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ES 2327229 T3

DESCRIPCION

Presentacién del receptor de linfocitos T.

La presente invencién se refiere a particulas proteindceas, por ejemplo particulas de fago o de ribosoma, que
presentan receptores de células T (TCR) y diversas bibliotecas de las mismas.

Antecedentes de la invencion
TCR nativos

Como se describe en, por ejemplo, el documento W099/60120, los TCR median el reconocimiento de complejos
péptido-complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) y, como tales, son esenciales para el funcionamiento de la
rama celular del sistema inmunitario.

Los anticuerpos y los TCR son los tinicos dos tipos de moléculas que reconocen los antigenos de un modo especi-
fico y, por tanto, el TCR es el tinico receptor para antigenos peptidicos concretos presentados en el MHC, a menudo
siendo el péptido extrafio el dnico signo de anomalia dentro de una célula. El reconocimiento de las células T se
produce cuando una célula T y una célula presentadora de antigeno (CPA) estdn en contacto fisico directo y se inicia
mediante la unién de los TCR especificos del antigeno con los complejos pMHC.

El TCR nativo es una proteina heterodimérica de la superficie celular de la superfamilia de las inmunoglobulinas
que estd asociada con proteinas invariables del complejo CD3 implicado en la mediacion de la transduccion de la sefial.
Los TCR existen en las formas a8 y yd, que son estructuralmente similares pero tienen localizaciones anatémicas, y
probablemente funciones, distintas. Los ligandos de clase I y clase IT del MHC también son proteinas de la superfamilia
de las inmunoglobulinas, pero estdn especializadas en la presentacidon del antigeno, con un sitio de unién peptidica
altamente polimdrfico que les permite presentar una gran diversidad de fragmentos peptidicos cortos en la superficie
celular de las CPA.

Se sabe que otras dos clases de proteinas son capaces de funcionar como ligandos de los TCR. (1) los antigenos
CD1 son moléculas relacionadas con el MHC de clase I cuyos genes se localizan en un cromosoma distinto al de los
antigenos de clase I y clase II del MHC tipicos. Las moléculas CD1 son capaces de presentar restos peptidicos y no
peptidicos (p. ej., lipidos, glicolipidos) a las células T de un modo andlogo al de los complejos péptido-MHC de clase
I y de clase II convencionales. Véase, por ejemplo, (Barclay y col, (1997) The Leucocyte Antigen Factsbook 2 nd
Edition, Academic Press) y (Bauer (1997) Eur J Immunol 27 (6) 1366-1373) (2) los superantigenos bacterianos son
toxinas solubles que son capaces de unirse tanto a las moléculas del MHC de clase II como a una subpoblacién de
TCR (Fraser (1989) Nature 339 221-223). Muchos antigenos exhiben especificidad por uno o dos segmentos Vbeta,
mientras que otros exhiben una unién mas promiscua. En cualquier caso, los superantigenos son capaces de provocar
una respuesta inmunitaria potenciada en virtud de su capacidad para estimular subpoblaciones de células T de un modo
policlonal.

La porcién extracelular de los TCR @f y yd heterodiméricos nativos consta de dos polipéptidos, cada uno de los
cuales posee un dominio constante cerca de la membrana y un dominio variable lejos de la membrana. Cada uno de los
dominios constante y variable incluye un puente disulfuro intracatenario. Los dominios variables contienen los bucles
altamente polimoérficos andlogos a las regiones determinantes de complementariedad (CDR) de los anticuerpos. La
CDR3 de los TCR af interacciona con el péptido presentado por el MHC, y las CDR3 1y 2 de los TCR «f interac-
cionan con el péptido y con el MHC. La diversidad de las secuencias del TCR se genera a través de la reorganizacién
somatica de los genes ligados de las regiones variables (V), diversidad (D), de acoplamiento (J) y constantes.

Los polipéptidos funcionales de las cadenas a Y y estan formados por regiones V-J-C reorganizadas, mientras que
las cadenas By ¢ estdn compuestas por regiones V-D-J-C. El dominio constante extracelular tiene una regiéon proximal
a la membrana y una regién de inmunoglobulina. Existen dominios constantes de cadena sencilla @ y , conocidos
como TRAC y TRDC, respectivamente. El dominio constante de la cadena 8 estd compuesto por uno de dos dominios
constantes 3 diferentes, conocidos por TRBC1 y TRBC2 (nomenclatura del IMGT) Entre estos dominios constantes de
[ hay cuatro cambios aminoacidicos, tres de los cuales estan dentro de los dominios usados para producir los TCR de
cadena sencilla que se presentan en las particulas de fago de la presente invencidn. Todos estos cambios estdn dentro
del ex6n 1 de TRBC1 y TRBC2: N4K5->K4N5 y F37->Y (numeracién del IMGT, diferencias TRBC1->TRBC2),
mientras que el cambio del aminodcido final entre las dos regiones constantes de la cadena S del tCR estd en el
ex6n 3 de TRBC1 y TRBC2: V1->E. El dominio constante de y estd compuesto por uno de TRGC1, TRGC2(2x) o
TRGC2(3x). Los dos dominios constantes TRGC2 sélo difieren en el nimero de copias presentes de los aminodcidos
codificados por el ex6n 2 de este gen.

La extension de cada uno de los dominios extracelulares del TCR es algo variable. No obstante, un experto en la
técnica puede determinar con facilidad la posicion de los limites del dominio usando una referencia tal como The T
Cell Receptor Facts Book, Lefranc & Lefranc, Publ Academic Press 2001.
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TCR recombinantes

La produccién de TCR recombinantes es beneficiosa porque proporcionan andlogos solubles de TCR adecuados
para los propdsitos siguientes:

o Estudiar las interacciones TCR/Ligando (p. ej., pMHC por TCR of)
e Deteccidn selectiva de inhibidores de interacciones asociadas con TCR
e Proporcionar la base de posibles terapéuticas

Hasta la fecha, se han concebido una serie de constructos para la produccién de TCR recombinantes. Estos cons-
tructos caen dentro de dos clases amplias, TCR de cadena sencilla y TCR diméricos, la literatura relevante de estos
constructos se resume mas adelante.

Los TCR de cadena sencilla (scTCR) son constructos artificiales compuestos por una hebra sencilla de aminodaci-
dos, que, como los TCR heterodiméricos nativos, se unen a complejos MHC-péptido. Por desgracia, los intentos de
reducir TCR funcionales andlogos de alfa/beta simplemente uniendo las cadenas alfa y beta de modo que se expre-
sen ambas en un dUnico marco de lectura abierto no han tenido éxito, probablemente por la inestabilidad natural del
apareamiento del dominio soluble alfa-beta.

En consecuencia, para la produccién de scTCR han sido necesarias técnicas especiales usando diversas fragmen-
taciones de una de las cadenas alfa y beta o de ambas. Estos formatos parecen ser aplicables tinicamente a una gama
muy limitada de secuencias de scTCR. Soo Hoo y col (1992) PNAS. 89 (10): 4759-63 comunican la expresion de un
TCR de ratén en formato de cadena sencilla en el clon de células T 2C usando una cadena alfa y beta truncada unida
con un espaciador de 25 aminodcidos y expresion peripldsmica bacteriana (véase también Schodin y col (1996) Mol.
Immunol. 33 (9): 819-29). Este disefio también forma la base del TCR de cadena sencilla m6 comunicado por Holler
y col. (2000) PNAS. 97 (10): 5387-92, que deriva del scTCR 2C y se une al mismo aloepitopo restringido en H2-Ld.
Shusta y col. (2000) Nature Biotechnology 18: 754-759 y en el documento de EE.UU. 6.423.538 comunican el uso
de constructos murinos de TCR 2C de cadena sencilla en experimentos de presentacién en levaduras, que produjeron
TCR mutados con una estabilidad y térmica y solubilidad potenciadas. Este informe también demostré la capacidad
de estos TCR 2C presentados para unirse de forma selectiva a células que expresan su pMHC conocido. Khandekar
y col. (1997) J. Biol. Chem.. 272 (51): 32190-7 comunican un disefio similar para el TCR D10 murino, aunque este
scTCR estaba fusionado con MBP y se expreso en el citoplasma bacteriano (véase también Hare y col. (1999) Nat.
Struct. Biol. 6 (6): 574-81). Hilyard y col. (1994) PNAS. 91 (19): 9057-61 comunican un scTCR humano especifico
para la proteina de matriz del influenza HLA-A2 usando un disefio Va-espaciador-Vg y de expresion en el periplasma
bacteriano.

Chung y col. (1994) PNAS. 91 (26) 12654-8 comunican la produccién de un scTCR humano usando un disefio
Va-espaciador- VB-CB y expresion sobre la superficie de una linea celular de mamiferos. Este informe no incluye
ninguna referencia a la unién especifica péptido-HLA del scTCR. Plaksin y col (1997) J. Immunol. 158 (5): 2218-
27 comunican un disefio Va-espaciador-VS-CB similar para producir un scTCR murino especifico para un epitopo
gp120-H-2Dd del VIH. Este scTCR se expresa en forma de cuerpos de inclusion bacterianos y se repliega in vitro.

En una serie de articulos se describe la produccién de heterodimeros de TCR que incluyen el puente disulfuro
nativo, que conecta las respectivas subunidades (Garboczi, y col., (1996), Nature 384(6605): 134-41; Garboczi, y
col., (1996), J Immunol 157(12): 5403-10; Chang y col., (1994), PNAS USA 91: 11408-11412; Davodeau y col.,
(1993), J. Biol. Chem. 268(21): 15455-15460; Golden y col., (1997), J. Imm. Meth. 206: 163-169; patente de EE.UU.
n° 6080840). No obstante, aunque dichos TCR se pueden reconocer mediante anticuerpos especificos de TCR, no
se demostré que ninguno reconociera su ligando nativo aparte de a concentraciones relativamente altas y/o no eran
estables.

En el documento WO 99/60120 se describe un TCR soluble que esta correctamente plegado de modo que es capaz
de reconocer a su ligando nativo, es estable durante un periodo de tiempo y puede producirse en cantidades razonables.
Este TCR comprende un dominio extracelular de cadena a o y del TCR dimerizado con un dominio extracelular de
cadena 8 o 6 del TCR, respectivamente, por medio de un par de péptidos de dimerizacién en el extremo C, como
cremalleras de leucina. Esta estrategia de producir TCR suele ser aplicable a todos los TCR.

Reiter y col, Immunity, 1995, 2:281-287, detalla la construccién de una molécula soluble que comprende dominios
variables de a y 8 del TCR estabilizados con puentes disulfuro, uno de los cuales estd unido a una forma truncada
de la exotoxina de Pseudomonas (PE38). Una de las razones indicadas para producir esta molécula era para superar
la inestabilidad inherente de los TCR de cadena sencilla. La posicién del nuevo puente disulfuro en los dominios
variables del TCR se identific6 mediante homologia con los dominios variables de los anticuerpos, en los que estos
se han introducido previamente (por ejemplo, véase Brinkmann, y col. (1993), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 7538-
7542, y Reiter, y col. (1994) Biochemistry 33: 5451-5459). No obstante, dado que esta homologia no existe entre los
dominios variables del anticuerpo y del TCR, dicha técnica no se podia emplear para identificar los sitios adecuados
para los nuevos puentes disulfuro entre cadenas entre los dominios constantes del TCR.
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Como se ha mencionado en lo que antecede, Shusta y col. (2000) Nature Biotechnology 18: 754-759 comunican
el uso de constructos de TCR 2C de cadena sencilla en experimentos de presentacion en levaduras. El principio de
presentacion de scTCR sobre particulas de fago se ha tratado previamente. Por ejemplo, el documento WO 99/19129
detalla la produccién de scTCR y resume un posible procedimiento para la produccién de particulas de fago que pre-
sentan scTCR del formato Va-Espaciador-VS CB. No obstante, esta aplicacién no contiene ejemplos que demuestren
la produccién de dichas particulas de fago que presenten TCR. Sin embargo, la aplicacién si hace referencia a una
solicitud pendiente de tramitacion.

“En dicha solicitud de EE.UU. pendiente de tramitacién n® 08/813-781 se ha descrito la construccién de vectores
de ADN que incluyan un segmento de ADN que codifique una molécula de scTCR fusionada con una proteina de la
cubierta del bacteriéfago (gen II o gen VIII)”.

Ademds, esta solicitud depende de la capacidad de los anticuerpos anti-TCR o de los complejos superantigeno
MHC para reconocer los scTCR solubles no presentados en el fago para verificar su conformacién correcta. Por tanto,
no se ha demostrado de un modo concluyente la especificidad verdadera de la unién péptido-MHC de los scTCR en
cualquier formato. Por tdltimo, en otro estudio (Onda y col., (1995) Molecular Immunology 32 (17-18) 1387-1397)
se desvela la presentacién en fagos de dos cadenas @ de TCR murino en ausencia de sus respectivas cadenas . Este
estudio demostr6é que las particulas de fago que presentan una de las cadenas « del TCR (Derivada del hibridoma
murino A.1.1) se unian preferentemente a los mismos péptidos inmovilizados en pocillos de microtitulacion a los que
el TCR completo responderia normalmente cuando fueran presentados por MHC de clase I-A9 murino.

Uso de la deteccion selectiva

Una serie de importantes interacciones celulares y respuestas celulares, incluida la sinapsis inmunitaria mediada
por el TCR, son controladas por los contactos entre los receptores de la superficie celular y los ligandos presentados
sobre las superficies de otras células. Estos tipos de contactos moleculares especificos son de crucial importancia para
la correcta regulacién bioquimica en el cuerpo humano y, por tanto, se estidn estudiando intensamente. En muchos
casos, el objetivo de dichos estudios es concebir un medio de modular las respuestas celulares con el fin de prevenir o
combuatir la enfermedad.

Por tanto, los procedimientos con los que identificar compuestos que se unan con algin grado de especificidad a
moléculas receptoras o ligandos humanos son importantes porque conducen al descubrimiento y desarrollo de nuevas
terapéuticas para las enfermedades. En particular, los compuestos que interfieren con ciertas interacciones receptor-
ligando poseen un potencial inmediato como agentes o portadores terapéuticos.

Los avances en quimica combinatoria que permiten la produccién relativamente sencilla y rentable de bibliotecas
de compuestos muy grandes han aumentado enormemente el &mbito de los andlisis de compuestos. No obstante, las
limitaciones de los programas de deteccion selectiva residen muy a menudo en la naturaleza de los ensayos que se
pueden emplear, la produccién de moléculas receptoras y ligandos adecuadas y lo bien que estos ensayos se pueden
adaptar a los procedimientos de deteccidn selectiva de alto rendimiento.

Procedimientos de presentacion

A menudo es deseable presentar un péptido o polipéptido dado sobre la superficie de una particula proteindcea.
Dichas particulas pueden servir como ayudas de la purificacion para el péptido o polipéptido (dado que las particu-
las portadoras del péptido o polipéptido pueden separarse de contaminantes no deseados mediante sedimentacién u
otros procedimientos). También pueden servir como vacunas particuladas, de modo que la respuesta inmunitaria al
péptido o polipéptido presentado en la superficie estd estimulada por la presentacion particulada. La proteina p24 del
retrotransposon de levaduras y la proteina de la cubierta de superficie de la hepatitis B son ejemplos de proteinas
que se autoensamblan en particulas. La fusion del péptido o polipéptido de interés con estas proteinas formadoras de
particulas es un modo reconocido de presentar el péptido o polipéptido sobre la superficie de las particulas resultantes.

No obstante, los procedimientos de presentacion en particulas se han usado principalmente para identificar protei-
nas con propiedades deseables tales como rendimientos de expresion potenciada, union y/o caracteristicas de estabili-
dad. Estos procedimientos implican crear un grupo diverso o “biblioteca” de proteinas o polipéptidos expresados sobre
la superficie de particulas proteindceas. Estas particulas tienen dos caracteristicas clave, en primer lugar cada particula
presenta una tnica proteina variante o polipéptido y, en segundo lugar, el material genético que codifica la proteina o
polipéptido expresado estd asociado con el de la particula. A continuacion, esta biblioteca se somete a uno o mds ciclos
de seleccidén. Por ejemplo, esto puede consistir en poner en contacto un ligando con una biblioteca de presentacién
en particulas de receptores mutados e identificar qué receptores mutados se unen al ligando con la mayor afinidad.
Una vez que el proceso de seleccidn se ha completado, se pueden aislar el receptor o receptores con las propiedades
deseadas y el material genético se puede amplificar con el fin de poder secuenciar los receptores.

Estos procedimientos de presentacion entran dentro de dos amplias categorias, presentacion in-vitro e in-vivo.
Todos los procedimientos de presentacion in vivo residen en una etapa en la que la biblioteca, normalmente codifi-
cada en o con el 4cido nucleico de una particula replicable tal como un pldsmido o un fago, el replicon se transforma

en las células para permitir la expresion de las proteinas o los polipéptidos. (Pliickthun (2001) Adv Protein Chem 55
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367-403). Existen numerosos sistemas de replicén/huésped que se ha probado que son adecuados para la presentacién
in vivo de proteinas o polipéptidos. Estos incluyen los siguientes

Fago/células bacterianas

Pladsmido/células CHO

Vectores basados en las células de levaduras/plasmido de 2 um de levaduras
Baculovirus/células de insecto

Plasmido/células bacterianas

Los procedimientos de presentacién in vivo incluyen procedimientos de presentacion en la superficie de la célula en
los que un plasmido se introduce en la célula huésped que codifica una proteina de fusién consistente en la proteina o
polipéptido de interés fusionado con una proteina o polipéptido de la superficie celular. La expresion de esta proteina
de fusién conduce a la presentacion de la proteina o polipéptido sobre la superficie de la célula. Las células que
presentan estas proteinas o polipéptidos de interés pueden someterse después a un proceso de seleccion tal como
FACS y se pueden aislar y secuenciar los pldsmidos obtenidos de la célula o células seleccionadas. Se han concebido
sistemas de presentacion sobre la superficie celular para células de mamifero (Higuschi (1997) J Immunol. Methods
202 193-204), células de levadura (Shusta (1999) J Mol Biol 292 949-956) y células bacterianas (Sameulson (2002) J.
Biotechnol 96 (2) 129-154).

Se han publicado numerosas revisiones de las diversas técnicas de presentacién in vivo. Por ejemplo, (Hudson
(2002) Expert Opin Biol Ther (2001) 1 (5) 845-55) y (Schmitz (2000) 21 (Supp A) S106-S112).

Los procedimientos de presentacion in vitro se basan en el uso de ribosomas para traducir las bibliotecas de ARNm
en una matriz diversa de variantes proteicas o polipeptidicas. La unién entre las proteinas o los polipéptidos formados
y el ARNm que codifica estas moléculas se mantiene mediante uno de dos procedimientos. La presentacién conven-
cional en ribosoma utiliza secuencias de ARNm que codifican una secuencia de unién corta (normalmente de 40-
100 aminodcidos) y la proteina o polipéptido que se van a presentar. La secuencia de unién permite que la proteina
o polipéptido presentado tenga suficiente espacio para volver a plegarse sin que el ribosoma lo impida estéricamente.
La secuencia de ARNm carece de un codén de “terminacién”, esto asegura que la proteina o polipéptido expresados
y el ARN permanecen unidos a la particula ribosémica. El procedimiento de presentacién relacionado con el ARNm
se basa en la preparacion de las secuencias de ARNm que codifican la proteina o polipéptido de interés y los espa-
ciadores de ADN que portan un resto de puromicina. En cuanto que el ribosoma alcanza la union ARNm/ADN, la
traduccion se detiene y la puromicina forma un enlace covalente con el ribosoma. Para una revisién reciente de estos
dos procedimientos de presentacion in vitro relacionados véase (Amstutz (2001) Curr Opin Biotechnol 12 400-405).

Particularmente preferida es la técnica de presentacién en fago que se basa en la capacidad de las particulas de bac-
teriofago para expresar un péptido o polipéptido heterélogo fusionado con sus proteinas de superficie. (Smith (1985)
Science 217 1315-1317). El procedimiento es bastante general y bien entendido en la técnica para la presentacion de
mondmeros polipeptidicos. No obstante, en el caso de los polipéptidos que en su forma nativa se asocian en forma de
dimeros, sélo la presentacion en fago de anticuerpos parece haber sido investigada exhaustivamente.

Para la presentacion de polipéptido monomérico hay dos procedimientos principales:

En primer lugar (Procedimiento A) mediante la insercién en un vector (fagemido) de ADN que codifica el péptido o
polipéptido heterdlogo fusionado al ADN que codifica una proteina de recubrimiento del bacteriéfago. A continuacién
se lleva a cabo la expresion de particulas de fago que presentan el péptido o polipéptido heterdlogo mediante la
transfeccion de células bacterianas con el fagemido y, después, la infeccién de las células transformadas con un “fago
colaborador”. El fago colaborador actia como fuente de las proteinas del fago no codificadas por el fagemido requerido
para producir una particula de fago funcional.

En segundo lugar (Procedimiento B) mediante la insercién de ADN que codifica el péptido o polipéptido heterdlogo
en un genoma de fago completo fusionado al ADN que codifica una proteina de recubrimiento del bacteriéfago. A
continuacién se lleva a cabo la expresién de particulas de fago que presentan el péptido o polipéptido heter6logo
mediante la infeccién de células bacterianas con el genoma del fago. Este procedimiento posee la ventaja del primer
procedimiento de ser un procedimiento de “una sola etapa”. No obstante, se reduce el tamaiio de la secuencia de ADN
heter6logo que se puede empaquetar con éxito en las particulas de fago resultantes. M13, T7 y Lambda son ejemplos
de fagos adecuados para este procedimiento.

Una variacién del (Procedimiento B) implica afiadir una secuencia de ADN que codifica un dominio de unién
nucleotidica al ADN en el genoma del fago, que codifica el péptido heterélogo a presentar, y afiadir ademads el corres-
pondiente sitio de unién nucleotidica al genoma del fago. Esto hace que el péptido heterélogo se una directamente
al genoma del fago. Este complejo péptido/genoma se empaqueta después en una particula de fago que presenta el
péptido heterdlogo. Este procedimiento se describe completamente en el documento WO 99/11785.
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Las particulas de fago se pueden recuperar después y usar para estudiar las caracteristicas de unién del péptido o
polipéptido heter6logo. Una vez aislado, el ADN del fagemido o fago se puede recuperar de la particula de fago que
presenta el péptido o polipéptido, y este ADN se puede replicar mediante PCR. EI producto de la PCR se puede usar
para secuenciar el péptido o polipéptido heterélogo presentado por una particula de fago dada.

La presentacion en fago de anticuerpos de cadena sencilla y fragmentos de los mismos se ha convertido en un
medio de rutina para estudiar las caracteristicas de unién de estos polipéptidos. Se dispone de numerosos libros que
revisan las técnicas de presentacioén en fagos y la biologia del bacteriéfago. (Véase, por ejemplo, Phage Display - A
Laboratory Manual, Barbas y col., (2001) Cold Spring Harbour Laboratory Press).

Un tercer procedimiento de presentacion en fago (Procedimiento C) depende del hecho de que los polipéptidos
heter6logos que tienen un residuo de cisteina en una localizacién deseada se pueden expresar en una forma soluble
a través del genoma de un fagemido o un fago, y se pueden asociad con una proteina modificada de la superficie del
fago que también posea un residuo de cisteina en una posicién expuesta en la superficie, a través de la formacién de
un puente disulfuro entre las dos cisteinas. El documento WO 01/05950 detalla el uso de este procedimiento de unién
alternativo para la expresion de péptidos derivados de anticuerpos de cadena sencilla.

Breve descripcion de la invencion

Los TCR nativos son heterodimeros que poseen dominios transmembrana de gran longitud que son esenciales para
mantener su estabilidad como dimeros funcionales. Como se ha tratado en lo que antecede, los TCR son ttiles para
fines de investigacion y terapéuticos en sus formas solubles, por lo que su presentacion en la forma nativa insoluble
tiene poca utilidad. Por otro lado, se ha probado que las formas estables solubles de los TCR son dificiles de disefiar
y, dado que la mayoria de los procedimientos de presentacion parecen haber sido descritos tinicamente para péptidos
monoméricos y polipéptidos, los procedimientos de presentacién adecuados para los TCR diméricos solubles no se
han investigado. Es mds, dado que la funcionalidad de los TCR presentados depende de la asociacién adecuada de los
dominios variables del dimero de TCR, la presentacién con éxito de un TCR dimérico funcional no es trivial.

El documento 99/18129 contiene la afirmacién: “Los constructos de ADN que codifican las proteinas de fusién de
scTCR se pueden usar para fabricar una biblioteca de presentacion en bacteriéfagos de acuerdo con procedimientos
descritos en la solicitud de EE.UU. pendiente de tramitacién n° de serie 08/813.781 concedida el 7 de marzo de
1997, cuya descripcion se incorpora en la presente memoria descriptiva por referencia”, pero en esta solicitud no
se incluye ninguna descripcién real de tal presentacién. No obstante, los inventores de esta solicitud publicaron un
articulo (Weidanz (1998) J Immunol Methods 221 59-76) que demuestra la presentacioén de dos scTCR murinos sobre
las particulas de fago.

El documento WO 01/62908 desvela procedimientos para la presentacién en el fago de scTCR y scTCR/proteinas
de fusién con Ig. No obstante, no se ha evaluado la funcionalidad (unién especifica a pMHC) de los constructos
descritos.

Por ultimo, se ha demostrado un procedimiento mediado por retrovirus para la presentacion de diversas bibliotecas
de TCR sobre la superficie de células T inmaduras para un TCR murino. La biblioteca de TCR mutados presentados en
la superficie de las células T inmaduras se someti6 a deteccion selectiva mediante citometria de flujo usando tetrdmeros
de pMHC, lo que condujo a la identificacién de variantes de TCR que era especifico para el pMHC conocido, o una
variante del mismo. (Helmut y col., (2000) PNAS 97 (26) 14578-14583).

La presente invencidn se basa en parte en el hallazgo de que TCR de cadena sencilla y diméricos se pueden expresar
como fusiones de superficie en las particulas de fago y permite la disposicién de particulas de fago que presentan
constructos de scTCR andlogos de alfa/beta y andlogos de gamma/delta y de dTCR. Dichos TCR presentados sobre
particulas de fago son ttiles para la purificacién y deteccion selectiva, particularmente como una biblioteca diversa
de TCR presentados en fagos para biopaning para identificar TCR con caracteristicas deseables tales como afinidad
elevada por el complejo MHC-péptido diana. En la dltima relacion, los scTCR presentados sobre fagos pueden ser
utiles para la identificacién del TCR deseado, pero dicha informacién se puede aplicar mejor a la construccién de TCR
diméricos andlogos para su uso ultimo en terapias. La invencién también incluye TCR de alta afinidad identificables
mediante estos procedimientos.

Descripcion detallada de la invencion
En un amplio aspecto, la presente invencién proporciona una particula de fago que presenta en su superficie un TCR
polipeptidico de cadena sencilla (scTCR) o un par polipeptidico de TCR (dTCR), en el que dicho scTCR polipeptidico

esté constituido por

un primer segmento constituido por una secuencia del dominio variable de la cadena @ o 6 del TCR fusionada con
el extremo N de una secuencia extracelular del dominio constante de la cadena o del TCR.

un segundo segmento constituido por una secuencia del dominio variable de la cadena 8 o y del TCR fusionada
con el extremo N de una secuencia extracelular del dominio constante de la cadena 8 del TCR.
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una secuencia espaciadora que liga el extremo C del primer segmento con el extremo N del segundo segmento, o
viceversa, y

un puente disulfuro entre los segmentos primero y segundo, en el que dicho puente disulfuro es uno que no tiene
equivalente en los receptores de células T @8 o yd nativos.

en el que dicho par polipeptidico de dTCR esta constituido por

un primer polipéptido en el que una secuencia del dominio variable de la cadena @ o § del TCR fusionada con el
extremo N de una secuencia extracelular del dominio constante de la cadena @ del TCR, y

un segundo polipéptido en el que una secuencia del dominio variable de la cadena 8 o y del TCR esta fusionada
con el extremo N de una secuencia correspondiente a un dominio constante de la cadena 8 del TCR.

Los polipéptidos primero y segundo, que estdn unidos por un puente disulfuro que no tiene equivalente en los
receptores de células T af o yd nativos, en el que dicho puente disulfuro entre los segmentos primero y segundo del
scTCR o entre los polipéptidos primero y segundo del dTCR entre cisternas estdn sustituidos por los siguientes pares
de residuos en el exén 1 de TRAC*01 para la cadena @ del TCR y de TRBC1*#01 o TRBC2*01 para la cadena 3 del
TCR.

Cadena a del TCR Cadena f del TCR
Thr 48 Ser 57
Thr 45 Ser 77
Tyr 10 Ser 17
Thr 45 Asp 59
Ser 15 Glu 15

Las secuencias del dominio variable del par polipeptidico del dTCR o del polipéptido del scTCR estin mutuamente
orientadas sustancialmente como en los TCR nativos y el puente disulfuro entre los segmentos primero y segundo del
scTCR o entre los polipéptidos primero y segundo del dTCR no tiene equivalente en los receptores nativos de las
células T.

En el caso de los scTCR o dTCR af presentados de acuerdo con la invencidn, el hecho de que las secuencias
del dominio variable de los segmentos o polipéptidos @ y 8 estin mutuamente orientados sustancialmente como en
los receptores de células T af nativos implica que los TCR son funcionales, lo que se puede analizar confirmando
que la molécula se une al ligando relevante del TCR (complejo pMHC, complejo CD1-antigeno, superantigeno o
complejo superantigeno/pMHC), si se une se cumple el requisito. Las interacciones con complejos pMHC se pueden
medir usando un instrumento Biacore 3000™ o Biacore 2000™. El documento W099/6120 proporciona descripciones
detalladas de los procedimientos requeridos para analizar la unién del TCR a los complejos MHC-péptido. Estos
procedimientos son igualmente aplicables al estudio de las interacciones TCR/CD1 y TCR/superantigeno. Con el fin
de aplicar estos procedimientos al estudio de las interacciones TCR/CDI1 se requieren las formas solubles de CD,
cuya produccién se describe en (Bauer (1997) Eur J Immunol 27 (6) 1366-1373). En el caso de los TCR yé de
la presente invencion, los ligandos conocidos para estas moléculas son desconocidos, por lo que se puede emplear
medios secundarios de verificacion de su conformacion, tales como reconocimiento mediante anticuerpos.

El anticuerpo monoclonal MCA991T (disponible en Serotec), especifico de la region variable de la cadena J, es un
ejemplo de un anticuerpo adecuado para esta tarea.

Los scTCR o dTCR de la presente invencidn se pueden presentar sobre particulas de fago, preferentemente parti-
culas de fago filamentoso, mediante, por ejemplo, los dos medios siguientes:

(1) el extremo C de un miembro del par polipeptidico de dTCR, o el extremo C del polipéptido de scTCR, o el
extremo C de un espaciador peptidico corto unido al extremo C de cualquiera de ellos, se puede unir directamente
mediante un enlace peptidico a un residuo expuesto en la superficie de la particula de fago. Por ejemplo, dicho residuo
expuesto en la superficie estd, preferentemente, en el extremo N del producto génico del gen III o el gen VIII del
bacteriéfago; y

(ii) El extremo C de un miembro del par polipeptidico de dTCR, o el extremo C del polipéptido de scTCR, o el
extremo C de un espaciador peptidico corto unido al extremo C de cualquiera de ellos, estd unido mediante un puente
disulfuro a un residuo de cisteina expuesto en la superficie de la particula de fago a través de un residuo de cisteina
introducido. Por ejemplo, dicho residuo expuesto en la superficie estd, de nuevo preferentemente, en el extremo N del
producto génico del gen III o el gen VIII del bacteriéfago.
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Se prefiere el procedimiento (i) anterior. En el caso de un scTCR, el dcido nucleico que codifica el TCR puede
estar fusionado con el 4cido nucleico que codifica el fago. En el caso de un dTCR, el 4cido nucleico que codifica
una cadena del TCR puede estar fusionado con el 4cido nucleico que codifica el fago, y la segunda cadena del par
polipeptidico de TCR puede poder asociarse con la particula resultante expresada que presenta la primera cadena.
La asociacién funcional adecuada de las dos cadenas esta asistida por la presencia de las cisternas introducidas en el
dominio constante de las dos cadenas, que son capaces de formar un puente disulfuro entre cadenas, como se trata
completamente mas adelante.

Par polipeptidico del dTCR y polipéptido de scTCR

Las secuencias extracelulares del dominio constante presentes en los scTCR o dTCR corresponden, preferentemen-
te, a las de un TCR humano, como también lo hacen las secuencias del dominio variable. No obstante, la correspon-
dencia entre dichas secuencias no ha de ser de 1:1 a nivel de aminoécido. La fragmentacién en N o C y/o la delecién
y/o sustitucién de aminodcidos en relacidn con las correspondientes secuencias de TCR humano es aceptable. En par-
ticular, dado que las secuencias extracelulares del dominio constante presentes en los segmentos primero y segundo
no estan directamente implicadas en los contactos con el ligando al que se unen los scTCR o dTCR, pueden se mas
cortos, o pueden contener sustituciones o deleciones en relacién con ellas, que las secuencias del dominio constante
extracelular de los TCR nativos.

La secuencia extracelular del dominio constante presente en uno del par polipeptidico del dTCR, o en el primer
segmento de un polipéptido de scTCR, puede incluir una secuencia correspondiente al dominio constante extracelular
de Ig de la cadena a de un TCR, y/o la secuencia extracelular del dominio constante presente en el otro miembro del
par o segundo segmento puede incluir una secuencia correspondiente al dominio Ig constante extracelular de la cadena
B de un TCR.

En una forma de realizacién de la invencién, un miembro del par polipeptidico del dTCR, o el primer segmento del
polipéptido de scTCR, corresponde a sustancialmente todo el dominio variable de una cadena o de TCR fusionado con
el extremo N de sustancialmente todo el dominio extracelular del dominio constante de una cadena « del TCR; y/o el
otro miembro del par o del segundo segmento corresponde a sustancialmente todo el dominio variable de una cadena
B del TCR fusionada con el extremo N de sustancialmente todo el dominio extracelular del dominio constante de una
cadena 8 del TCR. En otra forma de realizacion, las secuencias extracelulares del dominio constante presente en el par
polipeptidico del dTCR, o los segmentos primero y segundo del polipéptido de scTCR, corresponden a los dominios
constantes de las cadenas @ y 8 de un TCR nativo truncado por su extremo C de modo que los residuos de cisteina
que forman el puente disulfuro nativo entre cadenas del TCR quedan excluidos. Como alternativa, dichos residuos de
cisteina pueden estar sustituidos por otro residuo de aminoécido tal como serina o alanina, de modo que se deleciona el
puente disulfuro nativo. Ademads, la cadena 8 del TCR nativo contiene un residuo de cisteina no pareado y ese residuo
puede eliminarse, o sustituirse por un residuo distinto a cisteina, en la secuencia 8 del scTCR de la invencién.

En una forma de realizacién concreta de la invencion, las secuencias del dominio variable de la cadena @ y 8
del TCR presentes en el par polipeptidico del dTCR, o los segmentos primero y segundo del polipéptido de scTCR,
pueden juntas corresponder al dominio variable funcional de un primer TCR, y las secuencias extracelulares del
dominio constante de la cadena a y 8 del TCR presentes en el par polipeptidico del dTCR o los segmentos primero y
segundo del polipéptido de scTCR, pueden corresponder a las de un segundo TCR, siendo los TCR primero y segundo
de la misma especie. Por tanto, las secuencias del dominio variable de la cadena « y 8 presentes en el par polipeptidico
del dTCR, o los segmentos primero y segundo del polipéptido de scTCR, pueden corresponder a las de un primer TCR
humano, y las secuencias extracelulares del dominio constante de la cadena « y 8 pueden corresponder a las de un
segundo TCR humano. Por ejemplo, las secuencias extracelulares del dominio constante del STCR A6 Tax se pueden
usar como estructura sobre la que se pueden fusionar los dominios variables heterélogos de a y 5.

En otra forma de realizacién de la invencion, las secuencias del dominio variable de la cadena 6 y y del TCR
presentes en el par polipeptidico del dTCR, o los segmentos primero y segundo del polipéptido de scTCR respectiva-
mente, pueden juntas corresponder al dominio variable funcional de un primer TCR, y las secuencias extracelulares
del dominio constante de la cadena « y 8 del TCR presentes en el par polipeptidico del dTCR o los segmentos primero
y segundo del polipéptido de scTCR respectivamente, pueden corresponder a las de un segundo TCR, siendo los TCR
primero y segundo de la misma especie: Por tanto, las secuencias del dominio variable de la cadena ¢ y y presentes en
el par polipeptidico del dTCR o los segmentos primero y segundo del polipéptido del scTCR pueden corresponder a
las de un primer TCR humano, y las secuencias extracelulares del dominio constante de cadena « y 8 pueden corres-
ponder a las de un segundo TCR humano. Por ejemplo, las secuencias extracelulares del dominio constante del sTCR
A6 Tax se pueden usar como estructura sobre la que se pueden fusionar los dominios variables heter6logos de y y 0.

En una forma de realizacién concreta de la invencion, las secuencias del dominio variable de cadenaa y 5,05y y
presentes en el par polipeptidico del dTCR o los segmentos primero y segundo del polipéptido del scTCR pueden juntas
corresponder al dominio variable funcional de un primer TCR humano, y las secuencias extracelulares del dominio
constante de cadena a y 8 del TCR presentes en el par polipeptidico del dTCR o los segmentos primero y segundo
del polipéptido del scTCR pueden corresponder a las de un segundo TCR no humano. Por tanto, las secuencias del
dominio variable de cadena @ y 8, 0 § y y presentes en el par polipeptidico del dTCR o los segmentos primero y segundo
del polipéptido del scTCR pueden corresponder a las de un primer TCR humano y las secuencias extracelulares del
dominio constante de cadena @ y 8 pueden corresponder a las de un segundo TCR no humano. Por ejemplo, las
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secuencias extracelulares del dominio constante del TCR murino se pueden usar como estructura sobre la que se
pueden fusionar los dominios variables heter6logos de @ y 8 de TCR humano.

Espaciador en el polipéptido scTCR

Para las particulas de fago que presentan scTCR de la presente invencion, una secuencia espaciadora une los
segmentos primero y segundo del TCR para formar una hebra polipeptidica sencilla. La secuencia espaciadora puede,
por ejemplo, tener la férmula -P-AA-P, en la que P es prolina y AA representa una secuencia de aminoécidos en la
que los aminodcidos son glicina y serina.

Para el scTCR presentado por particulas de fago de la presente invencion para unirse a un ligando, el complejo
MHC-péptido en el caso del los TCR «f, los segmentos primero y segundo se acoplan de modo que las secuencias
del dominio variable estdn orientados para dicha unién. Por tanto, el espaciador deberfa tener suficiente longitud para
extender la distancia entre el extremo C del primer segmento y el extremo N del segundo segmento, o viceversa. Por
otro lado, preferentemente se evitard una longitud excesiva del espaciador, en caso de que el extremo del espaciador
en la secuencia del dominio variable del extremo N bloquee o reduzca la unién del scTCR al ligando diana.

Por ejemplo, en el caso en el que las secuencias extracelulares del dominio constante presentes en los segmentos
primero y segundo correspondan a los dominios constantes de las cadenas @ y 8 de un TCR nativo truncado en
su extremo C de modo que los residuos de cisteina que forman el puente disulfuro nativo entre cadenas del CR.
quedan excluidos, y la secuencia espaciadora une el extremo C del primer segmento con el extremo N del segundo
segmento, la secuencia espaciadora puede constar de, por ejemplo, de 26 a 41 amino4cidos, preferentemente 29, 30,
31 6 32 aminoécidos, o 33, 34, 35 6 36 aminoacidos. Espaciadores concretos tienen la formula PGGG-(SGGGG);-P-
y -PGGG-(SGGGG)4-P-, en la que P es prolina, G es glicina y S es serina.

Puente disulfuro entre cadenas

Un rasgo principal caracteristico de los dTCR y scTCR preferidos presentados por particulas de fago de la presente
invencién es el puente disulfuro especifico introducid entre las secuencias extracelulares del dominio constante del par
polipeptidico del dTCR o de los segmentos primero y segundo del polipéptido del scTCR. Dicho enlace no posee
homélogo en los TCR nativos, estd incorporado especificamente entre cisternas en las secuencias extracelulares del
dominio constante del par polipeptidico del dTCR o los segmentos primero y segundo del polipéptido del scTCR. En
algunos casos puede ser deseable un puente disulfuro nativo y uno no nativo.

El puente disulfuro puede formarse mediante mutacion de residuos distintos a cisteina sobre los segmentos primero
y segundo en cistefna y haciendo que se forme el enlace entre los residuos mutados. Los residuos sustituidos por
cisteina son aquéllos cuyos respectivos carbonos § estdn separados por aproximadamente 6 A (0,6 RUN) o menos, y,
preferentemente, en el intervalo de 3,5 A (0,35 nm) a 5,9 A (0,59 nm) en el TCR nativo. El puente disulfuro esta entre
los residuos en el dominio constante de la inmunoglobulina. Los puntos en los que se van a introducid las cisternas
para formar el puente disulfuro son los residuos siguientes en el exén 1 del TRAC*01 para la cadena o del TCR y
TRBC *01 o TRBC2*01 para la cadena 8 del TCR.

Cadena « del TCR Cadena § del TCR Separacion de carbonos |
» 3 nativos (nm)

Thr 48 Ser 57 0,473

Thr 45 Ser 77 0,533

Tyr 10 Ser 1,7 0,359

Thr 45 Asp 59 0,560

Ser 15 Glu 15 1059

Los motivos siguientes en las respectivas cadenas de TCR humano se pueden usar para identificar el residuo que
se va a mutar (el residuo sombreado es el residuo para la mutacién a una cisteina).

Cadena a Thr 48:

DSDVYITDKE]VLDMRSMDFK (aminoacidos 39-58 del exon 1

del gen TRAC®) (SEC ID 1)
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Cadena « Thr 45:

QSKDSDV YIDKTVLDMRSMiaminoicidos 36-55 del exsn 1 del gen

TRAC™01) (SEC ID 2)

Cadena a Tyr 10:

DIQNPDPAVEQLRDSKSSDK (aminoacidos 1-20 del ex6n 1

del gen TRAC™01) (SEC ID 3)

Cadena «a Ser 15:

DPAVYQLRDS‘KSSDKSVCLF (aminoacidos 6-25 del ex6n 1 del
gen TRAC*01) (SEC ID 4)

Cadena 8 Ser 57:

NGKEVHSGVSTDPQPLKEQP (aminoacidos 48-67 del exdn

genes TRBC1"01y TRBC2°01)
5)
Cadena g Ser 77:

ALNDSRYALSSRLRVSATFW (aminoacidos 68-87 del exon 1 de
los genes TRBC1*01y TRBC2'01)
(SEC ID 6)

Cadena 8 Ser 17:

< {aminoacidos 8-27 dei exdn 1 de los genes
PPEVAVFEP‘S“EAEISHTQKA TRBC1*01 y TRBC2*01) (SEC ID 7)

Cadena g Asp 59:

KEVHSGVST@)QPLKEQPAL {aminoacidos 50-69 del exén 1 de los

genes TRBC1°01y TRBC0°01) (SEC ID 8)

10
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Cadena S8 Glu 15:

VFPPEVAVF@PSEAEISHTQ {(aminoacidos 6-25 del exon 1 de los
= genes TRBC1*01 y TRBC2°01) (SEC ID 9)

En otras especies, las cadenas del TCR pueden no tener una regién que tenga una identidad del 100% con los
motivos anteriores. No obstante, el experto en la técnica podrd usar los motivos anteriores para identificar la parte
equivalente de la cadena @ o 8 del TCR y, por tanto, el residuo que se va a mutar a cisteina. A este respecto se pueden
usar técnicas de alineacion. Por ejemplo, se puede usar ClustalW, disponible en el sitio web del European Bioinforma-
tics Institute (http://www.ebi.ac.uk/index.html) para comparar los motivos anteriores con una secuencia concreta de la
cadena del TCR con el fin de localizar la parte relevante de la secuencia del TCR para detectar mutaciones.

La presente invencion incluye dentro de su d&mbito scTCR andlogos de @ y yd presentados sobre la particula de
fago, asi como los de otros mamiferos, incluidos, entre otros, ratén, rata, cerdo, cabra y oveja. Como se ha mencionado
en lo que antecede, el experto en la técnica serd capaz de determinar sitios equivalentes a los sitios humanos descritos
en lo que antecede en los que se pueden introducir residuos de cisteina para formar un puente disulfuro entre cadenas.
Por ejemplo, a continuacién se muestran las secuencias de aminodcidos de los dominios solubles Ca y C8 de ratén,
junto con motivos que muestran los residuos murinos equivalentes a los residuos humanos mencionados en lo que
antecede que se pueden mutar a cisteinas para formar un puente disulfuro entre cadenas del TCR (en las que los
residuos relevantes estan sombreados).

Dominio soluble Ca de raton:

PYIQNPEPAVYQLKDPRSQDSTLCLFTDFDSQINVPKTMESGTFITDKTVLDMK
AMDSKSNGAIAWSNQTSFTCQDIFKETNATYPSSDVP (SEQ ID 10)

Dominio soluble C8 de ratén:

EDLRNVTPPKVSLFEPSKAEIANKQKATLVCLARGFFPDHVELSWWVNGREYV
HSGVSTDPQAYKESNYSYCLSSRLRVSATFWHNPRNHFRCQVQFHGLSEEDK
WPEGSPKPVTQNISAEAWGRAD (SEQ ID 11)

Equivalente murino de la Thr 48 de la cadena @ humana:

ESGTFITDKTVLDMKAMDSK (SECID 12)

Equivalente murino de la Thr 45 de la cadena @ humana:

KTMESGTFITDKTVLDMKAM (SECID 13)

Equivalente murino de la Tyr 10 de la cadena @ humana:

ESGTFITDKTVLDMKAMDSK (SECID 14)

Equivalente murino de la Ser 15 de la cadena @ humana:

AVYQLKDPRSQDSTLCLFTD (SECID 15)

Equivalente murino de la Ser 57 de la cadena 8 humana:

NGREVHSGVSTDPQA YKESN (SECID 16)

11
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Equivalente murino de la Ser 77 de la cadena 8 humana:

KESNYSYCLSSRLRVSATFW (SECID 17)

Equivalente murino de la Ser 17 de la cadena 8 humana:

PPKV SLFEPSKAEIANKQKA (SECID 18)

Equivalente murino del Asp 59 de la cadena 8 humana:

REVHSGVSTDPQAYKESNYS (SECID 19)

Equivalente murino del Glu 15 de la cadena 8 humana:

VTPPKVSLFEPSKAEIANKQ (SECID 20)

Como se ha tratado en lo que antecede, los dominios constantes extracelulares de STCR A6 Tax pueden usarse
como estructura sobre la que se pueden fusionar los dominios variables heterélogos. Se prefiere que las secuencias
del dominio variable heter6logo estén unidas a las secuencias del dominio constante en algin punto entre el puente
disulfuro y el extremo N de las secuencias del dominio constante. En el caso de las secuencias del dominio constante
a 'y B del TCR A6 Tax, el puente disulfuro se puede formar entre los residuos de cisteina introducidos en los residuos
de aminodcidos 158 y 172, respectivamente. Por tanto, se prefiere que los puntos de union en la secuencia del dominio
variable de la cadena « y 8 heterélogo estén entre los residuos 159 o 173 y el extremo N de las secuencias del dominio
constante « o 3, respectivamente.

Presentacion del TCR

El procedimiento de presentacién del TCR in vivo para biopanning para identificar TCR que poseen propiedades
deseables tales como afinidad alta por un complejo péptido-MHC diana es la presentacion en fago.

En primer lugar, se construye una biblioteca de ADN que codifica una matriz diversa de scTCR o dTCR mutados.
Esta biblioteca se construye usando ADN que codifica un TCR nativo como molde para la amplificacién. Existen
numerosos procedimientos adecuados, conocidos por los expertos en la técnica, para la introduccién de las mutaciones
deseadas en el ADN del TCR y, por tanto, la proteina del TCR expresada finalmente. Por ejemplo, la PCR dirigida
por error (EP-TCR), técnicas lanzadera de ADN y el uso de cepas bacterianas mutadas tales como XL-1-Red son
medios convenientes de introduccion de mutaciones en las secuencias del TCR. Es particularmente preferido que
estas mutaciones se introduzcan en el dominio definido de los TCR. Por ejemplo, es probable que las mutaciones
en el dominio variable, particularmente las regiones determinantes de la complementariedad (CDR) y/o regiones
estructurales sean los sitios mas adecuados para la introduccién de mutaciones que conduzcan a la produccién de
una biblioteca diversa de TCR para la produccién de TCR con propiedades potenciadas de unién al ligando. La EP-
PCR es un ejemplo de procedimiento por el cual tales mutaciones “especificas de regién” se pueden introducir en los
TCR. Se usan cebadores de EP-PCR que sean complementarios a las secuencias de ADN que limitan la regién que
se va a mutar para amplificar multiples copias de esta region del ADN del TCR que contiene un nivel controlable
de mutaciones aleatorias. Estas secuencias de ADN que codifican regiones mutadas se insertan en las secuencias de
ADN, que codifican las secciones no mutageneizadas del TCR, mediante PCR de ligamiento n o superposicién. El
ADN que codifica el TCR con regién mutada puede unirse después al ADN que codifica un polipéptido heter6logo
con el fin de producir una proteina de fusién adecuada para la presentacion. En el caso de la presentacién en fago, el
vector de expresion utilizado es un fagemido o un vector con genoma de fago en el que se pueda ligar el ADN del TCR
al ADN que codifica una proteina de superficie, preferentemente la proteina de superficie gIll o gVIIL. En el caso de
un scTCR, tal unién se realiza como para la presentacion en fago de cualquier péptido monomérico o polipéptido. En
el caso de los dTCR, sélo una de las cadenas del TCR se liga del modo indicado en lo que antecede. La otra cadena
estd codificada en dcido nucleico para la co-expresion con dcido nucleico del fagemido o del fago colaborador, de
modo que la segunda cadena expresada encuentra y se asocia con el fago expresado con la primera cadena presentada
en la superficie. En ambos casos, como se ha tratado con mas detalle en lo que antecede, las cisteinas adecuadamente
colocadas en los dominios constantes son ttiles para que los dominios variables del TCR adopten sus posiciones
funcionales, a través de la formacién de un puente disulfuro mediante dichas cisteinas.

Para expresion, un vector que comprende (a) dcido nucleico que codifica una cadena de un par polipeptidico del
dTCR y (b) la otra cadena de un par polipeptidico de dTCR fusionado con una secuencia de 4cido nucleico que
codifica una proteina formadora de particula o una proteina de superficie celular, el par dTCR, o una composicién que
comprende un primer vector que comprende dcido nucleico (a) y un segundo vector que comprende dcido nucleico
(b), se ponen en contacto con células huésped capaces de causar la expresién del material genético codificado en
condiciones adecuadas para permitir la transformacién de dichas células. Tales vectores de expresion, sistemas de
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expresion que comprenden vectores de fagemido o de genoma de fago que codifican dTCR y scTCR, y células huésped
que los aojan forman aspectos adicionales de la presente invencion. En una forma de realizacion preferida de la
invencidn, los vectores de fagemido o de genoma de fago derivan de un fago filamentoso.

A continuacion, las células transformadas se incuban para permitir la expresién de las particulas de fago que pre-
sentan el TCR. Estas particulas pueden usarse después para deteccion selectiva o en ensayos para identificar variantes
de TCR con caracteristicas especificas potenciadas. A continuacién se pueden aislar todas las particulas que posean
las caracteristicas potenciadas en investigacion. El ADN que codifica estos TCR se puede amplificar después mediante
PCR y se puede determinar la secuencia.

Se sabe que niveles de expresion elevados de un polipéptido exdgeno pueden ser toxicos pata la célula huésped.

En tales casos debe encontrarse una cepa huésped que sea mds tolerante al polipéptido exdgeno o los niveles de
expresion en la célula huésped deben limitarse a un nivel que se tolere. Por ejemplo, (Beekwilder y col., (1999) Gene
228 (1-2) 23-31) comunican que sélo las formas mutadas de un inhibidor de la proteasa de patata (PI2) que contenian
deleciones o codones de terminaciéon dmbar se podrian seleccionar con éxito en una biblioteca de presentacién de
fagos. En este caso, una observacion en el curso del trabajo comunicado en los Ejemplos de la presente memoria
descriptiva sugiere que puede ser deseable limitar los niveles de expresion de TCR presentados sobre particulas de
la invencidn, al menos en algunas cepas de E. coli. Por tanto, se mostré que el TCR A6 seleccionado en el Ejemplo
2 después de repetidos ciclos de cultivo derivaba de células en las que el fagemido habia mutado con respecto al
introducido al principio. La mutacién habia creado un codén de terminacién “6palo” en la cadena 8 del TCR. Este
codon se “lee” con frecuencia baja en los ribosomas de la cepa de E. coli utilizada y Tiene como resultado la insercién
de un residuo de triptéfano en este sitio y un nivel global muy reducido de la expresién de la cadena 8 de longitud
completa.

Existen varias estrategias para limitar los niveles de expresion de un polipéptido exdgeno en un sistema de expre-
sién dado en un huésped, que puede ser adecuado pata limitar los niveles de expresién de un scTCR, o una o ambas
cadenas del TCR de un dTCR. Por ejemplo:

Uso de una secuencia promotor débil- El nivel de expresién obtenido para un producto génico dado, tal como la
cadena @ o 8 del TCR, se puede ajustar usando secuencias promotoras de varias fuerzas. El promotor PRM del fago
lamdba es un ejemplo de un promotor débil.

Sitios de unién al ribosoma mutados (RBS)- La mutacion de un 4cido nucleico sencillo en los RIBS asociada
con un producto génico, tal como la cadena a o 8 del TCR, puede tener como resultado una reduccién del nivel de
expresion. Por ejemplo, la mutacién de una secuencia AGGA salvaje a AGGG.

“Codones de iniciaciéon” mutados- La mutacién de un acido nucleico sencillo en el codén de iniciacién asociada
con un producto génico, tal como la cadena a o 8 del TCR, también puede tener como resultado una reduccién del
nivel de expresion. Por ejemplo, la mutacién de un codén de iniciacién AUG salvaje a GUG.

Mutaciones supresoras de sentido erréneo- Estas se insertan dentro de las regiones codificadoras de la cadena 5 del
TCR. Entre los ejemplos se incluyen el codén de terminacién “6palo” (UGA), este codén de terminacion “con fugas”
tiene como resultado la frecuencia baja de insercién de un aminodcido triptéfano y la lectura del resto de la secuencia
de codificacion.

Modificaciéon mediada por metabolitos de la fuerza del promotor- El nivel de expresién de un producto génico,
tal como la cadena a o 8 del TCR, bajo el control de ciertos promotores, se puede regular por disminucion mediante
la adicién de un metabolito relevante para las células que contienen el promotor. Por ejemplo, se pueden usar las
adiciones de glucosa para regular por disminucién la expresion de un producto génico bajo el control de un promotor
Lac.

Uso del codén- Las células bacterianas y, por ejemplo, las células de mamifero tienen diferentes “preferencias”
con respecto a los codones que usan para codificar ciertos aminodcidos. Por ejemplo, las células bacterianas usan con
mas frecuencia el codén CGU para codificar arginina, mientras que las células eucariéticas usan con mds frecuencia
AGA. Es posible reducir el nivel de expresion de un producto génico, tal como la cadena @ o 8 del TCR mediante
la utilizacién de secuencias de ADN que contienen una serie de codones menos preferidos mediante el sistema de
expresion que se esté utilizando.

Los detalles relacionados con los medios anteriores de regulacion por disminucién de la expresién del producto
génico se pueden encontrar en (Glass (1982) Gene Function - E. coli and its heritable elements, Croom Helm) y
(Rezinoff (1980) The Operon 2nd Edition, Cold Spring Harbor Laboratory).

También se sabe que suministrando cultivos bacterianos con una concentracion relativamente alta de un azicar tal
como sacarosa se puede incrementar los niveles de expresion peripldsmica de proteinas solubles. (Véase, por ejemplo,
(Sawyer y col., (1994) Protein Engineering 7 (11) 1401-1406)). Tras la expresion, el correcto apareamiento de las
secuencias del dominio variable del polipéptido del scTCR estd asistido, preferentemente, por la introduccién de un
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puente disulfuro en el dominio constante extracelular del scTCR. Sin desear limitarse por la teoria, se cree que el
nuevo puente disulfuro proporciona una estabilidad adicional al scTCR durante el proceso de plegamiento y, de este
modo, se facilita el correcto apareamiento de los segmentos primero y segundo.

También como se ha mencionado en lo que antecede, para la presentacién del dTCR en fago, uno de los pares
polipeptidicos del dTCR se expresa como si, en dltima instancia, se fuera a presentar como un polipéptido monomé-
rico sobre el fago, y el otro del par polipeptidico del dTCR se co-expresa en la misma célula huésped. Dado que la
particula de fago se autoensambla, los dos polipéptidos se autoasocian para su presentacion como dimero sobre el
fago. De nuevo, en la forma de realizacion preferida de este aspecto de la invencion, el correcto plegamiento durante
la asociacion del par polipeptidico estd asistido por un puente disulfuro entre las secuencias constantes, como se ha
tratado en lo que antecede. Otros detalles de un procedimiento para la presentacion en fago de un dTCR que tiene un
puente disulfuro entre cadenas aparecen en los Ejemplos en la presente memoria descriptiva.

Como alternativa, el fago que presenta la primera cadena del dTCR puede expresarse primero y la segunda cadena
polipeptidica puede ponerse en contacto con el fago expresado en una etapa posterior, para su asociacién como dTCR
funcional en la superficie del fago.

El procedimiento de presentacién del TCR in vitro preferido para biopanning para identificar TCR que poseen
propiedades deseables tales como afinidad alta por un complejo péptido-MHC diana es la presentacion en ribosoma.
En primer lugar, se construye una biblioteca de ADN que codifica una matriz diversa de polipéptidos de scTCR o
dTCR mutados usando las técnicas que se han tratado en lo que antecede.

A continuacion, la biblioteca de ADN se pone en contacto con ARN polimerasa con el fin de producir una biblioteca
de ARNm complementario. Opcionalmente, para las técnicas de presentaciéon de ARNm, las secuencias de ARNm
pueden unirse a una secuencia de ADN que comprende un sitio de unién a puromicina. Estos constructos genéticos
se ponen en contacto después con ribosomas in vitro bajo condiciones que permitan la traduccién del polipéptido
de scTCR o el primer polipéptido del par de dTCR. En el caso del dTCR, el segundo de los pares polipeptidicos se
expresa por separado y se pone en contacto con el primer polipéptido presentado por ribosomas, para la asociacién
entre los dos, asistida preferentemente por la formacién del puente disulfuro entre los dominios constantes. Como
alternativa, los ARNm que codifican ambas cadenas del TCR pueden ponerse en contacto con los ribosomas in vitro
en condiciones que permitan la traduccién de las cadenas de TCR de modo que se forme un ribosoma que presente un
dTCR. Estos ribosomas que presentan scTCR o dTCR pueden usarse después para deteccién selectiva o en ensayos
para identificar variantes de TCR con caracteristicas especificas potenciadas. A continuacién se pueden aislar todas
las particulas que posean las caracteristicas potenciadas en investigacién. EIl ARNm que codifica estos TCR puede
convertirse después en las secuencias de ADN complementarias usando la transcriptasa inversa. Este ADN se puede
amplificar después mediante PCR y se puede determinar la secuencia.

Aspectos adicionales

Una particula de fago que presenta un scTCR o dTCR (que preferentemente estd constituido por secuencias cons-
tantes y variables correspondientes a secuencias humanas) de la presente invencién se puede proporcionar en forma
sustancialmente pura o en forma de preparacion purificada o aislada. Por ejemplo, se puede proporcionar en una forma
que esté sustancialmente libre de otras proteinas.

Una particula de fago que presenta una pluralidad de scTCR o dTCR de la presente invencién se puede proporcionar
un complejo multivalente. Por tanto, la presente invencidn proporciona, en un aspecto, un completo del receptor de
células T multivalente, que comprende una particula de fago que presenta una pluralidad de scTCR o dTCR tal y como
se describe en la presente memoria descriptiva.

Cada uno de la pluralidad de dichos scTCR o dTCR es, preferentemente, idéntico.

Aislamiento de variantes de TCR con caracteristicas potenciadas

Otro aspecto de la invencién es un procedimiento para la identificaciéon de TCR con una caracteristica especifica,
en el que dicho procedimiento comprende someter una biblioteca diversa de TCR presentados sobre particulas de fago
a un proceso de seleccidon que selecciona segtin dicha caracteristica, y aislar particulas de fago que presentan un TCR
que posee dicha caracteristica, y, opcionalmente, a un procedimiento de amplificacién para multiplicar las particulas
aisladas y/o un proceso de deteccién selectiva que mide dicha caracteristica, identificando las particulas de fago que
presentan un TCR con la caracteristica deseada y aislar estas particulas de fago y, opcionalmente, a un procedimiento
de amplificacién para multiplica las particulas aisladas.

Las secuencias de ADN que codifican los TCR variantes se pueden obtener después y amplificar mediante PCR

para permitir la determinacion de las secuencias. Las caracteristicas que se pueden potenciar incluyen, entre otras, la
afinidad de unién por el ligando y la estabilidad del constructo.
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Uso de la deteccion selectiva

Las particulas de fago que presentan TCR de la presente invencién pueden utilizarse en procedimientos de detec-
cidn selectiva disefiadas para identificar moduladores, incluidos inhibidores, de la sinapsis inmunitaria celular mediada
por TCR.

Como los expertos en la técnica conocen, hay numerosos formatos de ensayo que proporcionan una base adecuada
para la deteccioén selectiva de interacciones proteina-proteina de este tipo.

Los sistemas de Ensayo de Proximidad Luminiscente Homogéneo con Amplificacién, tales como el
AlphaScreen™, dependen del uso de perlas “Donante” y “Aceptor” que estdn recubiertas con una capa de hidro-
gel a las que se pueden unir las proteinas receptor y ligandos. La interaccion entre estas moléculas receptor y ligando
acerca las perlas entre si. Cuando estas perlas se someten a una luz laser, un fotosensibilizador en la perla “Donante”
convierte el oxigeno ambiente en un estado de singlete mas excitado. Las moléculas de oxigeno del estado de singlete
difunden de un extremo a otro para reaccionar con una sustancia quimioluminiscente en la perla “Aceptor” que activa
atn mas los fluoréforos contenidos dentro de la misma perla. Los fluoréforos posteriormente emiten luz a 520-620
nm, esto sefiala que se ha producido la interaccion receptor-ligando. La presencia de un inhibidor de la interaccién
receptor-ligando hace que esta sefial disminuya.

La resonancia de plasmoén de superficie (RPS) es un ensayo 6ptico interfacial, en el que una pareja de unién
(normalmente el receptor) se inmoviliza en un “chip” (la superficie del sensor) y se detecta la unién de la otra pareja
de unién (normalmente el ligando), que es soluble y se hace que fluya sobre el chip. La unién del ligando tiene como
resultado un incremento en la concentracién de proteina cerca de la superficie del chip, lo que produce un cambio en
el indice de refraccion en dicha region. La superficie del sensor estd comprimida de modo que el cambio en el indice
de refraccion se puede detectar mediante resonancia de plasmoén de superficie, un fendmeno 6ptico a través del cual la
luz a un cierto dngulo de incidencia sobre una pelicula metdlica fina produce un haz reflejado de intensidad reducida
debido a la excitacién resonante de ondas de densidad de carga superficial oscilatoria (plasmones de superficie). La
resonancia es muy sensible a los cambios en el indice de refraccion en el lado distal de la pelicula metdlica y es esta
sefial la que se usa para detectar la unién entre las proteinas inmovilizadas y solubles. Comercialmente se dispone de
sistemas que permiten el uso conveniente de deteccién por RPS de las interacciones moleculares y andlisis de datos.
Ejemplos son las méaquinas Tasys™ (Fisons) y las médquinas Biacore™.

Otros ensayos opticos interfaciales incluyen fluorescencia reflectante interna total (TIRF), espejo de resonancia
(RM) y sensor acoplador de rejilla 6ptica (GCS) y se tratan con mds detalle en Woodbury and Venton (J. Chromatog.
B. 725 113-137 (1999)). El ensayo de proximidad por centelleo (SPA) se ha usado para la deteccion selectiva en
bibliotecas de compuestos de inhibidores de la interaccion de baja afinidad entre CD28 y B7 (K, probablemente en la
region de 4 uM (Van der Merwe y col. J. Exp. Med. 185:393-403 (1997), Jenh y col., Anal Biochem 165(2) 287-93
(1998)). El SPA es un ensayo radioactivo que usa la emision de particulas beta por parte de ciertos is6topos radioactivos
que transfiere energia a una sustancia centelleante inmovilizada sobre la superficie indicadora. El corto intervalo de las
particulas beta en solucién garantiza que el centelleo se produzca sélo cuando las particulas beta se emiten en estrecha
proximidad con la sustancia centelleante. Cuando se aplica para la deteccion de interacciones proteina-proteina, una
pareja de la interaccion se marca con el radioisétopo, mientras que la otra se une a las perlas que contienen la sustancia
de centelleo o recubren una superficie junto con la sustancia de centelleo. Si el ensayo se puede configurar de forma
optima, el radiois6topo se acercard lo suficiente a la sustancia de centelleo como para que se active la emisién de
fotones tnicamente cuando se produzca la unién entre las dos proteinas.

TCR de alta afinidad

La presente invencién permite la identificacién de TCR mutados especificos de un ligando de TCR dado con
mayor afinidad por dicho ligando de TCR que el ECR de tipo salvaje. Cabe esperar que estos TCR de alta afinidad
sean particularmente ttiles para el diagnostico y tratamiento de la enfermedad.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, el término “TCR de alta afinidad” se refiere a un scTCR o d TCR
mutado que interacciona con un ligando especifico del TCR y o tiene una Kd para dicho ligando del TCR inferior
a la correspondiente a un TCR nativo medida mediante Resonancia de plasmén superficial o tiene una constante de
velocidad (k.¢) para dicho ligando del TCR inferior a la del correspondiente de un TCR nativo medida mediante
resonancia de plasmén superficial.

Los scTCR o dTCR de alta afinidad permitidos por la presente invencién estdn mutados, preferentemente, con
respecto al TCR nativo en al menos una regién determinante de la complementariedad y/o regiones estructurales.

En un aspecto, el ligando del TCR para el cual es especifico un TCR de alta afinidad dado es un complejo péptido-
MHC (pMHCO).

En otro aspecto, el ligando del TCR para el cual es especifico un TCR de alta afinidad dado es un tipo o tipos de
MHC.
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En otro aspecto mads, el ligando del TCR para el cual es especifico un TCR de alta afinidad dado es el complejo
HLA-A2-péptido tax (LLFGYPVYV) (SEC ID 21).

En otro aspecto mds, el ligando del TCR para el cual es especifico un TCR de alta afinidad dado es el complejo
HLA-A2-NY-péptido ESO (SLLMITQC) (SEC ID 22).

Un scTCR de alta afinidad o una o las dos cadenas del dTCR de alta afinidad pueden marcarse con un compuesto
de imagen, por ejemplo un marcador que sea adecuado para propésitos diagndsticos. Tales TCR de alta afinidad
marcados son ttiles en un procedimiento para detectar un ligando de TCR seleccionado de complejos CD1-antigeno,
superantigenos bacterianos y complejos MHC-péptido/superantigeno, en el que el procedimiento comprende poner en
contacto el ligando del TCR con un TCR de alta afinidad (o un complejo de TCR de alta afinidad multimérico) que sea
especifico del ligando del TCR; y para detectar la unién al ligando del TCR. En los complejos de TCR de alta afinidad
tetraméricos (formados, por ejemplo, usando heterodimeros biotinilados) se puede usar estreptavidina fluorescente
(comercialmente disponible) para proporcionar un marcador detectable. Un tetrdmero marcado con fluorescencia es
adecuado para usar en el andlisis FACS para, por ejemplo, detectar células presentadoras de antigeno que portan el
péptido para el que es especifico el TCR de alta afinidad.

Otro modo por el que se pueden detectar los TCR de alta afinidad solubles permitidos por la presente invencion es
mediante el uso de anticuerpos especificos de TCR, en particular anticuerpos monoclonales. Hay muchos anticuerpos
anti-TCR comercialmente disponibles, tales como aF1 y 8F1, que reconocen los dominios constantes de las cadenas
a'y 3, respectivamente.

Un TCR de alta afinidad (o un complejo multivalente del mismo) permitido por la presente invencién puede aso-
ciarse, como alternativa o adicionalmente) con un agente terapéutico (p. ej., de forma covalente o mediante otro tipo
de enlace) que puede ser, por ejemplo, un resto téxico para usar para matar células, o un agente inmunoestimulante
tales como una interleucina o una citocina. Un complejo de TCR multivalente de alta afinidad puede poseer una ca-
pacidad de unién potenciada por un ligando de TCR en comparacién con un receptor de células T no multimérico o
heterodimérico salvaje o de alta afinidad. Por tanto, los complejos de TCR multivalentes de alta afinidad son particu-
larmente utiles para el seguimiento u orientacién de células que presentan antigenos particulares in vitro o in vivo, y
también son ttiles como intermediarios para la produccién de otros complejos multivalentes de TCR de alta afinidad
que tienen tales usos. El TCR de alta afinidad o el complejo multivalente de TCR de alta afinidad puede, por tanto,
proporcionarse en una formulacidon farmacéuticamente aceptable para usar in vivo.

Se puede administrar un agente terapéutico a una célula diana poniendo en contacto posibles células diana con un
TCR de alta afinidad o un complejo multivalente de TCR de alta afinidad en condiciones que permitan la unién del
TCR de alta afinidad o del complejo multivalente de TCR de alta afinidad con la célula diana, en el que dicho TCR de
alta afinidad o complejo multivalente de TCR de alta afinidad es especifico del ligando del TCR y que tiene asociado
el agente terapéutico.

En particular, el TCR soluble de alta afinidad o el complejo multivalente de TCR de alta afinidad se pueden usar
para administrar agentes terapéuticos en la localizacién de células que presentan un antigeno concreto. Esto seria util
en muchas situaciones y, en particular, frente a tumores. Se podria liberar un agente terapéutico de modo que ejerciera
su efecto localmente, pero no sélo sobre la célula a la que se une. Por tanto, una estrategia concreta prevé moléculas
anti-tumorales unidas a receptores de células T de alta afinidad o a complejos multivalentes de TCR de alta afinidad
especificos para antigenos tumorales.

Muchos agentes terapéuticos podrian emplearse para este uso, por ejemplo compuestos radiactivos, enzimas (per-
forina, por ejemplo) o agentes quimioterapéuticos (por ejemplo, cisplatino). Para garantizar que los efectos tdxicos se
ejercen en la localizacién deseada, la toxina podria estar dentro de un liposoma unido a estreptavidina de modo que
el compuesto se libere lentamente. Esto evitard que se produzcan efectos dafiinos durante el transporte en el cuerpo y
asegurard que la toxina tenga el efecto maximo después de la unién del TCR a las células presentadoras de antigeno
relevantes.

Otros agentes terapéuticos adecuados incluyen:

e agentes citotdxicos de molécula pequeiia, es decir, compuestos con la capacidad de matar células de mami-
fero que tienen un peso molecular inferior a 700 dalton. Tales compuestos podrian también contener metales
téxicos capaces de tener un efecto citotoxico. Ademads, debe entenderse que estos agentes citotdxicos de
molécula pequefia también incluyen pro-fairmacos, es decir, compuestos que se degradan o convierten en
condiciones fisiolégicas para liberar los agentes citotéxicos. Ejemplos de dichos agentes incluyen cisplati-
no, derivados de maytansina, raquelmicina, caliqueamicina, docetaxel, etopdsido, gemcitabina, ifosfamida,
irinotecdn, melfaldn, mitoxantrona, sorfimer sodiofotofrina II, temozolmida, topotecan, trimetreato glucu-
ronato, auristatin E vincristina y doxorubicina;

o Citotoxinas peptidicas, es decir proteinas o fragmentos de las mismas con la capacidad de matar células de

mamifero. Entre los ejemplos se incluyen ricino, toxina diftérica, exotoxina A de la bacteria pseudomonas,
ADNasa y ARNasa;
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¢ Radiontclidos, es decir is6topos inestables de elementos que se degradan con la emisién simultdnea de una
o mds particulas @ o 5, o rayos y. Entre los ejemplos se incluyen yodo 131, renio 186, indio 111, ytrio 90,
bismuto 210 y 213, actinio 225 y astatina 213; se pueden usar agentes quelantes para facilitar la asociacién
de estos radiontclidos con los TCR de alta afinidad, o multimeros de los mismos;

e Profiarmacos, tales como profirmacos enzimaticos dirigidos por anticuerpos.

e Inmunoestimulantes, es decir restos que estimulan la respuesta inmunitaria. Entre los ejemplos se incluyen
citocinas tales como IL-2, quimiocinas tales como IL-8, factor plaquetario 4, proteina estimuladora del
crecimiento de melanoma, etc., anticuerpos o fragmentos de los mismos, activadores del complemento,
dominios de proteina xenogeneica, dominios de proteina alogeneica, dominios de proteina viral/bacteriana
y péptidos virales/bacterianos.

Los TCR solubles de alta afinidad o complejos multivalentes de TCR de alta afinidad permitidos por la invencién
pueden unirse a una enzima capaz de convertir un profirmaco en un firmaco. Esto permite que el profarmaco se
convierta en el fairmaco dnicamente en el sitio en el que es necesario (es decir, dirigido por el sSTCR).

Potencialmente se pueden potenciar una multitud de tratamientos de enfermedad localizando el firmaco mediante
la especificidad de los TCR solubles de alta afinidad. Por ejemplo, cabe esperar que los TCR de alta afinidad especifico
de HLA-A2-tax (LLFGYPVYYV), (SEC ID 21) que se describen en la presente memoria descriptiva se pueden usar
en procedimientos para el diagndstico y tratamiento del HTLV-1 y que el TCR NY-ESO de alta afinidad especifi-
co de HLA-A2-NY-ESO (SLLMITQC) (SEC ID 22) descrito en la presente memoria descriptiva se puede usar en
procedimientos para el diagndstico y tratamiento del cancer.

Enfermedades virales para las que existen farmacos, por ejemplo VIH, VIS, EBV, CMV, se beneficiarian de la
liberacion o activacioén del farmaco en las proximidades de las células infectadas. Para el cancer, la localizacién en
las proximidades de tumores o metdstasis potenciaria el efecto de toxinas o inmunoestimulantes. En enfermedades
autoinmunitarias, los firmacos inmunosupresores podrian liberarse lentamente y tendrian un efecto més local en un
periodo de tiempo mas prolongado afectando de un modo minimo a la capacidad inmunitaria global del sujeto. En
la prevencién del rechazo de injertos, el efecto de los fdrmacos inmunosupresores podria optimizarse del mismo
modo. Para la administracién de vacunas, el antigeno vacunal podria localizarse en las proximidades de las células
presentadoras de antigeno, lo que potencia la eficacia del antigeno. El procedimiento también se puede aplicar con
fines de imagen.

Los TCR solubles de alta afinidad permitidos por la presente invencidn se pueden usar para modular la activacion
de las células T uniéndose al ligando especifico de TCR y, de este modo, inhibiendo la activacién de las células T. Las
enfermedades autoinmunitarias que implican inflamacién mediada por células T y/o dafio tisular serian susceptibles
a este enfoque, por ejemplo la diabetes de tipo 1. Para este uso se requiere conocer el epitopo peptidico especifico
presentado por el pMHC relevante.

Normalmente, los TCR de alta afinidad terapéuticos o para imagen permitidos por la invencién se suministrardn co-
mo parte de una composicién farmacéutica estéril que normalmente incluird un portador farmacéuticamente aceptable.
Esta composicién farmacéutica puede estar en cualquier forma adecuada (Dependiendo del procedimiento deseado de
administracién a un paciente). Puede proporcionarse en forma de dosificacion unitaria, generalmente se proporciona-
rdn en un envase sellado y puede proporcionarse como parte de un kit. Normalmente (aunque no necesariamente), tal
kit incluirfa instrucciones de uso. Puede incluir una pluralidad de dichas formas de dosificacién unitaria.

La composicién farmacéutica puede adaptarse para su administracién por cualquier via adecuada, por ejemplo
por via parenteral, transdérmica o inhalacidn, preferentemente por via parenteral (incluidas las vias subcutdnea, intra-
muscular o, mas preferentemente, intravenosa). Dichas composiciones pueden prepararse por cualquier procedimiento
conocido en la técnica de farmacia, por ejemplo mezclando el ingrediente activo con el(los) portador(es) o excipien-
te(s) en condiciones estériles.

Las dosis de los sustratos de la presente invencion pueden variar entre amplios limites, en funcién de la enfermedad
o trastorno a tratar, la edad y el estado del individuo que se va a tratar etc., y, en ultima instancia, serd un médico el
que determine las dosis adecuadas que se habran de usar.
Ejemplos

La invencidn se describe mds en los ejemplos siguientes, que no limitan el &mbito de la invencién de ningtin modo.

A continuacidn se hace referencia a las figuras adjuntas, en las que:

Las Figuras 1a y 1b muestran, respectivamente, las secuencias de 4cido nucleico de las cadenas « y 8 de un TCR

A6 soluble, mutadas de modo que se ha introducido un codén de cisteina. El sombreado indica los codones de cisteina
introducidos.
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La figura 2a muestra la secuencia de aminodcidos del dominio extracelular de la cadena @ del TCR A6, que incluye
la mutacién T,s—C (subrayada) usada para produce el nuevo puente disulfuro entre cadenas, y la figura 2b muestra
la secuencia de aminodcidos del dominio extracelular de la cadena 8 del TCR A6, que incluye la mutacién S5;—C
(subrayada) usada para produce el nuevo puente disulfuro entre cadenas.

La figura 3 es un esquema de la clonacidn de las cadenas a y 8 de TCR en vectores fagemido. El diagrama describe
un vector de presentacion en fago. RSB es el sitio de unién al ribosoma. S1 o S2 son péptidos sefial para la secrecién de
proteinas en el periplasma de E. coli. El * indica el codén de terminacién de la traduccién. Cualquiera de las cadenas,
cadena @ o 8 del TCR se puede fusionar con la proteina de la cubierta del fago, aunque en este diagrama solo la cadena
B del TCR esta fusionada con la proteina de la cubierta del fago.

La figura 4 detalla la secuencia de ADN del fagemido pEX746:A6.

La figura 5 es la expresion de fusiones de particulas de fago de la proteina de la cubierta bacteriana y TCR A6
heterodimérico en E. coli. Las proteinas de fusién del TCR A6 heterodimérico::gIII se detectan usando transferencia
de tipo western. Las particulas de fago se preparan a partir de E. coli XL-1-Blue y se concentran con PEG/NaCl. Las
muestras se cargan en tampones de la muestra reductores o no reductores. La calle 1 es la muestra del clon 7 que
contiene la secuencia correcta y la calle 2 es la muestra del clon 14 que contiene una delecién en el gen que codifica
la cadena a. La proteina de fusién TCR A6 heterodimérico:glII se detect6 a 125 kDa.

La figura 6 ilustra la deteccién mediante ELISA de la actividad de unién del complejo peptidico pMHC de un TCR
A6 heterodimérico presentado sobre el fago. El clon 7 se une especificamente al complejo HLA A2-Tax. El clon 14
no se puede unir a ningtin pMHC, ya que ningtin TCR esta unido a las particulas de fago.

La Figura 7a es una ilustraciéon esquemadtica del constructo de presentacion en ribosoma del ADN monocatenario
de TCR A6-C-Kappa.

Las Figuras 7b y 7c detallan la hebra completa de ADN codificado y la secuencia de aminodcidos del constructo
de presentacion en ribosoma del ADN monocatenario de TCR A6-C-Kappa codificados en pUC19 respectivamente.

La figura 8 detalla la secuencia de ADN del pUC19-T7.

La Figura 9 detalla la secuencia de ADN del constructo de presentacion en ribosoma del TCR monocatenario A6-
C-Kappa que se cloné en pUC19-t7.

La figura 10 es una transferencia de tipo western que muestra la detecciéon del TCR monocatenario A6-C-Kappa
traducido in vitro usando lisados de reticulocitos de conejo Ambion.

La Figura 11 es una RT-PCR del ARNm del TCR monocatenario A6-C-Kappa en perlas rescatadas de las reaccio-
nes de presentacion en ribosoma.

La figura 12a detalla la secuencia de ADN de la cadena 8 mutada del clon 9 de TCR A6; el 4cido nucleico mutado
se indica en negrita.

La figura 12b detalla la secuencia de aminodcidos de la cadena § mutada del clon 9 de TCR A6, la posicién
correspondiente al codén de terminacién 6palo introducido se indica con un *.

La figura 13 detalla la secuencia de ADN de la cadena 8 mutada del clon 49 de TCR A6; el dcido nucleico mutado
se indica en negrita. Dado que esta es una mutacion “silenciosa”, con esta mutacion no se introduce ningiin cambio en
la secuencia de aminodcidos resultante.

La figura 14a detalla la secuencia de ADN de la cadena 8 mutada del clon 134 de TCR A6; los 4cidos nucleicos
mutados se indican en negrita.

La figura 14b detalla la secuencia de aminoécidos de la cadena 8 mutada del clon 134 de TCR A6 como se analiza
mediante el ensayo BIAcore; los aminodcidos mutados se indican en negrita.

La figura 14c¢ detalla la secuencia de aminoécidos de la cadena 8 mutada del clon 134 de TCR A6 como se analiza
mediante ELISA del fago; los aminodcidos mutados se indican en negrita.

La figura 15 son datos de BIAcore para la unién del clon 134 del TCR A6 a HLA-A2 Tax y HLA-A2 NY-ESO.

La figura 16 son los datos de BIAcore usados para determinar la Togr para la unién del clon 134 del TCR A6 a
HLA-A2 Tax.

Las figuras 17a y 17b muestran la secuencia de ADN de las cadenas a y 8 mutadas del TCR NY-ESO respectiva-
mente.
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Las figuras 18a y 18b muestran las secuencias de aminodcidos de las cadenas « y § mutadas del TCR NY-ESO
respectivamente.

Las figuras 19ay 19b detallan la secuencia de ADN y de aminodcidos de la cadena 8 del TCR NY ESO incorporada
en el fagemido pEX746:NY-ESO respectivamente.

La figura 20 muestra la union especifica de las particulas de fago que presentan el TCR NY-ESO a HLA-A2-NY-
ESO en un ensayo ELISA del fago.

La Figura 21 muestra la secuencia de ADN de la cadena DR 1« que incorpora codones que codifican el péptido de
dimerizacién Fos unido al extremo 3’ de la secuencia DRAO101.

El sombreado indica los codones Fos y los codones de marcaje de biotinilacién estdn indicados en texto en
negrita.

La figura 22 muestra la secuencia de ADN del vector bi-cistrénico pAcAB3 usado para la expresion de complejos
péptido-HLA de clase II en células de insecto Sf9. El sitio de restricciéon Bgl II (AGATCT) usado para insertar la
cadena @ de HLA y el sitio de restriccion BamHI (GGATCC) usado para insertar la cadena S de HLA estan indicados
mediante sombreado.

La figura 23 muestra la secuencia de ADN de la cadena 8 de DR1 que incorpora los codones que codifican el
péptido de dimerizacion Jun unido al extremo 3’ de la secuencia de DRB0401 y los codones que codifican un péptido
cargado con HLA unido al extremo 5’ de la secuencia de DRB0401. El sombreado indica los codones Jun y los
codones del péptido Flu Ha cargado con HLA estan subrayados.

La figura 24 muestra una traza BIAcore de la unién del clon 134 del TCR A6 de alta afinidad a células de flujo
recubiertas del siguiente modo:

Célulade fluyjo1  (CF-1)- Blanco

Célulade fluyjo2 (CF-2)- HLA-A2 (LLGRNSFEV) (SECID 23)
Célula de fluyjo3  (CF-3)- HLA-A2 (KLVALGINAV) (SECID 24)
Célula de fluyjo4 (CF 4)- HLA-A2 (LLGDLFGV) (SECID 25)

La figura 25 muestra una traza BIAcore de la unién del clon 134 del TCR A6 de alta afinidad a células de flujo
recubiertas del siguiente modo:

Célula de fluyjo1  (CF-1)- Blanco

Célula de flujo2  (CF 2)- HLA-BS (FLRGRAYGL) (SEC ID 26)
Célula de flujo 3 (CF-3)- HLA-B27 (HRCQAIRKK) (SEC ID 27)
Célula de flujo 4  (CF 4)- HLA-Cw6 (YRSGIIAVV) (SEC ID 28)

La figura 26 muestra una traza BIAcore de la unién del clon 134 del TCR A6 de alta afinidad a células de flujo
recubiertas del siguiente modo:

Célula de fluyjo 1  (CF-1)- Blanco

Célula de fluyjo2 (CF 2)- HLA-A24 (VYGFVRACL) (SECID 29)
Célula de fluyjo3  (CF-3)- HLA-A2 ILAKFLHWL) (SECID 30)
Célula de fluyjo4 (CF 4)- HLA-A2 (LTLGEFLKL) (SECID 31)
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La figura 27 muestra una traza BIAcore de la unién del clon 134 del TCR A6 de alta afinidad a células de flujo
recubiertas del siguiente modo:

Célula de fluyjo 1  (CF-1)- Blanco
Célula de fluyjo2 (CF 2)- HLA-DR1 (PKYVKQNTLKLA) (SECID 32)
Célula de flujo3 (CF-3)- HLA-A2 (GILGFVFTL) (SEC ID 33)

Célulade flujo 4  (CF 4)- HLA-A2 (SLYNTVATL) (SEC ID 34)

La figura 28 muestra una traza BIAcore de la unién del clon 134 del TCR A6 de alta afinidad a células de flujo
recubiertas del siguiente modo:

Célula de fluyjo 1  (CF-1)- Blanco

Célula de fluyjo4 (CF 4)- HLA-A2 (LLFGYPVYYV) (SECID 21)

Las figuras 29a y 29b muestran graficos Biacore de la interaccién entre el TCR NY-ESO soluble de alta afinidad y
HLAA2 NY-ESO.

Las figuras 30a y 30b muestran graficos Biacore de la interaccion entre el TCR NY-ESO soluble “de tipo salvaje”
y HLAA2 NY-ESO.

Las figuras 31a y 31b muestran graficos Biacore de la interaccion entre un TCR A6 soluble mutante (clon 1) y
HLAA?2 Tax.

Las figuras 32a y 32b muestran graficos Biacore de la interaccién entre un TCR A6 soluble mutante (clon 111) y
HLAA?2 Tax.

Las figuras 33a y 33b muestran graficos Biacore de la interaccién entre un TCR A6 soluble mutante (clon 89) y
HLAA?2 Tax.

La figura 34 muestra un grafico Biacore de la interaccion entre un TCR A6 soluble mutante (que contiene muta-
ciones del clon 71 y el clon 134) y HLAA?2 Tax.

La figura 35 muestra un grafico Biacore de la interaccion entre un TCR A6 soluble mutante (que contiene muta-
ciones en el clon 71 y el clon land SG102—A) y HLAA?2 Tax.

Las figuras 36a a 36¢ muestran graficos Biacore de la interaccion entre un TCR A6 soluble mutante (que contiene
mutaciones del clon 89 y el clon 134) y HLAA2 Tax.

Las figuras 37a y 37b muestran graficos Biacore de la interaccién entre un TCR A6 soluble mutante (que contiene
mutaciones del clon 71 y el clon 89) y HLAA2 Tax.

La figura 38 detalla las secuencias de aminoécidos del dominio variable de la cadena 5 de los siguientes clones de
TCR A6: 38a - salvaje, 38b - Clon 134, 38c - Clon 89, 38d - Clon 1 y 38e - Clon 111.

Los residuos mutados se muestran en negrita, los residuos entre corchetes son residuos alternativos que pueden
estar presentes en un sitio concreto.

Figuras 39A y 39B 1
Ejemplo 1

Diserio de cebadores y mutagénesis de las cadenas a y 3 del TCR A6 Tax para introducir los residuos de cisteina
requeridos para la formacion de un nuevo puente disulfuro entre cadenas

Para producir la mutacién de treonina 49 del A6 Tax del ex6n 1 en TRAC*01 a cisteina se disefiaron los siguientes
cebadores (la mutacion se muestra en minisculas)

5-C ACA GAC AAA tgT GTG CTA GAC AT (SEC ID 35)
5.AT GTC TAG CAC Aca TTT GTC TGT G (SEC ID 36)
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Para producir la mutacién de la serina 57 del A6 Tax del ex6n 1 en TRBC1#01 y TRBC2*01 a cisteina se disefiaron
los siguientes cebadores (la mutacién se muestra en mindsculas);

5.C ACT GGG GTC tGC ACA GAC CC (SEC ID 37)
5-GG GTC TGT Geca GAC CCC ACT G (SEC ID 38)

Mutagénesis por PCR

Los plasmidos de expresion que contienen los genes para la cadena @ o S del TCR A6 Tax se mutaron usando
los cebadores de la cadena a o los cebadores de la cadena g respectivamente, del siguiente modo. Se mezclaron 100
ng de plasmido con 5 ul de ANTP 10 mM, 25 ul de 10x tampén Pfu (Stratagene), 10 unidades de Pfu polimerasa
(Stratagene) y el volumen final se ajusté hasta 240 ul con H,0. 48 ml de esta mezcla se suplementaron con cebadores
diluidos para dar una concentracién final de 0,2 uM en un volumen de reaccién final de 50 ul. Tras una etapa de
desnaturalizacién inicial de 30 segundos a 95°C, la mezcla de reaccidén se sometié a 15 ciclos de desnaturalizacién
(95°C, 30 s), renaturalizacién (55°C, 60 s) y elongacién (73°C, 8 min) en una maquina de PCR Hybaid PCR express.
A continuacién el producto se digirié durante 5 horas a 37°C con 10 unidades de la enzima de restricciéon Dpnl (New
England Biolabs). 10 ml de la reaccién digerida se transformaron en bacterias XL1-Blue competentes y se cultivaron
durante 18 horas a 37°C. Se escogi6 una tinica colonia y se cultivé durante la noche en 5 ml de TYP + ampicilina (16
g/l de extracto de levadura, 5 g/l de NaCl, 2,5 g/l de K,HPO,, 100 mg/l de ampicilina). El ADN plasmidico se purificd
en columna mini-prep Qiagen de acuerdo con las instrucciones del fabricante y la secuencia se verific6 mediante
secuenciacién automadtica en el centro de secuenciacién del Departamento de Bioquimica, Universidad de Oxford. Las
secuencias mutadas de 4cido nucleico y de aminodcidos se muestran en las Figuras la y 2a para la cadena « y las
figuras 1b y 2 b para la cadena .

Ejemplo 2

Construccion de vectores de presentacion en fago y clonacion de las cadenas a y 8 del TCR A6 en los vectores
fagemido

Con el fin de presentar un TCR A6 heterodimérico que contenga un puente disulfuro no nativo entre cadenas sobre
las particulas de fago filamentoso, se construyeron vectores fagemido para la expresién de proteinas de fusién que
comprenden el TCR A6 heterodimérico que contiene un puente disulfuro no nativo entre cadenas con una proteina de
la cubierta del fago. Estos vectores contienen un origen Puc19, un origen M 13, un gen bla (de resistencia a ampicilina),
promotor/operador Lac y un sitio de unién CAP. El disefio de estos vectores se resume en la Figura 3, que describe
vectores que codifican las proteinas de fusién gp3-cadena S de TCR A6 o gp8-cadena  de TCR A6 ademds de la
cadena a del TCR A6 soluble. Los vectores de expresion que contienen las secuencias de ADN de las cadenas a 'y 8
mutadas del TCR A6 que incorporan los residuos de cisteina adicionales requeridos para la formacién de un nuevo
puente disulfuro entre cadenas preparado en el Ejemplo 1 y, como se muestra en las figuras la y 1b, se usaron como
la fuente de las cadenas @ y 8 del CTR A6 para la produccion de un fagemido que codifica este TCR. La secuencia
completa de ADN del constructo del fagemido (pEX746) utilizado se indica en la figura 4.

Los procedimientos de clonacién molecular para construir los vectores se describe en “Molecular cloning: A
laboratory manual, by J. Sambrook y D. W. Russell”.

Los cebadores enumerados en la tabla 1 se usan para la construccién de los vectores. Un ejemplo del programa
de la PCR es 1 ciclo de 94°C durante 2 minutos, seguido por 25 ciclos de 94°C durante 5 segundos, 53°C durante 5

segundos y 72°C durante 90 segundos, seguido por 1 ciclo de 72°C durante 10 minutos, y después mantener a 4°C. La
ADN polimerasa Expand hifidelity Taq se adquiere en Roche.

TABLA 1

Cebadores usados para la construccion de los vectores de presentacion en fago de TCR A6

Nombre del cebador Secuencia 5 a 3’

YOLA1 T TAATAATACGTATAATAATATTCTATTTCAAG
GagacacTe (SEQ ID 39)
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YOL2

CAATCCAGCGGCTGLCCGTAGGCAATAGGTATT
TCATTATGACTGTCTCCTTGAAATAG

(SEQ ID 40)

YOL3

CtaCGGCAGCCGCTGGATTGTTATTACTCGCG
SCCCAGCCGGCCATGGCccag

(SEQ ID 41)

YOL4

STTCTGCTCCACTTCCTTCTGGGCCATGGCCE
acreeeece (SEQ ID 42)

YOLS

CAGAAGGAAGTGGAGCAGAAC (SEQ ID 43)

YOLG6

CTTCTTAAAGAATTCTTAATTAACCTAGGTTA
TTAGGAACTPTCTGGGCTGGGGAAG (SEQ
ID 44)

YOL7

GTTAATTAAGAATTCTTTAAGAAGGAGATATA
CATATGAMAAAATTATTATTCGCAATTC

(SEQ ID 45)

YOLS

CGCGCTGTGAGAATAGAAAGGAACAACTAAAG
GRAATTGCGAATAATAATTTITTICATATG

(SEQ ID 46)

YOLS

CTTTCTATTCTCACAGCGCGCAGGCTGGTGTC
actcagac (SEQID 47)

YOL10

ATGATGTCTAGATGCGGCCECGTCTGCTCTAC
cccageeere (SEQ ID 48)

YOL11

GCATCTAGACATCATCACCATCATCACTAGAC

PGTTGAAAGTTGTTTAGCAARAC (SEQ ID
49)
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YoL12 CTAGAGGGTACCTTATTAAGACTCCTTATTAC

ccacTaTG (SEQ ID 50)

Ejemplo 3
Expresion de fusiones de la proteina de la cubierta bacteriana y el TCR A6 heterodimérico en E. coli

Con el fin de validar el constructor del Ejemplo 2 se prepararon particulas de fago que presentan el TCR A6 hetero-
dimérico que contiene un puente disulfuro no nativo entre cadenas usando los procedimientos descritos anteriormente
para la generacién de particulas de fago que presentan scFv de anticuerpo (Li y col., 2000, Journal of Immunological
Methods 236: 133-146) con las modificaciones siguientes. Se usaron células E. coli XL-1-Blue que contienen fage-
mido pEX746:A6 (es decir, el fagemido que codifica la cadena a del TCR A6 soluble y una cadena 8 d el TCR A6
fusionada con la proteina gIII del fago producida por se ha descrito en el Ejemplo 2) para inocular 5 ml de Lbatg (caldo
Lennox L que contiene 100 mg/ml de ampicilina, 12,5 ug/ml de tetraciclina y 2% de glucosa) y, después, el cultivo se
incubd con agitacioén a 37°C durante la noche (16 horas). Se usaron 50 ul del cultivo durante la noche para inocular 5
ml de TYPatg (TYP es 16 g/l de peptona, 16 g/l de extracto de levadura, 5 g/l de NaCly 2,5 g/l de K,HPO,) y, después,
el cultivo se incubd con agitacion a 37°C hasta DOg,m= 0,8. Al cultivo se afiadi6 el fago colaborador M13 K07 hasta
la concentracién final de 5 x 10° ufp/ml. A continuacidn, el cultivo se incub6 a 37°C sin variar durante treinta minutos
y, después, con agitacién a 200 rpm durante otros 30 minutos. A continuacion, el medio del cultivo anterior se cambié
a TYPak (TYP que contiene 100 mg/ml de ampicilina, 25 mg/ml de kanamicina), después el cultivo se incub6 a 25°C
con agitacién a 250 rpm durante 36 horas a 48 horas. Después, el cultivo se centrifugé a 4°C durante 30 minutos a
4000 rpm. El sobrenadante se filtr6 a través de un filtro de jeringa de 0,45 um y se almacend a 4°C para su posterior
concentracion o andlisis.

La proteina de fusién de la proteina de la cubierta filamentosa y el TCR A6 heterodimérico que contiene un
puente disulfuro no nativo entre cadenas se detect en el sobrenadante mediante transferencia de tipo western. En cada
calle de un gel de SDS-PAGE se cargaron aproximadamente 10'! ufc de particulas de fago en tampén de carga tanto
reductor como no reductor. Las proteinas separadas se sondaron con anticuerpo primario con un AcMo de anti M13
¢lll, seguido por un segundo anticuerpo conjugado con peroxidasa de rdbano (HRP). La actividad de HRP se detectd
después con un kit de sustrato Opti-4CN de Bio-Rad (Figura 5). Estos datos indicaron que el TCR A6 con puente
disulfuro del clon 1 estd fusionado con la proteina de la cubierta del fago filamentoso, la proteina gIII.

Ejemplo 4

Deteccion de TCR A6 heterodimérico funcional que contiene un puente disulfuro no nativo entre cadenas sobre las
particulas de fago filamentoso

La presencia de TCR A6 funcional (unién a HLA-A2-tax) presentado sobre las particulas de fago se detect6 usando
un método de ELISA para fagos.

ELISA fago-TCR
La unién de las particulas de fago que presentan TCR A6 a péptido-MHC inmovilizado en el ELISA se detecta
con antisuero primario anti-fd de conejo (SIGMA), seguido por Ac anti-conejo conjugado con fosfatasa alcalina (FA)
ésg%?a). Los sitios de unién a proteina no especificos en las placas se puede bloquear con 2% de MPBS o0 3% de BSA-
Materiales y reactivos
1. Tampén de recubrimiento, PBS
2. PBS: NaCl 138 mM, KCl 2,7 mM, Na,HPO, 10 mM, KH,PO, 2 mM
3. MPBS, 3% marvel-PBS
4. PBS-Tween: PBS, 0,1% Tween-20

5. Solucién sustrato, Sigma FAST pNPP, n° de cat. N2770
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Procedimiento
1. Aclarar los pocillos revestidos con neutravidina dos veces con PBS.

2. Anadir 25 ul de biotina-HLA-A2 Tax o biotina-HLA-A2 NYESO en PBS a una concentraciéon de 10 ug/ml
e incubar a temperatura ambiente durante 30 a 60 minutos.

3. Aclarar los pocillos dos veces con PBS

4. Afadir 300 ul de 3% Marvel-PBS e incubar a temperatura ambiente durante 1 hora. Mezclar la suspensién
TCR-Fago con 1 volumen de 3% de marvel-PBS e incubar a temperatura ambiente.

5. Aclarar los pocillos dos veces con PBS
6. Aifiadir 25 ul de la mezcla de fago-TCR A6/Marvel-PBS, incubar en hielo durante 1 hora
7. Aclarar los pocillos tres veces con PBS-Tween helado y tres veces con PBS helado.

8. Anadir 25 ul de anticuerpo anti-fd de conejo helado diluido a 1:1000 en Marvel PBS e incubar en hielo
durante 1 hora

9. Aclarar los pocillos tres veces con PBS-Tween helado y tres veces con PBS helado.

10. Adadir 25 ul de conjugado de FA-AcMo anti-conejo helado diluido a 1:50.000 en Marvel PBS e incubar
en hielo durante 1 hora

11. Aclarar los pocillos tres veces con PBS-Tween helado y tres veces con PBS helado.

12. Afiadir a cada pocillo 150 ul de fosfatasa alcalina amarilla y leer la sefial a 405 nm.

Los resultados presentados en la figura 6 indican que el clon 1 producia una particula de fago que presentaba un
TCR A6 que puede unirse especificamente a su pMHC conocido. (HLA-A2 Tax).

El andlisis de la secuencia de ADN de este TCR A6 presentado revel6 la presencia de un codén de terminacion
“6palo” en la cadena 8 del TCR no presente en la correspondiente secuencia del constructo del vector de expresion
del ejemplo 2. Este codén es “leido” por los ribosomas de la cepa de E. coli utilizada con una frecuencia baja y tiene
como resultado la insercion de un residuo de tript6fano en este punto y un nivel total muy reducido de la expresién de
la cadena 8 de longitud completa. A partir de esta observacion se ha deducido que sélo las células que expresaban esta
secuencia del TCR A6 mutado habian sobrevivido a los ciclos de cultivo del ejemplo 3 y que, por tanto, los niveles
elevados de expresion de TCR A6 que se habian predicho en el vector de expresion original eran téxicos para las
células huésped.

Ejemplo 5
Presentacion al ribosoma de TCR de cadena sencilla (scTCR)

Construccion de vectores para scTCR de presentacion al ribosoma para usar en la generacion de moldes para
PCR de presentacion al ribosoma

Los constructos de presentacion al ribosoma se clonaron en el pldsmido de ADN facilmente disponible Puc19, con
el fin de generar un molde para PCR de ADN sin errores y estable a partir del cual realizar los siguientes experimentos
de presentacién al ribosoma. La construccién del vector se llevd a cabo en dos etapas para evitar el uso de cebadores
oligonucleotidicos granes (con sus problemas de error asociados). El constructo final de presentacién al ribosoma
ADN scTCR A6-Kappa se muestra en forma esquemadtica en la figura 7a y las secuencias de ADN y proteica se
muestran en la Figura 7b. Este constructo puede escindirse de pUC19 como un digerido doble con Pst1/EcoR1.

Los procedimientos de clonacién molecular para construir los vectores se describe en “Molecular cloning: A labo-
ratory manual, by J. Sambrook y D. W. Russell”. Los cebadores enumerados en la tabla 2 se usan para la construccién
de los vectores. El programa de la PCR utilizado fue el siguiente -1 1 ciclo de 94°C durante 2 minutos, seguido por 25
ciclos de 94°C durante 30 segundos, 55°C durante 20 segundos y 72°C durante 120 segundos, seguido por 1 ciclo de
72°C durante 5 minutos, y después mantener a 4°C. La ADN polimerasa Pfu se adquiere en Stratagene. Los cebadores
oligonucleotidicos se describen en la tabla 2.
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Construccion de pUCI19-T7- Etapa 1

La construcciéon de pUC19-T7 se describe mds adelante, la construccion tiene como resultado un vector pUC19-
T7 que contiene una regién promotora de T7 seguida por una regién espaciadora corta y una secuencia eucaridtica
optima Kozak. Esto es parte esencial del constructo de presentacion al ribosoma, tal como se requiere para el inicio de
la transcripcidn de cualquier secuencia unida en lisados de reticulocitos de conejo. Las secuencias para la presentacion
al ribosoma como el scTCR A6-Ckappa se pueden ligar en el vector pUC19-T7 entre los sitios de restriccion Ncol y
EcoR1.

Cantidades equimolares del cebador Rev-link y For-link se hibridaron mediante calentamiento hasta 94°C durante
10 minutos y enfriamiento lento de la reaccidn hasta la temperatura ambiente. Esto tiene como resultado la formacién
de un complejo de ADN bicatenario que se puede ver mas adelante.

5 ' AGCTGCAGCTAATACGACTCACTATAGGAACAGGCCACCATGG
CGTCGATTATGCTGAGTGATATCCTTGTCCGGTGGTACCCTAG 3
(SEC ID 51)

La region 5’ contiene un extremo adherente en bisagra y complementario a un sitio de restriccién HindIII, mien-
tras que el extremo 3’ contiene un extremo adherente que es complementario a un sitio de restriccion BamH]1. Los
oligonucledtidos hibridados se ligaron en el Puc19 sometido a digestién doble con Hind III/BamHI, que se habias
purificado mediante electroforesis en gel de agarosa, fragmentado y purificados después con el kit de extraccién en
gel Qiagen.

Las uniones se transformaron en E. coli XL1-BLUE. Los clones de Puc19-T7 individuales se secuenciaron para
confirmar la presencia de la secuencia correcta.

La secuencia se muestra en la figura 8.

Construccion del vector Kappa-C-scTCR A6- Etapa 2

La construccién de la secuencia de ADN monocatenario de scTCR A6-c-Kappa requiere la generacién de tres
fragmentos de PCR que, después, deben ensamblarse en un fragmento de scTCR A6-C-Kappa. Los fragmentos constan
de (a) la regién variable de la cadena alfa del TCR A6 flanqueada por un sitio Ncol en la regién 5° y una seccién de
espaciador de glicina serina en la regién 3’ flanqueada por un sitio de restricciéon BamH1. Este producto se generd
mediante una PCR estandar del vector pEX202 con los cebadores 45 y 50 (véase la Tabla 2). Fragmento (b) regién
constante y variable de beta del TCR A6 flaqueada por un sitio de restriccion BamHI en la regién 5°, seguida por una
seccion de espaciador de glicina serina. Este producto se generé mediante una PCR estandar del vector pEX207 con
los cebadores 72 y 73 (véase la Tabla 2). Fragmento (c). Porcién de una regiéon kappa-C humana generada por una
PCR estandar del vector p147 con los cebadores 61-60 (véase la Tabla 2). Todos los productos de la PCR se pasaron
en un gel de agarosa TBE al 1,6% y las bandas de ADN del tamafio correcto se escindieron y purificaron usando el
kit de extraccién en gel Qiagen. Los fragmentos (b) y (c¢) se fusionaron mediante PCR de superposicion estindar a
través de la complementariedad en sus secuencias de cebadores 73 y 61 (véase la tabla 2). La PCR se llev6 a cabo
a través de los cebadores 72 y 60 (véase la tabla 2). Los productos de la PCR se pasaron en un gel de agarosa TBE
al 1,6% y las bandas de ADN del tamafio correcto se escindieron y purificaron usando el kit de extraccién en gel

Qiagen.
Este fragmento se denomina (d).

El fragmento (a) se someti6 a digestiéon doble con Ncol y BamH1, mientras que el fragmento (d) se someti6 a di-
gestioén doble con BamH]1 y EcoR1. pUC19-T7 se someti6 a digestién doble con Ncol y EcoR1. Todos los productos
de ADN digeridos se pasaron en un gel de agarosa TBE al 1,2% y las bandas de ADN del tamafio correcto se escindie-
ron y purificaron usando el kit de extraccion en gel Qiagen. El pUC19-T7 digerido, los fragmentos (a) y (d) se ligaron
y transformaron en E. coli XL1-BLUE. Los transformantes se secuenciaron para confirmar la secuencia correcta. La
secuencia del constructo de presentacién al ribosoma TCR A6-C Kappa que se cloné en pUC19 se muestra en la figura
9 flanqueada por sus sitios Pst1 y EcoR1.
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TABLA 2

Oligonucledtidos usados (Adquiridos en MWG)

Rev-Link 5'GATCCCATGGTGGCCTGTTCCTATAGTGAGTCGTATTAG
CTGC (SEC ID 52)

For-Link 5AGCTGCAGCTAATACGACTCACTATAGGAACAGGCCACC
ATGG (SEC ID 53)

45-A6 5CCACCATGGGCCAGAAGGAAGTGGAGCAGAACTC (SEC
ID 54)

7 A6- | 55CGAGAGCCCGTAGAACTGGACTTG (SEC ID 55)

Beta(RT-

PCR)(a)

49-A6- 5'GTGGATCCGGCGGTGGCGGGTCGAACGCTGGTGTCACT

BamH1-F CAGACCCC (SEC ID 586)

50-A6- 5CCGGATCCACCTCCGCCTGAACCGCCTCCACCGGTGAC

BamH1-R CACAACCTGGGTCCCTG (SEC ID 57)

60-Kappa- 5 CTGAGAATTCTTATGACTCTCCGCGGTTGAAGCTC (SEC

rev-EcoR1 1D 58)

61-Betac- 5 TGACGAATTCTGACTCTCCGCGGTTGAAGCTC (SEC ID

Kappa-for1 | 59)

71 T7- | 5 AGCTGCAGCTAATACGACTCACTATAGG (SEC ID 60

Cebador

72 Ab-beta 5GGCCACCATGGGCAACGCTGGTGTCACTCAGACCCC
(SEC ID 61)

73-A6-cons- | 5'TGAACCGCCTCCACCGTCTGCTCTACCCCAGGCCTCGG

rev

CG (SEC ID 62)

75 Kappa-rev

5 TGACTCTCCGCGGTTGAAGCTC (SEC ID 63)
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Demostracion de la produccion de scTCR A6-C-Kappa mediante transcripcion y traduccion in vitro
Preparacion del producto de la PCR de scTCR A6-C-Kappa para la transcripcion y traduccion in vitro

En el presente documento, los inventores describen la sintesis de scTCR A6-C-Kappa mediante transcripcién y
traduccion in vitro en presencia de lisina biotinilada y su posterior deteccién mediante transferencia de tipo western y
deteccién con estreptavidina marcada con fosfatasa alcalina.

El producto de la PCR de scTCR A6-C-Kappa se prepard en una reacciéon de PCR estdndar usando el vector de
scTCR A6-Kappa como molde y los cebadores de PCR 71 y 60. El cebador 60 contiene un codén de terminacién para
permitir la liberacion del scTCR desde el ribosoma. La Pfu polimerasa (Stratagene) se us6 para incrementar la fidelidad
durante la sintesis en PCR. Los productos de la PCR se pasaron en un gel de agarosa TBE al 1,6% y las bandas de
ADN del tamafio correcto se escindieron y purificaron usando el kit de extraccion en gel Qiagen. Las reacciones de
transcripcion y traduccién se llevaron a cabo usando el kit de transcripcion traduccién Ambion PROTEINscript 11
Linked n° de catdlogo 12080-1287 con 300 ng del producto de la PCr descrito en lo que antecede. Se establecieron tres
reacciones de transcripcion traduccién de acuerdo con el protocolo del fabricante. Una modificacion fue la adicién de
lisina biotinilada del sistema de deteccién no radioactiva de la traduccién Transcend™.

Reaccién 1 scTCR A6-C-Kappa 300 ng con 2 ul de lisina biotinilada

Reaccién 2 scTCR A6-C-Kappa 300 ng sin 2 ul de lisina biotinilada

Reaccién 3 No control de ADN con 2 ul de lisina biotinilada.

Dos microlitros de cada reaccién se pasaron en un gel de SDS-PAGE de gradiente 4-20% Novex (Invitrogen).
Ademds, también se pasaron una serie de diluciones de un TCR biotinilado control. El gel se transfirié y las proteinas
se detectaron con fosfatas alcalina con estreptavidina y, posteriormente, se desarrollé colorimétricamente con sustrato
estabilizado Western Blue® para fosfatasa alcalina tal y como se describe en el protocolo del sistema de deteccién no
radioactiva de la traduccién Transcend™. La transferencia de tipo western se muestra en la figura 10.

En el control sin ADN y la reaccién de scTCR A6-C-Kappa sin lisina biotinilada no se puede ver ninguna banda
de aproximadamente el tamafio correcto como cabia esperar, mientras que el la reaccién de scTCR A6-C-Kappa en
presencia de lisina biotinilada se puede ver una banda de aproximadamente el tamafio correcto. Esto demuestra la
sintesis del scTCR A6-C-Kappa mediante transcripcion y traduccion in vitro.

Preparacion del producto de la PCR de presentacion en ribosoma de scTCR A6-C-Kappa

El producto de la PCR de scTCR A6-C-Kappa se prepard en una reacciéon de PCR estdndar usando el vector
scTCRA6-Kappa como molde y los cebadores para PCR 71 y 75 (véase la tabla 2). El cebador 75 no contiene un

codén de terminacién. La Pfu polimerasa (Stratagene) se usé para aumentar la fidelidad durante la sintesis en PCR.

Los productos de la PCR se pasaron en un gel de agarosa TBE al 1,6% y las bandas de ADN del tamafio correcto
se escindieron y purificaron usando el kit de extraccién en gel Qiagen.

Procedimiento de presentacion en ribosoma

Transcripcion y traduccion de scTCR A6-G-Kappa

Las reacciones de transcripcién/traduccion se llevaron a cabo usando el kit de transcripcién traduccién Ambion
PROTEINSscript II Linked (ntimero de catdlogo 1280-1287).

Reacciones de transcripcion

Las siguientes reacciones de transcripcion se establecieron en tubos no adherentes Ambion de 0,5 ml (n° de cata-
logo 12350).

Contenido Tubo 1 (Normal AB) Tubo 2 {(Control)
Agua 4,53 ul 57 ul
Moide (producto de Producto de PCR | Sin ADN
PCR) scTCR A6-C-Kappa
1,17 ul (300 ng)
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5X mezcla de 2 ul 2l
transcripcion

Mezcla de enzimas 2 2 ul
Superasinagranse 0.3 ul 0,3 ud
inhibitorambion

Volumen final 10 ul 10l

Los tubos se incubaron a 30°C durante 60 minutos en un bloque de PCR sin la tapa caliente.

Reacciones de traduccion

Las reacciones de traduccion siguientes se realizaron en tubos no adherentes Ambion de 0,5 ml.

Contenido 1 (A6 normal) 2 (Control)

Lisado de reticulocitos 105 ul 105 ul

Acetato de Mg 25 mM 3ul 3 ul

Mezcla de traduccion 7,5 ul 7.5 ul

Metionina 7,5 ul 7.5 ul

Agua 18 ul 18 pl

Superasin inhiigor Rease 3ul 3ul

Reaccion de Tubo 1 anterior de 6 pl Tubo 2 anterior de 6 pl
transcripcion

Cada tubo contiene suficiente para 3x50 ul selecciones. Los tubos se mezclaron e incubaron a 30°C durante 60
minutos en un bloque de PCR sin la tapa caliente. Tras 30 minutos se afiadieron 3 unidades de RQ1 ADNasa sin
ARNasa (Promega) para destruir el molde de ADN original en el tubo 1 y 3 unidades de RQ1 ADNasa sin ARNasa
(Promega) en el tubo 2. Tras 60 minutos, se afiadieron 18 ul de solucién de heparina a la reaccién de traduccién 2 'y 18
w1 de solucion de heparina a la reaccion de traduccion 1. Las muestras se almacenaron en hielo listas para la seleccién
frente a las perlas recubiertas con HLA.

Recubrimiento de las perlas magnéticas

20 ul de particulas magnéticas con estreptavidina resuspendidas (Roche n° de catdlogo 1641778) se transfirieron
a un tubo de eppendorf estéril de 1,5 ml sin ARNasa. Las perlas se inmovilizaron con un Separador de particulas
magnéticas (Roche, n° de catdlogo 1641794) y se elimind el sobrenadante. A continuaciodn, las perlas se lavaron con
100 ul de 1 X PBS sin ARNasa (10 x PBS Ambion n° catdlogo 9624, Ambion H,O n° catdlogo 9930). Las perlas se
inmovilizaron y el sobrenadante se elimind.

Se llevaron a cabo un total de 3 lavados con PBS. Las perlas se resuspendieron en 20 ul de PBS y el contenido se
repartié de forma uniforme entre dos tubos (10 ul en cada uno). Un tubo se usara para producir perlas bloqueadas de
control y los otros tubos se usaron para producir perlas recubiertas con HLA-A2-Tax.

Al tubo con las perlas control se afiadieron 80 ul de solucién de BSA/Biotina y se mezcl6. La solucién de
BSA/Biotina se prepard del siguiente modo. A 990 ul de PBS 0,1% de BSA (Ambion Ultrapure n° de catdlogo 2616)
se afiadieron 10 ul de una solucién con base Tris 0,2M y biotina 0,1M. Asimismo, se afiadieron 20 ul de solucién
de heparina (138 mg/ml de heparina (Sigma H-3393) en 1 x PBS y la solucién se mezcld. Las perlas se incubaron a
temperatura ambiente durante 1 hora con mezclado intermitente. A continuacion, las perlas se lavaron tres veces con
100 ul de PBS y se resuspendieron en 10 ul de PBS, 0,1% de BSA.
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Las perlas recubiertas con HLA-TAX se prepararon del siguiente modo. A los 10 ul de las perlas se afiadieron
40 pl de HLA-A2 Tax (1,15 mg/ml preparados como se describe en el documento W099/60120) y se mezclaron.
Las perlas se incubaron a temperatura ambiente durante 15 minutos y después se afladieron 20 ul de BSA 50 mg/ml
Ambion n° de catdlogo 2616 y 20 ul de solucién de heparina (véase en lo que antecede) y se mezclaron. Las perlas
se incubaron durante otros 45 minutos y después se afladieron 20 ul de solucién de BSA/biotina. A continuacidn, las
perlas se lavaron tres veces con 100 ul de PBS y se resuspendieron en 10 ul de PBS, 0,1% de BSA.

Panning con perlas magnéticas

La reaccién de traduccién de scTCR A6 se dividi6 en tres alicuotas de 50 ul y cada alicuota recibi6 bien 2 ul de
las perlas siguientes:

Control (sin HLA)
HLA-A2-Tax
HLA-A2-Tax més 10 ug de scTCR A6 soluble

También se realiz6 una reaccion de traduccion control y se dividi6 en tres alicuotas de 50 ul y cada alicuota recibi6
bien 2 ul de las perlas siguientes

Control (sin HLA)
HLA-A2-Tax
HLA-A2-Tax mds 10 ug de scTCR A6 soluble

Esto dio un total de seis tubos. Los tubos se incubaron en un bloque de PCR a 5°C durante 60 minutos con mezclado
intermitente. A continuacion, las perlas se lavaron tres veces con 100 ul de tampén helado (PBS, acetato de Mag 5
mM, 0,2% de Tween 20 (Sigma sin ARNasa). Cada alicuota de perlas se resuspendié después en 50 ul de 1 x RQ1
tamp6n de digestion ADNasa que contiene 1 pl (40 U) de superasen y 1 ul (1 U) de RQ1 ADNasa. Las perlas se
incubaron en un bloque de PCR durante 30 minutos a 30°C.

A continuacion, las perlas se lavaron tres veces con 100 ul de tampén helado (PBS, acetato de Mag 5 mM, 0,2% de
Tween 20) y una vez con H,O helada. Las perlas se resuspendieron en 10 ul de H,O sin ARNasa. Después, las perlas
se congelaron listas para la RT-PCR.

RT-PCR del ARNm del scTCR A6-C-Kappa en perlas rescatadas de las reacciones de presentacion en ribosoma

Las reacciones de RT-PCR en las perlas se llevaron a cabo usando el kit Titan de un tubo para RT-PCR, catdlogo
855476, como se describe en los protocolos de los fabricantes. Dos microlitros de perlas se afiadieron a cada reaccién
de RT-PCR junto con los cebadores 45 y 7 y 0,3 ul de Superasen inhibidor de la ARNasa. Para cada reaccién de RT-
PCR se establecié una segunda PCR que difirié inicamente por el hecho de que no habia presencia de transcriptasa
inversa, s6lo la polimerasa de alta fidelidad de Roche. Esta segunda reaccion sirvié como control para la contaminacién
de ADN. Ademds, se estableci6 un control positivo de la RT-PCR usando 1 ng del vector scTCR A6-C-Kappa.

Las reacciones se ciclaron del siguiente modo. Se llevé a cabo una etapa de RT-PCR mediante incubacién de las
muestras a 50°C durante 30 minutos, seguida por la inactivacién de la transcriptasa inversa mediante incubacién a
94°C durante 3 minutos en un bloque de PCR. Las reacciones fueron ciclos de PCR del siguiente modo, para un total
de 38 ciclos:

94°C 30 segundos
55°C 20 segundos
68°C 130 segundos
La reaccion de PCR se terminé mediante incubacién a 72°C durante 4 minutos.

Durante todas las etapas de presentacion al ribosoma se tomaron grandes precauciones para evitar la contaminacién
con ARNasa. Las reacciones de Rt-PCR y de CPR se realizaron en un gel de agarosa con TBE al 1,6% que se puede
ver en la figura 11. El andlisis del gel muestra que no hay contaminacién con ADN y que todos los productos de la
PCR derivan de ARNm. La banda de ADN del tamafio correcto en la calle 2 demuestra que el scTCR A6-C-Kappa
presentado en el ribosoma se seleccioné mediante perlas recubiertas con HLA-A2-Tax. La calle 3 muestra que los
inventores pueden inhibir esta seleccion especifica de scTCR A6-C-Kappa presentado en el ribosoma mediante la
adicion de scTCRAG soluble. La reduccion significativa en la intensidad de la banda de la calle 3 respecto a la muestra
sin inhibir de la calle 2 lo demuestra. No se pudo mostrar ninguna unién de scTCRA6-C-Kappa presentado en el
ribosoma frente a las perlas control no recubiertas con HLA.
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Ejemplo 6

Andlisis de la secuencia de clones de TCR A6 presentados sobre particulas de fago y procedimientos para mejorar las
caracteristicas de presentacion

Tras la construccién de vectores para presentar TCR A6 sobre fago mediante PCR y clonacién molecular, los
clones bacterianos que pueden producir particulas de fago que presenten TCR A6 se sometieron a deteccion selectiva
por medio de ELISA para fagos tal y como se describe en el ejemplo 4. Se identificaron tres clones diferentes que
dieron unién especifica a HLA-A2-tax en el ensayo de unién ELISA. Todos estos clones contenian mutaciones en el
ADN de TCR A6 “de tipo salvaje” o en las secuencias reguladoras asociadas, que se describen en la tabla siguiente:

Clones funcionales de la deteccion selectiva de TCR A6 presentado sobre fago

Nombre Caracteristica

Clon 7 El tercer sitio de wunion al
ribosoma, que se localiza en
frente del gen vp, esta mutado de

AAGGAGA a AAGGGGA.
Clon 9 En vp CDR3 se introdujo un | Secuencia completa de
codon opalo. ADN y de aminoacidos
en las figuras 12a y 12
b.
Clon 49 En vB FR1 se introduce un codén | Secuencia completa de

ambar. Esta mutacion introduce | ADN en las figuras 13a
una mutaciéon “silenciosa” que no
afecta a la secuencia de
aminoacidos resultante

Todos estos clones contenian mutaciones que probablemente sean la causa de una reduccién en los niveles de
expresion de la cadena S del TCR A6. Se dedujo que los clones de expresion baja eran seleccionados sobre los clones
de expresion alta como resultado de la toxicidad celular causada por los niveles elevados de expresion del TCR.

Ejemplo 7
Mutagénesis de las regiones CDR3 del CTR A6

Las regiones CDR3 del TCR A6 eran la diana para la introduccién de mutaciones para investigar la posibilidad de
generar mutantes de alta afinidad.

Se us6 la PCR con solapamiento para modificar la secuencia de las regiones CDR3 de « y § para introducir dos
sitios de restriccién unicos, Hindlll para la cadenaa, con oligos de YOL54, 5’CAGCTGGGGGAAGCTTCAGTTTG
GAGCAG3’ (SECID 64) y YOL55, 5>CTGCTCCAAACTGAAGCTTCCCCCAGCTG3’ (SEC ID 65), y Xho I pa-
ra la cadena 3, con oligos de YOL56 5’GTACTTCTGTGCCTCGAGGCCGGGACTAG3’ (SEC ID 66) y YOLS57
5’CTAGTCCCGGCCTCGAGGCACAGAAGTAC3’ (SECID 67).

La PCR se usé para introducir mutaciones para la madurez de la afinidad. EI clon 9 del TCR A6 (que incorpora
un codén 6palo introducido en la secuencia de la CDR3 de la cadena 8) se usé como fuente del ADN molde, y las
cadenas del TCR se amplificaron con los cebadores de la mutacién (que se detallan en la tabla siguiente) y YOL22
5S’CATTTTCAGGGATAGCAAGC3’ (SEC ID 68) (cadena §) o YOL13 SSTCACACAGGAAACAGCTATG3’ (SEC
ID 69)(cadenas «).
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Cebadores para la introduccion de la mutacion en CDR3 de la cadena By la cadena a de A6

Nombre del cebador

Secuenciab ad

YOLS9

TGTGCCTCGAGGNNKNNKNNKNNKNNKN
NKCGACCAGAGCAGTACTTCG

(SEQ ID 70)

YOL60

TGTGCCTCGAGGCCGNNKNNKNNKNNKN
NKNNKCCAGAGCAGTACTTCGGGC

(SEQ ID 71)

YOL61

TGTGCCTCGAGGCCGNNKNNKNNKNNKN
NKNNKCGACCAGAGCAGTACTTCG

(SEQ ID 72)

YOL62

IGTGCCTCGAGGCCGNNKNNKNNKNNKN
NKNNKGGAGGGCGACCAGAGCAG

(SEQ ID 73}

YOLB3

TGTGCCTCGAGGCCGGGANNKNNKNNKN
NKNNKNNKGGGCGACCAGAGCAGTAC

(SEQ ID 74)

YOL68

TGTGCCTCGAGGNNKNNKNNKNNKNNKN
NKCCAGAGCAGTACTTCGggC

(SEQ ID 75)

YOL69

TGTGCCTCGAGGNNKNNKNNKNNKNNKN
NKGAGCAGTACTTCGggccyg

(SEQ ID 76)

YOL70

TGTGCC’I‘CGAGGNNKNN&QINXG\!N!(NM
NKCAGTACTTCGggccgggce

(SEQ ID 77)

YOL71

TGTGCCTCGAGGC cgGNNKNNKNNKNNKg
ggCGACCAGAGCAGTACTTCG

(SEQ ID 78)

YOLS8

AAACTCAAGCTTMNNMNNMNNMNNMNNT
GTAACGGCACAGAGGTAG

(SEQ ID 79)
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YOL72 AAACTGAAGCTTMNNMNNgC gt cMNNT
GTAACGGCACAGAGGTAG
(SEQ ID 80)

YOL73 ARACTGAAGCTTMNNMNNMNNgGCtgteM
NNTGTAACGGCACAGAGGTAG
(SEQ ID 81)

YOL74 AAACTGAAGCTTMNNMNNgCt gt cMNNA
ACGGCACAGAGGTAG
(SEQ ID 82)

Los fragmentos de la cadena « se digirieron con Nco Iy HindlIll y se volvieron a purificar usando un kit Qiagen y
el vector se preparé mediante digestion del clon 9 con Nco 'y HindlIl, seguido por purificacién en gel usando un kit
Qiagen.

Los fragmentos de la cadena S8 se digirieron con Xho Iy Not I y se volvieron a purificar usando un kit Qiagen y el
vector se preparé mediante digestion del clon 9 con Xho I'y Not I, seguido por purificacidon en gel usando un kit Qiagen.
Los insertos y vectores purificados en una proporcién molar de 3:1 se mezclaron con tampén de ligasa T4, ligasa T4
y agua sin nucleasa. Las uniones se llevaron a cabo en bafio de agua a 16°C durante la noche. Para cada biblioteca de
mutaciones, un total de 0,5 a 1 ug de productos ligados purificados se sometieron a electroporacién en E. coli TG1
en una proporcién de 0,2 ug de ADN por 40 ul de células competentes en electroporacion (Stratagen) siguiendo los
protocolos proporcionados por el fabricante. Tras la electroporacién, las células se resuspendieron inmediatamente
con 960 ul de medio SOC a 37°C y se sembraron en placas de cultivo tisular de 244 mm x 244 mm que contienen YTE
(15 g de Bacto-Agar, 8 g de NaCl, 10 g de triptona, 5 g de extracto de levadura en 1 litro) suplementado con 100 pg/ml
de ampicilina y 2% de glucosa. La placa se incub6 a 30°C durante la noche. A continuacion, las células se rasparon
de las placas con 5 ml de DYT (16 g de triptona, 10 g de extracto de levaduray 5 g de NaCl en 1 litro, en autoclave a
125°C durante 15 minutos) suplementado con glicerol al 15%.

Con el fin de fabricar particulas de fago que presenten el TCR A6, se inocularon 500 ml de DYTag (DYT que
contiene 100 ug/ml de ampicilina y 2% de glucosa) con de 500 a 1000 ul de las reservas en la biblioteca. El cultivo se
hizo crecer hasta que la DO (600 nm) alcanzé 0,5. 100 ml del cultivo se infectaron con el fago colaborador (M13 K07
(Invitrogen), o HYPER PHAGE (Progen Biotechnik, GmbH 69123 Heidelberg), y se incub6 en bafio de agua a 37°C
durante 30 minutos. El medio se reemplazé con 100 ml de DYTak (DYT que contiene 100 pg/ml de ampicilina y 25
ug/ml de kanamicina). A continuacidn el cultivo se incubd con agitacién a 300 rpm y 25°C durante de 20 a 36 horas.

Ejemplo 8
Aislamiento de mutantes de TCR A6 de alta afinidad
El aislamiento de mutantes de TCR A6 de alta afinidad se llevé a cabo usando dos procedimientos diferentes.

El primer procedimiento implica seleccionar particulas de fago que presentan TCR A6 mutantes capaces de unirse
al complejo HLA-A2 Tax usando inmunotubos Maxisorp (Invitrogen). Los inmunotubos estaban revestidos por de 1 a
2 ml de estreptavidina 10 pug/ml en PBS durante la noche a temperatura ambiente.

Los tubos se lavaron dos veces con PBS y después se afiadi6 1 ml del complejo HLAA2 Tax biotinilado a 5
ug/ml en PBS y se incubaron a temperatura ambiente durante 30 minutos. El resto del protocolo para la seleccion de
ligantes de alta afinidad es como se ha descrito anteriormente (Li y col. (2000) Journal of Immunological Methods
236: 133-146), a excepcidn de por las modificaciones siguientes. La seleccidn se realizé en tres o cuatro rondas. Las
concentraciones del complejo HLA-A2 Tax biotinilado fueron 5 pg/ml para la primera ronda de seleccién, 0,5 pug/ml
para la segunda, 0,05 pg/ml para la tercera y 0,005 pg/ml para la cuarta ronda de seleccion. Los fagos colaboradores
M13 K07 se usaron en las rondas una y dos, y el hiperfago se usé en las rondas de seleccion posteriores.

El segundo procedimiento utilizado fue la seleccién de particulas de fago que presentan TCR A6 mutantes capa-
ces de unirse al complejo HLA-A2 Tax en solucién. Las perlas paramagnéticas recubiertas con estreptavidina (Dynal
M280) se pre-lavaron de acuerdo con los protocolos del fabricante. Las particulas de fago, que presentan TCR A6
mutado a una concentracién de 10'* a 10" ufc, se pre-mezclaron con el complejo HLA-A2 Tax biotinilado a con-
centraciones de 2 x 107*M, 2x10™°M y 2x107''M para la primera, segunda, tercera y cuarta ronda de selecciones,
respectivamente. La mezcla de particulas de fago que presentan TCR A6 y complejo HLA-A2 Tax se incubaron du-
rante una hora a temperatura ambiente con rotacién suave, y las particulas de fago que presentan TCR A6 unidas al
complejo HLA-A?2 Tax biotinilado se capturaron usando 200 ul (ronda 1) 0 50 ul (rodas 2, 3 y 4) de perlas magnéticas
M?280 recubiertas con estreptavidina. Tras la captura de las particulas de fago, las perlas se lavaron un total de diez
veces (tres veces en PBS Tween 20, dos veces en PBS Tween 20 que contiene 2% de leche desgrasada en polvo, dos
veces en PBS, una vez en PBS que contiene 2% de leche desgrasada en polvo y dos veces en PBS) usando un con-
centrador de particulas magnéticas Dynal. Tras un tltimo lavado, las perlas se resuspendieron en 1 ml de trietilamina
100 mM recién preparada a pH 11,5 y se incubaron durante de 5 a 10 minutos a temperatura ambiente con rotacién
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suave. Las particulas de fago eluidas desde las perlas se neutralizaron inmediatamente con 300 ul de Tris-HCI 1M a
pH 7,0. La mitad del eluato se usé para infectar 10 ml de E. coli TG1 a una DO (600 nm)= 0,5 recién preparado para
la amplificacion de las particulas de fago seleccionadas de acuerdo con los procedimientos previamente descritos (Li
y col., (2000) Journal of Immunological Methods 236: 133-146).

Tras una tercera o cuarta ronda de seleccion se escogieron 95 colonias de las placas y se usaron para inocular 100
ul de DYTag en una placa de microtitulacién de 96 pocillos. El cultivo se incubé a 37°C con agitacién durante la
noche. 100 ul de DYTag se subinocularon después con de 2 a 5 ul de los cultivos durante la noche y se incubaron a
37°C con agitacién durante de 2 a 3 horas o hasta que el cultivo apareci6 turbio. Para infectar las células con el fago
colaborador, se infect6 el cultivo con 25 ul de DYTag que contiene 5 x 109 fagos colaboradores pfu y se incubaron a
37°C durante 30 minutos.

El medio se reemplazé con DYTak. Las placas se incubaron a 25°C durante de 20 a 36 horas con agitacién a 300
rpm. Las células se precipitaron mediante centrifugacién a 3000 g durante 10 minutos a 4°C. Los sobrenadantes se
usaron para la deteccion selectiva de mutantes de TCR A6 de alta afinidad mediante ELISA de fagos competitivo del
siguiente modo.

Los pocillos Nunc-Immuno Maxisorp revestidos con estreptavidina se aclararon dos veces con PBS. A cada pocillo
se afiadieron 25 ul de complejo HLA-A2-Tax biotinilado 5 pg/ml y se incubaron a temperatura ambiente durante 30 a
60 minutos y fueron seguidos por dos lavados con PBS.

Los sitios de unidn a proteinas no especificos en los pocillos se bloquearon mediante la adicién de 300 ul de 3%
de leche desgrasada en PBS, seguido por incubacién a temperatura ambiente durante 2 horas. Con el fin de preparar
particulas de fago que presenten el TCR A6 heterodimérico, las particulas de fago se mezclaron con 3% de leche
desgrasada en PBS, que contiene HLA-A2-Tax 0, 20 y 200 nM, y se incubaron a temperatura ambiente durante 1 hora.
El fago se afnade a los pocillos revestidos con HLA-A2-Tax y se incubaron a temperatura ambiente durante 1 hora,
seguida por 3 lavados con PBS que contiene 0,1% de Tween 20 y después 3 lavados con PBS. Las particulas de fago
que presentan TCR unido se detectan con un anticuerpo anti-fd (Sigma) como se describe en el ejemplo 4.

Se identificaron varios mutantes de TCR A6 putativos de alta afinidad y las secuencias de CDR; se enumeran en
las dos tablas siguientes junto con las correspondientes secuencias de tipo salvaje. Los codones de terminaciéon ambar
(X) se encontraron en todos los mutantes de la cadena 8 y en un mutante de la cadena a.

Mutantes de la cadena 3 del TCR A6

Cion Secuencia de CDR;

Tipo GCCTCGAGGCCGGGACTAGCGGGAGGGCGACCAGAGCAGTAG
salvaje | (SEC ID 83)

ASRPGLAGGRPEQY(SECID84)

134 GCCTCGAGGCCGGGGCTGATGAGTGCGTAGCCAGAGCAGTAC

(SEC ID 85)
ASRPGLMSAXPEQY (SECID 86)

86 GCCTCGAGGCCGGGGCTGAGGTCGGCGTAGCCAGAGCAGTAC
(SEQ ID 87)

ASRPGLRSAXPEQY(SECID 88)

87 GCCTCGAGGCCGGGACTAGCGGGAGGGCGACCAGAGGCGTAG
(SEQ ID 89)

ASRPGLAGGRPEAX(SECID 90)

89 GCCTCGAGGCCGGGACTAGCGGGAGGGCGACCAGAGGATTAG
(SEC ID 91)

ASRPGLAGGRPEDX(SEC ID 92)

85 GCCTCGAGGCCGGGACTAGCGGGAGGGCGACCAGATCAGTAG
(SEQ ID 93) |
ASRPGLAGGRPDQX(SEC ID 94)

83 GCCTCGAGGCCGGGTCTGTAGGCTGGGCGACCAGAGCAGTAC
(SEC ID 95)

ASRPGLXAGRPEQY(SECID 96)
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GCCTCGAGGCCGGGGCTGGTTCCGGGGCGACCAGAGCAGTAG
(SEC ID 97)
ASRPGLVPGRPEQX(SEC ID 98)

GCCTCGAGGCCGGGGCTTGTGTCTGCTTAGCCAGAGCAGTAC
(SEC ID 99)
ASRPGLVSAXPEQY (SECID 100)

111

GCCTCGAGGCCGGGACTAGCGGGAGGGCGACCACATCCGTAG
(SEC ID 101)
ASRPGLAGGRPHP X (SEC ID 102)

125

GCCTCGAGGCCGGGACTAGCGGGAGGGCGACCAGATGCGTAG
(SEC ID 103)
ASRPGLAGGRPDAX(SECID 104)

133

GCCTCGAGGCCGGGTCTGATTAGTGCTTAGCCAGAGCAGTAC
(SEC ID 105)
ASRPGLISAXPEQY(SEC ID 106)

Mutantes de la cadena a del TCR A6

Clon

CDR3

Tipo
salvaje

GCCGTTACAACTGACAGCTGGGGGAAGCTTCAG (SEC ID 107)
AVTTDSWGKLQ(SECID -108)

149

GCCGTTACAACTGACAGCTGGGGGCCGCTTCAG (SEC ID 109)
AVTTDSWGPLQ(SEC ID 110)

65

GCCGTTACAACTGACAGCTGGGGGAAGATGCAG(SEC ED 111)
AVTTDSWGKMQ (SECID 112)

66

GCCGTTACAACTGACAGCTGGGGGAAGTTGCAT (SEC ID 113)
AVTTDSWGKLH(SECID 114)

153

GCCGTTACAACTGACAGCTGGGGGTAGCTTCAT (SEC ID 115)
AVTTDSWG XL H (SEC ID 116)

71

GCCGTTACAACTGACAGCTGGGGGGAGCTTCAT (SEC ID 117)
AVTTDSWGELH(SECID 118)

70

GCCGTTACAACTGACAGCTGGGGGAGGCTGCAT (SEC ID 119)
AVTTDSWGRLH/(SECID 120)

121

GCCGTTACAACTGACAGCTGGGGGCAGCTTCAT (SEC 1D 121)
AVTTDSWGQLH(SECID 122)
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117 GCCGTTACAACTGACAGCTGGGGGAAGGTTCAT- (SEC ID 123)
AVTTDSWGKVH (SEC ID 124)

72 GCCGTTACAACTGACAGCTGGGGGAAGGTGAAT (SEC ID 125)
AVTTDSWGKYV N (SEC ED 126)

150 GCCGTTACAACTGACAGCTGGGGGAAGCTTCTG (SEC ID 127)
AVTTDSWGKLL (SEC ID 128)

Ejemplo 9

Produccion de TCR A6 heterodimérico soluble con puente disulfuro no nativo entre las regiones constantes que con-
tienen mutaciones en CDR3

El ADN del fagemido que codifica los mutantes de TCR A6 de alta afinidad identificados en el ejemplo 6 se aisl6
de las células de E. coli relevantes usando un kit Mini-Prep (Quiagen, Reino unido).

Para amplificar las secuencias de ADN de las cadenas « y 8 del TCR se usa amplificacién por PCR usando el ADN
del fagemido como diana y los siguientes cebadores.

Para amplificar las secuencias de ADN de las cadenas a y 8 del TCR se usa amplificacién por PCR usando el ADN
del fagemido como diana y los siguientes cebadores.

Cebador directo para la cadena alfa del TCR A6

ggaattc atcgatg cagaaggaagtggagceag (SECID 129)

(El sitio de restriccion Clal estd subrayado)

Cebador inverso de la cadena alfa del TCR universal
gtacacggccggecgggttctggatatac (SECID 130)

(El sitio de restriccion Eagl estd subrayado)

Cebador directo para la cadena beta de A6
Tctctcattaatgaatgctggtgtcactcagacccc (SECID 131)

(El sitio de restriccion Asel estd subrayado)

Cebador inverso de la cadena beta universal
Tagaaaccggtggccaggcacaccagtgtggc (SECID 132)

(El sitio de restriccion Agel estd subrayado)

En el caso de la cadena 8 del TCR se llevé a cabo otro punto de PCR para reemplazar el codén de terminacién
dmbar en la regiéon CDR3 con un codén codificador de dcido glutdmico. Cuando se suprime un codén de terminacién
dmbar se suprime en E. coli, normalmente se introduce un residuo de glutamina en lugar de detenerse la traduccion.
Por tanto, cuando el TCR que contiene el codén dmbar se presenta en la superficie del fago, contiene un residuo de
glutamina en esta posicion. No obstante, cuando el gen de la cadena 8 del TCR se transfiri6 al plasmido de expresion,
se uso6 un residuo de dcido glutdmico como alternativa a la glutamina. Los cebadores usadas para estos puntos de PCR
fueron los siguientes:

YOL124 CTGCTCTGGTTCCGCACTC (SEC ID 133)
YOL125 GAGTGCGGAACCAGAGCAG (SEC ID 134)
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La secuencia de ADN de la cadena 8 del TCR A6 soluble mutada se verificé mediante secuenciacién automatica
(véase la figura 14 a para la secuencia de ADN de la cadena 8 del TCR A6 mutado y 14b para la secuencia de
aminodcidos codificada). La figura 14c muestra la secuencia de aminodcidos de la cadena 8 del TCR A6 sin sustitucién
de glutamina en 4cido glutdmico, es decir, la secuencia que estaba presente en el clon 134 se aisla mediante ELISA
del fago.

A continuacién, estas secuencias de ADN de a y S del TCR A6 se usaron para producir un TCR A6 soluble
tal y como se describe en el documento WO 03/020763. Brevemente, las dos cadenas se expresan como cuerpos de
inclusién en cultivos de E. coli distintos. Después, los cuerpos de inclusion se aislan, desnaturalizan y vuelven a plegar
juntos in vitro.

Ejemplo 10
Caracterizacion mediante plasmon superficial BIAcore de una union de alta afinidad del TCR A6 a HLA-A2 Tax

Para analizar la unién del clon de alta afinidad 134 del TCR A6 (véanse las firmas 15a y 15b de las secuen-
cias completas de ADN y de aminodcidos de la cadena 8 del TCR mutado, respectivamente) al ligando HLA-A2 se
usé un biosensor de resonancia de plasmén superficial (BIAcore 3000™). Esto se facilité produciendo complejos de
PMHC (que se describen mds adelante) que se inmovilizaron en una superficie de unién recubierta con estreptavi-
dina de un modo semiorientado, lo que permite un andlisis eficiente de la unién de un receptor soluble de células T
con hasta cuatro pMHC diferentes (inmovilizados en diferentes células de flujo) de forma simultdnea. La inyeccién
manual del complejo HLA permite el nivel preciso de moléculas de clase I inmovilizadas para su facil manipula-
cién.

Los complejos biotinilados de HLA de clase I-A2 se volvieron a plegar in vitro a partir de cuerpos de inclusion
expresados en bacterias, que contienen las subunidades proteicas constituyentes y el péptido sintético, seguido por
purificacion y biotinilacién in vitro (O’Callaghan y col. (1999) Anal. Biochem. 266: 9-15). La cadena pesada del
HLS se expres6 con un indicador de biotinilacién en el extremo C, que sustituye a los dominios transmembrana y
citoplasmdtico de la proteina en un constructo adecuado. Se obtuvieron niveles de expresion del cuerpo de inclu-
sién de 75 mg/litro de cultivo bacteriano. La cadena ligera del HLA o S2-microglobulina también se expresé en
forma de cuerpos de inclusion en E. coli a partir de un constructo adecuado, a un nivel de 500 mg/litro de cultivo
bacteriano.

Las células de E. coli se lisaron y los cuerpos de inclusién se purificaron hasta una pureza de aproximadamente
un 80%. La proteina de los cuerpos de inclusién se desnaturaliz6 en guanidina-HCl 6M, Tris 50 mM a pH 8,1, NaCl
100 mM, DTT 10 mM, EDTA 10 mM, y se volvi6 a plegar a una concentracién de 30 mg/litro la cadena pesada, 30
mg/litro la $2m en L-Arginina-HCI 0,4M, Tris mM a pH 8,1, cistamina 3,7 mM, cisteamina mM, 4 mg/ml de péptido
(p. €j., tax 11-19) mediante la adicién de un unico pulso de proteina desnaturalizada en tampén de replegamiento a
<5°C. Se dej6 que el replegamiento alcanzara el final a 4°C durante al menos 1 hora.

El tamp6n se intercambié mediante didlisis en 10 volimenes de Tris 10 mM a pH 8§,1.

Fueron necesarios dos cambios de tampdn para reducir lo suficiente la fuerza iénica de la solucién. A continua-
cién se filtré la solucién proteica a través de un filtro de acetato de celulosa de 1,5 ym y se cargé en una columna
de intercambio aniénico POROS 50HQ (8 ml de volumen de lecho). La proteina se eluyé con un gradiente lineal de
NaCl 0-500 mM. El complejo HLA-A2-péptido eluyd a aproximadamente NaCl 250 mM vy se recogieron las frac-
ciones de los picos, se afiadié un cdctel de inhibidores de la proteasa (Calbiochem) y las fracciones se enfriaron en
hielo.

Se cambid el tampodn de los complejos HLA-A2 marcados con biotinilacién a Tris 10 mM a pH de 8,1, NaCl 5 mM
usando una columna de desalacién rapida de Pharmacia equilibrada en el mismo tampén. Inmediatamente después de
la elucién, las fracciones que contenian proteina se enfriaron en hielo y se afiadi6 el céctel de inhibidor de la proteasa
(Calbiochem). Después se afiadieron los reactivos de biotinilacién: biotina 1 mM, ATP 5 mM (tamponado hasta un pH
de 8), MgCl, 7,5 mM y enzima BirA 5 mg/ml (purificado de acuerdo con O’Callaghan y col. (1999) Anal. Biochem.
266: 9-15). Después se dejo incubar la mezcla a temperatura ambiente durante la noche.

Los complejos HLA-A2 biotinilados se purificaron usando cromatografia de filtracién en gel. Una columna Phar-
macia Superdex 75 HR 10/30 se pre-equilibr6 con PBS filtrado y se cargé 1 ml de la mezcla de reaccién de biotinilacién
y la columna se desarroll6 con PBS a 0,5 ml/min. Los complejos HLA-A2 biotinilados eluyeron en forma de un tinico
pico a aproximadamente 15 ml. Las fracciones que contenian proteina se agruparon, enfriaron en hielo y se afiadié el
cdctel de inhibidor de la proteasa. La concentracién de proteina se determind usando un ensayo de unién con Coomas-
sie (PerBio) y alicuotas de complejos HLA-A?2 biotinilados se almacenaron congelados a -20°C. La estreptavidina se
inmovilizé mediante procedimientos estdndar de acoplamiento de amina.

Las interacciones entre el TCR A6 Tax de alta afinidad que contiene un enlace entre cadenas nuevo y el complejo
HLA-A2 Tax o una combinacion irrelevante de HLA-A2 NY-ESO, cuya produccion se ha descrito en lo que antecede,
se analizaron en un biosensor de resonancia en plasmén superficial (RPS) BIAcore3000™. La RPS mide los cambios
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del indice de refraccién expresados en unidades de respuesta (UR) cerca de la superficie de un sensor dentro de una
célula de flujo pequena, un principio que se puede usar para detectar interacciones entre receptor y ligando y para
analizar sus pardmetros de afinidad y cinéticos. Las células de flujo sonda se prepararon mediante inmovilizacién de
los complejos peptidicos HLA-A2 individuales en células de flujo aparte mediante la unién entre la biotina reticulada
en 2m y estreptavidina que han sido reticuladas quimicamente con la superficie activada de las células de flujo.
Después se realizé el ensayo pasado el sTCR sobre las superficies de diferentes células de flujo a un caudal constante
y midiendo la respuesta en RPS al hacerlo. Inicialmente, la especificidad de la interaccién se verificé pasando el TCR
A6 soluble a un caudal constante de 5 ul min-1 sobre cuatro superficies diferentes; una recubierta con ~1000 RU del
complejo HLA-A2 Tax, la segunda recubierta con ~1000 RU del complejo HLA-A2 NY-ESO y dos células de flujo
en blanco recubiertas s6lo con estreptavidina (véase la figura 15).

La mayor afinidad del TCR A6 soluble mutado dificult6 el calculo de la kd para la interaccion de este resto con el
complejo HLA-A?2 Tax. No obstante, se calcul6 una semivida (t;,) para la interaccién de 51,6 minutos (véase la figura
6), que se compara con una t;,, para la interaccién de tipo salvaje de 7,2 segundos.

Ejemplo 11
Produccion del vector que codifica un TCR soluble de NY-ESO TCR que contiene un puente disulfuro nuevo

La cadena 8 del TCR A6 soluble preparado en el Ejemplo 1 contiene en la secuencia nativa un sitio de restriccién
Bglll (AAGCTT) adecuado para usar como sitio de unioén.

La mutagénesis por PCR se llevo a cabo como se detalla mds adelante para introducir un sitio de restriccion BamH|1
(GGATCC) en la cadena a del TCR A6 soluble, extremo 5’ del nuevo codén de cisteina. La secuencia descrita en la
Figura 2a se us6 como molde para esta mutagénesis. Se usaron los cebadores siguientes:

| BamHI |
5’ -ATATCCAGAACCCYGALCCTGCCGTGTA~3 (SEC ID 135)

5-TACACGGCAGGAaTCcGGGTTCTGGATAT-3' (SEC ID 136)

Se mezclaron 100 ng de plasmido con 5 ul de INTP 10 mM, 25 ul de 10x tampdn Pfu (Stratagene), 10 unidades de
Pfu polimerasa (Stratagene) y el volumen final se ajusté hasta 240 ul con H,O. 48 ml de esta mezcla se suplementaron
con cebadores diluidos para dar una concentracién final de 0,2 M en un volumen de reaccién final de 50 ul. Tras una
etapa de desnaturalizacién inicial de 30 segundos a 95°C, la mezcla de reaccion se someti6 a 15 ciclos de desnatura-
lizacién (95°C, 30 s), renaturalizacién (55°C, 60 s) y elongacién (73°C, 8 min) en una maquina de PCR Hybaid PCR
express. A continuacién el producto se digirié durante 5 horas a 37°C con 10 unidades de la enzima de restriccién
Dpnl (New England Biolabs). 10 ml de la reaccién digerida se transformaron en bacterias XL1-Blue competentes y
se cultivaron durante 18 horas a 37°C. Se escogi6 una tnica colonia y se cultiv durante la noche en 5 ml de TYP +
ampicilina (16 g/l de extracto de levadura, 5 g/l de NaCl, 2,5 g/l de K,HPO,, 100 mg/1 de ampicilina). El ADN plasmi-
dico se purific6 en columna mini-prep Qiagen de acuerdo con las instrucciones del fabricante y la secuencia se verificd
mediante secuenciacidon automadtica en el centro de secuenciacion del Departamento de Bioquimica, Universidad de
Oxford. El ADNc que codifica el TCR de NY-ESO se aislé de las células T segtn técnicas conocidas. El ADNc que
codifica el TCR de NY-ESO se produjo mediante tratamiento del ARNm con transcriptasa inversa.

Con el fin de producir vectores que codifiquen un TCR soluble de NY-ESO que incorpore un puente disulfuro
nuevo se usaron como moldes los plasmidos con TCR. A6 que contienen los sitios de restriccién BamHI de la cadena
a 'y Bglll de la cadena 8. Se usaron los cebadores siguientes:

| Ndex |
5 ~-GGAGATATACATATGCAGGAGGTGACACAG -3/ (SEC ID 137)

5’ -TACACGGCAGGATCCGGGTTCTGGATATT-3" (SEC ID 138)
| BamHI|
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|NdeI |
5’ -GGAGATATACATATGGGTGTCACTCAGACC-3 (SECID 139)
5’ -CCCAAGCTTAGTCTGCTCTACCCCAGGCCTCGGC -3’ (SEC ID 140)
|BglII|
Los constructos de cadena @ y 5 del TCR de NY-ESO se obtuvieron mediante clonacién por PCR del siguiente
modo. Las reacciones de PCR se realizaron usando los cebadores tal como se ha mostrado en lo que antecede y los
moldes que contienen las cadenas nativas del TCR de NY-ESO. Los productos de la PCR se digirieron con enzimas de
restriccion con las enzimas de restriccion relevantes y se clonaron en pGMT?7 para obtener plasmidos de expresion. La
secuencia de los insertos plasmidicos se confirmé mediante secuenciacién del ADN. Las figuras 17a y 17b muestran

la secuencia de ADN de las cadenas a y B, respectivamente, del TCR de NY-ESO mutado y las figuras 18* y 18b
muestran las secuencias de aminoécidos resultantes.

Ejemplo 12

Construccion de vectores de presentacion en fago y clonacion de ADN que codifica las cadenas a 'y B del TCR de NY-
ESO en los vectores fagemido

El ADN que codifica las cadenas @ y 8 del TCR de NY-ESO que incorpore nuevos codones de cisteina para
facilitar la formacién de un puente disulfuro no nativo entre cadenas producido como se ha descrito en el ejemplo 11
se incorpord en el vector fagemido pEX746 del siguiente modo.

Los ADN que codifica las dos cadenas del TCR de NY-ESO se sometieron individualmente a PCR con el fin de

introducir sitios de clonacién compatibles con el vector fagemido pEX746 (que contiene ADN que codifica el clon 7
del TCR A6) usando los cebadores siguientes:

Para la cadena alfa del TCR de NY-ESO

TRAV21

GCCGGCCATGGCCAAACAGGAGGTGACGCAGATTCCT (SEC ID 141)
YOL6

CTTCTTAAAGAATTCTTAATTAACCTAGGTTATTAGGAACTTTCTGGGCTG
GGGAAG (SEC ID 142)

Para la cadena beta del TCR de NY-ESO

TRBV6-1/2/3/5/6/7/8/9

TCACAGCGCGCAGGCTGGTGTCACTCAGACCCCAAA (SEC ID 143)
RT1 CGAGAGCCCGTAGAACTGGACTTG (SEC ID 144)

Los procedimientos de clonacién molecular para construir los vectores se describe en “Molecular cloning: A labo-
ratory manual, by J. Sambrook y D. W. Russell”. Los cebadores enumerados en la tabla 1 se usan para la construccién
de los vectores. Un ejemplo del programa de la PCR es 1 ciclo de 94°C durante 2 minutos, seguido por 25 ciclos de
94°C durante 5 segundos, 53°C durante 5 segundos y 72°C durante 90 segundos, seguido por 1 ciclo de 72°C durante
10 minutos, y después mantener a 4°C. La ADN polimerasa Expand hifidelity Taq se adquiere en Roche. El ADN que
codifica el clon 7 de la cadena 8 del TCR A6 se eliminé del pEX746 mediante digestién con las enzimas de restriccién
BssHII y BglIl. E1 ADN digerido mediante PCR de forma correspondiente que codifica la cadena S del NY-ESO
se sustituyd después en el fagemido mediante ligado. La secuencia del producto de clonacién se verificé mediante
secuenciacion automdtica.

De igual forma, el ADN que codifica el clon 7 de la cadena a del TCR A6 se eliminé del pEX746 mediante
digestion con las enzimas de restricciéon Ncol y Avrll. EI ADN digerido mediante PCR de forma correspondiente que
codifica la cadena a del NY-ESO se sustituy6 después en el fagemido que ya contenia el ADN codificador de la cadena
B del TCR de NY-ESO mediante ligado. La secuencia del producto de clonacion se verificé mediante secuenciacion
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automadtica. Las figuras 19a y 19b detallan, respectivamente, la secuencia de ADN y de aminodcidos de las cadenas «
y B del TCR de NY-ESO, asf como la secuencia relevante adyacente incorporada en el fagemido (pEX746:NY-ESO).
La secuencia precedente al sitio Ncol es la misma que en pEX746.

Ejemplo 13
Expresion de fusiones de la proteina de la cubierta bacteriana 'y el TCR de NY-ESO heterodimérico en E. coli

Las particulas de fago que presentan el TCR de NY-ESO heterodimérico que contiene un puente disulfuro no
nativo entre cadenas se prepararon usando procedimientos descritos anteriormente para la generacién de particulas
de fago que presentan scFvs de anticuerpo (Li y col., 2000, Journal of Immunological Methods 236: 133-146) con
las modificaciones siguientes. Se usaron células E. coli TG1 que contienen fagemido pEX746:NY-ESO (es decir, el
fagemido que codifica la cadena @ del TCR de NY-ESO soluble y una cadena § d el TCR de NY-ESO fusionada con
la proteina glII del fago producida como se ha descrito en el Ejemplo 12) se usaron para inocular 10 ml de 2xTY (que
contiene 100 pg/ml de ampicilina y 2% de glucosa) y, después, el cultivo se incub6 con agitaciéon a 37°C durante la
noche (16 horas). 50 ul del cultivo durante la noche se usé para inocular 10 ml de 2xTY (que contiene 100 pg/ml
de ampicilina y 2% de glucosa) y, después, el cultivo se incub6 con agitacién a 37°C hasta una DOggg,m= 0,8. Al
cultivo se afiadi6 el fago colaborador HYPERPHAGE hasta la concentracién final de 5 x 10° ufp/ml. A continuacién,
el cultivo se incub6 a 37°C sin variar durante treinta minutos y, después, con agitacién a 200 rpm durante otros 30
minutos. El medio del cultivo anterior se pasé a 50 ml con 2xTY (que contiene 100 pg/ml de ampicilina y 25 mg/ml
de kanamicina), después el cultivo se incub6 a 25°C con agitacién a 250 rpm durante 36 horas a 48 horas. Después,
el cultivo se centrifugé a 4°C durante 30 minutos a 4000 rpm. El sobrenadante se filtré a través de un filtro de jeringa
de 0,45 um y se almacené a 4°C para su posterior concentracién. Después, el sobrenadante se concentré mediante
precipitacién en PEG y se resuspendié en PBS al 10% del volumen original almacenado.

Ejemplo 14

Deteccion de TCR de NY-ESO heterodimérico funcional que contiene un puente disulfuro no nativo entre cadenas
sobre las particulas de fago filamentoso

La presencia de TCR de NY-ESO funcional (unién HLA-A2-NY-ESO) presentado sobre las particulas de fago en
la suspension concentrada preparada en el Ejemplo 13 se detect6 usando los métodos de ELISA para fagos descritos
en el Ejemplo 4. La figura 20 muestra la union especifica de las particulas de fago que presentan el TCR de NY-ESO
a HLA-A2-NY-ESO en un ensayo ELISA para fagos.

Ejemplo 15
Construccion de pldsmidos para la expresion celular de los genes HLA-DRA

Las secuencias de ADN que codifican la porcion extracelular de las cadenas de HLA-DRA se amplifican a partir
del ADNCc aislado de la sangre de un sujeto humano sano, usando la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), con
los pares de cebadores sintéticos para ADN que se han disefiado de modo que incluyan un sitio de restriccion Bgl II.

A continuacién se usa la mutagénesis por PCR para afiadir ADN que codifica la cremallera de Fos leucina en el
extremo 3’ de la secuencia amplificada.

Las manipulaciones y clonacién de ADN descritas en lo que antecede se llevan a cabo tal y como se ha descrito
en Sambrook, J y col.; (1989). Molecular Cloning - A Laboratory Manual. Segunda edicién. Cold Spring Harbor
Laboratory Press, EE.UU.

La figura 21 proporciona la secuencia de ADN de la cadena 5 de HLA-DR lista para su insercion en el vector de
expresion bicistronico. Esta figura indica la posicién de los codones que codifican el péptido cremallera Fos leucina y
el marcador de biotinilacion.

La numeracion de los aminoacidos se basa en la secuencia de ratén Kabat, 1991, Sequences of Proteins of Immu-
nological Interest, 5* edicién, US Dept of Health & Human Services, Public Health Service, NIH, Bethesda, MD 1-
1137).

Esta secuencia de ADN se inserta después en un vector baculovirus bicistrénico pAcAB3 (véase la Figura 22 para
la secuencia de este vector) junto con ADN que codifica la correspondiente cadena 8 de HLA de clase II para la
expresion en células Sf9 de insecto. Este vector se puede usar para expresar cualquier complejo péptido-HLA de clase
II en células de insecto.
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Ejemplo 16
Construccion de pldsmidos para la expresion celular de los genes HLA-DRB de tipo salvaje y mutantes

Las secuencias de ADN que codifican la porcién extracelular de las cadenas de HLA-DRB se amplifican a partir
del ADNCc aislado de la sangre de un sujeto humano sano, usando la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), con
los pares de cebadores sintéticos para ADN que se han disefiado de modo que incluyan un sitio de restriccion BamH1.

A continuacién se usa la mutagénesis por PCR para afiadir ADN que codifica la cremallera de Jun leucina en el
extremo 3’ de la secuencia amplificada y el ADN que codifica el péptido Flu HA cargado por la molécula HLA-DR1
en el extremo 5’ de la secuencia.

Las manipulaciones y clonacién de ADN descritas en lo que antecede se llevan a cabo tal y como se ha descrito
en Sambrook, J y col.; (1989). Molecular Cloning - A Laboratory Manual. Segunda edicién. Cold Spring Harbor
Laboratory Press, EE.UU.

La figura 23 proporciona la secuencia de ADN de la cadena 8 de HLA-DR lista para su insercién en el vector
de expresion bicistrénico. Esta figura indica la posicién de los codones que codifican la cremallera Jun leucina y el
péptido Flu Ha.

La numeracién de los aminodcidos se basa en la secuencia de ratén Kabat, 1991, Sequences of Proteins of Immu-
nological Interest, 5* edicidon, US Dept of Health & Human Services, Public Health Service, NIH, Bethesda, MD 1-
1137).

Esta secuencia de ADN se inserta después en un vector baculovirus bicistrénico pAcAB3 (véase la Figura 22 para
la secuencia de este vector) junto con ADN que codifica la correspondiente cadena @ de HLA de clase II para la
expresion en células Sf9 de insecto. Este vector se puede usar para expresar cualquier complejo péptido-HLA de clase
II en células de insecto.

Ejemplo 17
Expresion y replegamiento de los complejos HLA de clase II-DRI-Flu HA

La expresion de MHC de clase II se lleva a cabo usando los vectores de expresion bicistrénicos producidos como
se ha descrito en los ejemplos 15 y 16, que contienen las cadenas @ y 8 de HLA-DR1 de clase Il y el péptido Flu
HA. Los procedimientos de expresion y purificacién usados son como se describe en Gauthier (1998) PNAS USA
95 pl 1828-118333). Brevemente, el HLADRI soluble se expresa en el sistema de baculovirus reemplazando las
regiones transmembrana hidrofébicas y los segmentos citoplasmadticos de las cadenas a y 8 de DR con los dominios
de dimerizacién de la cremallera de leucina de los factores de transcripcién Fos y Jun.

En el constructo de expresion, la secuencia peptidica de Flu HA cargada con MHC de clase estd covalentemen-
te unida al extremo N de la cadena 8 del Dr. maduro y la cadena @ de DR contiene una secuencia indicadora de
biotinilacién para facilitar la formacién de ligando bifuncional utilizando la metodologia de multimerizacién con
biotina/estreptavidina. La proteina recombinante es secretada por las células Sf9 infectadas con el baculovirus recom-
binante y se purifica mediante cromatografia de afinidad. La proteina se purifica mas mediante HPLC de intercambio
anidénico.

Ejemplo 18

Construccion de moléculas de HLA-péptido soluble de clase 1

Con el fin de investigar mds la especificidad del clon 134 del TCR A6 de alta afinidad se produjeron las siguientes
moléculas de HLA-péptido de clase I solubles.

HLA-A2 - péptido (LLGRNSFEV) (SECID 23)
HLA-A2 - péptido (KLVALGINAV)  (SECID 24)
HLA-A2 - péptido (LLGDLFGV) (SECID 25)
HLA-B8 - péptido (FLRGRAYGL) (SECID 26)

HLA-B27 - péptido (HRCQAIRKK) (SEC ID 27)
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HLA-Cw6 - péptido (YRSGIIAVV)  (SEC ID 28)
HLA-A24 - péptido (VYGFVRACL)  (SEC ID 29)
HLA-A2 - péptido ILAKFLHWL)  (SEC ID 30)
HLA-A2 - péptido (LTLGEFLKL)  (SEC ID 31)
HLA-A2 - péptido (GILGFVFTL)  (SEC ID 33)

HLA-A2 - péptido (SLYNTVATL)  (SEC ID 34)

Estos péptido-HLA solubles se produjeron usando los procedimientos descritos en el Ejemplo 10.

Ejemplo 19

Medicion mediante resonancia de plasmon superficial BIAcore de la especificada de la union del clon 134 del TCR
A6 de alta afinidad con e péptido-HLA

Para analizar la especificidad de unién del clon 134 de TCR A6 de alta afinidad se usé un biosensor de resonancia
de plasmén superficial (BIAcore 3000™). (Véanse las Figuras 15a & 15b para las secuencias completas de ADN y de
aminodcidos de la cadena 8 del TCR mutado). Esto se llevé a cabo usando el péptido HLA de clase II-DR1 producido
como se describe en los Ejemplos 15-17 y los complejos péptido de Clase I-HLA enumerados en el ejemplo 18,
producido usando los procedimientos detallados en el ejemplo 10. La tabla siguiente enumera los complejos péptido-
HLA utilizados:

1. HLA-A2 - péptido (LLGRNSFEV) (SEC ID 23)
2. HLA-A2 - péptido (KLVALGINAV) (SEC ID 24)
3. HLA-A2 - péptido (LLGDLFGYV) (SEC ID 25)
4. HLA-BS - péptido (FLRGRAYGL) (SEC ID 26)
5. HLA-B27 - péptido (HRCQAIRKK) (SEC ID 27)
6. HLA-Cw6 - péptido (YRSGITAVV) (SEC ID 28)
7. HLA-A24 - péptido (VYGFVRACL) (SEC ID 29)
8. HLA-A2 - péptido ILAKFLHWL) (SEC ID 30)
9. HLA-A2 - péptido (LTLGEFLKL) (SEC ID 31)

10. HLA-DR - péptido (PKYVKQNTLKLA) (SECID 32)
11. HLA-A2 - péptido (GILGFVFTL) (SECID 33)

12. HLA-A2 - péptido (SLYNTVATL) (SECID 34)

Los HLA péptido anteriores se inmovilizaron en superficies de unién recubiertas con estreptavidina de las células
de flujo de un BIAcore 3000™ de un modo semi-orientado.

El BIAcore 3000™ permite el andlisis de la unién del receptor soluble de células T a hasta cuatro pMHC diferentes
(inmovilizados en células de flujo diferentes) de forma simultdnea. Para este experimento se inmovilizaron tres HLA-
péptidos diferentes en las células de flujo 2-4 y la célula de flujo 1 se dej6 en blanco como control. La inyeccién
manual de los complejos HLA-péptido permiti6 el nivel preciso de moléculas inmovilizadas para su manipulacién.
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Después de evaluar la capacidad del clon 134 del TCR A6 de ata afinidad de unién a los primeros 3 complejos
HLA-péptido de la lista anterior, los siguientes tres se inmovilizaron sobre estas células de flujo directamente en la
parte superior de los previos. Este procedimiento continué hasta que se hubo evaluado la unién del clon 134 del tCR
A6 de alta afinidad a los 12 complejos HLA-péptido.

Diez inyecciones de 5 ul del clon 134 del TCR A6 de alta afinidad se pasaron sobre cada célula de flujo a 5 ul/min
a concentraciones variables de 4,1 ng/ml a 2,1 mg/ml. (Véanse las figuras 24-28). Como control final, el clon 134 del
TCR A6 de alta afinidad se pasé sobre una célula de flujo que contiene HLA-A2 Tax inmovilizado (LLFGYPVYYV)
(SEC ID 21), el ligando conocido de este TCR.

La unién especifica del clon 134 del TCR A6 de alta afinidad sélo se observé con su ligando conocido. (HLA-A2
Tax (LLFGYPVYYV) (SEQ ID 21)) Estos datos demuestran ademas la especificidad del lon 134 del TCR A6 de alta
afinidad. (Véanse las figuras 24-).

Ejemplo 20
Mutagénesis de las regiones CDR3 del TCR de NY-ESO

Las regiones CDR3 del TCR de NY-ESO eran la diana para la introduccién de mutaciones para investigar la
posibilidad de generar mutantes de alta afinidad. Esto se consiguié usando cebadores de PCR especificos del TCR de
NY-ESO en combinacién con procedimientos sustancialmente iguales a los detallados en el ejemplo 7.

Ejemplo 21
Aislamiento de mutantes de TCR A6 de alta afinidad

El aislamiento de mutantes de TCR de NY-ESO de alta afinidad se llevé a cabo usando el primero de los dos
procedimientos descritos en el ejemplo 8.

Se identificé un dnico mutante del TCR de NY-ESO de alta afinidad.

Ejemplo 22

Produccion de TCR de NY-ESO heterodimérico soluble de alta afinidad con puente disulfuro no nativo entre las
regiones constantes que contienen mutaciones en la region variable

El ADN del fagemido que codifica los mutantes de TCR de NY-ESO de alta afinidad identificados en el ejemplo
21 se aislo de las células de E. coli relevantes usando un kit Mini-Prep (Quiagen, Reino unido).

Para amplificar la secuencia de ADN de la regién variable de la cadena 8 del TCR de NY-ESO soluble mutada se
us6 amplificacion por PCR usando el ADN del fagemido como diana y los siguientes cebadores.

Cebador directo de la cadena beta de NY-ESO

Tctctcattaatgaatgctggtgtcactcagaccce (SECID 145)

(El sitio de restriccion Asel estd subrayado)

Cebador inverso de la cadena beta universal
Tagaaaccggtggccaggceacaccagtgtgg (SECID 146)

(El sitio de restriccion Agel estd subrayado)

El producto de la PCR se digirié con Agel/Asel y se cloné en pEX821 (producido como se ha descrito en el
ejemplo 11) cortado con Nde/Agel.

La secuencia de ADN de la cadena 5 del TCR de NY-ESO mutado amplificada como se ha descrito en lo que
antecede y la cadena « del TCR de NY-ESO producida como se ha descrito en el ejemplo 11 se usaron después para
producir un TCR de NY-ESO de alta afinidad soluble como se describe en el documento WO 03/020763. Brevemente,
las dos cadenas se expresan como cuerpos de inclusion en distintos cultivos de E. coli. Después, los cuerpos de
inclusion se aislan, desnaturalizan y vuelven a plegar juntos in vitro.
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Ejemplo 23

Caracterizacion mediante plasmon superficial BIAcore de una union de alta afinidad del TCR de NY-ESO a HLA-A2
NY-ESO

Para analizar la unién del TCR de NY-ESO de alta afinidad al ligando HLA-A2 NY-ESO se us6 un biosensor
de resonancia de plasmén superficial (Biacore 3000™). Esto se facilité produciendo complejos de pMHC (como se
describe en el ejemplo 10) que se inmovilizaron en una superficie de unién recubierta con estreptavidina de un modo
semiorientado, lo que permite un andlisis eficiente de la unién de un receptor soluble de células T con hasta cuatro
pMHC diferentes (inmovilizados en diferentes células de flujo) de forma simultanea.

La inyecciéon manual del complejo HLA permite el nivel preciso de moléculas de clase I inmovilizadas para su
facil manipulacion.

Las interacciones entre el TCR de NY-ESO de alta afinidad que contiene un nuevo enlace entre cadenas y el com-
plejo HLA-A2 NY-ESO o una combinacién irrelevante de HLA-A2 Tax, cuya produccion se describe en el ejemplo
10, se analizaron en un biosensor de resonancia en plasmén superficial (RPS) Biacore 3000™, de nuevo como se
describe en el ejemplo 10.

Se calcul6 que la kd de la interaccién del NY-ESO soluble de alta afinidad con HLA-A2 NY-ESO era de 4,1 ym
(véanse las figuras 29a 'y 29b), que se compara con una kd de 15,7 um para la interaccién de tipo salvaje. (Véanse las
figuras 30a y 30b).

Ejemplo 24
Produccion y andlisis de otros TCR A6 de alta afinidad
Usando los procedimientos detallados en el ejemplo 9 se produjeron TCR solubles que contienen las mutaciones

siguientes correspondientes a las identificadas en los clones 89, 1, 111 y 71 (véase el ejemplo 8). La unién de estos
TCR solubles a HLAA?2 Tax se evalué después usando el ensayo Biacore detallado en el Ejemplo 10.

Mutantes de la cadena 8 de TCR A6

Clon Secuencia CDR3
Tipo GCCTCGAGGCCGGGACTAGCGGGAGGGCGACCAGAGCAGTAG
salvaje | (SEC ID 83)

ASRPGLAGGRPEQY(SECID 84)

89 GCCTCGAGGCCGGGACTAGCGGGAGGGCGACCAGAGGATTAG
(SEQID 91)

ASRPGLAGGRPEDX(SECID92)

1 GCCTCGAGGCCGGGGCTGGTTCCGGGGCGACCAGAGCAGTAG
(SEC ID 97)

ASRPGLVPGRPEQX(SECID 98)

111 GCCTCGAGGCCGGGACTAGCGGGAGGGCGACCACATCCGTAG
(SEC ID 101}

ASRPGLAGGRPHPX(SECID 102)
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Mutantes de la cadena a de TCR A6

Clon CDR3
Tipo GCCGTTACAACTGACAGCTGGGGGAAGCTTCAG (SEC ID 107)

salvaje AVTTDSWGKLQ({SECID 108)
71 GCCGTTACAACTGACAGCTGGGGGGAGCTTCAT (SEC ID 117)

AVTTDSWGELH(SECID118)

Mutaciones combinadas usadas como base para la produccion de TCR A6 solubles mutados
Mutaciones del clon 89 + mutaciones del clon 134
Mutaciones del clon 71 + mutaciones del clon 134
Mutaciones del clon 71 + mutaciones del clon 89

Mutaciones del clon 1 + mutacién fG102—A

Resultados

La tabla siguiente compara la afinidad por HLA-A2 Tax de los TCR A6 solubles mutados anteriores con la obtenida
usando un TCR A6 soluble que contiene regiones variables no mutadas. Obsérvese que la afinidad de los mutantes de
mayor afinidad se expresa como la semivida para la interaccién. (T,,,) Estos TCR A6 solubles mutantes exhibieron
mayor afinidad por HLA-A2 Tax que el TCR A6 soluble no mutado como queda demostrado por su menor kd o mayor
T/, para la interaccion.

Las figuras 31-37 muestran las trazas Biacore usadas para calcular la afinidad por HLA-A2 Tax de estos TCR
solubles mutados. Las figuras 38a-e muestran la secuencia de aminodcidos de las cadenas del TCR A6 mutado.

TCR A6 Kd (uM) Ti2(s)

Tipo salvaje 1.9 7
Clon 1 810
Clon 89 0,41
Clon 111 1,18
Clon 71 1,37
Mutaciones Clon 89 + 114 (fase 1)
clon 134 4500 (fase 2)
Mutaciones Clon 71 + 882

clon 134
Mutaciones Clon 71 + 0,35
clon 89
Mutacion Clon 1 + 738
mutacion 3G102-A
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Ejemplo 25
Tincion celular usando tetrdmeros y monomeros de TCR A6 de alta afinidad

Las células presentadoras de antigeno T2 se incubaron con 82m (3 ug/ml) pulsado con péptido Tax a un intervalo
de concentraciones (10~° - 10°M) durante 90 minutos a 37°C. Los controles, también usando células T2 incubadas
con £2m (3 ug/ml) se pulsaron con péptido Flu 10-°M o se incubaron sin péptido (sin pulsar).

Después de pulsar, las células se lavaron en RPMI sin suero y 2x105 células se incubaron con el clon 134 del
TCR A6 tetramérico de alta afinidad unido a estreptavidina marcado con ficoeritrina (PE). Molecular probes, Paises
Bajos) (10 ug/ml) o clon 134 de monémeros de TCR A6 de alta afinidad marcados con Alexa 488 (Molecular probes,
Paises Bajos) durante 10 minutos a temperatura ambiente. Después de lavar las células, la unién de los tetrameros
y los monémeros de TCR marcados se analizé mediante citometria de flujo usando un FACSVantage SE (Becton
Dickinson).

Resultados

Como se ilustra en la Figura 39a, se podia observar la tincion especifica de las células T2 por los tetrdmeros de
TCR A6 de alta afinidad a las concentraciones del péptido Tax inferiores a 10~°M.

Como se ilustra en la Figura 39b, se podia observar la tincion especifica de las células T2 por los monémeros de
TCR A6 de alta afinidad a las concentraciones del péptido Tax inferiores a 107°M.

Organizacidn solicitante

Calle: 57C Milton Park

Ciudad: Abingdon

Estado: Oxfordshire

Pais: Inglaterra

Cédigo postal: OX14 4RX

Numero de teléfono: +44 1235 438600
Numero de fax: +44 1235 438601

Direccion de email: martin.green @avidex.com

<110> Nombre de la organizacién: Avidex Ltd

Solicitante individual

Calle: Avidex Ltd, 57C Milton Park

Ciudad: Abingdon

Estado: Oxfordshire

Pais: Inglaterra

Cddigo postal: OX14 4RX

Nimero de teléfono: +44 1235 438600

Niimero de fax: +44 1235 438601

Direccién de email: bent.jakobsen @avidex.com
<110> Apellido: Jakobsen

<110> Nombre: Bent
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<110> Inicial del segundo nombre: K

<110> Titulo: Dr.

Solicitante individual

Calle: Avidex Ltd, 57C Milton Park
Ciudad: Abingdon
Estado: Oxfordshire
Pais: Inglaterra
Cadigo postal: OX14 4RX
Numero de teléfono: +44 1235 438600
Numero de fax: +44 1235 438601
Direccion de email: torben.andersen @avidex.com
<110> Apellido: Andersen
<110> Nombre: Torben
<110> Inicial del segundo nombre: B

<110> Titulo: Dr.

Solicitante individual

Calle: Avidex Ltd, 57C Milton Park
Ciudad: Abingdon
Estado: Oxfordshire
Pais: Inglaterra
Cédigo postal: OX14 4RX
Numero de teléfono: +44 1235 438600
Numero de fax: +44 1235 438601
Direccién de email: peter.molloy @avidex.com
<110> Apellido: Molloy
<110> Nombre: Peter
<110> Inicial del segundo nombre: E

<110> Titulo: Dr.

Solicitante individual

Calle: Avidex Ltd, 57C Milton Park
Ciudad: Abingdon
Estado: Oxfordshire

Pais: Inglaterra

46



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2327229 T3

Cadigo postal: OX14 4RX

Niimero de teléfono: +44 1235 438600

Numero de fax: +44 1235 438601

Direccién de email: jonathan.boulter @avidex.com
<110> Apellido: Boulter
<110> Nombre: Jonathan
<110> Inicial del segundo nombre: M

<110> Titulo: Dr

Solicitante individual

Calle: Avidex Ltd, 57C Milton Park
Ciudad: Abingdon
Estado: Oxfordshire
Pais: Inglaterra
Cédigo postal: OX14 4RX
Nuimero de teléfono: +44 1235 438600
Numero de fax: +44 1235 438601
Direccién de email: yi.li@avidex.com
<110> Apellido: Li
<110> Nombre: Yi
<110> Inicial del segundo nombre:

<110> Titulo: Dr.

Proyecto de la solicitud

<120> Titulo: sustancias
<130> Referencia: Caso n°® 19
<140> Numero de aplicacion anterior: GB 0226227.7

<141> Fecha actual de presentacién: 2002-11-09

Solicitudes anteriores

<150> Numero de solicitud previa: GB0226227.7

<151> Fecha de archivo previa: 2002-11-09

Solicitudes anteriores

<150> Numero de solicitud previa: GB 0301814.0

<151> Fecha de archivo previa: 2003-01-25
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Solicitudes anteriores

<150> Numero de solicitud previa GB 0304067.2

<151> Fecha de archivo previa: 2003-02-22

Solicitudes anteriores

<150> Numero de solicitud previa: GB 0311397.4

<151> Fecha de archivo previa: 2003-05-16

Solicitudes anteriores

<150> Numero de solicitud previa: GB 0316356.5

<151> Fecha de archivo previa: 2003-07-11

Solicitudes anteriores

<150> Numero de solicitud previa: documento US 60/436.323

<151> Fecha de archivo previa: 2003-04-16

Secuencia

<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:

DSDVYITDKT VLDMRSMDFK 20
<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 20

Nombre de la secuencia: SEC ID 1

Descripcién de la secuencia:

Secuencia

<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:

QSKDSDVYIT DKTVLDMRSM 20
<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 20
Nombre de la secuencia: SEC ID 2

Descripcién de la secuencia:

Secuencia

<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
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<400> Hebra pre-secuencia:
DIQNPDPAVY QLRDSKSSDK 20
<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 20
Nombre de la secuencia: SEC ID 3

Descripcién de la secuencia:

Secuencia

<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Presecuenciacion:

DPAVYQLRDS KSSDKSVCLF 20
<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 20

Nombre de la secuencia: SEC ID 4

Descripcion de la secuencia:

Secuencia

<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:

NGKEVHSGVS TDPQPLKEQP 20
<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 20

Nombre de la secuencia: SEC ID 5

Descripcion de la secuencia:

Secuencia

<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Presecuenciacion:
ALNDSRYALS SRLRVSATFW 20
<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 20
Nombre de la secuencia: SEC ID 6

Descripcion de la secuencia:

Secuencia

<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
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<400> Hebra pre-secuencia:
PPEVAVFEPS EAEISHTQKA 20
<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 20
Nombre de la secuencia: SEC ID 7

Descripcién de la secuencia:

Secuencia

<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:

KEVHSGVSTD PQPLKEQPAL 20
<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 20

Nombre de la secuencia: SEC ID 8

Descripcion de la secuencia:

Secuencia

<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
VFPPEVAVFE PSEAEISHTQ 20
<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 20
Nombre de la secuencia: SEC ID 9

Descripcion de la secuencia:

Secuencia

<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética

<400> Hebra pre-secuencia:

PYIQNPEPAV YQLKDPRSQD STLCLFTDFD SQINVPKTME SGTFITDKTV LDMKAMDSKS

NGATAWSNQT SFTCQDIFKE TNATYPSSOV P

<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 91
Nombre de la secuencia: SEC ID 10

Descripcién de la secuencia:
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Secuencia

<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética

<400> Hebra pre-secuencia:

EDLRNVTPPK VSLFEPSKAE TANKQKATLY CLARGFFPDH VELSWWVNGR EVHSGVSTDP
QAYKESNYSY CLSSRLRVSA TFWHNPRNHF RCQVQFHGLS EEDKWPEGSP KPVTQNISAE
AWGRAD

<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 126
Nombre de la secuencia: SEC ID 11

Descripcién de la secuencia:

Secuencia

<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:

ESGTFITDKT VLDMKAMDSK 20
<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 20

Nombre de la secuencia: SEC ID 12

Descripcién de la secuencia:

Secuencia

<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:

KTMESGTFIT DKTVLDMKAM 20
<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 20

Nombre de la secuencia: SEC ID 13

Descripcién de la secuencia:

Secuencia

<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:

YIQNPEPAVY QLKDPRSQDS 20
<212> Tipo: PRT

<211> Longitud: 20
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Nombre de la secuencia: SEC ID 14

Descripcién de la secuencia:

Secuencia

<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:

AVYQLKDPRS QDSTLCLFTD 20
<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 20

Nombre de la secuencia: SEC ID 15

Descripcién de la secuencia:

Secuencia

<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:

NGREVHSGVS TDPQAYKESN 20
<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 20

Nombre de la secuencia: SEC ID 16

Descripcién de la secuencia:

Secuencia

<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
KESNYSYCLS SRLRVSATFW 20
<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 20
Nombre de la secuencia: SEC ID 17

Descripcién de la secuencia:

Secuencia

<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
PPKVSLFEPS KAEIANKQKA 20

<212> Tipo: PRT
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<211> Longitud: 20
Nombre de la secuencia: SEC ID 18

Descripcién de la secuencia:

Secuencia

<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:

REVHSGVSTD PQAYKESNYS 20
<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 20

Nombre de la secuencia: SEC ID 19

Descripcién de la secuencia:

Secuencia

<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
VTPPKVSLFE PSKAEIANKQ 20
<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 20
Nombre de la secuencia: SEC ID 20

Descripcién de la secuencia:

Secuencia

<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
LLFGYPVYV 9
<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 9
Nombre de la secuencia: SEC ID 21

Descripcién de la secuencia:

Secuencia

<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
SLLMITQC 8

<212> Tipo: PRT
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<211> Longitud: 8
Nombre de la secuencia: SEC ID 22

Descripcién de la secuencia:

Secuencia

<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
LLGRNSFEV 9
<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 9
Nombre de la secuencia: SEC ID 23

Descripcién de la secuencia:

Secuencia

<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
KLVALGINAV 10
<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 10
Nombre de la secuencia: SEC ID 24

Descripcién de la secuencia:

Secuencia

<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
LLGDLFGV 8
<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 8
Nombre de la secuencia: SEC ID 25

Descripcién de la secuencia:

Secuencia

<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
FLRGRAYGL 9

<212> Tipo: PRT
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<211> Longitud: 9
Nombre de la secuencia: SEC ID 26

Descripcién de la secuencia:

Secuencia

<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
HRCQAIRKK 9
<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 9
Nombre de la secuencia: SEC ID 27

Descripcién de la secuencia:

Secuencia

<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
YRSGIIAVV 9
<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 9
Nombre de la secuencia: SEC ID 28

Descripcién de la secuencia:

Secuencia

<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
VYGFVRACL 9
<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 9
Nombre de la secuencia: SEC ID 29

Descripcién de la secuencia:

Secuencia

<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
ILAKFLHWL 9

<212> Tipo: PRT
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<211> Longitud: 9
Nombre de la secuencia: SEC ID 30

Descripcién de la secuencia:

Secuencia

<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
LTLGEFLKL 9
<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 9
Nombre de la secuencia: SEC ID 31

Descripcién de la secuencia:

Secuencia

<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
PKYVKQNTLK LA 12
<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 12
Nombre de la secuencia: SEC ID 32

Descripcién de la secuencia:

Secuencia

<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
GILGFVFTL 9
<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 9
Nombre de la secuencia SEC ID 33

Descripcién de la secuencia:

Secuencia

<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
SLYNTVATL 9

<212> Tipo: PRT
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<211> Longitud: 9
Nombre de la secuencia: SEC ID 34

Descripcién de la secuencia:

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
cacagacaaa tgtgtgctag acat 24
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 24
Nombre de la secuencia: SEC ID 35

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 35

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
atgtctagca cacatttgtc tgtg 24
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 24
Nombre de la secuencia: SEC ID 36

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 36

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
cagtggggtc tgcacagacc ¢ 21
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 21
Nombre de la secuencia: SEC ID 37

Descripcién de la secuencia:
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Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 37

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
gggtetgtge agaccecact g 21
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 21
Nombre de la secuencia: SEC ID 38

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 38

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:

taataatacg tataataata ttctatttca aggagacagt ¢ 41
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 41

Nombre de la secuencia: SEC ID 39

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 39

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética

<400> Hebra pre-secuencia:

caatccagcg getgeegtag geaataggta tttcattatg actgtetect tgaaatag 58

<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 58
Nombre de la secuencia: SEC ID 40

Descripcion de la secuencia:
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Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 40

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
ctacggcagc cgctggattg ttattactcg cggeccagec ggecatggee cag 53
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 53
Nombre de la secuencia: SEC ID 41

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 41

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:

gttctgetee acttecttct gggecatgge cggetgggee g 41
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 41

Nombre de la secuencia: SEC ID 42

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 42

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
cagaaggaag tggagcagaa c 21
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 21
Nombre de la secuencia: SEC ID 43

Descripcion de la secuencia:
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Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 43

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
cttcttaaag aattcttaat taacctaggt tattaggaac tttctgggct ggggaag 57
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 57
Nombre de la secuencia: SEC ID 44

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 44

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:

gttaattaag aattctttaa gaaggagata tacatatgaa aaaattatta ttcgcaattc 60
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 60

Nombre de la secuencia: SEC ID 45

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 45

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética

<400> Hebra pre-secuencia:

cgegetgtga gaatagaaag gaacaactaa aggaattgeg aataataatt ttttcatatg 60

<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 60
Nombre de la secuencia: SEC ID 46

Descripcion de la secuencia:
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Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 46

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:

ctttctattc tcacagegeg caggetggtg tcactcagac 40
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 40

Nombre de la secuencia: SEC ID 47

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 47

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:

atgatgtcta gatgcggeceg cgtetgetct accccaggec tc 42
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 42

Nombre de la secuencia: SEC ID 48

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 48

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:

gcatctagac atcatcacca tcatcactag actgttgaaa gttgtttage aaaac 55
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 55

Nombre de la secuencia: SEC ID 49

Descripcion de la secuencia:
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Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 49

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:

ctagagggta ccttattaag actccttatt acgcagtatg 40
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 40

Nombre de la secuencia: SEC ID 50

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 50

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética

<400> Hebra pre-secuencia:

agctgcaget aatacgactc actataggaa caggccacca tggegtcgat tatgctgagt

gatatccttg tccggtggta ccctag

<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 86
Nombre de la secuencia: SEC ID 51

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 51

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:

gatcccatgg tggectgttc ctatagtgag tcgtattage tge 43
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 43

Nombre de la secuencia: SEC ID 52

Descripcién de la secuencia:
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Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 52

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
agctgcagct aatacgactc actataggaa caggecacca tgg 43
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 43
Nombre de la secuencia: SEC ID 53

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 53

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:

ccaccatggg ccagaaggaa gtggagcaga actc 34
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 34

Nombre de la secuencia: SEC ID 54

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 54

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
cgagagcccg tagaactgga cttg 24
<212> Tipos de ADN
<211> Longitud: 24
Nombre de la secuencia: SEC ID 55

Descripcion de la secuencia:
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Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 55

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
gtggatccgg cggtggeggg tegaacgetg gtgtcactca gaccee 46
<212> Tipos de ADN
<211> Longitud: 46
Nombre de la secuencia: SEC ID 56

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 56

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética

<400> Hebra pre-secuencia:

ccggatecac ctecgectga accgecteca ccggtgacca caacctgggt cectg 55

<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 55
Nombre de la secuencia: SEC ID 57

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 57

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:

ctgagaattc ttatgactct ccgeggttga agete 35
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 35

Nombre de la secuencia: SEC ID 58

Descripcion de la secuencia:
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Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 58

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:

tgacgaattc tgactctccg cggttgaage tc 32
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 32

Nombre de la secuencia: SEC ID 59

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 59

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
agctgcaget aatacgactc actatagg 28
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 28
Nombre de la secuencia: SEC ID 60

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 60

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:

ggccaccatg ggecaacgetg gtgtcactca gaccee 36
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 36

Nombre de la secuencia: SEC ID 61

Descripcion de la secuencia:
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Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 61

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:

tgaaccgcect ccaccgtetg ctctacccca ggeeteggeg 40
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 40

Nombre de la secuencia: SEC ID 62

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 62

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
tgactctceg cggttgaage tc 22
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 22
Nombre de la secuencia: SEC ID 63

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 63

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
cagctggggg aagettcagt ttggageag 29
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 29
Nombre de la secuencia: SEC ID 64

Descripcion de la secuencia:
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Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 64

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
ctgctccaaa ctgaagettc ccccagetg 29
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 29
Nombre de la secuencia: SEC ID 65

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 65

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
gtacttctgt gectcgagge cgggactag 29
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 29
Nombre de la secuencia: SEC ID 66

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 66

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
ctagtccegg cctcgaggea cagaagtac 29
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 29
Nombre de la secuencia: SEC ID 67

Descripcion de la secuencia:

67



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2327229 T3

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 67

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
cattttcagg gatagcaage 20
<212>Tipo: ADN
<211> Longitud: 20
Nombre de la secuencia: SEC ID 68

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 68

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:

tcacacagga aacagctatg tcacacagga aacagctatg 40
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 40

Nombre de la secuencia: SEC ID 69

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 69

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:

tgtgcctega ggnnknnknn knnknnknnk cgaccagage agtacttcg 49
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 49

Nombre de la secuencia: SEC ID 70

Descripcion de la secuencia:
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Caracteristica

Secuencia: SEC ID 70
<221> FeatureKey: misc_feature
<222> Localizacion de: 1

<222> Localizacion a: 49

Otra informacién: misaorc;nisaortorgorc;kisgot

CDSJoin: No

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 70

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética

<400> Hebra pre-secuencia:

tgtgectcga ggecgnnknn knnknnknnk nnkccagage agtacttcgg ge 52

<212> Tipos de ADN
<211> Longitud: 52
Nombre de la secuencia: SEC ID 71

Descripcién de la secuencia:

Caracteristica

Secuencia: SEC ID 71
<221> FeatureKey: misc_feature
<222> Localizacién de:

<222> Localizacion a:

Otra informaciéon: misaorc;nisaortorgorc;kisgot

CDSJoin: No

Caracteristica

Secuencia: SEC ID 71

<221> FeatureKey: masc_feature
<222> Localizacién de: 1

<222> Localizacion a: 52

Otra informacién: misaorc;nisaortorgorc;kisgot

CDSJoin: No
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Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 71

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
tgtgectcga ggecgnnknn knnknnknnk nnkcgaccag agcagtactt cg 52
<212> Tipo ADN
<211> Longitud: 52
Nombre de la secuencia: SEC ID 72

Descripcién de la secuencia:

Caracteristica
Secuencia: SEC ID 72
<221> FeatureKey: misc_feature
<222> Localizacion de: 1
<222> Localizacion a: 52
Otra informaciéon: misaorc;nisaortorgorc;kisgot

CDSioin: No

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 72

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra Presecuencia:
tgtgeetcga ggecgnnknn knnknnknnk nnkggagggc gaccagagea g 51
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 51
Nombre de la secuencia: SEC ID 73

Descripcién de la secuencia:

Caracteristica
Secuencia: SEC ID 73
<221> FeatureKey: misc_feature

<222> Localizacion de: 1
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<222> Localizacion a: 51
Otra informaciéon: misaorc;nisaortorgorc;kisgot

CDSJoin: No

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 73

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Presecuenciacion:
tgtgeetcga ggecgggann knnknnknnk nnknnkggge gaccagagea gtac 54
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 54
Nombre de la secuencia: SEC ID 74

Descripcién de la secuencia:

Caracteristica
Secuencia: SEC ID 74
<221> FeatureKey: misc_feature
<222> Localizacion de:
<222> Localizacion a:
Otra informaciéon: misaorc;nisaortorgorc;kisgot

CDSJoin: No

Caracteristica
Secuencia: SEC ID 74
<221> FeatureKey: misc_feature
<222> Localizacion de: 1
<222> Localizacion a: 54
Otra informaciéon: misaorc;nisaortorgorc;kisgot

CDSJoin: No

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 74

Secuencia

<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética

71



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2327229 T3

<400> Hebra pre-secuencia:

tgtgectcga ggnnknnknn knnknnknnk ccagagcagt acttcggge 49
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 49

Nombre de la secuencia: SEC ID 75

Descripcién de la secuencia:

Caracteristica
Secuencia: SEC ID 75
<221> FeatureKey: misc_feature
<222> Localizacion de:
<222> Localizacion a:
Otra informacién: misaorc;nisaortorgorc;kisgot

CDSJoin: No

Caracteristica
Secuencia: SEC ID 75
<221> FeatureKey: misc_feature
<222> Localizacion de: 1
<222> Localizacion a: 49
Otra informacién: misaorc;nisaortorgorc;kisgot

CDSJoin: No

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 75

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
tgtgectcga ggnnknnknn knnknnknnk gagcagtact tcgggecg 48
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 48
Nombre de la secuencia: SEC ID 76

Descripcién de la secuencia:

Caracteristica
Secuencia: SEC ID 76
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<221> FeatureKey: misc_feature
<222> Localizacion de: 1
<222> Localizacion a: 48
Otra informacién: misaorc;nisaortorgorc;kisgot

CDSJoin: No

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 76

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
tgtgectcga ggnnknnknn knnknnknnk cagtacttcg ggccggge 48
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 48
Nombre de la secuencia: SEC ID 77

Descripcién de la secuencia:

Caracteristica
Secuencia: SEC ID 77
<221> FeatureKey: misc_feature
<222> Localizacion de: 1
<222> Localizacion a: 48
Otra informaciéon: misaorc;nisaortorgorc;kisgot

CDSJoin: No

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 77

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
tgtgectcga ggecgnnknn knnknnkggg cgaccagage agtacttcg 49
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 49
Nombre de la secuencia: SEC ID 78
Descripcién de la secuencia:
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Caracteristica

Secuencia: SEC ID 78
<221> FeatureKey: misc_feature
<222> Localizacion de:

<222> Localizacion a:

Otra informacién: misaorc;nisaortorgorc;kisgot

CDSJoin: No

Caracteristica

Secuencia: SEC ID 78
<221> FeatureKey: misc_feature
<222> Localizacion de: 1

<222> Localizacion a: 49

Otra informacién: misaorc;nisaortorgorc;kisgot

CDSJoin: No

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 78

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética

<400> Hebra pre-secuencia:

aaactgaagc ttmnnmnnmn nmnnmnntgt aacggcacag aggtag 46

<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 46
Nombre de la secuencia: SEC ID 79

Descripcién de la secuencia:

Caracteristica

Secuencia: SEC ID 79
<221> FeatureKey: misc_feature
<222> Localizacién de: 1

<222> Localizacion a: 46

Otra informacién: misaorc;nisaortorgorc;kisgot

CDSJoin: No
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Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 79

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
aaactgaagc ttmnnmnngc tgtcmnntgt aacggcacag aggtag 46
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 46
Nombre de la secuencia: SEC ID 80

Descripcién de la secuencia:

Caracteristica
Secuencia: SEC ID 80
<221> FeatureKey: misc_feature
<222> Localizacion de: 1
<222> Localizacion a: 46
Otra informaciéon: misaorc;nisaortorgorc;kisgot

CDSJoin: No

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 80

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
aaactgaagc ttmnnmnnmn ngctgtcmnn tgtaacggca cagaggtag 49
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 49
Nombre de la secuencia: SEC ID 81

Descripcién de la secuencia:

Caracteristica
Secuencia: SEC ID 81
<221> FeatureKey: misc_feature

<222> Localizacion de:
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<222> Localizacion a:

Otra informaciéon: misaorc;nisaortorgorc;kisgot

CDSJoin: No

Caracteristica

Secuencia: SEC ID 81
<221> FeatureKey: misc_feature
<222> Localizacién de: 1

<222> Localizacion a: 49

Otra informaciéon: misaorc;nisaortorgorc;kisgot

CDSJoin: No

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 81

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética

<400> Hebra pre-secuencia:

aaactgaagc ttmnnmnngc tgtcmnnaac ggcacagagg tag 43

<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 43

Nombre de la secuencia: SEC ID 82

Descripcién de la secuencia:
Caracteristica

Secuencia: SEC ID 82
<221> FeatureKey: misc_feature
<222> Localizacién de: 1

<222> Localizaci6n a: 43

Otra informaciéon: misaorc;nisaortorgorc;kisgot

CDSJoin: No

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 82

Secuencia

<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
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<400> Hebra pre-secuencia:

gcctcgagge cgggactage gggagggega ccagageagt ag 42
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 42

Nombre de la secuencia: SEC ID 83

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 83

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
ASRPGLAGGR PEQY 14
<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 14
Nombre de la secuencia: SEC ID 84

Descripcién de la secuencia:

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
gcctegagge cggggctgat gagtgegtag ccagageagt ac 42
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 42
Nombre de la secuencia: SEC ID 85

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 85

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:

ASRPGLMSAX PEQY 14

<212> Tipo: PRT

77



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2327229 T3

<211> Longitud: 14
Nombre de la secuencia: SEC ID 86

Descripcién de la secuencia:

Caracteristica

Secuencia: SEC ID 86
<221> FeatureKey: MISC_FEATURE
<222> Localizacién de: 1

<222> Localizacion a: 14

Otra informacioén: x incida un residuo de aminodcido codificado por un codén dmbar

CDSJoin: No

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
gectegagge cggggctgag gteggegtag ccagageagt ac 42
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 42
Nombre de la secuencia: SEC ID 87

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 87

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
ASRPGLRSAX PEQY 14
<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 14
Nombre de la secuencia: SEC ID 88

Descripcién de la secuencia:

Caracteristica

Secuencia: SEC ID 88
<221> FeatureKey: MISC_FEATURE
<222> Localizacién de: 1
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<222> Localizacion a: 14

Otra informacién sobre el codén: x indica un residuo de aminodcido codificado por un codén dmbar

CDSJoin No

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
gcctcgagge cgggactage gggagggcga ccagaggegt ag 42
<212> Tipos de ADN
<211> Longitud: 42
Nombre de la secuencia: SEC ID 89

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 89

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
ASRPGLAGGR PEAX 14
<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 14
Nombre de la secuencia: SEC ID 90

Descripcién de la secuencia:

Caracteristica

Secuencia: SEC ID 90
<221> FeatureKey: MISC_FEATURE
<222> Localizacién de:

<222> Localizacion a:

Otra informacioén: x incida un residuo de aminoacido codificado por un codén dmbar

CDSJoin: No

Caracteristica

Secuencia: SEC ID 90
<221> FeatureKey: MISC_FEATURE
<222> Localizacién de: 1
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<222> Localizacion a: 14

Otra informacioén: x incida un residuo de aminodcido codificado por un codén dmbar

CDSJoin: NO

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
gcctcgagge cgggactage gggagggcga ccagaggatt ag 42
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 42
Nombre de la secuencia: SEC ID 91

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 91

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
ASRPGLAGGR PEDX 14
<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 14
Nombre de la secuencia: SEC ID 92

Descripcién de la secuencia:

Caracteristica

Secuencia: SEC ID 92
<221> FeatureKey: MISC_FEATURE
<222> Localizacién de: 1

<222> Localizacién a: 14

Otra informacioén: x incida un residuo de aminoacido codificado por un codén dmbar

CDSJoin: NO

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:

gcctcgagge cgggactage gggagggcga ccagatcagt ag 42
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<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 42
Nombre de la secuencia: SEC ID 93

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 93

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
ASRPGLAGGR PDQX 14
<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 14
Nombre de la secuencia: SEC ID 94

Descripcién de la secuencia:

Caracteristica

Secuencia: SEC ID 94
<221> FeatureKey: MISC_FEATURE
<222> Localizacién de:

<222> Localizacion a:

Otra informacioén: x incida un residuo de aminoacido codificado por un codén dmbar

CDSJoin: No

Caracteristica

Secuencia: SEC ID 94
<221> FeatureKey: MISC_FEATURE
<222> Localizacién de: 1

<222> Localizacién a: 14

Otra informacioén: x incida un residuo de aminoacido codificado por un codén dmbar

CDSJoin: No

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:

gcctcgagge cgggtetgta ggetgggega ccagageagt ac 42
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<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 42
Nombre de la secuencia: SEC ID 95

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 95

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
ASRPGLXAGR PEQY 14
<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 14
Nombre de la secuencia: SEC ID 96

Descripcién de la secuencia:

Caracteristica

Secuencia: SEC ID 96
<221> FeatureKey: MISC_FEATURE
<222> Localizacién de:

<222> Localizacion a:

Otra informacioén: x incida un residuo de aminoacido codificado por un codén dmbar

CDSJoin: No

Caracteristica

Secuencia: SEC ID 96
<221> FeatureKey: MISC_FEATURE
<222> Localizacién de: 1

<222> Localizacién a: 14

Otra informacioén: x incida un residuo de aminoacido codificado por un codén dmbar

CDSJoin: No

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:

gcctegagge cggggetggt tecggggega ccagageagt ag 42
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<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 42
Nombre de la secuencia: SEC ID 97

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 97

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
ASRPGLVPGR PEQX 14
<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 14
Nombre de la secuencia: SEC ID 98

Descripcién de la secuencia:

Caracteristica

Secuencia: SEC ID 98
<221> FeatureKey: MISC_FEATURE
<222> Localizacién de:

<222> Localizacion a:

Otra informacioén: x incida un residuo de aminoacido codificado por un codén dmbar

CDSJoin: No

Caracteristica

Secuencia: SEC ID 98
<221> FeatureKey: MISC_FEATURE
<222> Localizacién de: 1

<222> Localizacién a: 14

Otra informacioén: x incida un residuo de aminoacido codificado por un codén dmbar

CDSJoin: No

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:

gcctegagge cggggcttgt gtetgettag ccagageagt ac 42
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<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 42
Nombre de la secuencia: SEC ID 99

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 99

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
ASRPGLVSAX PEQY 14
<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 14
Nombre de la secuencia: SEC ID 100

Descripcién de la secuencia:

Caracteristica

Secuencia: SEC ID 100
<221> FeatureKey: MISC_FEATURE
<222> Localizacién de: 1

<222> Localizaci6n a: 14

Otra informacioén: x incida un residuo de aminoacido codificado por un codén dmbar

CDSJoin: No

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
gcctegagge cgggactage gggagggega ccacatcegt ag 42
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 42
Nombre de la secuencia: SEC ID 101

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 101
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Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
ASRPGLAGGR PHPX 14
<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 14
Nombre de la secuencia: SEC ID 102

Descripcién de la secuencia:

Caracteristica
Secuencia: SEC ID 102
<221> FeatureKey: MISC_FEATURE
<222> Localizacion de:
<222> Localizacion a:
Otra informacién: x incida un residuo de aminodcido codificado por un codén dmbar

CDSlJoin: No

Caracteristica
Secuencia: SEC ID 102
<221> FeatureKey: MISC_FEATURE
<222> Localizacién de: 1
<222> Localizacion a: 14
Otra informacién: x incida un residuo de aminodcido codificado por un codén dmbar

CDSlJoin: NO

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
gcctcgagge cgggactage gggagggega ccagatgegt ag 42
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 42
Nombre de la secuencia: SEC ID 103

Descripcion de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 103
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Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
ASRPGLAGGR PDAX 14
<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 14
Nombre de la secuencia: SEC 104

Descripcién de la secuencia:

Caracteristica

Secuencia: SEC 104
<221> FeatureKey: MISC_FEATURE
<222> Localizacion de: 1

<222> Localizacion a: 14

Otra informacién: x incida un residuo de aminodcido codificado por un codén dmbar

CDSJoin: No

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:

gcctcgagge cgggtetgat tagtgettag ccagageagt ac 42
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 42

Nombre de la secuencia: SEC ID 105

Descripcion de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 105

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
ASRPGLISAX PEQY 14
<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 14

Nombre de la secuencia: SEC ID 106
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Descripcién de la secuencia:

Caracteristica

Secuencia: SEC ID 106:
<221> FeatureKey: MISC_FEATURE
<222> Localizacién de: 1

<222> Localizacion a: 14

Otra informacién sobre el codén: x indica un residuo de aminodcido codificado por un codén dambar

CDSJoin: No

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:

gccegttacaa ctgacagetg ggggaagett cag 33
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 33

Nombre de la secuencia: SEC ID 107

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 107

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
AVTTDSWGKL Q 11
<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 11
Nombre de la secuencia: SEC ID 108

Descripcién de la secuencia:

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:

gccgttacaa ctgacagetg ggggecgett cag 33

<212> Tipo: ADN
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<211> Longitud: 33
Nombre de la secuencia: SEC ID 109

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 109

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
AVTTDSWGPL Q 11
<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 11
Nombre de la secuencia: SEC ID 110

Descripcién de la secuencia:

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:

gccgttacaa ctgacagetg ggggaagatg cag 33
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 33

Nombre de la secuencia: SEC ID 111

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SECID 111

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
AVTTDSWGKM Q 11
<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 11
Nombre de la secuencia: SEC ID 112

Descripcién de la secuencia:
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Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:

gccgttacaa ctgacagetg ggggaagttg cat 33
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 33

Nombre de la secuencia: SEC ID 113

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 113

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
AVTTDSWGKL H 11
<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 11
Nombre de la secuencia: SEC ID 114

Descripcién de la secuencia:

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:

gccgttacaa ctgacagetg ggggtagcett cat 33
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 33

Nombre de la secuencia: SEC ID 115

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 115

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:

AVTTDSWGXL H 11
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<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 11
Nombre de la secuencia: SECID 116

Descripcién de la secuencia:

Caracteristica

Secuencia: SECID 116
<221> FeatureKey: MISC_FEATURE
<222> Localizacién de:

<222> Localizacion a:

Otra informacién: x incida un residuo de aminodacido codificado por un codén dmbar

CDSJoin: No

Caracteristica

Secuencia: SECID 116
<221> FeatureKey: MISC_FEATURE
<222> Localizacién de: 1

<222> Localizacion a: 11

Otra informacién sobre el codén: x indica un residuo de aminodcido codificado por un codén dmbar

CDSJoin: No

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:

gccgttacaa ctgacagetg gggggagcett cat 33
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 33

Nombre de la secuencia: SEC ID 117

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 117

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:

AVTTDSWGELH 11
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<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 11
Nombre de la secuencia: SECID 118

Descripcién de la secuencia:

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:

gccgttacaa ctgacagetg gggggagett cat 33
<212> Tipo: ADN 33
<211> Longitud: 33

Nombre de la secuencia: SEC ID 119

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 119

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
AVTTDSWGRL H 11
<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 11
Nombre de la secuencia: SEC ID 120

Descripcién de la secuencia:

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:

gccegttacaa ctgacagetg ggggeagett cat 33
<212> Tipos de ADN
<211> Longitud: 33

Nombre de la secuencia: SEC ID 121

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 121
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Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
AVTTDSWGQL H 11
<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 11
Nombre de la secuencia: SEC ID 122

Descripcién de la secuencia:

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:

gccgttacaa ctgacagetg ggggaaggtt cat 33
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 33

Nombre de la secuencia: SEC ID 123

Descripcion de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 123

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
AVTTDSWGKYV H 11
<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 11
Nombre de la secuencia: SEC ID 124

Descripcién de la secuencia:

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:

gccgttacaa ctgacagetg ggggaaggtg aat 33

<212> Tipo: ADN
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<211> Longitud: 33
Nombre de la secuencia: SEC ID 125

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 125

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
AVTTDSWGKYV N 11
<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 11
Nombre de la secuencia: SEC ID 126

Descripcién de la secuencia:

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:

gccgttacaa ctgacagetg ggggaagctt ctg 33
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 33

Nombre de la secuencia: SEC ID 127

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 127

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
AVTTDSWGKL L 11
<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 11
Nombre de la secuencia: SEC ID 128

Descripcién de la secuencia:
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Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:

ggaattcatc gatgcagaag gaagtggage ag 32
<212> Tipos de ADN
<211> Longitud: 32

Nombre de la secuencia: SEC ID 129

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 129

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:

gtacacggce gggtcagggt tetggatata ¢ 31
<212> Tipo: ADN 31
<211> Longitud: 31

Nombre de la secuencia: SEC ID 130

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 130

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:

tctetcatta atgaatgetg gtgtcactca gaceee 36
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 36

Nombre de la secuencia: SEC ID 131

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 131
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Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:

tagaaaccgg tggccaggea caccagtgtg ge 32
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 32

Nombre de la secuencia: SEC ID 132

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 132

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
ctgctetggt tecgeacte 19
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 19
Nombre de la secuencia: SEC ID 133

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 133

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
gagtgcggaa ccagagceag 19
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 19
Nombre de la secuencia: SEC ID 134

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 134
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Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
atatccagaa cccggatcct geegtgta 28
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 28
Nombre de la secuencia: SEC ID 135

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 135

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
tacacggcag gaatccgggt tetggatat 29
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 29
Nombre de la secuencia: SEC ID 136

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 136

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
ggagatatac atatgcagga ggtgacacag 30
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 30
Nombre de la secuencia: SEC ID 137
Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 137

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
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<400> Hebra pre-secuencia:

tacacggcag gatccgggtt ctggatatt 29
<212>Tipo: ADN
<211> Longitud: 29

Nombre de la secuencia: SEC ID 138

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 138

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
ggagatatac atatgggtgt cactcagacc 30
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 30
Nombre de la secuencia: SEC ID 139

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 139

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:

cccaagctta gtetgeteta ccecaggect cgge 34
<212>Tipo: ADN
<211> Longitud: 34

Nombre de la secuencia: SEC ID 140

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 140

Secuencia

<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
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<400> Hebra pre-secuencia:

gceggecatg gecaaacagg aggtgacgcea gatteet 37
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 37

Nombre de la secuencia: SEC ID 141

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 141

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética

<400> Hebra pre-secuencia:

cttcttaaag aattcttaat taacctaggt tattaggaac tttctgggct ggggaag 57

<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 57
Nombre de la secuencia: SEC ID 142

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 142

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:

tcacagcgeg caggetggtg tcactcagac cccaaa 36
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 36

Nombre de la secuencia: SEC ID 143

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 143

Secuencia

<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
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<400> Hebra pre-secuencia:

cgagagcccg tagaactgga cttg 24
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 24

Nombre de la secuencia: SEC ID 144

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 144

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:

tctctcatta atgaatgetg gtgtcactca gaccee 36
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 36

Nombre de la secuencia: SEC ID 145

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 145

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:

tagaaaccgg tggccaggea caccagtgtg g 31
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 31

Nombre de la secuencia: SEC ID 146

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 146

Secuencia

<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética

99
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atgcagaagg aagtggagca gaactctgga cccctcagtg ttccagaggg agccattgec 60
tctctcaact gcacttacag tgaccgaggt tcccagrcct tcttctggta cagacaatat 120
tctgggaaaa gccctgagtt gataatgtcc at\tacicca avggtgacaa agaagatgga 180
aggtttacag cacagctcaa taaagccage cagtatgtit ctctrgctcat cagagactec 240
cagcccagtg attcagocac cracctcigt gocgttacaa ctgacagctg ggggaaattg 300
cagtrtggag cagggaccca ggrtgtggrc accccagata tccagaaccc tgaccctgec 360
gtgtaccagc tgagagactc taaatccagt gacaagtctg tctgcctatt caccgatttt 420
gattctcaaa caaatgtgtc acaaagtaag gattctgatg tgtatatcac agacaaatgt 480
gtgcragaca tgaggtctat ggacttcaag agcaacagrg ctgtggcctg gagcaacaaa 540
tctgactttg catgtgcaaa cgecttcaac aacagcatta ttccagaaga cacctictyce 600
cccagcccag aaagttccta a 621
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 621
Nombre de la secuencia: SEC ID 147
Descripcién de la secuencia:
Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 147
Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
atgaacgctg gtgtcacrca gaccccaaaa ttccaggtcc tgaagacagg acagagcatg 60
acactgcagt gtgcccagga tatgaaccat gaatacargt cCctggtatcg acaagaccca 120
ggcatgggge tgaggctgat tcattractca gttggtgetg gtatcactga ccaaggagaa 180
gtccccaatrg gctacaatgt ctccagatca accacagagg atttcceget caggotgetg 240
tcggetgete ccteccagac atctgtgrac tictgtgcca gcaggoeggg actageggga 300
gggcgaccag agcagtactt €gggerggge accaggotca cggtcacaga ggacctgaaa 360
aacgtgttcc cacccgaggt ¢getgtgttt gagccatcag aagcagagat ctcccacacc 420
caaaaggcca cactggtgtg cctggecaca ggattcrace ccgaccacgt ggagergage 480
tggtgggtga atgggaagga ggtgcacagt ggggtctgea cagacccgea gcccctcaag 540
gagcagcccg ccctcaatga ctccagatac getctgagea gocgectgag ggtetcggec 600
accttctgge aggacccccg €aaccactic cgctgtcaag tccagttcta <gggotcrcg 660
gagaatgacg agtggaccca ggatagggec aaacccgtca <ccagatcgt cagegccgag 720
gcctgggqgta gagcagacta a 741
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<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 741
Nombre de la secuencia: SEC ID 148

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 148

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética

<400> Hebra pre-secuencia:

MQKEVEQNSG PLSVPEGAIA SLNCTYSDRG SQSFFWYRQY SGKSPELIMS IYSNGDKEDG
RFTAQLNKAS QYVSLLIRDS QPSDSATYLC AVTTDSWGKL QFGAGTQVVV TPDIQNPDPA
VYQLRDSKSS DKSVCLFTDF DSQTNVSQSK DSOVYITDKC VLDMRSMDFK SNSAVAWSNK
SOFACANAFN NSIIPEDTFF PSPESS

<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 206
Nombre de la secuencia: SEC ID 149

Descripcién de la secuencia:

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética

<400> Hebra pre-secuencia:

MNAGVTQTPK FQVLKTGQSM TLQCAQDMNH EYMSWYRQDP GMGLRLIHYS VGAGITDQGE
VPNGYNVSRS TTEDFPLRLL SAAPSQTSVY FCASRPGLAG GRPEQYFGPG TRLTVTEDLK
NVFPPEVAVF EPSEAEISHT QKATLVCLAT GFYPDHVELS WWVNGKEVHS GVCTDPQPLK
EQPALNDSRY ALSSRLRVSA TFWQDPRNHF RCQVQFYGLS ENDEWTQDRA KPVTQIVSAE

AWGRAD

<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 246
Nombre de la secuencia: SEC ID 150

Descripcién de la secuencia:

101

60
120
180
206

60
120
180
240
246
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Secuencia

gttaactacg
ttictaaata
ataatattga
ttttgcggca
tgctgaagat
gatccrtgag
gctargtgge
acactattct
tggcatgaca
caactractt
gggggatcat
cgacgagcat

<400> Hebra pre-secuencia:

tcaggtggca
cattcaaata
aaaaggaaga
rtrtgecttc
cagttgggtg
agttttecgec
gcggtattat
cagaatgact
gtaagagaat
ctgacaacga
gtaactcgcec

gacaccacga

ES 2327229 T3

cttttcggag
tgtatcegct
gtatgagtat
ctgtrrrtge
cacgagtggg
ccgaagaacg
ccegtgttga
tggttgagta
tatgcagtgc
tcggaggacc
ttgatcgtrg
tgcctgtage

<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética

aaatgtgcgce
catgagacaa
tcaacatttc
tcacccagaa
ttacatcgaa
ttctccaatg
cgccgggeaa
ctcaccagtce
tgccataacc
gaaggagcta
ggaaccggag
aatggcaaca

102

ggaaccccta
Taacccrgat
cgtgtegecc
acgctggtga
ctggatctca
atgagcactt
gagcaactcg
acagaaaagc
atgagtgata
accgcrrttt
ctgaatgaag

acgttgecgcea

tttgrtratt
aaatgcttca
trattececctt
aagtaaaaga
acagcggtaa
ttaaagrtct
gtcgecgeat
atcttracgga
acactgcggce
tgcacaacat
ccataccaaa

aactattaac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
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tggcgaacta
agrrgcagga
tggagccggt
ctceccgratce
acagatcgcet
ctcatatata
aagattgtat
aatttrtgtt
aaatcaaaag
ctattaaaga
ccactacgtg
aatcggaacc
gaaaggaagg
cgctgegege
atctaggtga
ttccactgag
ctgcgegtaa
ccggatcaag
ccaaatactg
ccgectacat
tcgtgtctta
tgaacggggg
tacctacagce
tatccggtaa
gcctggtatc
tgatgctege
ttcctggect
accccagget
acaatttcac
ctatrttcaag
attactcgeg
cagtgttcca
gtccttctte

Ctccaatggt

ctractctag
ccacttctge
gagcgtgggr
gtagttratct
gagataggtg
ctttagattg
aagcaaatat
aaatcagctce
aatagcecga
acgtggactc
aaccatcacc
ctaaagggag
gaagaaagcg
aaccaccaca
agatcctret
cgtcagacec
tcrgetgert
agctaccaac
ttctrctagt
acctegetet
ccgggttgga
grrcgtgeac
gtgagctatg
gcggcagggt
tttatagtcc
caggggggcy
tttgctggec
ttacacttta
acaggaaaca
gagacagtca
gcccagecgg
gagggagcea
tggtacagac

gacaaagaag

ES 2327229 T3

cttcccggea
gcteggeect
ctcgeggrat
acacgacggg
cctcactgat
atttaccceg
ttaaattgta
attttrtaac
gatagggtig
caacgtcaaa
Caaatcaagt
ccececgatet
aaaggagcgg
ccegecgege
tgataatctc
cgtagaaaag
gcaaacaaaa
tectrriteeg
gtagccgtag
gctaatrcctg
ctcaagacga
acagcccage
agaaagcgec
cggaacagga
tgtcgggttt
gagcctatgg
trrtgcrcac
tgettccgge
gctatgacca
taatgaaata
ccatggecca
ttgcctcetct
aatattctgg

atggaaggtt

acaattaata
tccggetgge
cattgcagca
gagtcaggca
taagcattgg
gttgataatc
aacgrraata
caataggcceg
agtgtrgtec
gggcgaaaaa
tttttggggt
agagcttrgac
gcgetaggge
ttaatgcgec
atgaccaaaa
atcaaaggat
aaaccaccge
aaggtaactg
traggecacc
ttaccagrgg
tagtrtaccgg
ttggagcgaa
acgetteecg
gagcgcacga
cgccacctet
aaaaacgccea
atgtaatgtg
tTcgtatgttg
tgattacgec
cctattgect
gaaggaagtg
caactgcact
gaaaagccect

tacagcacag

103

gactggatgg
tggtttattg
ctggggccag
actatggatg
taactgtcag
agaaaagccc
ttttgtraaa
aaatrcggcaa
cagtttggaa
ccgreratca
cgaggtgccg
ggggaaagcg
gctggecaagt
gctacagggc
tcccttaacg
cttctrgaga
taccagegge
gcrtcageag
acrtcaagaa
crgcrgecag
ataaggcgca
cgaccracac
aagggagaaa
gggagcttcec
gacttgagceg
gcaacgeggce
agrtragctca
tgtggaattg
aagctacgta
acggcagcceg
gagcagaact
tacagtgacc
gagrtgataa

ctcaataaag

aggcggataa
ctgataaatc
atggtaagcc
aacgaaatag
accaagttta
caaaaacagg
attcgegtta
aatcccttat
caagagtcca
gggcgatggc
taaagcacta
aacgtggcga
gragcggtca
gcgtaaaagg
tgagttttcg
teccrtrrtty
ggttrgtttg
agcgeagata
ctctgtagca
tggcgataag
gcggtegggc
cgaactgaga
ggcggacagg
agggggaaac
tcgatttttg

crtrrtacgyg
ctcattaggce
tgagcggata
taataatatt
ctggattgtt
ctggacccce
gaggttccca
tgtccatata

ccagcecagta

780

840

300

360
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
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tgrrtetctg
tacaactgac
agatatccag
gtctgtetge
tgatgtgtat

cagtgcigtg

cattattcca.

taagaattct
ttgrrecttt
tcctgaagac
tgtectggta
ctggratcac
aggatttccec
ccagcaggec
tcacggtcac
cagaagcaga
accecgacca
gcacagaccc
gcagcegect
aagtccagtt
tcacccagat
atcaccatca
ttactaacgt
tgtggaatgc
gagttecrat
c€tgagggtgg
ttccgggeta
accccgetaa
agaataatag
aaggcactga
atgacgctta
atccattegt
€tggcgygcgsg
gcggrictga

ctcatcagag
agctgggygga
aaccctgacc
crattcaccg
atcacagaca
gcerggagea
gaagacaccet
ttaagaagga
ctatrtcrcac
aggacagagc
tcgacaagac
tgaccaagga
gctcaggetg
gggactagceg
agaggacctg
gatctcccac
cgtggagerg
gcagcecceec
gagggtctcg
ctacgggctc
cgtcagcgec
tcactagact
ctggaaagac
tacaggegtt
tgggertget
cggttctgag
tactratatc
tcctaatect
gttccgaaat
cceccgttaaa
ctggaacggt
trtgtgaatat
ctetggtggt
g9ggtggeggc

ES 2327229 T3

actcccagec
aattgcagtt
ctgcegtgta
attrtgattc
aatgtgtgct
acaaatctga
tcrtccccag
gatatacata
agcgcgcagg
atgacactgc
ccaggcatgg
gaagtcccca
ctgtcggctg
ggagggcgac
aaaaacgtgt
acccaaaagg
agctgotggg
aaggagcagc
gccaccttct
tcggagaatg
gaggcctggg
gttgaaagtt
gacaaaactt
gtagtttgta
atccctgaaa
ggtggcggta
aaccctcteg
rcrcttgagg
aggcaggugg
actrattacc
aaattcagag
caaggccaat
ggttctggtg
tctgagggag

cagtgattca
tggagcaggg
ccagctgaga
tcaaacaaat
agacatgagg
crttgcatgt
cccagaaagt
tgaaaaaatt
ctggtgtecac
agtgtgccca
ggctgaggcet
atggctacaa
ctcecteeca
cagagcagta
tcccaccega
ccacactggt
tgaatgggaa
ccgecctcaa
ggcaggaccc
acgagtggac
gtagagcaga
gtttagcaaa
tagatcgtta
ctggtgacga
atgagggtgg
Ctaaaccrce
acggcactra
agtctcagec
cattaactgt
agtacactec
actgcgettt
cgtctgacct
gcggetcetga
gcggttecgg

104

gccaccrace
acccaggttg
gactctaaat
gtgtcacaaa
rcratggact
gcaaacgect
tcctaataac
attattcgea
tcagaceccea
ggatatgaac
gattcattac
tgtctecaga
gacatctgtg
cttcgggeeg
ggtcgetgtg
gtgectggec
ggaggtgcac
tgactccaga
ccgeaaccac
ccaggatagg
cgcggecgea
accccataca
cgctaactat
aactcagtgt
rggctctgag
tgagtacggt
tccgectggt
tctraatact
ttatacggge
tgtatcatca
ccartctgge
gccrcaacct
999tggtggce
tggtggctct

tctgrgecgt
tggtrcaccecc
ccagtgacaa
gtaaggattc
tcaagagcaa
tcaacaacag
ctaggtraat
attcctttag
aaattccagg
catgaataca
tcagttggtg
tcaaccacag
tacttctgtg
ggcaccaggc
tttgagccat
acaggctrct
agtggggrct
tacgctctga
ttccgetgte
gccaaacceg
tctagacatc
gaaaattcat
gagggrgrc
tacggtacat
ggrggcagre
gavtacaccta
actrgagcaaa
ttcatgtric
actgtractc
aaagccatgt
tttaatgagg
cctgtcaatg
tctgagggtg
ggrtccggrg

2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
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attttgatta
aaaacgcegcet
ctgctatcga
gtgatttigc
taatgaataa
ttgtctttag
tcecgtggtgr
ttgctaacat
tgagrcgtat
tacccaactt
ggcecgeacce

ttggtaatraa

<212> Tipo: ADN

tgaaaagatg
acagtctgac
tggtrrcatt
tggctctaat
tttccgtcaa
cgctggtaaa
ctttgcgttt
actgcgtaat
tacggactgg
aatcgeeteg
gatcgccctt

agccegettc

<211> Longitud: 5495

ES 2327229 T3

gcaaacgcta
gctaaaggea
ggtgacgttt
tcccaaatgg
tattraccte
ccatatgaat
ctrttatatg
aaggagrctt
ccgtegrrtt
cagcacatcc
cccaacagtt

ggcgggerte

Nombre de la secuencia: SEC ID 151

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado

Nombre de la secuencia: SEC ID 151

Secuencia

ataagggggc
aactrgattc
ccggeettge
ctcaagtcgg
ccecteectea
trtctattga
ttgccacctt
aataaggtac
acaacgtcgt
ceccrtregee
gcgcagectg
13 £ 444

<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética

105

tatgaccgaa
tgtcgeract
taatggtaat
tgacggtgat
atcggttgaa
ttgtgacaaa
tatgtatgta
cctctagrca
gactgggaaa
agctggegta

aatggcgaat

aatgccgatg
gattacggtg
ggtgctactg
aattcacctt
tgrcgecectt
ataaacttat
ttttctacgt
aggcctatrag
acccrggegt
atagcgaaga

ggcgertege

4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5495
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agctgeaget
cagaactctg
agtgaccgag
ttgataatgt
aataaagccea
acctacctct
caggttgtgg
aacgetggtg
ctgcagtgty
atggggctga
cccaatgget
gctgcreoct
cgaccagagce
gtgtrteccac
aaggeeacac

tgggtgaatg

cagceegeec
ttctggeagg
aatgacgagt
tggggtagag
gactacgaga

gtcacaaaga

<212> Tipo: ADN

<400> Hebra pre-secuencia:

aatacgactc
gaccectcag
gttcccagtce
ccatatactc
gccagtatgt
gtgccgttac
tcaccggtgg
tcactcagac
cccaggatat
ggcrgattca
acaatgtctc
cccagacatce
agracttogg
ccgaggtege
tggrgtgect
ggaaggaggt

tcaatgactc
acccccgeaa
ggacccagga
cagacggtgg
aacacaaagt

gettcaaccg

<211> Longitud: 1303

ES 2327229 T3

acrataggaa
tgttccagag
cttettetgg
caatggtgac
ttctetgetc
aactgacagc
aggcggtrca
cccaaaattce
gaaccatgaa
ttactcagtt
cagatcaacc
tgtgtacttc
gccgggceacc
tgtgtrtgag
ggccacagge

gcacagiggy

cagatacgcet
ccactteege
tagggccaaa
aggeggrrca
ctacgecetge

cggagagtca

Nombre de la secuencia: SEC ID 152

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado

Nombre de la secuencia: SEC ID 152

Secuencia

caggecacea
ggagccattg
tacagacaat
aaagaagatg
atcagagact
tgggggaaat
ggcggaggtyg
caggtcctga
tacatgtect
ggtgcetggta
acagaggaty
tgtgccagea
aggeteacgg
ccatcagaag
ttctaccceg

gtcagcacag

c€rgageagee
tgtcaagtcc
ceegteaccee
ctcagcagea
gaagtcaccc

taagaattct

<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética

106

tgggccagaa
cctetcteaa
attcrgggaa
gaaggtrtac
cccageecag
tgcagrttgg
gatccggegg
agacaggaca
ggtatcgaca
tcactgacca
tceegetcag
ggccgggact
tcacagagga
cagagatctc
accacgtgga

acccgcagec

gectgagggt creggecace
agttctacygg getetcggag
agatcgtcag cgccgaggec
ccetgacget gageaaagea

atcagggcet gagrrcgecc

cag

ggaagtggag
ctgcacttac
aagccctgag
agcacagetc
rgattcagec
agcagggacc
tggcgygteg
gagcatgaca
agacccagge
aggagaagtc
gctgctgteg
agcgggaggg
cctgaaaaac
ccacaccceaa
gctgagetgg
ccrcaaggag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300
960

1020
1080
1140
1200
1260
1303
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107

MGQKEVEQNS GPLSVPEGAT ASLNCTYSOR GSQSFFWYRQ YSGKSPELIM SIYSNGDKED 60
GRFTAQLNKA SQYVSLLIRD SPSDSATYLC AVTITDSWGKL QFGAGTQVWWY TGGGGSGGGG 120
SGGGGSNAGV TQTPKFQVLK TGQSMTLQCA QDMNHEYMSW YRQDPGMGLR LIHYSVGAGI 180
TDQGEVPNGY NVSRSTTEDF PLRLLSAAPS QTSVYFCASR PGLAGGRPEQ YFGPGTRLTV 240
TEOLKNVEPP EVAVFEPSEA EISHTQKATL VCLATGFYPD HVELSWWVNG KEVHSGVSTD 300
PQPLKEQPAL NDSRYALSSR LRVSATFWQD PRNHFRCQVQ FYGLSENDEW TQDRAKPVTQ 360
IVSAEAWGRA DGGGGSLSST LTLSKADYEK HKVYACEVTH QGLSSPVTKS FNRGES 416

<212> Tipo: PRT

<211> Longitud: 416

Nombre de la secuencia: SEC ID 153
Descripcién de la secuencia:

Secuencia

<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética

<400> Hebra pre-secuencia:
Ctgcrrtccc ggagcactat gcggaraaaa atatccaatt acagtractat tattaccaaa 60
gaatctgcag tccaccgtga aaagcoccctt tacacgcgcc ttggggataa acaaataaaa 120
agatttatgt aagtttatac ataggcgagt actcrgttat tgggactatt tacgaagtta 180
ttataacttt ttccrtctca tactcataag ttgtaaaggc acagcgggaa taagggaaaa 240
aacgccgtaa aacggaagga caaaaacgag tgggtctttg cgaccacttt catttrctac 300
gacttcragt caacccacgt getcacccaa tgragcttga cctagagttg togecattct 360
aggaactctc aaaagegggg cttcttgcaa aaggttacta ctcgtgaaaa titcaagacg 420
aracaccgcg ccataatagg gcataactgc ggcccgttct cgttgagceca gcggegtatg 480
tgataagagt cttactgaac caactcatga gtggtcagrg tcttttcgta gaatgcctac 540
cgtactgtca ttcrcttaat acgtcacgac ggrattggta ctcactattg rgacgccgge 600
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tgaatgaaga
cccragtaca
tgcregeact
cgcttgatga
aacgtccetgg
ctecggccact
gggcatagca
tctagcgact
gtatatatga
aggaaaaact
grctggggcea
cgacgaacgt
atggttgaga
aagatcacat
agcgagacga
ccaacctgag
gcacgtgtgt
tcgatactct
cgtrcecagcec
tatcaggaca
cceceegectc
cgaccggaaa
aatggcggaa
gtcactcget
gctaagtaat
tgcgtraatt
gccgageata
tggtactaat
aggggcccat
gggaccgeaa
atcgertctce
cgcggactac
gtgagagtca
tgggcgactg
ctggcagagg

<212> Tipo: ADN

ctgrrgcrag
ttgagcggaa
gtggrgctac
atgagatcga
tgaagacgcg
cgcacccaga
tcaatagatg
ctatccacgg
aatctaacta
attagagtac
tcrrrictag
ttgrrreeet
aaaaggcttc
cggcatcaat
ttaggacaat
tLCTgeratc
cgggtcgaac
ttcgeggtge
TtglecTctc
gcccaaageg
ggataccttt
acgagtgtac
actcactcga
ccrregectt
tacgtcgacc
acactcaarc
caacacacct
gcggrtcgac
ggctcgaget
rgggtrtgaat
cgggegrgge
gccataaaag
tgttagacga
cgcgggactg

ccctegacgt

<211> Longitud: 2699

ES 2327229 T3

cetectgget
ctagcaaccc
ggacatcgtt
agggccgttg
agccgggaag
gcgecatagt
tgectgecect
agtgactaat
aattttgaag
Tggttttagg
trtcctagaa
ggtggcgatg
cattgaccga
ccggtggtga
ggtcaccgac
aatggcctat
ctcgcrtget
gaagggcttc
gcgtgetocc
gtggagactg
Trgcggtcge
aagaaaggac
ctatggcgag
ctcgcgggtt
gtgctrgtcca
gagtgagtaa
raacactegce
gtcgattatg
taagtgaccg
tagcggaacg
tagcgggaag
aggaatgcgt
gactacggeg
cccgaacaga

acacagtctc

Nombre de la secuencia: SEC ID 154

Descripcién de la secuencia:

tcctcgatig
ttggcctega
accgttgttg
ttaatrtatct
gccgaccgac
aacgtcgrga
cagrecgttg
tcgtaaccat
taaaaattaa
gaattgcact
gaactctagg
gtcgecacca
agregtetceg
agttcttgag
gacggtcacc
tccgegtege
ggatgrggct
ccterrtceg
tcgaaggtec
aactegeage
tgcgccggaa
gcaatagggg
cggcgtcgge
atgcgtttrgg
aagggctgac
tccgtggggt
ctattgttaa
ctgagtgata
gcagcaaaat
tcgtgtaggg
ggtigtcaac
agacacgcca
tatcaatucg
€gagggccgt

caaaagtggce

108

gcgaaaaaac
cttactrcgg
caacgegrrt
gacctacctc
caaataacga
cceeggecta
ataccracte
tgacagtctg
attttcctag
caaaagcaag
aaaaaaagac
aacaaacggc
cgtctatggt
acatrcgtggc
gcrattcagce
cagccegace
tgactctatg
cctgtccata
ccecrtrgegg
taaaaacact
aaatgccaag
actaagacac
ttgcrggetc
€ggagagggg
cttrcgeceg
ccgaaatgtg
agtgtgtrcct
tccttgtecg
gttgcagcac
ggaaagcggt
gcgtcggact
taaagtgtgg
gtcggggctg
aggcgaatgt

agtagtggct

gtgtrgtacc
tatggritge
gataattgac
cgcctatttc
ctatttagac
ccattcggga
gcttratctg
gttcaaatga
atccacttct
gtgactcgca
gcgcattaga
ctagttctreg
ttatgacaqgg
ggatgtatgg
acagaatggc
tgccceccaa
gatgtcgcac
ggccattcgce
accatagaaa
acgagcagtc
gaccggaaaa
ctattggcat
gcgtegctca
cgcgcaaccg
tcactcgegt
aaatacgaag
trgrcgatac
gtggtaccct
tgacccrtrt
cgaccgcatt
taccgettac
cgtataccac
tgggcggttg
ctgttcgaca

ttgcgeget

660

720

780
840
900
360
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220 .
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640

2699
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Codén preparado

ES 2327229 T3

Nombre de la secuencia: SEC ID 154

Secuencia

<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética

<400> Hebra pre-secuencia:

ccatgggeca
Trgecrctct
aatattctgg
atggaaggtt
actcccagec
aattgcagte
gtggatccgg
tgaagacagg
ccrggtateg
gtatcactga
atttcceget
gcaggccggg
cggtcacaga
aagcagagat
ccgaccacgt
cagacccgea
gccgectgag
tccagrrcta
cccagategt
gcaccctgac
cccarcaggg

tc

<212> Tipo: ADN

<211> Longitud: 1262

gaaggaagtg
caactgcact
gaaaagccct
tacagcacag
cagtgattca
tggagcaggg
€9grggcyggyg
acagagcatg
acaagaccca
ccaaggagaa
caggctgetg
actagcggga
ggaccrgaaa
cteceacace
ggagctgage
gccectcaag
ggtctecggec
cgggctcteg
cagcgecgag
gcrgagcaaa

cctgagttcg

gagcagaact
tacagtgacc
gagttgataa
ctcaataaag
gccacctacc
acccaggrtyg
tcgaacgcetg
acactgcagt
§gCatgggyc
gtccecaatg
tecggetgete
gggcgaccag
aacgrgrrec
caaaaggcca
1ggtgggtga
gagcageecg
accretgge
gagaatgacg
gcctggggta
gcagactacg

ccegtcacaa

Nombre de la secuencia: SEC ID 155

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado

Nombre de la secuencia: SEC ID 155

Secuencia

ctggacceet
gaggttrccca
tgtccatata
ccagccagta
tetgrgecgt
tggtcaccgg
gtgtcactca
grgcecagga
tgaggcrgat
gctacaatge
ccreccagac
agcagtactt
cacccgaggt
cactggrgtg
atgggaagga
ccctcaatga
aggacccecg
agrggaccca
gagcagacgg
agaaacacaa

agagcttcaa

<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética

109

cagtgttcca
gtcecttettc
ctccaatgge
tgtttctctg
tacaacrgac
tggaggcggt
gaccccaaaa
tatgaaccat
tcattactca
ctecagatca
atctgtgtac
€gggccggge
cgcrgrgtet
ccrggecaca
ggtgcacagt
ctccagatac
caaccacttc
ggatagggec
199aggcggr
agtcracgec

c€cgeggagag

gagggagcca
tggtacagac
gacaaagaag
ctcatcagag
agctggggga
tcaggcggag
ttccaggcec
gaatacatgt
gtrggtgetg
accacagagg
ttctgtgeca
accaggctca
gagccatcag
ggctrctace
ggggrcagea
gcrcrgagea
cgctgtcaag
aaacccgtea
tcactcagea
tgcgaagtca

tcataagaat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300
960

1020
1080
1140
1200
1260
1262
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<400> Hebra pre-secuencia:

ES 2327229 T3

gctggtgtca ctcagacccc aaaattccag gtcctgaaga caggacagag catgacactg 60
cagtgtgccc aggatatgaa ccatgaatac atgtcctggt atcgacaaga cccaggcatg 120
gggctgagge tgattcatta ctcagttggt gctggtatca ctgaccaagg agaagtcccc 180
aatggctaca atgtctccag atcaaccaca gaggatttce cgctcagget getgtcgget 240
gctcectecce agacarctgt gtacrtcigt gecagcagge cgggactage gggagggtga 300
ccagagcagt acttcgggece gggcaccagg ctcacggtca cagaggacct gaaaaacgtg 360
ttcccacccg aggtcgetgt gtttgagcca tcagaagcag agatctccca cacccaaaag 420
gccacactgg tgtgcctgge cacaggettc taccccgace acgtggaget gagetggtgg 480
gtgaatggga aggaggtgca cagtggggtc tgcacagacc €gcageccct caaggagceag 540
ccegeectca atgactccag atacgctctg agcageegee tgagggtete ggecacctic 600
tggcaggacc cccgcaacca cttcegetgr caagtccagt tctacggget ctcggagaat 660
gacgagtgga cccaggatag ggccaaaccc gtcacccaga tcgtcagcge cgaggectgg 720
ggtagagcag ac 732
<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 732
Nombre de la secuencia: SEC ID 156
Descripcién de la secuencia:
Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 156
Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
<400> Hebra pre-secuencia:
AGVTQTPKFQ VLKTGQSMTL QCAQDMNHEY MSWYRQDPGM GLRLIHYSVG AGITDQGEVP 60
NGYNVSRSTT EDFPLRLLSA APSQTSVYFC ASRPGLAGGX PEQYFGPGTR LTVTEDLKNV 120
FPPEVAVFEP SEAEISHTQK ATLVCLATGF YPOHVELSWW VNGKEVHSGV CTDPQPLKEQ 180
PALNDSRYAL SSRLRVSATF WQDPRNHFRC QVQFYGLSEN DEWTQDRAKP VTQIVSAEAW 240
GRAD 244
<212> Tipos de ADN

<211> Longitud: 244
Nombre de la secuencia: SEC ID 157

Descripcién de la secuencia:

110
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ES 2327229 T3

Caracteristica

Secuencia: SEC ID 157
<221> FeatureKey: MISC_FEATURE
<222> Localizacion de: 1

<222> Localizacion a: 244

Otra informacién: X indica un residuo de aminodcido codificado por un codén épalo, que normalmente se

traduce a triptéfano

CDSJoin: No

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética

<400> Hebra pre-secuencia:

gctggtgtca
tagtgtgccce
gggctgagge
aatggctaca
gcteectece
ccagagcagt
ttcccaceceg
gccacactgg
gtgaatggga
ccegeectea
tggcaggace

gacgagtgga

ctcagacccc
aggatatgaa
tgattcatta
atgtctccag
agacatcrgt
acttecgggec
aggtcgetge
tgtgectgge
aggaggtgca
atgactccag
cccgcaacca

cccaggatag

aaaattccag
ccatgaatac
crcagttggt
atcaaccaca
gractrcigt
gggcaccagg
gtttgageca
cacaggettc
cagtggggtc
atacgctceg
crtecgetgt

ggccaaacce

gtccrgaaga
atgtcctggt
gctggtatca
gaggattrcc
gccageagge
ctcacggtca
tcagaagcag
taccccgace
tgcacagacc
agcagccegee
caagtccagt

gtcacccaga

ggtagagcag ac

<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 732
Nombre de la secuencia: SEC ID 158

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 158

Secuencia

<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética

111

caggacagag
atcgacaaga
ctgaccaagg
cgcteagget
cgggactagc
cagaggacct
agatctccca
acgtggagct
cgcagecccet
tgagggtctc
tctacggget

tcgteagege

catgacactg
cccaggeatg
agaagtcccec
gctgregget
§ggagggcga
gaaaaacgtg
cacccaaaag
gagctggtgg
caaggagcag
ggccaccttc
ctcggagaat

cgaggcctgg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
732
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gctggrgca
cagtgtgecc
gggctgaggc
aatggctaca
gcteectece
ccagagcagt
ttcccacceg
gccacactgg
gtgaatggga
ccegecctca
tggcaggacc
gacgagtgga
ggtagagcag

<212> Tipo: ADN

<400> Hebra pre-secuencia:

ctcagacccec
aggatatgaa
tgattrcatta
atgtctccag
agacatcigt
acttcgggec
aggtcgctgt
tgtgectgge
aggaggtgca
atgactccag
ccegeaacca
cccaggatag

actraagcteg

<211> Longitud: 745

ES 2327229 T3

aaaattccag
ccatgaatac
ctcagttggt
atcaaccaca
gtactrctgt
gggcaccagg
gtttgagcca
caccggtrtc
cagtggggtc
atacgctctg
cttcecgetgt
ggccaaacce

aattc

Nombre de la secuencia: SEC ID 159

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado

Nombre de la secuencia: SEC ID 159

gtcctgaaga
atgtcctagt
gctggtatca
gaggatttcc
gcctegagge
ctcacggtca
tcagaagcag
tacccegace
tgcacagacc
agcagccgee
caagtccagt

gtcacccaga

caggacagag
atcgacaaga
ctgaccaagg
cgctcagget
cggggctgat
cagaggacct
agatctccca
acgtggagct
cgcagecect
tgagggtctc
tctacgggcet

tcgtcagege

catgacactg
cccaggceatg
agaagteccc
gctgtcgget
gagtgcggaa
gaaaaacgtg
cacccaaaag
gagctggtgg
caaggagcag
ggccaccette
ctcggagaat
cgaggcctgg

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética

<400> Hebra pre-secuencia:

MNAGVTQTPK FQVLKTGQSM TLQCAQDMNH EYMSWYRQDP GMGLRLIHYS VGAGITDQGE
VPNGYNVSRS TTEDFPLRLL SAAPSQTSVY FCASRPGLMS AEPEQYFGPG TRLTVTEDLK
NVFPPEVAVF EPSEAEISHT QKATLVCLAT GFYPDHVELS WWVNGKEVHS GVCTDPQPLK
EQPALNDSRY ALSSRLRVSA TFWQDPRNHF RCQVQFYGLS ENDEWTQDRA KPVTQIVSAE

AWGRAD

<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 246
Nombre de la secuencia: SEC ID 160

Descripcién de la secuencia:

112

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
745

60
120
180
240
246
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Secuencia

AGVTQTPKFQ VLKTGQSMTL QCAQDMNHEY MSWYRQDPGM GLRLIHYSVG AGITDQGEVP
NGYNVSRSTT EDFPLRLLSA APSQTSVYFC ASRPGLMSAQ PEQYFGPGTR LTVTEDLKNV
FPPEVAVFEP SEAEISHTQK ATLVCLATGF YPDHVELSWW VNGKEVHSGV CTDPQPLKEQ

PALNDSRYAL SSRLRVSATF WQDPRNHFRC QVQFYGLSEN DEWTQDRAKP VTQIVSAEAW

GRAD

<212> Tipo: PRT

<400> Hebra pre-secuencia:

<211> Longitud: 244

ES 2327229 T3

Nombre de la secuencia: SEC ID 161

Descripcién de la secuencia:

Secuencia

atgcaggagg
ctcaactgea
gggaaaggtc
agacttaatg
cagcctggtg
atacctacat
ccrgecgtgt
gattttgatt
aaatgtgtgce
aacaaatctyg

ttcttcccca

<212> Tipo: ADN

<400> Hebra pre-secuencia:

tgacacagat
gttrcactga
tcacatctct
ccrcgetgga
actcagcecac
ttggaagagg
accagctgag
ctcaaacaaa
tagacatgag
actttgcatg

gcccagaaag

<211> Longitud: 627

tcergeaget
tagcgctatt
gttgcttatt
taaatcatca
ctaccrctgt
aaccagectt
agactctaaa
tgtgtcacaa
gtctatggac
tgcaaacgcc

ttcctaa

Nombre de la secuencia: SEC ID 162

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado

Nombre de la secuencia: SEC ID 162

<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética

<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética

ctgagtgtcec
tacaacctcec
cagtcaagtc
ggacgtagta
gcrgrgaggc
attgttcatc
tccagtgaca
agraaggatt
ttcaagagca

ttcaacaaca

113

cagaaggaga
agtggtttag
agagagagca
ctrratacat
ccacatcagg
cgtatatcca
agtctgtctg
ctgatgtrgta
acagtgcrgt

gcattattcc

aaacttggte
gcaggaccct
aacaagtgga
tgcagcttct
aggaagctac
gaaccctgac
cctattcacc
tatcacagac
ggccrggage

agaagacace

60
120
180
240
244

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
627
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Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética

<400> Hebra pre-secuencia:

atgggtgrca
cagtgtgccc
gggcgaggc
aatggctaca
gcreectecce
ctgrritttg
cccgaggteg
ctggtgtgec
gggaaggagg
ctcaatgact
gacccecgea

rggacceagg

ctcagacccec
aggatatgaa
tgattcatta
atgtctccag
agacatctgt
gagaaggctc
ctgtgritga
tggccacagg
tgcacagtgg
ccagatacgc
accacttecg

atagggccaa

aaaattccag
ccatgaatac
crcagttggrt
atcaaccaca
gracttctgt
taggctgace
gccatcagaa
crtcraccec
ggtctgcaca
tctgagcagce
ctgtcaagrc

acccgtcacce

gtcctgaaga
atgtcctggt
gctggtatca
gaggatrtcc
gccagceagtt
gtactggagg
gcagagatct
gaccacgtgg
gacccgeage
cgcctgagag
cagttctacg

cagatcgtca

gcagactaa

<212> Tipo: ADN
<211> Longitud: 729
Nombre de la secuencia: SEC ID 163

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 163

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética

<400> Hebra pre-secuencia:

MQEVTQIPAA LSVPEGENLV LNCSFTDSAI YNLQWFRQDP GKGLTSLLLI QSSQREQTSG
RLNASLDKSS GRSTLYIAAS QPGDSATYLC AVRPTSGGSY IPTFGRGTSL IVHPYIQNPD

PAVYQLRDSK SSDKSVCLFT DFDSQTNVSQ SKDSDVYITD KCVLIDMRSMD FKSNSAVAWS

NKSDFACANA FNNSIIPEDT FFPSPESS
<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 208
Nombre de la secuencia: SEC ID 164

Descripcién de la secuencia:

Secuencia

<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética

114

caggacagag
atcgacaaga
ctgaccaagg
cgcrcagget
acgtcgggaa
acctgaaaaa
cccacaccca
agctgagctg
ccctcaagga
tcteggecac
ggctcicgga

gcgecgagge

catgacactg
cccaggceatg
agaagtcccc
gctgregget
caccggggag
cgtgrtecea
aaaggccaca
gtgggtgaat
gcagcecgec
cttctrggeag
gaatgacgag
ctggggtaga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
729

60
120

180
208
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<400> Hebra pre-secuencia:

MGVTQTPKFQ VLKTGQSMTL QCAQDMNHEY MSWYRQDPGM GLRLIHYSVG
NGYNVSRSTY EDFPLRLLSA APSQTSVYFC ASSYVGNTGE LFFGEGSRLT

PEVAVFEPSE AEISHTQKAT LVCLATGFYP DHVELSWWVN GKEVHSGVCT

LNDSRYALSS RLRVSATFWQ DPRNHFRCQV QFYGLSENDE wWTQDRAKPVT
AD

<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 242
Nombre de la secuencia: SEC ID 165

Descripcién de la secuencia:

Secuencia

<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética

<400> Hebra pre-secuencia:

trcetggect
aaacgaccgg
ttacacttta

acgaaggecg
gctatgacca
tgattacgec
ttcgatgcat
acggcagecg
gacctaacaa
ctgcagctce
gagtgtccca
crteetotte
tggrttaggc
tcctgggace
caagtggaag
actraatgec
agcgacctat
tcagccacct
tggagacacg
ccagccttat
tgttcatceg
atataggtct
tcrgtetgec
ataagtgact
tcacagacaa

atgtgtgcta

ttrgctggec
aaaacgagtg
tgecttcegge
agcatacaac
acaccttaac
aagctacgta
gaattcataa
ctggattgte
taatgagege
€gggtcggec
gaaqgagaaa
tgaaccaaga
aggacccrgg
cttrccagag
tgragagaca
tcgcrggata
ttagtagtcc
acctecrgrgc
acactccggg
tgtagtccte
tatatccaga
tgggcctagg
tattcaccga
aaaactaaga
gttigtttac
gacatgaggt

ttrtgcecac
tacattacac
tcgtatgttg
tgtggaattg
acrcgectat
cttaagtatt
gataaagrtc
atrtactcgeg
gcccagecegg
ggtaccggtt
acttggttcet
gttgacgtca
gaaaggtctc
acatctctgt
acgaataagt
aatcatcagg
tgcatcatga
tgrgaggccec
acatcaggag
cttcgatgta
acccggatce
acggcacatg
ttttgattct
caaacaaatg
acagtgtttc
ctatggactt

atgtaatgtg
Tcaatcgagt
gagraatccg
tgagcggata
tgttaaagtg
ctatttcaag
ctctgtcagt
attactttat
ccatggecaa
tgtcctccac
caactgcagt
aagtgactat
cgcgataaat
tgctrattca
cagttrcagtc
acgtagtact
aatatgtaac
gtcgaagagt
gaagctacat
tggatgtaaa
tgccgtgrac
grcgactcte
tgagatttag
tgtcacaaag
attcctaaga

caagagcaac

115

agttagctca
ctcattagge

tggggtccga
acaatttcac
Tgrecrtigt
gagacagtca
taatgaaata
ggataacgga
acaggaggtg
tgcgtctaag
trcactgata
gcgcrattta
gtrtggaggrc
gtrcaagtcag
tctcregtte
tratacattg
cagcttctca
cggaccactg
acctacatte
ccrtctecte
cagctgagag
actctaaatc
gtcactgttc
taaggattct

ctacacatat
agtgcrgtgg

AGITDQGEVP
VLEDLKNVFP
DPQPLKEQPA

QIVSAEAWGR

aaggaccgga
accccaggcet
aatgtgaaat
acaggaaaca
cgatactggt
actaatgcgg
cctattgect
tgccgtcgge
acgcagattc
gacgtcgaga
ctcacagggt
caacctccag
accaaarccg
agagagcaaa
gtrcaccrtc
tgaattacgg
gcctggtgac
agrcggtgga
ggaagaggaa
ggrcggaata
acaagtaggc
cagtgacaag
agacagacgg
gatgtgtata
agtgtctgtt
tacacacgat

60
120
180

240
242

60
120
180

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
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ctgtactcca gatacctgaa grtctcgttg tcacgacacc cctggagcaa caaatctgac 1620
tttgcatgtg caaacgcectt caacaacage ggacctcegtt gtttagactyg aaacgtacac 1680
gtttgcggaa grtgttgtcg attattccag aagacacctt CTttecccage ccagaaagtt 1740
cctaataacc taataaggtce ttcetgtggaa gaaggggreg ggtetttcaa ggattattgg 1800
taggttaatt aagaattcit taagaagggg atatacatat gaaaaaatta atccaattaa 1860
ttcrtaagaa attcttccce tatargtata crrtittaat ttattcgeaa ttcctttagt 1920
tgttccttic tartctcaca gecgegeagge aataagegtt aaggaaatca acaaggaaaq 1980
ataagagtgt cgcgegtecg tggtgtcact cagacceccaa aattccaggt cctgaagaca 2040
ggacagagca accacagtga grctggggtt ttaaggicca ggacttctgt cctgteregt 2100
tgacactgca gtgtgcecag gatatgaacc atgaatacat gtcctggtat actgtgacgt 2160
cacacgggtc ctatacttgg tacttatgta caggaccata cgacaagacce caggeatggg 2220
gctgaggetg attcattact cagttggtge gotgttotgg grecgtacce cgactccgac 2280
taagtaatga gtcaaccacg tggtatcact gaccaaggag aagtccccaa tggctacaat 2340
gtctccagat accatagtga ctggticetc ttcaggggrt accgatgtta cagaggtcta 2400
caaccacaga ggattteccg ctcaggetge tgtcggetge tcccteccag gttggtgtet 2460
cctaaagggec gagtcecgacyg acagecgacg agggagyggrc acatctgtgt acttorgtge 2520
cagcagttac gtcgggaaca ccggggaget tgtagacaca tgaagacacg gtcgtcaatg 2580
cageceettgt ggeccoctega gttttttgga gaaggercta ggctgaccgt actggaggac 2640
ctgaaaaacg C€aaaaaacct cttccgagat ccgactggea tgacctcctg gactttrige 2700
tgtfcccacc cgaggtcgot gtgtttgage catcagaage agagatctec acaagggtgg 2760
gcteeagaga cacaaacteyg gragtottcg tCtctagagg cacacccaaa aggecacacy 2820
ggtgtgcectg gocacaggot tetaccecga gtgtgggttt tocggtgtga ccacacggac 2880
cggtgrccga agatgggget ccacgtggag crgagcotggt gggtgaatygg gaaggaggrg 2940
cacagtgggg ggtgracctc gactegacca cocacttace cttectecac grgtcacece 3000
tcrgoacaga €ocgeagooo €UCaaggage ageccgecct caatgactcc agacgtgtet 3060
gggegtcggg gagttectcg tcgggeggga grtactgagg agatacgotc tgagcagecg 3120
cctgagggie teggecacdt totggeagga totatgogag actcgtogge ggacteccag 3180
agccggrgga agaccgicct CCCCegeaac cacttcecget gtcaagtcca gttcotacgqgg 3240
crctcggaga gggggegttg gtgaaggega cagttcaggt caagatgcecc gagagectcet 3300
atgacgagtg gacccaggat agggccaaac ccgrcaccca gatcgtcage tactgetcac 3360
ctgggtccta tcccggtttg ggeagtgggt ctagcagtog gocgaggect ggggtagage 3420
agacgeggec gcacggeotce ggaccccate tegtotgoge cggegt 3466

<212> Type: DNA
<211> Longitud: 3466
Nombre de la secuencia: SEC ID 166

Descripcién de la secuencia:
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Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 166

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética

<400> Hebra pre-secuencia:

KYLLPTAAAG
PGKGLTSLLL
YIPTFGRGTS
DKCVLDMRSM
VPFYSHSAQA
GITOQGEVPN
LEDLKNVFPP
PQPLKEQPAL
IVSAEAWGRA

<212> Tipo: PRT

LLLLAAQPAM
IQSSQREQTS
LIVHPYIQNP
DFKSNSAVAW
GVTQTPKFQV
GYNVSRSTTE
EVAVFEPSEA

NDSRYALSSR
DAAA

<211> Longitud: 494

AKQEVTQIPA
GRLNASLDKS
DPAVYQLRDS
SNKSDFACAN
LKTGQSMTLQ
DFPLRLLSAA
EISHTQKATL

LRVSATFWQD

Nombre de la secuencia: SEC ID 167

Descripcion de la secuencia:

Secuencia

ggatccatgg
agcgeteagg
ctgaatcctg
gtggatatgg
tttgaggctc
acaaagcget
aacagccctg
ccaccagtgg
gagacagtct
ctgccctcaa
cttctcaage
gatgggggtc
gcgttgcaga
gcagcttacg

catgagtagg

<212> Tipo: ADN

<400> Hebra pre-secuencia:

ccataagtgg

aatcatgggc
accaatcagg

caaagaagga
aaggtgcatt
ccaactatac
tggaactgag
tcaatgtcac
tcctgceecag
ctgaggacgt
actgggagrte
tgactgatac
ccgagartgce
gatctggtgg

atcc

agtcccrgtg
tatcaaagaa
cgagtttatg
gacggtctgg
ggccaacata
tcegatcace
agagccceaac
gtggcttcga
ggaagaccac
tracgactgc
tgatgctcca
actccaageg
caatctactg

tggtctgaac

ALSVPEGENL
SGRSTLYIAA
KSSDKSVCLF
AFNNSIIPED
CAQDMNHEYM
PSQTSVYFCA
VCLATGFYPD

PRNHFRCQVQ

<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética

ctaggatttt
gaacatgtga
tttgactttg
cggcttgaag
gctgrggaca
aatgtacctc
gtcctcatct
aatggaaaac
crttrccgea
agggtggagc
agcectctcc
gagacagatc
aaagagaagg

gatatttttg

117

VLNCSFTDSA
SQPGDSATYL
TOFDSQTNVS
TFFPSPESSM
SWYRQDPGMG
SSYVGNTGEL
HVELSWWVNG
FYGLSENDEW

tcatcatage
tcatccagge
atggtgatga
aatttggacg
aagccaacct
cagaggtaac
gtrtcatcga
crtgtcaccac
agtrccacta
actggggctt
cagagactac
aacttgaaga
aaaaactaga

aagctcagaa

IYNLQWFRQD
CAVRPTSGGS

QSKOSDVYIT
KKLLFAIPLY
LRLIHYSVGA

FFGEGSRLTV
KEVHSGVCTD

TQDRAKPVTQ

tgtgctgatg
cgagttctat
gattttccat
attrgcecage
ggaaatcatg
tgtgctrcacg
caagttcacc
aggagtgtca
(I{adddddads
ggatgagcct
agagaacgtg
caagaagtct
gtrcatcctg

aatcgaatgg

60
120

180
240
300

360
420

480
494

60

120
180

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
854
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<211> Longitud: 854
Nombre de la secuencia: SEC ID 168

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 168

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética

<400> Hebra pre-secuencia:
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aattctactc gtaaagegag ttgaaggatc atatrrtagtt gegtttatga gataagattg 60
aaagcacgtg taaaatgttt CCcgCgcgrt ggcacaacta tttacaatgc ggccaagtta 120
taaaagatfc taatctgata tgttttaaaa cacctttgeg geccgagrrg ttrgegtacg 180
tgactagcga agaagatgtg tggaccgeag aacagatagt 3aaacaaaac cctagtatig 240
gagcaataat cgatttaacc aacacgucta aatatrtatga tggtgtgeat trtttgaggg 300
€gggectgtt atacaaaaaa attcaaglac ctggecagac ttigecgect gaaagceatag 360
ttcaagaatt tattgacacg gtaaaagaat ttacagaaaa gtgrcccgge atgrigglag 420
gcgrgecactg cacacacggt attaarcgca ccggttacat ggtgtgcaga tartraatge 480
acaccctggg tattgegreg €aggaagoca tagatagatt cgaaaaagoc agaggtcaca 540
aaattgaaag acaaaattac gttcaagatt tattaattta attaatatta ttrgcattct 600
ttaacaaata ctttatccta tttrcaaatt grtgegettc ttccagegaa ccaaaactat 660
gerrcgeitg cteegritag cttguagacg atcaglggceg Ttgriccaat cgacggragg 720
attaggccgg atattctcca ccacaatgtt ggcaacgttg atgttacgtt tatgettttg 780
gttttccacg tacgtetttt ggceggtaat agoegraaag gtagrgecgr cgegagteac 840
gracaacacc ggargrrtge gortgroecge ggggtattiga accgegagat ccgacaaatc 300
caccactttg gcaactaaat cggtgacctg cgegtctrtt ttctgcatta tttcgtettt 960
crtttgcatg gtrtcctgga agecggtgta catgeggtit agatcagica tgacgegegt 1020
gacctgcaaa terttggect €gatctgett grcctrgatg gcaacgatgc gttcaataaa 1080
ctertgtttt ttaacaagtt cctcggrttt ttgegecace accgettgea gogegtiigr 1140
gtgetcgglg 2atglegeaa tcagettagl £accaactgt Ttrgeiclcct ccrecegig 1200
ttrgatcgeg ggatcgtact tgocggtgea gagcacttga ggaattactt cttcraaaag 1260
ccattcertgt aattctatgg cgtaaggcaa ttrggactic ataatcaget gaatcacgcc 1320
ggatitagra atgagcactg ratgeggetg €aaatacage gggrcgooee ttttcacgac 1380
gctgttagag gragggccce cattttggat ggretgetca aataacgattrt tgratrtate 1440
gtctacatga acacgtatag ctttatcaca aactgtatat tutaaactgt tagcgacgtc 1500
€Ttggecacg 3accggacct grtggtegeg ctctageacg taccgcaggt tgaacgtate 1560
ttcrccaaat traaattctc caatittaac gcgagccatt ttgatacacg tgtgtcgatt 1620
Ttgcaacaac tattgrrttt taacgcaaac traaacttatt gtggtaagca ataatraaat 1680
atgggggaac atgegeeget acaacactcg tcgttatgaa C€gcagacgge geoggretcg 1740
gcgcaagegg ctaaaacgtg trgcgegttc aacgeggeaa acatcgcaaa agocaatagt 1800
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acagttttga
tgacgectac
ttcctecegtg
gacgcacaag
gcaatattgg
gttgggcatg
agtgcgatta
tcgagtcaag
cgcgratttt
ataatatatt
cgactatgat
tctgtgeacg
gacccccgta
tgtcggtgac
ggtgcgagaa
gagcgteatg
aattgaccct
gactgcgatt
attttaaaaa
atgtcgrcga
acgatttgaa
actgttacat
ctctgacgcea
tCaaatccca
tctgreegtt
aacaattara
atttgtagta
atcartrrca
agacgcetg
attaacatag
gtcataaata
gtaatttaca
atttatataa

cgcagettct

tttgcataty
aactecccege
tggccgaaca
tatctgtaca
caaattcgaa
tacgtccgaa
aaacgtrgta
tgatcaaagt
3acaaactag
atgtatcgca
agagatcaaa
cgrtccggea
grgacaacga
grtaaaacta
gcegegaagt
tttagacaag
aactrccatac
gtacatgcrg
acgcagcaag
catgctgaac
agaaaacaat
tgcaaacgtg
ttrctacaac
agatgtgtat
tgctggcaac
aatgctaaat
rtatctataa
aatgattcac
rcgtettett
ttattatcgt
tatatgtctet
acagtgctat
tcaatgaatt

tctagttcaa

ES 2327229 T3

aacggcgatt
ccgegttgac
cgtcgagcgg
ccgaatgatc
aatatataca
cgrtgatttg
catccteget
gtggaataat
ccatctrgta
cgtcaagaat
taaagcgcega
cgagctttga
tcacgeecaa
traagccatc
atggcgaatg
aaagctacat
acggtrattce
ttaacggctc
agaaacatrtt
aacaagatta
gtaccgcgeg
gtttcgtgtg
cacgactcca
aaaccaccaa
tgcaagggtc
ttgrrrrtta
ttgaaaacqgc
agttaatttg
cttegratte
atccatatat
ttttaatggg
tttctggtag
tgggatcgtc

ttacaccatt

ttttaaatta
tcgergeacc
grggtcgatg
grcgggcgaa
gttgggttgt
catgcaagcec
ttraatcatg
gttttctttg
agttagttec
taacaatgcg
attaaatagc
ttgtaataag
aagaactgcec
caatcgaccg
catcgtataa
atttaattga
acaatggcgg
cgcccactat
gratgaaaga
aratgcctcc
gcggratgta
ccaagtgtga
agtgtgtggg
actgccaaaa
tcaatcctat
ttaacgatac
gtagtrataa
cgacaatata
ctrctctrrt
gtatctatcg
gtgtatagta
ttcttcggag
ggtritgtac

trttagcage

119

tcrtatttaa
tcgagcagtrt
accageggeg
ggcacgtcgg
ttgcgeatat
gaaattaaat
ccgtcgarta
tattcccgag
atttaatgca
cccgtrgrceg
ttgcgacgea
tttttacgaa
gactacaaaa
ttagtcgaay
cgtgtggagt
tcccgatgat
ggttttggtc
taatgaaatt
atgcgtagaa
gtgtataaaa
caggaagaqgg
aaaccgatgt
tgaagtcatg
aatgaaaact
ttgtaattat
aaaccaaacg
tcgctgaggt
atrrtatute
tcatrttrtct
tatagagtaa
ccgetgegea
tgtgtrgctt
aatatgttge

accggattaa

taaatagtta
<grrgacgcc
tgccgeacge
ccreccaaqgeg
ctatcgtggc
cattgcgatt
aatcgcgcaa
tcaagcgceag
actrtatcca
catctcaaca
acgtgcacga
gcgatgacat
ttaccgagta
caggaccgcet
ccgctcatta
Tttattgata
aaaatttccg
aaaaattcca
ggaaagaaaa
aaaatattga
tttatactaa
ttaatrcaagg
catcrtttaa
gtcgacaagc
tgaataataa
caacaagaac
aatatrttaaa
cacataaact
cctcataaaa
atttttrgtt
tagtttrice
taattattaa
cggcatagta

cataactttc

1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
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caaaatgrtg
tgcgagcagt
tcacaaactg
ttgatgagrt
tttgtgatgc
tgtcagaaag
aaataatacc
acgggaagta
agtrtrgtgtt
gcetgecegg
tcagctggaa
ttaatataca
aattaaaggt
gcgtatttct
ttcttgeteg
acaaaactgt
ttatctccat
aatatattat
tactgtaaat
tattaagcge
aattcattaa
gcgterttat
ttagtttcaa
ctcaacgcca
rgrgrrttgt
ctttecatcac
acatatrttaa
tcgtcgttag
gtgtcggcta
tgcgggegtt
ttagaaagcg
ggtggtggag
ggcggaggcyg

ggcaacacag

tacgaaccgt
tgtrrgrgt
gaaatgtcta
tggacaaacc
tattgctrtta
cagaccaaac
cgtatcactt
ggcteecatg
trrtaaatag
trattattat
ttcagatctg
aatgatttga
cceggeatec
gaatctttgt
actctagttt
tacgaaaaca
gatccaataa
agttaaataa
tacattttat
tagattcigt
atrttataatc
atctgaattt
acaagggttg
caaaacttgc
tttgtraataa
tgtcgrtagt
catcgggegt
aagttgcttc
acacgtccgce
tttgggcggg
atggtgcagy
ctgatgatraa
gaggtggtgg

tcggecacetc

ES 2327229 T3

taaacaaaaa
taaaaataac
tcaatatata
acaactagaa
tttgtaacca
agcggttgga
ttgctgatat
ataaaaaagt
tacataatgg
ttrtgacacc
tgattgtaaa
taataattct
tcaaatgcat
aaaatagcac
attaggcctc
gtaaaatact
acctagaata
gaattattat
ttacaatcac
gcgrrgrtga
tttagggrgg
aaatattaaa
trrtrccgaa
caaarctigt
aggttcgacg
gtacaattga
gttagcttta
cgaagacgat
gatcaaattt
tttcaatcta
cggtggtaac
atcrtaccartc
cggtgatgca

aacrattgta

cagttrcacct
agccattgta
gttgctrgatg
tgcagtgaaa
ttataagcg
ataatagcga
ggttgatgtc
aaaagaaaaa
atrtccrtac
agaccaactg
taaaatgtaa
tatttaacta
aattrcatvag
acaagactcc
tagagatccg
tatttatttg
aagggcccga
caaatcattt
agatcceggg
trtacagaca
tatgttagag
tcetcaatag
ccgatggetg
agcagcaatc
tcgttcaaaa
crcgacgtaa
ttaggccgat
tttgccatag
gtagttgagc
actgtgcecg
atttcagacg
ggtggaggeg
gacggcggtt
ctggtttcgg

120

cectrticta
atgagacgca
arccagcatg
aaaatgctrty
caataaacaa
gaacagagaa
atgtagccaa
gaataaaccg
gcgaaatacg
gtaatggtag
tttacagtat
taatatattg
tceccctgt
aacgcgrrrg
tatttatagg
cgagatggret
ccrrtaattc
gtatattaat
gatccggrtra
attgttgtac
cgaaaatcaa
atttgtaaaa
gactatctaa
tagcrrrgrc
tattatgcge
acacgttaaa
tatcgregte
ccacacgacg
trtttggaat
atrtraattc
gcaaatctac
€aggcguggce
taggctcaaa

gcgeegtttt

tactattgtc
caaactaata
ataagataca
atttgtgaaa
grtccgagtet
atagcggceaa
atcgggaaaa
aacatccaaa
ggcagacatg
cgaccggege
agtattttaa
tgttgggttg
tgtaagtgat
gcgttttatt
ttttrttatt
atcattttaa
aacccaacac
taaaatacta
ttagtacatt
gtattttaat
atgattttca
taggtttcga
tggatttrcg
gatattcgte
trrtgtattct
taaagctrtgg
gtcccaaccc
cctattaatt
tatttctgat
agacaacacg
taatggceggce
tggcggcgga
rtgtcrcrrta

tggtttgacc

3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
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ggtctgagac
tctaaaggtg
atcgatrggtg
ggcggtgacy
ggcgcaggeg
ggtggeaatt
attregetat
taaagagatt
tacracagca
gtcaaaaacg
tgtgttgtcg
aaattgatgc
atatctacga
c¢gaaaactge
atctarttta
caattttaac
aaaaatctat
ctgtcccgat
caatattatt
caacgacata
cgattacgga
trrragrecg
gtgttaacat
atgtrggact
cacgttcgta
tgtagactca
ttgttttacg
ggaaaaccct
gcgtaatage
cgaatggcge
atggtgceact
gccaacacce
agcrgrgacc

cgcggacgaa

gagrgcgatet
cagcgggitg
gtggtggtgg
ccggtataat
ccgetggety
caatrattata
cgtttaccgt
gtcrcaaget
trgtagtgge
tcgrtggceaa
taaatgtigt
gratcaattt
ttcgtcatgg
aaaaacgtca
Tcgeacaage
gctgacgaaa
tttaatcacg
ttatttgaaa
agacagctgt
aaactcgaaa
ttgtgcaaac
gaaaaaattc
acaagtiget
tgaatagcat
acgttaacge
caaattacaa
agragaattc
ggcgttaccc
gaagaggeec
ctgatgcggt
ctcagtacaa
gcrgacgoge
gtctccggga
agggectegt

ES 2327229 T3

rrtttegtie
aggtrccgtc
tggaggeget
ttgtictggt
cacaacggaa
attggaatac
gccgatatye
cggatcgatc
gagacacttc
gcrttaaaat
ttttgataat
tgttgtrect
ccaccacaaa
aaactcggra
ccactagcaa
taaaagttca
grtccatcaa
cactacaaat
grgaageger
atgtcttata
acgaaaactc
gacacacaac
aaccggegge
gaagegtegt
tcgtgacttt
acaaattata
ccagettgge
aacttaateg
gcaccgatcg
attttetece
tctgetctga
cctgacggge
gctgcatgtyg

gatacgecta

ctaatagctt
ggcatrggtg
ggaatgttag
ttagtttgtt
ggtcgtetge
aaatcgtaaa
aacaaccget
ccgeacgecy
getgtegteg
atttaaaaga
ttgegeticc
attattgaat
tgctacgetg
taaaaraatc
attgtatttg
ccagttaatg
caaccaagtyg
taaaggcgag
caacgatity
tttcgaagca
acttagegtg
tatgcacgt
cgacacccat
cagcaataca
grgtactgee
aaacatgagt
actggeegtc
cctrgeagea
cecetreccaa
tacgcatctg
tgeegeatag
trgtergetc
tcagaggttt

tttttatagg
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ccaacaattg
gagcgggcyg
gcacgggaga
cgcgeacgat
ttcgaggeag
aatctgctat
caatgtaagc
ataacaagec
acgtacaigt
acarctctgt
gcagtaicga
aaataagartt
caaacgctgg
aacgggeget
cagaaaacaa

agcgaccace

atcgtgatgg

cttregtace
cacaagcaca
cttgatcgeg
cacgacggcea
tcgtitgace
Ttgaaaaaag
atgacattgg
taacaagata
ttttgtegta
grtttacaac
catcceectt

cagttgegea

‘tgcggtattt

ttaagccage
ceggeatceg
tcaccgteat

ttaatgtcat

rrgtergteg
caatrtcagac
aggtggrggc
tgtgggcacc
cgottggggt
aagcattgta
aattgrattg
fttrcattte
atgctttgtt
tcagcaccac
cacgttcaaa
gtacagattc
tacaatttta
trggcaaaat
trteggogea
caaattttat
actacattga
aacttgttag
attrcataca
tgtatgritg
cgttggagta
ggtacgeggc
cgaagacgaa
cgtrttaaaa
caacatagat

aaaatgccac

gtcgtgactyg

tcgecagetg
gcctgaatgg
cacaccgcat
ccegacacee
cttacagaca
caccgaaacg

gataataatg

5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
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gtticttaga
trtctctaaa
caataatatt
trtrttgegg
gatgcrgaag
aagatccttg
ctgctatgrg
atacactatt
garggcatga
gccaactrac
atgggggarc
aacgacgagc
actggcgaac
aaagttgcag
tctggagecyg
ccecreccgta
agacagatcg
tactcatata
aagatcctrtt
gcgtcagace
atctgctget
gagctaccaa
gtcctrctag
tacctegeec
accgggtrgg
ggrtcgtgea
cgtgagcatt
agcggcaggg
ctrtatagtc
tcaggggggc
trttgctggc
cgtattaccg
gagtcagtga
tggccgattc
cgcaacgcaa
crreeggetc

tatgaccatg

<212> Tipo: ADN

cgrcaggtgg
tacattcaaa
gaaaaaggaa
cattttgect
atcagttggg
agagttticg
gcgeggtatt
ctcagaatga
cagtaagaga
rtctgacaac
atgtaactcg
gtgacaccac
tactractct
gaccacttct
gtgagcgtgyg
tcgtagttat
ctgagatagg
tactttagat
ttgataatct
ccgtagaaaa
tgcaaacaaa
ctcrrettcc
tgtagccgta
tgcraatcct
actcaagacg
cacagcccag
gagaaagcgce
tcggaacagg
ctgtcggott
ggagccratg
crttrgerca
cctttgagtg
gcgaggaagc
attaatgcag
ttaatgtgag
gtatgitgtg

attacg
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cacttttegg
tatgtatccg
gagtatgagt
tccrgttrtt
tgcacgagtg
ccccgaagaa
atcccgtatt
cttggttgag
attatgcagt
gatcggagga
ccrtgatcgt
gatgcctgta
agcttccegg
gcgeteggec
gtctegeggt
ctacacgacg
tgcctcactg
tgattraaaa
catgaccaaa
gatcaaagga
aaaaccaccg
gaaggtaact
gttaggccac
gtraccagtg
atagtraccg
cttggagcga
cacgcrrece
agagcgcacg
tcgecacctce
gaaaaacgcc
catgttcttt
agctgatacc
ggaagagcge

ctggcacgac

ttagetcact

tggaattgig

ggaaatgtgce
ctcatgagac
attcaacatt
gcrcacccag
ggtrtacatcg
cgrtttccaa
gacgeeggge
tactcaccag
gctgccataa
ccgaaggage
tgggaaccgg
gcaatggcaa
caacaattaa
cttccggetg
atcattgcag
gggagtcagg
attaagcatt
ctrcattrtt
atcccttaac
tcttcttgag
ctaccagcgg
ggcttcagea
cacttcaaga
gctgetgeca
gataaggcge
acgacctaca
gaagggagaa
agggagcttc
tgactrgage
agcaacgegg
ccrgcgttat
gcrcgeegea
ccaatacgca

aggtttcceg

cattaggcac

agcggataac
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gcggaacccce
aataaccctg
teecgtgtege
aaacgctggt
aactggatct
tgatgagcac
aagagcaact
tcacagaaaa
ccatgagtga
taaccgette
agctgaatga
caacgttgcg
tagactggat
gctggttrat
cactggggce
caactatgga
ggtaactgtc
aatttaaaag
gtgagttitc
atcctrrere
tggtttgttt
gagcgcagat
actctgtragc
gtggcgataa
agcgygteggg
ccgaactgag
aggcggacag
c€agggggaaa
grcgattttt
cctrtttacg
ccecetgatte
gccgaacgac
aaccgectcet

actggaaagc

cccaggettt

aattwcacac

tattigtrta
ataaatgctt
ccrtattecc
gaaagtaaaa
caacagcggt
ttttaaagtt
cggtcgeege
gcatcttacg
taacactgceg
trigcacaac
agccatacca
caaactatta
ggaggcggat
tgctgataaa
agatggtaag
tgaacgaaat
agaccaagtt
gatctaggtg
gttccactga
tctgcgegta
gceggatcaa
accaaatact
accgectaca
gtcgrgtett
€trgaacgggg
atacctacag
gratccggta
cgcctggrat
gtgatgctcg
gttcetggec
tgtggataac
cgagegeage
cccegegegt
gggcagtgag
acactrtatg

aggaaacage

7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
3060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
3600
9660
9720
9780
9840
9900
9560

10020
10080
10096
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<211> Longitud: 10096
Nombre de la secuencia: SEC ID 169

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado
Nombre de la secuencia: SEC ID 169

Secuencia
<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética

<400> Hebra pre-secuencia:
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ggtaccggat ccagcatggt gtgtctgaag crccctggag getcctgcat gacagegetg 60
acagtgacac tgatggtgct gagctcccca ctggetttgt ccggagacac cggacctaag 120
tacgtcaagc agaacacact gaaactggcet tccggtggcg gatctctagt trccacgeggt 180
agtggaggcg gtggttccgg agacacgegt ccacgttrct tgrggcagct taagtttgaa 240
tgtcatttct tcaatgggac ggagcgggtg cggttgctgg aaagatgcat ctataaccaa 300
gaggagtccg tgcgettcga cagcgacgtg ggggagtacc gggcggtgac ggagctgggg 360
cggcctgatg ccgagtactg gaacagecag aaggacctcoc tggagcagag gcgggecgeg 420
gtggacacct actgcagaca caactacggg gttggtgaga gcettcacagt gcagceggega 480
gttgagccta aggtgactgt gtatccttca aagacccage ccctgcagea ccacaaccte 540
ctggtctgct ctgtgagtgg tttctatcca ggecagcattg aagtcaggrg gttccggaac 600
ggccaggaag agaaggcetgg ggtggrgtcc acaggcectga tccagaatgg agattggace 660
ttccagaccc tggtgatget ggaaacagtt ccteggagtg gagaggttta cacctgccaa 720
gtggagcacc caagtgtgac gageccctclc acagtggaat ggagagcacg gtctgaatct 780
gcacagagca aggtcgacgg aggeggtggg ggtagaatcg cccggctgga ggaaaaagtg 840
aaaaccttga aagctcagaa ctcggagetg gogtccacgg ccaacatgct cagggaacag 900
gtggcacagc ttaaacagaa agtcatgaac tactaggatc ¢ 941

<212> Tipo: ADN

<211> Longitud: 941

Nombre de la secuencia: SEC ID 170

Descripcién de la secuencia:

Codén preparado

Nombre de la secuencia: SEC ID 170

Secuencia

<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética
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<400> Hebra pre-secuencia:

MNAGVTQTPK FQVLKTGQSM TLQCAQDMNH EYMSWYRQDP GMGLRLIHYS VGAGITDQGE 60

VPNGYNVSRS TTEDFPLRLL SAAPSQTSVY FCASRPGLAG GRPEQYFGPG TRLTVT 116

<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 116
Nombre de la secuencia: SEC ID 171

Descripcioén de la secuencia:

Secuencia

<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética

<400> Hebra pre-secuencia:

MNAGVTQTPK FQVLKTGQSM TLQCAQDMNH EYMSWYRQDP GMGLRLIHYS VGAGITDQGE 60
VPNGYNVSRS TTEDFPLRLL SAAPSQTSVY FCASRPGLMS AXPEQYFGPG TRLTVT 116

<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 116
Nombre de la secuencia: SEC ID 172

Descripcién de la secuencia:

Caracteristica

Secuencia: SEC ID 172
<221> FeatureKey: MISC_FEATURE
<222> Localizacién de: 1
<222> Localizacién a: 116

Otra informacién: Donde x ese,qor

CDSJoin: No

Secuencia

<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética

<400> Hebra pre-secuencia:

MNAGVTQTPK FQVLKTGQSM TLQCAQDMNH EYMSWYRQDP GMGLRLIHYS VGAGITDQGE 60

VPNGYNVSRS TTEDFPLRLL SAAPSQTSVY FCASRPGLAG GRPEDQYFGP GTRLTVT 117

<212> Tipo: PRT
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<211> Longitud: 117
Nombre de la secuencia: SEC ID 173

Descripcién de la secuencia:

Secuencia

<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética

<400> Hebra pre-secuencia:

MNAGVTQTPK FQVLKTGQSM TLQCAQDMNH EYMSWYRQDP GMGLRLIHYS VGAGITDQGE
VPNGYNVSRS TTEDFPLRLL SAAPSQTSVY FCASRPGLVP GRPEQQFGPG TRLTVT

<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 116
Nombre de la secuencia: SEC ID 174

Descripcion de la secuencia:

Secuencia

<213> Nombre del organismo: Secuencia sintética

<400> Hebra pre-secuencia:

MNAGVTQTPK FQVLKTGQSM TLQCAQDMNH EYMSWYRQOP GMGLRLIHYS VGAGITDQGE
VPNGYNVSRS TTEDFPLRLL SAAPSQTSVY FCASRPGLAG GRPHPQFGPG TRLTVT
<212> Tipo: PRT
<211> Longitud: 116
Nombre de la secuencia: SEC ID 175

Descripcién de la secuencia:
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REIVINDICACIONES

1. Una particula de fago que presenta en su superficie un polipéptido TCR de una cadena (scTCR) o un par
polipeptidico de TCR dimérico (dTCR), en el que dicho scTCR estd constituido por un primer segmento una secuencia
del dominio variable de la cadena @ 0 ¢ del TCR fusionada con el extremo N de una secuencia extracelular del dominio
constante de la cadena a del TCR, un segundo segmento constituido por una secuencia del dominio variable de la
cadena 8 o y del TCR fusionada con el extremo N de una secuencia extracelular del dominio constante de la cadena
B del TCR, una secuencia espaciadora que liga el extremo C del primer segmento con el extremo N del segundo
segmento, 0 viceversa, y

un puente disulfuro entre los segmentos primero y segundo, en el que dicho puente disulfuro es uno que no tiene
equivalente en los receptores de células T af3 o yd nativos; en el que dicho par polipeptidico de dTCR estd constituido
por un primer polipéptido en el que una secuencia del dominio variable de la cadena @ o ¢ del TCR fusionada con el
extremo N de una secuencia extracelular del dominio constante de la cadena a del TCR

un segundo polipéptido en el que una secuencia del dominio variable de la cadena S o y del TCR estd fusionada
con el extremo N de una secuencia correspondiente a la secuencia extracelular del dominio constante de la cadena 8
del TCR, los polipéptidos primero y segundo, en el que estdn unidos por un puente disulfuro que no tiene equivalente
en los receptores de células T ¢f3 o yé nativos, en el que dicho puente disulfuro entre los segmentos primero y segundo
del scTCR, o entre los polipéptidos primero y segundo del dTCR, entre las cisternas sustituidas por los siguientes
pares de residuos en el ex6n 1 de TRAC*01 para la cadena @ del TCR y TRBC1#0 o TRBC2*01 para la cadena 8 del
TCR:

Cadena « del TCR Cadena § del TCR
Thr 48 Ser 57

Thr 45 Ser 77

Tyr 10 - Ser 17

Thr 45 Asp 59

Ser 15 Gluts

2. Una particula de fago segtin la reivindicacién 1, que es una particula de fago filamentoso.

3. Una particula de fago segtn la reivindicacion 1 o 2, en la que el extremo C de un miembro del par polipeptidico
del dTCR, o el extremo C del polipéptido scTCR, estd unido mediante un enlace peptidico a un residuo expuesto en la
superficie de la particula de fago.

4. Una particula de fago segiin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que el polipeptidico scTCR o
el polipéptido dTCR es humano y dicho puente disulfuro estéd entre los residuos de cisteina sustituidos por Thr48 del
ex6n 1 de TRAC*01 y Ser 57 del exén 1 de TRBC1#01 o TRBC2*01.

5. Una particula de fago segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que el polipeptidico del scTCR o el
polipeptidico dTCR es de mamifero aparte de humano y dicho puente disulfuro estd entre los residuos de cisteina
sustituidos por los equivalentes mamiferos relevantes de Thr48 del exén 1 de TPAC*01 y Ser 57 del ex6n 1 de
TRBC1*#01 o TRBC2*01 de los TCR humanos.

6. Una particula de fago segtin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que el TCR esta truncado por
el extremo C en el caso de un dTCR, o en extremo C en el caso de un scTCR, con respecto a dichos receptores de
células T nativos de modo que los residuos de cisteina que forman el puente disulfuro entre cadenas del TCR nativo
estan excluidas.

7. Una particula de fago segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que los residuos de cisteina que
forman el puente disulfuro entre cadenas nativo estan sustituidos por residuos que no son cisteina.

8. Una particula de fago segin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que los dTCR o scTCR pre-
sentados no presentan residuo de cisteina no apareado correspondientes a un residuo de cisteina no apareado presente
en el TCR nativo.

9. Una particula de fago segtin la reivindicacién 1, que es una particula de fago filamentoso que presenta en su

superficie un par polipeptidico receptor de células T dimérico (dTCR), en que dicho par estd constituido por un primer
polipéptido en el que una secuencia del dominio variable de la cadena a del TCR estd fusionada con el extremo
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N de una secuencia correspondiente a una secuencia extracelular del dominio constante de la cadena a del TCR, y
un segundo polipéptido en el que una secuencia del dominio variable de la cadena 8 del TCR esté fusionada con el
extremo N correspondiente a una secuencia extracelular del dominio constante de la cadena 8 del TCR, en los que
los polipéptidos primero y segundo estdn unidos por un puente disulfuro entre los residuos de cisteina sustituidos por
Thr48 del exén 1 de TRAC*01 y Ser 57 del exén 1 de TRBC1#01 o TRBC2*01, el extremo C de un miembro del par
polipeptidico dTCR estd unido mediante un enlace peptidico a una proteina de la cubierta del fago.

10. Una biblioteca diversa de particulas de fago segtin cualquiera de las reivindicaciones precedentes.

11. Una biblioteca diversa segun la reivindicacién 10, en la que la diversidad reside en el(los) dominio(s) variables
del par polipeptidico dTCR o polipéptido scTCR.

12. Un procedimiento para la identificacién de TCR con una caracteristica especifica, en el que dicho procedimien-
to comprende someter una biblioteca diversa de TCR presentados sobre particulas de fago segtin la reivindicacién 10
o la reivindicacién 11 a un proceso de seleccion que selecciona segiin dicha caracteristica, y aislar particulas de fago
que presentan un TCR que posee dicha caracteristica, y, opcionalmente, a un procedimiento de amplificacién para
multiplicar las particulas aisladas y/o un proceso de deteccion selectiva que mide dicha caracteristica, identificando
las particulas de fago que presentan un TCR con la caracteristica deseada y aislar estas particulas de fago y, opcional-
mente, a un procedimiento de amplificacién para multiplica las particulas aisladas.

13. Un procedimiento segtn la reivindicacion 12, en el que la caracteristica especifica es la mayor afinidad por un
ligando del TCR.
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Figura la

Atgcagaaggaagltggageagaactetggacceoctcagtgttccagagggagecatt
gecbetctecaactygcacttacagtgaccgaggttoccagtecticttctggtacaga
caatattctgggaaaagocctgagtigataatgtocatatactccaatggtgacaaa
gaagatggaaggtttacagecacagetcaataaageragecagtatgtttetetgete
atcagagachtceccagocecagtgattecagecacctacctotgtgecgttacaactgac
agetgggggaaattgeagtttggagcagggacecaggtrgtggtecaceecagatate
cagaaccctgaccctgecgtgtaccagetgagagactctaaateccagtgacaagtoet
gtetgectattecaccgatttitgattctcaaacaaatgtgtcacaaagtaaggattcet
gacgtgtatatcacagacaaaggggtgctagacatgaggtctatggacttcaagagc
aacagtgctgtggectggagcaacaaatctgactttgcatgtgcaaacgectcaac
aacagcattattcecagaagacaccttctteocccageccagaaagtticctaa
(SECID 147)

Figura 1b

atgaacgctggtgtcactcagaccccaaaattccaggtecectgaagacaggacagage
atgacactgeagtgtgeoccaggatatgaaccatgaatacatgtectggtategacaa
gacccaggeatggaggctgaggetgatteattactecagttggtgetggtatcactgac
caaggagaagtcocrcocaatggotacaatgtetccagatcaaccacagaggattteceg
ctcaggetgotgteggetygctoocteoccagacatctgtgtacttetgtgecageagy
ccgggactagegggagggcgaccagageagtacttegggecgggeaccaggeteacy
gtcacagaggacctgaaesaacgtgtteccacecgaggtegetgtgtttgagecatca
gaagcagagatcteccacacccaaaaggecacactggegtgectggecacaggcttce
taccccgaccacgtggagetgagetggtagggtgaatgggaaggaggtgcacagtggg
gtcggaacagacccgcagcccctcaaggagcagcccgccctcaatgactccagatac
gectctgageagecgectgagggtoetoggecaccttetggeaggacecooegeaaccac
ttcecgetgtcaagteccagttectacgggetetocggagaatgacgagtggaccecaggat
agggccaaacccgtecacccecagategtcecagegecgaggeectggggtagagcagactaa
(SEC 1D 148)
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MQ
KEVEQNSGPL
SNGDXEDGREF
GAGTQVVVTP
DVY ITDKCVL
PESS*

(SEC ID 149)

M

NAGVTQTPKF
GAGITDQGEV
RPEQYFGPGT
FYPDHVELSW
FWQDPRNHFR
(SEC ID 150)
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SVPEGAIASL
TAQLNKASQY
DIQNPDPAVY
DMRSMDFKSN

QVLKTGQSMT
PNGYNVSRST
RLTVTEDLKN
WVNGKEVHSG
CQVQFYGLSE

Figura 2a

NCTYSDRGSQ
VSLLIRDSQP
QLRDSKSSDK
SAVAWSNKSD

Figura 2b

LQCAQDMNHE
TEDFPLRLLS
VFPPEVAVFE
VCTDPQPLKE
NDEWTQDRAX
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SFFWYRQYSG
SDSATYLCAV
SVCLFTDFDS
FACANAFNNS

YMSWYRQDPG
AAPSQTSVYF
PSEAEISHTQ
QPALNDSRYA
PVTQIVSAEA

KSPELIMSIY
TTDSWGKLQF
QTNVSQSKDS
IIPEDTFFPS

MGLRLIHKYSV
CASRPGLAGG
KATLVCLATG
LSSRLRVSAT
WGRAD*
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Figura 3
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61
121
181
241
301
161
421
481
543
601
661
721
781
841
501
861

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1821
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
1061
KD B3
3181
3241
3301
Jle6l

gttaactacg
tttctaaata
ataatattga
ttttgecggea
tgctgaagat
gatcecttgag
gctatgtggce
acactateet
tggcatgaca
caacttracee
gggggatcat
cgacgagcgt
tggecgaacta
agttgcagga
tggagccagt
cteccegtate
acagatcget
ctcatatata
aagattgtat
aatttttgtt
aaatcaaaag
ctattaaaga
ccactacgtg
aatcggaacce
gaaaggaagg
cgctrgegegt
atctaggtga
ttccactgag
ctgcgcgtaa
ccggatcaag
ccaasatactg
cegecoctacat
tcgtgtetta
tgaacggggg
tacctacagce
tatceggtaa
gcectggrate
tgatgctegt
ttectggecot
accccagger
acaatttcac
ctatttcaag
sttactcgeg
cagtgttcca
gtocetteteco
ctccaatggt
tgtttceetg
tacaactgac
agatatccag
gtctgtetge
tgatgtgtat
cagtgcrgtg
cattattcca
tasgaattct
ttgttegrtt
tcectgaagac
tgtcctggta
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tcaggtggces
cattcaaata
aaaaggaaga
trttgectte
cagttgggtg
agttttcgecc
gcecggtattat
cagaatgact
gtaagagaat
crtgacaacga
gtaactcgcece
gacaccacga
ctractctag
ccactterge
gagcgtgggt
gtagttatct
gagataggtg
ctrtagattg
aagcaaatat
aaatcagctce
aatagcccya
acgtggacte
aaccatcacc
ctaaagggag
gaagaaagcg
aaccaccaca
agatcctrtet
cgtcagacce
tctgectgeott
agctaccaac
ttcttctagt
acckcgctct
cecgggttgga
gttcgrgcac
gtgagctatg
gcggcagggt
tttatagtcc
cagggggg9cy
tttgecrggcee
ttacactrta
acaggaaaca
gagacagtca
geeeageegg
gagggagcca
tggtacagac
gacaaagasg
ctcarcagag
agctggggga
aacceetgace
ctattcaccg
atcacagaca
gcctggagca
gaagacacct
ttaagaagga
ctattctcac
aggacagagce
tcgacaagac

Figura 4

cttttcggag
tgtatecget
gtatgagtat
ctgtttttge
cacgagtggg
ccgaagaacy
ccegtgttga
tggttgagta
tatgcagtge
tcggaggacce
ttgatcgtrg
tgcctgtage
cttececggcea
gcteggeccet
ctcgecggtat
acacgacggqg
cctcactgat
attetaceeeg
ttaaattgta
attttttaac
gatagggttg
caacgtcaas
caaatcaagt
ceececgatte
«aaggagegg
ccegecgegce
tgataatcic
cgtagaaaag
gcaaacaaaa
tcttetteeg
qrtagccgtag
gctaatce:g
ctcaagacga
acagcccage
agaaagcgcece
cggaacaqga
tgtogggeee
gagccectatgg
tretgctecac
tgctrecegge
gctatgacca
taatgaaata
ccatggecca
ttgccbctet
aatattctag
atggaaggrt
actcccagec
aattgcagtt
ctgecegrgta
attttgattc
aatgtgtget
acaaatctga
tcttecceccecag
gatatacata
agcgegeagg
atgacactge
ccaggcatgg

aaatgLgeqce
catgagacaa
rcaacattte
tcacccagaa
ttacatrcgaa
ttcrecaatg
cgeccgggeaa
ctcaccagtce
tgecataacce
gaaggagcta
ggaaccggag
satggcaacs
acaattaata
tccggotgge
cattgcagca
gagtcaggca
taagcactgg
grttgataate
aacgttaata
caataggccg
agtgttgttc
gggcgaaaaa
tttttggggt
agagcetrgsc
gcgctaggge
ttaatgcgeco
atgaccaaaa
atcaaaggat
aaaccaccgc
aasggtaactyg
ttaggccacc
ttaccagtgg
tagttaccgg
ttggagcgas
acgcttccceg
gagcgcacga
cgccacctcet
aaaaacgcca
atgtaastgty
tcgtatgrrg
tgattacgcce
cctottgect
gaaggaaglg
caactgcact
gaaaagcect
tacagcacag
cagtgattca
tggagcaggg
ccagctgags
tcaasacaaat
agacatgagyg
ctttgecatgt
cccagaaaqge
tgasaaaatt
ctggtgtcac
agtgtgcecca
ggctgagget

ggaaccccta
taaccctgat
cgtgtcgceccc
acgctggtga
ctggaccica
atgagcactyt
gagcaactcg
acagaaaagce
atgagtgata
accgectrett
ctgaatgaag
acgttgcgca
gactggatgg
tggtttattg
ctgggyccag
actatggatg
taactgtcag
agaaaagcce
tettrgrtaaa
aaatcggcaa
cagtttggaa
cecgtetatca
cgaggtgceg
godgQaaaqgeg
gctggcaagt
gctacagggc
teccettaacyg
cttcttgaga
taccagcggt
gcttcagecag
actuicaagaa
crgectgecag
ataaggegca
cgacctacac
asgggagaaa
gggagecttce
gacttgagcg
gcaacgcggce
agttagctca
tgtggaatteg
aagctacgta
acggceagccyg
gagcageact
tacagtgacc
gagttgataa
ctcaataaag
gccacctacce
acccaggttyg
gactctaaat
gtgtcacaaa
tctatggace
gcaaacgcecee
tectaataac
attattcgca
tcagaccecca
ggatatgaac
gattcattac

tergretact
aaatgcerica
ttattcccte
aagtaaaaga
acagcggtaa
ttaaagttct
gtcgeogeat
atcttacgga
acactgcggce
tgcacaacat
ccataccaan
aactartaac
aggcggataa
ctgataaatc
atggraagcc
aacgaaatag
accaagttta
caaaaacagy
attecgecgera
aatcccttat
caagagtcca
gggcegatgge
taaagcacta
aacgrggcega
gtagecggtea
gcgtaaaagg '
tgagttrtcyg
tceeetreet
ggtttgtttg
agcgcagata
ctctgtagca
tggcgataag
gcggtcgoge
cgaactgaga
ggcggacagg
agggggaaac
tcgatttttg
cttttracgg
ctcattaggce
tgagcggata
taataatatt
ctggattgtt
ctggaccccet
gaggttceca
tgtccatata
ccagecagta
ccegtgeegt
tggtcacccece
ccagtgacaa
gtaaggatetc
tcaagagecaa
tcaacaacag
ctaggttaat
attccrttag
aaattccagg
catgaataca
tcagttggtg



3421
3481
352]
3501
3681
1721
3781
3gal
3901
3561
021
4081
4141
4201
42651
a321
4381
4441
2501
4561
1621
4681
4741
4gQl
3861
4521
4381
5041
5101
5161
5221
5231
5341
5401
5461

ctggratcac
aggatttecee
ccageaggee
tcacggtcac
Taguagcaga
accccgacaca
gcacagacco
geageegoct
aagtecagtt
tcacceagat
arcaccatea
ttactaacygt
tatggaatge
yqorcectat
CrORGGAatgg
ttecgggers
agcecogctasa
ageataalag
zaggcactys
atgacgotra
atceat tegt
ctgacggegy
goggttctga
atttrgatra
aaaacgceget
crgcratecga
gtgattrege
raatgaataa
trgtecekbtag
teegtggtgt
ttqetaacat
tgagtcgtat
taccecaactt
ggrocgoace
rtggtaataa

(SEC ID 151)

ES 2327229 T3

tgaccaaggd
gctcaggetg
gggactagcy
asgaggacctg
gatctecceac
cotagagerq
gcagoccele
gagggtulcyg
ctacgggcea
cgtagcgro
tcartagact
ctggaasgac
tacaggegtt
tgggertgct
cggrrotgag
tacttatatce
tceeaateet
gtrcegasayr
ccccattaaa
crgqaacggt
ttgrgaatat
ctetgaglygt
g3gtagcgac
Lgaaaagaty
acagrctgac
togttrcatt
tggctctaat
ceteecgcaa
cgctgylaad
cttigeatrt
actgegtaat
racqgactga
aategecttyg
gatcgeoclt
ageoegetee

gaagtbtcccca
ctgtcggetyg
q3egggcegac
adgadacgtgr
acccaaaagg
agcragtggy
a3ggageagce
accaccrrct
tcggrgasaty
gaggeoLggyg
gttgaaagtc
gacaaaackt
gtagrergta
atcectgaaa
garggegyta
aaccctetcg
tcrecttgagyg
aggeaggggy
actrattacc
naartcagag
caaggocaat
ggttctggkg
tctgagagag
gcaaacgcta
gotaaaggea
ggtgacgert
tcccaaatygy
tarttaccrt
ccatatgaat
ctottatatg
aaggagtctt
cegtegtrrt
sagragatce
cCcaacagtt
ggegggeert

argactacaa
crceeoteeca
cagagcagta
TCCCACCTCA
ccacaciggt
tgaatgggaa
cecgecctoaa
ggcagiacec
acaajltggac
gtagageaga
gtttagcaaa
tagatcgtta
ctagrgacga
atgagggtgg
ctaaacctcc
acggcactta
agtctcagec
cattaactge
agracacker
dctgegettt
cgrctgacet
gcgqactctan
geggtteoeyyg
ataagggogr
aacTtgartce
ccggeecttge
crcaagtergy
ccecrecctea
tttotatega
rrgecaccre
sataaggtac
acaacgbcegt
cecktrege
gogeangoey
tosltt

tgtctececaga
gacatctgty
ctrcgageca
gatcgelgiy
grgeetggcece
agegytgreac
tgacteecdga
ccgeaacceas
ccaggataga
cyegaceaca
acecrakbacs
cgetaactat
aacteagtat
tggcteigayg
tgagtacqye
toogeerqge
tettaatact
tratacgqaqge
tgtatcatca
ccattelgac
gccteasaccet
gagtogtgge
ragragotot
tatgaccgaa
tgtenctact
taarggtaat
tgacgatgat
atcggtrgaa
tcgtgacoaa
rargtatgra
cctctagtca
guctggyaaa
agetgacgta
aatggecgaat

traaccacag
ractrolgty
ggraccaggco
tttgagccat
Acaggcrecet
agtggagtct
racgcrcrga
ttecgotgte
gacaaacoay
tctagacace
gaagattcal
gagagttglic
tacggtacac
q9tgaogott
gatacaccta
actgagcaaa
tecatgkrerc
actgttactc
aaacccatgt
tttaatgagyg
ccrgrecaaty
tetgagggey
ggctooggty
satgccgatg
galttacqgatyg
ggtgctactyg
aatrtcacett
rgrcgecett
ataaactrat
ttttoctucgt
aggectatag
acecetogegt
atancgaags
agcegcettege
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Figura 5
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Figura 6
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Esquema del constructo de presentacion al ribosoma del scTCR A6.C-

Kappa

ES 2327229 T3

Figura 7a

BooR1

AVAY

T7 cromotor  Secuencia Korak

agcrgcaget
Ggaagtggag
cctetetcaa
tacagacaat
caatggtgac
gccagtatgt
acctacctet
agcagggacc
garccggegg
caggtcctga
gaaccatgaa
ggctgattca
cccaatggcet
gergetgteg
ggccgggact
aggercacgg
tgtgetrgag
tggtgtgeet
tgggtgaatg
cetcaaggag
gcetgagggt
tgtcaagtce
tagggccaaa

cagacggtgg

aatacgactc
cagaactetg
ctgcactrac
attctgggaa
aaagaagatg
trctctgete
gtgcegttac
caggttgtgg
tggcgggrcyg
agacaggaca
tacatgtcct
ttacteagut
acaatgtctc
gctgectccet
agegygaggg
tcacagagga
ccatcagaag
ggccacagyc
ggaaggaggt
cageecgeee
ctecggecace
agttctacgg
ccegecacee

aggeggLrca

Y it Espaciagor

actataggaa
gacccctcag
agrgaccgag
aagccctgag
gaaggtttac
arcagagact
aactgacagc
tecaccggtay
aacgctggtg
gagcatgaca
ggtatcgaca
ggtgetggea
cagatcaacc
cccagacate
cgaccagage
cctgaaaaac
cagagatcte
ttctaceceg
gcacagtgeca
tcaatgacec
ttctggecagg
geteteggag
agatcgtcag

ctcagcagca

Figura 7b

caggccacca
tgrtccagag
gttcccagtc
ttgataatgt
agcacagcte
cccageecag
tgggggasat
aggcggttca
tcactcagac
ctgcagtgtyg
agacccagge
tcactgacca
acagaggatt
tgrgtactece
agtacricqg
gtgttcccac
ccacacccaa
accacgotgga
gtcagcacag
cagatacgct
acececegcaa
aatgacgagt
cgccgaggcee

ccctgacget

V bus

tgggccagaa
ggagccattg
cttcttctgg
ccatatacte
aataasgcca
tgattcagee
tgcagtttgyg
ggcggaggty
cccaaaattce
cccaggatat
atggggctga
aggagaagtc
tceecgeteag
tgtgecagca
gecegggeace
ccgaggtcge
aaggccacac
gctgagetgg
accegecagee
ctgagcagee
ccacttcege
ggacccagga
tggggtagag

gagcaaagca

CEeta

C-Kappa {ragnent
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gactacgaga aacacaaagt ctacgcctge geagtcacce atcagggect

gagttcgcee gtcacaaaga gcttcaaccg cggagagtca taagaattct

cag

(SEC ID 152)

Figura 7c
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Secuencia de puC18-T7

b3

7
141
211
281
i3Sl
421
491
561
631
701
771
841
811
$81
1051
1121
1191
1261
1331
1401
1471
1541
1611
1681
1751
1821
1891
1961
2031
2101
2171
2241
2311
2381
2451
2521
2591
2661

ctgetttccc
tccaccgtga
ataggcgagt
ttgtaaaggce
cgaccacttt
tcgecatect
atacaccgeg
ctractgaac
acgtcacgac
tcctecgattg
cttacttegg
gataattgac
aacgtcetgg
cgcacccaga
tgergeeeot
tcgtaaccat
attttectag
gtgactcgca
cgacgaacgt
aaaaggcettce
cecggtggtga
gacggtcace
cagecccgact
gatgtcgcac
cgteccagee
gcccaaageg
ttgcggtcgt
gcaatagggg
trgetggetc
cgecygcaaccyg
tgcgttaatt
caacacacct
gtcgattatg

ggagcactat
aaagcccctt
actctgttat
acagcgggaa
cattttctac
aggaactctce
ccataatagy
caoctkcatga
ggtattggta
gcgaaaaaac
tatggtttge
cgctrgatga
tgaagacgecg
gegeeatagt
cagtcegttg
tgacagerctg
atccactect
gtctggggea
ttgtttrrte
cattgaccga
agttctegag
gctattcagc
tgcoeeccaa
tcgatacret
ttgtcctete
gtggagactg
tgcgecggas
actaagacac
gegtcgetca
gctaagtaat
acactcaatc
taacactege
ctgagtygata

ES 2 327

Figura 8

gcggataaaa
tacacgcgee
tgggactatt
taagggaaaa
gacttctagt
aanagcygygyg
gcataactgc
gtggtcagtyg
ctcactattg
gtgttgtacce
tgctcgeact
atgagatcga
agccgggaag
aacgtcgtga
atacctactet
gttcaaatga
aggasaaact
tcttttctag
ggtggegatg
agtcgtctcg
acatcgtggce
acagaatggc
gcacgtgigt
ttcgeggtge
gegtgeteec
aactcgcage
aaatgccaag
ctattggcat
gtcactecget
tacgtecgacce
gagtgagtaa
ctattgttaa
tccetgtecy

229'T3

atatcceaatt
ttggggataa
racgaagtta
aacgccgraa
caacccacgt
cttecttgcaa
ggccegtet
terretegta
tgacgccggt
ccctagtaca
gtggtgerac
agggeegitg
gcegaccgac
ccececggrcta
gctrtatoery
gtatatatga
attagagtac
ttrcctagaa
gtcgccacca
cgtctatggt
ggatgtatgg
ccaacctgag
cgggtcgaac
gaagygetrtc
tcgaaggtcee
taaaaacact
gaccggaaaa
aatggcggaa
ccttecgectt
gtgctgtcca
tccgtgyggt
agtgtgtect
gtggtaccet

gcagcaaaat
ggaaagcggt
taccgcttac
gtgagagtca
cgcgggactg
acacagtctce

gtrgcageac
cgaccgeatt
cgceggactac
tgttagacga
cccgaacaga
caaaagtggc

tgacccotett
atcgetrcece
gcecataaaaqg
gactacggceg
cgagggecgt
agtagtggcect

gggaccgcaa
<g9ggcgtygge
aggaatgcgt
tatcaattcg
aggcgaatgt
ttgcgeget

(SEC ID 154)

acagtactat
acaaataaas
ttataacttt
aacggaaggad
gctcacccaa
3aggttacta
cgttgageca
gaatgectac
tgaatgaaga
ttgagcggaa
ggacatcgtt
ttaattratct
caaataacga
ccattcgygya
tctagcgact
aatctaacta
tggrrtragg
gaactctagg
aacaaacggce
ttatgacagg
agcgagacga
ttctgectatc
crecgetiget
cctetttecg
cecctrtgegy
acgagcagtc
cgaccggaaa
actcactcega
ctegeggget
aagggetgac
ccgaaatgtg
ttgtegatac
aggggcccat
tgggttgaat
tagcgggaag
agacacgeca
gtcggggetg
crgrtcgaca

tattaccaaa
bgatttatgt
ttccttctca
caaaaacgag
tgtagctiga
ctcgtgaaaa
gcggcgtatg
cgtactgtca
ctgttgctaqg
ctagcaaccee
accgttgttg
gacctaccte
ctatttagac
gggcatagca
ctatccacgg
aattttgaag
gaattgcact
aaaasaagac
ctagttctcg
aagatcacat
ttaggacaat
aatggcctat
ggatgtgget
cctgtccata
accatagaaa
ccececegeete
acgagtgtac
ctatggcgag
atgcgtttgy
ctteegeccg
aaatacgaag
tggtactaat
ggctcgaget
tagcygaacg
ggttgtcaac
taaagtgtgg
tgggcggetg
ctggcagagg

gaatctgcag
aagtttatac
tactcataag
tgggtecrttg
cctagagttg
tttcaagacg
tgataagagt
ttctcttaat
cctectgget
ttggcctcega
caacgcgrtt
cgecctatttc
ctcggccact
tcaatagatyg
agtgactaat
taaaaattaa
caaaagcaag
gecgcattaga
atggttgaga
cggcaccaat
gygtcaccgac
tcecgegtege
tgactctatg
ggccattege
tatcaggaca
ggataccttt
aagaaaggac
cggcgcgge
cggagagggg
tcactecgegt
gccgagcata
geggttcgac
taagtgaccy
tegtgtaggy
gegteggact
cgtataccac
tgggcgactg
ccectecgacgt



A6 scTCR-C-kappa

1

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001
1051
1101
1151
1201
1251

(SEC ID 155)

ccatgggcca
gagggagcca
gtccttettce
tgtccatata
ctcaataaag
cagtgattca
aattgcagtt
tcaggcggag
gaccccaaaa
gtgcccagga
ggcatggggce
ccaaggagaa
atttcceget
ttctgtgeca
¢gggeceggge
cacccgaggt
caaaaggcca
ggagctgagce
cagacccegca
gctctgagca
caaccacttce
agtggaccca
gcctggggta
gctgagcaaa
cccatcaggg
tcataagaat

ES 2327229 T3

clonado en

gaaggaagtg
ttgectetet
tggtacagac
ctccaatggt
ccagccagta
gccacctacce
tggagcaggg
gtggatccgy
ttcecaggtcce
tatgaaccat
tgaggctygat
gtccccaatg
caggcegetg
gcaggccyggg
accaggcectca
cgctgtgttt
cactggtgtg
tggtgggtga
gcccctecaag
gcecgectgag
cgctgtcaag
ggatagggcc
gagcagacgg
gcagactacg
cctgagtteg
te

Figura S

pUC19-T7

gagcagaact
caactgcact
aatattctgg
gacaaagaag
tgrtttctctyg
tetgtgecgt
acccaggttg
cggtggcggg
tgaagacagg
gaatacatgt
tcattactca
gctacaatgt
tcggectgcete
actagcggga
cggtcacaga
gagccatcag
cctggccaca
atgggaagga
gagcagcceceg
ggtctcggcece
tccagttcta
aaacccgtcea
tggaggeggt
agaaacacaa
cccgtcecacaa

138

ctggacccct
tacagtgacc
gaaaagccct
atggaaggtt
ctcatcagag
tacaactgac
tggtcaccgg
tcgaacgcetg
acagagcatg
cctggtateg
gttggtgetg
ctccagatca
cctcccagac
gggcgaccag
ggacctgaaa
aagcagagat
ggcttctacc
ggtgcacagt
ccctcaatga
accttctgge
cgggctctcg
cccagatcgt
tcactcagca
agtctacgcc
agagctrcaa

cagtgttcca
gaggttccca
gagttgataa
tacagcacag
actcccagcec
agctggggga
tggaggcggt
gtgtcactca
acactgcagt
acaagacccea
gratcactga
accacagagg
atctgtgtac
agcagtactt
aacgtgttcc
cteccacacce
ccgaccacgt
ggggtcagca
ctccagatac
aggaccccecg
gagaatgacg
cagcgccgag
gcaccctgac
rtgcgaagtca
ccgecggagag
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Figura 10

Ho ADH

12ng
60 ng
120 ng
600 ng

Lontrol biotinitado G4 dsTCR

+ biotin fisina ranscrito in vitro

seTCR Ab-c-Kappa + biotiniliisna transcrito in vitro

scTER AG

-C

Kappa 4 biotinlisina transcrito in vitro

...E

ﬁy &,

ctr.v-
&1

La proteina sc TCR A6-C-Kappa se muestra en esta transferencla tipo western con una flecha
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Figura 11

13 14 15
Calle 1 Marcador de ADN de 100 pb con biotina

Calle 2 Reaccion de scTCR AB-C-Kappa seleccionado frente a perlas de HLA-A2 TAX
Calle 3 Reaccion de scTCR A6-C-Kappa seleccionado frente a perlas de HLA-A2 TAX en
presencia de 10 microgramos de scTCR A6 soluble

Calle 4 Reaccion de scTCR A6-C-Kappa seleccionado frente a perlas control

Calle 5 Reaccion de no ADN control seleccionado frente a perias de HLA-A2 TAX

Calle 6 Reaccidn de no ADN control seleccionado frente a perlas de HLA-A2 TAX en
presencia de 10 microgramos de scTCR A6 soluble

Calle 7 Reaccién de no ADN control seleccionado frente a perlas control

Calles 8-12 y calle 13 son las calles 2-7 excepto que no se anadion transcriptasa inversa,
s6lo taq de alta fidelidad de Roche. Estos son los ADN control de contaminacién

Calle 13 RT-PCR control positivo
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Fiqurz 122

Clon 9 detz secuencia mutada de la cadena ﬁ del TCR A6
gutgatatcactcagacsecaaaaticeagatec!gaagacaggacaganeatgasactge agigtacceaggatalgaaceat
gaalacalglecigolatcgecaagacceaggealggggctyaggetgaticattactcagitggtgetggtateactgaccaagga
¢aagleeccasigactacaatglctecagatcaaccacagaggatticeogeicaggcigetgieggetgeicecieecagacalet
cigtacictgtgecageaggeegegaciagegggagagtgaccagageagtacticgggeeggaeaccaggeicacggteac
z9aggecclyaaaaacgigiiceraccegaggicgellgtitgagecatcagaageagagatclcceacacceasaaggeea
cactoglgtgecigeceacaggeticlacceegaceacytquagetaagciggigaq!gaatgagaaggaggtycacagigage
ctgeacagaccegeageeceltcaaggageageccgoccteaatgaciceagatacgetetgageageegeetgagagtetegg
ccaceiiclogeaggacoecegeaaccacticegalgicazgiecagtictacgggeleteggagaalgacyagtogacceagga

lagggesazactogiceceeagategicaccgeegaggeetygagtagageages
(SECID 156)

Figura 12b

Clon 3 ¢z ta secuencia de amincacides mutada ce la cadena  beta do TCRAS

AGVTQTPKFQVLKTGQS ¥TLQCAQDMNHEYMSWYRQDPCMGLRLIHYSVGAGITDQGEVP
NGYNVSRSTTEDFPLRLLSAAPSQTSVYFCASRPGLAGGXPEQYFGPGTRLTVIEDLKNVF

SPEVAVFEPSEAEISHTQKATLYCLATGFYPDHVELSWWVNGKEVHSGVCTDPQPLKEQPA
LNDSRYALSSRLRVSATFWQDPRNHFRCQVQFYGLSENDEWTQDRAKPVTQIVEAEAWGR

a0
(SECID 157

X indica la posicion del aminoacido correspondiente al codén de
terminacion “6palo” introducido, esto normalmente tendra como
resultado la sustitucion en este punto de un residuo de triptéfano (w) en
la cadena f§ del TCR

141



ES 2327229 T3

Figura 13

Clon 49 Secuencia mutada de ADN de 1a cadena beta del TCR A6

gctggigicactcagaccccaaaattccaggtectgaagacaggacagagceatgacactgtagtgtgeccaggatatgaaccat
gaatacatgicctgglatcgacaagacccaggeatggggctgaggcetgaticattactcagtiggtgetggtatcactgaccaagga
gaagtccccaatggetacaalgicteccagalcaaccacagaggatitceegetcaggetgetgleggetgceleecteccagacatct
gtgtactictgigececageaggecgggactagegggagggcgaccagagceagtacttcgggeegggcaccaggetcacggteac
agaggacctgaaaaacgtgticccacccgaggtegetgtgtitgagecatcagaagcagagatciceccacacccaaaaggeca
cactggligtgectggecacaggetictaccecegaccacgtggagetgagetqgtgggtgaatgggaaggaggtgcacagiggag
tctgcacagaccegeagecectcaaggageageccgecctcaatgactccagatacgetetgageageegectgaggotetcgg
ccacclictggcaggacceecgcaaccacticogetgtcaaglccagtictacgggcetctcggagaatgacgaglggaccecagga
tagggccaaaccegtcacceagatcgtcagegecgaggectggggtagageagac

(SEC ID 158)
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Figura 14a

Clon 134 Secuencia mutada de ADN de la cadena beta del TCR A6

gelgglgtcactcagaccccaaaattccagglcctgaagacaggacagageatgacacigeagigtgeccaggatatgaaceat
gaatacatgtcctgglatcgacaagacccaggcatggggctgaggctgancallactcaguggtgctggtatcaclgaccaagga
gaagtceccaatggetacaatgiciccagalcaaccacagaggatticcegeteaggetgetgleggetgetecetceccagacatet
glgtacttctgtgceicgaggecggggcetgatgagtgeggaaccagageagtacticgggecgggeaccaggetcacggtcac
agaggacctgaaaaacglgitcccacccgagglegelgtgtitgagecatcagaageagagalctcccacacccaaaaggeca
cactggtgtgcctggccaccggmctaccocgaccacgtggagctgagctggtgggtgaatgggaaggagg(gcacagtggggt
ctgcacagaccegeageccctcaaggageageccgecctcaalgactccagatacgelctgageageegecetgagggictegg
ccacctlctggcaggacceecgeaaccactteegetgtcaagiccagtictacgggceletcggagaatgacgagtggacccagga

tagggccaaacccglcacecagategicagegecgaggectggggtagageagactaagcettgaatic
(SEC 1D 159)

Figura 14b

Clon 134a Secuencia de aminoacidos mutada de la cadena beta del TCR

A6 (BlAcore) [Acore)
MNAGVTQTPKFQVLKTGASMTLQCAQDMNHEYMSWYRQDPGMGLRLIHYSVGAGITDQG
EVPNGYNVSRSTTEDFPLRLLSAAPSQTSVYFCASRPGLMSAEPEQYFGPGTRLTVTEDLK
NVFPPEVAVFEPSEAEISHTQKATLVCLATGFYPDHVELSWWVNGKEVHSGVCTDPQPLKE
QPALNDSRYALSSRLRVSATFWQDPRNHFRCQVQFYGLSENDEWTQDRAKPVTQIVSAEA

WGRAD®
{SEC 1D 160)

Figura 14c¢

Clon 134 Secuencia mutada de aminoacidos de {a cadena beta del TCR A6

(ELISA)
AGVTQTPKFQVLKTGQSMTLQCAQDMNHEYMSWYRQDPGMGLRLIHYSVGAGITDQGEVP
NGYNVSRSTTEDFPLRLLSAAPSQTSVYFCASRPGLMSAQPEQYFGPGTRLTVTEDLKNVF
PPEVAVFEPSEAEISHTQKATLVCLATGFYPDHVELSWWVNGKEVHSGVCTDPQPLKEQPA
LNDSRYALSSRLRVSATFWQDPRNHFRCQVQFYGLSENDEWTQDRAKPVTQIVSAEAWGR
AD

(SEC ID 161)
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Figuta 17a

atgcaggaggtgacacagattcetgeagetetgagtgtcccagaaggagaaaactiggtictcaactgeagtttcactgata
gegclatttacaacciccagtgpttiaggeaggaccetgggaaaggtetcacatetetgtigettaticagtcaagtcagaga

gagcaaacaagtggaagacttaatgectcgetggataaatcatcaggacgtagtactttatacattgeagetictcageelgg
tgactcagccacctacctetgtgetpgtgaggeccacatcaggaggaagelacatacctacatttggaagaggaaccagect
tattgttcatccgtatatccagaaccctgacectgecgtgtaccagetgagagactctaaatccagtgacaagteigtetgect
attcaccgattttgattctcaaacaaatgtgtcacaaagtaaggatictgatgtgtatatcacagacaaatgtgtgetagacatg
aggtctatggacttcaagageaacagtgetglggeciggageaacaaatetgactttgeatgtgcaaacgecttcaacaaca

geattattccagaagacaccttcttccccageccagaaagttectaa
(SEC 1D 162}

Figuta 17b

atgggtgtcactcagaccccaaaalliccaggtcctgaagacaggacagageatgacactgeagtglgeccaggatatgaa
ccatgaatacatgicctggtatcgacaagacccaggeatggggetgaggclgattcattactcagttggtgetggtatcactg
accaaggagaaglccccaatggcetacaatgtetccagatcaaccacagaggatticecgetcaggetgetgieggetgete
ccteccagacatctggtacttetgtgccageagtiacgtcgggaacaccggggagetgitttttggagaaggcetetaggetg
accgtactggaggacctgaaaaacgtgticccacccgaggtegetgtgtttgagecatcagaageagagalcleccacacce

caaaaggccacactggtgtgectggecacaggcetictacecegaccacgtggagetgagelggtpggtgaatgggaagg
aggtgcacagtggggtctgeacagaccegeageoccicaaggageageecgecctcaatgacicecagatacgetetgag
cagccgectgagggteteggecacctictggeaggaceeccgeaaccacttecgetgtcaagiceagttctacgggetete

ggagaatgacgagtggacccaggatagggccaaacccgtcacccagatcgtcagcgccgaggcctggggtagagcag
actaa
(SEC tD 183)
Figura 184

MQEVTQIPAALSVPEGENLVLNCSFTDSAIYNLQWFRQ
DPGKGLTSLLLIQSSQREQTSGRLNASLDKSSGRSTLYI
AASQPGDSATYLCAVRPTSGGSYIPTFGRGTSLIVHPYI
QNPDPAVYQLRDSKSSDKSVCLFTDFDSQTNVSQSKDS
DVYITDKCVLDMRSMDFKSNSAVAWSNKSDFACANAF
NNSIIPEDTFFPSPESSStop

{SEC 1D 164)

Figura 18b

MGVTQTPKFQVLKTGQSMTLQCAQDMNHEYMSWYRQ
DPGMGLRLIHYSVGAGITDQGEVPNGYNVSRSTTEDFP
LRLLSAAPSQTSVYFCASSYVGNTGELFFGEGSRLTVLE
DLKNVFPPEVAVFEPSEAEISHTQKATLVCLATGFYPDH
VELSWWVNGKEVHSGVCTDPQPLKEQPALNDSRYALS
SRLRVSATFWQDPRNHFRCQVQFYGLSENDEWTQDRA
KPVTQIVSAEAWGRAD Stop/(Sec 0 165)
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TICCTGGCCT
AAGGACCGGA
CTCATTAGGC
GAGTAATCCG
TGTGGAATTG
ACACCTTAAC
TGATTACGCC
ACTAATGCGG
TAATGAAATA
ATTACTTTAT
GCCCAGCCGG
CGGGTCGGCC
GAGTGTCCCA
CTCACAGGGT
GCGCTATTTA
CGCGATAAAT
ACATCTCTGT
TGTAGAGACA
ACTTAATGCC
TGAATTACGS
CAGCTTCTCA
GTCGAAGAGT
ACATCAGGAG
TGTAGTCCTC
TCTTCATCCG
ACAAGTAGGC
ACTCTAAATC
TGAGATTTAG
CAAACAAATG
GTTTGTITAC
ATGTGTGCTA
TACACACGAT
CCTGGAGCAA
GGACCTCGTT
ATTATTCCAG
TAATAAGCTC
TAGGTTAATT
ATCCAATTAA
TTATTCGCAA
AATAAGCGTT
TGGTGTCACT
ARCCACAGTGA
TGACACTGCA
ACTGTGACGT
CGACAAGACC
GOTGTTCTGG
TGGTATCACT
ACCATAGTGA
CAACCACAGA
GTTGCTGTCT
ACATCTGTGT
TGTAGACACA
GTTTTTTGGA
CAAAAAACCT
TGTTCCCACC
ACAAGGGTGG
CACACCCAAA
GTGTGGGTTT
CCACGTGGAG
GGTGCACCTC
TCTGCACAGA
AGACGTGTCT
AGATACGCTC
TCTATGCGAG
CCCCCGCAAC
GGGGGCGTTG
ATGACGAGTG
TACTGCTCAC
GCCGAGGCCT
CGGCTCCGGA

{SEC 1D 166)
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TTTGCTGGCC
AAACGACCGG
ACCCCAGGCT
TGGGGTCCGA
TGAGCGGATA
ACTCGCCTAT
AAGCTACGTA
TTCGATGCAT
CCTATTGCCT
GGATAACGGA
CCATGGCCAA
GGTACCGGTT
GAAGGAGAAA
CTTCCTCTIT
CAACCTCCAG
GTTGGAGGTC
TGCTTATTCA
ACGAATAAGT
TCGCTGGATA
AGCGACCTAT
GCCTGGTGAC
CGGACCACTG
GAAGCTACAT
CTTCGATGTA
TATATCCAGA
ATATAGGTCT
CAGTGACAAG
GTCACTGTTC
TGTCACAAAG
ACAGTGTTTC
GACATGAGGT
CTGTACTCCA
CAAATCTGAC
GTTTAGACTG
AAGACACCTT
TTCTGTGGAA
AAGAATTCTT
TTCTTAAGAA
TTCCTTTAGT
AAGGAAATCA
CAGACCCCAA
GTCTGGGGTT

GTGTGCCCAG
CACACGGGTC
CAGGCATGGG
GTCCGTACCC
GACCAAGGAG
CTGGTTCCTC
GGATTTCCCG
CCTARAGGGC
ACTTCTGTGC
TGAAGACACG
GAAGGCTCTA
CTTCCGAGAT
CGAGGTCGCT
GCTCCAGCGA
AGGCCACACT
TCCGGTGTGA
CTGAGCTGGT
GACTCGACCA
CCCGCAGCCC
GGGCGTCGGG
TGAGCAGCCG
ACTCGTCGGC
CACTTCCGCT
GTGAAGGCGA
GACCCAGGAT
CTGGGTCCTA
GGGGTAGAGC
CCCCATCTCG

TTTTGCTCAC
AAAACGAGTG
TTACACTTTA
AATGTGAAAT
ACAATTTCAC
TGTTAAAGTG
CTTAAGTATT
GAATTCATAA
ACGGCAGCCG
TGCCGTCGGC
ACAGGAGGTG
TGTCCTCCAC
ACTTGGTTCT
TGAACCAAGA
TGGTTTAGGC
ACCAAATCCG
GTCAAGTCAG
CAGTTCAGTC
AATCATCAGG
TTAGTAGTCC
TCAGCCACCT
AGTCGGTGGA
ACCTACATTT
TGGATGTAAR
ACCCGGATCC
TGGGCCTAGG
TCTGTCTGCC
AGACAGACGG
TAAGGATTCT
ATTCCTAAGA
CTATGGACTT
GATACCTGAA
TTTGCATGTG
AAACGTACAC
CTTCCCCAGC
GAAGGGGTOG
TAAGARGGSG
ATTCTTCCEC
TGTTCCTTTC
ACAAGGAAAG
AATTCCAGGT
TTAAGGTCCA
GATATGAACC
CTATACTTGG
GCTGAGGOTG
CGACTCCGAC
AAGTCCCCAA
TTCAGGGGTT
CTCAGGCTGC
GAGTCCGACG
CAGCAGTTAC
GTCGTCAATG
GGCTGACCGT
CCGACTGGCA
GTGTTTGAGC
CACARACTCG
GGTGTGCCTG
CCACACGGAC
GGGTGAATGG
CCCACTTACC
CTCAAGGAGC
GAGTTCCTCG
CCTGAGGGTC
GGACTCCCAG
GTCRAGTCCA
CAGTTCAGGT
AGGGCCARAC
TCCCGGTTTG
AGRCGCGGCC
TCTGOGCCGG

147

Figura 19a

ATGTAATGTG
TACATTACAC
TGCTTCCGGC
ACGAAGGCCG
ACAGGAAACA
TGTCCTTTGT
CTATTTCARG
GATAAAGTTC
CTGGATTGTT
GACCTAACAA
ACGCAGATTC
TGCGTCTAAG
CAACTGCAGT
GTTGACGTCA
AGGACCCTGG
TCCTGGGACC
AGAGAGCAAA
TCTCTCGTTT
ACGTAGTACT
TGCATCATGA
ACCTCTGTGC
TGGAGACACG
GGAAGAGGAA
CCTTCTCCTT
TGCCGTGTAC
ACGGCACATG
TATTCACCGA
ATAAGTGGCT
GATGTGTATA
CTACACATAT
CAAGAGCAAC
GTTCTCGTTG
CAARACGCCTT
GTTTGCGGAA
CCAGAAAGTT
GGTCTTTCAA
ATATACATAT
TATATGTATA
TATTCTCACA
ATAAGAGTGT
CCTGAAGACA
GGACTTCTGT
ATGAATACAT
TACTTATGTA
ATTCATTACT
TAAGTAATGA
TGGCTACAAT
ACCGATGTTA
TGTCGGCTGC
ACAGCCGACG
GTCGGGAARCA
CAGCCCTTGT
ACTGGAGGAC
TGACCTCCTG
CATCAGAAGC
GTAGTCTTCG
GCCACAGGCT
CGGTGTCCGA
GAAGGAGGTG
CTTCCTCCAC
AGCCCGCCCT
TCGGGCGGGA
TCGGCCACCT
AGCCGGTGGA
GTTCTACGGG
CAAGATGCCC
CCGTCACCCA
GGCAGTGGGT
GCA

CGT

AGTTAGCTCA
TCAATCGAGT
TCGTATGTTG
AGCATACAAC
GCTATGACCA
CGATACTGGT
GAGACAGTCA
CTCTGTCAGT
ATTACTCGCG
TAATGAGOGC
CTGCAGCTCT
GACGTCGAGA
TTCACTGATA
AAGTGACTAT
GAAAGGTCTC
CTTTCCAGAG
CAAGTGGAAG
GTTCACCTTC
TTATACATTG
AATATGTAAC
TGTGAGGCCC
ACACTCCGGG
CCAGCCTTAT
GGTCGGAATA
CAGCTGAGAG
GTCGACTCTC
TTTTGATTCT
AAAACTAAGA
TCACAGACAA
AGTGTCTGTT
AGTGCTGTGG
TCACGACACC
CAACAACAGC
GTTGTTGTCG
CCTAATAACC
GGATTATTGG
GAAAAAATTA
CTTTTTTAAT
GCGCGCAGGC
CGCGCGTCCG
GGACAGAGCA
CCTGTCTCGT
GTCCTGGTAT
CAGGACCATA
CAGTTGGTGC
GTCAACCACG
GTCTCCAGAT
CAGAGGTCTA
TCCCTCCCAG
AGGGAGGGTC
CCGGGGAGCT
GGCCCCTCGA
CTGAAARACG
GACTTTTTGC
AGAGATCTCC
TCTCTAGAGG
TCTACCCCGA
AGATGGGGCT
CACAGTGGGG
GTGTCACCCC
CAATGACTCC
GTTACTGAGG
TCTGGCAGGA
AGACCGTCCT
CTCTCGGAGA
GAGAGCCTCT
GATCGTCAGC
CTAGCAGTCG
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Figura 19b
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¢ccataaghey
aatcatgmue
actaatcagy
can:gnnggn
Aagptagestt
cohactatae
TgILactgay
toantbgToar
Loz lgeecaq
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(SEC ID 168)
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Figura 21
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61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
31212
3181

aattctactce
aaagcacgtg
taaaagattc
tgactagcga
gagcaataat
cgggcectgtt
ttcaagaatt
gcgtgecactg
acaccetggg
daattgaaag
ttaacaaata
gettegettg
attaggccgg
gttttccacg
gcacaacacc
caccactttg
cttttgcatg
gacctgcaaa
ctcttgtttt
gtgctcggtg
tttgatcgcyg
ccattcttgt
ggatttagta
gctgttagag
gtctacatga
cttggcecacg
ttctccaaat
ttgcaacaac
atgggggaac
gcgcaagcgg
acagttttga
tgacgcctac
ttcctecegtyg
gacgcacaag
gcaatattgg
gttygggcatg
agtgcgatta
tcgagtcaag
cgcgtatttt
ataatatatt
cgactatgat
tctgtgcacg
gaccecegta
tgtcggtgac
ggtgcgagaa
gagcgtcatg
aattgaccct
gactgcgatt
attttaaaaa
atgtcgtcga
acgatttgaa
actgttacat
ctctgacgca
tcaaatccca

gtaaagcgag
taaaatgttt
taatctgata
agaagatgtyg
cgatttaacc
atacaaaaaa
tattgacacg
cacacacggt
tattgecgccg
acaaaattac
ctttatccta
ctcegtttag
atattctcca
tacgtctttt
ggatgtttgce
gcaactaaat
gtttcctgga
tctrtggect
ttaacaagtt
aatgtcgcaa
ggatcgtact
aattctatgg
atgagcactg
gtagggcccce
acacgtatag
aaccggacct
ttaaattctc
tattgttitrt
atgcgecegcet
ctaaaacgtyg
tttgcatatt
aactccecege
tggccgaaca
tatctgtaca
caaattcgaa
tacgtccgaa
aaacgttgta
tgatcaaagt
aacaaactag
atgtatcgca
agagatcaaa
cgttccggea
gtgacaacga
gttaaaacta
gccgegaagt
tttagacaag
aactccatac
gtacatgetg
acgcagcaag
catgctgaac
agaaaacaat
tgcaaacgtg
tttctacaac
agatgtgtat
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Figura 22

ttgaaggatc
ccecgegegtt
tgttttaaaa
tggaccgcag
aacacgtcta
attcaagtac
gtaaaagaat
attaatcgca
caggaagcca
gttcaagatt
ttttcaaatt
cttgtagececg
ccacaatgtt
ggceggtaat
gcttgtccge
cggtgacctg
agceggtgta
cgatctgctt
ccteggrtt
tcagcttagt
tgecggtgea
cgtaaggcaa
tatgcggctg
cattttggat
ctttatcaca
gttggtcgceg
caattttaac
taacgcaaac
acaacactcg
ttgcgegtte
aacggcgatt
ccgegttgac
cgtcgagegg
ccgaatgatce
aatatataca
cgttgatrtg
catccteget
gtggaataat
ccatcttgta
cgtcaagaat
taaagcgcga
cgagcttrga
tcacgcccaa
ttaagccatc
atggcgaatg
aaagctacat
acggtattct
ttaacggctc
agaaacattt
aacaagatta
gtaccgcgeg
gtttcgtgtyg
cacgactcca
aaaccaccaa
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atatttagtt
ggcacaacta
cacctttgcyg
aacagatagt
aatattatga
ctggccagac

tacagaaaa
ccggttacat
tagatagatt
tattaattta
gttgcgettce
atcagtggeg
ggcaacgttg
agccgtaaac
ggggtattga
cgcgtecteot
catgeggtet
grtccttgatg
ttgcgecacc
caccaactgt
gagcacttga
tttggacttc
caaatacagc
ggtctgctca
aactgtatat
crctagcacg
gcgagecatt
taaacttatt
tcgttatgaa
aacgcggcaa
ttttaaatta
tcgctgcacce
gtggtcgatg
gtcgggcgaa
gttgggttgt
catgcaagcce
tttaatcatg
gtrttctttyg
agttagtttc
taacaatgcg
attaaatagc
ttgtaataag
aagaactgcce
caatcgaccg
catcgtataa
atttaattga
acaatggcgg
cgcccactat
gtatgaaaga
atatgcctcce
gcggtatgta
ccaagtgtga
agtgtgtggg
actgcecaaaa

gcgtttatga
tttacaatgc
gcccgagttg
aaaacaaaac
tggtgtgcat
tttgccgect
gtgtcecggce
ggtgtgcaga
cgaaaaagcc
attaatatta
ttccagegaa
ttgttccaat
atgttacgtt
gtagtgccgt
accgcgcgat
ttctgcatta
agatcagtca
gcaacgatgc
accgettgcea
ttgetetect
ggaattactet
ataatcagct
gggtcgecce
aataacgatt
tttaaactgt
taccgcaggt
ttgatacacg
gtggtaagca
cgcagacggc
acatcgcaaa
tcttatttaa
tcgagcagtt
accagecggeg
ggcacgtcgg
ttgcgcatat
gaaattaaat
ccgtegatta
tattcccgag
atttaatgcea
cececgttgteg
ttgcgacgca
tttttacgaa
gactacaaaa
trtagtcgaat
cgtgtggagt
tcccgatgat
ggttttggtc
taatgaaatt
atgcgtagaa
gtgtataaaa
caggaagagg
aaaccgatgt
tgaagtcatg
aatgaaaact

gataagattg
ggccaagtta
tttgcgtacg
cctagtattg
tttttgeggg
gaaagcatag
atgttggtgg
tatttaatgc
agaggtcaca
tttgcattct
ccaaaactat
cgacggtagg
tatgcttttg
cgecgegtcac
ccgacaaatc
trtcgretet
tgacgcgcegt
gttcaataaa
gcgegttigt
ccteeegttg
cttctaaaag
gaatcacgcc
ttttcacgac
tgtatrtatt
tagcgacgtce
tgaacgtatc
tgtgtcgatt
ataattaaat
geccggtetcg
agccaatagt
taaatagtta
cgttgacgcc
tgcecgcacge
cctccaagtg
ctatecgtggce
cattgcgatt
aatcgcgcaa
tcaagcgcag
actttatcca
catctcaaca
acgtgcacga
gcgatgacat
ttaccgagta
caggaccgcet
ccgctcatta
tttattgata
aaaatttccg
aaaaattcca
ggaaagaaaa
aaaatattga
tttatactaa
ttaatcaagg
catcttttaa
gtcgacaagc



3241
3301
3381
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3501
ig61
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4581
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6C01
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481

tctgtoogtt
aacaattata
atttgtagta
atcattttea
agacgcceottyg
attaacatag
gtcataaata
gtaatttaca
atttatataa
cgeagcettet
caaaatgttg
tgegageagt
tcacaaacty
ttgatgagtt
tttgtgatge
tgtcagaaag
aaataatacc
acgggaagta
agtttgtgtt
gecetgeecgy
tcagctggaa
ttaatataca
aattaaaggt
gegtatttet
ttcttgeteg
acaaaactgt
ttatctecat
aatatattag
tactgtaaat
tattaagcgce
aattcattaa
gcgtetttat
ttagttrcaa
ctcaacgeca
tgtgttttgt
ctttcatcac
acatatttaa
tegtegttag
gtgtcggcta
tgegggegtt
ttagaaagecyg
ggtggtggag
ggcggagygceyg
ggcaacacag
ggtoctgagac
tctaaaggty
atcgatgghg
ggcggtgecyg
ggcgcaggcoyg
ggtogcaatt
atttegetat
taaagagatt
tactacagca
gtcaaaaacg
tgtgttgtecg
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tgctggecaac
aatgctaaat
ttatctataa
aatgattcac
tcgtectbtott
ttattatcgt
tatatgtctt
acagtgctat
tcaatgaatt
tctagttcaa
tacgaaccgt
tgtttgttgt
gaaatgbcta
tggacaaace
tattgcttta
cagaccaaac
cgtatcacett
ggcteccatg
tttraaatag
ttattattat
ttcidatcty
aatgatttga
coceggeatee
gaatettgt
actctagttt
tacgaaaaca
gatccaataa
agttaaataa
tacattrttat
tagattctgt
atttataatc
atctgaattt
acaagggttyg
caaaactige
tttgtaataa
tgtcgttagt
catcgggogt
aagttgctte
acacgtecge
tttgggeggy
atggtgcagg
ctgatgataa
gaggtggtgg
tecggcaccte
gagtgcgatt
cagcgggttg
gtggtggtgy
ccggtataat
cegetggetg
caatattata
cgtttaccgt
gtetcaaget
ttgtagtgge
tegbtggeaa
taaatgttgt

tgcaagggte
ttgtttttta
ttgaaaacgc
agttaatttyg
cttegtatte
atccatatat
ttttaatggg
tttctggtay
tgggatcgtce
ttacaccatt
taaacaaaaa
taaaaataac
tcaatatata
acaactagaa
tttgtaacca
agcggttgga
ttgctgatat
ataaaaaagt
tacataatgg
ttttgacacc
tgattgtaaa
taataattct
tcaaatgcat
aaaatagcac
attaggccte
gtaaaatact
acctagaata
gaattattat
ttacaatcac
gegttgttga
tttagggtgg
aaatattaaa
tttttcecgaa
caaatcttgt
aggttogacg
gracaattga
gttagcttta
cygaagacgat
gatcaaattt
tttcaatcta
cggltggtaac
atctaccatce
cggtgatgea
aactattgta
ttttbeogtet
aggtteegte
tggaggcget
ttgttctggt
cacaacggaa
attggaatac
geegatattt
cggatcgate
gagacacttc
gcthtaaaat
tbttgataat
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tcaatectat
ttaacgatac
gtagttataa
cgacaatata
cttcteotett
gtatctatcyg
gtgtatagta
ttctteggag
ggttttgtac
ttttagcage
cagttecacct
agecattgta
gttgctgatg
tgcagtgaaa
ttataagctg
ataatagcga
ggttgatgtce
aaaagaaaaa
atttccttac
agaccaactg
taaaatgtaa
tatttaacta
aattteatag
acaagactcce
tagagatecg
tatttattrg
aagggeccga
caaatcatty

ttgtaattat
aaaccaaacyg
tegetgagge
attttattte
tcatectttct
tatagagtaa
cegotgegea
tgtgttgett
aatatgttge
accggattaa
ceoctttteta
atgagacgca
atccagcatg
aaaatgcttt
caataaacaa
gaacagagaa
atgtagccaa
gaataaaccy
gcgaaatacg
gtaatggtag
tttacagtat
taatatattg
tececeettgt
aacgcgtttg
tatttataqgy
cgagatggtt
cctttaatte
gtatattaat

agatcceggg ‘gatcoggtta

tttacagaca
tatgttagag
tecctcaatag
cecgatggetyg
agcagcaatce
tcgticaaaa
ctcgacgtaa
ttaggcegat
tttgccatag
gtagttgagce
actgtgcceyg
atttcagacyg
ggtggaggcg
gacggcggtt
ctggtttegg
ctaatagcrt
ggcattggtg
ggaatgttag
ttagtttgtt
ggtecgtetge
aaatcgtaaa
aacaaccget
ccgeacgecy
getgtegtceg
atttaaaaga
ttgegettee

attgttgtac
cgaaaatcaa
atttgtaaaa
gactatctaa
tagetttgte
tattatgcge
acacgttaaa
tatcgtegte
ccacacgacy
tttttggaat
attttaarte
geaaatctac
caggcgggge
taggctcaaa
gcgeegtiotet
ccaacaattyg
gageggycygyg
gracgggaga
cgcgeacgat
ttcgaggeag
aatctgectat
caatgtaagce
ataacaagce
acgtacatygt
acatcetetgt
gcagtatcga

tgaataataa
caagaagaac
aatatttaaa
cacataaact
cctcataaaa
attttrtgtt
tagtttttct
taattattaa
cggcatagta
cataactttc
tactattgtc
caaactaata
ataagataca
atttgtgaaa
gttcegagtt
atagcecggcaa
atcgggaaaa
aacatccaaa
ggcagacatyg
cgaccggege
agtattttaa
tgttgggttyg
tgtaagtgat
gcegttttatt
ttttrttatt
atcattttaa
aacccaacac
taaaatacta
ttagtacatt
gtattttaat
atgattttca
taggtttega
tggattttcg
gatattegrt
tttrgtattt
taaagcecttgg
gtooccaacce
coctattaatt
tatttctgat
agacaacacg
taatggcegge
tggcggcgga
tgtetettta
tggtttgacc
ttgtctgteg
caattcagac
aggtggtgac
tgtgggeacce
cgcttggggt
aagcattgta
aattgtattg
tttteatett
atgettigtt
tcagcaccac
cacgttcaaa



6541
6601
6661
6721
6781
6841
63501
6961
7021
7081
7141
7201
7261
7321
7381
7441
7501
7561
7621
7681
7741
7801
7861
7921
7981
8041
8101
8161
8221
8281
8341
8401
8461
8521
8581
8641
8701
8761
8821
8881
8841
8001
9061
g1z21
9181
8241
3301
9361
9421
9481
9541
9601
9661
9721
9781
5841
. 9901
83861

aaattgatge
atatctacga
cgaaaactgc
atctatttta
caattttaac
aaaaatctat
ctgteccgat
caatattatt
caacgacata
cgattacgga
trttagtecg
gtgttaacat
atgttggact
cacgttcgta
tgtagactca
ttgttttacg
ggaaaaccet
gecgtaatage
cgaatggege
atggtgcact
gccaacacce
agctgtgace
cgecggacgaa
gtttcttaga
tttttctaaa
caataatatt
ttttttgegy
gatgctgaag
aagatccttg
ctgctatgtyg
atacactatt
gatggcatga
gccaacttac
atgggggatc
aacggacgage
actggcgaac
aaagttgcag
tetggageeg
cececteccegta
agacagatceyg
tactcatata
aagatccttt
gogtecagace
atctgctget
gagctaccaa
gtccttctag
tacctegetco
accgggttgg
ggttcgtgea
cgtgagcatt
agcggcoagygyg
ctttatagte
tcagggggygc
ttttgetgge
cgtattaccyg
gagtcagtga
tggcecgattcoe
cgcaacgcaa

ES 2327229 T3

gecatcaattt
ttegtcatgg
aaaaacgtca
tegeacaage
gctgacgaaa
tttaatcacyg
ttatttgaaa
agacagctgt
aaactcgaaa
ttgtgcaaac
gaaaaaattce
acaagttget
tgaatagcat
acgttaacyge
caaattacaa
agtagaattc
ggegttaccee
gaagaggece
ctgargeggt
ctcagtacaa
gctgacgoge
gtctceggga
agggcctegt
cgtcaggtgg
tacattcaaa
gaaaaaggaa
cattttgecet
atcagttggyg
agagttttcg
gcgeggtatt
ctcagaatga
cagtaagaga
ttotgacaac
atgtaactcy
gtgacaccac
tacttactct
gaccacttct
gtgagecgtgg
tcgtagtrat
ctgagatagg
tactttagat
ttgataatct
cegtagaaaa
tgcaaacaaa
cterttttee
tgtageegta
tgctaatoeck
actcaagacyg
cacagececay
gagaaagege
tcggaacagyg
ctgtegggtt
ggagectatg
cttttgetea
cetttgagty
gegaggaage
attaatgcag
ttaatgtgag

tgttgtteet
Ccaccacaaa
aaactcggta
ccactagceaa
taaaagttca
gtteecatcaa
cactacaaat
gtgaagecget
atgtcttata
acgaaaactce
gacacacaac
aaccggegge
gaagceghtegt
tegtgacttt
acaaattata
ceagettgge
aacttaatcg
graccgatcg
atttictect
tctgctcectga
cetgacggge
getgecatgtyg
gatacgecta
cacttttcegg
tatgtatcog
gagtatgagt
toetgtbtet
tgcacgagtyg
cococcgaagaa
atccegtatt
cttggttygag
atratgcagt
gatcggagga
cecttgategt
gatgeetgta
agettocecqgy
gogetoggee
gtctegeggt
ctacacgacyg
tgectecactyg
tgatttaaaa
catgagcaaa
gatcaaagga
aaaaccaccey
gaaggtaact
gttaggecac
gttaccagtyg
atagttaccyg
ctrggagega
cacgcetteeoe
agagcgcacyg
tcgecaccte
gaaaaacgcce
catgttcttt
agctgatace
ggaagagege
ctggeacgac
ttagectcact
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attattgaat
tgetacgetyg
taaaataatc
attgtatrtg
ccagttaatg
caaccaagty
taaaggcgayg
caacgatttg
tttegaagea
acttagegty
tatgecacgtt
cgacacccat
cagcaataca
gtgtactgece
aaacatgagt
actggcegte
ccttgeagea
cectteccaa
tacgeatetyg
tgecegeatag
ttgtctgete
tcagaggtrt
tttctatagy
ggaaatgtge
ctcatgagac
attcaacatt
gectcaccocayg
ggttacateg
cghtttecaa
gacgooegggce
tactcaccag
goctgecataa
ccgaaggage
tgggaaccygg
gcaatggcaa
caacaattaa
cttcecggetyg
atcattgcag
gggagtcagyg
attaagcatt
ctteattett
atceceottaac
tcttettgag
ctaccagegg
ggcttcageca
cacttcaaga
gotgetgeea
gataaggege
acgacctaca
gaagggagaa
agggagcttc
tgacttgagce
agcaacgegy
cotgegttat
gotegeegea
ccaatacgea
aggrtteceg
cattaggcac

aagataagatt
caaacgetygyg
aacgggegcet
cagaaaacaa
agcgaccace
atcgtgatgg
ctttcocgtace
cacaagcaca
cttgategeg
cacgacggca
tegtttgact
ttgaaaaaagy
atgacattgg
taacaagata
ttkttgtegta
gttttacaac
catecccecoett
cagttgcgea
tgeggtattt
ttaagccage
ceggeatecg
tcaccgtcecat
ttaatgtcat
gcggaacccc
aataaccctyg
tecgtgtege
aaacgetggt
aactggatct
tgatgagcac
aagagcaact
tcacagaaaa
ccatgagtga
taaccgettt
agctgaatga
caacgttgeg
tagactggat
getggtittat
cactggggcece
caactatgga
ggtaactgtc
aatttaaaag
gtgagtttte
atcotbottt
tggtttgttr
gagcgcagat
actctgtage
gtggegataa
agcggtcggg
ccgaactgag
aggcggacag
cagggggaaa
gtegatttte
cetttttacyg
ceccectgatte
gecgaacgac
aaccgecegt
actggaaage
cecaggettt

gtacagattc
tacaattita
ttggcaaaat
ttteggegea
caaattttat
actacattga
aacttgttag
atttcataca
tgtatgtttg
cgttggagta
ggtacgeggce
cgaagacgaa
cgttttaaaa
caacatagat
aaaatgccecac
gtcgtgactg
tcgeocecagcety
gectgaatgg
cacaccgeat
ccegacacce
cttacagaca
caccgaaacyg
gataataatg
tarctgttra
ataaatgcett
ccttattecece
gaaagtaaaa
caacagcggt
ttttaaagt:
cggtegeoge
gcatcttacg
taacactgcyg
tttgcacaac
agccatacca
caaactatta
ggaggeggat
tgctgataaa
agatggtaag
tgaacgaaat
agaccaagtt
gatctaggtyg
gttccactga
tcrgegegta
gcecggatcaa
accaaatact
accgectaca
gtcgtgtcectt
ctgaacgggqg
atacctacag
gtatccggta
cgeetggtat
gtgatgcteg
gttecectggee
tgtggataac
cgagegeage
ceoegegegt
gggcagtgag
acactttatg
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10021 cttcecggectc gtatgttgtg tggaattgtg agcggataac aatttcacac aggaaacagce
10081 tatgaccatg attacg
(SEC iD 169}

PR Sitios de enzimas de restriccion
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1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
501

{SECID 170)

ggtaccggat
acagtgacac
tacgtcaagc

ES 2327229 T3

ccagcatggt
tgatggtgct
agaacacact

Figura 23

gtgtctgaag
gagctcecccea
gaaactgqct

agtggaggcg
tgtcatttct
gaggagtccg
cggcctgatg
gtggacacct
gttgagccta
ctggtctgct
ggccaggaag
ttccagaccce
gtggagcacc
gcacagagcea

gtggttcegg
tcaatgggac
tgegeettcga
ccgagtactg
actgcagaca
aggtgactgt
ctgtgagtgg
agaaggctgg
tggtgatgct
caagtgtgac
aggtcgacgg

agacacgegt
ggagcggygtyg
cagcegacgtg
gaacagccag
caactacggg
gtatccttca
tttctatcca
ggtggtgtcc
ggaaacagtt
gagccetcte
aggcggtggg

aaaacchtga*aagcbcaggaJEtéEBagptgﬁgcgtE%gcgg ccancat
gtggcacagcyﬁgéaagmgaa d@tcatgaac'ﬁg_taggatc c

ctccetggag
ctggctttgt
tccggtggceg
ccacgetrtct
cggttgetgg
ggggagtacc
aaggacctce
gttggtgaga
aagacccagce
ggcagcattg
acaggcectga
cctecggagtg
acagtggaat

gctcctgeat
ccggagacac
gatctctagt
tgtggcagct
aaagatgcat
gggcggtgac
tggagcagag
gcttcacagt
ccctgeagea
aagtcagqgtg
tccagaatgg
gagaggttta
ggagagcacg
e

gacagcgcetg
cggacctaag
tccacgcggt
taagtttgaa
ctataaccaa
ggagctgggg
gcgggaccgeg
gcagcggcga
ccacaacctce
gttccggaac
agattggacc
cacctgccaa
gtctgaatct

ggtagaatcg%gcc&ﬁétgga ggaaagggtg

e a

XXX
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Figura 24
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Figura 25
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Figura 26
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Figura 27
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Figura 28
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Figura 2%a
Respuesta
900 -
800 4
700 <
500 | r
500
400 4
309 4
200 4
o0 | ﬂ k
¢ !.>—--——.&- \
-300 + * ¥ T T 4 + + v
[ 800 1200 1800 2400 3000 3500 4200 4800 5400
Tiempo s
Figura 28b
800 -,
Respuesta 700 .|
RUJ
BOO
508
400 ]
300 o
200
100
0 .4
-100 T T T \S T ¥ ¥ T -
o 5 10 15 o0 28

INY-ESO TCR1 uM

161



ES 2327229 T3

Figura 30a
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Figura 31a
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Figura 32a
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Figura 33a
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Figura 34
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Figura 35
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Figuta 36
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‘Figura 37a
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Figura 38a

MNAGVTQTPKF QVLKTGQSMT LQCAQDMNHE YMSWYRQDPG
MGLRLIHYSV GAGITDQGEV PNGYNVSRST TEDFPLRLLS AAPSQTSVYF
CASRPGLAGG RPEQYFGPGT RLTVT (SECID171)

Figura 38b

MNAGVTQTPKF QVLKTGQSMT LQCAQDMNHE YMSWYRQDPG
MGLRLIHYSV GAGITDQGEV PNGYNVSRST TEDFPLRLLS AAPSQTSVYF
CASRPGLMSAXPEQYFGPGT RLTVT (01D 172)

X indica una posicion en la que pueden insentarse los aminoacidos €, Q

Figura 8¢

MNAGVTQTPKF QVLKTGQSMT LQCAQDMNHE YMSWYRQDPG
MGLRLIHYSV GAGITDQGEV PNGYNVSRST TEDFPLRLLS AAPSQTSVYF
CASRPGLAGG RPEDQYFGPGT RLTVT S£010173)

Figura 38d

MNAGVTQTPKF QVLKTGQSMT LQCAQDMNHE YMSWYRQDPG
MGLRLIHYSV GAGITDQGEV PNGYNVSRST TEDFPLRLLS AAPSQTSVYF
CASRPGLVPG RPEQQFGPGT RLTVT (SE€i0 174)

Figura 38d

MNAGVTQTPKF QVLKTGQSMT LQCAQDMNHE YMSWYRQDPG
MGLRLIHYSV GAGITDQGEV PNGYNVSRST TEDFPLRLLS AAPSQTSVYF
CASRPGLAGG RPHPQFGPGT RLTVT(SEC 10 175)
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10°

10°
FL1-H

10°

Figura 38b

10¢

104

Figura 3%a

i
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SALATIIC RIS

1

171

sinpuisar  + AG(134)Tet-PE
Flu (10°M) + A6(134)Tet-PE
Tax (10°M) + A6(134)Tet-PE
Tax (10°M) + A6(134)Tet-PE
Tax (10°M) + A6(134)Tet-PE

Sinpulsar -+ A6(134)Alexa 488
Flu (10°M) + A6(134)Alexa 488
Tax (10°M) + A6(134)Alexa 488

Tax (10°M) + A6(134)Alexa 488
Tax (10°M) + A6(134)Alexa 488
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