68-73 de SEQ ID NO: 58 y una CDR3 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 111-123 de SEQ 
ID NO: 58, o 20 
en el que la construcción de cadena alfa de TCR comprende una CDR1 que tiene una secuencia de aminoácidos de 
los aminoácidos 46-51 de SEQ ID NO: 24, una CDR2 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 
69-75 de SEQ ID NO: 24 y una CDR3 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 110-122 de SEQ 
ID NO: 24 y/o la construcción de cadena beta de TCR comprende una CDR1 que tiene una secuencia de aminoácidos 
de los aminoácidos 46-50 de SEQ ID NO: 60, una CDR2 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 25 
68-73 de SEQ ID NO: 60 y una CDR3 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 111-124 de SEQ 
ID NO: 60, o 
en el que la construcción de cadena alfa de TCR comprende una CDR1 que tiene una secuencia de aminoácidos de 
los aminoácidos 46-51 de SEQ ID NO: 25, una CDR2 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 
69-75 de SEQ ID NO: 25 y una CDR3 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 110-123 de SEQ 30 
ID NO: 25 y/o la construcción de cadena beta de TCR comprende una CDR1 que tiene una secuencia de aminoácidos 
de los aminoácidos 46-50 de SEQ ID NO: 61, una CDR2 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 
68-73 de SEQ ID NO: 61 y una CDR3 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 111-125 de SEQ 
ID NO: 61, o 
en el que la construcción de cadena alfa de TCR comprende una CDR1 que tiene una secuencia de aminoácidos de 35 
los aminoácidos 45-49 de SEQ ID NO: 26, una CDR2 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 
67-72 de SEQ ID NO: 26 y una CDR3 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 107-122 de SEQ 
ID NO: 26 y/o la construcción de cadena beta de TCR comprende una CDR1 que tiene una secuencia de aminoácidos 
de los aminoácidos 46-50 de SEQ ID NO: 62, una CDR2 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 
68-73 de SEQ ID NO: 62 y una CDR3 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 111-122 de SEQ 40 
ID NO: 62, o 
en el que la construcción de cadena alfa de TCR comprende una CDR1 que tiene una secuencia de aminoácidos de 
los aminoácidos 49-53 de SEQ ID NO: 27, una CDR2 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 
71-74 de SEQ ID NO: 27 y una CDR3 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 109-121 de SEQ 
ID NO: 27 y/o la construcción de cadena beta de TCR comprende una CDR1 que tiene una secuencia de aminoácidos 45 
de los aminoácidos 46-50 de SEQ ID NO: 63, una CDR2 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 
68-73 de SEQ ID NO: 63 y una CDR3 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 111-121 de SEQ 
ID NO: 63, o 
en el que la construcción de cadena alfa de TCR comprende una CDR1 que tiene una secuencia de aminoácidos de 
los aminoácidos 49-53 de SEQ ID NO: 28, una CDR2 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 50 
71-74 de SEQ ID NO: 28 y una CDR3 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 109-121 de SEQ 
ID NO: 28 y/o la construcción de cadena beta de TCR comprende una CDR1 que tiene una secuencia de aminoácidos 
de los aminoácidos 46-50 de SEQ ID NO: 64, una CDR2 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 
68-73 de SEQ ID NO: 64 y una CDR3 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 111-121 de SEQ 
ID NO: 64, o 55 
en el que la construcción de cadena alfa de TCR comprende una CDR1 que tiene una secuencia de aminoácidos de 
los aminoácidos 49-53 de SEQ ID NO: 29, una CDR2 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 
71-74 de SEQ ID NO: 29 y una CDR3 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 109-121 de SEQ 
ID NO: 29 y/o la construcción de cadena beta de TCR comprende una CDR1 que tiene una secuencia de aminoácidos 
de los aminoácidos 46-50 de SEQ ID NO: 65, una CDR2 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 60 
68-73 de SEQ ID NO: 65 y una CDR3 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 111-121 de SEQ 
ID NO: 65, o 
en el que la construcción de cadena alfa de TCR comprende una CDR1 que tiene una secuencia de aminoácidos de 
los aminoácidos 47-52 de SEQ ID NO: 30, una CDR2 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 
70-75 de SEQ ID NO: 30 y una CDR3 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 110-122 de SEQ 65 
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ID NO: 30 y/o la construcción de cadena beta de TCR comprende una CDR1 que tiene una secuencia de aminoácidos 
de los aminoácidos 46-50 de SEQ ID NO: 66, una CDR2 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 
68-73 de SEQ ID NO: 66 y una CDR3 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 111-126 de SEQ 
ID NO: 66. 
 5 
2. El ácido nucleico de la reivindicación 1, en el que la construcción de cadena alfa de TCR comprende 
una región variable que comprende una secuencia que tiene al menos un 80 % de identidad de secuencia con la SEQ 
ID 22-30, que está codificada opcionalmente por una secuencia seleccionada de la SEQ ID 31-39 y/o en el que la 
construcción de cadena beta de TCR comprende una región variable que comprende una secuencia que tiene al 
menos un 80 % de identidad de secuencia con la SEQ ID 58-66, que está codificada opcionalmente por una secuencia 10 
seleccionada de la SEQ ID 67-75. 
 
3. El ácido nucleico de la reivindicación 2, 

• en el que la construcción de cadena alfa de TCR comprende una secuencia que tiene al menos un 80 % de 
identidad de secuencia con cualquiera de las SEQ ID NO: 40-48 y está codificada opcionalmente por cualquiera 15 
de las SEQ ID NO: 49-57, 
• y/o en el que la construcción de cadena beta de TCR comprende una secuencia que tiene al menos un 80 % de 
identidad de secuencia con cualquiera de las SEQ ID NO: 76-84 y está codificada opcionalmente por cualquiera 
de las SEQ ID NO: 85-93, 
• en el que la construcción de TCR está codificada preferiblemente por cualquiera de las SEQ ID NO: 94-102; 20 
• en el que la construcción de cadena alfa de TCR y/o la construcción de cadena beta de TCR o la construcción de 
TCR es preferiblemente un vector de expresión adecuado para la expresión en una célula huésped seleccionada 
del grupo que comprende un linfocito T humano. 

 
4. El ácido nucleico de la reivindicación 1, en el que la construcción de cadena alfa de TCR comprende 25 
TRAV9-2 - SEQ ID NO: 2 - TRAJ45, y en el que la construcción de cadena beta de TCR comprende TRBV2 - SEQ ID 
NO: 11 - TRBJ1-1. 
 
5. Un ácido nucleico que codifica al menos una construcción de cadena alfa del receptor de linfocitos T 
(TCR) y/o una construcción de cadena beta de TCR de una construcción de TCR capaz de unirse específicamente al 30 
epítopo que consiste en la SEQ ID:103 en complejo con HLA-A2, en el que la construcción de cadena alfa de TCR 
comprende una CDR1 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 48-52 de SEQ ID NO: 104, una 
CDR2 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 70-75 de SEQ ID NO: 104 y una CDR3 que tiene 
una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 110-122 de SEQ ID NO: 104 y/o la construcción de cadena beta 
de TCR comprende una CDR1 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 46-50 de SEQ ID NO: 35 
108, una CDR2 que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 68-73 de SEQ ID NO: 108 y una CDR3 
que tiene una secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 111-124 de SEQ ID NO: 108. 
 
6. El ácido nucleico de la reivindicación 5, 

a) en el que la construcción de cadena alfa de TCR comprende una región variable que comprende una secuencia 40 
que tiene al menos un 80 % de identidad de secuencia con la SEQ ID 104, que está codificada opcionalmente por 
la SEQ ID 105, en el que la construcción de cadena alfa de TCR comprende preferiblemente una secuencia que 
tiene al menos un 80 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 106, y está codificada opcionalmente por la 
SEQ ID NO: 107, 
b) y/o en el que la construcción de cadena beta de TCR comprende una región variable que comprende una 45 
secuencia que tiene al menos un 80 % de identidad de secuencia con la SEQ ID 108, que está codificada 
opcionalmente por la SEQ ID 109, en el que la construcción de cadena beta de TCR comprende preferiblemente 
una secuencia que tiene al menos un 80 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 110, y está codificada 
opcionalmente por la SEQ ID NO: 111, 
c) en el que la construcción de TCR está codificada preferiblemente por la SEQ ID NO: 112, 50 
d) en el que la construcción de cadena alfa de TCR y/o la construcción de cadena beta de TCR o la construcción 
de TCR es preferiblemente un vector de expresión adecuado para la expresión en una célula huésped seleccionada 
del grupo que comprende un linfocito T humano. 

 
7. Una construcción de cadena alfa del receptor de linfocitos T (TCR) y/o una construcción de cadena beta 55 
de TCR de una construcción de TCR codificada por el ácido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones anteriores. 
 
8. Una célula huésped que comprende un ácido nucleico o una construcción de cadena alfa del receptor 
de linfocitos T (TCR) y/o una construcción de cadena beta de TCR de una construcción de TCR de cualquiera de las 
reivindicaciones anteriores, en la que la célula huésped es preferiblemente un linfocito T CD4+ y el ácido nucleico es 60 
un ácido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o en la que la célula huésped es preferiblemente un 
linfocito T CD8+ y el ácido nucleico es un ácido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 5 a 6. 
 
9. La célula huésped de la reivindicación 8, en la que la célula huésped es una célula humana. 
 65 
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10. Una composición farmacéutica que comprende 
a) un ácido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 1-6 que codifica una construcción de TCR capaz de 
unirse específicamente a un epítopo de NY-ESO-1 en complejo con un MHC humano, o 
b) una construcción de TCR de la reivindicación 7 capaz de unirse específicamente a un epítopo de NY-ESO-1 en 
complejo con un MHC humano, o 5 
c) una célula huésped de cualquiera de las reivindicaciones 8 o 9 que expresa una construcción de TCR capaz de 
unirse específicamente a un epítopo de NY-ESO-1 en complejo con un MHC humano. 

 
11. La composición farmacéutica de la reivindicación 10, que comprende un ácido nucleico de cualquiera 
de las reivindicaciones 1 a 4, una proteína codificada por dicho ácido nucleico o una célula huésped que comprende 10 
dicho ácido nucleico. 
 
12. La composición farmacéutica de la reivindicación 10, que comprende un ácido nucleico de cualquiera 
de las reivindicaciones 5 a 6, una proteína codificada por dicho ácido nucleico o una célula huésped que comprende 
dicho ácido nucleico. 15 
 
13. Un kit para su uso en medicina, que comprende, como primer componente, la composición farmacéutica 
de la reivindicación 11, y la composición farmacéutica de la reivindicación 12 como un segundo componente, en el 
que los dos componentes están formulados para administración simultánea o para administración en cualquier 
secuencia. 20 
 
14. La composición farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12, o el kit de la reivindicación 
13 para su uso en el diagnóstico, prevención y/o tratamiento de una enfermedad proliferativa, 
preferiblemente una enfermedad tumoral benigna o maligna, en la que las células proliferantes o el tumor expresa NY-
ESO-1. 25 
 
15. La composición farmacéutica o kit para su uso de la reivindicación 14, para su uso en inmunoterapia, 
preferiblemente, en terapia con linfocitos T adoptivos o terapia génica con TCR.
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