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DESCRIPCION
Tratamiento del cancer utilizando receptor de antigeno quimérico anti-EGFRvIII humanizado

Campo de la invencién

La presente invencién se refiere generalmente al uso de células T disefiadas para expresar un Receptor de Antigeno
Quimérico (CAR, por sus siglas en inglés) para tratar una enfermedad asociada con la expresion del Receptor del Factor
de Crecimiento Epidérmico Ill.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Aunque el sistema nervioso central (SNC) se considera a menudo inmunolégicamente privilegiado (Okada et al., 2009,
Crit Rev Immunol 29:1-42), estudios recientes de vacunas en pacientes con glioma maligno demostraron resultados
positivos (Aguilar et al., 2012, Curr Treat Options Oncol 13:437-450; Ruzevick, et al., 2012, Neurosurg Clin N Am 23:459-
470;15;y Okada et al., 2011, J Clin Oncol 29:330-336). Sin embargo, la eficacia de la vacuna, que depende de la actividad
inmune del huésped intacta, puede sufrir una supresién sistémica de la inmunidad debido a la expresion del tumor de las
citoquinas inmunosupresoras, asi como a la quimioterapia y a la radioterapia. Por otro lado, la terapia de transferencia
celular adoptiva (ACT, por sus siglas en inglés) con células T autélogas, especialmente con células T transducidas con
Receptores de Antigeno Quimérico (CARs), ha demostrado ser prometedora en ensayos piloto de cancer hematoldgico
(Kalos et al., 2011, Sci Transl Med 3(95):95ra73; y Porter et al., 2011, New England Journal of Medicine 365:725-733).

La expresion potenciada del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR, por sus siglas en inglés) se detecta
con frecuencia en una diversidad de carcinomas, que incluyen de mama, pulmén, cabeza y cuello, asi como glioblastoma.
Los reordenamientos espontaneos dentro del gen del receptor del EGF se identificaron por primera vez en tumores de
glioblastoma humano primario, y en casi todos los casos se ha informado de alteraciones en tumores con amplificacion
del EGFR. Tres tipos diferentes de mutantes resultan de estos reordenamientos. El mas comun es el receptor mutante
por delecion EGF de tipo Il (EGFRUVIII), que se caracteriza por la delecion de los exones 2-7 en el ARNm del EGFR. Estas
deleciones corresponden a los nucleétidos de ADNc 275-1075, que codifican los aminoacidos 6-276, presumiblemente a
través de cortes y empalmes o reordenamientos alternativos. La delecién de 801 pb dentro del dominio extracelular del
gen EGFR provoca un truncamiento en el marco de la proteina EGFR normal, lo que da como resultado un receptor de
145 kDa, creando con ello un epitopo inmunogénico y especifico para el tumor (revisado en Hatanpaa et al., 2010,
Neoplasia 12:675- 684; Mukasa et al., 2010, Proc Natl Acad Sci USA 107:2616-2621). La expresion de EGFRvIIl se ha
observado en muchos tipos de tumores, incluido el glioblastoma multiforme (GBM), pero rara vez se observa en tejido
normal. EGFRUVIII se expresa en 24% a 67% de los casos de GBM, y en pacientes que sobreviven 21 afio, la expresion
de EGFRUVIII es un indicador de prondstico negativo independiente (Heimberger et al., 2005, Clin.Cancer Res. 11:1462-
1466; Heimberger et al., 2005, J Transl. Med 3:38). Ohno et al. (2010, Cancer Science 101 (12): 2518-2524) describe un
receptor de antigeno quimérico que comprende un dominio de unién anti-EGFRvIII murino.

SUMARIO
La invencion se define en las reivindicaciones adjuntas.

La invencion se refiere, entre otras cosas, composiciones y métodos para controlar una respuesta inmune en pacientes
al proporcionar anticuerpos o fragmentos de anticuerpos optimizados y/o humanizados (p. €j., scFv) que se unen al
Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico Il (EGFRvIlI) integrado en una construccion del Receptor de Antigeno
Quimérico (CAR). Por ejemplo, pertenece al uso de células T disefiadas para expresar un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo que se une a EGFRuvIII, p. €j., un anticuerpo humanizado o fragmento de anticuerpo que se une a EGFRuIII,
integrado en un CAR para tratar un cancer asociado con la expresion de EGFRvIII. En algunos aspectos, pertenece a la
transferencia celular adoptiva que puede ser particularmente adecuada para pacientes con glioma, porque la
especificidad, el numero y el fenotipo funcional de células preparadas ex vivo pueden ser manipulados y controlados
mucho mejor que las células T nativas inducidas por la inmunizacion in vivo.

En esta memoria se describe una molécula de acido nucleico aislada que codifica un receptor de antigeno quimérico
(CAR), en donde el CAR comprende un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que incluye un dominio de unién anti-
EGFRuVIII (p. €j., un anticuerpo humanizado o fragmento de anticuerpo que se une especificamente a EGFRvIII), un
dominio transmembrana y un dominio de sefalizacién intracelular (p. ej., un dominio de sefalizacion intracelular que
comprende un dominio co-estimulante y/o un dominio de sefalizacién primario). En un aspecto de la divulgacién se
describe un CAR que comprende un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que incluye un dominio de unién anti-EGFRuvlI|
descrito en esta memoria (p. €j., un anticuerpo humanizado o fragmento de anticuerpo que se une especificamente a
EGFRuvIII tal como se describe en esta memoria), un dominio transmembrana descrito en esta memoria y un dominio de
sefalizacion intracelular descrito en esta memoria (p. €j., un dominio de sefalizacién intracelular que comprende un
dominio co-estimulante y/o un dominio de sefalizacion primario).
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Por lo tanto, la invencidon proporciona una molécula de &cido nucleico aislada que codifica un receptor de antigeno
quimérico (CAR), en donde dicho CAR comprende un dominio de unién anti-EGFRuvIIl, un dominio transmembrana y un
dominio de sefalizacion intracelular que comprende un dominio de sefalizacion primario, un dominio co-estimulante, o
tanto un dominio de sefializaciéon primario como un dominio co-estimulante, en donde el dominio de unién anti-EGFRvIII
codificado comprende una secuencia de aminoacidos con al menos un 99% de identidad de la secuencia con SEQ ID
NO:68 que comprende: (a) una region variable de inmunoglobulina de cadena pesada que comprende: (i) una CDR1 que
comprende la secuencia DYYIH (SEQ ID NO: 22); (ii) una CDR2 que comprende la secuencia RIDPENDETKYGPIFQG
(SEQ ID NO: 23); e (iii) una CDR3 que comprende la secuencia RGGVY (SEQ ID NO: 24); y (b) una region variable de
inmunoglobulina de cadena ligera que comprende: (i) una CDR1 que comprende la secuencia KSSQSLLDSDGKTYLN
(SEQ ID NO: 26); (ii) una CDR2 que comprende la secuencia LVSKLDS (SEQ ID NO: 27); e (iii) una CDR3 que comprende
la secuencia WQGTHFPGT (SEQ ID NO: 28)

En un aspecto de la divulgacion, el dominio de unién anti-EGFRvIII codificado comprende una regién variable de la cadena
ligera descrita en esta memoria (p. €j., en la Tabla 2 o SEQ ID NO: 11) y/o una regién variable de la cadena pesada
descrita en esta memoria (p. €j., en la Tabla 2 o SEQ ID NO: 11). En un aspecto, el dominio de unién anti-EGFRuvIII
codificado es un scFv que comprende una cadena ligera y una cadena pesada de una secuencia de aminoacidos de la
Tabla 2 o SEQ ID NO: 11. En un aspecto, el dominio de unién anti-EGFRUVIII (p. ej., un scFv) comprende: una regién
variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos una, dos o tres
modificaciones (p. €j., sustituciones) pero no mas de 30, 20 o 10 modificaciones (p. €j., sustituciones) de una secuencia
de aminoacidos de una regioén variable de la cadena ligera proporcionada en la Tabla 2 0 SEQ ID NO: 11, o una secuencia
con un 95-99% de identidad con una secuencia de aminoacidos de la Tabla 2 o SEQ ID NO: 11; y/o una regién variable
de la cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos una, dos o tres modificaciones
(p. €j., sustituciones) pero no mas de 30, 20 o 10 modificaciones (p. €j., sustituciones) de una secuencia de aminoacidos
de una regioén variable de la cadena pesada proporcionada en la Tabla 2 o SEQ ID NO: 11, o una secuencia con un 95-
99% de identidad con una secuencia de amino&cidos de la Tabla 2 o SEQ ID NO: 11. En un aspecto, el dominio de unién
anti-EGFRuvIll comprende una secuencia seleccionada de un grupo que consiste en SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 44, SEQ
ID NO: 50, SEQ ID NO: 56, SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 74, SEQ ID NO: 80, y SEQ ID NO: 86, o una
secuencia con un 95-99% de identidad con la misma. En una realizacién de la invencion, la secuencia de acido nucleico
que codifica el dominio de unién anti-EGFRvIII comprende una secuencia de SEQ ID NO: 68. En una realizacion, la
secuencia de acido nucleico que codifica el dominio de union anti-EGFRvIIl comprende una secuencia de SEQ ID NO: 69
0 una secuencia con un 95-99% de identidad con la misma. En un aspecto de la divulgacion, el dominio de union anti-
EGFRUuvIII codificado es un scFv, y una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos
descrita en esta memoria, p. €j., en la Tabla 2 o SEQ ID NO: 11, esta unida a una region variable de cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos descrita en esta memoria, p. €j., en la Tabla 2 o SEQ ID NO: 11, a través de
un enlazador, p. €j., un enlazador descrito en esta memoria. El dominio de union anti-EGFRvIII codificado puede incluir
un enlazador (Glys-Ser)n, en donde nes 1, 2, 3, 4, 5 0 6, preferiblemente 4 (SEQ ID NO: 110). La regioén variable de la
cadena ligera y la regién variable de la cadena pesada de un scFv pueden estar, p. €j., en cualquiera de las siguientes
orientaciones: region variable de la cadena ligera-enlazador-region variable de la cadena pesada o region variable de la
cadena pesada-enlazador-region variable de la cadena ligera.

En una realizacién, el CAR codificado incluye un dominio transmembrana que comprende un dominio transmembrana de
una proteina seleccionada del grupo que consiste en la cadena alfa, beta o zeta del receptor de células T, CD28, CD3
épsilon, CD45, CD4, CD5, CD8, CD9, CD16, CD22, CD33, CD37, CD64, CD80, CD86, CD134, CD137 y CD154. En una
realizacién, el dominio transmembrana codificado comprende una secuencia de SEQ ID NO: 15. En una realizacion, el
dominio transmembrana codificado comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos una, dos o tres
modificaciones (p. €j., sustituciones), pero no mas de 20, 10 o 5 modificaciones (p. €j., sustituciones) de una secuencia
de aminoé&cidos de SEQ ID NO: 15 o una secuencia con un 95-99% de identidad con una secuencia de amino&cidos de
SEQ ID NO: 15. En una realizacion, la secuencia de acidos nucleicos que codifica el dominio transmembrana comprende
una secuencia de SEQ ID NO: 8 o una secuencia con un 95-99% de identidad con la misma.

En una realizacién, el dominio de unién anti-EGFRuvlII codificado esta conectado al dominio transmembrana por una region
de bisagra, p. €j., una region de bisagra descrita en esta memoria. En una realizacion, la region de bisagra codificada
comprende SEQ ID NO: 14 o SEQ ID NO: 104 o SEQ ID NO: 106 o SEQ ID NO: 108, o una secuencia con un 95-99% de
identidad con la misma. En una realizacion, la secuencia de acidos nucleicos que codifica la regién de bisagra comprende
una secuencia de SEQ ID NO: 7 o SEQ ID NO: 105 o SEQ ID NO: 107 o SEQ ID NO: 109, o una secuencia con un 95-
99% de identidad con la misma.

En una realizacion, la molécula de &cido nucleico aislada comprende, ademas, una secuencia que codifica un dominio
co-estimulante, p. €j., un dominio co-estimulante descrito en esta memoria. En una realizacion, el dominio co-estimulante
codificado comprende un dominio de sefalizacion funcional de una proteina seleccionada del grupo que consiste en
0X40, CD2, CD27, CD28, CDS, ICAM-1, LFA-1 (CD11a/CD18), ICOS (CD278) y 4-1BB (CD137). En una realizacion, el
dominio co-estimulante codificado comprende una secuencia de SEQ ID NO: 16. En una realizacion, el dominio co-
estimulante codificado comprende una secuencia de SEQ ID NO 102. En una realizacién, el dominio co-estimulante
codificado comprende una secuencia de aminodcidos que tiene al menos una, dos o tres modificaciones (p. ej.,
sustituciones), pero no més de 20, 10 o 5 modificaciones (p. ej., sustituciones) de una secuencia de aminoacidos de SEQ
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ID NO: 16 0 SEQ ID NO: 102, o una secuencia con un 95-99% de identidad con una secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 16 0 SEQ ID NO: 102. En una realizacidn, la secuencia de acidos nucleicos que codifica el dominio co-estimulante
comprende una secuencia de SEQ ID NO: 9 o una secuencia con un 95-99% de identidad con la misma.

La molécula de acido nucleico aislada comprende una secuencia que codifica un dominio de sefalizacion intracelular, p.
ej., un dominio de sefalizacion intracelular descrito en esta memoria. En una realizacién, el dominio de sefalizacién
intracelular codificado comprende un dominio de senalizacion funcional de 4-1BB y/o un dominio de sefalizacion funcional
de CD83 zeta. En una realizacién, el dominio de sefalizacién intracelular codificado comprende un dominio de sefalizacién
funcional de CD27 y/o un dominio de sefalizacién funcional de CD3 zeta. En una realizacién, el dominio de sefializacion
intracelular codificado comprende la secuencia de SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 102 y/o la secuencia de SEQ ID NO: 17
o SEQ ID NO: 99. En una realizacién, el dominio de sefializacién intracelular comprende una secuencia de aminoacidos
que tiene al menos una, dos o tres modificaciones (p. gj., sustituciones), pero no mas de 20, 10 o 5 modificaciones (p. €;j.,
sustituciones) de una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16 y/o una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
17 0 SEQ ID NO: 99 o una secuencia con un 95-99% de identidad con una secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 16
0 SEQ ID NO: 102 y/o una secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 17 o SEQ ID NO: 99. En una realizacién, el dominio
de senalizacion intracelular codificado comprende la secuencia de SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO:102 y la secuencia de
SEQ ID NO: 17 o SEQ ID NO: 99, en donde las secuencias que comprenden el dominio de sefalizacién intracelular se
expresan en el mismo marco y como una cadena polipeptidica Unica. En una realizacion, la secuencia de acidos nucleicos
que codifica el dominio de sefializacion intracelular comprende una secuencia de SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 103 o una
secuencia con un 95-99% de identidad con la misma, y/o una secuencia de SEQ ID NO: 10 o SEQ ID NO: 100, o una
secuencia con un 95-99% de identidad con la misma.

La molécula de acido nucleico aislada que codifica la construccién CAR puede comprender una secuencia conductora, p.
ej., una secuencia conductora descrita en esta memoria, p. ej., de SEQ ID NO: 13, una regién de bisagra descrita en esta
memoria, p. ej., de SEQ ID NO: 14 o SEQ ID NO: 104 o SEQ ID NO: 106 o SEQ ID NO: 108, un dominio transmembrana
descrito en esta memoria, p. €j., que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 15, y un dominio de sefalizacion intracelular, p.
€j., un dominio de sefalizacion intracelular descrito en esta memoria. En una realizacién, el dominio de sefalizacién
intracelular codificado comprende un dominio co-estimulante, p. ej., un dominio co-estimulante descrito en esta memoria,
p. €j., un dominio co-estimulante 4-1BB que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 16, y/o un dominio de sefalizacién
primaria, p. €j., un dominio de sefalizacién primaria descrito en esta memoria, p. €j., un dominio estimulante CD3 zeta
que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 17 o SEQ ID NO: 99. En una realizacion, el dominio de sefalizacién intracelular
codificado comprende un dominio co-estimulante, p. €j., un dominio co-estimulante descrito en esta memoria, p. €j., un
dominio co-estimulante CD27 que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 102, y/o un dominio de sefalizacion primaria, p.
€j., un dominio de sefalizacion primaria descrito en esta memoria, p. €j., un dominio estimulante CD3 zeta que tiene una
secuencia de SEQ ID NO: 17 o SEQ ID NO: 99. En una realizacion, el dominio de sefalizacion intracelular codificado
comprende un dominio co-estimulante, p. €j., un dominio co-estimulante descrito en esta memoria, p. €j., un dominio co-
estimulante 4-1BB que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 16, y un dominio de sefalizacion primaria, p. €j., un dominio
de sefalizacion primaria descrito en esta memoria, p. €j., un dominio estimulante CD3 zeta que tiene una secuencia de
SEQ ID NO: 17 o SEQ ID NO: 99. En una realizacion, el dominio de sefializacion intracelular codificado comprende un
dominio co-estimulante, p. ej., un dominio co-estimulante descrito en esta memoria, p. €j., un dominio co-estimulante CD27
que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 102, y un dominio de sefalizacién primaria, p. ej., un dominio de sefalizacién
primaria descrito en esta memoria, p. €j., un dominio estimulante CD3 zeta que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 17 o
SEQ ID NO: 99. En una realizacion, la molécula de acido nucleico aislada que codifica la construccion CAR incluye una
secuencia conductora codificada por la secuencia de acidos nucleicos de SEQ ID NO: 6, o una secuencia con un 95-99%
de identidad con la misma. En una realizacién, la molécula de acido nucleico aislada que codifica la construccion CAR
incluye una secuencia del dominio de union anti-EGFR codificada por la secuencia de acidos nucleicos de SEQ ID NO:
69 o una secuencia con un 95-99% de identidad con la misma. En una realizacion, la molécula de &cido nucleico aislada
que codifica la construccion CAR incluye una secuencia de transmembrana codificada por la secuencia de acidos
nucleicos de SEQ ID NO: 8, o una secuencia con un 95-99% de identidad con la misma. En una realizacién, la molécula
de acido nucleico aislada que codifica la construccion CAR incluye una secuencia del dominio de sefalizacion intracelular
codificada por la secuencia de acidos nucleicos de SEQ ID NO: 9, o una secuencia con un 95-99% de identidad con la
misma y/o una secuencia de acidos nucleicos de SEQ ID NO: 10, o una secuencia con un 95-99% de identidad con la
misma.

En una realizacién, la molécula de acido nucleico aislada comprende (p. €j., consiste en) un acido nucleico que codifica
una secuencia de aminoacidos CAR de SEQ ID NO: 73, o una secuencia de aminoacidos que tiene al menos una, dos,
tres, cuatro, cinco, 10,15, 20 o 30 modificaciones (p. €j., sustituciones) pero no mas de 60, 50 o 40 modificaciones (p. €j.,
sustituciones) de una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 73, o una secuencia de aminoacidos que tiene una
identidad de 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 73

En una realizacion, la molécula de acido nucleico aislada comprende (p. €j., consiste en) una secuencia de acidos
nucleicos de SEQ ID NO: 72 o una secuencia de acidos nucleicos que tiene una identidad de 85%, 90%, 95%, 96%, 97%,
98% 0 99% con una secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 72.
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En una realizacién, el dominio de union anti-EGFRvIII codificado comprende una regién variable de la cadena ligera en
SEQ ID NO: 68 y/o una region variable de la cadena pesada en SEQ ID NO: 68. En una realizacion, el dominio de unién
anti-EGFRUVIIl codificado es un scFv que comprende una cadena ligera y una cadena pesada de la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 68. En un aspecto de la divulgacion, el dominio de unién anti-EGFRUVIII (p. €j., un scFv)
comprende: una region variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos
una, dos o tres modificaciones (p. ej., sustituciones) pero no mas de 30, 20 o 10 modificaciones (p. €j., sustituciones) de
una secuencia de amino&cidos de una region variable de la cadena ligera proporcionada en SEQ ID NO: 38, 44, 50, 56,
62, 68, 74 u 80, o0 una secuencia con un 95-99% de identidad con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 38, 44,
50, 56, 62, 68, 74 u 80; y/o una regién variable de la cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que
tiene al menos una, dos o tres modificaciones (p. €j., sustituciones) pero no mas de 30, 20 o 10 modificaciones (p. €j.,
sustituciones) de una secuencia de aminoacidos de una region variable de la cadena pesada proporcionada en SEQ ID
NO: 38, 44, 50, 56, 62, 68, 74 u 80, 0 una secuencia con un 95-99% de identidad con una secuencia de aminodcidos en
SEQ ID NO: 38, 44, 50, 56, 62, 68, 74 u 80. En una realizacion, el dominio de unién anti-EGFRvIIl comprende una
secuencia seleccionada de un grupo que consiste en SEQ ID NO: 68. En una realizacion, la secuencia de acido nucleico
que codifica el dominio de unién anti-EGFRvIII comprende una secuencia seleccionada de un grupo que consiste en SEQ
ID NO: 69 o una secuencia con un 95-99% de identidad con la misma. En un aspecto de la divulgacion, el dominio de
union anti-EGFRUVIII codificado es un scFv, y una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de
aminoacidos descrita en esta memoria, p. €j., en la Tabla 2, esta unida a una region variable de la cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos descrita en esta memoria, p. €j., en la Tabla 2, a través de un enlazador, p.
ej., un enlazador descrito en esta memoria. En una realizacién, el dominio de unién anti-EGFRuvIIl codificado incluye un
enlazador (Glys-Ser)n,endonde nes 1, 2, 3, 4, 5 0 6, preferiblemente 4 (SEQ ID NO: 110). La regién variable de la cadena
ligera y la regién variable de la cadena pesada de un scFv pueden estar, p. €j., en cualquiera de las siguientes
orientaciones: region variable de la cadena ligera-enlazador-region variable de la cadena pesada o region variable de la
cadena pesada-enlazador-region variable de la cadena ligera.

La invencion proporciona una molécula de polipéptido aislada codificada por una molécula de &cido nucleico de la
invencion. En una realizacion, el polipéptido aislado comprende una secuencia de SEQ ID NO: 73, o una secuencia con
un 95-99% de identidad con la misma.

En esta memoria se describe una molécula de receptor de antigeno quimérico (CAR) aislada, que comprende un dominio
de union anti-EGFRVIII (p. ej., un anticuerpo humanizado o fragmento de anticuerpo que se une especificamente a
EGFRuvIII), un dominio transmembrana y un dominio de sefalizacion intracelular (p. €j., un dominio de sefalizacion
intracelular que comprende un dominio co-estimulante y/o un dominio de sefalizacién primario).

Por lo tanto, la invencion proporciona una molécula de receptor de antigeno quimérico (CAR), en donde dicha molécula
de CAR comprende un dominio de union anti-EGFRUvIIl, un dominio transmembrana y un dominio de sefalizacién
intracelular que comprende un dominio de sefalizacién primario, un dominio co-estimulante, o tanto un dominio de
sefalizacion primario como un dominio co-estimulante, en donde el dominio de union anti-EGFRuvlII codificado comprende
una secuencia de amino&cidos con al menos un 99% de identidad de la secuencia con SEQ ID NO:68 que comprende:
(a) una regién variable de inmunoglobulina de cadena pesada que comprende: (i) una CDR1 que comprende la secuencia
DYYIH (SEQ ID NO: 22); (ii) una CDR2 que comprende la secuencia RIDPENDETKYGPIFQG (SEQ ID NO: 23); e {iii)
una CDRB3 que comprende la secuencia RGGVY (SEQ ID NO: 24); y (b) una regién variable de inmunoglobulina de cadena
ligera que comprende: (i) una CDR1 que comprende la secuencia KSSQSLLDSDGKTYLN (SEQ ID NO: 26); (ii) una CDR2
que comprende la secuencia LVSKLDS (SEQ ID NO: 27); e (iii) una CDR3 que comprende la secuencia WQGTHFPGT
(SEQ ID NO: 28). En un aspecto, el CAR comprende un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que incluye un dominio de
unién anti-EGFRvIII descrito en esta memoria (p. €j., un anticuerpo humanizado o fragmento de anticuerpo que se une
especificamente a EGFRvIII tal como se describe en esta memoria), un dominio transmembrana descrito en esta memoria
y un dominio de sefalizacion intracelular descrito en esta memoria (p. €j., un dominio de sefalizacion intracelular que
comprende un dominio co-estimulante y/o un dominio de sefializacion primario descrito en esta memoria).

En un aspecto de la divulgacion, el dominio de unién anti-EGFRvIIl comprende una regién variable de la cadena ligera
descrita en esta memoria (p. €j., en la Tabla 2 o SEQ ID NO: 11) y/o una region variable de la cadena pesada descrita en
esta memoria (p. €j., en la Tabla 2 o SEQ ID NO: 11). En un aspecto de la divulgacién, el dominio de unién anti-EGFRuvIII
es un scFv que comprende una cadena ligera y una cadena pesada de una secuencia de aminoacidos de la Tabla 2 o
SEQ ID NO: 11. En un aspecto de la divulgacion, el dominio de unién anti-EGFRUvIII (p. €j., un scFv) comprende: una
region variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos una, dos o tres
modificaciones (p. €j., sustituciones) pero no mas de 30, 20 o 10 modificaciones (p. €j., sustituciones) de una secuencia
de aminoacidos de una regién variable de la cadena ligera proporcionada en la Tabla 2 o SEQ ID NO: 11, o una secuencia
con un 95-99% de identidad con una secuencia de amino&cidos de la Tabla 2 o SEQ ID NO: 11; y/o una regién variable
de la cadena pesada que comprende una secuencia de amino&cidos que tiene al menos una, dos o tres modificaciones
(p. €j., sustituciones) pero no mas de 30, 20 o 10 modificaciones (p. ej., sustituciones) de una secuencia de aminoacidos
de una region variable de la cadena pesada proporcionada en la Tabla 2 o SEQ ID NO: 11, o una secuencia con un 95-
99% de identidad con una secuencia de aminoacidos de la Tabla 2 o SEQ ID NO: 11. En un aspecto de la divulgacion, el
dominio de unién anti-EGFRvIIl comprende una secuencia seleccionada de un grupo que consiste en SEQ ID NO: 38,
SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 56, SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 74, SEQ ID NO: 80 y SEQ
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ID NO: 86, o una secuencia con un 95-99% de identidad con la misma. En un aspecto de la divulgacién, el dominio de
unién anti-EGFRvIIl es un scFv, y una regién variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos
descrita en esta memoria, p. €j., en la Tabla 2 o SEQ ID NO: 11, esta unida a una regién variable de la cadena pesada
que comprende una secuencia de aminoacidos descrita en esta memoria, p. €j., en la Tabla 2 o SEQ ID NO: 11, a través
de un enlazador, p. €j., un enlazador descrito en esta memoria. En una realizacion, el dominio de union anti-EGFRuvlII
incluye un enlazador (Glys-Ser)n, en donde nes 1, 2, 3, 4, 5 o0 6, preferiblemente 4 (SEQ ID NO: 110). La regién variable
de la cadena ligeray la regién variable de la cadena pesada de un scFv pueden estar, p. €j., en cualquiera de las siguientes
orientaciones: region variable de la cadena ligera-enlazador-region variable de la cadena pesada o regién variable de la
cadena pesada-enlazador-region variable de la cadena ligera.

En una realizacion, la molécula de CAR aislada comprende un dominio transmembrana de una proteina seleccionada del
grupo que consiste en la cadena alfa, beta o zeta del receptor de células T, CD28, CD3 épsilon, CD45, CD4, CD5, CDS8,
CD9, CD16, CD22, CD33, CD37, CD64, CD80, CD86, CD134, CD137 y CD154. En una realizacién, el dominio
transmembrana comprende una secuencia de SEQ ID NO: 15. En una realizacion, el dominio transmembrana comprende
una secuencia de aminoacidos que tiene al menos una, dos o tres modificaciones (p. €j., sustituciones), pero no mas de
20, 10 o 5 modificaciones (p. ej., sustituciones) de una secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 15, o una secuencia
con un 95-99% de identidad con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 15.

En una realizacién, el dominio de unién anti-EGFRUVIII esta conectado al dominio transmembrana por una regiéon de
bisagra, p. ej., una regiéon de bisagra descrita en esta memoria. En una realizacion, la regiéon de bisagra codificada
comprende SEQ ID NO: 14 o SEQ ID NO: 104 o SEQ ID NO: 106 o SEQ ID NO: 108, o una secuencia con un 95-99% de
identidad con la misma.

En una realizacion, la molécula de CAR aislada comprende, ademas, una secuencia que codifica un dominio co-
estimulante, p. ej., un dominio co-estimulante descrito en esta memoria. En una realizacion, el dominio co-estimulante
comprende un dominio de sefializacion funcional de una proteina seleccionada del grupo que consiste en OX40, CD2,
CD27, CD28, CDS, ICAM-1, LFA-1 (CD11a/CD18) y 4-1BB (CD137). En una realizacién, el dominio co-estimulante
comprende una secuencia de SEQ ID NO: 16 0o SEQ ID NO: 102. En una realizacién, el dominio co-estimulante comprende
una secuencia de aminoacidos que tiene al menos una, dos o tres modificaciones (p. €j., sustituciones), pero no mas de
20, 10 o 5 modificaciones (p. €j., sustituciones) de una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 102,
0 una secuencia con un 95-99% de identidad con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 102.
La molécula de CAR aislada comprende una secuencia que codifica un dominio de sefalizacion intracelular, p. €j., un
dominio de senalizacién intracelular descrito en esta memoria. En una realizacién, el dominio de senalizacién intracelular
comprende un dominio de sefalizacién funcional de 4-1BB o CD27 y/o un dominio de sefalizacién funcional de CD3 zeta.
En una realizacion, el dominio de sefializacién intracelular comprende la secuencia de SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 102
y/o la secuencia de SEQ ID NO: 17. En una realizacién, el dominio de sefalizacion intracelular comprende la secuencia
de SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO:102 y/o la secuencia de SEQ ID NO: 99. En una realizacion, el dominio de sefializacion
intracelular comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos una, dos o tres modificaciones (p. €j.,
sustituciones), pero no mas de 20, 10 o 5 modificaciones (p. €j., sustituciones) de una secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 16 o SEQ ID NO: 102 y/o una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 17 o SEQ ID NO: 99 o una secuencia
con un 95-99% de identidad con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 102 y/o una secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 17 o SEQ ID NO: 99. En una realizacién, el dominio de sefalizacion intracelular
comprende la secuencia de SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 102 y la secuencia de SEQ ID NO: 17 o SEQ ID NO: 99, en
donde las secuencias que comprenden el dominio de sefalizacion intracelular se expresan en el mismo marco y como
una cadena polipeptidica Unica.

En una realizacion, la molécula de CAR aislada comprende, ademas, una secuencia conductora, p. €j., una secuencia
conductora descrita en esta memoria. En una realizacién, la secuencia conductora comprende una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 13, o una secuencia con un 95-99% de identidad con una secuencia de aminodcidos de SEQ
ID NO: 13.

La molécula de CAR aislada puede comprender una secuencia conductora, p. €j., una secuencia conductora descrita en
esta memoria, p. €j., una secuencia conductora de SEQ ID NO: 13 o que tiene un 95-99% de identidad con la misma, una
region de bisagra descrita en esta memoria, p. €j., una regién de bisagra de SEQ ID NO: 14 o SEQ ID NO: 104 0 SEQ ID
NO: 106 o SEQ ID NO: 108 o que tiene un 95-99% de identidad con la misma, un dominio transmembrana, p. €j., un
dominio transmembrana descrito en esta memoria, p. €j., un dominio transmembrana que tiene una secuencia de SEQ ID
NO: 15 o una secuencia que tiene un 95-99% de identidad con la misma, un dominio de sefalizacion intracelular, p. €j.,
un dominio de sefalizacién intracelular descrito en esta memoria (p. €j., un dominio de sefalizacién intracelular que
comprende un dominio co-estimulante y/o un dominio de sefializaciéon primario). En una realizacién, el dominio de
sefalizacion intracelular comprende un dominio co-estimulante, p. ej., un dominio co-estimulante descrito en esta
memoria, p. €j., un dominio co-estimulante 4-1BB que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 16 o un dominio co-estimulante
CD27 que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 102, o que tiene un 95-99% de identidad con la misma, y/o un dominio de
sefalizacion primaria, p. ej., un dominio de sefalizacion primaria descrito en esta memoria, p. €j., un dominio estimulante
CD3 zeta que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 17 0 SEQ ID NO: 99, o que tiene un 95-99% de identidad con la misma.
En una realizacién, el dominio de sefalizacién intracelular comprende un dominio co-estimulante, p. €j., un dominio co-
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estimulante descrito en esta memoria, p. €j., un dominio co-estimulante 4-1BB que tiene una secuencia de SEQ ID NO:
16 o un dominio co-estimulante CD27 que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 102, y/o un dominio de sefializacion
primaria, p. €j., un dominio de sefalizacién primaria descrito en esta memoria, p. €j., un dominio estimulante CD3 zeta
que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 17 o SEQ ID NO: 99.

En una realizacién, la molécula de CAR aislada comprende (p. €j., consiste en) una secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 73, o una secuencia de aminoacidos que tiene al menos una, dos, tres, cuatro, cinco, 10,15, 20 o 30 modificaciones
(p. €j., sustituciones) pero no méas de 60, 50 o 40 modificaciones (p. €j., sustituciones) de una secuencia de amino&cidos
de SEQ ID NO: 73, o0 una secuencia de aminoacidos que tiene un 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad
con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 73.

En un aspecto de la divulgacion, el dominio de unién anti-EGFRvIIl comprende una regién variable de la cadena ligera
descrita en esta memoria (p. ej., en SEQ ID NO: 38, 44, 50, 56, 62, 68, 74 u 80) y/o una region variable de la cadena
pesada descrita en esta memoria (p. ej., en SEQ ID NO:38, 44, 50, 56, 62, 68, 74 u 80). En una realizacién de la invencion,
el dominio de unién anti-EGFRuVIIl es un scFv que comprende una cadena ligera y una cadena pesada de una secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 68. En un aspecto de la divulgacion, el dominio de unién anti-EGFRuvIII (p. ej., un scFv)
comprende: una region variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos
una, dos o tres modificaciones (p. ej., sustituciones) pero no méas de 30, 20 o 10 modificaciones (p. €j., sustituciones) de
una secuencia de amino&cidos de una region variable de la cadena ligera proporcionada en SEQ ID NO: 38, 44, 50, 56,
62, 68, 74 u 80, o0 una secuencia con un 95-99% de identidad con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 38, 44,
50, 56, 62, 68, 74 u 80; y/o una regién variable de la cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que
tiene al menos una, dos o tres modificaciones (p. €j., sustituciones) pero no mas de 30, 20 o 10 modificaciones (p. €j.,
sustituciones) de una secuencia de aminoacidos de una region variable de la cadena pesada proporcionada en SEQ ID
NO: 38, 44, 50, 56, 62, 68, 74 u 80, o una secuencia con un 95-99% de identidad con una secuencia de aminoacidos en
SEQ ID NO: 38, 44, 50, 56, 62, 68, 74 u 80. En una realizacién, el dominio de unién anti-EGFRvIIl comprende la secuencia
de SEQ ID NO: 68. En un aspecto de la divulgacion, el dominio de unién anti-EGFRUVIIl es un scFv, y una regién variable
de la cadena ligera que comprende una secuencia de aminodcidos descrita en esta memoria, p. €j., en la Tabla 2, esta
unida a una regién variable de la cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos descrita en esta memoria,
p. €j., enla Tabla 2, a través de un enlazador, p. ej., un enlazador descrito en esta memoria. En una realizacion, el dominio
de unién anti-EGFRvIII incluye un enlazador (Glys-Ser)n, en donde nes 1, 2, 3, 4, 5 o 6, preferiblemente 4 (SEQ ID NO:
110). La region variable de la cadena ligera y la region variable de la cadena pesada de un scFv pueden estar, p. €j., en
cualquiera de las siguientes orientaciones: region variable de la cadena ligera-enlazador-regién variable de la cadena
pesada o region variable de la cadena pesada-enlazador-region variable de la cadena ligera.

Se describe en esta memoria un vector que comprende una molécula de &cido nucleico descrita en esta memoria, p. €j.,
una molécula de acido nucleico que codifica un CAR descrita en esta memoria. En una realizacion, el vector se selecciona
del grupo que consiste en un ADN, un ARN, un plasmido, un vector lentivirus, un vector adenoviral o un vector retrovirus.

Por lo tanto, la invencién proporciona un vector que comprende una molécula de acido nucleico de la invencién.

En una realizacién, el vector es un vector lentivirus. En una realizacién, el vector comprende, ademas, un promotor. En
una realizacién, el promotor es un promotor EF-1. En una realizacién, el promotor EF-1 comprende una secuencia de
SEQ ID NO: 97.

En una realizacion, el vector es un vector transcrito in vitro, p. €j., un vector que transcribe ARN de una molécula de acido
nucleico descrita en esta memoria. En una realizacion, la secuencia de acido nucleico en el vector comprende, ademas,
una cola de poli(A), p. €j., una cola de poli A descrita en esta memoria, p. €j., que comprende aproximadamente 150 bases
de adenosina (SEQ ID NO: 111). En una realizacién, la secuencia de acido nucleico en el vector comprende, ademas, un
3'UTR, p. €j., un 3 'UTR descrito en esta memoria, p. €j., que comprende al menos una repeticion de un 3'UTR derivado
de beta-globulina humana.

La invencion proporciona una célula aislada que comprende una molécula de acido nucleico de la invencién, la molécula
polipeptidica aislada de la invencion, el CAR de la invencién o el vector de la invencion. En una realizacion, la célula es
una célula descrita en esta memoria, p. €j., una célula T humana, p. €j., una célula T humana descrita en esta memoria.
En una realizacion, la célula T humana es una célula T CD8 +.

La invencién también proporciona un método in vitro o ex vivo para hacer una célula, que comprende transducir una célula
T con la molécula de &cido nucleico o el vector de la invencion.

La presente invencién también proporciona un método in vitro o ex vivo para generar una poblacién de células modificadas
por ARN, p. €j., células descritas en esta memoria, p. €j., células T, que expresan transitoriamente ARN exdgeno. El
método comprende introducir un ARN transcrito in vitro o ARN sintético en una célula, en que el ARN comprende un &cido
nucleico que codifica una molécula de CAR de la invencion.
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La invencion proporciona una célula de la invencién para uso en un método para proporcionar una inmunidad anti-tumor
en un mamifero, que comprende administrar al mamifero una cantidad efectiva de una célula. En una realizacion, la célula
es una célula T autéloga. En una realizacién, la célula es una célula T alogénica. En una realizacién, el mamifero es un
ser humano.

La invencién también proporciona una célula de la invencién para uso en un método de tratar un mamifero que tiene una
enfermedad asociada con la expresion de EGFRVIII (p. )., una enfermedad proliferativa, una afeccion precancerosa, y
una indicacion no relacionada con el cancer asociada con la expresién de EGFRvlIl) que comprende administrar al
mamifero una cantidad eficaz de la célula.

En una realizacion, la enfermedad es una enfermedad descrita en esta memoria. En una realizaciéon, la enfermedad
asociada con EGFRuvlIl es un glioblastoma. En una realizacioén, la enfermedad asociada con EGFRvIIl es un cancer, p.
ej., un cancer seleccionado del grupo que consiste en glioblastoma multiforme (GBM), astrocitoma anaplasico,
glioblastoma de células gigantes, gliosarcoma, oligodendroglioma anaplasico, ependimoma anaplasico, carcinoma del
plexo coroideo, ganglioglioma anaplésico, pineoblastoma, meduloepitelioma, ependimoblastoma, meduloblastoma, tumor
neuroectodérmico primitivo supratentorial, tumor teratoideo/rabdoideo atipico, cancer de pulmoén (p. ej., carcinomas de
pulmén de células no pequefias), de mama, préstata, ovario, carcinoma colorrectal y de vejiga y cualquier combinacion
de los mismos, y metastasis de cualquiera de los canceres.

En un aspecto, las células que expresan una molécula de CAR, p. ej., una molécula de CAR descrita en esta memoria,
se administran en combinacion con un agente que aumenta la eficacia de una célula que expresa una molécula de CAR,
p. €j., un agente descrito en esta memoria.

En un aspecto, células que expresan una molécula de CAR, p. €j., una molécula de CAR descrita en esta memoria, se
administran en combinacion con un agente que mejora uno 0 mas efectos secundarios asociados con la administracion
de una célula que expresa una molécula de CAR, p. €j., un agente descrito en esta memoria.

En un aspecto, células que expresan una molécula de CAR, p. ej., una molécula de CAR descrita en esta memoria, se
administran en combinacién con un agente que trata la enfermedad asociada con EGFRUVIII, p. ej., un agente descrito en
esta memoria.

En un aspecto, células que expresan una molécula de CAR, p. €j., una molécula de CAR descrita en esta memoria, se
administran a una dosis y/o un programa de dosificacién descrito en esta memoria.

En un aspecto, células que expresan una molécula de CAR, p. €j., una molécula de CAR descrita en esta memoria, se
administran como un tratamiento de primera linea para la enfermedad, p. €j., el cancer, p. €j., el cancer descrito en esta
memoria. En otro aspecto, células que expresan una molécula de CAR, p. €j., una molécula de CAR descrita en esta
memoria, se administran como un tratamiento de segunda, tercera y cuarta linea para la enfermedad, p. €j., el cancer, p.
ej., el cancer descrito en esta memoria.

La invencion proporciona la molécula de acido nucleico aislada que codifica un CAR de la invencién, la molécula de
polipéptido aislada de un CAR de la invencién, el vector que comprende un CAR de la invencidn y la célula que comprende
un CAR de la invencién para uso como un medicamento, p. ej., como se describe en esta memoria.

En una realizacion, la molécula de acido nucleico aislada que codifica un CAR de la invencién, la molécula de polipéptido
aislada de un CAR de la invencién, el vector que comprende un CAR de la invencion y la célula que comprende un CAR
de la invencion es para uso en el tratamiento de una enfermedad que expresa EGFRvII, p. ej., una enfermedad que
expresa EGFRvIIl como se describe en esta memoria.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Las Figuras 1A y 1B son una serie de diagramas esquematicos de vectores lentivirales para 3C10-CAR y miR-17-92. La
Figura 1A representa el vector de expresién de 3C10-CAR pELNS-3C10-CAR; y la Figura 1B representa el vector lentiviral
que expresa miR-17-92;

Las Figuras 2A a 2C son una serie de imagenes que muestran la expresion funcional de 3C10-CAR y miR-17-92
transducidos lentiviralmente en células T humanas. Células T CD3 + que se transdujeron con pELNS-3C10-CAR solas o
tanto pELNS-3C10-CAR como FG12-EF1a-miR-17/92;

Las Figuras 3A a 3D son una serie de imagenes que demuestran que la co-expresién de miR17-92 en células CAR-T
confiere resistencia a los efectos supresores de TGF- y TMZ. Las células CAR-T (barras abiertas) y las co-transducidas
con miR-17-92 (barras cerradas) se co-cultivaron con un EGFRUvIII que expresa APCs en presencia de las concentraciones
indicadas de TGF-B y TMZ;
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Las Figuras 4A 'y 4B son imagenes que representan efectos terapéuticos robustos de células CAR-T en ratones que portan
tumores U87-EGFRuVIII;

Las Figuras 5A a 5C son una serie de imagenes que demuestran que miR-17-92 co-transducido en células CAR-T confiere
una proteccién mejorada frente a las células de glioma re-desafiadas;

La Figura 6 es una imagen que muestra la comparacion de los CARs EGFRUvlII representativos (SEQ ID NOS 1, 121y 2,
respectivamente, en orden de aparicion);

La Figura 7 es una imagen que muestra que las células T humanas transducidas con CARs EGFRVvIII exhibieron una lisis
especifica y potente de células GBM humanas U87 que expresan EGFRuvlIII (U87-EGFRuvlIl);

La Figura 8 es un gréafico que muestra que todos los CARTs anti-EGFRuvlII eliminan células tumorales, pero la construccion
3C10.BBz CART elimina los tumores mas rapidamente hacia el dia 7;

La Figura 9 es una tabla que muestra las secuencias VH y VL de EGFRvIll humanizado (SEQ ID NOS 122-127,
respectivamente, en orden de aparicion);

La Figura 10 es un grafico que muestra la union in vitro de construcciones scFv humanizadas solubles que se unen a la
linea celular EGFRvVIII +;

La Figura 11 es un grafico que muestra la unién in vitro de construcciones scFv humanizadas solubles que se unen a la
linea celular de tipo salvaje EGFR, con el clon 73 (al que también se alude como CARG6) y el clon 74 (al que también se
alude como CAR7) que muestra un perfil mas seguro;

La Figura 12 es un grafico de comparacion de la especificidad de CAR9 murino y CAR10 humano para EGFRvlll y EGFR
de tipo salvaje en la transfeccion transitoria de células Jurkat y deteccién con proteinas de fusion Fc;

La Figura 13 es un gréfico que muestra la transduccién de células T primarias de células T donantes con las
construcciones CAR EGFRvIIl humanizadas mCAR19 (control), CAR10, CAR9 y CARSG, tefiidas con cantidades saturantes
de EGFRuIII;

La Figura 14 es un gréafico que muestra la actividad de luciferasa de construcciones CAR EGFRvIII humanizadas por BHK-
EGFRUVIII, pero no por células de tipo salvaje;

La Figura 15 es un grafico que muestra que las construcciones CAR EGFRvIIl humanizadas proliferan en respuesta al
desafio de U87vlll sin proliferacién de fondo a EGFR de tipo salvaje;

La Figura 16 es un grafico que muestra que las construcciones CAR EGFRvIIl humanizadas proliferan in vitro en presencia
de un desafio U87vlll;

La Figura 17 es un gréafico que muestra un ensayo de destruccion del tumor de liberacion de cromo 51 a las 4 horas en el
que la construccién EGFRvIII CAR humanizada, 2173 (CAR6) y CAR9 mata especificamente células EGFR que expresan
EGFRuvIIIl pero no de tipo salvaje; y

La Figura 18 es un gréafico que muestra la progresién del tamafo del tumor (cm3, panel superior izquierdo) y la progresién
del promedio de radiacién tumoral (p/s/cm?/sr, panel superior derecho), y la curva de supervivencia de Kaplan-meier
(inferior) in vivo en ratones tratados con células T CAR+ transducidas con la construccién humanizada CAR EGFRvlII
(CARS).

DESCRIPCION DETALLADA
Definiciones

A menos que se defina lo contrario, todas las expresiones y los términos técnicos y cientificos utilizados en esta memoria
tienen el mismo significado que el entendido cominmente por un experto ordinario en la técnica a la que pertenece la
invencion.

El término "un" y "una" se refiere a uno o mas de uno (es decir, al menos uno) del objeto gramatical del articulo. A modo
de ejemplo, "un elemento” significa un elemento 0 mas de un elemento.

El término "aproximadamente", cuando se refiere a un valor mensurable tal como una cantidad, una duraciéon temporal y
similares, pretende abarcar variaciones de £20% 0 en algunos casos + 10%, o0 en algunos casos 5%, 0 en algunos casos
* 1%, 0 en algunos casos * 0,1% del valor especificado, ya que variaciones de este tipo son apropiadas para realizar los
métodos descritos.
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La expresion "Receptor de Antigeno Quimérico” o, alternativamente, un "CAR" se refiere a una construccion de polipéptido
recombinante que comprende al menos un dominio de unién a antigeno extracelular, un dominio transmembrana y un
dominio de sefalizacién citoplasmatica (al que también se alude en esta memoria como "un dominio de sefializacion
intracelular") que comprende un dominio de sehalizacién funcional derivado de una molécula estimulante tal como se
define mas adelante. En un aspecto, la molécula estimulante es la cadena zeta asociada con el complejo receptor de
células T. En un aspecto, el dominio de sefalizacion citoplasmatica comprende, ademas, uno o mas dominios de
sefalizacion funcionales derivados de al menos una molécula co-estimulante tal como se define mas adelante. En un
aspecto, la molécula co-estimulante se elige entre 4-1BB (es decir, CD137) y/o CD28. En un aspecto el CAR comprende
una proteina de fusion quimérica que comprende un dominio de reconocimiento de antigeno extracelular, un dominio
transmembrana y un dominio de sefializacion intracelular que comprende un dominio de sefializacion funcional derivado
de una molécula estimulante. En un aspecto, el CAR comprende una proteina de fusion quimérica que comprende un
dominio de reconocimiento de antigeno extracelular, un dominio transmembrana y un dominio de sefializacion intracelular
que comprende un dominio de sefalizacion funcional derivado de una molécula co-estimulante y un dominio de
sefalizacion funcional derivado de una molécula estimulante. En un aspecto, el CAR comprende una proteina de fusion
quimérica que comprende un dominio de reconocimiento de antigeno extracelular, un dominio transmembrana y un
dominio de sefalizacion intracelular que comprende dos dominios de sefalizacién funcionales derivados de una o mas
moléculas co-estimulantes y un dominio de sefializacién funcional derivado de una molécula estimulante. En un aspecto,
el CAR comprende una proteina de fusion quimérica que comprende un dominio de reconocimiento de antigeno
extracelular, un dominio transmembrana y un dominio de sefializacion intracelular que comprende al menos dos dominios
de senalizacion funcionales derivados de una o mas moléculas co-estimulantes y un dominio de sefializacion funcional
derivado de una molécula estimulante. En un aspecto, el CAR comprende una secuencia conductora opcional en el
extremo amino (N-ter) de la proteina de fusion CAR. En un aspecto, el CAR comprende ademas una secuencia conductora
en el extremo N del dominio de reconocimiento de antigeno extracelular, en donde la secuencia conductora esta
opcionalmente escindida del dominio de reconocimiento de antigeno (p. €j., un scFv) durante el procesamiento celular y
la localizacion del CAR en la membrana celular.

La expresiéon "dominio de sefalizacion" se refiere a la porcion funcional de una proteina que actda transmitiendo
informacién dentro de la célula para regular la actividad celular a través de rutas de sefalizacion definidas generando
segundos mensajeros o funcionando como efectores respondiendo a dichos mensajeros.

El término "EGFR" se refiere a cualquier receptor de factor de crecimiento epidérmico de longitud completa maduro de
mamifero, que incluye formas humanas y no humanas. El EGFR humano de 1186 aminoacidos se describe en Ullrich et
al., Nature 309:418-425 (1984)) y GenBank N.° de Acceso AF125253 y SwissProt N.® Acc P00533-2.

El término "EGFRUVIII" se refiere a la variante 11l del receptor del factor de crecimiento Epidérmico. EGFRUVIII es la variante
mas comun de EGFR observada en tumores humanos, pero rara vez se observa en tejido normal. Esta proteina resulta
de la delecién en el marco de los exones 2-7 y la generacion de un nuevo residuo de glicina en la unién de los exones 1
y 8 dentro del dominio extracelular del EGFR, creando con ello un epitopo especifico para el tumor. EGFRvIII se expresa
en un 24% a 67% de GBM, pero no en tejidos normales. EGFRvIII también se conoce como mutante tipo 1ll, delta-EGFR,
EGFRde2-7 y AEGFR y se describe en las patentes de EE. UU. N.°s 6.455.498, 6.127.126, 5.981.725, 5.814.317,
5.710.010, 5.401.828 y 5.212.290. La expresion de EGFRvIII puede ser el resultado de una delecion cromosémica, y
también puede ser el resultado de un corte y empalme alternativo aberrante. Véase Sugawa et al., 1990, Proc. Natl. Acad.
Sci. 87:8602-8606.

El término "anticuerpo”, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a una proteina o secuencia polipeptidica derivada
de una molécula de inmunoglobulina que se une especificamente con un antigeno. Los anticuerpos pueden ser
policlonales o monoclonales, de cadena multiple o simple, o inmunoglobulinas intactas, y pueden derivarse de fuentes
naturales o de fuentes recombinantes. Los anticuerpos pueden ser tetrameros de moléculas de inmunoglobulina.

La expresion "fragmento de anticuerpo" se refiere a al menos una porciéon de un anticuerpo intacto, o variantes
recombinantes del mismo, y se refiere al dominio de unién a antigeno, p. €j., una regién variable determinante antigénica
de un anticuerpo intacto, que es suficiente para conferir reconocimiento y union especifica del fragmento de anticuerpo a
una diana, tal como un antigeno. Ejemplos de fragmentos de anticuerpos incluyen, pero no se limitan a fragmentos Fab,
Fab', F(ab")z2 y Fv, fragmentos de anticuerpos scFv, anticuerpos lineales, anticuerpos de dominio Unico tales como sdAb
(ya sea VL o VH), dominios VHH de camélidos y anticuerpos multiespecificos formados a partir de fragmentos de
anticuerpos. El término "scFv" se refiere a una proteina de fusion que comprende al menos un fragmento de anticuerpo
que comprende una regién variable de una cadena ligera y al menos un fragmento de anticuerpo que comprende una
region variable de una cadena pesada, en donde las regiones variables de la cadena ligera y pesada estan unidas
contiguamente a través de un enlazador de polipéptido flexible corto, y capaz de expresarse como una sola cadena
polipeptidica, y en donde la scFv retiene la especificidad del anticuerpo intacto del cual se deriva. A menos que se
especifique, tal como se utiliza en esta memoria, una scFv puede tener las regiones variables VL y VH en cualquier orden,
p. €j., con respecto a los extremos N-terminal y C-terminal del polipéptido, la scFv puede comprender VL-enlazador-VH o
puede comprender VH-enlazador-VL.
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La porcion de la composicion de CAR de la invencion que comprende un anticuerpo o fragmento de anticuerpo del mismo
puede existir en una diversidad de formas en las que el dominio de unién al antigeno se expresa como parte de una
cadena polipeptidica contigua que incluye, por ejemplo, un fragmento de anticuerpo de dominio Unico (sdAb), un
anticuerpo de cadena sencilla (scFv) y un anticuerpo humanizado (Harlow et al., 1999, En: Using Antibodies: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY; Harlow et al., 1989, En: Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor, Nueva York; Houston et al., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883; Bird et al., 1988, Science 242:423-
426). En un aspecto, el dominio de unién a antigeno de una composicion de CAR de la invencion comprende un fragmento
de anticuerpo. En un aspecto adicional, el CAR comprende un fragmento de anticuerpo que comprende un scFv.

La expresién "cadena pesada de anticuerpos" se refiere al mayor de los dos tipos de cadenas polipeptidicas presentes
en moléculas de anticuerpos en sus conformaciones que se producen de forma natural y que normalmente determina la
clase a la que pertenece el anticuerpo.

La expresion "cadena ligera de anticuerpos" se refiere al menor de los dos tipos de cadenas polipeptidicas presentes en
moléculas de anticuerpos en sus conformaciones que se producen de forma natural. Las cadenas ligeras kappa (k) y
lambda (A) se refieren a los dos isotipos principales de la cadena ligera de anticuerpo.

La expresion "anticuerpo recombinante” se refiere a un anticuerpo que se genera utilizando tecnologia de ADN
recombinante, tal como, por ejemplo, un anticuerpo expresado por un bacteriéfago o un sistema de expresion de
levaduras. La expresion también debe interpretarse como un anticuerpo que ha sido generado por la sintesis de una
molécula de ADN que codifica el anticuerpo y molécula de ADN que expresa una proteina de anticuerpo, o una secuencia
de aminodcidos que especifica el anticuerpo, en donde la secuencia de ADN o de aminodacidos se ha obtenido utilizando
ADN recombinante o tecnologia de secuencia de aminoacidos que esta disponible y es bien conocida en la técnica.

El término "antigeno" o "Ag", tal como se utiliza en esta memoria, se define como una molécula que provoca una respuesta
inmune. Esta respuesta inmune puede implicar la produccion de anticuerpos o la activacion de células inmunolégicamente
competentes especificas, o ambas. El experto en la técnica entendera que cualquier macromolécula, incluidas
virtualmente todas las proteinas o péptidos, puede servir como un antigeno. Ademas, los antigenos pueden derivarse de
ADN recombinante o gendmico. Un experto entendera que cualquier ADN, que comprende una secuencia de nucleétidos
0 una secuencia de nucleétidos parcial que codifica una proteina que provoca una respuesta inmune, codifica, por lo tanto,
un "antigeno" tal como ese término se utiliza en esta memoria. Ademas, un experto en la técnica comprendera que un
antigeno no necesita ser codificado Unicamente por una secuencia de nucleotidos de longitud completa de un gen. Es
facilmente evidente que la presente invencion incluye, pero no se limita al uso de secuencias de nucledétidos parciales de
mas de un gen y que estas secuencias de nucleétidos estan dispuestas en diversas combinaciones para codificar
polipéptidos que provocan la respuesta inmune deseada. Ademas, un experto en la técnica comprendera que un antigeno
no necesita ser codificado por un "gen" en absoluto. Es facilmente evidente que un antigeno puede generarse sintetizado
o derivarse de una muestra bioldgica, o podria ser una macromolécula ademas de un polipéptido. Una muestra bioldgica
de este tipo puede incluir, pero no se limita a una muestra de tejido, una muestra tumoral, una célula o un fluido con otros
componentes bioldgicos.

La expresion "efecto antitumoral" se refiere a un efecto biolégico que puede manifestarse por diversos medios, que
incluyen, pero no se limitan a, p. €j., una disminucién en el volumen del tumor, una disminucioén en el nimero de células
tumorales, una disminucién en el nimero de metastasis, un aumento en la esperanza de vida, una disminucién en la
proliferacién de células tumorales, una disminucién en la supervivencia de células tumorales o una mejora de diversos
sintomas fisiol6gicos asociados con la afeccion cancerosa. Un "efecto antitumoral” también puede manifestarse por la
capacidad de los péptidos, polinucleotidos, células y anticuerpos descritos en esta memoria en la prevencion de la
aparicién de tumores en primer lugar.

El término "autdlogo" se refiere a cualquier material derivado del mismo individuo al que luego se re-introducira en el
individuo.

El término "alogénico" se refiere a cualquier material derivado de un animal diferente de la misma especie que el individuo
en el que se introduce el material. Se dice que dos 0 mas individuos son alogénicos entre si cuando los genes en uno o
mas loci no son idénticos. En algunos aspectos, el material alogénico de individuos de la misma especie puede ser
suficientemente genéticamente diferente para interactuar antigénicamente.

El término "xenogénico” se refiere a un injerto derivado de un animal de una especie diferente.

El término "cancer" se refiere a una enfermedad caracterizada por el crecimiento rapido e incontrolado de células
aberrantes. Las células cancerosas pueden diseminarse localmente o a través del torrente sanguineo y el sistema linfatico
a otras partes del cuerpo. En esta memoria se describen ejemplos de diversos canceres e incluyen, pero no se limitan a
glioblastoma, cancer de mama, cancer de prostata, cancer de ovario, cancer de cuello uterino, cancer de piel, cancer de
pancreas, cancer colorrectal, cancer renal, cancer de higado, cancer de cerebro, linfoma, leucemia, cancer de pulmén y
similares.
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La expresion "enfermedad asociada con la expresion de EGFRvIII", tal como se utiliza en esta memoria, incluye, pero no
se limita a, una enfermedad asociada con la expresion de EGFRVvIIl o afeccién asociada con células que expresan
EGFRUuvIII, incluyendo células tumorales de diversos canceres, tales como, p. €j., glioblastoma (incluidas las células madre
de glioblastoma); carcinomas de mama, de ovario y de pulmén de células no pequenas; carcinoma de células escamosas
de cabeza y cuello; meduloblastoma, cancer colorrectal, cancer de préstata y carcinoma de vejiga. Sin desear estar ligados
a una teoria 0 mecanismo particular, se cree que al provocar una respuesta especifica para antigeno contra EGFRuvIII,
los CARs descritos en esta memoria proporcionan una o mas de las siguientes: fijan como objetivo y destruyen células
tumorales que expresan EGFRVIII, reduciendo o eliminando tumores, facilitando la infiltracién de células inmunes en el
sitio del tumor y potenciando/extendiendo las respuestas antitumorales. Debido a que EGFRvIII no se expresa a niveles
detectables en tejido normal (es decir, no canceroso), se contempla que los CARs de la invencién eviten ventajosamente
de manera sustancial fijar como objetivo/destruir tejidos y células normales.

La expresién "modificaciones de secuencia conservativas" pretende dar a entender modificaciones de aminoacidos que
no afectan o alteran significativamente las caracteristicas de unién del anticuerpo o fragmento de anticuerpo que contiene
la secuencia de aminoacidos. Modificaciones conservativas de este tipo incluyen sustituciones, adiciones y deleciones de
aminoacidos. Se pueden introducir modificaciones en un anticuerpo o fragmento de anticuerpo descrito en esta memoria
mediante técnicas estandar conocidas en la técnica, tales como mutagénesis dirigida al sitio y mutagénesis mediada por
PCR. Sustituciones conservativas de aminoacidos son unas en las que el residuo aminodcido se reemplaza por un residuo
aminoacido que tiene una cadena lateral similar. En la técnica se han definido las familias de residuos aminoacidos que
tienen cadenas laterales similares. Estas familias incluyen amino&cidos con cadenas laterales de caracter béasico (p. €j.,
lisina, arginina, histidina), cadenas laterales de caracter acido (p. €j., acido aspartico, acido glutamico), cadenas laterales
polares sin carga (p. €j., glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina, triptéfano), cadenas laterales
no polares (p. €j., alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina), cadenas laterales con ramificaciones
beta (p. €j., treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales aromaticas (p. €j., tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina).
Por lo tanto, uno 0 mas residuos aminoacidos dentro de un CAR de la invencion pueden reemplazarse por otros residuos
aminoacidos de la misma familia de cadenas laterales y el CAR alterado puede analizarse utilizando los ensayos
funcionales descritos en esta memoria.

El término "estimulacién” se refiere a una respuesta primaria inducida por la unién de una molécula estimulante (p. €j., un
complejo TCR/CD3) con su ligando afin mediando con ello en un evento de transduccion de sefales, tal como, pero no
limitado a, transduccion de sefales a través del complejo TCR/CD3. La estimulacion puede mediar en la expresion
alterada de determinadas moléculas, tales como regulacién descendente de TGF-B, y/o reorganizacién de estructuras
citoesqueléticas, y similares.

La expresién "molécula estimulante" se refiere a una molécula expresada por una célula T que proporciona la o las
secuencias de sefalizacion citoplasmatica primaria que regulan la activacion primaria del complejo TCR de manera
estimulante para al menos algun aspecto de la via de sefalizacién de células T. En un aspecto, la sefial primaria se inicia,
por ejemplo, mediante la unién de un complejo TCR/CD3 con una molécula de MHC cargada con péptido, y que conduce
a la mediacién de una respuesta de células T, que incluye, pero no se limita a proliferacion, activacion, diferenciacion y
similares. Una secuencia de sefalizacion citoplasmatica primaria (a la que también se alude como "dominio de
sefalizacion primaria") que actda de manera estimulante puede contener un motivo de sefalizaciéon que se conoce como
motivo de activacién inmunorreceptor basado en tirosina o ITAM. Ejemplos de una secuencia de senalizacion
citoplasmatica primaria que contiene ITAM que es de uso particular en la invencién incluyen, pero no se limitan a, aquellas
derivadas de TCR zeta, FcR gamma, FcR beta, CD3 gamma, CD3 delta, CD3 épsilon, CD5, CD22, CD79a, CD79b, CD278
(también conocido como "ICOS") y CD66d. En un CAR especifico de la invencién, el dominio de sefalizacion intracelular
en uno o mas CARS de la invencion comprende una secuencia de sefializacion intracelular, p. ej., una secuencia de
sefalizacion primaria de CD3-zeta. En un CAR especifico de la invencion, la secuencia de sefializacion primaria de CD3-
zeta es la secuencia proporcionada como SEQ ID NO: 17 o los residuos equivalentes de una especie no humana, p. €j.,
raton, roedor, mono, simio y similares. En un CAR especifico de la invencidn, la secuencia de sefializacion primaria de
CD3-zeta es la secuencia proporcionada como SEQ ID NO: 99 o los residuos equivalentes de una especie no humana,
p. €j., raton, roedor, mono, simio y similares.

La expresion "célula presentadora de antigeno” o "APC" se refiere a una célula del sistema inmune tal como una célula
accesoria (p. €j., una célula B, una célula dendritica y similares) que muestra un antigeno extrafio complejado con
complejos mayores de histocompatibilidad (MHC) en su superficie. Las células T pueden reconocer estos complejos
utilizando sus receptores de células T (TCRs). Las APCs procesan antigenos y los presentan a células T.

Un "dominio de senalizacion intracelular”, tal como se usa la expresion en esta memoria, se refiere a una porcion
intracelular de una molécula. El dominio de sefializacién intracelular genera una sefial que fomenta una funcién efectora
inmune de la célula que contiene CAR, p. €j., una célula CART. Ejemplos de la funcién efectora inmune, p. €j., en una
célula CART, incluyen actividad citolitica y actividad auxiliar, incluida la secrecion de citoquinas.

En una realizacion, el dominio de sefalizacién intracelular puede comprender un dominio de sefalizacion intracelular
primario. Dominios de sefializacion intracelular primaria a modo de ejemplo incluyen los derivados de las moléculas
responsables de la estimulacion primaria, o la simulacién dependiente de antigeno. En una realizacién, el dominio de
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sefalizacion intracelular puede comprender un dominio intracelular co-estimulante. Dominios de sefalizacion intracelular
co-estimulantes a modo de ejemplo incluyen los derivados de las moléculas responsables de las sefiales co-estimulantes,
o la simulacion dependiente de antigeno. Por ejemplo, en el caso de un CART, un dominio de sefalizacion intracelular
primaria puede comprender una secuencia citoplasmatica de un receptor de células T, y un dominio de sefalizacién
intracelular co-estimulante puede comprender una secuencia citoplasmatica de molécula co-receptora o co-estimulante.

Un dominio de sefalizacion intracelular primaria puede comprender un motivo de sefializacion que se conoce como un
motivo de activacion inmunorreceptor basado en tirosina o ITAM. Ejemplos de secuencias de sefalizacién citoplasmatica
primaria que contiene ITAM incluyen, pero no se limitan a, aquellas derivadas de CD3 zeta, FcR gamma, FcR beta, CD3
gamma, CD3 delta, CD3 épsilon, CD5, CD22, CD79a, CD79b, y CD66d DAP10 y DAP12.

El término "zeta" o, alternativamente, "cadena zeta", "CD3-zeta" o "TCR-zeta" se define como la proteina proporcionada
como GenBank N¢ Acc. BAG36664.1, o los residuos equivalentes de una especie no humana, p. €j., ratén, roedor, mono,
simio y similares, y un "dominio estimulante zeta" o, alternativamente, un "dominio estimulante CD3-zeta" o un "dominio
estimulante de TCR-zeta" se define como los residuos aminoacidos del dominio citoplasmatico de la cadena zeta que son
suficientes para transmitir funcionalmente una sefal inicial necesaria para la activaciéon de las células T. En un aspecto,
el dominio citoplasmatico de zeta comprende los residuos 52 a 164 de GenBank N® Acc. BAG36664.1 o los residuos
equivalentes de una especie no humana, p. €j., ratén, roedor, mono, simio y similares, que son ortélogos funcionales de
los mismos. En un aspecto, el "dominio de estimulacion zeta" o un "dominio de estimulacion CD3-zeta" es la secuencia
proporcionada como SEQ ID NO: 17. En un aspecto, el "dominio de estimulacion zeta" o un "dominio de estimulacion
CD83-zeta" es la secuencia proporcionada como SEQ ID NO: 99.

La expresion "molécula co-estimulante” se refiere al participante en la unién afin en una célula T que se une
especificamente con un ligando co-estimulante, mediando con ello en una respuesta co-estimulante por la célula T, tal
como, pero no limitado a proliferacion. Las moléculas co-estimulantes son moléculas de la superficie celular distintas de
los receptores de antigeno o sus ligandos que se requieren para una respuesta inmune eficiente. Moléculas co-
estimulantes incluyen, pero no se limitan a una molécula de MHC de clase I, BTLA y un receptor de ligando Toll, asi como
0X40, CD2, CD27, CD28, CDS, ICAM-1, LFA-1 (CD11a/CD18) y 4-1BB (CD137).

Un dominio de sefalizacién intracelular co-estimulante puede derivarse de la porcion intracelular de una molécula co-
estimulante. Una molécula co-estimulante puede representarse en las siguientes familias de proteinas: proteinas
receptoras de TNF, proteinas de tipo inmunoglobulina, receptores de citoquinas, integrinas, moléculas de activacion
linfocitica de sefalizacién (proteinas SLAM) y receptores de células NK activantes. Ejemplos de moléculas de este tipo
incluyen CD27, CD28, 4-1BB (CD137), OX40, GITR, CD30, CD40, ICOS, BAFFR, HVEM, antigeno asociado a la funcién
linfocitica-1 (LFA-1), CD2, CD7, LIGHT, NKG2C, SLAMF7, NKp80, CD160, B7-H3, y un ligando que se une
especificamente con CD83, y similares.

El dominio de sefalizacion intracelular puede comprender la porcién intracelular completa, o el dominio de sefializacion
intracelular nativo completo, de la molécula de la que se deriva, o un fragmento funcional de la misma.

El término "4-1BB" se refiere al miembro de la superfamilia TNFR con una secuencia de aminoéacidos proporcionada como
GenBank N® Acc. AAAB2478.2, o los residuos equivalentes de una especie no humana, p. €j., ratén, roedor, mono, simio
y similares; y un "dominio co-estimulante 4-1BB" se define como los residuos aminoacidos 214-255 de GenBank N? Acc.
AAAB2478.2, o los residuos equivalentes de una especie no humana, p. €j., ratén, roedor, mono, simio y similares. En un
aspecto, el "dominio de co-estimulacién 4-1BB" es la secuencia proporcionada como SEQ ID NO: 16 o los residuos
equivalentes de una especie no humana, p. €j., ratén, roedor, mono, simio y similares.

El término "codificante" se refiere a la propiedad inherente de secuencias especificas de nucledtidos en un polinucleétido,
tal como un gen, un ADNc o un ARNm, para servir como moldes para la sintesis de otros polimeros y macromoléculas en
procesos biolégicos que tienen una secuencia definida de nucledtidos (p. ej., ARNr, ARNt y ARNm) o una secuencia
definida de aminoé&cidos y las propiedades bioldgicas resultantes de los mismos. Por lo tanto, un gen, ADNc o ARN codifica
una proteina si la transcripcion y traduccion del ARNm correspondiente a ese gen produce la proteina en una célula u otro
sistema bioldgico. Tanto a la cadena codificante, cuya secuencia de nucleétidos es idéntica a la secuencia de ARNm y
generalmente se proporciona en listados de secuencias, como a la cadena no codificante, utilizada como molde para la
transcripcion de un gen o ADNc, se la puede aludir como codificante de la proteina u otro producto de ese gen o ADNc.

A menos que se especifique lo contrario, una "secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminoacidos"
incluye todas las secuencias de nucledtidos que son versiones degeneradas entre si y que codifican la misma secuencia
de aminoacidos. La expresion secuencia de nucle6tidos que codifica una proteina o un ARN también puede incluir intrones
en la medida en que la secuencia de nucleotidos que codifica la proteina puede contener, en alguna version, uno o mas
intrones.

La expresién "cantidad efectiva" o "cantidad terapéuticamente efectiva" se utiliza indistintamente en esta memoria, y se
refiere a una cantidad de un compuesto, formulacién, material o composicion, tal como se describe en esta memoria,
eficaz para lograr un resultado bioldgico particular.
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El término "enddgeno” se refiere a cualquier material de o producido dentro de un organismo, célula, tejido o sistema.

El término "exdgeno" se refiere a cualquier material introducido de o producido fuera de un organismo, célula, tejido o
sistema.

El término "expresién” se refiere a la transcripcién y/o traduccion de una secuencia de nucleétidos particular impulsada
por un promotor.

La expresion "vector de transferencia” se refiere a una composicion de materia que comprende un acido nucleico aislado
y que puede utilizarse para administrar el acido nucleico aislado al interior de una célula. Se conocen numerosos vectores
en la técnica que incluyen, pero no se limitan a polinucleétidos lineales, polinucleétidos asociados con compuestos idnicos
o anfifilicos, plasmidos y virus. Por lo tanto, la expresion "vector de transferencia” incluye un plasmido o un virus que se
replica de forma auténoma. La expresion también debe interpretarse para incluir, ademas, compuestos no plasmidicos y
no virales que facilitan la transferencia de acido nucleico a las células, tales como, por ejemplo, un compuesto de polilisina,
liposoma y similares. Ejemplos de vectores de transferencia virales incluyen, pero no se limitan a vectores adenovirales,
vectores de virus adeno-asociados, vectores retrovirales, vectores lentivirales y similares.

La expresion "vector de expresion” se refiere a un vector que comprende un polinucleétido recombinante que comprende
secuencias de control de la expresion enlazadas operativamente a una secuencia de nucleétidos a expresar. Un vector
de expresion comprende suficientes elementos de accidn cis para la expresion; la célula huésped puede suministrar otros
elementos para la expresion o en un sistema de expresién in vitro. Vectores de expresién incluyen todos los conocidos
en la técnica, incluidos los césmidos, plasmidos (p. €j., desnudos o contenidos en liposomas) y virus (p. €j., lentivirus,
retrovirus, adenovirus y virus adeno-asociados) que incorporan el polinucleétido recombinante.

El término "lentivirus" se refiere a un género de la familia Retroviridae. Los lentivirus son Unicos entre los retrovirus al
poder infectar células que no se dividen; pueden suministrar una cantidad significativa de informacién genética en el ADN
de la célula huésped, por lo que son uno de los métodos mas eficientes de un vector de suministro de genes. El VIH, SIV
y FIV son ejemplos de lentivirus.

La expresion "vector lentiviral" se refiere a un vector derivado de al menos una porcién de un genoma de lentivirus, que
incluye especialmente un vector lentiviral auto-inactivante como se proporciona en Milone et al., Mol. Ther. 17(8): 1453-
1464 (2009). Otros ejemplos de vectores de lentivirus que pueden utilizarse en la clinica incluyen, pero no se limitan a, p.
€j., la tecnologia de administracion de genes LENTIVECTOR® de Oxford BioMedica, el sistema de vectores LENTIMAX™
de Lentigen y similares. Tipos no clinicos de vectores lentivirales también estan disponibles y los conoce un experto en la
técnica.

El término "homdlogo" o "identidad", tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a la identidad de la secuencia de
subunidades entre dos moléculas poliméricas, p. €j., entre dos moléculas de acido nucleico, tales como dos moléculas de
ADN o dos moléculas de ARN, o entre dos moléculas de polipéptidos. Cuando una posicién de subunidad en las dos
moléculas esta ocupada por la misma subunidad monomérica; p. €j., si una posicién en cada una de las dos moléculas
de ADN esta ocupada por adenina, entonces son homologas o idénticas en esa posicion. La homologia entre dos
secuencias es una funcion directa del nimero de posiciones coincidentes u homélogas; p. €j., si la mitad (p. €j., cinco
posiciones en un polimero de diez subunidades de longitud) de las posiciones en dos secuencias son homologas, las dos
secuencias son un 50% homoélogas; si el 90% de las posiciones (p. €j., 9 de 10) son coincidentes u homologas, las dos
secuencias son un 90% homologas.

Las formas "humanizadas" de anticuerpos no humanos (p. ej., murinos) son inmunoglobulinas quiméricas, cadenas de
inmunoglobulinas o fragmentos de las mismas (tales como Fv, Fab, Fab', F(ab")2 u otras subsecuencias de anticuerpos
que se unen a antigeno) que contienen una secuencia minima derivada de la inmunoglobulina no humana. En su mayor
parte, los anticuerpos humanizados y sus fragmentos de anticuerpos son inmunoglobulinas humanas (anticuerpo o
fragmento de anticuerpo receptor) en los que los residuos de una regién determinante de complementariedad (CDR) del
receptor estan reemplazados por residuos de una CDR de una especie no humana (anticuerpo donante), tal como el
ratdn, la rata o el conejo que tienen la especificidad, afinidad y capacidad deseadas. En algunos casos, los residuos de la
regién marco Fv (FR) de la inmunoglobulina humana estan reemplazados por residuos no humanos correspondientes.
Ademas, anticuerpos/fragmento de anticuerpo humanizados pueden comprender residuos que no se encuentran ni en el
anticuerpo receptor ni en las secuencias CDR o marco importadas. Estas modificaciones pueden refinar y optimizar
adicionalmente el comportamiento de anticuerpos o fragmentos de anticuerpos. En general, el anticuerpo humanizado o
el fragmento de anticuerpo del mismo comprendera sustancialmente la totalidad de al menos uno, y tipicamente dos
dominios variables, en el o en los que todas o sustancialmente todas las regiones CDR corresponden a las de una
inmunoglobulina no humana y todas o una parte significativa de las regiones FR son las de una secuencia de
inmunoglobulina humana. El anticuerpo o fragmento de anticuerpo humanizado también puede comprender al menos una
porcion de una regién constante de inmunoglobulina (Fc), tipicamente la de una inmunoglobulina humana. Para mas
detalles, véase Jones et al., Nature, 321: 522-525, 1986; Reichmann et al., Nature, 332: 323-329, 1988; Presta, Curr. Op.
Struct. Biol., 2: 593-596, 1992.
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La expresién anticuerpo "humano" se refiere a anticuerpos completamente humanos, asi como a anticuerpos humanos
de manera efectiva. "Completamente humano” se refiere a una inmunoglobulina, tal como un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo, en que la molécula completa es de origen humano o consiste en una secuencia de amino&cidos idéntica a
una forma humana del anticuerpo o inmunoglobulina. Un anticuerpo "efectivamente humano" es un anticuerpo que incluye
un namero suficiente de posiciones de aminoacidos humanos, de manera que el anticuerpo no provoca una respuesta
inmunogénica en un ser humano normal.

El término "aislado" significa alterado o eliminado del estado natural. Por ejemplo, un &cido nucleico o un péptido presente
de forma natural en un animal vivo no esta "aislado”, pero el mismo acido nucleico o péptido separado parcial o
completamente de los materiales co-existentes de su estado natural esta "aislado". Un acido nucleico o proteina aislado
puede existir en una forma sustancialmente purificada, o puede existir en un entorno no nativo, tal como, por ejemplo, una
célula huésped.

En el contexto de la presente invencion, se utilizan las siguientes abreviaturas para las bases de acidos nucleicos que se
producen comunmente. "A" se refiere a adenosina, "C" se refiere a citosina, "G" se refiere a guanosina, "T" se refiere a
timidina y "U" se refiere a uridina.

La expresién "operativamente unida” o "control transcripcional" se refiere al enlace funcional entre una secuencia
reguladora y una secuencia de acido nucleico heterélogo que da como resultado la expresion de este ultimo. Por ejemplo,
una primera secuencia de acido nucleico esta operativamente enlazada con una segunda secuencia de acido nucleico
cuando la primera secuencia de acido nucleico se coloca en una relacién funcional con la segunda secuencia de acido
nucleico. Por ejemplo, un promotor esta operativamente enlazado a una secuencia codificante si el promotor afecta a la
transcripcion o expresion de la secuencia codificante. Las secuencias de ADN enlazadas operativamente pueden ser
contiguas entre si y, p. €j., cuando sea necesario unir dos regiones codificantes de proteinas, estan en el mismo marco
de lectura.

La expresion administracion "parenteral” de una composicidn inmunogénica incluye, p. €j., inyeccioén subcutanea (s.c.),
intravenosa (i.v.), intramuscular (i.m.) o intraesternal, intratumoral o técnicas de infusion.

La expresion "acido nucleico" o el término "polinuclettido" se refiere a acidos desoxirribonucleicos (ADN) o acidos
ribonucleicos (ARN) y sus polimeros en forma de cadena sencilla o de doble cadena. A menos que se limite de forma
especifica, la expresion engloba acidos nucleicos que contienen analogos conocidos de nucleétidos naturales que tienen
unas propiedades de union similares a las del acido nucleico de referencia y que se metabolizan de manera similar a la
de los nucledtidos de origen natural. A menos que se indique lo contrario, una secuencia particular de acidos nucleicos
también abarca implicitamente variantes modificadas de forma conservativa de la misma (p. €j., sustituciones de codones
degenerados), alelos, ortélogos, SNPs y secuencias complementarias, asi como la secuencia indicada explicitamente.
Especificamente, sustituciones de codones degenerados se pueden conseguir generando secuencias en las que la
tercera posicion de uno o mas codones seleccionados (o todas) esta sustituida con una base mixta y/o residuos
desoxiinosina (Batzer et al., Nucleic Acid Res. 19:5081 (1991); Ohtsuka et al., J. Biol. Chem. 260:2605-2608 (1985); y
Rossolini et al., Mol. Cell. Probes 8:91-98 (1994)).

Los términos "péptido"”, "polipéptido” y "proteina” se utilizan indistintamente y se refieren a un compuesto que comprende
residuos aminoacidos unidos de forma covalente por enlaces peptidicos. Una proteina o un péptido debe contener al
menos dos aminoacidos, y no se limita el nimero maximo de aminoacidos que pueden comprender una secuencia de
proteina o péptido. Polipéptidos incluyen cualquier péptido o proteina que comprende dos 0 mas aminoacidos unidos
entre si por enlaces peptidicos. Tal como se utiliza en esta memoria, el término se refiere tanto a cadenas cortas, a las
que también se alude cominmente en la técnica como péptidos, oligopéptidos y oligémeros, por ejemplo, como a cadenas
largas, a las que generalmente se alude en la técnica como proteinas, de las cuales existen muchos tipos. "Polipéptidos”
incluyen, por ejemplo, fragmentos bioldgicamente activos, polipéptidos sustancialmente homélogos, oligopéptidos,
homodimeros, heterodimeros, variantes de polipéptidos, polipéptidos modificados, derivados, analogos, proteinas de
fusion, entre otros. Un polipéptido incluye un péptido natural, un péptido recombinante o una combinacion de los mismos.

El término "promotor" se refiere a una secuencia de ADN reconocida por la maquinaria sintética de la célula, o maquinaria
sintética introducida, requerida para iniciar la transcripcion especifica de una secuencia de polinucleétidos.

La expresién "secuencia promotora/reguladora” se refiere a una secuencia de acidos nucleicos que se requiere para la
expresion de un producto génico enlazado operativamente a la secuencia promotora/reguladora. En algunos casos, esta
secuencia puede ser la secuencia del promotor central y en otros casos, esta secuencia también puede incluir una
secuencia potenciadora y otros elementos reguladores que se requieren para la expresion del producto génico. La
secuencia promotora/reguladora puede ser, por ejemplo, una que exprese el producto génico de una manera especifica
para el tejido.

La expresién "promotor constitutivo" se refiere a una secuencia de nucleétidos que, cuando esté operativamente enlazada
con un polinucleotido que codifica o especifica un producto génico, provoca que el producto génico se produzca en una
célula bajo la mayoria o todas las condiciones fisioldgicas de la célula.
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La expresion "promotor inducible" se refiere a una secuencia de nucleétidos que, cuando esté operativamente enlazada
con un polinucledtido que codifica o especifica un producto génico, provoca que el producto génico se produzca en una
célula sustancialmente solo cuando un inductor que corresponde al promotor esta presente en la célula.

La expresién "promotor especifico para el tejido" se refiere a una secuencia de nucleétidos que, cuando esta
operativamente enlazada con un polinucleétido que codifica o es especificada por un gen, provoca que el producto génico
se produzca en una célula sustancialmente solo si la célula es una célula del tipo de tejido correspondiente al promotor.

La expresion "enlazador de polipéptidos flexible" o "enlazador", tal como se utiliza en el contexto de un scFv, se refiere a
un enlazador peptidico que consiste en aminoacidos tales como residuos de glicina y/o serina utilizados solos o0 en
combinacién, para enlazar regiones de cadena pesada variables y regiones de cadena ligera variables. En una realizacion,
el enlazador de polipéptidos flexible es un enlazador Gly/Ser y comprende la secuencia de aminoacidos (Gly-Gly-Gly-
Ser)n (SEQ ID NO: 112), en que n es un nimero entero positivo igual a o mayor que 1. Por ejemplo, n=1, n=2, n=3. n=4,
n=5y n=6, n=7, n=8, n=9 y n=10. En una realizacién, los enlazadores de polipéptidos flexibles incluyen, pero no se limitan
a, (Gly4 Ser) 4 (SEQ ID NO: 113) o (Gly4 Ser) 3 (SEQ ID NO: 114). En otra realizacién, los enlazadores incluyen multiples
repeticiones de (Gly2Ser), (GlySer) o (Gly3Ser) (SEQ ID NO: 112). También se incluyen dentro del alcance de la invencion
enlazadores descritos en el documento WO2012/138475.

Tal como se utiliza en esta memoria, un remate 5’ (también denominado un remate de ARN, un remate de ARN 7-
metilguanosina o un remate de ARN m’G) es un nucleédtido de guanina modificado que ha sido afiadido al extremo "frontal"
o 5'de un ARN mensajero eucariota poco después del inicio de la transcripcion. El remate 5’ consiste en un grupo terminal
que esta enlazado al primer nucleétido transcrito. Su presencia es critica para el reconocimiento por parte del ribosoma y
la proteccién contra las RNasas. La adicion del remate esta acoplada a la transcripcion, y se produce co-
transcripcionalmente, de modo que cada uno influye en el otro. En sintesis, después del comienzo de la transcripcion, el
extremo 5’ del ARNm que esta siendo sintetizado esta unido por un complejo de sintesis del remate asociado con la ARN
polimerasa. Este complejo enzimatico cataliza las reacciones quimicas que se requieren para el rematado de ARNm. La
sintesis prosigue como una reaccién bioquimica multi-etapa. El resto del remate puede modificarse para modular la
funcionalidad del ARNm tal como su estabilidad o eficiencia de traduccién.

Tal como se utiliza en esta memoria, "ARN transcrito in vitro" se refiere a ARN, preferiblemente ARNm, que ha sido
sintetizado in vitro. Generalmente, el ARN transcrito in vitro se genera a partir de un vector de transcripcion in vitro. El
vector de transcripcion in vitro comprende un molde que se utiliza para generar el ARN transcrito in vitro.

Tal como se utiliza en esta memoria, un "poli(A)" es una serie de adenosinas unidas por poliadenilacion al ARNm. En la
realizacién preferida de una construccion para la expresién transitoria, el poliA esté entre 50 y 5000 (SEQ ID NO: 115),
preferiblemente mas de 64, méas preferiblemente méas de 100, lo méas preferiblemente méas de 300 o 400.secuencias de
poli(A) puede modificarse quimica o enzimaticamente para modular la funcionalidad del ARNm, tal como la localizacién,
la estabilidad o la eficiencia de la traduccién.

Tal como se utiliza en esta memoria, "poliadenilacion” se refiere al enlace covalente de un resto poliadenilo, o su variante
modificada, a una molécula de ARN mensajero. En los organismos eucariotas, la mayoria de las moléculas de ARN
mensajero (ARNm) estan poliadeniladas en el extremo 3'. La cola 3’ poli(A) es una secuencia larga de nucleétidos de
adenina (a menudo varios cientos) afadidos al pre-ARNm mediante la acciéon de una enzima, poliadenilato polimerasa.
En eucariotas superiores, la cola poli(A) se afiade a transcripciones que contienen una secuencia especifica, la sefal de
poliadenilacion. La cola poli(A) y la proteina unida a ella ayudan a proteger el ARNm de la degradacién por parte de
exonucleasas. La poliadenilacién también es importante para la terminacion de la transcripcion, la exportacion del ARNm
desde el nucleo y la traduccion. La poliadenilacion ocurre en el nicleo inmediatamente después de la transcripcion de
ADN en ARN, pero también puede ocurrir mas tarde en el citoplasma. Después de finalizar la transcripcién, la cadena de
ARNm se escinde a través de la accion de un complejo de endonucleasa asociado con la ARN polimerasa. El sitio de
escision generalmente se caracteriza por la presencia de la secuencia de bases AAUAAA cerca del sitio de escision.
Después de que se ha escindido el ARNm, se afaden residuos adenosina al extremo 3’ libre en el sitio de escision.

Tal como se utiliza en esta memoria, "transitorio" se refiere a la expresion de un transgen no integrado durante un periodo
de horas, dias o semanas, en donde el periodo de tiempo de expresion es menor que el periodo de tiempo para la
expresion del gen si esté integrado dentro del genoma o esta contenido dentro de un replicdn plasmidico estable en la
célula huésped.

La expresién "via de transduccion de sefales" se refiere a la relacion bioquimica entre una diversidad de moléculas de
transduccion de sefales que juegan un papel en la transmisién de una sefal de una porcidon de una célula a otra porcion
de una célula. La expresion "receptor de superficie celular" incluye moléculas y complejos de moléculas capaces de recibir
una sefial y transmitir la sefial a través de la membrana de una célula.

El término "sujeto" pretende incluir organismos vivos en los que se puede provocar una respuesta inmune (p. €j.,
mamiferos, ser humano).
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La expresién "sustancialmente purificada" se refiere a una célula que estéa esencialmente libre de otros tipos de células.
Una célula sustancialmente purificada también se refiere a una célula que ha sido separada de otros tipos de células con
los que normalmente esta asociada en su estado natural. En algunos casos, una poblacién de células sustancialmente
purificadas se refiere a una poblacion de células homogénea. En otros casos, esta expresion se refiere simplemente a la
célula que han sido separada de las células con las que estan naturalmente asociadas en su estado natural. En algunos
aspectos, las células se cultivan in vitro. En otros aspectos, las células no se cultivan in vitro.

El término "terapéutico”, tal como se utiliza en esta memoria, significa un tratamiento. Se obtiene un efecto terapéutico
por reducciodn, supresion, remision o erradicacion de un estado de enfermedad.

El término "profilaxis”, tal como se utiliza en esta memoria, significa la prevencion o el tratamiento protector para una
enfermedad o estado de enfermedad.

En el contexto de la presente invencion, "antigeno tumoral" o "antigeno de trastorno hiperproliferativo" o "antigeno
asociado con un trastorno hiperproliferativo” se refiere a antigenos que son comunes a trastornos hiperproliferativos
especificos. En determinados aspectos, los antigenos del trastorno hiperproliferativo de la presente invencién se derivan
de canceres que incluyen, pero no se limitan a melanoma primario o metastasico, timoma, linfoma, sarcoma, cancer de
pulmén, cancer de higado, linfoma no Hodgkin, leucemias, cancer uterino, cancer cervical, cancer de vejiga, cancer de
rindn, y adenocarcinomas tales como cancer de mama, cancer de prostata, cancer de ovario, cancer de pancreas, y
similares.

El término "transfectado" o "transformado" o "transducido" se refiere a un proceso por el cual el &cido nucleico exégeno
se transfiere o introduce en la célula huésped. Una célula "transfectada" o "transformada" o "transducida" es una que ha
sido transfectada, transformada o transducida con acido nucleico exdgeno. La célula incluye la célula objeto principal y su
progenie.

La expresion "se une especificamente" se refiere a un anticuerpo, o un ligando, que reconoce a y se une con un
participante en la unién afin (p. ej., una molécula estimulante y/o co-estimulante presente en una célula T), proteina
presente en una muestra, pero que el anticuerpo o ligando no reconoce sustancialmente ni se une a otras moléculas en
la muestra.

Intervalos: a lo largo de esta divulgacion, diversos aspectos de la invencién se pueden presentar en un formato de
intervalo. Debe entenderse que la descripcion en formato de intervalo es meramente por conveniencia y brevedad y no
debe interpretarse como una limitacion inflexible en el alcance de la invencion. Por consiguiente, se debe considerar que
la descripcion de un intervalo ha descrito especificamente todos los posibles sub-intervalos, asi como los valores
numeéricos individuales dentro de ese intervalo. Por ejemplo, se debe considerar que la descripcion de un intervalo tal
como de 1 a 6 ha descrito especificamente sub-intervalos tales comode 1a3,de1a4,de1a5,de2a4,de2a6,de3
a 6, etc., asi como numeros individuales dentro de ese intervalo, por ejemplo, 1, 2, 2,7, 3, 4, 5, 5,3 y 6. Como otro ejemplo,
un intervalo tal como 95-99% de identidad, incluye algo con 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad, e incluye sub-
intervalos tales como 96-99%, 96-98%, 96-97%, 97-99%, 97-98% y 98-99% de identidad. Esto se aplica
independientemente de la amplitud del intervalo.

Descripcion

En esta memoria se proporcionan composiciones de materia y métodos de uso para el tratamiento de una enfermedad tal
como cancer, utilizando un receptor de antigeno quimérico (CAR) anti-EGFRuvIII.

En esta memoria se describe un cierto nimero de receptores de antigenos quiméricos que comprenden un anticuerpo o
fragmento de anticuerpo disefado para unirse especificamente a una proteina EGFRUvIIl. Una célula (p. ej., célula T)
puede disenarse para expresar un CAR, en donde la célula T CAR ("CART") exhibe una propiedad antitumoral. En un
aspecto, una célula se transforma con el CAR y el CAR se expresa en la superficie celular. La célula (p. €j., célula T) se
puede transducir con un vector viral que codifica un CAR, tal como un vector retroviral o un vector lentiviral. La célula
puede expresar establemente el CAR. La célula (p. €j., célula T) se puede transfectar con un acido nucleico, p. ej., ARNm,
ADNCc, ADN, que codifica un CAR. En tales casos, la célula puede expresar transitoriamente el CAR.

En un aspecto, la porcién de unién a proteina EGFRvIII del CAR es un fragmento de anticuerpo scFv. En un aspecto,
tales fragmentos de anticuerpos son funcionales, debido a que retienen la afinidad de unién equivalente, p. ej., se unen
al mismo antigeno con una eficacia equiparable a la del anticuerpo IgG del que se deriva. En un aspecto, fragmentos de
anticuerpos de este tipo son funcionales porque proporcionan una respuesta biolégica que puede incluir, pero no se limita
a, activacion de una respuesta inmune, inhibicion del origen de la transduccién de sefales de su antigeno diana, inhibicion
de la actividad de quinasa y similares, como entendera un experto.

En un aspecto, el dominio de unién al antigeno EGFRVIII del CAR es un fragmento de anticuerpo scFv murino. En otro
aspecto, el dominio de unién al antigeno EGFRvIII del CAR es un fragmento de anticuerpo scFv que esta humanizado en
comparacioén con la secuencia murina del scFv del que deriva. La generacion de un anticuerpo monoclonal murino parental
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a modo de ejemplo contra EGFRuvIIlI (3C10) se describe en Okamoto et al. (British J. Cancer 1996, 73:1366-1372). Un
anticuerpo completamente humano contra EGFRuvIII (139) a modo de ejemplo se describe en Morgan et al. (2012) Human
Gene Therapy, 23: 1043-1953. En un aspecto, el scFv para la secuencia murina comprende SEQ ID NO: 11. La
humanizacién de este scFv de ratén puede desearse para el entorno clinico, en que los residuos especificos para raton
pueden inducir una respuesta antigeno-anti-ratén- humana (HAMA) en pacientes que reciben tratamiento con EGFRvIII,
p. €j., tratamiento con células T transducidas con la construccion de EGFRvIII.

En un aspecto, la porcion del dominio de unién anti-EGFRvIIl de un CAR es codificada por un transgen cuya secuencia
ha sido optimizada en codones para la expresion en una célula de mamifero. En un aspecto, la construccion CAR completa
de la invencion es codificada por un transgen cuya secuencia completa ha sido optimizada en codones para la expresion
en una célula de mamifero. La optimizacién en codones se refiere al descubrimiento de que la frecuencia de aparicién de
codones sinénimos (es decir, codones que codifican el mismo aminoacido) en el ADN codificante esta sesgada en
diferentes especies. Una degeneracién en codones de este tipo permite que un polipéptido idéntico sea codificado por
una diversidad de secuencias de nucleétidos. En la técnica se conoce una diversidad de métodos de optimizacién en
codones, que incluyen, p. €j., los métodos descritos en al menos las patentes de EE.UU. N.2 5.786.464 y 6.114.148.

En un aspecto, el dominio de unién anti-EGFRvIll de un CAR es un dominio de unién anti-EGFRvIIl humanizado. Por
ejemplo, el dominio de unién anti-EGFRvIII humanizado comprende la porcion scFv proporcionada en SEQ ID NO: 68.

En un aspecto, un CAR descrito en esta memoria incluye un dominio de unién a antigeno de un anticuerpo especifico con
un dominio de sefalizacion intracelular. Por ejemplo, en algunos aspectos, el dominio de sefalizacién intracelular incluye,
pero no se limita a la cadena CD3-zeta, los médulos de sefializacion 4-1BB y CD28 y combinaciones de los mismos.

El dominio de unién a antigeno se une a EGFRvIIIl. En un aspecto, el CAR comprende la secuencia proporcionada en
SEQ ID NO: 78.

En un aspecto, el CAR comprende al menos un dominio de sefalizacién intracelular seleccionado del grupo que consiste
en un dominio de sefalizacion CD137 (4-1BB), un dominio de sefalizacion CD28, un dominio de sehal CD3zeta y
cualquier combinacion de los mismos. En un aspecto, el CAR comprende al menos un dominio de sefalizacién intracelular
de una o mas moléculas co-estimulantes distintas de un dominio de sefial CD137 (4-1BB) o CD28, un CD3zeta y cualquier
combinacioén de los mismos.

Se describen composiciones de CAR y su uso en medicamentos o0 métodos para tratar, entre otras enfermedades, cancer
o cualquier tumor maligno o enfermedades autoinmunes que implican células o tejidos que expresan EGFRuvlIII.

Se describen también composiciones y métodos para la sobre-expresion de miR-17-92, p. €j., en una célula que expresa
el CAR, p. gj., una célula T. En un aspecto, la sobre-expresion derivada de transgenes de miR-17-92 proporciona una
célula T transducida por CAR con resistencia mejorada frente a la inmunosupresién inducida por tumores y la
quimioterapia, fomentando asi efectos terapéuticos duraderos.

Receptor de Antigeno Quimérico (CAR)

La presente invencion se refiere a una construccion de ADN recombinante que comprende secuencias que codifican un
CAR, en donde el CAR comprende un fragmento de anticuerpo que se une especificamente a EGFRvIII, p. ej., un
fragmento de anticuerpo humano que se une especificamente a EGFRUvIIl. En un aspecto, el EGFRvIIl es EGFRvIII
humano, y la secuencia de acidos nucleicos que codifica el fragmento de anticuerpo es contigua y esta en el mismo marco
de lectura que una secuencia de acidos nucleicos que codifica un dominio de sefalizacion intracelular. EI dominio de
sefalizacion intracelular puede comprender un dominio de sefializacion co-estimulante y/o un dominio de sefalizacion
primario, p. €j., una cadena zeta. El dominio de sefalizacion co-estimulante se refiere a una porcion del CAR que
comprende al menos una porcion del dominio intracelular de una molécula co-estimulante.

Se describe una construccion de CAR que comprende un dominio scFv seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID
NO: 38, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 56, SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 74, SEQ ID NO:
80 y SEQ ID NO: 86, en donde el scFv puede estar precedido por una secuencia conductora opcional tal como se
proporciona en SEQ ID NO: 13, y seguida de una secuencia bisagra opcional tal como se proporciona en SEQ ID NO: 14
0 SEQ ID NO: 104 0 SEQ ID NO: 106 0 SEQ ID NO: 108, una regién de transmembrana tal como se proporciona en SEQ
ID NO: 15, un dominio de sefalizacién intracelular que incluye SEQ ID NO:16 o SEQ ID NO: 102 y una secuencia CD3
zeta que incluye SEQ ID NO: 17 o SEQ ID NO: 99, en donde los dominios estan contiguos a y en el mismo marco de
lectura para formar una proteina de fusion sencilla. También se describe una secuencia de nucleétidos que codifica el
polipéptido de cada uno de los fragmentos de scFv seleccionados del grupo que consiste en SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO:
44, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 56, SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 74, SEQ ID NO: 80 y SEQ ID NO: 86
y cada uno de los dominios de SEQ ID NOS: 13-17. También se describe una secuencia de nucleétidos que codifica el
polipéptido de cada uno de los fragmentos de scFv seleccionados del grupo que consiste en SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO:
44, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 56, SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 74, SEQ ID NO: 80 y SEQ ID NO: 86
y cada uno de los dominios de SEQ ID NOS: 13-16 y SEQ ID NO: 99. En un aspecto, la construccion CAR EGFRuvll
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comprende una secuencia conductora opcional, un dominio de unioén a antigeno extracelular que se une especificamente
a EGFRuVIIl, una bisagra, un dominio de transmembrana y un dominio estimulante intracelular. En un aspecto, la
construccion CAR EGFRvIIl comprende una secuencia conductora opcional, un dominio de unién a antigeno extracelular
que se une especificamente a EGFRVIIl, una bisagra, un dominio de transmembrana, un dominio de sefalizacién
intracelular que incluye un dominio co-estimulante y un dominio estimulante principal. Construcciones CAR EGFRuvll
especificas que contienen un dominio scFv humanizado se proporcionan en SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO:
55, SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO: 73, SEQ ID NO: 79, SEQ ID NO: 85 y SEQ ID NO: 90. Construcciones
CAR EGFRuVIII especificas que contienen un dominio scFv murino se proporcionan en SEQ ID NO:1 y SEQ ID NO:2.

Una secuencia conductora a modo de ejemplo se proporciona como SEQ ID NO: 13. Una secuencia de bisagra/espaciador
a modo de ejemplo se proporciona como SEQ ID NO: 14 o SEQ ID NO:104 o SEQ ID NO: 106 o SEQ ID NO: 108. Una
secuencia del dominio de transmembrana a modo de ejemplo se proporciona como SEQ ID NO: 15. Una secuencia a
modo de ejemplo del domino co-estimulante de la proteina 4-1BB se proporciona como SEQ ID NO: 16. Una secuencia a
modo de ejemplo del domino co-estimulante de la proteina CD27 se proporciona como SEQ ID NO: 102. Un dominio de
sefalizacion principal a modo de ejemplo de una secuencia del dominio CD3zeta se proporciona como SEQ ID NO: 17.
Otro dominio de sefalizacion principal a modo de ejemplo de una secuencia de dominio CD3zeta se proporciona como
SEQ ID NO: 99.

En esta memoria se describe una construccién de acido nucleico recombinante que comprende una molécula de acido
nucleico que codifica un CAR, en donde la molécula de acido nucleico comprende la secuencia de acido nucleico que
codifica un dominio de unién anti-EGFRvIII, p. ej., descrito en esta memoria, que es contiguo y esta en el mismo marco
de lectura que una secuencia de &cido nucleico que codifica un dominio de sefializacién intracelular. En un aspecto, el
dominio de unién anti-EGFRvIII se selecciona de una o mas de SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 50, SEQ ID
NO: 56, SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 74, SEQ ID NO: 80 y SEQ ID NO: 86. En un aspecto, el dominio
de union anti-EGFRvIII es codificado por una secuencia de nucledtidos proporcionada en una secuencia seleccionada del
grupo que consiste en SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 57, SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO:
69, SEQ ID NO: 75, SEQ ID NO: 81 y SEQ ID NO: 98. En un aspecto, el dominio de unién anti-EGFRuvlIl es codificado por
SEQ ID NO: 39. En un aspecto, el dominio de unién anti-EGFRUVIII es codificado por SEQ ID NO: 45. En un aspecto, el
dominio de unién anti-EGFRuvIII es codificado por SEQ ID NO: 51. En un aspecto, el dominio de union anti-EGFRvIII es
codificado por SEQ ID NO: 57. En un aspecto, el dominio de unién anti-EGFRvIII es codificado por SEQ ID NO: 63. En un
aspecto, el dominio de unién anti-EGFRVIII es codificado por SEQ ID NO: 69. En un aspecto, el dominio de unién anti-
EGFRVIII es codificado por SEQ ID NO: 75. En un aspecto, el dominio de unién anti-EGFRuvlII es codificado por SEQ ID
NO: 81.

Se describe una construccion de acido nucleico recombinante que comprende una molécula de acido nucleico que codifica
un CAR, en donde la molécula de acido nucleico comprende una secuencia de acidos nucleicos que codifica un dominio
de union anti-EGFRUVIII seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 54, SEQ ID
NO: 60, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 72, SEQ ID NO: 78, SEQ ID NO: 84 y SEQ ID NO: 90, en donde la secuencia esta
contigua a y en el mismo marco de lectura que la secuencia de acidos nucleicos que codifica un dominio de sefalizacién
intracelular. Un dominio de senalizacion intracelular a modo de ejemplo que se puede utilizar en el CAR incluye, pero no
se limita a, uno o méas dominios de sefalizacion intracelular de, p. ej., CD3-zeta, CD28, 4-1BB y similares. En algunos
casos, el CAR puede comprender cualquier combinacién de dominios de sefalizacién intracelular de CD3-zeta, CD28, 4-
1BB y similares. En un aspecto, la construccion de &cidos nucleicos comprende la SEQ ID NO: 42. En un aspecto, la
secuencia de acidos nucleicos de una construccion de CAR es SEQ ID NO: 48. En un aspecto, la construccion de acidos
nucleicos comprende la SEQ ID NO: 54. En un aspecto, la construccién de acidos nucleicos comprende la SEQ ID NO:
60. En un aspecto, la construccién de acidos nucleicos comprende la SEQ ID NO: 66. En un aspecto, la construccion de
acidos nucleicos comprende la SEQ ID NO: 72. En un aspecto, la construccién de acidos nucleicos comprende la SEQ ID
NO: 78. En un aspecto, la construccion de acidos nucleicos comprende la SEQ ID NO: 84.

Las secuencias de &cidos nucleicos que codifican las moléculas deseadas se pueden obtener utilizando métodos
recombinantes conocidos en la técnica, tales como, por ejemplo, seleccionando colecciones de células que expresan el
gen, derivando el gen de un vector que se sabe que incluye el mismo, o aislando directamente de células y tejidos que lo
contienen, utilizando técnicas estandar. Alternativamente, el acido nucleico de interés puede producirse sintéticamente,
en lugar de clonarse.

Construcciones de vectores retrovirales y lentivirales que expresan un CAR que se pueden transducir directamente a una
célula.

Una construccién de ARN se puede transfectar directamente en una célula. Un método para generar ARNm para su uso
en la transfeccion implica la transcripcion in vitro (IVT) de un molde con cebadores especialmente disefiados, seguido de
la adicion de poliA, para producir una construccién que contiene la secuencia no traducida 3’ y 5' ("UTR"), un remate 5'
y/o un Sitio Interno de Entrada al Ribosoma (IRES), el acido nucleico que se ha de expresar y una cola de poliA,
tipicamente de 50 a 2000 bases de longitud. EI ARN asi producido puede transfectar eficientemente diferentes tipos de
células. El molde puede incluir secuencias para el CAR. Un vector de ARN CAR se puede transducir en una célula T por
electroporacion.
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Dominio de unién a antigeno

El CAR de la invencién comprende un elemento de union especifica a diana al que se hace referencia de otra manera
como un dominio de union a antigeno. Generalmente, la eleccion del resto depende del tipo y del nimero de ligandos que
definen la superficie de una célula diana. Por ejemplo, el dominio de unién a antigeno se puede elegir para reconocer un
ligando que actia como un marcador de la superficie celular en las células diana asociadas con un estado de enfermedad
particular. Por lo tanto, ejemplos de marcadores de superficie celular que pueden actuar como ligandos para el dominio
de unién a antigeno en un CAR incluyen los asociados con infecciones virales, bacterianas y parasitarias, enfermedades
autoinmunes y células cancerosas.

La respuesta de células T mediada por CAR se puede dirigir a un antigeno de interés mediante la ingenieria de un dominio
de unidn a antigeno que se una especificamente a un antigeno deseado en el CAR.

La porcion del CAR de la invencién que comprende el dominio de unién a antigeno fija como objetivo EGFRVIII. En un
aspecto, el dominio de unién a antigeno fija como objetivo EGFRvIll humano. Por ejemplo, se produjo un anticuerpo
monoclonal de ratén (IgG2b) 3C10 contra EGFRvIII mediante inmunizacion de ratones con un péptido de 14 aminoacidos
(LEEKKGNYVVTDHC; SEQ ID NO: 101) que incluye la unién de fusion especifica para EGFRvIIl y demostré un
reconocimiento altamente especifico de EGFRvIII sin ningin tipo de unién detectable a EGFR de tipo salvaje (Okamoto
et al, British J. Cancer 1996, 73:1366-1372). Por consiguiente, en algunas realizaciones, el dominio de unioén a antigeno
fija como objetivo una secuencia de aminodcidos, p. €j., una secuencia de aminoacidos que comprende un residuo glicina
afnadido, dentro del dominio de unién de fusion EGFvlll. En algunas realizaciones, el dominio de unién a antigeno fija
como objetivo una o mas secuencias de aminoacidos en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:101.

El dominio de unién a antigeno puede ser cualquier dominio que se una al antigeno, incluyendo, pero no limitado a un
anticuerpo monoclonal, un anticuerpo policlonal, un anticuerpo recombinante, un anticuerpo humano, un anticuerpo
humanizado y un fragmento funcional del mismo. En algunos casos, es beneficioso que el dominio de unién a antigeno
se derive de la misma especie en la que finalmente se utilizard el CAR. Por ejemplo, para uso en seres humanos, puede
ser beneficioso que el dominio de union a antigeno del CAR comprenda residuos humanos o humanizados para el dominio
de unién a antigeno de un anticuerpo o fragmento de anticuerpo.

Por lo tanto, en un aspecto, el dominio de unién a antigeno comprende un anticuerpo humano o un fragmento de
anticuerpo. En otro aspecto, el dominio de unién a antigeno comprende un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
humanizado. En un aspecto, el dominio de uniéon a anti-EGFRvIll comprende una o mas (p. €j., una, dos o las tres)
regiones determinantes de complementariedad de cadena ligera 1 (LC CDR1), regién determinante de
complementariedad de cadena ligera 2 (LC CDR2) y regién determinante de complementariedad de cadena ligera 3 (LC
CDR3) de un dominio de unién anti-EGFRuvIII descrito en esta memoria, y una o mas (p. €j., una, dos o las tres) regiones
determinantes de complementariedad de cadena pesada 1 (HC CDR1), regién determinante de complementariedad de
cadena pesada 2 (HC CDR2), y region determinante de complementariedad de cadena pesada 3 (HC CDRS3) de un
dominio de unién anti-EGFRvIII descrito en esta memoria. En un aspecto, el dominio de union anti-EGFRvIIl comprende
una region variable de cadena ligera descrita en esta memoria y/o una region variable de cadena pesada descrita en esta
memoria. En un aspecto, el dominio de union anti-EGFRvIIl es un scFv que comprende una region variable de cadena
ligera y una region variable de cadena pesada de una secuencia de aminodcidos, p. €j., una regién variable de cadena
ligera y una region variable de cadena pesada descritas en esta memoria. En un aspecto, el dominio de unién anti-
EGFRUVIIl (p. ej., un scFv) comprende: una region variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos una, dos o tres modificaciones (p. ej., sustituciones) pero no mas de 30, 20 o 10
modificaciones (p. ej., sustituciones) de una secuencia de aminodcidos de una region variable de la cadena ligera
proporcionada en esta memoria, 0 una secuencia con un 85-99% (p. €j., 90-99% 0 95-99%) de identidad con una
secuencia de aminoacidos proporcionada en esta memoria; y/o una regién variable de la cadena pesada que comprende
una secuencia de aminoacidos que tiene al menos una, dos o tres modificaciones (p. €j., sustituciones) pero no mas de
30, 20 o 10 modificaciones (p. €j., sustituciones) de una secuencia de amino&cidos de una regién variable de la cadena
pesada proporcionada en esta memoria, 0 una secuencia con un 85-99% (p. ej., 90-99% 0 95-99%) de identidad con una
secuencia de aminoacidos proporcionada en esta memoria. En un aspecto, el dominio de unién a antigeno comprende
una o mas secuencias seleccionadas del grupo que consiste en SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 50, SEQ
ID NO: 56, SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 74, SEQ ID NO: 80 y SEQ ID NO: 86. En un aspecto, el CAR
humanizado se selecciona de una o mas secuencias seleccionadas del grupo que consiste en SEQ ID NO: 43, SEQ ID
NO: 49, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO: 73, SEQ ID NO: 79, SEQ ID NO: 85y SEQ ID NO:
90.

En algunos aspectos, un anticuerpo no humano se humaniza, en donde las secuencias o regiones especificas del
anticuerpo se modifican para incrementar la similitud con un anticuerpo producido de forma natural en un ser humano o
fragmento del mismo. En un aspecto, el dominio de unioén a antigeno esta humanizado.

Se puede producir un anticuerpo humanizado utilizando una diversidad de técnicas conocidas en la técnica, que incluyen,
pero no se limitan a, injerto de CDR (véase, por ejemplo, la Patente Europea N° EP 239.400; Publicacion Internacional N©
WO 91/09967; y las Patentes de EE.UU. N% 5.225.539, 5.530.101 y 5.585.089, chapado o revestimiento (véase, p. €j.,
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las Patentes Europeas N°% EP 592.106 y EP 519.596; Padlan, 1991, Molecular Immunology, 28(4/5):489-498; Studnicka
et al., 1994, Protein Engineering, 7(6):805-814; y Roguska et al., 1994, PNAS, 91: 969-973, mezcla de cadenas (véase,
p. €j., la Patente de EE.UU. N® 5.565.332, y técnicas descritas en, p. €j. la Publicacién de Solicitud de Patente de EE.UU.
N¢ US2005/0042664, la Publicacién de Solicitud de Patente de EE.UU. N° US2005/0048617, la patente de EE.UU. N
6.407.213, la patente de EE.UU. N2 5.766.886, la Publicacion Internacional N® WO 9317105, Tan et al., 2002, J. Immunol.,
169:1119-25; Caldas et al., 2000, Protein Eng., 13(5):353-60; Morea et al., 2000, Methods, 20:267-79; Baca et al., 1997,
J. Biol. Chem., 272: 10678-84; Roguska et al., 1996, Protein Eng., 9(10):895-904; Couto et al., 1995, Cancer Res., 55:
5973s-5977; Couto et al., 1995, Cancer Res., 55(8):1717-22; Sandhu 1994 Gene, 150(2):409-10; y Pedersen et al., 1994,
J. Mol. Biol, 235 (3): 959-73. A menudo, los residuos marco en las regiones marco se sustituiran con el residuo
correspondiente del anticuerpo donante de CDR para alterar, por ejemplo, mejorar la uniéon al antigeno. Estas
sustituciones marco se identifican por métodos bien conocidos en la técnica, p. ej., modelando las interacciones de la
CDR vy los residuos marco para identificar residuos marco importantes para la unién a antigeno y la comparacion de la
secuencia para identificar residuos marco inusuales en posiciones particulares. (Véanse, p. €j., Queen et al., patente de
EE.UU. N° 5.585.089; y Riechmann et al., 1988, Nature, 332:323).

Un anticuerpo humanizado o fragmento de anticuerpo tiene uno 0 mas residuos aminoé&cidos restantes en él de una fuente
que no es humana. A estos residuos aminoacidos no humanos se les alude a menudo como residuos "importados”, que
tipicamente se toman de un dominio variable "importado". Tal como se proporciona en esta memoria, los anticuerpos
humanizados o los fragmentos de anticuerpos comprenden una o mas CDRs de moléculas de inmunoglobulina no
humanas y regiones marco en las que los residuos aminoacidos que comprenden el marco se derivan completa o
principalmente de la linea germinal humana. Multiples técnicas para la humanizacién de anticuerpos o fragmentos de
anticuerpos son bien conocidas en la técnica y pueden realizarse esencialmente siguiendo el método de Winter y
colaboradores (Jones et al., Nature, 321:522-525 (1986); Riechmann et al., Nature, 332:323-327 (1988); Verhoeyen et al.,
Science, 239:1534-1536 (1988)), sustituyendo CDRs de roedores o secuencias de CDR por las correspondientes
secuencias de un anticuerpo humano, es decir, injerto de CDR (documento EP 239.400; Publicacién PCT N® WO
91/09967; y patentes de EE.UU. N°%s 4.816.567; 6.331.415; 5.225.539; 5.530.101; 5.585.089; 6.548.640). En anticuerpos
y fragmentos de anticuerpos humanizados de este tipo, sustancialmente menos de un dominio variable humano intacto
ha sido sustituido por la secuencia correspondiente de una especie no humana. Los anticuerpos humanizados son a
menudo anticuerpos humanos en los que algunos residuos de CDR y posiblemente algunos residuos de marco (FR) estan
sustituidos por residuos de sitios analogos en anticuerpos de roedores. La humanizacion de anticuerpos y fragmentos de
anticuerpos también se puede lograr mediante chapado o revestimiento (documentos EP 592.106; EP 519.596; Padlan,
1991, Molecular Immunology, 28(4/5):489-498; Studnicka et al., Protein Engineering, 7(6):805-814 (1994); y Roguska et
al., PNAS, 91:969-973 (1994)) o mezcla de cadenas (patente de EE.UU. N? 5.565.332).

La eleccion de dominios variables humanos, tanto ligeros como pesados, a utilizar en la produccion de los anticuerpos
humanizados es reducir la antigenicidad. De acuerdo con el denominado método de "mejor ajuste”, la secuencia del
dominio variable de un anticuerpo de roedor se rastrea frente a toda la colecciéon de secuencias conocidas de dominio
variable humano. La secuencia humana mas cercana a la del roedor se acepta entonces como marco humano (FR) para
el anticuerpo humanizado (Sims et al., J. Immunol., 151:2296 (1993); Chothia et al., J. Mol. Biol., 196:901 (1987)). Otro
método utiliza un marco particular derivado de la secuencia consenso de todos los anticuerpos humanos de un subgrupo
particular de cadenas ligeras o pesadas. El mismo marco se puede utilizar para varios anticuerpos humanizados diferentes
(véase, p. €j., Carter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:4285 (1992); Presta et al., J. Immunol., 151:2623 (1993)).

En algunos aspectos, la porcién de una composicion de CAR de la invencion que comprende un fragmento de anticuerpo
se humaniza con retencion de alta afinidad por el antigeno diana y otras propiedades bioldgicas favorables. Anticuerpos
y fragmentos de anticuerpos humanizados se pueden preparar mediante un proceso de andlisis de las secuencias
parentales y diversos productos humanizados conceptuales utilizando modelos tridimensionales de las secuencias
parentales y humanizadas. Modelos tridimensionales de inmunoglobulina estdn cominmente disponibles y son familiares
para los expertos en la técnica. Estan disponibles programas informaticos que ilustran y muestran estructuras
conformacionales tridimensionales probables de secuencias de inmunoglobulinas candidatas seleccionadas. La
inspeccion de estas muestras permite el analisis del papel probable de los residuos en el funcionamiento de la secuencia
de inmunoglobulina candidata, p. €j., el andlisis de residuos que influyen en la capacidad de la inmunoglobulina candidata
para unirse al antigeno diana. De esta forma, los residuos FR pueden seleccionarse y combinarse de secuencias del
receptor y de importacién de modo que se logre la caracteristica deseada de anticuerpo o fragmento de anticuerpo, tal
como una afinidad incrementada por el antigeno diana. En general, los residuos de CDR estan directamente y mas
sustancialmente implicados en influir en la unién a antigeno.

En un aspecto, el dominio de unién anti-EGFRUVlII es, por ejemplo, un Fv, un Fab o un (Fab')2, o un anticuerpo hibrido bi-
funcional (p. €j., bi-especifico) (p. ej., Lanzavecchia et al., Eur. J. Immunol. 17, 105 (1987)). En un aspecto, un fragmento
de anticuerpo proporcionado en esta memoria es un scFv. En un aspecto, el scFv se une a una proteina EGFRvIII, pero
no a EGFR de tipo salvaje. En algunos casos, un scFv humano también puede derivarse de una coleccion de visualizacion
de levaduras.

En algunos casos, los scFv pueden prepararse de acuerdo con el método conocido en la técnica (véase, por ejemplo, Bird
et al., (1988) Science 242:423-426 y Huston et al., (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883). Las moléculas ScFv
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pueden producirse enlazando regiones VH y VL juntas utilizando enlazadores de polipéptidos flexibles. Las moléculas de
scFv comprenden un enlazador (p. ej., un enlazador Ser-Gly) con una longitud optimizada y/o composicion de
aminoacidos. La longitud del enlazador puede afectar en gran medida la forma en que las regiones variables de un scFv
se pliegan e interactian. De hecho, si se emplea un enlazador de polipéptido corto (p. €j., entre 5-10 aminodcidos, se
evita el plegamiento intracadena. También se requiere el plegamiento entre cadenas para unir las dos regiones variables
para formar un sitio de unién del epitopo funcional. Para ejemplos de orientacion del enlazador y tamafo, véase, p. €j.,
Hollinger et al. 1993 Proc Natl Acad. Sci. U.S.A. 90:6444-6448, Publicaciones de Solicitud de Patente de EE.UU. N°%
2005/0100543, 2005/0175606, 2007/0014794 y publicaciones PCT N°%s W02006/020258 y WO2007/024715.

Un scFv puede comprender un enlazador de al menos 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
25, 30, 35, 40, 45, 50 o mas residuos aminodacidos entre sus regiones VL y VH. La secuencia de enlazador puede
comprender cualquier aminoacido que se produce de forma natural. En algunas realizaciones, la secuencia de enlazador
comprende aminoacidos glicina y serina. En otra realizacion, la secuencia de enlazador comprende conjuntos de
repeticiones de glicina y serina tales como (Gly 4 Ser)n (SEQ ID NO: 37), en que n es un nimero entero positivo igual a o
mayor que 1. En una realizacion, el enlazador puede ser (GlysSer)4 (SEQ ID NO: 113) o (Gly4Ser)3 (SEQ ID NO: 114). La
variacion en la longitud del enlazador puede retener o potenciar la actividad, dando lugar a una eficacia superior en
estudios de actividad.

Estabilidad y Mutaciones

La estabilidad de un dominio de unién anti-EGFRVIII, p. ej., moléculas de scFv (p. €j., scFv soluble), puede evaluarse en
referencia a las propiedades biofisicas (p. €j., estabilidad térmica) de una molécula de scFv control convencional o un
anticuerpo de longitud completa. En una realizacion, el scFv humanizado tiene una estabilidad térmica que es mayor que
aproximadamente 0,1, aproximadamente 0,25, aproximadamente 0,5, aproximadamente 0,75, aproximadamente 1,
aproximadamente 1,25, aproximadamente 1,5, aproximadamente 1,75, aproximadamente 2, aproximadamente 2,5,
aproximadamente 3, aproximadamente 3,5, aproximadamente 4, aproximadamente 4.5, aproximadamente 5,
aproximadamente 5.5, aproximadamente 6, aproximadamente 6.5, aproximadamente 7, aproximadamente 7.5,
aproximadamente 8, aproximadamente 8.5, aproximadamente 9, aproximadamente 9.5, aproximadamente 10 grados,
aproximadamente 11 grados, aproximadamente 12 grados, aproximadamente 13 grados, aproximadamente 14 grados o
aproximadamente 15 grados Celsius que una molécula de unién control (p. €j., una molécula scFv convencional) en los
ensayos descritos.

La estabilidad térmica mejorada del dominio de unién anti-EGFRvIll, p. ej., scFv, se confiere posteriormente a la
construccion EGFRvIII CAR completa, lo que conduce a propiedades terapéuticas mejoradas de la construccion EGFRuvIII
CAR. La estabilidad térmica del dominio de uni6n anti-EGFRUVIIl, p. €., scFv, puede mejorarse en al menos
aproximadamente 2°C o 3°C en comparacién con un anticuerpo convencional. En una realizacién, el dominio de union
anti-EGFRUVIII, p.gj., scFv, tiene una estabilidad térmica mejorada a 1°C en comparacién con un anticuerpo convencional.
En otra realizacién, el dominio de unién anti-EGFRUVIII, p.ej., scFv, tiene una estabilidad térmica mejorada a 2°C en
comparacién con un anticuerpo convencional. En otra realizacion, el dominio de unién anti-EGFRVIII, p.ej., scFv, tiene
una estabilidad térmica mejorada a 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15°C en comparaciéon con un anticuerpo
convencional. Se pueden hacer comparaciones, por ejemplo, entre las moléculas de scFv descritas en esta memoria y
las moléculas scFv o fragmentos Fab de un anticuerpo del que se derivaron las VH y VL de scFv. La estabilidad térmica
se puede medir utilizando métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, en una realizacion, se puede medir la Tm.

Métodos para medir la Tm y otros métodos para determinar la estabilidad de la proteina se describen con mas detalle
mas adelante.

Mutaciones en scFv (que surgen a través de la humanizacion o mutagénesis directa del scFv soluble) alteran la estabilidad
del scFv y mejoran la estabilidad global del scFv y la construccion EGFRvIII CAR. La estabilidad del scFv humanizado se
compara con el scFv murino utilizando mediciones tales como Tm, desnaturalizaciéon por temperatura y agregaciéon por
temperatura. La capacidad de unién de los scFvs mutantes se puede determinar utilizando los ensayos descritos en los
Ejemplos.

En una realizacién, el dominio de unién anti-EGFRuvIII, p. ej., scFv, comprende al menos una mutacion que surge del
proceso de humanizacion, de modo que el scFv mutado confiere estabilidad mejorada a la construccion de EGFRvIII. En
otra realizacion, el dominio de union anti-EGFRuvIII, p. ej., scFv, comprende al menos 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8,9, 10 mutaciones
que surge del proceso de humanizacion, de modo que el scFv mutado confiere estabilidad mejorada a la construccién de
EGFRuVIIL.

Métodos de Evaluacién de la Estabilidad de la Proteina

La estabilidad de un dominio de unién a antigeno puede evaluarse utilizando, p. €j., los métodos descritos mas adelante.
Estos métodos permiten la determinacién de multiples transiciones de despliegue térmico, en que el dominio menos
estable se despliega primero o limita el umbral de estabilidad global de una unidad multi-dominio que se despliega
cooperativamente (p. €j., una proteina multi-dominio que exhibe una Unica transicion de despliegue). El dominio menos
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estable se puede identificar en un cierto nimero de maneras adicionales. La mutagénesis se puede realizar para sondear
qué dominio limita la estabilidad global. Adicionalmente, la resistencia a la proteasa de una proteina multi-dominio se
puede realizar en condiciones en las que se sabe que el dominio menos estable se despliega intrinsecamente a través
de DSC u otros métodos espectroscopicos (Fontana, et al., (1997) Fold. Des., 2: R17-26; Dimasi et al. (2009) J. Mol. Biol.
393: 672-692). Una vez que se identifica el dominio menos estable, la secuencia que codifica este dominio (o una porcién
de la misma) puede emplearse como una secuencia de prueba en los métodos.

a) Estabilidad Térmica

La estabilidad térmica de las composiciones puede analizarse utilizando un cierto nimero de técnicas biofisicas o
bioquimicas no limitantes conocidas en la técnica. En determinadas realizaciones, la estabilidad térmica se evalla
mediante espectroscopia analitica.

Un método a modo de ejemplo de espectroscopia analitica es la Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC, por sus siglas
en inglés). La DSC emplea un calorimetro que es sensible a las absorbancias de calor que acompafnan al despliegue de
la mayoria de las proteinas o dominios de proteinas (véase, p. ej., Sanchez-Ruiz, et al., Biochemistry, 27: 1648-52, 1988).
Para determinar la estabilidad térmica de una proteina, se inserta una muestra de la proteina en el calorimetro y la
temperatura se eleva hasta que se despliega el Fab o scFv. La temperatura a la que se despliega la proteina es indicativa
de la estabilidad global de la proteina.

Otro método a modo de ejemplo de espectroscopia analitica es la espectroscopia de Dicroismo Circular (CD, por sus
siglas en inglés). La espectrometria de CD mide la actividad 6ptica de una composiciéon en funcién del aumento de la
temperatura. La espectroscopia de dicroismo circular (CD) mide las diferencias en la absorcion de la luz polarizada para
zurdos frente a la luz polarizada para diestros que surgen debido a la asimetria estructural. Una estructura desordenada
o desplegada da como resultado un espectro de CD muy diferente al de una estructura ordenada o plegada. El espectro
de CD refleja la sensibilidad de las proteinas a los efectos desnaturalizantes del aumento de la temperatura y, por lo tanto,
es indicativo de la estabilidad térmica de una proteina (véase van Mierlo y Steemsma, J. Biotechnol., 79(3):281-98, 2000).

Otro método de espectroscopia analitica a modo de ejemplo para medir la estabilidad térmica es la Espectroscopia de
Emision de Fluorescencia (véase van Mierlo y Steemsma, supra). Aln otro método de espectroscopia analitica a modo
de ejemplo para medir la estabilidad térmica es la espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) (véase, p.
€j., van Mierlo y Steemsma, supra).

La estabilidad térmica de una composiciéon se puede medir bioquimicamente. Un método bioquimico a modo de ejemplo
para evaluar la estabilidad térmica es un ensayo de desafio térmico. En un "ensayo de desafio térmico", una composicion
se somete a un intervalo de temperaturas elevadas durante un periodo de tiempo establecido. Por ejemplo, en una
realizacién, las moléculas de scFv de prueba o las moléculas que comprenden moléculas de scFv se someten a un
intervalo de temperaturas crecientes, p. ej., durante 1-1,5 horas. La actividad de la proteina se analiza luego mediante un
ensayo bioquimico relevante. Por ejemplo, si la proteina es una proteina de union (p. €j., un scFv o un polipéptido que
contiene scFv), la actividad de unién de la proteina de unién puede determinarse mediante un ELISA funcional o
cuantitativo.

Un ensayo de este tipo puede realizarse en un formato de alto rendimiento y los descritos en los Ejemplos utilizando E.
coli y rastreo de alto rendimiento. Se puede crear una coleccién de dominio de unién anti-EGFRUVIII, p. €j., scFv, variantes,
utilizando métodos conocidos en la técnica. Se puede inducir la expresién del dominio de unién anti-EGFRVIII, p. €j., scFv,
y el dominio de unién anti-EGFRUVIII, p. ej., scFv, se puede someter a un desafio térmico. Las muestras de prueba
estimuladas pueden analizarse para determinar la unién y aquellos dominios de unién anti-EGFRuvlIII, p. ej., scFvs, que
son estables, pueden ampliarse y caracterizarse adicionalmente.

La estabilidad térmica se evalua midiendo la temperatura de fusion (Tm) de una composicion utilizando cualquiera de las
técnicas anteriores (p. €j., técnicas de espectroscopia analitica). La temperatura de fusion es la temperatura en el punto
medio de una curva de transicién térmica en la que el 50% de las moléculas de una composicién estan en estado plegado
(véase, p. €j., Dimasi et al. (2009) J. Mol Biol. 393: 672-692). En una realizacion, los valores de Tm para un dominio de
unién anti-EGFRUvII, p. ej., scFv, son aproximadamente 40°C, 41°C, 42°C, 43°C, 44°C, 45°C, 46°C, 47°C, 48°C, 49°C,
50°C, 51°C, 52°C, 53°C, 54°C, 55°C, 56°C, 57°C, 58°C, 59°C, 60°C, 61°C, 62°C, 63°C, 64°C, 65°C, 66°C, 67°C, 68°C,
69°C, 70°C, 71°C, 72°C, 73°C, 74°C, 75°C, 76°C, 77°C, 78°C, 79°C, 80°C, 81°C, 82°C, 83°C, 84°C, 85°C, 86°C, 87°C,
88°C, 89°C, 90°C, 91°C, 92°C, 93°C, 94°C, 95°C, 96°C, 97°C, 98°C, 99°C, 100°C. En una realizacion, los valores de Tm
para una IgG son aproximadamente 40°C, 41°C, 42°C, 43°C, 44°C, 45°C, 46°C, 47°C, 48°C, 49°C, 50°C, 51°C, 52°C,
53°C, 54°C, 55°C, 56°C, 57°C, 58°C, 59°C, 60°C, 61°C, 62°C, 63°C, 64°C, 65°C, 66°C, 67°C, 68°C, 69°C, 70°C, 71°C,
72°C, 73°C, 74°C, 75°C, 76°C, 77°C, 78°C, 79°C, 80°C, 81°C, 82°C, 83°C, 84°C, 85°C, 86°C, 87°C, 88°C, 89°C, 90°C,
91°C, 92°C, 93°C, 94°C, 95°C, 96°C, 97°C, 98°C, 99°C, 100°C. En una realizacion, los valores de Tm para un anticuerpo
multivalente son aproximadamente 40°C, 41°C, 42°C, 43°C, 44°C, 45°C, 46°C, 47°C, 48°C, 49°C, 50°C, 51°C, 52°C,
53°C, 54°C, 55°C, 56°C, 57°C, 58°C, 59°C, 60°C, 61°C, 62°C, 63°C, 64°C, 65°C, 66°C, 67°C, 68°C, 69°C, 70°C, 71°C,
72°C, 73°C, 74°C, 75°C, 76°C, 77°C, 78°C, 79°C, 80°C, 81°C, 82°C, 83°C, 84°C, 85°C, 86°C, 87°C, 88°C, 89°C, 90°C,
91°C, 92°C, 93°C, 94°C, 95°C, 96°C, 97°C, 98°C, 99°C, 100°C.
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La estabilidad térmica también se evalta midiendo el calor especifico o la capacidad calorifica (Cp) de una composicion
utilizando una técnica calorimétrica analitica (p. ej., DSC). El calor especifico de una composicién es la energia (p. €j., en
kcal/mol) que se requiere para aumentar en 1°C la temperatura de 1 mol de agua. Como Cp grande es un sello distintivo
de una composicion de proteina desnaturalizada o inactiva. El cambio en la capacidad calorifica (ACp) de una composicién
se mide determinando el calor especifico de una composicion antes y después de su transicion térmica. La estabilidad
térmica también puede evaluarse midiendo o determinando otros parametros de estabilidad termodinamica, incluida la
energia de desplegamiento libre de Gibbs (AG), la entalpia de desplegamiento (AH) o la entropia de desplegamiento (AS).
Uno o mas de los ensayos bioquimicos anteriores (p. €j., un ensayo de desafio térmico) se utilizan para determinar la
temperatura (es decir, el valor Tc ) en el que el 50% de la composicion retiene su actividad (p. €j., actividad de union).

Ademas, mutaciones en el dominio de union anti-EGFRUVIII, p. ej., scFv, alteran la estabilidad térmica del dominio de unién
anti-EGFRVII, p. €j., scFv, en comparacion con el dominio de unién anti-EGFRvIIl no mutado, p. €j., scFv. Cuando el
dominio de unién anti-EGFRvIIl humanizado, p. €j., scFv, se incorpora en una construccién CAR anti-EGFRvIII, el dominio
de union anti-EGFRVIIL, p. ej., scFv humanizado, confiere estabilidad térmica a la construccion CAR anti-EGFRuvlII global.
En una realizacién, el dominio de unién anti-EGFRUVIII, p. €j., scFv, comprende una Unica mutacion que confiere estabilidad
térmica al dominio de unién anti-EGFRUVIII, p. ej., scFv. En otra realizacion, el dominio de unién anti-EGFRVIIL, p. €j., scFv,
comprende multiples mutaciones que confieren estabilidad térmica al dominio de unién anti-EGFRUVIII, p. ej., scFv. En una
realizacién, las multiples mutaciones en el dominio de union anti-EGFRUVlII, p. ej., scFv, tienen un efecto aditivo sobre la
estabilidad térmica del dominio de unién anti-EGFRUVIII, p. ej., scFv.

b) % de Agregacion

La estabilidad de una composicion se puede determinar midiendo su propensién a agregarse. La agregacion se puede
medir mediante un niumero de técnicas bioquimicas o biofisicas no limitantes. Por ejemplo, la agregacion de una
composicion puede evaluarse utilizando cromatografia, p. ej., cromatografia de exclusion por tamano (SEC, por sus siglas
en inglés). La SEC separa moléculas en base al tamafo. Una columna se llena con perlas semi-solidas de un gel
polimérico que admitird iones y moléculas pequefas en su interior, pero no grandes. Cuando se aplica una composicién
proteica en la parte superior de la columna, las proteinas plegadas compactas (es decir, proteinas no agregadas) se
distribuyen a través de un mayor volumen de disolvente que esta disponible para los grandes agregados de proteinas.
Por consiguiente, los agregados grandes se mueven mas rapidamente a través de la columna, y de esta manera la mezcla
se puede separar o fraccionar en sus componentes. Cada una de las fracciones se puede cuantificar por separado (p. €j.,
mediante dispersion de la luz) a medida que se eluye del gel. Por consiguiente, el % de agregacién de una composicion
se puede determinar comparando la concentracién de una fraccién con la concentracion total de proteina aplicada al gel.
Las composiciones estables eluyen de la columna como esencialmente una fraccién Unica y aparecen esencialmente
como un pico unico en el perfil de elucién o cromatograma.

c) Afinidad de Unién

La estabilidad de una composicion se puede evaluar determinando su afinidad de unién diana. En la técnica se conoce
una amplia diversidad de métodos para determinar la afinidad de unién. Un método a modo de ejemplo para determinar
la afinidad de unién emplea resonancia de plasmén superficial.

La resonancia del plasmon superficial es un fendmeno 6ptico que permite el analisis de interacciones bioespecificas en
tiempo real mediante la deteccion de alteraciones en las concentraciones de proteinas dentro de una matriz de
biosensores, por ejemplo, utilizando el sistema BlAcore (Pharmacia Biosensor AB, Uppsala, Suecia y Piscataway, N.J.).
Para descripciones adicionales, véanse Jonsson, U., et al. (1993) Ann. Biol. Clin. 51:19-26; Jonsson, U., i (1991)
Biotechniques 11:620-627; Johnsson, B., et al. (1995) J. Mol.Recognit 8:125-131; y Johnnson, B., et al. (1991) Anal.
Biochem. 198:268-277.

En un aspecto, el dominio de unién al antigeno del CAR comprende una secuencia de aminoacidos que es homdloga a
una secuencia de aminoacidos del dominio de unioén al antigeno descrita en esta memoria, y el dominio de unién al
antigeno retiene las propiedades funcionales deseadas de los fragmentos de anticuerpo anti-EGFRvIIl descritos en esta
memoria. En un aspecto especifico, la composicion de CAR de la invencion comprende un fragmento de anticuerpo. En
un aspecto adicional, ese fragmento de anticuerpo comprende un scFv.

En diversos aspectos, el dominio de union al antigeno del CAR se modifica modificando uno o mas aminoacidos dentro
de una o ambas regiones variables (p. €j., VH y/o VL), por ejemplo dentro de una o mas regiones CDR y/o dentro de una
0 mas regiones marco. En un aspecto especifico, la composicién de CAR de la invencién comprende un fragmento de
anticuerpo. En un aspecto adicional, ese fragmento de anticuerpo comprende un scFv.

Un experto ordinario en la técnica entendera que el anticuerpo o fragmento de anticuerpo de la invencién puede
modificarse adicionalmente de modo que varie en la secuencia de aminoacidos (p. €j., de tipo salvaje), pero no en la
actividad deseada. Por ejemplo, pueden hacerse sustituciones adicionales de nucleétidos que conducen a sustituciones
de aminoacidos en residuos aminoacidos "no esenciales" a la proteina. Por ejemplo, un residuo aminoacido no esencial
en una molécula puede reemplazarse por otro residuo aminoacido de la misma familia de la cadena lateral. En otra

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2760 023 T3

realizacién, una cadena de aminoacidos se puede reemplazar por una cadena estructuralmente similar que difiere en
orden y/o composicién de los miembros de la familia de la cadena lateral, p. ej., puede realizarse una sustitucion
conservadora, en la que un residuo aminoacido se reemplaza por un residuo aminoacido que tiene una cadena lateral
similar.

Familias de residuos aminoacidos que tienen cadenas laterales similares se han definido en la técnica, incluidas cadenas
laterales de caracter bésico (p. €j., lisina, arginina, histidina), cadenas laterales de caracter acido (p. €j., acido aspartico,
acido glutamico), cadenas laterales polares sin carga (p. €j., glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina,
cisteina), cadenas laterales no polares (p. €j., alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina,
triptéfano), cadenas laterales con ramificaciones beta (p. €j., treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales arométicas
(p. €j., tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina).

El porcentaje de identidad en el contexto de dos 0o mas acidos nucleicos o secuencias de polipéptidos, se refiere a dos o
mas secuencias que son iguales. Dos secuencias son "sustancialmente idénticas" si dos secuencias tienen un porcentaje
especificado de residuos aminoacidos o nucleotidos que son iguales (p. gj., 60% de identidad, opcionalmente 70%, 71%,
72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% de identidad a lo largo de una regién especifica o, cuando no se especifica, a lo
largo de toda la secuencia), cuando se compara y se alinea para obtener la correspondencia maxima en una ventana de
comparacion, o region designada como medida utilizando uno de los siguientes algoritmos de comparacién de secuencias
o mediante alineamiento manual e inspeccion visual. Opcionalmente, la identidad existe a lo largo de una regién que es
al menos de aproximadamente 50 nucleétidos (o 10 aminoacidos) de longitud o, mas preferiblemente, a lo largo de una
region que es 100 a 500 o 1000 o mas nucleétidos (o 20, 50, 200 o0 mas aminoacidos) de longitud.

Para la comparacién de secuencias, tipicamente una secuencia actia como una secuencia de referencia, con la cual se
comparan las secuencias de prueba. Cuando se utiliza un algoritmo de comparacién de secuencias, las secuencias de
referencia y de prueba se introducen en un ordenador, se designan las coordenadas de subsecuencias, cuando proceda,
y se designan los parametros del programa de algoritmo de secuencias. Se pueden utilizar los parametros del programa
por defecto o se pueden designar parametros alternativos. A continuacion, el algoritmo de comparacién de secuencias
calcula los porcentajes de identidades secuenciales para las secuencias de prueba respecto a la secuencia de referencia,
basandose en los parametros del programa. Los métodos de alineamiento de secuencias para su comparacién son muy
conocidos en la técnica. El alineamiento 6ptimo de secuencias para la comparacién se puede realizar, p. ej., mediante el
algoritmo de homologia local de Smith y Waterman, (1970) Adv Appl. Math. 2:482c, por el algoritmo de alineamiento de
homologia de Needleman y Wunsch, (1970) J. Mol. Biol. 48:443, mediante la busqueda del método de similitud de Pearson
y Lipman, (1988) Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 85:2444, mediante implementaciones computarizadas de estos algoritmos
(GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el Paquete de Software de Wisconsin Genetics, Genetics Computer Group, 575
Science Dr., Madison, WI), o mediante alineamiento manual e inspeccién visual (véase, p. €j., Brent et al., (2003) Current
Protocols in Molecular Biology).

Dos ejemplos de algoritmos que son adecuados para determinar el porcentaje de identidad de secuencia y la similitud de
secuencia son los algoritmos BLAST y BLAST 2.0, que se describen en Altschul et al., (1977) Nuc. Acids Res. 25:3389-
3402; y Altschul et al., (1990) J. Mol. Biol. 215:403-410, respectivamente. El software para llevar a cabo los andlisis de
BLAST es de dominio publico y se puede acceder a él a través del National Center for Biotechnology Information.

El porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoacidos también se puede determinar utilizando el algoritmo de
E. Meyers y W. Miller, (1988) Comput. Appl. Biosci. 4:11-17) que ha sido incorporado al programa ALIGN (versién 2.0),
utilizando una tabla de residuos de peso PAM120, una penalizacion de longitud de hueco de 12 y una penalizacién de
hueco de 4. Ademas, el porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoacidos puede determinarse utilizando el
algoritmo de Needleman y Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48: 444-453) que ha sido incorporado al programa GAP en el
paquete de software GCG (disponible en www.gcg.com), utilizando una matriz Blossom 62 o una matriz PAM250, y un
peso de hueco de 16, 14, 12,10, 8,6 0 4 y un peso de longitud de 1, 2, 3, 4,50 6.

Dominio transmembrana

Con respecto al dominio transmembrana, en diversas realizaciones, un CAR puede disefiarse para comprender un
dominio transmembrana que est& unido al dominio extracelular del CAR. Un dominio transmembrana puede incluir uno o
mas aminoacidos adicionales adyacentes a la regién de transmembrana, p. €j., uno 0 mas aminoacidos asociados con la
region extracelular de la proteina de la que se derivé la transmembrana (p. €j., 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10 hasta 15
aminoacidos de la regién extracelular) y/o uno o mas aminodacidos adicionales asociados con la regién intracelular de la
proteina de la cual se deriva la proteina de la transmembrana (p. €j., 1,2, 3,4, 5, 6, 7, 8,9, 10 hasta 15 aminoacidos de
la region intracelular). En un aspecto, el dominio transmembrana es uno que esta asociado con uno de los otros dominios
del CAR que se utiliza. En algunos casos, el dominio transmembrana se puede seleccionar o modificar por sustitucion de
aminoacidos para evitar la unién de dichos dominios a los dominios transmembrana de las mismas o diferentes proteinas
de la membrana superficial, p. €j., para minimizar las interacciones con otros miembros del complejo receptor. En un
aspecto, el dominio transmembrana es capaz de homodimerizarse con otro CAR en la superficie de la célula CART. En

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2760 023 T3

un aspecto diferente, la secuencia de aminoacidos del dominio transmembrana puede modificarse o sustituirse con el fin
de minimizar las interacciones con los dominios de union del participante en la unién nativo presente en la misma CART.

El dominio transmembrana puede derivarse de una fuente natural o recombinante. Cuando la fuente es natural, el dominio
puede derivarse de cualquier proteina unida a la membrana o de la transmembrana. En un aspecto, el dominio
transmembrana es capaz de sefializar el o los dominios intracelulares cada vez que el CAR se ha unido a una diana. Un
dominio transmembrana de uso particular en esta invencién puede incluir al menos la o las regiones de transmembrana
de, p. €j., la cadena alfa, beta o zeta del receptor de células T, CD28, CD3 épsilon, CD45, CD4, CD5, CD8, CD9, CD16,
CD22, CD33, CDh37, CD64, CD80, CD86, CD134, CD137, CD154.

En algunos casos, el dominio transmembrana se puede unir a la regién extracelular del CAR, p. €j., el dominio de unién
al antigeno del CAR, a través de una bisagra, p. €j., una bisagra de una proteina humana. Por ejemplo, en una realizacién,
la bisagra puede ser una bisagra de Ig (inmunoglobulina) humana, p. €j., una bisagra de IgG4 o una bisagra de CD8a. En
una realizacion, la bisagra o el espaciador comprende (p. €j., consiste en) la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
14. En un aspecto, el dominio transmembrana comprende (p. €j., consiste en) un dominio transmembrana de SEQ ID NO:
15.

En un aspecto, la bisagra o el espaciador comprende una bisagra de IgG4. Por ejemplo, en una realizacion, la bisagra o
el espaciador comprende una bisagra de la secuencia de aminoacidos
ESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFN
STYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDI
AVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGKM (SEQ ID
NO: 104). En algunas realizaciones, la bisagra o el espaciador comprende una bisagra codificada por una secuencia de
nucleétidos de

GAGAGCAAGTACGGCCCTCCCTGCCCCCCTTGCCCTGCCCCCGAGTTCCTGGGCAGG
ACCCAGCGTGTTCCTGTTCCCCCCCAAGCCCAAGGACACCCTGATGATCAGCCGGA
CCCCCGAGGTGACCTGTGTGGTGGTGGACGTGTCCCAGGAGGACCCCGAGGTCCA
GTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCACAACGCCAAGACCAAGCCCCGG
GAGGAGCAGTTCAATAGCACCTACCGGGTGGTGTCCGTGCTGACCGTGCTGCACCA
GGACTGGCTGAACGGCAAGGAATACAAGTGTAAGGTGTCCAACAAGGGCCTGCCC
AGCAGCATCGAGAAAACCATCAGCAAGGCCAAGGGCCAGCCTCGGGAGCCCCAGG
TGTACACCCTGCCCCCTAGCCAAGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTGTCCCTGAC
CTGCCTGGTGAAGGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAAC
GGCCAGCCCGAGAACAACTACAAGACCACCCCCCCTGTGCTGGACAGCGACGGCA
GCTTCTTCCTGTACAGCCGGCTGACCGTGGACAAGAGCCGGTGGCAGGAGGGCAA
CGTCTTTAGCTGCTCCGTGATGCACGAGGCCCTGCACAACCACTACACCCAGAAGA
GCCTGAGCCTGTCCCTGGGCAAGATG (SEQ ID NO:105).

En un aspecto, la bisagra o el espaciador comprende una bisagra de IgD. Por ejemplo, en una realizacion, la bisagra o el
espaciador comprende una bisagra de la secuencia de aminoacidos
RWPESPKAQASSVPTAQPQAEGSLAKATTAPATTRNTGRGGEEKKKEKEKEEQEERETKTPECPSHTQPLGVYLLTPAV
QDLWLRDKATFTCFVVGSDLKDAHLTWEVAGKVPTGGVEEGLLERHSNGSQSQHSRLTLPRSLWNAGTSVTCTLNHPS
LPPQRLMALREPAAQAPVKLSLNLLASSDPPEAASWLLCEVSGFSPPNILLMWLEDQREVNTSGFAPARPPPQPGSTTF
WAWSVLRVPAPPSPQPATYTCVVSHEDSRTLLNASRSLEVSYVTDH (SEQ ID NO: 106). En algunas realizaciones, la
bisagra o el espaciador comprende una bisagra codificada por una secuencia de nucleétidos de
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AGGTGGCCCGAAAGTCCCAAGGCCCAGGCATCTAGTGTTCCTACTGCACAGCCCCA
GGCAGAAGGCAGCCTAGCCAAAGCTACTACTGCACCTGCCACTACGCGCAATACT
GGCCGTGGCGGGGAGGAGAAGAAAAAGGAGAAAGAGAAAGAAGAACAGGAAGA
GAGGGAGACCAAGACCCCTGAATGTCCATCCCATACCCAGCCGCTGGGCGTCTATC
TCTTGACTCCCGCAGTACAGGACTTGTGGCTTAGAGATAAGGCCACCTTTACATGT
TTCGTCGTGGGCTCTGACCTGAAGGATGCCCATTTGACTTGGGAGGTTGCCGGAAA
GGTACCCACAGGGGGGGTTGAGGAAGGGTTGCTGGAGCGCCATTCCAATGGCTCT
CAGAGCCAGCACTCAAGACTCACCCTTCCGAGATCCCTGTGGAACGCCGGGACCTC
TGTCACATGTACTCTAAATCATCCTAGCCTGCCCCCACAGCGTCTGATGGCCCTTAG
AGAGCCAGCCGCCCAGGCACCAGTTAAGCTTAGCCTGAATCTGCTCGCCAGTAGTG
ATCCCCCAGAGGCCGCCAGCTGGCTCTTATGCGAAGTGTCCGGCTTTAGCCCGCCC
AACATCTTGCTCATGTGGCTGGAGGACCAGCGAGAAGTGAACACCAGCGGCTTCG
CTCCAGCCCGGCCCCCACCCCAGCCGGGTTCTACCACATTCTGGGCCTGGAGTGTC
TTAAGGGTCCCAGCACCACCTAGCCCCCAGCCAGCCACATACACCTGTGTTGTGTC
CCATGAAGATAGCAGGACCCTGCTAAATGCTTCTAGGAGTCTGGAGGTTTCCTACG
TGACTGACCATT (SEQ ID NO:107).

En un aspecto, el dominio transmembrana puede ser recombinante, en cuyo caso comprendera predominantemente
residuos hidrofébicos, tales como leucina y valina. En un aspecto, se puede encontrar un triplete de fenilalanina, triptéfano
y valina en cada uno de los extremos de un dominio transmembrana recombinante.

Opcionalmente, un enlazador oligopéptido o polipéptido corto, p. €j., de entre 2 y 10 aminoacidos de longitud, puede
formar el enlace entre el dominio transmembrana y la region citoplasmatica del CAR. Un doblete de glicina-serina es un
ejemplo de un enlazador adecuado. Por ejemplo, en un aspecto, el enlazador comprende la secuencia de aminoacidos
de GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 108). En algunas realizaciones, el enlazador esta codificado por una secuencia de
nucleétidos de GGTGGCGGAGGTTCTGGAGGTGGAGGTTCC (SEQ ID NO:109).

Dominio citoplasmatico

El dominio citoplasmatico o regién del CAR incluye un dominio de sefalizacion intracelular. Un dominio de senalizacion
intracelular es generalmente responsable de la activacién de al menos una de las funciones efectoras normales de la
célula inmune en la que ha sido introducido el CAR. La expresion "funcion efectora" se refiere a una funcion especializada
de una célula. La funcion efectora de una célula T, por ejemplo, puede ser actividad citolitica o actividad auxiliar, incluida
la secrecion de citoquinas. Por lo tanto, la expresién "dominio de sefializacién intracelular" se refiere a la porciéon de una
proteina que transduce la sefal de la funcion efectora y dirige a la célula para realizar una funcién especializada. Aunque
generalmente se puede emplear todo el dominio de sefializacién intracelular, en muchos casos no es necesario utilizar la
cadena completa. En la medida en que se utilice una porcién truncada del dominio de sefalizacién intracelular, dicha
porcion truncada se puede utilizar en lugar de la cadena intacta, siempre que transduzca la sefal de la funcién efectora.
La expresion dominio de sefializacion intracelular pretende, por lo tanto, incluir cualquier porcién truncada del dominio de
sefalizacion intracelular suficiente para transducir la sefal de funcién efectora.

Ejemplos de dominios de sefalizacion intracelular para uso en el CAR de la invencién incluyen las secuencias
citoplasmaticas del receptor de células T (TCR) y co-receptores que actian en concierto para iniciar la transduccion de
sefales después de la activacion del receptor de antigeno, asi como cualquier derivado o variante de estas secuencias y
cualquier secuencia recombinante que tenga la misma capacidad funcional.

Se sabe que las sefiales generadas a través del TCR solo son insuficientes para una activacion completa de la célula Ty
que también se requiere una sefal secundaria y/o co-estimulante. Por lo tanto, se puede decir que la activaciéon de las
células T estd mediada por dos clases distintas de secuencias de sefalizacion citoplasmaticas: las que inician la activacion
primaria dependiente del antigeno a través del TCR (dominios de sefalizacion intracelular primaria) y las que actian de
manera independiente del antigeno para proporcionar una sefal secundaria o co-estimulante (dominio de sefalizacion
citoplasmatica secundaria, p. €j., un dominio co-estimulante).
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Un dominio de sefalizacién primario regula la activacion primaria del complejo TCR, ya sea de manera estimulante o
inhibidora. Dominios de senalizacion intracelular primario que actdan de manera estimulante pueden contener motivos de
sefalizacion que se conocen como motivos de activacion basada en tirosina inmunorreceptores o ITAMs.

Ejemplos de dominios de sefializacion intracelular primarios que contienen ITAM que son de uso particular en la invencion
incluyen los de TCR zeta, FcR gamma, FcR beta, CD3 gamma, CD3 delta, CD3 épsilon, CD5, CD22, CD79a, CD79%b y
CD66d. En una realizacion, un CAR de la invencién, p. ej.,, un CAR de SEQ ID NO: 73, comprende un dominio de
sefalizacion intracelular, p. €j., un dominio de sefalizaciéon primaria, de CD3-zeta. En una realizaciéon, un dominio de
sefalizacion primario comprende un dominio ITAM modificado, p. €j., un dominio ITAM mutado que tiene actividad alterada
(p. €j., incrementada o disminuida) en comparaciéon con el dominio ITAM nativo. En una realizacion, un dominio de
sefalizacion primario comprende un dominio de sefalizacion intracelular primario que contiene ITAM modificado, p. €j.,
un dominio de sefializacién intracelular primario que contiene ITAM optimizado y/o truncado. En una realizacion, un
dominio de sefializacion primario comprende uno, dos, tres, cuatro o mas motivos ITAM.

El dominio de sefalizacién intracelular del CAR puede comprender el dominio de sefalizacién CD3-zeta por si mismo o
puede combinarse con cualquier otro(s) dominio(s) de sefalizacion intracelular(es) deseado(s) util(es) en el contexto de
un CAR de la invencion. Por ejemplo, el dominio de sefalizacién intracelular del CAR puede comprender una porcion de
cadena CD3-zeta y un dominio de sefializacion co-estimulante. El dominio de sefalizacion co-estimulante se refiere a una
porcion del CAR que comprende el dominio intracelular de una molécula co-estimulante. Una molécula co-estimulante es
una molécula de la superficie celular distintas de un receptor de antigeno o sus ligandos que se requieren para una
respuesta eficiente de linfocitos a un antigeno. Ejemplos de moléculas de este tipo incluyen CD27, CD28, 4-1BB (CD137),
0OX40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, antigeno asociado a la funcién linfocitica-1 (LFA-1), CD2, CD7, LIGHT, NKG2C, B7-H3,
y un ligando que se une especificamente con CD83, y similares. Por ejemplo, se ha demostrado que la co-estimulacion
de CD27 potencia la expansion, la funcion efectora y la supervivencia de células CART humanas in vitro y aumenta la
persistencia de células T humanas y la actividad antitumoral in vivo (Song et al. Blood. 2012; 119(3):696-706).

Las secuencias de sefializacion intracelular dentro de la porcion citoplasmatica de un CAR de la invencion pueden
enlazarse entre si en un orden aleatorio o especificado. Opcionalmente, un enlazador oligopéptido o polipéptido corto, por
ejemplo, entre 2 y 10 aminoacidos (p. €j., 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 aminoacidos) de longitud puede formar el enlace entre
secuencia de sefalizacion intracelular.

En una realizacion, se puede utilizar un doblete de glicina-serina como un enlazador adecuado. En una realizacion, se
puede utilizar un solo aminoécido, p. €j., una alanina, una glicina, como un enlazador adecuado.

En un aspecto, el dominio de sefalizacién intracelular esta disefiado para comprender dos o mas, p. €j., 2, 3, 4, 5 0 mas,
dominios de sefializacion co-estimulantes. En una realizacion, los dos o mas, p. €j., 2, 3, 4, 5 0 mas dominios de
sefalizacion co-estimulantes, estan separados por una molécula de enlazador, p. €j., una molécula de enlazador descrita
en esta memoria En una realizacion, el dominio de sefalizacion intracelular comprende dos dominios de sefializacion co-
estimulantes. En algunas realizaciones, la molécula enlazadora es un residuo glicina. En algunas realizaciones, el
enlazador es un residuo alanina.

En un aspecto, el dominio de sefalizacion intracelular esté disefiado para comprender el dominio de sefalizacion de CD3-
zeta y el dominio de sefalizacion de CD28. En un aspecto, el dominio de sefalizacién intracelular esta disefiado para
comprender el dominio de sefnalizacién de CD3-zeta y el dominio de sefializaciéon de 4-1BB. En un aspecto, el dominio de
sefalizacion de 4-1BB es un dominio de sefalizacién de SEQ ID NO: 16. En un aspecto, el dominio de sefalizacion de
CD3-zeta es un dominio de senalizacion de SEQ ID NO: 17.

En un aspecto, el dominio de sefalizacion intracelular esta disefiado para comprender el dominio de sefalizacion de CD3-
zeta y el dominio de senalizacion de CD27. En un aspecto, el dominio de sefalizacion de CD27 comprende una secuencia
de aminoécidos de

QRRKYRSNKGESPVEPAEPCRYSCPREEEGSTIPIQEDYRKPEPACSP (SEQ ID NO: 102). En un aspecto, el dominio de
sefalizacion de CD27 es codificado por una secuencia de acido nucleico de

AGGAGTAAGAGGAGCAGGCTCCTGCACAGTGACTACATGAACATGACTCCCCGCC
GCCCCGGGCCCACCCGCAAGCATTACCAGCCCTATGCCCCACCACGCGACTTCGCA
GCCTATCGCTCC (SEQ ID NO:103).

En un aspecto, la célula que expresa CAR descrita en esta memoria puede comprender, ademas, un segundo CAR, p.
ej., un segundo CAR que incluye un dominio de unién a antigeno diferente, p. €j., a la misma diana (EGFRvIIl) o una diana
diferente.
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En otro aspecto, se proporciona una poblacién de células que expresan CAR, p. €j., células CART. La poblacion de células
que expresan CAR puede comprender una mezcla de células que expresan diferentes CARs. Por ejemplo, la poblacion
de células CART puede incluir una primera célula que expresa un CAR que tiene un dominio de unién anti-EGFRuvl
descrito en esta memoria, y una segunda célula que expresa un CAR que tiene un dominio de unién anti-EGFRuvIII
diferente, p. €j., un dominio de unién anti-EGFRUVIII descrito en esta memoria que difiere del dominio de unién anti-
EGFRuvIIl en el CAR expresado por la primera célula. Como otro ejemplo, la poblacién de células que expresan CAR
puede incluir una primera célula que expresa un CAR que incluye un dominio de unién anti-EGFRUvIII, p. €j., tal como se
describe en esta memoria, y una segunda célula que expresa un CAR que incluye un dominio de unién a antigeno a una
diana distinta de EGFRVIII. En otro ejemplo, la poblacién de células que expresan CAR incluye, p. ej., una primera célula
que expresa un CAR que incluye un dominio de sefnalizacién intracelular primario, y una segunda célula que expresa un
CAR que incluye un dominio de sefalizacién secundario.

En otro aspecto, se describe una poblacién de células en la que al menos una célula de la poblacién expresa un CAR que
tiene un dominio anti-EGFRvIII descrito en esta memoria, y una segunda célula que expresa otro agente, p. €j., un agente
que potencia la actividad de una célula que expresa CAR. Por ejemplo, el agente puede ser un agente que inhibe una
molécula inhibidora. Moléculas inhibidoras, p. ej., PD1, pueden disminuir la capacidad de una célula que expresa CAR de
montar una respuesta efectora inmune. Ejemplos de moléculas inhibidoras incluyen PD1, PD-L1, CTLA4, TIM3, LAGS,
VISTA, BTLA, TIGIT, LAIR1, CD160, 2B4 y TGFR beta.

Transfeccion de ARN

Se describen en esta memoria métodos para producir un ARN de CAR transcrito in vitro. Un constructo de ARN que
codifica CAR se puede transfectar directamente en una célula. Un método para generar ARNm para su uso en la
transfecciéon puede implicar la transcripcién in vitro (IVT) de un molde con cebadores especialmente disefiados, seguido
de la adicion de poliA, para producir una construccién que contiene la secuencia no traducida 3’y 5' ("UTR"), un remate
5' y/o un Sitio Interno de Entrada al Ribosoma (IRES), el &cido nucleico que se ha de expresar y una cola de poliA,
tipicamente de 50-2000 bases de longitud (SEQ ID NO: 116). El ARN asi producido puede transfectar eficientemente
diferentes tipos de células. En un aspecto, el molde incluye secuencias para el CAR.

En un aspecto, el CAR EGFRUVIII es codificado por un ARN mensajero (ARNm). En un aspecto, el ARNm que codifica el
CAR EGFRuvlll se introduce en una célula T para la produccién de una célula CART.

En una realizacién, el ARN de CAR transcrito in vitro puede introducirse en una célula como una forma de transfeccion
transitoria. EI ARN se produce por transcripcion in vitro utilizando un molde generado por reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR). EI ADN de interés de cualquier fuente puede convertirse directamente por PCR en un molde para la
sintesis de ARNm in vitro utilizando cebadores apropiados y ARN polimerasa. La fuente del ADN puede ser, por ejemplo,
ADN genomico, ADN plasmidico, ADN de fago, ADNc, secuencia de ADN sintético o cualquier otra fuente apropiada de
ADN. El molde deseado para la transcripcion in vitro es un CAR de la presente invencion. Por ejemplo, el molde para el
ARN CAR comprende una regién extracelular que comprende un dominio variable de cadena sencilla de un anticuerpo
antitumoral; una regién de bisagra, un dominio transmembrana (p. €j., un dominio transmembrana de CD8a); y una region
citoplasmatica que incluye un dominio de sefalizacién intracelular, p. ej., que comprende el dominio de senalizacion de
CD83-zeta y el dominio de senalizacién de 4-1BB.

En una realizacioén, el ADN a utilizar para la PCR contiene un marco de lectura abierto. El ADN puede ser de una secuencia
de ADN que se produce de forma natural a partir del genoma de un organismo. En una realizacion, el &cido nucleico
puede incluir algunas o todas las regiones 5’ y/o 3’ no traducidas (UTRs). El acido nucleico puede incluir exones e intrones.
En una realizacion, el ADN a utilizar para la PCR es una secuencia de acido nucleico humano. En otra realizacién, el ADN
a utilizar para la PCR es una secuencia de acido nucleico humano que incluye las UTRs 5" y 3'. El ADN puede ser
alternativamente una secuencia de ADN artificial que normalmente no se expresa en un organismo que se produce de
forma natural. Una secuencia de ADN artificial a modo de ejemplo es aquella que contiene porciones de genes que estan
ligadas para formar un marco de lectura abierto que codifica una proteina de fusion. Las porciones de ADN que estan
ligadas juntas pueden proceder de un solo organismo o de mas de un organismo.

La PCR se utiliza para generar un molde para la transcripcion in vitro de ARNm que se utiliza para la transfeccion. Métodos
para realizar la PCR son bien conocidos en la técnica. Los cebadores para uso en la PCR estan disefiados para tener
regiones que son sustancialmente complementarias a las regiones del ADN a utilizar como un molde para la PCR.
"Sustancialmente complementarias”, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a secuencias de nucleétidos en las
que una mayoria o todas las bases en la secuencia del cebador son complementarias, 0 una o mas bases no son
complementarias o estdn emparejadas errbneamente. Las secuencias sustancialmente complementarias son capaces de
reasociarse o hibridarse con la diana de ADN pretendida en condiciones de reasociacion utilizadas para la PCR. Los
cebadores pueden disefarse para ser sustancialmente complementarios a cualquier parte del molde de ADN. Por ejemplo,
los cebadores pueden disefiarse para amplificar la porcién de un acido nucleico que normalmente se transcribe en las
células (el marco de lectura abierto), incluidos las UTRs 5’ y 3'. Los cebadores también pueden disefiarse para amplificar
una porcién de un acido nucleico que codifica un dominio particular de interés. En una realizacion, los cebadores estéan
disefiados para amplificar la region codificante de un ADNc humano, que incluye todas o porciones de las UTRs 5’y 3.
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Cebadores utiles para la PCR pueden generarse mediante métodos sintéticos que son bien conocidos en la técnica. Los
"cebadores directos" son cebadores que contienen una region de nucleétidos que son sustancialmente complementarios
a nucledtidos en el molde de ADN que estan aguas arriba de la secuencia de ADN que se ha de amplificar. "Aguas arriba"
se utiliza en esta memoria para referirse a una ubicacién 5 a la secuencia de ADN a amplificar con respecto a la cadena
codificante. Los "cebadores inversos" son cebadores que contienen una region de nucleétidos que son sustancialmente
complementarios a nucleétidos en el molde de ADN de doble cadena que estan aguas abajo de la secuencia de ADN que
se ha de amplificar. "Aguas abajo" se utiliza en esta memoria para referirse a una ubicacién 3’ a la secuencia de ADN a
amplificar con respecto a la cadena codificante.

Se puede utilizar cualquier ADN polimerasa util para la PCR en los métodos descritos en esta memoria. Los reactivos y
la polimerasa estan disponibles comercialmente de un cierto nimero de fuentes.

Se pueden utilizar también estructuras quimicas con la capacidad de fomentar la estabilidad y/o la eficiencia de la
traduccién. ElI ARN tiene preferiblemente UTRs 5’ y 3. En una realizacion, la UTR 5’ tiene una longitud de entre uno y
3000 nucledtidos. La longitud de las secuencias de UTR 5’ y 3' a afiadir a la regién codificante se puede alterar mediante
diferentes métodos, que incluyen, pero no se limitan al disefio de cebadores para PCR que se reasocian a diferentes
regiones de las UTRs. Utilizando este enfoque, un experto ordinario en la técnica puede modificar las longitudes de las
UTRs 5'y 3' requeridas para lograr una eficiencia de traduccién éptima después de la transfeccién del ARN transcrito.

Las UTRs 5’ y 3' pueden ser las UTRs 5’ y 3' endégenas que se producen de forma natural para el acido nucleico de
interés. Alternativamente, las secuencias UTR que no son enddgenas al acido nucleico de interés pueden afhadirse
incorporando las secuencias UTR en los cebadores directo e inverso o mediante cualesquiera otras modificaciones del
molde. El uso de secuencias UTR que no son enddgenas al 4cido nucleico de interés puede ser Util para modificar la
estabilidad y/o la eficiencia de traduccién del ARN. Por ejemplo, se sabe que elementos ricos en AU en las secuencias
UTR 3' pueden disminuir la estabilidad del ARNm. Por lo tanto, se pueden seleccionar o disefiar UTRs 3' para aumentar
la estabilidad del ARN transcrito en base a las propiedades de los UTRs que son bien conocidos en la técnica.

En una realizacién, la UTR 5' puede contener la secuencia Kozak del &cido nucleico endbgeno. Alternativamente, cuando
se afiade una UTR 5’ que no es endégena al acido nucleico de interés por PCR tal como se describe arriba, se puede
redisefiar una secuencia Kozak consenso afiadiendo la secuencia UTR 5'. Las secuencias de Kozak pueden aumentar la
eficiencia de la traduccion de algunas transcripciones de ARN, pero no parece ser necesario para todos los ARN para
permitir una traduccion eficiente. El requisito para las secuencias de Kozak para muchos ARNm es conocido en la técnica.
En otras realizaciones, la UTR 5’ puede ser una UTR 5' de un virus de ARN, cuyo genoma de ARN es estable en las
células. En otras realizaciones, se pueden utilizar diversos analogos de nucleétidos en la UTR 3’ o 5' para impedir la
degradacion por exonucleasa del ARNm.

Para permitir la sintesis de ARN a partir de un molde de ADN sin la necesidad de clonacién génica, se debe unir un
promotor de la transcripcion al molde de ADN aguas arriba de la secuencia a transcribir. Cuando una secuencia que
funciona como un promotor para una ARN polimerasa se anade al extremo 5’ del cebador directo, el promotor de ARN
polimerasa se incorpora al producto de PCR aguas arriba del marco de lectura abierto que se ha de transcribir. En una
realizacién preferida, el promotor es un promotor de polimerasa T7, tal como se describe en otra parte de esta memoria.
Otros promotores utiles incluyen, pero no se limitan a promotores de ARN polimerasa T3 y SP6. Las secuencias de
nucledtidos de consenso para los promotores T7, T3 y SP6 son conocidas en la técnica.

En una realizacion preferida, el ARNm tiene tanto un remate en el extremo 5’ como una cola de poli(A) 3' que determina
la union al ribosoma, el inicio de la traduccién y la estabilidad del ARNm en la célula. En un molde de ADN circular, por
ejemplo, ADN plasmidico, la ARN polimerasa produce un producto concatamérico largo que no es adecuado para la
expresion en células eucariotas. La transcripcion del ADN plasmidico linearizado en el extremo de la UTR 3’ da como
resultado un ARNm de tamario normal que no es eficaz en la transfeccion eucariota, incluso si se poliadenila después de
la transcripcion.

En un molde de ADN lineal, la ARN polimerasa del fago T7 puede extender el extremo 3’ de la transcripcion mas alla de
la dltima base del molde (Schenborn y Mierendorf, Nuc Acids Res., 13:6223-36 (1985); Nacheva y Berzal-Herranz, Eur.
J. Biochem., 270:1485-65 (2003).

El método convencional de integracion de estiramientos de poliA/T en un molde de ADN es la clonacién molecular. Sin
embargo, la secuencia poliA/T integrada en el ADN plasmidico puede provocar inestabilidad plasmidica, que es por lo que
los moldes de ADN plasmidico obtenidos de células bacterianas estan altamente contaminados a menudo con deleciones
y otras aberraciones. Esto hace que los procedimientos de clonacién no solo sean laboriosos y lentos, sino que a menudo
no sean fiables. Es por eso que un método que permite la construccion de moldes de ADN con estiramiento de poliA/T 3’
sin clonacion es altamente deseable.

El segmento poliA/T del molde de ADN transcripcional se puede producir durante la PCR mediante el uso de un cebador
inverso que contiene una cola poliT, tal como la cola 100T (SEQ ID NO: 117) (el tamafo puede ser 50-5000 T (SEQ ID
NO: 118)), o después de la PCR por cualquier otro método, incluidos, pero no limitados a ligamiento de ADN o
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recombinacion in vitro. Las colas de poli(A) también proporcionan estabilidad a los ARNs y reducen su degradacion.
Generalmente, la longitud de una cola de poli(A) se correlaciona positivamente con la estabilidad del ARN transcrito. En
una realizacién, la cola de poli(A) esta entre 100 y 5000 adenosinas (SEQ ID NO 119).

Las colas de poli(A) de ARNs pueden extenderse aiin mas después de la transcripcion in vitro con el uso de una poli(A)
polimerasa, tal como la poliA polimerasa de E. coli (E-PAP). En una realizacién, aumentar la longitud de una cola de
poli(A) de 100 nucledtidos a entre 300 y 400 nucledtidos (SEQ ID NO: 120) da como resultado un aumento de
aproximadamente dos veces en la eficiencia de traduccion del ARN. Adicionalmente, la unién de diferentes grupos
quimicos al extremo 3’ puede aumentar la estabilidad del ARNm. Una unién de este tipo puede contener nucleétidos
modificados/artificiales, aptameros y otros compuestos. Por ejemplo, los analogos de ATP se pueden incorporar en la cola
de poli(A) utilizando poli(A) polimerasa. Analogos de ATP pueden aumentar adicionalmente la estabilidad del ARN.

Los remates 5’ también proporcionan estabilidad a moléculas de ARN. En una realizacién preferida, los ARNs producidos
por los métodos descritos en esta memoria incluyen un remate 5'. El remate 5 se proporciona utilizando técnicas
conocidas en la técnica y descritas en esta memoria (Cougot, et al., Trends in Biochem. Sci., 29:436-444 (2001); Stepinski,
et al., RNA, 7:1468-95 (2001); Elango, et al., Biochim. Biophys.Res. Commun., 330:958-966 (2005)).

Los ARNs producidos por los métodos descritos en esta memoria también pueden contener una secuencia de sitio de
entrada al ribosoma interno (IRES). La secuencia del IRES puede ser cualquier secuencia viral, cromosémica o
artificialmente disefiada que inicie la unién del ribosoma independiente del remate al ARNm vy facilite el inicio de la
traduccién. Se pueden incluir cualesquiera solutos adecuados para la electroporacién celular, que puede contener factores
que faciliten la permeabilidad y la viabilidad celular, tales como azlcares, péptidos, lipidos, proteinas, antioxidantes y
tensioactivos.

El ARN puede introducirse en células diana utilizando cualquiera de un cierto nimero de métodos diferentes, por ejemplo,
métodos disponibles comercialmente que incluyen, pero no se limitan a electroporacion (Amaxa Nucleofector-Il (Amaxa
Biosystems, Colonia, Alemania)), (ECM 830 (BTX) (Harvard Instruments, Boston, Mass.) o Gene Pulser Il (BioRad,
Denver, Colo.), Multiporator (Eppendort, Hamburgo Alemania), la transfeccion mediada por liposomas catiénicos utilizando
lipofeccion, encapsulacion de polimeros, transfeccion mediada por péptidos o sistemas de suministro de particulas
biolisticas, tales como "pistolas de genes" (véase, por ejemplo, Nishikawa, et al. Hum Gene Ther., 12 (8): 861 -70 (2001).

Construcciones de Acido Nucleico que Codifican un CAR

Se describen moléculas de acidos nucleicos que codifican una o0 mas construcciones de CAR descritas en esta memoria.
En un aspecto, la molécula de &cido nucleico se proporciona como una transcripciéon de ARN mensajero. En un aspecto,
la molécula de acido nucleico se proporciona como una construccion de ADN.

Se describe una molécula de &cido nucleico aislada que codifica un receptor de antigeno quimérico (CAR), en donde el
CAR comprende un dominio de unién anti-EGFRvIII (p. €j., un dominio de union anti-EGFRvIIl humanizado), un dominio
transmembrana y un dominio de sefalizacion intracelular que comprende un dominio estimulante, p. €j., un dominio de
sefalizacion co-estimulante y/o un dominio de sefalizacion primario, p. €j., la cadena zeta. En un aspecto, el dominio de
union anti-EGFRuvIIl es un dominio de unién anti-EGFRvIII descrito en esta memoria, p. €j., un dominio de unién anti-
EGFRUvIIl que comprende una secuencia seleccionada de un grupo que consiste en SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 44, SEQ
ID NO: 50, SEQ ID NO: 56, SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 74 y SEQ ID NO: 80, o una secuencia con un
95-99% de identidad con la misma. La molécula de acido nucleico aislada puede comprender, ademas, una secuencia
que codifica un dominio co-estimulante. El dominio co-estimulante puede ser un dominio de sefializacién funcional de una
proteina seleccionada del grupo que consiste en OX40, CD27, CD28, CDS, ICAM-1, LFA-1 (CD11a/CD18), ICOS (CD278)
y 4-1BB (CD137). El dominio co-estimulante puede comprender una secuencia de SEQ ID NO: 16, o una secuencia con
un 95-99% de identidad con la misma. El dominio transmembrana puede ser un dominio transmembrana de una proteina
seleccionada del grupo que consiste en la cadena alfa, beta o zeta del receptor de células T, CD28, CD3 épsilon, CD45,
CD4, CD5, CD8, CD9, CD16, CD22, CD33, CD37, CD64, CD80, CD86, CD 134, CD 137 y CD154. El dominio
transmembrana puede comprender una secuencia de SEQ ID NO: 15, o una secuencia con un 95-99% de identidad con
la misma. El dominio de sefializacién intracelular puede comprender un dominio de sefializacién funcional de 4-1BB y un
dominio de sefializacion funcional de CD3 zeta. El dominio de sefializacion intracelular puede comprender la secuencia
de SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 102 o una secuencia con un 95-99% de identidad con la misma, y la secuencia de SEQ
ID NO: 17 o SEQ ID NO: 99, o una secuencia con un 95-99% de identidad con la misma, en donde las secuencias que
comprenden el dominio de sefalizacién intracelular se expresan en el mismo marco y como una cadena polipeptidica
Unica. El dominio de unién anti-EGFRuvIII puede estar conectado al dominio transmembrana por una region de bisagra, p.
ej., una bisagra descrita en esta memoria. La region de bisagra puede comprender SEQ ID NO: 14 o SEQ ID NO: 104 o
SEQ ID NO:106 o SEQ ID NO: 108, o una secuencia con un 95-99% de identidad con la misma.

Se describe una molécula de acido nucleico aislada que codifica una construccion de CAR que comprende una secuencia
conductora de SEQ ID NO: 13, un dominio scFv que tiene una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID
NO: 38, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 56, SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 74, SEQ ID NO:
80 y SEQ ID NO: 86 (o una secuencia con un 95-99% de identidad con la misma), una region de bisagra de SEQ ID NO..

31



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2760 023 T3

14 0 SEQ ID NO: 104 o SEQ ID NO: 106 o SEQ ID NO: 108 (o una secuencia con un 95-99% de identidad con la misma),
un dominio transmembrana que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 15 (o una secuencia con un 95-99% de identidad
con la misma), un dominio co-estimulante 4-1BB que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 16 o un dominio co-estimulante
CD27 que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 102 (o una secuencia con un 95-99% de identidad con la misma), un
dominio estimulante CD3-zeta que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 17 o SEQ ID NO: 99 (o una secuencia con un 95-
99% de identidad con la misma).

Se describe una molécula de polipéptido aislada codificada por la molécula de acido nucleico. En un aspecto, la molécula
de polipéptido aislado comprende una secuencia seleccionada de un grupo que consiste en SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO:
49, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO: 73, SEQ ID NO: 79, SEQ ID NO: 85, y SEQ ID NO: 90,
0 una secuencia con un 95-99% de identidad con la misma. El polipéptido aislado puede comprender una secuencia de
SEQ ID NO: 73, o una secuencia con un 95-99% de identidad con la misma. Se describe un polipéptido aislado que
comprende una secuencia de SEQ ID NO: 79 o una secuencia con un 95-99% de identidad con la misma.

Se describe una molécula de acido nucleico que codifica una molécula de receptor de antigeno quimérico (CAR) que
comprende un dominio de union anti-EGFRuvlIl, un dominio transmembrana y un dominio de sefalizacién intracelular que
comprende un dominio estimulante, y en donde dicho dominio de unién anti-EGFRvIIl comprende una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 56, SEQ ID NO:
62, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 74, SEQ ID NO: 80 y SEQ ID NO: 86 o una secuencia con un 95-99% de identidad con
la misma.

La molécula de CAR codificada puede comprender, ademas, una secuencia que codifica un dominio co-estimulante. En
una realizacion, el dominio co-estimulante es un dominio de sefalizacion funcional de una proteina seleccionada del grupo
que consiste en 0X40, CD27, CD28, CDS, ICAM-1, LFA-1 (CD11a/CD18) y 4-1BB (CD137). En una realizacién, el dominio
co-estimulante comprende una secuencia de SEQ ID NO: 16. En una realizacién, el dominio transmembrana es un dominio
transmembrana de una proteina seleccionada del grupo que consiste en la cadena alfa, beta o zeta del receptor de células
T, CD28, CD3 épsilon, CD45, CD4, CD5, CD8, CD9, CD16, CD22, CD33, CD37, CD64, CD80, CD86, CD134, CD137 y
CD154. En una realizacion, el dominio transmembrana comprende una secuencia de SEQ ID NO: 15. En una realizacién,
el dominio de senalizacion intracelular comprende un dominio de sefalizacion funcional de 4-1BB y un dominio de
sefalizacion funcional de zeta. En una realizacion, el dominio de sefalizacion intracelular comprende la secuencia de
SEQ ID NO: 16 y la secuencia de SEQ ID NO: 17, en donde las secuencias que comprenden el dominio de sefalizacién
intracelular se expresan en el mismo marco y como una cadena polipeptidica Unica. En una realizacién, el dominio de
union anti-EGFRuvlIl esta conectado al dominio transmembrana por una regién de bisagra. En una realizacion, la region
de bisagra comprende SEQ ID NO: 14. En una realizacién, la region de bisagra comprende SEQ ID NO: 104 o SEQ ID
NO:106 o SEQ ID NO: 108

Se describe una molécula de CAR codificada que comprende una secuencia conductora de SEQ ID NO: 13, un dominio
scFv que tiene una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 50,
SEQ ID NO: 56, SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 74, SEQ ID NO: 80 y SEQ ID NO: 86, o0 una secuencia con
un 95-99% de identidad con la misma, una region de bisagra de SEQ ID NO: 14 o SEQ ID NO: 104 o SEQ ID NO: 106 o
SEQ ID NO: 108, un dominio transmembrana que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 15, un dominio co-estimulante 4-
1BB que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 16 o un dominio co-estimulante CD27 que tiene una secuencia de SEQ ID
NO: 102 y un dominio estimulante CD3-zeta que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 17 0 SEQ ID NO: 99. En un aspecto,
la molécula de CAR codificada comprende una secuencia seleccionada de un grupo que consiste en SEQ ID NO: 43,
SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO: 73, SEQ ID NO: 79, SEQ ID NO: 85y SEQ
ID NO: 90, o una secuencia con un 95-99% de identidad con la misma. En una realizacién, la molécula de CAR codificada
comprende una secuencia de SEQ ID NO: 73 o una secuencia con un 95-99% de identidad con la misma. En un aspecto,
la molécula de CAR aislada comprende una secuencia de SEQ ID NO: 79 o una secuencia con un 95-99% de identidad
con la misma.

Las secuencias de &cidos nucleicos que codifican las moléculas deseadas se pueden obtener utilizando métodos
recombinantes conocidos en la técnica, tales como, por ejemplo, seleccionando colecciones de células que expresan el
gen, derivando el gen de un vector que se sabe que incluye el mismo, o aislando directamente de células y tejidos que lo
contienen, utilizando técnicas estandar. Alternativamente, el gen de interés puede producirse sintéticamente, en lugar de
clonarse.

La presente invencion también proporciona vectores en los que se inserta un ADN de la presente invencién. Los vectores
derivados de retrovirus tales como el lentivirus son herramientas adecuadas para lograr la transferencia génica a largo
plazo, ya que permiten la integracién estable a largo plazo de un transgen y su propagacion en células hijas. Los vectores
lentivirales tienen la ventaja afadida frente a los vectores derivados de onco-retrovirus, tales como los virus de la leucemia
murina, en que pueden transducir células no proliferantes, tales como hepatocitos. También tienen la ventaja adicional de
una baja inmunogenicidad.

En resumen, la expresion de acidos nucleicos naturales o sintéticos que codifican los CARs se logran tipicamente
enlazando operativamente un acido nucleico que codifica el polipéptido CAR o porciones del mismo a un promotor, e
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incorporando la construccion en un vector de expresion. Los vectores pueden ser adecuados para la replicacion y la
integracion en eucariotas. Vectores tipicos de clonacién contienen terminadores de la transcripcion y la traduccién,
secuencias de iniciacion y promotores Utiles para la regulacion de la expresién de la secuencia de acidos nucleicos
deseada.

Las construcciones de expresion también se pueden utilizar para la inmunizacién de acidos nucleicos y la terapia génica,
utilizando protocolos de administracion de genes estandar. Métodos para el suministro de genes son conocidos en la
técnica. Véanse, p. €j., las patentes de EE.UU. N%s 5.399.346, 5.580.859, 5.589.466. En otra realizacion, el vector es un
vector de terapia génica.

El acido nucleico se puede clonar en un cierto nimero de tipos de vectores. Por ejemplo, el acido nucleico se puede clonar
en un vector que incluye, pero no se limita a un plasmido, un fagémido, un derivado de fago, un virus animal y un cosmido.
Vectores de particular interés incluyen vectores de expresion, vectores de replicacion, vectores de generacion de sondas
y vectores de secuenciacion.

Ademas, el vector de expresion se puede proporcionar a una célula en forma de un vector viral. La tecnologia de vectores
virales es bien conocida en la técnica y se describe, por ejemplo, en Sambrook et al. (2001, Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Nueva York), y en otros manuales de virologia y biologia molecular.
Virus, que son utiles como vectores incluyen, pero no se limitan a retrovirus, adenovirus, virus adeno-asociados, virus
herpes y lentivirus. En general, un vector adecuado contiene un origen de replicacién funcional en al menos un organismo,
una secuencia promotora, sitios de endonucleasa de restriccion convenientes y uno o mas marcadores seleccionables (p.
ej., documentos WO 01/96584; WO 01/29058; y patente de EE.UU. N° 6.326.193).

Se ha desarrollado un cierto nimero de sistemas basados en virus para la transferencia de genes a células de mamiferos.
Por ejemplo, los retrovirus proporcionan una plataforma conveniente para los sistemas de suministro de genes. Un gen
seleccionado puede insertarse en un vector y empaquetarse en particulas retrovirales utilizando técnicas conocidas en la
técnica. El virus recombinante se puede aislar y suministrar a las células del sujeto ya sea in vivo o ex vivo. Se conoce un
cierto numero de sistemas retrovirales en la técnica. En algunas realizaciones, se utilizan vectores de adenovirus. Se
conoce un cierto numero de vectores de adenovirus en la técnica. En una realizacion, se utilizan vectores de lentivirus.

Elementos promotores adicionales, p. ej., potenciadores, regulan la frecuencia de la iniciacién transcripcional.
Tipicamente, estos se encuentran en la regién 30-110 pb aguas arriba del sitio de inicio, aunque recientemente se ha
demostrado que asimismo un cierto nimero de promotores contienen elementos funcionales aguas abajo del sitio de
inicio. El espacio entre los elementos promotores con frecuencia es flexible, de modo que la funcién del promotor se
conserva cuando los elementos se invierten 0 se mueven uno con respecto al otro. En el promotor de timidina quinasa
(tk), el espacio entre los elementos del promotor se puede aumentar a 50 pb de separacién antes de que la actividad
comience a disminuir. Dependiendo del promotor, parece ser que los elementos individuales pueden funcionar de manera
cooperativa o independiente para activar la transcripcion.

Un ejemplo de un promotor adecuado es la secuencia promotora del citomegalovirus temprano inmediato (CMV). Esta
secuencia promotora es una secuencia promotora constitutiva fuerte capaz de impulsar altos niveles de expresién de
cualquier secuencia polinucleotidica enlazada operativamente a la misma. Otro ejemplo de un promotor adecuado es el
Factor de Crecimiento por Elongacién - 1a (EF-1a). Sin embargo, también se pueden utilizar otras secuencias promotoras
constitutivas, que incluyen, pero no se limitan al promotor temprano del virus simio 40 (SV40), el virus del tumor mamario
de raton (MMTV), el promotor de repeticion terminal larga (LTR) del virus de inmunodeficiencia humana (VIH), el promotor
MoMuLV, un promotor del virus de la leucemia aviar, un promotor temprano inmediato del virus de Epstein-Barr, un
promotor del virus del sarcoma de Rous, asi como promotores de genes humanos, tales como, pero no limitados al
promotor de actina, el promotor de miosina, el promotor de hemoglobina y el promotor de creatina quinasa. Ademas, la
invencion no debe limitarse al uso de promotores constitutivos. Promotores inducibles también se contemplan como parte
de la invencién. El uso de un promotor inducible proporciona un interruptor molecular capaz de activar la expresién de la
secuencia de polinucleétidos que esta operativamente enlazada cuando se desea tal expresion, o capaz de apagar la
expresiéon cuando no se desea la expresion. Ejemplos de promotores inducibles incluyen, pero no se limitan a un promotor
de metalotionina, un promotor de glucocorticoides, un promotor de progesterona y un promotor de tetraciclina.

Con el fin de evaluar la expresion de un polipéptido CAR o porciones del mismo, el vector de expresion a introducir en
una célula también puede contener un gen marcador seleccionable o un gen informador o ambos para facilitar la
identificacion y seleccién de células que se expresan a partir de la poblacion de células buscada para ser transfectada o
infectada a través de vectores virales. En otros aspectos, el marcador seleccionable puede transportarse en un trozo de
ADN separado y utilizarse en un procedimiento de co-transfeccion. Tanto los marcadores seleccionables como los genes
informadores pueden estar flanqueados con secuencias reguladoras apropiadas para permitir la expresién en las células
huésped. Marcadores seleccionables Utiles incluyen, por ejemplo, genes de resistencia a antibiéticos, tales como neo y
similares.

Los genes informadores se utilizan para identificar células potencialmente transfectadas y para evaluar la funcionalidad
de secuencias reguladoras. En general, un gen informador es un gen que no esté presente en o es expresado por el
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organismo o tejido receptor y que codifica un polipéptido, cuya expresién se manifiesta por alguna propiedad facilmente
detectable, p. €j., actividad enzimatica. La expresion del gen informador se analiza en un momento adecuado después de
que el ADN se haya introducido en las células receptoras. Genes informadores adecuados pueden incluir genes que
codifican luciferasa, beta-galactosidasa, cloranfenicol acetil transferasa, fosfatasa alcalina secretada o el gen de la
proteina fluorescente verde (p. €j., Ui-Tei et al., 2000 FEBS Letters 479: 79-82). Sistemas de expresion adecuados son
bien conocidos y pueden prepararse utilizando técnicas conocidas u obtenerse comercialmente. En general, la
construccién con la region 5’ flanqueante minima que muestra el nivel mas alto de expresion del gen informador se
identifica como el promotor. Dichas regiones promotoras pueden estar vinculadas a un gen informador y pueden utilizarse
para evaluar a los agentes para la capacidad de modular la transcripcién impulsada por el promotor.

Métodos para introducir y expresar genes en una célula son conocidos en la técnica. En el contexto de un vector de
expresion, el vector puede introducirse facilmente en una célula huésped, p. €j., células de mamifero, bacterianas, de
levaduras o de insectos mediante cualquier método en la técnica. Por ejemplo, el vector de expresion se puede transferir
a una célula huésped por medios fisicos, quimicos o biolégicos.

Métodos fisicos para introducir un polinucleétido en una célula huésped incluyen precipitacion con fosfato de calcio,
lipofeccion, bombardeo de particulas, microinyeccion, electroporacion y similares. Métodos para producir células que
comprenden vectores y/o acidos nucleicos exdgenos son bien conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Sambrook et
al. (2001, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Nueva York). Un método preferido
para la introduccion de un polinucledtido en una célula huésped es la transfeccion con fosfato de calcio.

Métodos biolégicos para introducir un polinucleétido de interés en una célula huésped incluyen el uso de vectores de ADN
y ARN. Los vectores virales, y especialmente los vectores retrovirales, se han convertido en el método mas ampliamente
utilizado para insertar genes en células de mamiferos, p. €j., seres humanos.

Se pueden derivar otros vectores virales a partir de lentivirus, poxvirus, virus herpes simplex |, adenovirus y virus adeno-
asociados, y similares. Véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. N%s 5.350.674 y 5.585.362.

Medios quimicos para introducir un polinucleétido en una célula huésped incluyen sistemas de dispersion coloidal, tales
como complejos de macromoléculas, nanocapsulas, microesferas, perlas y sistemas basados en lipidos que incluyen
emulsiones de aceite en agua, micelas, micelas mixtas y liposomas. Un sistema coloidal a modo de ejemplo para su uso
como vehiculo de suministro in vitro e in vivo es un liposoma (p. €j., una vesicula de membrana artificial).

En el caso de que se utilice un sistema de suministro no viral, un vehiculo de suministro a modo de ejemplo es una
nanoparticula, p. €j., un liposoma u otro sistema de suministro adecuado de tamafio submicrométrico. Se contempla el
uso de formulaciones lipidicas para la introduccion de los acidos nucleicos en una célula huésped (in vitro, ex vivo o in
vivo). En otro aspecto, el acido nucleico puede estar asociado con un lipido. El &cido nucleico asociado con un lipido
puede estar encapsulado en el interior acuoso de un liposoma, intercalado dentro de la bicapa lipidica de un liposoma,
unido a un liposoma a través de una molécula de enlace que estd asociada tanto con el liposoma como con el
oligonucleétido, atrapado en un liposoma, complejado con un liposoma, dispersado en una solucién que contiene un lipido,
mezclado con un lipido, combinado con un lipido, contenido como una suspension en un lipido, contenido o complejado
con una micela, o asociado de otra manera con un lipido. Las composiciones asociadas a lipidos, lipidos/ADN o
lipidos/vectores de expresion no se limitan a estructura particular en solucién alguna. Por ejemplo, pueden estar presentes
en una estructura bicapa, tal como micelas, o con una estructura "colapsada". También pueden simplemente intercalarse
en una solucion, posiblemente formando agregados que no son uniformes en tamafo o forma. Los lipidos son sustancias
grasas que pueden ser lipidos que se producen de forma natural o sintéticos. Por ejemplo, los lipidos incluyen las gotitas
grasas que se producen de forma natural en el citoplasma, asi como la clase de compuestos que contienen hidrocarburos
alifaticos de cadena larga y sus derivados, tales como acidos grasos, alcoholes, aminas, amino-alcoholes y aldehidos.

Lipidos adecuados para su uso se pueden obtener de fuentes comerciales. Por ejemplo, se puede obtener dimiristil
fosfatidilcolina ("DMPC") de Sigma, St. Louis, MO; fosfato de dicetilo ("DCP") se puede obtener de K & K Laboratories
(Plainview, NY); colesterol ("Choi") se puede obtener de Biochemical-Behring; dimiristil fosfatidilglicerol ("DMPG") y otros
lipidos se pueden obtener de Avanti Polar Lipids, Inc. (Birmingham, AL). Las soluciones de partida de lipidos en cloroformo
o cloroformo/metanol se pueden almacenar a aproximadamente -20°C. El cloroformo se utiliza como el Unico disolvente,
ya que se evapora mas facilmente que el metanol. "Liposoma" es un término genérico que abarca una diversidad de
vehiculos lipidicos simples y multilamelares formados por la generacion de bicapas o agregados lipidicos encerrados. Los
liposomas pueden caracterizarse por tener estructuras vesiculares con una membrana de bicapa de fosfolipidos y un
medio acuoso interno. Los liposomas multilamelares tienen multiples capas de lipidos separadas por un medio acuoso.
Se forman espontaneamente cuando los fosfolipidos se suspenden en un exceso de solucién acuosa. Los componentes
lipidicos se reorganizan antes de la formacion de estructuras cerradas y atrapan agua y solutos disueltos entre las bicapas
lipidicas (Ghosh et al., 1991 Glycobiology 5: 505-10). Sin embargo, también se incluyen composiciones que tienen
diferentes estructuras en solucion que la estructura vesicular normal. Por ejemplo, los lipidos pueden asumir una
estructura micelar o simplemente existir como agregados no uniformes de moléculas de lipidos. También se contemplan
los complejos de lipofectamina-acido nucleico.
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Independientemente del método utilizado para introducir acidos nucleicos exégenos en una célula huésped o de otra
manera exponer una célula al inhibidor de la presente invencion, con el fin de confirmar la presencia de la secuencia de
ADN recombinante en la célula huésped, se puede realizar una diversidad de ensayos. Ensayos de este tipo incluyen, por
ejemplo, ensayos "biolégicos moleculares" bien conocidos por los expertos en la técnica, tales como transferencia
Southern y Northern, RT-PCR y PCR; ensayos "bioquimicos", tales como detectar la presencia o ausencia de un péptido
particular, p. ej., por medios inmunoldgicos (ELISAs y borrones Western) o por ensayos descritos en esta memoria para
identificar agentes que caen dentro del alcance de la invencion.

La presente invencion proporciona ademas un vector que comprende una molécula de acido nucleico que codifica CAR
de la invencién. En un aspecto, un vector CAR se puede transducir directamente a una célula, p. €j., una célula T. En un
aspecto, el vector es un vector de clonacién o expresién, p. €j., un vector que incluye, pero no se limita a uno o mas
plasmidos (p. ej., plasmidos de expresion, vectores de clonacién, minicirculos, minivectores, cromosomas dobles
diminutos), construcciones de vectores retrovirales y lentivirales. En un aspecto, el vector es capaz de expresar la
construccion CAR en células T de mamifero. En un aspecto, la célula T de mamifero es una célula T humana.

Fuentes de células T

Antes de la expansion y modificacién genética, se obtiene una fuente de células T de un sujeto. El término "sujeto”
pretende incluir organismos vivos en los que se puede provocar una respuesta inmune (p. ej., mamiferos). Ejemplos de
sujetos incluyen seres humanos, perros, gatos, ratones, ratas y especies transgénicas de los mismos. Las células T se
pueden obtener de un cierto nimero de fuentes, incluidas las células mononucleares de la sangre periférica, la médula
Osea, tejido de los ganglios linfaticos, sangre del cordén umbilical, tejido del timo, tejido de un sitio de infeccion, ascitis,
derrame pleural, tejido del bazo y tumores. En determinados aspectos de la presente invencion, se puede utilizar cualquier
namero de lineas de células T disponibles en la técnica. En determinados aspectos de la presente invencion, las células
T se pueden obtener de una unidad de sangre recogida de un sujeto utilizando cualquier nimero de técnicas conocidas
por el experto en la materia, tal como la separacion de Ficoll™ . En un aspecto preferido, células de la sangre circulante
de un individuo se obtienen por aféresis. El producto de aféresis tipicamente contiene linfocitos, incluyendo células T,
monocitos, granulocitos, células B, otros glébulos blancos nucleados, globulos rojos y plaquetas. En un aspecto, las
células recogidas por aféresis pueden lavarse para eliminar la fraccion de plasma y colocar las células en un tampdn o
medio apropiado para las etapas de procesamiento posteriores. En un aspecto de la invencién, las células se lavan con
solucién salina tamponada con fosfato (PBS). En un aspecto alternativo, la solucién de lavado carece de calcio y puede
carecer de magnesio o puede carecer de muchos, si no todos, cationes divalentes. Las etapas de activacion iniciales en
ausencia de calcio pueden conducir a una activacion magnificada. Como los expertos ordinarios en la técnica apreciarian
facilmente, una etapa de lavado se puede lograr mediante métodos conocidos por los expertos en la técnica, tal como
utilizando una centrifuga semiautoméatica de "flujo continuo” (por ejemplo, el procesador de células Cobe 2991, el Baxter
CytoMate o el Haemonetics Cell Saver 5) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Después del lavado, las células
se pueden resuspender en una diversidad de tampones biocompatibles, tales como, por ejemplo, PBS libre de Ca, libre
de Mg, PlasmaLyte A u otra solucion salina con o sin tampoén. Alternativamente, los componentes indeseables de la
muestra de aféresis se pueden separar y las células se resuspenden directamente en medios de cultivo.

En un aspecto, las células T se aislan de linfocitos de la sangre periférica lisando los glébulos rojos y agotando los
monocitos, por ejemplo, mediante centrifugacion a través de un gradiente PERCOLLTM o por elutriacion centrifuga de
contraflujo. Una subpoblacion especifica de células T, tales como las células T CD3+, CD28+, CD4+, CD8+, CD45RA+y
CD45R0O+, puede aislarse adicionalmente mediante técnicas de seleccién positivas o negativas. Por ejemplo, en un
aspecto, las células T se aislan mediante incubacién con perlas conjugadas con anti-CD3/anti-CD28 (p. ej., 3x28), tales
como DYNABEADS® M-450 CD3/CD28 T, durante un periodo de tiempo suficiente para una seleccién positiva de las
células T deseadas. En un aspecto, el periodo de tiempo es de aproximadamente 30 minutos. En un aspecto adicional,
el periodo de tiempo varia de 30 minutos a 36 horas 0 més y todos los valores enteros entre ellos. En un aspecto adicional,
el periodo de tiempo es de al menos 1, 2, 3, 4, 5 0 6 horas. En aun otro aspecto preferido, el periodo de tiempo es de 10
a 24 horas. En un aspecto, el periodo de tiempo de incubacion es de 24 horas. Se pueden utilizar tiempos de incubacion
mas largos para aislar células T en cualquier situacion en la que haya pocas células T en comparacién con otros tipos de
células, tal como aislar linfocitos infilirantes de tumores (TIL) del tejido tumoral o de individuos inmunocomprometidos.
Ademas, el uso de tiempos de incubacién mas largos puede aumentar la eficiencia de captura de células T CD8+. Por lo
tanto, simplemente acortando o alargando el tiempo en que se permite que las células T se unan a las perlas de CD3/CD28
y/o aumentando o disminuyendo la relacion de perlas a células T (tal como se describe mas adelante en esta memoria),
se pueden seleccionar preferentemente subpoblaciones de células T a favor o en contra al inicio del cultivo o en otros
momentos durante el proceso. Adicionalmente, al aumentar o disminuir la relacién de anticuerpos anti-CD3 y/o anti-CD28
en las perlas u otra superficie, las subpoblaciones de células T pueden seleccionarse preferentemente a favor o en contra
al inicio del cultivo o en otros momentos deseados. El experto reconoceria que también se pueden utilizar multiples rondas
de seleccion en el contexto de esta invencion. En determinados aspectos, puede ser deseable realizar el procedimiento
de seleccion y utilizar las células "no seleccionadas" en el proceso de activacién y expansion. Las células "no
seleccionadas" también pueden someterse a rondas adicionales de seleccién.

El enriguecimiento de una poblacién de células T mediante seleccion negativa se puede lograr con una combinacién de
anticuerpos dirigidos a marcadores de superficie Unicos para las células seleccionadas negativamente. Un método es la
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clasificacion y/o seleccion celular mediante inmunoadherencia magnética negativa o citometria de flujo que utiliza un
céctel de anticuerpos monoclonales dirigidos a marcadores de la superficie celular presentes en las células seleccionadas
negativamente. Por ejemplo, para enriquecer las células CD4+ por seleccion negativa, un coctel de anticuerpos
monoclonales tipicamente incluye anticuerpos contra CD14, CD20, CD11bb, CD16, HLA-DR y CD8. En determinados
aspectos, puede ser deseable enriquecer o seleccionar positivamente las células T reguladoras que tipicamente expresan
CD4+, CD25+, CD62Lhi, GITR+ y FoxP3+. Alternativamente, en determinados aspectos, células T reguladoras se agotan
por perlas anti-C25 conjugadas u otros métodos de seleccién similares.

En una realizacién, se puede seleccionar una poblacién de células T que expresa uno o mas de IFN-y, TNFa, IL-17A, IL-
2, IL-3, IL-4, GM-CSF, IL-10, IL-13, granzima B y perforina, u otras moléculas apropiadas, p. €j., otras citoquinas. Métodos
para el rastreo de la expresion celular se pueden determinar, p. ej., mediante los métodos descritos en la Publicacién PCT
N2: WO 2013/126712.

Para el aislamiento de una poblacion de células deseada mediante seleccidon positiva o negativa, se puede variar la
concentracién de células y la superficie (p. €j., particulas tales como perlas). En determinados aspectos, puede ser
deseable disminuir significativamente el volumen en el que se mezclan juntas las perlas y las células (p. €j., aumento de
la concentracion de células), para garantizar el maximo contacto de las células y las perlas. Por ejemplo, en un aspecto,
se utiliza una concentracion de 2 billones de células/ml. En un aspecto, se utiliza una concentracion de 1 billon de
células/ml. En un aspecto adicional, se utilizan mas de 100 millones de células/ml. En un aspecto adicional, se utiliza una
concentracién de células de 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 o 50 millones de células/ml. En aun un aspecto, se utiliza una
concentracién de células de 75, 80, 85, 90, 95 o 100 millones de células/ml. En aspectos adicionales, se pueden utilizar
concentraciones de 125 o 150 millones de células/ml. El uso de altas concentraciones puede dar como resultado un mayor
rendimiento celular, activacion celular y expansion celular. Ademas, el uso de altas concentraciones de células permite
una captura mas eficiente de las células que pueden expresar débilmente antigenos diana de interés, tales como células
T CD28-negativas, o de muestras en las que hay muchas células tumorales presentes (p. €j., sangre leucémica, tejido
tumoral, etc..).

Poblaciones de células de este tipo pueden tener valor terapéutico y serian deseables de obtener. Por ejemplo, el uso de
una alta concentracion de células permite una seleccion mas eficiente de células T CD8+ que normalmente tienen una
expresién de CD28 mas débil.

En un aspecto relacionado, puede ser deseable utilizar concentraciones mas bajas de células. Al diluir significativamente
la mezcla de células T y la superficie (p. €j., particulas tales como perlas), se minimizan las interacciones entre las
particulas y las células. Esto selecciona las células que expresan altas cantidades de antigenos deseados para unirse a
las particulas. Por ejemplo, las células T CD4+ expresan niveles mas altos de CD28 y se capturan de manera mas eficiente
que las células T CD8+ en concentraciones diluidas. En un aspecto, la concentracién de células utilizada es 5 X 108/m.
En otros aspectos, la concentracién utilizada puede ser de aproximadamente 1 X 105/ml a 1 X 10%/ml, y cualquier valor
entero entremedias.

En otros aspectos, las células pueden incubarse en un rotador durante periodos de tiempo variables a velocidades
variables a 2-10°C o a temperatura ambiente.

Las células T para estimulacion también pueden congelarse después de una etapa de lavado. Sin desear estar limitados
por la teoria, la etapa de congelacién y descongelacion posterior proporciona un producto mas uniforme al separar
granulocitos y, en cierta medida, monocitos en la poblacion celular. Después de la etapa de lavado que separa el plasma
y las plaquetas, las células pueden suspenderse en una solucién de congelacion. Si bien muchas soluciones y parametros
de congelacién son conocidos en la técnica y seran Utiles en este contexto, un método implica el uso de PBS que contiene
DMSO al 20% y albumina de suero humano al 8%, o medios de cultivo que contienen Dextrano 40 al 10% y Dextrosa al
5%, Albumina de Suero Humano al 20% y DMSO al 7,5%, o Plasmalyte-A al 31,25%, Dextrosa al 5%, NaCl al 0,45%,
Dextrano 40 al 10% y Dextrosa al 5%, Albumina de Suero Humano al 20% y DMSO al 7,5% u otros medios de congelacion
celular adecuados que contienen, por ejemplo, Hespan y Plasmalyte A, las células se congelan luego a -80°C a una tasa
de 1° por minuto y se almacenan en la fase de vapor de un tanque de almacenamiento de nitrégeno liquido. Se pueden
utilizar otros métodos de congelacién controlada, asi como la congelaciéon no controlada inmediatamente a -20°C o en
nitrégeno liquido.

En determinados aspectos, las células crioconservadas se descongelan y se lavan tal como se describe en esta memoria
y se deja reposar durante una hora a temperatura ambiente antes de la activacién utilizando los métodos de la presente
invencion.

También se contempla en el contexto de la invencién la recogida de muestras de sangre o producto de aféresis de un
sujeto en un periodo de tiempo anterior al momento en que podrian necesitarse las células expandidas tal como se
describe en esta memoria. Como tal, la fuente de las células a expandir se puede recoger en cualquier momento necesario,
y las células deseadas, tales como las células T, se pueden aislar y congelar para su uso posterior en la terapia con
células T para cualquier numero de enfermedades o afecciones que se beneficiarian de terapia con células T, tales como
las descritas en esta memoria. En un aspecto, se toma una muestra de sangre o una aféresis de un sujeto generalmente
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sano. En determinados aspectos, se toma una muestra de sangre o una aféresis de un sujeto generalmente sano que
esta en riesgo de desarrollar una enfermedad, pero que aun no ha desarrollado una enfermedad, y las células de interés
se aislan y congelan para su uso posterior. En determinados aspectos, las células T pueden expandirse, congelarse y
utilizarse en un momento posterior. En determinados aspectos, se recogen muestras de un paciente poco después del
diagnéstico de una enfermedad particular tal como se describe en esta memoria, pero antes de cualquier tratamiento. En
un aspecto adicional, las células se aislan de una muestra de sangre o de una aféresis de un sujeto antes de cualquier
numero de modalidades de tratamiento relevantes, que incluyen, pero no se limitan al tratamiento con agentes, tales como
natalizumab, efalizumab, agentes antivirales, quimioterapia, radiacién, agentes inmunosupresores, tales como
ciclosporina, azatioprina, metotrexato, micofenolato y FK506, anticuerpos u otros agentes inmunoablativos, tales como
CAMPATH, anticuerpos anti-CD3, citoxano, fludarabina, ciclosporina, FK506, rapamicina, acido micofendlico, esteroides,
FR901228 e irradiacion.

En un aspecto adicional de la presente invencion, las células T se obtienen de un paciente directamente después del
tratamiento que deja al sujeto con células T funcionales. A este respecto, se ha observado que después de determinados
tratamientos contra el cancer, en particular los tratamientos con farmacos que dafan el sistema inmunitario, poco después
del tratamiento durante el periodo en que los pacientes normalmente se recuperarian del tratamiento, la calidad de las
células T obtenidas puede ser éptima 0 mejorada por su capacidad de expandirse ex vivo. Del mismo modo, después de
la manipulacién ex vivo utilizando los métodos descritos en esta memoria, estas células pueden estar en un estado
preferido para un injerto mejorado y una expansion in vivo. Por lo tanto, se contempla dentro del contexto de la presente
invencion recoger células de la sangre, incluyendo células T, células dendriticas u otras células del linaje hematopoyético,
durante esta fase de recuperacion. Ademas, en determinados aspectos, la movilizacién (por ejemplo, la movilizacién con
GM-CSF) y los regimenes de acondicionamiento pueden utilizarse para crear una condiciéon en un sujeto en el que se
favorezca la repoblacion, la recirculacién, la regeneracion y/o la expansién de tipos de células particulares, especialmente
durante una ventana de tiempo definida después de la terapia. Los tipos ilustrativos de células incluyen células T, células
B, células dendriticas y otras células del sistema inmunitario.

Activacion y Expansion de Células T

Las células T pueden activarse y expandirse generalmente utilizando métodos tal como se describe, por ejemplo, en las
patentes de EE.UU. 6.352.694; 6.534.055; 6.905.680; 6.692.964; 5.858.358; 6.887.466; 6.905.681; 7.144.575; 7.067.318;
7.172.869; 7.232.566; 7.175.843; 5.883.223; 6.905.874; 6.797.514; 6.867.041; y la Publicacién de Solicitud de Patente de
EE.UU. N2 20060121005.

Generalmente, las células T de la invencion pueden expandirse por contacto con una superficie que tiene unido un agente
que estimula una sefal asociada al complejo CD3/TCR y un ligando que estimula una molécula co-estimulante en la
superficie de las células T. En particular, las poblaciones de células T pueden estimularse tal como se describe en esta
memoria, tal como por contacto con un anticuerpo anti-CD3, o un fragmento de unién a antigeno del mismo, o un
anticuerpo anti-CD2 inmovilizado sobre una superficie, o por contacto con un activador de proteina quinasa C (p. e€j.,
briostatina) junto con un ionéforo de calcio. Para la co-estimulacién de una molécula accesoria en la superficie de las
células T, se utiliza un ligando que se une a la molécula accesoria. Por ejemplo, una poblacién de células T puede ponerse
en contacto con un anticuerpo anti-CD3 y un anticuerpo anti-CD28, bajo condiciones apropiadas para estimular la
proliferacién de las células T. Para estimular la proliferacion de células T CD4+ o células T CD8+, un anticuerpo anti-CD3
y un anticuerpo anti-CD28. Ejemplos de un anticuerpo anti-CD28 que se puede utilizar incluyen 9.3, B-T3, XR-CD28
(Diaclone, Besangon, Francia), al igual que otros métodos cominmente conocidos en la técnica (Berg et al., Transplant
Proc. 30(8):3975-3977, 1998; Haanen et al., J. Exp. Med. 190(9):13191328, 1999; Garland et al., J. Immunol Meth. 227(1-
2):53-63, 1999).

En determinados aspectos, la sefal estimulante primaria y la sefial co-estimulante para la célula T pueden proporcionarse
mediante diferentes protocolos. Por ejemplo, los agentes que proporcionan cada una de las sefales pueden estar en
solucién o acoplados a una superficie. Cuando estan acoplados a una superficie, los agentes se pueden acoplar a la
misma superficie (es decir, en formacion "cis") o a superficies separadas (es decir, en formacion "trans"). Alternativamente,
un agente puede estar acoplado a una superficie y el otro agente en solucion. En un aspecto, el agente que proporciona
la sefial co-estimulante esta unido a una superficie celular y el agente que proporciona la sefal de activacion primaria esta
en solucién o acoplado a una superficie. En determinados aspectos, ambos agentes pueden estar en soluciéon. En un
aspecto, los agentes pueden estar en forma soluble y luego reticularse a una superficie, tal como una célula que expresa
receptores Fc o un anticuerpo u otro agente de unién que se unira a los agentes. A este respecto, véase, por ejemplo, las
Publicaciones de Solicitud de Patente de EE.UU. N% 20040101519 y 20060034810 para células presentadoras de
antigeno artificiales (aAPCs) que se contemplan para su uso en la activacién y expansiéon de células T en la presente
invencion.

En un aspecto, los dos agentes se inmovilizan sobre perlas, ya sea en la misma perla, es decir, "cis" o a perlas separadas,
es decir, "trans". A modo de ejemplo, el agente que proporciona la sefial de activacién primaria es un anticuerpo anti-CD3
o un fragmento de unién a antigeno del mismo y el agente que proporciona la sefal co-estimulante es un anticuerpo anti-
CD28 o un fragmento de unién a antigeno del mismo; y ambos agentes se co-inmovilizan en la misma perla en cantidades
moleculares equivalentes. En un aspecto, se utiliza una relaciéon 1:1 de cada uno de los anticuerpos unidos a las perlas
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para la expansion de células T CD4+ y el crecimiento de células T. En determinados aspectos, se utiliza una relacion de
anticuerpos anti CD3:CD28 unidos a las perlas de manera que se observa un aumento en la expansién de células T en
comparacién con la expansion observada utilizando una relacion de 1:1. En un aspecto particular, se observa un aumento
de aproximadamente 1 a aproximadamente 3 veces en comparacion con la expansiéon observada utilizando una relaciéon
de 1:1. En un aspecto, la relacion del anticuerpo CD3:CD28 unido a las perlas varia de 100:1 a 1:100 y todos los valores
enteros entremedias. En un aspecto, se une mas anticuerpo anti-CD28 a las particulas que el anticuerpo anti-CD3, es
decir, la relacion de CD3:CD28 es menor que uno. En determinados aspectos, la relacion de anticuerpo anti CD28 a
anticuerpo anti CD3 unido a las perlas es mayor que 2:1. En un aspecto particular, se utiliza una relacién 1:100 CD3:CD28
de anticuerpo unido a perlas. En un aspecto, se utiliza una relacién 1:75 CD3:CD28 de anticuerpo unido a perlas. En un
aspecto adicional, se utiliza una relacion 1:50 CD3:CD28 de anticuerpo unido a perlas. En un aspecto, se utiliza una
relacion 1:30 CD3:CD28 de anticuerpo unido a perlas. En un aspecto preferido, se utiliza una relacion 1:10 CD3:CD28 de
anticuerpo unido a perlas. En un aspecto, se utiliza una relacion 1:3 CD3:CD28 de anticuerpo unido a las perlas. En aun
un aspecto, se utiliza una relacién 3:1 CD3:CD28 de anticuerpo unido a las perlas.

Relaciones de particulas a células de 1:500 a 500:1 y cualquier valor entero entremedias pueden utilizarse para estimular
células T u otras células diana. Como los expertos ordinarios en la técnica pueden apreciar faciimente, la relacién de
particulas a células puede depender del tamario de particula con relacion a la célula diana. Por ejemplo, las perlas de
pequeno tamano solo pueden unir unas pocas células, mientras que las perlas mas grandes pueden unir muchas. En
determinados aspectos, la relacion de células a particulas varia de 1:100 a 100:1 y cualquier valor entero entremedias, y
en aspectos adicionales, la relacién comprende 1:9 a 9:1 y también se puede utilizar cualquier valor entero entremedias
para estimular las células T. La relacién de particulas anti-CD3- y anti-CD28-acopladas a las células T que dan como
resultado la estimulacién de células T puede variar como se indicé arriba, sin embargo, determinados valores preferidos
incluyen 1:100, 1:50, 1:40, 1:30, 1:20, 1:10, 1:9, 1:8, 1:7, 1:6, 1:5, 1:4, 1:3, 1:2, 1:1, 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 6:1, 7:1, 8:1, 9:1,
10:1 y 15:1, siendo una relacion preferida de al menos 1:1 particulas por célula T. En un aspecto, se utiliza una relacion
de particulas a células de 1:1 o menor. En un aspecto particular, una relacioén de particulas:células preferida es 1:5. En
aspectos adicionales, la relacién de particulas a células puede variar dependiendo del dia de estimulacién. Por ejemplo,
en un aspecto, la relacién de particulas a células es de 1:1 a 10:1 el primer dia y se anaden particulas adicionales a las
células todos los dias o dia por medio a partir de entonces durante hasta 10 dias, en las relaciones finales de 1:1 a 1:10
(basado en recuentos de células el dia de la adicién). En un aspecto particular, la relacion de particulas a células es 1:1
el primer dia de estimulacion y se ajusta a 1:5 el tercer y quinto dias de estimulacion. En un aspecto, las particulas se
afnaden diariamente o dia por medio a una relacion final de 1:1 el primer dia y de 1:5 el tercer y quinto dias de estimulacién.
En un aspecto, la relacion de particulas a células es 2:1 el primer dia de estimulacién y se ajusta a 1:10 el tercer y quinto
dias de estimulacién. En un aspecto, las particulas se afiaden sobre una base diaria o dia por medio a una relacion final
de 1:1 el primer diay de 1:10 el tercer y quinto dias de estimulacion. Un experto en la técnica apreciara que una diversidad
de otras relaciones pueden ser adecuadas para su uso en la presente invencién. En particular, las relaciones variaran
dependiendo del tamaro de particula y del tamafio y tipo de célula. En un aspecto, las relaciones mas tipicas para el uso
estan en la vecindad de 1:1, 2:1 y 3:1 el primer dia.

En otros aspectos, las células, tales como las células T, se combinan con perlas recubiertas con agente, las perlas y las
células se separan posteriormente, y luego las células se cultivan. En un aspecto alternativo, antes del cultivo, las perlas
y células recubiertas con agente no se separan, sino que se cultivan juntas. En un aspecto adicional, las perlas y las
células se concentran primero mediante la aplicacién de una fuerza, tal como una fuerza magnética, que da como
resultado un ligamiento incrementado de los marcadores de la superficie celular, induciendo con ello la estimulacion
celular.

A modo de ejemplo, las proteinas de la superficie celular se pueden ligar permitiendo que perlas paramagnéticas a las
que se unen anti-CD3 y anti-CD28 (perlas 3x28) entren en contacto con las células T. En un aspecto, las células (por
ejemplo, 10 * 4 a 10 » 9 células T) y perlas (por ejemplo, perlas paramagnéticas DYNABEADS® M-450 CD3/CD28 T en
una relacion de 1:1) se combinan en un tampoén, por ejemplo PBS (sin cationes divalentes tales como calcio y magnesio).
Nuevamente, los expertos ordinarios en la técnica pueden apreciar facilmente que se puede utilizar cualquier
concentracién celular. Por ejemplo, la célula diana puede ser muy rara en la muestra y comprender solo el 0,01% de la
muestra o toda la muestra (es decir, 100%) puede comprender la célula diana de interés. Por consiguiente, cualquier
numero de células esta dentro del contexto de la presente invencion. En determinados aspectos, puede ser deseable
disminuir significativamente el volumen en el que se mezclan juntas las particulas y las células (p. €j., aumento de la
concentracién de células), para garantizar el maximo contacto de las células y las particulas. Por ejemplo, en un aspecto,
se utiliza una concentracion de aproximadamente 2 billones de células/ml. En un aspecto, se utilizan mas de 100 millones
de células/ml. En un aspecto adicional, se utiliza una concentraciéon de células de 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 o0 50
millones de células/ml. En aun un aspecto, se utiliza una concentracién de células de 75, 80, 85, 90, 95 o0 100 millones de
células/ml. En aspectos adicionales, se pueden utilizar concentraciones de 125 o 150 millones de células/ml. El uso de
altas concentraciones puede dar como resultado un mayor rendimiento celular, activacion celular y expansién celular.
Ademas, el uso de altas concentraciones celulares permite una captura mas eficiente de las células que pueden expresar
débilmente los antigenos diana de interés, tales como células T CD28-negativas. Poblaciones de células de este tipo
pueden tener valor terapéutico y serian deseables para obtener determinados aspectos. Por ejemplo, el uso de una alta
concentracién de células permite una seleccion mas eficiente de células T CD8+ que normalmente tienen una expresién
de CD28 mas débil.
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En un aspecto, la mezcla puede cultivarse durante varias horas (aproximadamente 3 horas) a aproximadamente 14 dias
o cualquier valor entero por hora entremedias. En un aspecto, la mezcla se puede cultivar durante 21 dias. En un aspecto,
las perlas y las células T se cultivan juntas durante aproximadamente ocho dias. En un aspecto, las perlas y las células T
se cultivan juntas durante 2-3 dias. También pueden desearse varios ciclos de estimulacion, de modo que el tiempo de
cultivo de las células T pueda ser de 60 dias o mas. Condiciones apropiadas para el cultivo de células T incluyen un medio
apropiado (p. ej., Medio Minimo Esencial o Medio RPMI 1640 o, X-vivo 15, (Lonza)) que puede contener factores
necesarios para la proliferacion y la viabilidad, incluido el suero (p. ej., suero bovino fetal o humano), interleuquina-2 (IL-
2), insulina, IFN-y, IL-4, IL-7, GM-CSF, IL-10, IL-12, IL-15, TGFB y TNF-a o cualquier otro aditivo para el crecimiento de
células conocido por el experto. Otros aditivos para el crecimiento de células incluyen, pero no se limitan a tensioactivo,
plasmanato y agentes reductores, tales como N-acetil-cisteina y 2-mercaptoetanol. Medios pueden incluir RPMI 1640,
AIM-V, DMEM, MEM, a-MEM, F-12, X-Vivo 15 y X-Vivo 20, Optimizer, con aminoacidos afadidos, piruvato de sodio y
vitaminas, libres de suero o complementado con una cantidad apropiada de suero (o0 plasma) o un conjunto definido de
hormonas, y/o una cantidad de citoquina(s) suficiente para el crecimiento y la expansion de células T. Los antibiéticos, p.
ej., penicilina y estreptomicina, se incluyen solo en cultivos experimentales, no en cultivos de células que se infunden en
un sujeto. Las células diana se mantienen en condiciones necesarias para apoyar el crecimiento, por ejemplo una
temperatura (p. €j., 37°C) y una atmoésfera (p. €j., aire mas 5% de CO2) apropiadas.

Las células T que han sido expuestas a tiempos de estimulacion variados pueden exhibir caracteristicas diferentes. Por
ejemplo, productos de células mononucleares de la sangre o de la sangre periférica aferesiada tipicos tienen una
poblacién de células T auxiliares (TH, CD4+) que es mayor que la poblacién de células T citotéxicas o supresoras (TC,
CD8+). La expansion ex vivo de células T mediante la estimulacién de receptores CD3 y CD28 produce una poblacion de
células T que antes de aproximadamente los dias 8-9 consiste predominantemente en células TH, mientras que después
de aproximadamente los dias 8-9, la poblacién de células T comprende una poblacién cada vez mayor de células TC. Por
consiguiente, dependiendo del propésito del tratamiento, puede ser ventajoso infundir un sujeto con una poblaciéon de
células T que comprende predominantemente células TH. De manera similar, si se ha aislado un subconjunto de células
TC especificas para el antigeno, puede ser beneficioso expandir este subconjunto a un mayor grado.

Ademas, aparte de los marcadores CD4 y CD8, otros marcadores fenotipicos varian significativamente, pero en gran
parte, de forma reproducible durante el curso del proceso de expansion celular. Por lo tanto, dicha reproducibilidad permite
la capacidad de adaptar un producto de células T activado para fines especificos.

Una vez que se construye un CAR EGFRUVIII, se pueden utilizar diversos ensayos para evaluar la actividad de la molécula,
tales como, pero no limitados a la capacidad de expandir las células T después de la estimulacion con antigeno, mantener
la expansion de las células T en ausencia de re-estimulacién y actividades anticancerigenas en modelos in vitro y animales
apropiados. Ensayos para evaluar los efectos de un CAR EGFRUvIII se describen con mas detalle mas adelante.

El analisis de transferencia Western de la expresion de CAR en células T primarias se puede utilizar para detectar la
presencia de monémeros y dimeros. Véase, p. ej., Milone et al., Molecular Therapy 17(8) 1453-1464 (2009). Muy
brevemente, células T (mezcla 1:1 de células T CD4+* y CD8*) que expresan los CARs se expanden in vitro durante mas
de 10 dias, seguido de lisis y SDS-PAGE en condiciones reductoras. CARs que contienen el dominio citoplasmatico TCR-
¢ de longitud completa y la cadena TCR- endbgena se detectan mediante transferencia Western utilizando un anticuerpo
para la cadena TCR-C. Los mismos subconjuntos de células T se utilizan para el andlisis SDS-PAGE en condiciones no
reductoras para permitir la evaluacién de la formacién de dimeros covalentes.

La expansion in vitro de las células T CAR* después de la estimulacion con antigeno se puede medir mediante citometria
de flujo. Por ejemplo, se estimula una mezcla de células T CD4+y CD8* con aAPCs aCD3/aCD28, seguido de transduccion
con vectores lentivirales que expresan GFP bajo el control de los promotores a analizar. Promotores a modo de ejemplo
incluyen el gen CMV IE, EF-1qa, ubiquitina C o promotores de fosfogliceroquinasa (PGK). La fluorescencia de GFP se
evalla el dia 6 de cultivo en los subconjuntos de células T CD4* y/o CD8* mediante citometria de flujo. Véase, p. €j.,
Milone et al., Molecular Therapy 17(8) 1453-1464 (2009). Alternativamente, una mezcla de células T CD4+ y CD8*se
estimula con perlas magnéticas recubiertas con aCD3/aCD28 el dia 0, y se transducen con CAR el dia 1 utilizando un
vector lentiviral bicistrénico que expresa CAR junto con eGFP utilizando una secuencia de omision ribosémica 2A. Los
cultivos se reestimulan con células U-87 EGFRvIII* (U-87-EGFRuvIII), células U-87 de tipo salvaje (U-87 de tipo salvaje) o
células K562 que expresan hCD32 y 4-1BBL en presencia de anticuerpos antiCD3 y anti-CD28 (K562 -BBL-3/28) después
del lavado. Se anade IL-2 exdgena a los cultivos dia por medio a razén de 100 Ul/ml. Las células T GFP* se enumeran
por citometria de flujo utilizando recuento basado en perlas. Véase, p. €j., Milone et al., Molecular Therapy 17(8) 1453-
1464 (2009).

Se puede medir también la expansién sostenida de células T CAR* en ausencia de re-estimulacion. Véase, p. €j., Milone
et al., Molecular Therapy 17(8) 1453-1464 (2009). En sintesis, el volumen medio de células T (fl) se mide el dia 8 de
cultivo utilizando un contador de particulas Coulter Multisizer 1l después de la estimulacién con perlas magnéticas
recubiertas con aCD3/aCD28 el dia 0, y la transduccién con el CAR indicado el dia 1.

La evaluacion de la proliferacién celular y la produccién de citoquinas se ha descrito previamente, p. €j., en Milone et al.,
Molecular Therapy 17(8): 1453-1464 (2009). En sintesis, la evaluacion de la proliferacion mediada por CAR se realiza en
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placas de microtitulacion mezclando células T lavadas con células diana, tales como células U87MG, BHK o CHO que
expresan EGFRuvlIl o EGFR de tipo salvaje (wt) 0 CD32 y CD137 (KT32-BBL) para una relacion final de células T:células
diana de 1:1. Anticuerpos monoclonales anti-CD3 (clon OKT3) y anti-CD28 (clon 9.3) se afiaden a cultivos con células
KT32-BBL para servir como un control positivo para estimular la proliferacién de células T, ya que estas sefales apoyan
la expansion alargo plazo de células T CD8* ex vivo. Las células T se enumeran en cultivos utilizando perlas fluorescentes
CountBright™ (Invitrogen, Carlsbad, CA) y citometria de flujo como lo describe el fabricante. Las células T CAR* se
identifican mediante la expresion de GFP utilizando células T que estan disefiadas con vectores lentivirales que expresan
CAR enlazado a eGFP-2A. Para las células T CAR+ que no expresan GFP, las células T CAR+ se detectan con proteina
EGFRvIIl recombinante biotinilada y un conjugado secundario de avidina-PE. La expresion de CD4+ y CD8* en células T
también se detecta simultineamente con anticuerpos monoclonales especificos (BD Biosciences). Las mediciones de
citoquinas se realizan en sobrenadantes recogidos 24 horas después de la re-estimulacion utilizando el kit de matriz de
perlas citométricas de citoquina TH1 / TH2 humana (BD Biosciences, San Diego, CA) de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. La fluorescencia se evalla utilizando un citémetro de flujo FACScalibur, y los datos se analizan de acuerdo
con las instrucciones del fabricante.

La citotoxicidad se puede evaluar mediante un ensayo estandar de liberacién de 51Cr. Véase, p. €j., Milone et al.,
Molecular Therapy 17(8) 1453-1464 (2009). En sintesis, células diana (células U87MG, BHK o CHO que expresan
EGFRvIll o EGFR de tipo salvaje (wt) se cargan con 51Cr (como NaCrO4, New England Nuclear, Boston, MA) a 37°C
durante 2 horas con agitacion frecuente, se lavan dos veces en RPMI completo y se extienden en placas de microtitulacion.
Las células T efectoras se mezclan con las células diana en los pocillos en RPMI completo en relaciones variables de
células efectoras:células diana (E:T). También se preparan pocillos adicionales que contienen medios solamente
(liberacién espontanea, SR) o una solucion al 1% de detergente triton-X 100 (liberacién total, TR). Después de 4 horas de
incubacion a 37°C, se recoge el sobrenadante de cada uno de los pocillos. El 5'Cr liberado se mide luego utilizando un
contador de particulas gamma (Packard Instrument Co., Waltham, MA). Cada una de las condiciones se realiza al menos
por triplicado, y el porcentaje de lisis se calcula utilizando la formula: % de lisis = (ER-SR) / (TR - SR), en que ER representa
el 51Cr medio liberado para cada una de las condiciones experimentales. También se pueden utilizar ensayos de
citotoxicidad alternativos, tales como ensayos de citotoxicidad basados en flujo, tal como se describe en el Ejemplo 8.

La luciferasa de escarabajo clic rojo y escarabajo clic verde puede utilizarse para seguir simultdneamente la progresion
del tumor y el trafico de células T, ya que cada uno usa el mismo sustrato de luciferina, pero emite luz en los extremos
opuestos del espectro de luz visible.

Otros ensayos, incluidos los descritos en la seccion de Ejemplos de esta memoria, asi como los que se conocen en la
técnica, también se pueden utilizar para evaluar las construcciones CAR EGFRuvIIl de la invencion.

Aplicacion Terapéutica para EGFRvIII que Expresa Enfermedades y Trastornos

EGFRuvIIl es una variante constitutivamente activa del receptor epidérmico del factor de crecimiento epidérmico, especifica
para el tumor, independiente del ligando. La presente invencién se refiere, por lo tanto, a composiciones y métodos para
tratar enfermedades y trastornos asociados con EGFRUvIIl. Un ejemplo de una enfermedad o trastorno asociado con
EGFRuvIIl es glioma.

Glioma se refiere a un cancer del sistema nervioso central que comienza en las células gliales (p. €j., células que rodean
y soportan las células nerviosas e incluye oligodendrocitos, astrocitos, microglia y células ependimarias). Los gliomas son
particularmente graves en términos tanto de incidencia como de neoplasia, y se clasifican en siete o mas tipos, tales como
el glioblastoma y el astrocitoma anaplasico, de acuerdo con su tipo de tejido patolégico detallado. El estadio de la
enfermedad (tamafio del tumor, presencia de metastasis distal) y la neoplasia histolégica se utilizan para determinar el
grado de neoplasia de los tumores del cerebro primarios. La neoplasia histoldgica se clasifica en cuatro niveles, es decir,
G1 a G4 de acuerdo con las Directrices para el Tratamiento de Tumores Cerebrales ((2002) Kanehara & Co., Ltd.), y estos
corresponden a OMS1 a OMS4, respectivamente. Cuanto mayor sea el nimero, mayor sera el grado de neoplasia. Por
ejemplo, la neoplasia del glioblastoma es G4 (OMS4), mientras que la neoplasia del astrocitoma anaplasico es G3 (OMS3),
y tanto G3 como G4 se clasifican como malignos. Por lo tanto, de acuerdo con algunas realizaciones, la diana es gliomas
malignos. En otros aspectos, el glioblastoma multiforme (GBM) es una diana. En realizaciones adicionales, las
composiciones de la presente invencion pueden utilizarse en el tratamiento de otros gliomas que incluyen, pero no se
limitan a astrocitoma anaplasico, glioblastoma de células gigantes, gliosarcoma, oligodendroglioma anaplasico,
ependimoma anapldasico, carcinoma de plexo coroideo, ganglioglioma anaplasico, pineoblastoma, meduloepitelioma,
ependimoblastoma, meduloblastoma, tumor neuroectodérmico primitivo supratentorial y tumor teratoideo/rabdoideo
atipico.

El glioblastoma es el tumor cerebral primario mas comdn en adultos. Mas de la mitad de los 18.000 pacientes
diagnosticados con tumores cerebrales primarios malignos en EE.UU. cada afio tienen glioblastoma multiforme. El
glioblastoma multiforme es un tumor anaplasico, altamente celular, con altos indices de proliferacion, proliferacién
microvascular y necrosis focal. Los signos y sintomas dependen de varios factores (tamafo, tasa de crecimiento,
localizacion del tumor dentro del cerebro) y estan representados principalmente por dolor de cabeza, convulsiones, déficits
neuroldgicos, cambios en el estado mental. El pronédstico del glioblastoma multiforme sigue siendo desalentador. El tiempo
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de supervivencia es inferior a 2 anos para la mayoria de los pacientes. El estado funcional de Karnofsky (KPS) es uno de
los factores de pronéstico mas importantes: pacientes con KPS > 70 estan vivos a los 18 meses en aproximadamente el
18% de los casos, en comparacion con el 13% de pacientes con puntuaciones KPS mas bajas. El glioblastoma multiforme
primario se desarrolla de novo a partir de células gliales, generalmente tiene un historial clinico de menos de seis meses,
es mas comun en pacientes de edad avanzada y presenta histologia de células pequenas. El glioblastoma multiforme
secundario se desarrolla durante meses o afios a partir de astrocitomas pre-existentes de bajo grado, afecta
predominantemente a personas mas jovenes y presenta histologia de células gigantes.

Los gliomas malignos también se conocen como gliomas de alto grado. Pueden afectar el cerebro y la médula espinal.
En algunos aspectos, las composiciones de la presente invencién pueden utilizarse para tratar sujetos que portan un
glioma maligno cerebral, por ejemplo, uno que se elige entre astrocitoma anaplasico (AA), glioblastoma multiforme (GBM),
oligodendroglioma anaplasico (AQO) y oligoastrocitoma anaplasico (AOA). En algunos aspectos, las composiciones de la
presente invencién pueden utilizarse para tratar sujetos que portan un glioblastoma multiforme (GBM).

El glioblastoma multiforme es la etapa mas maligna del astrocitoma, con tiempos de supervivencia de menos de 2 afios
para la mayoria de los pacientes. Histolégicamente, estos tumores se caracterizan por altos indices de proliferacién,
proliferacién endotelial y necrosis focal. La naturaleza altamente proliferativa de estas lesiones probablemente sea el
resultado de multiples efectos mitogénicos. Una de las caracteristicas de GBM es la proliferacion endotelial. Una gran
cantidad de factores de crecimiento angiogénico y sus receptores se encuentran en GBMs.

Existen subconjuntos biolégicos de astrocitomas, que pueden reflejar la heterogeneidad clinica observada en estos
tumores. Estos subconjuntos incluyen gliomas del tronco encefélico, que son una forma de astrocitoma fibrilar difuso
pediatrico que a menudo sigue un curso maligno. Los GBMs del tronco encefalico comparten caracteristicas genéticas
con aquellos GBMs adultos que afectan a pacientes mas jévenes. El xantoastrocitoma pleiomérfico (PXA) es un tumor
astrocitico superficial de bajo grado que afecta predominantemente a adultos jovenes. Si bien estos tumores tienen una
apariencia histolégica extrana, tipicamente son tumores de crecimiento lento que pueden ser susceptibles de cura
quirdrgica. Sin embargo, algunos PXA pueden repetirse como GBM. El astrocitoma pilocitico es el tumor astrocitico mas
comun de la infancia y difiere clinica e histopatolégicamente del astrocitoma fibrilar difuso que afecta a los adultos. Los
astrocitomas pilociticos no tienen las mismas alteraciones gendmicas que los astrocitomas fibrilares difusos. Los
astrocitomas de células gigantes subependimarias (SEGA) son tumores astrociticos periventriculares de bajo grado que
habitualmente estan asociados con la esclerosis tuberosa (TS) y son histolégicamente idénticos a los llamados "canalones
de vela" que recubren los ventriculos de los pacientes con TS. De manera similar a las otras lesiones tumorales en TS,
éstas crecen lentamente y pueden ser mas parecidas a hamartomas que a verdaderas neoplasias. El astrocitoma cerebral
desmoplasico de la infancia (DCAI) y el ganglioglioma infantil desmoplasico (DIGG) son astrocitomas benignos grandes,
superficiales, habitualmente quisticos, que afectan a los nifios en el primer o segundo afio de vida.

Los oligodendrogliomas y los oligoastrocitomas (gliomas mixtos) son tumores gliales difusos, principalmente del SNC, que
estan clinica y bioldgicamente mas estrechamente relacionados con los astrocitomas fibrilares difusos. Los tumores, sin
embargo, son mucho menos comunes que los astrocitomas y generalmente tienen mejores prondsticos que los
astrocitomas difusos. Oligodendrogliomas y oligoastrocitomas pueden progresar, ya sea al oligodendroglioma anaplasico
de grado Il de la OMS o al oligoastrocitoma anaplasico, o al GBM grado IV de la OMS. Por lo tanto, los cambios genéticos
que conducen a los tumores oligodendrogliales constituyen otra via mas hacia el GBM.

Los ependimomas son un grupo clinicamente diverso de gliomas que varian desde tumores intraventriculares agresivos
de nifios hasta tumores benignos de la médula espinal en adultos. Las transiciones de ependimoma a GBM son raras.
Los tumores del plexo coroideo también son un grupo variado de tumores que ocurren preferentemente en el sistema
ventricular, que varian desde tumores intraventriculares supratentoriales agresivos de nifios hasta tumores benignos de
angulo cerebellopontino de adultos. Se han notificado ocasionalmente tumores del plexo coroideo en pacientes con
sindrome de Li-Fraumeni y enfermedad de von Hippel-Lindau (VHL).

Los meduloblastomas son tumores malignos primitivos que surgen en la fosa posterior, principalmente en nifos. Estos
tumores también ocurren en adultos jovenes. Los meduloblastomas a menudo se reseccionan quirirgicamente con
tratamiento posterior con quimioterapia y/o radiacién. Pueden reaparecer local u ocasionalmente como bajada de
metéstasis de la fosa posterior a la columna vertebral. Los meningiomas son tumores intracraneales comunes que surgen
en las meninges y comprimen el cerebro subyacente. Aunque tipicamente se considera benigno y rara vez francamente
maligno, la gestién de estos tumores a menudo plantea desafios clinicos. Grados histolégicos de los meningiomas varian
con la mayoria benigna, grado I/IV de la OMS (82%); menos comunmente atipico, OMS II/1V (15%); y con poca frecuencia
se presentan como anaplasicos o malignos, grado I1l/IV de la OMS (3%).

Los schwannomas son tumores benignos que surgen en los nervios periféricos. Los schwannomas pueden surgir en los
nervios craneales, particularmente en la porcion vestibular del octavo nervio craneal (schwannomas vestibulares,
neuromas acusticos) donde se presentan como masas angulares cerebelopontinas. Los hemangioblastomas son tumores
de origen incierto que se componen de células endoteliales, pericitos y las llamadas células del estroma. Estos tumores
benignos se presentan con mayor frecuencia en el cerebelo y la médula espinal de adultos jovenes. Los
hemangioblastomas multiples son caracteristicos de la enfermedad de von Hippel-Lindau (VHL). Los
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hemangiopericitomas (HPCs) son tumores durales que pueden mostrar un comportamiento localmente agresivo y pueden
hacer metastasis. La histogénesis del hemangiopericitoma de base dural (HPC) se ha debatido durante mucho tiempo,
con algunos autores clasificandola como una entidad distinta y otros clasificandola como un subtipo de meningioma.

Los sintomas de los tumores cerebrales primarios y metastasicos a menudo dependen de la ubicacion en el cerebro y del
tamano del tumor. Dado que diversas regiones del cerebro son responsables de funciones especificas, los sintomas
clinicos variaran mucho. Los tumores en el I6bulo frontal del cerebro pueden provocar debilidad y paralisis, trastornos del
estado de animo, dificultad para pensar, confusion y desorientacion, y amplios cambios emocionales. Los tumores del
I6bulo parietal pueden provocar convulsiones, entumecimiento o paralisis, dificultad para escribir a mano, incapacidad
para realizar problemas matematicos simples, dificultad con ciertos movimientos y pérdida del sentido del tacto. Los
tumores en el I6bulo occipital pueden provocar pérdida de vision en la mitad de cada campo visual, alucinaciones visuales
y convulsiones. Los tumores del l6bulo temporal pueden provocar convulsiones, trastornos perceptuales y espaciales y
afasia receptiva. Si se produce un tumor en el cerebelo, la persona puede tener ataxia, pérdida de coordinacion, dolores
de cabeza y vomitos. Los tumores en el hipotalamo pueden provocar cambios emocionales y cambios en la percepcién
del calor y el frio. Ademas, los tumores hipotalamicos pueden afectar el crecimiento y la nutriciéon en los nifios. Con la
excepcion del cerebelo, un tumor en un lado del cerebro provoca sintomas y deterioro en el lado opuesto del cuerpo.

Las composiciones de la presente invencion pueden utilizarse para tratar a un sujeto que se ha caracterizado por tener
células o tejidos que expresan EGFRVIII, o se sospecha que tiene células o tejidos que expresan EGFRvIII. Por ejemplo,
los sujetos que se benefician del tratamiento de acuerdo con la invencion incluyen sujetos con un glioma, o sujetos
sospechosos de tener un glioma, por ejemplo, como se evidencia por la presencia de uno o mas dolores de cabeza,
nauseas y vémitos, convulsiones, pérdida de vision, dolor, debilidad, entumecimiento en las extremidades y/o trastornos
de los nervios craneales como resultado del aumento de la presion intracraneal. En realizaciones particulares, el glioma
que esta siendo tratado es glioblastoma multiforme. De acuerdo con esta realizacién, el glioblastoma multiforme puede
estar en el cerebro o la médula espinal.

También se describen métodos para inhibir la proliferacion o reducir una poblacion celular que expresa EGFRVII,
comprendiendo los métodos poner en contacto una poblacion de células que comprende una célula que expresa EGFRuvIII
con una célula que expresa CAR descrita en esta memoria, p. €j., una célula T, que se une a la célula que expresa
EGFRuvIIl. En un aspecto especifico, se describen métodos para inhibir la proliferacion o reducir la poblaciéon de células
cancerosas que expresan EGFRvIII, comprendiendo los métodos poner en contacto la poblacién de células cancerosas
que expresan EGFRuvIII con la célula que expresa CAR de la invencidn descrita en esta memoria, p. €j., una célula T, que
se une a la célula que expresa EGFRUvIIl. También se describen métodos para inhibir la proliferacion o reducir la poblacion
de células cancerosas que expresan EGFRuvlIl, comprendiendo los métodos poner en contacto la poblaciéon de células
cancerosas que expresan EGFRvIIl con una célula CART EGFRuvll de la invencién que se une a la célula que expresa
EGFRUvIIl. En determinadas realizaciones, la célula CART EGFRuvIIl de la invencién reduce la cantidad, el nimero, la
cantidad o el porcentaje de células y/o células cancerosas en al menos un 25%, al menos un 30%, al menos un 40%, al
menos un 50%, al menos un 65% , al menos un 75%, al menos un 85%, al menos un 95% o al menos un 99% en un
sujeto con glioma modelo animal u otro cancer asociado con células que expresan EGFRvIII en relaciéon con un control
negativo. En un aspecto, el sujeto es un ser humano.

Se describen métodos para prevenir, tratar y/o gestionar un trastorno asociado con células que expresan EGFRuIII (p. €j.,
un glioblastoma), comprendiendo los métodos administrar a un sujeto que necesita una célula CART EGFRvIII descrita
en esta memoria que se une a la célula que expresa EGFRVIIIl. En un aspecto, el sujeto es un ser humano.

Se describen métodos para prevenir la recaida del cancer asociada con células que expresan EGFRvIII, comprendiendo
los métodos administrar a un sujeto que necesita una célula CART EGFRvIII descrita en esta memoria que se une a la
célula que expresa EGFRUvIII. En otro aspecto, los métodos comprenden administrar al sujeto que lo necesita una cantidad
efectiva de una célula CART EGFRuvIIlI descrita en esta memoria que se une a la célula que expresa EGFRVvIIl en
combinacién con una cantidad efectiva de otra terapia.

Se describe un vector que comprende un CAR EGFRUvlIl enlazado operativamente al promotor para la expresion en células
T de mamiferos. En un aspecto, la invencion proporciona una célula T recombinante que expresa el CAR EGFRuvlIl para
su uso en el tratamiento de tumores que expresan EGFRVIII. La célula T recombinante que expresa el CAR anti-EGFRuvll
se denomina CART EGFRUVIII. En un aspecto, el CART EGFRUvIIl de la invencién es capaz de poner en contacto una célula
tumoral con al menos un CAR EGFRuvlIl de la invencién expresado en su superficie de tal manera que el CART EGFRuvIII
se activa en respuesta al antigeno y la T CAR fija como objetivo la célula tumoral y se inhibe el crecimiento del tumor.

Se describe un método para inhibir el crecimiento de una célula tumoral que expresa EGFRVIII, que comprende poner en
contacto la célula tumoral con una célula CAR T EGFRuvIII descrita en esta memoria de modo que la CART se activa en
respuesta al antigeno y fija como objetivo la célula cancerosa, en donde se inhibe el crecimiento del tumor. En un aspecto,
el CART activada fija como objetivo y mata la célula cancerosa.

Se describe un método para tratar el cancer en un sujeto. El método comprende administrar al sujeto una célula CAR T
EGFRuvIII descrita en esta memoria tal que el cancer se trate en el sujeto. Un ejemplo de un cancer que es tratable por la
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célula CAR T EGFRUvIII de la invencidn es un cancer asociado con la expresion de EGFRvIIl. En un aspecto, el cancer
asociado con la expresion de EGFRvlII es un glioblastoma.

En un aspecto, el cancer asociado con EGFRVIII se selecciona del grupo que consiste en glioblastoma multiforme (GBM),
astrocitoma anaplasico, glioblastoma de células gigantes, gliosarcoma, oligodendroglioma anaplasico, ependimoma
anaplasico, carcinoma del plexo coroideo, ganglioglioma anaplasico, pineoblastoma, meduloepitelioma,
ependimoblastoma, meduloblastoma, tumor neuroectodérmico primitivo supratentorial y tumor teratoideo/rabdoideo
atipico, carcinomas de pulmén de células no pequenas, de mama, préstata, ovario, carcinoma colorrectal y de vejiga y
cualquier combinacion de los mismos.

Se describe un tipo de terapia celular en la que células T se modifican genéticamente para expresar un receptor de
antigeno quimérico (CAR) y la célula CAR T se infunde a un receptor que lo necesita. La célula infundida es capaz de
matar células tumorales en el receptor. En algunos aspectos, las células T modificadas con CAR son capaces de replicarse
in vivo, dando como resultado una persistencia a largo plazo que puede conducir a un control del tumor sostenido. En
diversos aspectos, las células T administradas al paciente, o su progenie, persisten en el paciente durante al menos cuatro
meses, cinco meses, seis meses, siete meses, ocho meses, nueve meses, diez meses, once meses, doce meses, trece
meses, catorce meses, quince meses, dieciséis meses, diecisiete meses, dieciocho meses, diecinueve meses, veinte
meses, veintilin meses, veintidés meses, veintitrés meses, dos afos, tres afos, cuatro anos o cinco afnos después de la
administracion de la célula T al paciente.

En un aspecto, las células T modificadas con CAR descritas en esta memoria pueden ser un tipo de vacuna para
inmunizacion ex vivo y/o terapia in vivo en un mamifero. En un aspecto, el mamifero es un ser humano.

Con respecto a la inmunizacién ex vivo, al menos uno de lo siguiente ocurre in vitro antes de administrar la célula a un
mamifero: i) expansion de las células, ii) introduccion de un acido nucleico que codifica un CAR en las células o iii)
crioconservacion de las células.

Los procedimientos ex vivo son bien conocidos en la técnica y se comentan mas detalladamente mas adelante. En
sintesis, las células se aislan de un mamifero (p. €j., un ser humano) y se modifican genéticamente (p. €j., transducidas
o transfectadas in vitro) con un vector que expresa un CAR descrito en esta memoria. La célula modificada con CAR
puede administrarse a un receptor mamifero para proporcionar un beneficio terapéutico. El receptor mamifero puede ser
un ser humano y la célula modificada con CAR puede ser autdloga con respecto al receptor. Alternativamente, las células
pueden ser alogénicas, singénicas o xenogénicas con respecto al receptor.

El procedimiento para la expansién ex vivo de células madre hematopoyéticas y células progenitoras se describe en la
patente de EE.UU. N° 5.199.942, puede aplicarse a las células de la presente invencién. Se conocen otros métodos
adecuados en la técnica, por lo tanto, la presente invencion no se limita a método particular alguno de expansién ex vivo
de las células. En sintesis, el cultivo y la expansion ex vivo de células T comprende: (1) recolectar células madre
hematopoyéticas CD34+ y células progenitoras de un mamifero a partir de la extracciéon de sangre periférica o explantes
de médula 6sea;y (2) expandir estas células ex vivo. Ademas de los factores de crecimiento celular descritos en la patente
de EE.UU. N? 5.199.942, se pueden utilizar otros factores, tales como flt3-L, IL-1, IL-3 y ligando c-kit, para el cultivo y la
expansion de las células.

Ademaés de utilizar una vacuna basada en células en términos de inmunizacién ex vivo, se describen composiciones y
métodos para la inmunizacion in vivo para provocar una respuesta inmune dirigida contra un antigeno en un paciente.

Generalmente, las células activadas y expandidas tal como se describe en esta memoria pueden utilizarse en el
tratamiento y la prevencion de enfermedades que surgen en individuos que estan inmunocomprometidos. En particular,
las células T modificadas con CAR de la invencion se utilizan en el tratamiento de enfermedades, trastornos y afecciones
asociados con la expresion de EGFRvIll. En determinados aspectos, las células de la invencién se utilizan en el
tratamiento de pacientes en riesgo de desarrollar enfermedades, trastornos y afecciones asociados con la expresién de
EGFRvIIl. En determinados aspectos, se describen métodos para el tratamiento o la prevenciéon de enfermedades,
trastornos y afecciones asociados con la expresién de EGFRUvIIl, que comprenden administrar a un sujeto que lo necesite,
una cantidad terapéuticamente efectiva de las células T modificadas con CAR de la invencion.

Las células T modificadas con CAR de la presente invencién pueden administrarse solas o como una composicion
farmacéutica en combinacién con diluyentes y/o con otros componentes, tales como IL-2 u otras citoquinas o poblaciones
de células u otros tratamientos farmacolégicos, p. €j., descritos en esta memoria.

Se describen métodos para inhibir la proliferacién o reducir una poblacién de células que expresa EGFRUVIII,
comprendiendo los métodos poner en contacto una poblacion de células que comprende una célula que expresa EGFRuvIII
con una célula CART EGFRuvlll descrita en esta memoria, que se une a la célula que expresa EGFRuvIIl. En un aspecto
especifico, se describen métodos para inhibir la proliferaciéon o reducir la poblacién de células cancerosas que expresan
EGFRvIIl, comprendiendo los métodos poner en contacto la poblacién de células cancerosas que expresan EGFRuvlIl con
una célula CART EGFRuvlIl descrita en esta memoria que se une a la célula que expresa EGFRUvIIl. En un aspecto, se
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describen métodos para inhibir la proliferacién o reducir la poblacion de células cancerosas que expresan EGFRVIII,
comprendiendo los métodos poner en contacto la poblacion de células cancerosas que expresan EGFRvlII con una célula
CART EGFRUVIIl descrita en esta memoria que se une a la célula que expresa EGFRUVIIl. En determinados aspectos, la
célula CART EGFRuvlll de la invencién reduce la cantidad, el nimero, la cantidad o el porcentaje de células y/o células
cancerosas en al menos un 25%, al menos un 30%, al menos un 40%, al menos un 50%, al menos un 65%, al menos un
75%, al menos un 85%, al menos un 95% o al menos un 99% en un sujeto con o modelo animal para glioma u otro cancer
asociado con células que expresan EGFRvIII en relacién con un control negativo. En un aspecto, el sujeto es un ser
humano.

Se describen métodos para prevenir, tratar y/o gestionar una enfermedad asociada con células que expresan EGFRvlII
(p. €j., un glioblastoma), comprendiendo los métodos administrar a un sujeto que necesita una célula CART EGFRuvllI
descrita en esta memoria que se une a la célula que expresa EGFRUvIII. En un aspecto, el sujeto es un ser humano.

Se describen métodos para prevenir la recaida del cancer asociada con células que expresan EGFRvIII, comprendiendo
los métodos administrar a un sujeto que necesita una célula CART EGFRvIII descrita en esta memoria que se une a la
célula que expresa EGFRUVIII. En un aspecto, los métodos comprenden administrar al sujeto que lo necesita una cantidad
efectiva de una célula CART EGFRuvIIl descrita en esta memoria que se une a la célula que expresa EGFRuvIIl en
combinacién con una cantidad efectiva de otra terapia.

Terapias de Combinacién

Una célula que expresa CAR, descrita en esta memoria, puede utilizarse en combinaciéon con otros agentes y terapias
conocidos. Administrado "en combinacién”, tal como se utiliza en esta memoria, significa que dos (0 mas) tratamientos
diferentes se administran al sujeto durante el curso de la afliccion del sujeto con el trastorno, p. €j., los dos o mas
tratamientos se administran después de que el sujeto haya sido diagnosticado con el trastorno y antes de que el trastorno
haya sido curado o eliminado o el tratamiento haya cesado por otras razones. En algunas realizaciones, el suministro de
un tratamiento todavia ocurre cuando comienza el suministro del segundo, de modo que hay una superposicion en
términos de administracion. Esto a veces se denomina en esta memoria "suministro simultaneo" o "suministro
concurrente”. En otras realizaciones, el suministro de un tratamiento finaliza antes de que comience el suministro del otro
tratamiento. En algunas realizaciones de cualquier caso, el tratamiento es mas efectivo debido a la administracion
combinada. Por ejemplo, el segundo tratamiento es mas efectivo, p. €j., se observa un efecto equivalente con menos del
segundo tratamiento, o el segundo tratamiento reduce los sintomas en mayor medida, de lo que se veria si el segundo
tratamiento se administrara en ausencia del primer tratamiento, o se observa una situacion andloga con el primer
tratamiento. En algunas realizaciones, el suministro es tal que la reduccion en un sintoma u otro parametro relacionado
con el trastorno es mayor de lo que se observaria con un tratamiento administrado en ausencia del otro. El efecto de los
dos tratamientos puede ser parcialmente aditivo, totalmente aditivo o mayor que aditivo. El suministro puede ser tal que
un efecto del primer tratamiento suministrado ain sea detectable cuando se suministra el segundo.

Una célula que expresa CAR descrita en esta memoria y el al menos un agente terapéutico adicional se pueden
administrar simultdneamente, en las mismas composiciones 0 en composiciones separadas, o secuencialmente. Para la
administracion secuencial, la célula que expresa el CAR descrita en esta memoria puede administrarse primero, y el
agente adicional puede administrarse en segundo lugar, o el orden de administracion puede invertirse.

En aspectos adicionales, una célula que expresa CAR descrita en esta memoria puede utilizarse en un régimen de
tratamiento en combinacion con cirugia, quimioterapia, radiacién, agentes inmunosupresores, tales como ciclosporina,
azatioprina, metotrexato, micofenolato y FK506, anticuerpos u otros agentes inmunoablativos, tales como CAMPATH,
anticuerpos anti-CD3 u otras terapias de anticuerpos, citoxina, fludarabina, ciclosporina, FK506, rapamicina, acido
micofendlico, esteroides, FR901228, citoquinas e irradiacion. Se describen enfoques de inmunoterapia a modo de ejemplo
para el glioma maligno en Johnson et al. 2010 Curr Neurol Neurosci Rep 10:259-266. En algunos aspectos, una célula
que expresa CAR descrita en esta memoria puede utilizarse en un régimen de tratamiento en combinacion, un agente fija
como objetivo proteinas de la matriz extracelular, tales como la tensina, p. €j., un anticuerpo anti-tenascina, p. €j., un
anticuerpo anti-tenascina marcado con 2''At. En algunos aspectos, una célula que expresa CAR descrita en esta memoria
puede utilizarse en un régimen de tratamiento en combinacién con un agente inmunomodulador, tal como interferén alfa,
interferon beta, inhibidor de péptido TGF-B2 o poli-ICLC. En algunos aspectos, una célula que expresa CAR descrita en
esta memoria puede utilizarse en un régimen de tratamiento en combinacién con una vacuna de péptido con factor de
transcripcion WT1, tal como la descrita en Izumoto et al. 2008 J Neurosurg 108:963-971.

En un aspecto, una célula que expresa CAR descrita en esta memoria puede utilizarse en combinacién con un agente
quimioterapéutico. Agentes quimioterapéuticos a modo de ejemplo incluyen un agente alquilante, un agente basado en
platino, un inhibidor de la angiogénesis (p. €j., un inhibidor de la via VEGF, un inhibidor de la tirosina quinasa (p. €j., un
inhibidor de la via EGF), un inhibidor de mTOR.

Agentes quimioterapéuticos generales considerados para uso en terapias de combinacién incluyen anastrozol
(Arimidex®), bicalutamida (Casodex®), sulfato de bleomicina (Blenoxane®), busulfan (Myleran®), busulfan inyeccion
(Busulfex®), capecitabina (Xeloda®), N4-pentoxicarbonil-5-desoxi-5-fluorocitidina, carboplatino (Paraplatin®), carmustina
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(BICNU®), clorambucilo (Leukeran®), cisplatino (Platinol®), cladribina (Leustatin®), ciclofosfamida (Cytoxan® o
Neosar®), citarabina, citosina arabindsido (Cytosar-U®), inyeccion de liposoma de citarabina (DepoCyt®), dacarbazina
(DTIC-Dome®), dactinomicina (Actinomicina D, Cosmegan), hidrocloruro de daunorrubicina (Cerubidine®), inyeccién de
liposoma de citrato de daunorrubicina (DaunoXome®), dexametasona, docetaxel (Taxotere®), hidrocloruro de
doxorrubicina (Adriamycin®, Rubex®), etoposido (Vepesid®), fosfato de fludarabina (Fludara®), 5-fluorouracilo (Adrucil®,
Efudex®), flutamida (Eulexin®), tezacitibina, Gemcitabina (difluorodesoxicitidina), hidroxiurea (Hydrea®), ldarrubicina
(ldamycin®), ifosfamida (IFEX®), irinotecan (Camptosar®), L-asparaginasa (ELSPAR®), leucovorina calcio, melfalan
(Alkeran®), 6-mercaptopurina (Purinethol®), metotrexato (Folex®), mitoxantrona (Novantrone®), milotarg, paclitaxel
(Taxol®), phoenix (Yttrium90/MX-DTPA), pentostatina, polifeprosan 20 con implante de carmustina (Gliadel®), citrato de
tamoxifen (Nolvadex®), tenipdsido (Vumon®), 6-tioguanina, tiotepa, tirapazamina (Tirazone®), hidrocloruro de topotecan
para inyeccion (Hycamptin®), vinblastina (Velban®), vincristina (Oncovin®) y vinorelbina (Navelbine®).

Agentes alquilantes a modo de ejemplo incluyen, sin limitacién, mostazas nitrogenadas, derivados de etilenimina, alquil
sulfonatos, nitrosoureas y triazenos): mostaza uracilo (Aminouracil Mustard®, Chlorethaminacil®, Demethyldopan®,
Desmethyldopan®, Haemanthamine®, Nordopan®, Uracil nitrogen mustard®, Uracillost®, Uracilmostaza®, Uramustin®,
Uramustine®), clormetina (Mustargen®), ciclofosfamida (Cytoxan®, Neosar®, Clafen®, Endoxan®, Procytox®,
Revimmune™) | ifosfamida (Mitoxana®), melfalan (Alkeran®), clorambucilo (Leukeran®), pipobromano (Amedel®,
Vercyte®), trietilenomelamina (Hemel®, Hexalen®, Hexastat®), trietilentiofosforamina, Temozolomida (Temodar®),
tiotepa (Thioplex®), busulfan (Busilvex®, Myleran®), carmustina (BiCNU®), lomustina (CeeNU®), estreptozocina
(Zanosar®) y Dacarbazina (DTIC-Dome®). Agentes alquilantes a modo de ejemplo adicionales incluyen, sin limitacién,
Oxaliplatino (Eloxatin®); Temozolomida (Temodar® y Temodal®); Dactinomicina (también conocida como actinomicina-
D, Cosmegen®); Melfalan (también conocido como L-PAM, L-sarcolisina y mostaza fenilalanina, Alkeran®); Altretamina
(también conocida como hexametilmelamina (HMM), Hexalen®); Carmustina (BICNU®); Bendamustina (Treanda®);
Busulfan (Busulfex® y Myleran®); Carboplatino (Paraplatin®); Lomustina (también conocida como CCNU, CeeNU®);
Cisplatino (también conocido como CDDP, Platinol® y Platinol®-AQ); Clorambucilo (Leukeran®); Ciclofosfamida
(Cytoxan® y Neosar®); Dacarbazina (también conocida como DTIC, DIC e imidazol carboxamida, DTIC-Dome®);
Altretamina (también conocida como hexametiimelamina (HMM), Hexalen®); Ifosfamida (lfex®); Prednumustina;
Procarbazina (Matulane®); Mecloretamina (también conocida como mostaza nitrogenada, mosto e hidrocloruro de
mecloroetamina, Mustargen®); Estreptozocina (Zanosar®); Tiotepa (también conocida como tiofosfoamida, TESPA y
TSPA, Thioplex®); Ciclofosfamida (Endoxan®, Cytoxan®, Neosar®, Procytox®, Revimmune®); y bendamustina HCI
(Treanda®).

Agentes basados en platino a modo de ejemplo incluyen, sin limitacidn, carboplatino, cisplatino y oxaliplatino.

Inhibidores de angiogénesis a modo de ejemplo incluyen, sin limitacion A6 (Angstrom Pharmacueticals), ABT-510 (Abbott
Laboratories), ABT-627 (Atrasentan) (Abbott Laboratories/Xinlay), ABT-869 (Abbott Laboratories), Actimid (CC4047,
Pomalidomide) (Celgene Corporation), AGVPEDF.11D (GenVec), ADH-1 (Exherin) (Adherex Technologies), AEE788
(Novartis), AG-013736 (Axitinib) (Pfizer), AG3340 (Prinomastat) (Agouron Pharmaceuticals), AGX1053 (AngioGenex),
AGX51 (AngioGenex), ALN-VSP (ALN-VSP 02) (Alnylam Pharmaceuticals), AMG 386 (Amgen), AMG706 (Amgen),
Apatinib (YN968D1) (Jiangsu Hengrui Medicine), AP23573 (Ridaforolimus/MK8669) (Ariad Pharmaceuticals), AQ4N
(Novavea), ARQ 197 (ArQule), ASA404 (Novartis/Antisoma), Atiprimod (Callisto Pharmaceuticals), ATN-161 (Attenuon),
AV-412 (Aveo Pharmaceuticals), AV-951 (Aveo Pharmaceuticals), Avastina (Bevacizumab) (Genentech), AZD2171
(Cediranib/Recentin) (AstraZeneca), BAY 57-9352 (Telatinib) (Bayer), BEZ235 (Novartis), BIBF1120 (Boehringer
Ingelheim Pharmaceuticals), BIBW 2992 (Boehringer Ingelheim Pharmaceuticals), BMS-275291 (Bristol-Myers Squibb),
BMS-582664 (Brivanib) (Bristol-Myers Squibb), BMS-690514 (Bristol-Myers Squibb), Calcitriol, CCI-779 (Torisel) (Wyeth),
CDP-791 (ImClone Systems), Ceflatonin (Homoharringtonine/HHT) (ChemGenex Therapeutics), Celebrex (Celecoxib)
(Pfizer), CEP-7055 (Cephalon/Sanofi), CHIR-265 (Chiron Corporation), NGR-TNF, COL-3 (Metastat) (Collagenex
Pharaceuticals), Combretastatina (Oxigene), CP-751,871(Figitumumab) (Pfizer), CP-547,632 (Pfizer), CS-7017 (Daiichi
Sankyo Pharma), CT -322 (Angiocept) (Adnexus), Curcumina, Dalteparina (Fragmin) (Pfizer), Disulfiram (Antabuse),
E7820 (Eisai Limited), E7080 (Eisai Limited), EMD 121974 (Cilengitida) (EMD Pharmaceuticals), ENMD-1198 (EntreMed),
ENMD-2076 (EntreMed), Endostar (Simcere), Erbitux (ImClone/Bristol-Myers Squibb), EZN-2208 (Enzon
Pharmaceuticals), EZN-2968 (Enzon Pharmaceuticals), GC1008 (Genzyme), Genistein, GSK1363089 (Foretinib)
(GlaxoSmithKline), GW?786034 (Pazopanib) (GlaxoSmithKline), GT-111 (Vascular Biogenics Ltd.), IMC--1121B
(Ramucirumab) (ImClone Systems), IMC-18F1 (ImClone Systems), IMC-3G3 (ImClone LLC), INCB007839 (Incyte
Corporation), INGN 241 (Introgen Therapeutics), Iressa (ZD1839/Gefitinib), LBH589 (Faridak/Panobinostst) (Novartis),
Lucentis (Ranibizumab) (Genentech/Novartis), LY317615 (Enzastaurin) (Eli Lilly and Company), Macugen (Pegaptanib)
(Pfizer), MEDI522 (Abegrin) (Medlmmune), MLN518(Tandutinib) (Millennium), Neovastat (AE941/Benefin) (Aeterna
Zentaris), Nexavar (Bayer/Onyx), NM-3 (Genzyme Corporation), Noscapina (Cougar Biotechnology), NPI-2358 (Nereus
Pharmaceuticals), OSI-930 (OSl), Palomid 529 (Paloma Pharmaceuticals, Inc.), Panzem Céapsulas (2ME2) (EntreMed),
Panzem NCD (2ME2) (EntreMed), PF-02341066 (Pfizer), PF-04554878 (Pfizer), PI-88 (Progen Industries/Medigen
Biotechnology), PKC412 (Novartis), Polyphenon E (Green Tea Extract) (Polypheno E International, Inc), PPI-2458 (Praecis
Pharmaceuticals), PTC299 (PTC Therapeutics), PTK787 (Vatalanib) (Novartis), PXD101 (Belinostat) (CuraGen
Corporation), RADO01 (Everolimus) (Novartis), RAF265 (Novartis), Regorafenib (BAY73-4506) (Bayer), Revlimid
(Celgene), Retaane (Alcon Research), SN38 (Liposomal) (Neopharm), SNS-032 (BMS-387032) (Sunesis), SOM230
(Pasireotide) (Novartis), Squalamina (Genaera), Suramin, Sutent (Pfizer), Tarceva (Genentech), TB-403 (Thrombogenics),
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Tempostatin (Collard Biopharmaceuticals), Tetratiomolibdato (Sigma-Aldrich), TG100801 (TargeGen), Talidomida
(Celgene Corporation), Tinzaparina Sodica, TKI258 (Novartis), TRC093 (Tracon Pharmaceuticals Inc.), VEGF Trap
(Aflibercept) (Regeneron Pharmaceuticals), VEGF Trap-Eye (Regeneron Pharmaceuticals), Veglin (VasGene
Therapeutics), Bortezomib (Millennium), XL184 (Exelixis), XL647 (Exelixis), XL784 (Exelixis), XL820 (Exelixis), XL999
(Exelixis), ZD6474 (AstraZeneca), Vorinostat (Merck) y ZSTK474.

Inhibidores del receptor del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) a modo de ejemplo incluyen, pero sin
limitacion, Bevacizumab (Avastin®), axitinib (Inlyta®); Brivanib alaninato (BMS-582664, (S)-((R)-1-(4-(4-fluoro-2-metil-1 H-
indol-5-iloxi)-5 -metilpirrolo[2,1-[1,2,4]triazin-6-iloxi)propan-2-il)2-aminopropanoato); Sorafenib (Nexavar®); Pazopanib
(Votrient®); Sunitinib malato (Sutent®); Cediranib (AZD2171, CAS 288383-20-1); Vargatef (BIBF1120, CAS 928326-83-
4); Foretinib (GSK1363089); Telatinib (BAY57-9352, CAS 332012-40-5); Apatinib (YN968D1, CAS 811803-05-1); Imatinib
(Gleevec®); Ponatinib (AP24534, CAS 943319-70-8); Tivozanib (AV951, CAS 475108-18-0); Regorafenib (BAY73-4506,
CAS 755037-03-7); Vatalanib dihidrocloruro (PTK787, CAS 212141-51-0); Brivanib (BMS-540215, CAS 649735-46-6);
Vandetanib (Caprelsa® o AZD6474); Motesanib difosfato (AMG706, CAS 857876-30-3, N-(2,3-dihidro-3,3-dimetil-1H-
indol-6-il)-2-[(4-piridinilmetil)amino]-3-piridinacarboxamida, descrita en la Publicacién PCT N¢ WO 02/066470); Dovitinib
acido dilactico (TKI258, CAS 852433-84-2); Linfanib (ABT869, CAS 796967-16-3); Cabozantinib (XL184, CAS 849217-
68-1); Lestaurtinib (CAS 111358- 88-4); N-[5-[[[5-(1,1-dimetiletil)-2-oxazoliljmetilJtio]-2-tiazolil]-4-piperidinacarboxamida
(BMS38703, CAS 345627-80-7); (3R,4R)-4-amino-1-((4-((3-metoxifenil)amino)pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-5-
il)metil)piperidin-3-ol (BMS690514); N-(3,4-dicloro-2-fluorofenil)-6-metoxi-7-[[(3aa,5,6aa)-octahidro-2-
metilciclopenta[c]pirrol-5-iljmetoxi]-4-quinazolinamina (XL647, CAS 781613-23-8); 4-metil-3-[[1-metil-6-(3 -piridinil)-1H-
pirazolo [3,4-dpirimidin-4-il] amino]-N-[3-(trifluorometil)fenil]-benzamida (BHG712, CAS 940310-85-0); y Aflibercept
(Eylea®).

Inhibidores a modo de ejemplo de la via de EGF incluyen, sin limitacion, tirfostin 46, EKB-569, erlotinib (Tarceva®), gefitinib
(Iressa®), erbitux, nimotuzumab, lapatinib (Tykerb®), cetuximab (anti-EGFR mAb), nimotuzumab marcado con '88Re (mAb
anti-EGFR),y los compuestos que se describen genérica y especificamente en los documentos WO 97/02266, EP 0 564
409, WO 99/03854, EP 0 520 722, EP 0 566 226, EP 0 787 722, EP 0 837 063, US 5,747,498, WO 98/10767, WO
97/30034, WO 97/49688, WO 97/38983 y WO 96/33980. Anticuerpos de EGFR a modo de ejemplo incluyen, pero no se
limitan a Cetuximab (Erbitux®); Panitumumab (Vectibix®); Matuzumab (EMD-72000); Trastuzumab (Herceptin®);
Nimotuzumab (hR3); Zalutumumab; TheraCIM h-R3; MDX0447 (CAS 339151-96-1); y ch806 (mAb-806, CAS 946414-09-
1). Inhibidores a modo de ejemplo del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) incluyen, pero no se limitan
a, Erlotinib hidrocloruro (Tarceva®), Gefitnib (lressa®); N-[4-[(3-cloro-4-fluorofenil)amino]-7-[[(3"S")-tetrahidro-3-
furanil]oxi]-6-quinazolinil]-4(dimetilamino)-2-butenamida, Tovok®); Vandetanib (Caprelsa®); Lapatinib (Tykerb®);
(3R,4R)-4-amino-1-((4-((3-metoxifenil)amino)pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-5-il)metil)piperidin-3-ol (BMS690514); Canertinib
dihidrocloruro (CI-1033); 6-[4-[(4-etil-1-piperazinil)metil]fenil]-N-[(1 R)-1-feniletil]-7 H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-amina
(AEE788, CAS 497839-62-0); Mubritinib (TAK165); Pelitinib (EKB569); Afatinib (BIBW2992); Neratinib (HKI-272); &cido
N-[4-[[1-[(3-fluorofenil)metil]- 1 H-indazol-5-ilJamino]-5-metilpirrolo[2,1-f[1,2,4]triazin-6-il]-carbamico, éster (35)-3-
morfolinilmetilico (BMS599626); N-(3,4-dicloro-2-fluorofenil)-6-metoxi-7-[[(3aa,5B,6aa)-octahidro-2-
metilciclopenta[c]pirrol-5-iljmetoxi]-4-quinazolinamina (XL647, CAS 781613-23-8); y 4-[4-[[(1R)-1-feniletillamino]-7H-
pirrolo[2,3-d]pirimidin-6-il]-fenol (PKI166, CAS 187724-61-4).

Inhibidores de mTor a modo de ejemplo incluyen, sin limitacién, rapamicina (Rapamune®), y analogos y derivados de la
misma; SDZ-RAD; Temsirolimus (Torisel®; también conocido como CCI-779); Ridaforolimus (anteriormente conocido
como deferolimus, (dimetilfosfinato de 1R,2R,4S)-4-[(2R)-
2[(1R,9S5,125,15R,16 E,18R,19R,21R,23S,24 E,26 E,282,30 5,32 5,35 R)-1,18-dihidroxi-19,30-dimetoxi-15,17,21,23,29,35-
hexametil-2,3,10,14,20-pentaoxo-11,36-dioxa-4-azatriciclo[30.3.1.04°] hexatriaconta-16,24,26,28-tetraen-12-ilJpropil]-2-
metoxiciclohexilo, también conocido como AP23573 y MK8669, y descrito en la Publicacion PCT N° WO 03/064383);
Everolimus (Afinitor® o RAD001); Rapamycin (AY22989, Sirolimus®); Simapimod (CAS 164301-51-3); (5-{2,4-bis[(3S)-3-
metilmorfolin-4-il]pirido[2,3-d]pirimidin-7-il}-2-metoxifenil)metanol (AZD8055); 2-amino-8-[trans-4-(2-
hidroxietoxi)ciclohexil]-6-(6-metoxi-3-piridinil)-4-metil-pirido[2,3-d] pirimidin-7(8H)-ona (PF04691502, CAS 1013101-36-4);
y N?-[1,4-dioxo-4-[[4-(4-ox0-8-fenil-4 H-1-benzopiran-2-il)morfolinio-4-iljmetoxi]outil]-L-arginilglicil-L-a-aspartilL-serina-, sal
interna (SF1126, CAS 936487-67-1).

Inhibidores a modo de ejemplo de fosfoinositida 3-quinasa (PI3K) incluyen, pero no se limitan a 4-[2-(1H-Indazol-4-il)-6-
[[4-(metilsulfonil)piperazin-1-ilimetilltieno [3,2-d]pirimidin-4-iljmorfolina (también conocida como GDC 0941 y descrita en
las Publicaciones PCT N¢%s WO 09/036082 y WO 09/055730); 2-metil-2-[4-[3-metil-2-ox0-8-(quinolin-3-il)-2,3-
dihidroimidazo[4,5-c]quinolin-1-il]fenil]propionitrilo (también conocido como BEZ 235 o NVP-BEZ 235, y descrito en la
Publicacion PCT N2 WO 06/122806); 4-(trifluorometil)-5-(2,6-dimorfolinopirimidin-4-il)piridin-2-amina (también conocida
como BKM120 o NVP-BKM120, y descrita en la Publicacién PCT N° W0O2007/084786); Tozasertib (VX680 o MK-0457,
CAS 639089-54-6); (5Z)-5-[[4-(4-piridinil)-6-quinolinillmetileno]-2,4-tiazolidinadiona (GSK1059615, CAS 958852-01-2);
(1E,4S,4aR,5R,6aS,9aR)-5-(acetiloxi)-1-[(di-2-propenilamino)metileno]-4,4a,5,6,6a,8,9,9a-octahidro-11-hidroxi-4-

(metoximetil)-4a,6a-dimetil-ciclopenta[5,6]nafto[1,2-c]piran-2,7,10(1H)-triona (PX866, CAS 502632-66-8); y 8-fenil-2-
(morfolin-4-il)-cromen-4-ona (LY294002, CAS 154447-36-6). Inhibidores de la proteina quinasa B (PKB) o AKT a modo
de ejemplo incluyen, pero no se limitan a 8-[4-(1-aminociclobutil)fenil]-9-fenil-1,2,4-triazolo[3,4-f][1,6]naftiridin-3(2H)-ona
(MK-2206, CAS 1032349-93-1); Perifosina (KRX0401); 4-dodecil-N-1,3,4-tiadiazol-2-il-bencenosulfonamida (PHT-427,
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CAS 1191951-57-1); 4-[2-(4-amino-1,2,5-oxadiazol-3-il)-1-etil-7-[(3S)-3-piperidiniimetoxi]-1H-imidazo[4,5-c]piridin-4-il]-2-
metil-3-butin-2-ol  (GSK690693, CAS  937174-76-0);  8-(1-hidroxietil)-2-metoxi-3-[(4-metoxifenil)metoxi]-  6H-
dibenzo[b,d]piran-6-ona (palomid 529, P529 o SG-00529); Tricirbina (6-amino-4-metil-8-(B-D-ribofuranosil)-4H,8H-
pirrolo[4,3,2-de]pirimido[4,5-c]piridazina); (aS)-0-[[[5-(3-metil-1H-indazol-5-il)-3-piridinilJoxi]metil]-bencenoetanamina
(A674563, CAS 552325-73-2); 4-[(4-clorofenil)metil]-1-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-4-piperidinamina (CCT128930, CAS
885499-61-6); 4-(4-clorofenil)-4-[4-(1H pirazol-4-il)fenil]-piperidina (AT7867, CAS 857531-00-1); y Archexin (RX-0201,
CAS 663232-27-7).

También se pueden utilizar farmacos que inhiben ya sea la calcineurina fosfatasa dependiente de calcio (ciclosporina y
FK506) o inhiben la p70S6 quinasa que es importante para la sefalizacién inducida por el factor de crecimiento
(rapamicina). (Liu et al., Cell 66:807-815, 1991; Henderson et al., Immun. 73:316-321, 1991; Bierer et al., Curr. Opin.
Immun. 5:763-773, 1993). En un aspecto adicional, las composiciones celulares de la presente invencién pueden
administrarse a un paciente junto con (p.ej., antes, simultdneamente o después) el trasplante de médula 6sea, terapia
ablativa de células T utilizando agentes de quimioterapia tales como fludarabina, terapia de radiacién de haz externo
(XRT), ciclofosfamida y/o anticuerpos tales como OKT3 o CAMPATH. En un aspecto, las composiciones celulares de la
presente invencién se administran después de una terapia ablativa de células B tal como agentes que reaccionan con
CD20, p. €j., Rituxan. Por ejemplo, en una realizacion, los sujetos pueden someterse a un tratamiento estandar con altas
dosis de quimioterapia, seguida de trasplante de células madre de la sangre periférica. En determinadas realizaciones,
después del trasplante, los sujetos reciben una infusién de las células inmunes expandidas de la presente invencion. En
una realizacién adicional, las células expandidas se administran antes o después de la cirugia.

En una realizacion, al sujeto se le puede administrar un agente que reduce o mejora un efecto secundario asociado con
la administracion de una célula que expresa CAR. Efectos secundarios asociados con la administracion de una célula que
expresa CAR incluyen, pero no se limitan a CRS vy la linfohistiocitosis hemofagocitica (HLH), también denominada
Sindrome de Activacion de Macréfagos (MAS, por sus siglas en inglés). Los sintomas de CRS incluyen fiebre alta,
nauseas, hipotension transitoria, hipoxia y similares. Por consiguiente, los métodos descritos en esta memoria pueden
comprender administrar una célula que expresa CAR descrita en esta memoria a un sujeto y administrar adicionalmente
un agente para gestionar niveles elevados de un factor soluble resultante del tratamiento con una célula que expresa
CAR. En una realizacion, el factor soluble elevado en el sujeto es uno o mas de IFN-y, TNFa, IL-2 e IL-6. Por lo tanto, un
agente administrado para tratar este efecto secundario puede ser un agente que neutralice uno o mas de estos factores
solubles. Agentes de este tipo incluyen, pero no se limitan a un esteroide, un inhibidor de TNFa y un inhibidor de IL-6. Un
ejemplo de un inhibidor de TNFa es entanercept. Un ejemplo de un inhibidor de IL-6 es Tocilizumab (toc).

En una realizacion, al sujeto se le puede administrar un agente que potencie la actividad de una célula que expresa CAR.
Por ejemplo, en una realizacion, el agente puede ser un agente que inhibe una molécula inhibidora. Moléculas inhibidoras,
p. €j., Muerte Programada 1 (PD1), pueden, en algunas realizaciones, disminuir la capacidad de una célula que expresa
CAR de montar una respuesta efectora inmune. Ejemplos de moléculas inhibidoras incluyen PD1, PD-L1, CTLA4, TIM3,
LAGS, VISTA, BTLA, TIGIT, LAIR1, CD160, 2B4 y TGFR beta. La inhibicion de una molécula inhibidora, p. ej., por
inhibicién al nivel de ADN, ARN o proteina, puede optimizar el comportamiento de la célula que expresa CAR. En
realizaciones, un acido nucleico inhibidor, p. €j., un acido nucleico inhibidor, p. ej., un ARNdc, por ejemplo, un ARNip o
ARNSsh, puede utilizarse para inhibir la expresién de una molécula inhibidora en la célula que expresa CAR. En una
realizacion, el inhibidor es un ARNsh. En una realizacion, la molécula inhibidora es inhibida dentro de una célula que
expresa CAR. En estas realizaciones, una molécula de ARNdc que inhibe la expresién de la molécula inhibidora esta
enlazada al acido nucleico que codifica un componente, p. €j., todos los componentes del CAR. En una realizacion, el
inhibidor de una sefal inhibidora puede ser, p. €j., un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que se une a una molécula
inhibidora. Por ejemplo, el agente puede ser un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que se une a PD1, PD-L1, PD-L2 o
CTLA4 (p. €j., ipilimumab (al que también se alude como MDX-010 y MDX-101, y comercializado como Yervoy®; Bristol
-Myers Squibb; Tremelimumab (anticuerpo monoclonal IgG2 disponible de Pfizer, anteriormente conocido como
ticilimumab, CP-675,206). ).

PD1 es un miembro inhibidor de la familia de receptores CD28 que también incluye CD28, CTLA-4, ICOS y BTLA. PD-1
se expresa en células B activadas, células T y células mieloides (Agata et al. 1996 Int. Immunol 8:765-75). Se ha
demostrado que dos ligandos para PD1, PD-L1 y PD-L2 regulan a la baja la activacién de células T tras unirse a PD1
(Freeman et a. 2000 J Exp Med 192:1027-34; Latchman et al. 2001 Nat Immunol 2:261-8; Carter et al. 2002 Eur J Immunol
32:634-43). PD-L1 es abundante en canceres humanos (Dong et al. 2003 J Mol Med 81:281-7; Blank et al. 2005 Cancer
Immunol. Immunother 54:307-314; Konishi et al. 2004 Clin Cancer Res 10:5094). La supresién inmune puede invertirse
inhibiendo la interaccién local de PD1 con PD-L1. Anticuerpos, fragmentos de anticuerpos y otros inhibidores de PD1, PD-
L1 y PD-L2 estan disponibles en la técnica y se pueden utilizar en combinacion con un CAR CD123 descrito en esta
memoria. Por ejemplo, nivolumab (al que también se alude como BMS-936558 o MDX1106; Bristol-Myers Squibb) es un
anticuerpo monoclonal IgG4 completamente humano que bloquea especificamente PD-1. Nivolumab (clon 5C4) y otros
anticuerpos monoclonales humanos que se unen especificamente a PD-1 se describen en los documentos US 8.008.449
y W02006/121168. Pidilizumab (CT-011; Cure Tech) es un anticuerpo monoclonal IgG1k humanizado que se une a PD-
1 Pidilizumab y otros anticuerpos monoclonales anti-PD1 humanizados se describen en el documento W0O2009/101611.
Lambrolizumab (también conocido como MK03475; Merck) es un anticuerpo monoclonal IgG4 humanizado que se une a
PD1. Lambrolizumab y otros anticuerpos anti-PD1 humanizados se describen en los documentos US 8.354.509 y
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W02009/114335. MDPL3280A (Genentech / Roche) es un anticuerpo monoclonal IgG1 optimizado para Fc humano que
se une a PD-L1. MDPL3280A y otros anticuerpos monoclonales humanos contra PD-L1 se describen en la Patente de
EE. UU. N2.: 7.943.743 y la Publicacion de EE.UU. N°.: 20120039906. Otros agentes de unién anti-PD-L1 incluyen
YW243.55.S70 (regiones variables de la cadena pesada y ligera se muestran en SEQ ID NOs 20 y 21 en el documento
WO02010/077634) y MDX-1 105 (al que también se alude como BMS-936559, y, p. €j., agentes de unién anti-PD-L1
descritos en el documento WO2007/005874). AMP-224 (B7-DClg; Amplimmune; p. ej., descrito en el documento
W02010/027827 y WO2011/066342), es un receptor soluble de fusion PD-L2 Fc que bloquea la interaccion entre PD1 y
B7-H1. Otros anticuerpos anti-PD1 incluyen AMP 514 (Amplimmune), entre otros, p. €j., anticuerpos anti-PD1 descritos
en los documentos US 8.609.089, US 2010028330 y/o US 20120114649. El agente que potencia la actividad de una célula
que expresa CAR puede ser, p. €j., una proteina de fusiéon que comprende un primer dominio y un segundo dominio, en
donde el primer dominio es una molécula inhibidora, o fragmento de la misma, y el segundo dominio es un polipéptido
que esta asociado con una sefial positiva, p. €j., el polipéptido que esta asociado con una sefial positiva es CD28, ICOS
y sus fragmentos, p. €j., un dominio de sefalizacién intracelular de CD28 y/o ICOS. En una realizacion, la proteina de
fusion es expresada por la misma célula que expresé el CAR. En otra realizacion, la proteina de fusién es expresada por
una célula, p. gj., una célula T que no expresa un CAR anti-EGFRuvlIII.

En una realizacion, el agente que potencia la actividad de una célula que expresa CAR, descrita en esta memoria, es miR-
17-92.

Composiciones farmacéuticas y tratamientos

Se describen en esta memoria composiciones farmacéuticas que comprenden una célula que expresa CAR, p. €j., una
pluralidad de células que expresan CAR, tal como se describe en esta memoria, en combinacién con uno o mas soportes,
diluyentes o excipientes farmacéutica o fisiolégicamente aceptables. Dichas composiciones pueden comprender
tampones, tales como solucién salina tamponada neutra, solucién salina tamponada con fosfato y similares; hidratos de
carbono, tales como glucosa, manosa, sacarosa o dextranos, manitol; proteinas; polipéptidos o amino&cidos tales como
glicina; antioxidantes; agentes quelantes, tales como EDTA o glutation; adyuvantes (p. ej., hidroxido de aluminio); y
conservantes. Las composiciones de la presente invencion estan formuladas en un aspecto para administracién
intravenosa.

Las composiciones farmacéuticas pueden administrarse de una manera apropiada para la enfermedad a tratar (o
prevenir). La cantidad y la frecuencia de la administracion estaran determinadas por factores tales como la condicién del
paciente y el tipo y la gravedad de la enfermedad del paciente, aunque los ensayos clinicos pueden determinar las dosis
apropiadas.

En un aspecto, la composicion farmacéutica esta sustancialmente libre de, p. €j., no hay niveles detectables de un
contaminante, p. €j., seleccionado del grupo que consiste en endotoxina, micoplasma, lentivirus competente para la
replicaciéon (RCL), p24, VSV-G &cido nucleico, VIH gag, perlas residuales recubiertas anti-CD3/anti-CD28, anticuerpos de
ratén, suero humano agrupado, albumina de suero bovino, suero bovino, componentes de medios de cultivo, células de
empagquetamiento de vectores o componentes plasmidicos, una bacteria y un hongo. En una realizacion, la bacteria es al
menos una seleccionada del grupo que consiste en Alcaligenes faecalis, Candida albicans, Escherichia coli, Haemophilus
influenza, Neisseria meningitides, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumonia y
Streptococcus pyogenes grupo A.

Cuando se indica "una cantidad inmunolégicamente eficaz", "una cantidad eficaz antitumoral", "una cantidad eficaz
inhibidora de tumor" o "cantidad terapéutica", la cantidad precisa de las composiciones de la presente invencion a
administrar puede ser determinada por un médico teniendo en cuenta las diferencias individuales en edad, peso, tamafno
del tumor, extension de la infeccion o metastasis y el estado del paciente (sujeto). Generalmente se puede afirmar que
una composicién farmacéutica que comprende las células T descritas en esta memoria puede administrarse a una dosis
de 10%a 10° células/kg de peso corporal, en algunos casos 10%a 10° células/kg de peso corporal, incluyendo todos los
valores enteros dentro de esos intervalos. Las composiciones de células T también se pueden administrar multiples veces
a estas dosis. Las células pueden administrarse utilizando técnicas de infusion que se conocen comunmente en
inmunoterapia (véase, p. €j., Rosenberg et al., New Eng. J. of Med. 319:1676, 1988).

En determinados aspectos, puede desearse administrar células T activadas a un sujeto y luego volver a extraer sangre (o
realizar una aféresis), activar células T a partir de ellas de acuerdo con la presente invencion, y reinfundir al paciente estas
células activadas y células T expandidas. Este proceso puede llevarse a cabo varias veces cada pocas semanas. En
determinados aspectos, las células T pueden activarse a partir de extracciones de sangre de 10 cc a 400 cc. En
determinados aspectos, las células T se activan a partir de extracciones de sangre de 20 cc, 30 cc, 40 cc, 50 cc, 60 cc,
70 cc, 80 cc, 90 cc 0 100 cc.

La administracién de las composiciones objeto puede llevarse a cabo de cualquier manera conveniente, incluyendo
inhalacion por aerosol, inyeccion, ingestion, transfusion, implantacion o trasplante. Las composiciones descritas en esta
memoria pueden administrarse a un paciente por via transarterial, subcutanea, intradérmica, intratumoral, intranasal,
intramedular, intramuscular, mediante inyeccion intravenosa (i.v.) o por via intraperitoneal. En un aspecto, las
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composiciones de células T de la presente invencién se administran a un paciente mediante inyeccion intradérmica o
subcuténea. En un aspecto, las composiciones de células T de la presente invencién se administran por inyeccion i.v. Las
composiciones de células T pueden inyectarse directamente en un tumor, ganglio linfatico o sitio de infeccién.

En un aspecto a modo de ejemplo particular, los sujetos pueden sufrir leucoféresis, en donde los leucocitos se recogen,
enriguecen o agotan ex vivo para seleccionar y/o aislar las células de interés, p. ej., células T. Estos aislados de células
T pueden expandirse mediante métodos conocidos en la técnica y tratarse de tal manera que se puedan introducir una o
mas construcciones CAR de la invencion, creando asi una célula T CAR de la invencién. Sujetos que lo necesiten pueden
someterse a un tratamiento estandar con altas dosis de quimioterapia, seguida de trasplante de células madre de la sangre
periférica. En determinados aspectos, después o de forma concomitante con el trasplante, los sujetos reciben una infusion
de las células T CAR expandidas de la presente invencion. En un aspecto adicional, las células expandidas se administran
antes o después de la cirugia.

La dosificacion de los tratamientos anteriores a administrar a un paciente variara con la naturaleza precisa de la afeccion
que se esté tratando y el receptor del tratamiento. La escala de las dosis para la administracién humana se puede realizar
de acuerdo con las practicas aceptadas en la técnica.

Ejemplos
Los siguientes ejemplos se proporcionan para fines de ilustracién solamente.

Ejemplo 1: Células T autdlogas redirigidas disefiadas para expresar el receptor de antigeno quimérico que fija como
objetivo EGFRvIII en pacientes diagnosticados con glioblastoma EGFRvlII+

Los siguientes experimentos se disefiaron para abordar si las células T humanas redirigidas a la proteina de superficie
EGFRvIIl con un receptor de antigeno quimérico (CAR) basado en anticuerpos serian eficaces para eliminar un modelo
EGFRvlll+ de glioblastoma multiforme en ratones NSG. Ademas, se disefiaron experimentos para evaluar el injerto y la
persistencia de estas células. Se testan tres formas diferentes de CARs, que abarcan dos fragmentos variables de cadena
sencilla diferentes (la porcion del CAR que se une al antigeno EGFRUvIII) y los dominios de sefalizacién intracelular (4-
1BB y CD3 zeta con y sin CD28).

El ratén NOD/scid/ycnulty (NSG) inmunodeficiente es un excelente modelo de alotrasplante para injertar lineas de células
tumorales humanas (la linea de tumor cerebral U87, que son EGFR+ y tiene versiones disefiadas para ser EGFRVvIll+) y
células T humanas. Después del injerto, las células T humanas pueden mantenerse en ratones NSG durante
aproximadamente 2 meses, o hasta que se desarrolle la GVHD xenogénica fatal (xGVHD), que depende de la dosis y el
donante de las células T humanas infundidas.

Brevemente, se cre6 un nuevo CAR (CAR 3C10) utilizando la plataforma lentiviral que incorpora un scFv derivado del
anticuerpo monoclonal anti-EGFRvIIl 3C10. Este CAR ha sido testado in vitro y en modelos de ratones xenogénicos.
Modelos de ratdon NOD/scid/yc(-/-) (NSG) se han utilizado ampliamente para las evaluaciones pre-clinicas de la terapia
CAR, incluida la evaluacion de la persistencia a largo plazo de las células T humanas infundidas. Ratones NSG portadores
de tumores U87-EGFRuvlll el Dia 7 en el cerebro recibieron inyecciones i.p. de temozolomida (1 mg/dosis) diariamente en
los Dias 7-11 e infusiones i.v. de: 2 x 108células T humanas ex vivo transducidas con CAR 3C10 o simulacro de mejora
de la proteina de fluorescencia verde (EGFP)-vector los Dias 7 y 17. El Dia 21, las senales BLI eran indetectables en
todos los ratones que recibieron células T transducidas con CAR, mientras que los ratones tratados con las células T
transducidas de forma simulada, muestran el nuevo crecimiento del tumor en 4 de 5 ratones después del efecto antitumoral
transitorio por temozolomida. En un experimento separado, los ratones tratados con células T CAR se sacrificaron el Dia
21, y la infiltracion de células T transducidas con CAR se evalu6 por inmunohistoquimica utilizando mAb anti-F(ab')z
conjugado con biotina (especifico para el CAR 3C10) y estreptavidina-ficoeritrina (PE). Las células CAR-T infundidas por
via intravenosa parecieron infiltrarse fuertemente en el tumor basandose en las intensas sefales de PE, mientras que el
tejido de control tefiido con estreptavidina-PE pero sin el mAb anti-F(ab')2 mostré solo sefales de fondo.

Los materiales y métodos empleados en estos experimentos son ahora.

Materiales y Métodos

Modelo de Ratén NSG

Se establecié recientemente una colonia de ratones NOD/scid/ycnulty (NSG) inmunodeficientes. Los ratones NSG
carecen de células T y B, células asesinas naturales, y también tienen una funcion deteriorada de las células dendriticas.
Se ha confirmado que el injerto de células T activadas fue superior en ratones NSG frente al modelo de ratén

NOD/scid/B2Mnull previo. Por lo tanto, el modelo NSG se utiliz6 para los experimentos de xenotrasplante humano.

Estructura y Caracteristicas del Sistema Bioldgico
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Aunque muchos de los Abs (anticuerpos) monoclonales y policlonales dirigidos contra EGFRVvIII tienen reactividad cruzada
con EGFR de tipo salvaje u otras proteinas no especificas, un anticuerpo monoclonal (mAb) 3C10, que fue desarrollado
originalmente por inmunizacién de ratones con un péptido de 14 aminoacidos incluyendo la unién de fusion especifica
para EGFRuvIII, demostré un reconocimiento altamente especifico de EGFRvIII con uniéon detectable insignificante al EGFR
de tipo salvaje (Okamoto et al., 1996 Br J Cancer 73:1366-1372). Se utilizd un vector lentiviral de calidad de investigacién
para la transduccion de las células T.

Preparacion de Células para la Infusion en Raton

Las células para infusion en ratones son células T humanas. Los productos de aféresis enriquecidos con células
mononucleares humanas se obtienen por leucaféresis de donantes voluntarios sanos por el University of Pennsylvania
Human Immunology Core. Todas las muestras se recogen bajo un protocolo aprobado por la Junta de Revision
Institucional de la Universidad, y se obtiene el consentimiento informado por escrito de cada uno de los donantes. Las
células T se seleccionan negativamente utilizando un coctel de enriquecimiento de células T humanas RosetteSep
(Stemcell Technologies, Vancuver, Canada). Las células T se transfieren al laboratorio TRP en donde son activadas con
perlas de CD3/28 de calidad de investigacion y se expanden en RPMI con glutamina, FBS al 10%, Hepes 20 mM, penicilina
100 U/ml y estreptomicina 100 ug/ml. La transduccién de vectores se produce 24 horas después con lentivectores
empaquetados anadidos directamente a los cultivos activados. Las células se desproveen de perlas el dia 5 y la expansion
se controla con un aparato Coulter Multisizer 3 (Beckman Coulter, Fullerton, CA) para detectar cambios en el tamano (fl)
y el recuento total de células, manteniendo la concentracion entre 0,7E6 y 2E6 células/ml. La eficacia de la transduccién
para células T transducidas con CAR se testa mediante citometria de flujo mediante tinciéon con anticuerpo anti-ratén de
cabra (GAM, para CARs basados en 3C10) o anti-humano de cabra (GAH, para CARs basados en 139). Los ratones son
infundidos con 1 millén de células T CAR+ por raton mediante inyeccion en la vena de la cola el dia 0 del estudio.

Tratamiento con Temozolomida (TMZ)

Ratones portadores i.c. del tumor U87-EGFRvIIl y que reciben células T CAR+ en el dia 0 reciben posteriormente
inyecciones intraperitoneales (i.p.) de TMZ los dias 0-4 (diariamente durante 5 dias):

TMZ se redisuelve en DMEM a razén de 6,67 mg/ml. Cada uno de los ratones recibe 50 pL de solucién TMZ (333
microgramos/dosis; aproximadamente 17 mg/kg/dosis) mediante inyecciones i.p.

T CAR de calidad clinica

Las células T CART-EGFRUVIII se preparan en la instalacién clinica de produccion de células y vacunas (CVPF), y el
producto celular es linfocitos T autélogos. Las células T CD3+ se enriquecen a partir de un producto de leucoféresis por
agotamiento de monocitos mediante elutriacién centrifuga de contraflujo.

El dia 0, el proceso de fabricacion se inicia con la activacion de las células T enriquecidas utilizando perlas magnéticas
recubiertas con mAb anti-CD3/CD28. El cultivo de células T se expone al vector de lentivirus CAR EGFRUvlIl y se expande.
El proceso de fabricacion de células T se inicia en un cultivo de tejido estatico (dia 0 al dia 5), seguido de la transferencia
a un biorreactor Wave si es necesario para una expansion adicional en condiciones de perfusion. Al final del cultivo, las
células se agotan de perlas magnéticas, se lavan, se concentran y se crioconservan. El producto de células T modificado
se crioconserva en criobolsas en un volumen que depende del nimero de células (a una concentracién final de como
maximo 108/ml) utilizando un congelador de velocidad controlada. Los productos de células CAR T EGFRuvlll
crioconservados se almacenan en un congelador monitorizado a <-130°C. Ahora se describen los resultados de los
experimentos.

Erradicacién de glioblastoma intracraneal que expresa EGFRvIII por parte de células T CAR

El glioblastoma (GBM) es el tumor cerebral primario mas comun y mas maligno, y es el responsable de aproximadamente
12.000 muertes relacionadas con el cancer en los Estados Unidos cada afio. Los pacientes con GBM tienen una
supervivencia media menor que 15 meses después del tratamiento con una combinacién de quimioterapia (temozolomida)
con radioterapia (RT). La terapia de transferencia celular adoptiva (ACT) con células T autélogas, especialmente con
células T transducidas con receptores de antigeno quimérico (CARs), se ha mostrado prometedora en recientes ensayos
de cancer hematoldgico. ACT con células CART puede ser particularmente adecuada para pacientes con GBM, porque
la especificidad, el numero y el fenotipo funcional de células preparadas ex vivo pueden ser manipulados y controlados
mejor que las células T nativas inducidas por la inmunizacion in vivo.

La variante Ill del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFRVvIII) es la variante mas comun del EGFR observada
en tumores humanos, pero rara vez se observa en tejido normal. Esta proteina resulta de la delecion en el marco de los
exones 2-7 y la generacién de un nuevo residuo de glicina en la unién de los exones 1y 8 dentro del dominio extracelular
del EGFR, creando con ello un epitopo especifico para el tumor. EGFRUVIII se expresa en un 24% a 67% de GBM, pero
no en tejidos normales.
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Para desarrollar una terapia CAR eficaz para GBM, se generaron tres nuevas construcciones CAR lentivirales que fijan
como objetivo EGFRUvIII. Cada uno de estos vectores codifica un fragmento variable de cadena sencilla (scFv) derivado
de anticuerpos monoclonales (mAbs) murinos especificos para EGFRuvlIl para 3C10 o anticuerpos monoclonales (mAbs)
humanizados especificos para EGFRuvIII designados "139" (Figura 6). El scFv 3C10 se acopl6 con la bisagra CD8a, los
dominios 4-1BB y CD3( con o sin dominios transmembrana e intracelular CD28 (3C10BBz28-CAR y 3C10BBz-CAR,
respectivamente). El scFv 139 se acopl6 con los dominios bisagra CD8a, 4-1BB y CD3¢ (139BBz-CAR). Las células T
humanas transducidas con cada uno de estos CARs demostraron una lisis especifica y potente de células GBM humanas
U87 que expresan EGFRuvIIl (U87-EGFRuvll); véase la Figura 7. Ratones inmunodeprimidos NOD/scid/yc(-/-) (NSG)
portadores de tumores el Dia 7 U87-EGFRuvIIl en el cerebro recibieron infusiones intravenosas de 1 x 108 células T
humanas transducidas ex vivo con: 1) 139BBz-CAR; 2) 3C10BBz-CAR; 3) 3C10BBz28-CAR; 4) control CD19BBz-CAR
que fija como objetivo CD19 humana. Estos ratones también recibieron inyecciones intraperitoneales de temozolomida
(330 mcg/dosis) diariamente los Dias 7-11. El crecimiento del tumor se controlé mediante imagenes de bioluminiscencia
(BLI) ya que las células U87-EGFRuvlIIl también expresan luciferasa. Todos los ratones tratados solo con solucién salina
murieron el Dia 21 debido al rapido crecimiento tumoral, y el tratamiento con temozolomida sin ACT inhibié pero no
erradico los tumores U87-EGFRUVIII. Los ratones que recibieron células CAR-T CD19BBz y temozolomida demostraron
algunas respuestas alogénicas contra U87-EGFRUVIII, pero los tumores continuaron creciendo en estos ratones. Por otro
lado, en todos los ratones que recibieron células T transducidas con 139BBz-CAR, 3C10BBz-CAR o 3C10BBz28-CAR,
las sefiales BLI disminuyeron a niveles inferiores al nivel basal hacia el Dia 21, sugiriendo la erradicacion total del tumor
(Figura 8). Es importante destacar que los ratones que recibieron células 3C10BBz-CART eliminaron el tumor mas rapido
que las células 3C10BBz28 o 139BBz CART, lo que sugiere que la combinacion de 3C10 con BBz podria proporcionar
una mejor respuesta en los pacientes. El crecimiento del tumor y las respuestas inmunes periféricas se monitorizaron para
determinar si alguno de los tres vectores EGFRVIII-CAR es superior a los otros para efectos antitumorales a largo plazo.

Los resultados presentados en esta memoria apoyan fuertemente el desarrollo de un ensayo clinico de Fase | de ACT
con células CAR-T que fijan como objetivo EGFRUVIII en pacientes con GBM que simultaneamente reciben quimioterapia
de cuidado estandar con temozolomida.

Disefio clinico

Se disen6 un estudio piloto abierto de un solo brazo para determinar la seguridad, la tolerabilidad y el potencial de injerto
de células T CART-EGFRUvIIl en pacientes con GBM recién diagnosticados con EGFRvIIl+. En general, todos los sujetos
reciben dosis de células T CART-EGFRVIII autdlogas. Los sujetos elegibles son leucaféresados para obtener grandes
nuameros de células mononucleares de la sangre periférica (PBMC) para la fabricacion de CART-EGFRuvlIl. Las células T
se purifican de la PBMC, se transducen con el vector lentiviral 3C10-CAR humanizado, se expanden in vitro y se
crioconservan en partes alicuotas de dosis apropiadas. Las células a infundir se descongelan al lado de la cama
inmediatamente antes de la infusion el dia 0.

Los sujetos se someten a analisis de sangre para evaluar la seguridad, el injerto y la persistencia de las células CART
EGFRUuvIII a intervalos regulares hasta la semana 4 (dia 28). Los subconjuntos de células T circulantes que contienen el
vector 3C10-CAR se evaluan en varios momentos después de la infusion y se comparan con la muestra de referencia.
Después del dia 28, los sujetos son evaluados mensualmente hasta 6 meses con un historial médico, un examen fisico,
MRI del cerebro y andlisis de sangre o segun el estandar de atencion.

Los analisis de sangre de investigacion se realizan simultaneamente con estas visitas. Después de los seis meses, los
pacientes son seguidos cada 2 meses durante dos afios. Después del periodo de dos afos, los sujetos ingresan en un
estudio de renovacién para seguimiento anual por teléfono y cuestionario durante trece afos adicionales para evaluar el
diagnéstico de problemas de salud a largo plazo, tal como el desarrollo de una nueva neoplasia, segun lo requerido por
Regulaciones de la FDA relativas a los estudios de transferencia de genes.

Sin desear estar limitados por teoria particular alguna, se cree que debido a la expresion altamente restringida de la
proteina EGFRUvIII, no se anticipa ningun tipo de activacion de células T fuera del tumor. Preferiblemente, solo se
administra una infusion de CART-EGFRUuvlIl y, por lo tanto, tampoco se anticipan respuestas de tipo alérgico. Sin embargo,
una toxicidad con la que se puede topar es la inflamacién de la activacién transelnte de células T en el sitio del tumor.
Los sintomas y signos de edema cerebral se controlaran y gestionaran de cerca. En algunas realizaciones, la inflamacion
transeunte de la activacion de células T puede tratarse mediante la administracion de un agente antiinflamatorio, tal como
un agente esteroide.

Ejemplo 2: La co-transducciéon de miR-17-92 potencia la actividad antitumoral de células T transducidas con el receptor
de antigeno quimérico anti-EGFRuvlIl en ratones que portan xenoinjertos de glioblastoma humano

La expresion de miR-17-92 confiere el fenotipo tipo 1 y la supervivencia potenciada de las células T. Se ha informado que
miR-17-92 esta regulado a la baja en células T derivadas de pacientes con glioblastoma (GBM). Para mejorar la eficacia
de la terapia de transferencia adoptiva contra GBM utilizando células T transducidas con Receptores de Antigeno
Quimérico (células T CAR), un nuevo vector lentiviral para miR-17-92 y se construyé un CAR que consiste en un fragmento
variable de cadena sencilla (scFv) especifico para la variante Il del receptor del factor de crecimiento epidérmico
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(EGFRuvIIl) acoplado al médulo de sefalizacion de la cadena CD3¢ del receptor de células T y motivos co-estimulantes de
CD137 (4-1BB) y CD28 en tandem (pELNS-3C10-CAR). Ademas de las actividades citotoxicas potentes y especificas
para el antigeno contra células U87 GBM que expresan EGFRuvIIlI de forma estable (U87-EGFRUvIII), las células CAR-T
co-transducidas con miR-17-92 exhibieron una resistencia mejorada a los efectos supresores de las células T del factor
de crecimiento transformante (TGF)-f y temozolomida en comparacion con las células CAR-T sin co-transduccién miR-
17-92 . En ratones que portaban xenoinjertos intracraneales U87-EGFRVIII, las células CAR-T con o sin expresion de
miR-17-92 derivada de transgén demostraron niveles similares de potentes efectos terapéuticos sin demostrar crecimiento
incontrolado alguno de células CAR-T. Sin embargo, cuando estos ratones se volvieron a enfrentar a células U87-
EGFRUuVIII en el cerebro, los ratones que recibieron células CAR-T co-transducidas mostraron una proteccion mejorada en
comparacioén con los ratones tratados con células CAR-T sin co-transduccion de miR-17-92 . Estos datos apoyan que
miR-17-92 se puede integrar en el CAR para mejorar la eficacia en pacientes con GBM.

Los resultados de los experimentos se describen ahora.

Construccién de vectores lentivirales para CAR especifico para EGFRvIIl y miR-17-92

Se gener6 un vector lentiviral para un CAR que reconoce la EGFRvIII a través de un fragmento variable de cadena sencilla
(scFv) derivado del anticuerpo monoclonal (mAb) 3C10 (pELNS-3C10-CAR especifico para EGFRvIIl humana (Véase la
Figura 1A). En esta construccion, el promotor EF-1a impulsa la proteina de fusién de CAR que integra el scFv derivado
de 3C10, el dominio transmembrana (TM) CD28, asi como los dominios 4-1BB e intracelular (ICD) y CD3¢. También se
cre6 una construccién miR-17-92 lentiviral utilizando el vector auto-inactivante (SIN) basada en FG12 (FG12-EF1a-miR-
17/92 (Véase la Figura 1B). En este vector, el promotor EF-1a impulsa mIR-17-92 y el promotor UbiC humano impulsa el
gen marcador de la proteina verde fluorescente potenciada (EGFP) para rastrear células transducidas. Abreviaturas
utilizadas en el esquema: RSV/HIV-1 5'LTR,; repeticion terminal larga R/U5 del promotor de RSV hibrido; EF-1a; promotor
de la subunidad 1a del factor de alargamiento humano, VH; regién variable en la cadena pesada de la inmunoglobulina
3C10, VL; Region variable en la cadena ligera de la inmunoglobulina 3C10, HIV-1 A-3'LTR; auto-inactivacion de repeticion
terminal larga de 3’ con delecién en la regién U3, CMV/HIV-1 5' LTR repeticion terminal larga R/U5 del promotor de CMV
hibrido; UbiC; promotor de ubiquitina C.

Caracterizacién in vitro de células T humanas transducidas con el CAR y miR-17-92

Células T CD3* derivadas de donantes sanos se transdujeron con pELNS-3C10-CAR, y las células se evaluaron para
determinar los niveles de expresién del transgen por citometria de flujo para la expresién de CAR 3C10 y miR-17-92
mediante anticuerpo (Fab')z anti- raton y EGFP, respectivamente (Figura 2A, izquierda). Utilizando el Ab (Fab')2 anti- raton
que es especifico para el scFv derivado de 3C10 en células T humanas, se detectaron en su superficie casi la mitad
(48,9%) de las células T que expresan el scFv derivado de 3C10.

Para obtener células T humanas que expresan tanto el CAR como el miR-17-92 derivado del transgén, células T CD3* se
transdujeron conjuntamente con pELNS-3C10-CAR y FG12-EF1a-miR-17/92 mediante infeccién secuencial de los dos
vectores lentivirales. A las 24 horas después de la transduccion inicial con pELNS-3C10-CAR, las células T se
transdujeron con FG12-EF1a-miR-17-92. Se observé que aproximadamente una cuarta parte (23,6%) del total de células
T expres6 tanto CAR como EGFP (Figura 2A, derecha). Para estudios in vitro posteriores, las células T transducidas con
CAR (células CAR-T) se enriquecieron utilizando Ab F(ab')z anti-ratén biotinilado y MACS anti-biotina. Basado en la
eficiencia de la co-transduccion (Figura 2A, derecha), al menos el 50% de las células CAR-T también expresaron EGFR
(de ahi el miR-17-92 derivado del transgén). Mediante PCR en tiempo real, se detectd una expresion 3-4 veces mayor de
miR-17-92 en las células CAR-T enriquecidas con Ab F(ab')2, co-transducidas con miR-17-92 en comparacion con células
T transducidas con el CAR solo (Figura 2B). La Figura 2B demuestra los niveles de expresion de los miembros del grupo
miR-17-92, miR-17-3p, miR-17-5p y miR-92a-1 en células T transducidas medida por qRT-PCR. Se representan los
valores medios = DE de 3 mediciones de réplica de uno de los tres experimentos con resultados similares. * indica p <
0,05 entre los dos grupos utilizando el test t de Student. La Figura 2C representa actividades citotoxicas especificas para
EGFRuvIII de células T transducidas evaluadas por un ensayo de liberacion de 51Cr de 12 h en diversas relaciones E:T
contra células U87-EGFRvlIl marcadas con 51Cr o células U87 de control. Las células de control fueron células T
transducidas simuladas (EGFP). Los valores indican la media = DE en pocillos triplicados.

Mientras que las células T transducidas simuladas mostraron solo niveles de lisis de fondo contra células U87 (EGFRuvIII-
negativas) y U87-EGFRuvIII parentales, las células T transducidas con el CAR demostraron una lisis potente y especifica
de humanos de células GBM U87 que expresan EGFRvIII (U87-EGFRuvlII) con solo niveles de fondo de efectos citotoxicos
contra las células U87 parentales (Figura 2C). En estos ensayos de 12 h de liberacion de %'Cr, la co-transduccion de
células CAR-T con miR-17-92 no potenci6 significativamente su actividad citotdéxica especifica contra las células diana
U87-EGFRUuIII.

La co-transduccién de miR-17-92 confiere una liberacién de IFN-y y resistencia mejoradas a efectos supresores por parte
de TGF-B_y temozolomida (TMZ - terapia de atencién estandar)
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En un estudio previo (Sasaki et al., 2010, J. Transl Med 8:17), células T CD4+ derivadas de ratones transgénicos miR-17-
92 demostraron una mayor produccion de IFN-y en comparacion con sus contrapartidas derivadas de ratones de tipo
salvaje; y la transfeccion de células T Jurkat humanas con miR-17-92 conducen a una resistencia potenciada a la muerte
celular inducida por activacion (AICD).

Se realizaron experimentos para evaluar si la co-transduccion de células CAR-T con miR-17-92 confiere una produccién
mejorada de IFN-y, proliferacion celular y menores grados de muerte apoptética cuando se exponen a un agente de
quimioterapia TMZ o un citoquina inmunosupresora TGF-3.

Cuando las células CAR-T se estimularon con células presentadoras de antigeno artificiales transducidas por EGFRvIII
(aAPC) sin TGF-B o TMZ, las células expresaron niveles similares de IFN-y con o sin co-transduccién. Sin embargo,
cuando las células se expusieron a dosis crecientes de TGF- o TMZ, las células CAR-T sin co-transduccién con miR-17-
92 produjeron niveles significativamente reducidos de IFN-y, mientras que las células CAR-T co-transducidas mantuvieron
un alto nivel de produccién de IFN-y (Figura 3A). Las barras abiertas y las barras cerradas representan los resultados de
las células CAR-T (sin miR-17-72) y las células CAR-T co-transducidas con miR-17-92, respectivamente. La Figura 3A
muestra IFN-y producido por las células T transducidas durante las ultimas 24 h de 96 h de co-cultivo. La Figura 3B
muestra que los niveles de proliferacién relativa entre los grupos se evaluaron mediante el ensayo WST1 después del
curso de co-cultivo de 3 dias. Las Figuras 3C y 3D muestran la muerte apoptética de células CAR-T evaluadas por
Anexina-V y PI. La Figura 3C muestra la intensidad fluorescente media para Anexina-V en células CAR-T expuestas a
TMZ. Los valores indican la media + DE en pocillos triplicados. (* indica P < 0,05) La figura 3D muestra histogramas
citométricos de flujo para Anexina-V+ y/o Pl+ en uno de los tres experimentos con resultados similares.

Se realizaron experimentos para evaluar los efectos de la co-transduccion de miR-17-92 sobre la proliferacién de células
CAR-T en presencia de TMZ en cultivo. Los experimentos se disefiaron para inducir la proliferacion de células CAR-T con
aAPC que expresa EGFRuvlll y la proliferacion se evalué mediante el ensayo WST-1 (Figura 3B). Sin TMZ, las células
CAR-T co-transducidas con miR-17-92 demostraron una tendencia hacia una tasa de proliferacion mas rapida en
comparacioén con las células CAR-T de control, pero la diferencia no fue significativa. Para evaluar especificamente el
impacto de TMZ sobre la proliferacién de células CAR-T, en la Figura 3B se representa la tasa de proliferacion de las
células en cada uno de los grupos en relacién con la proliferacién de las mismas células sin TMZ. Cuando se afiaden
concentraciones crecientes de TMZ en el cultivo, el grado de supresién del crecimiento era significativamente menor en
las células CAR-T co-transducidas con mIR-17-92 en comparacion con células CAR-T control.

Se realizaron experimentos para evaluar si la co-transduccién de miR-17-92 haria que las células CAR-T fueran mas
resistentes a la apoptosis inducida por TMZ. Para este fin, se realizaron evaluaciones de citometria de flujo de Anexina
V+*y yoduro de propidio (Pl)* en células CAR-T en concentraciones crecientes de TMZ (Figuras 3C y 3D). Se observ6 un
aumento dependiente de la dosis tanto de células apoptéticas tempranas (Anexina V+PI), apoptoticas/necroéticas (Anexina
V "PI*) como necréticas (Anexina V *PlI*) y células CAR-T co-transducidas con miR-17-92 demostraron grados menores
de los cambios apoptoticos en comparacion con células CAR-T de control.

La inyeccién intravenosa de células CAR-T en combinacion con TMZ conduce a una remisién completa de tumores U87-
EGFRUVIII establecidos en ratones NSG

Se realizaron experimentos para evaluar la eficacia de células CAR-T en ratones NOD/scid/yc(-/-) (NSG)
inmunocomprometidos portadores de tumores intracraneales U87-EGFRuvIII establecidos (Dia 7). Los ratones recibieron
una sola infusion intravenosa (i.v.) de células CAR-T co-transducidas con miR-17-92, células CAR-T sin co-transduccién
con miR-17-92, o células T transducidas de modo simulado (2 x 108/ratén) a través de la vena de la cola. A medida que
los pacientes con GBM recién diagnosticados reciben terapia TMZ de manera rutinaria, los experimentos se disefiaron
para administrar inyecciones diarias por via intraperitoneal (i.p.) de TMZ durante 5 dias a partir del dia de la infusion de
células T (Figura 4A). La Figura 4B muestra un andlisis de Kaplan-Meier. La mediana de supervivencia de los ratones
tratados con células CAR-T (con o sin co-transduccion de miR-17-92) fue significativamente mayor en comparacién con
ratones con células T transducidas de modo simulado (p < 0,05). El tratamiento con TMZ en si mismo fue ineficaz, ya que
todos los ratones de control que recibieron TMZ y células T transducidas de modo simulado murieron dentro de las 3
semanas (dia 21) después de la infusion de células T (Figura 4B). Aunque uno de los cinco ratones con células CAR-T y
dos de los cinco ratones con células CAR-T co-transducidas con miR-17-92 murieron por la progresion del tumor el dia
22, todos los otros ratones en estos grupos sobrevivieron mas de 40 dias. Los resultados son de uno de dos experimentos
independientes con resultados similares. No hubo una diferencia estadisticamente significativa en la supervivencia de los
ratones que recibieron células CAR-T co-transducidas con miR-17-92 frente a células CAR-T sin co-transduccién con
miR-17-92 (prueba de log-rank: p = 0,5485).

Células CAR-T co-transducidas con miR-17-92 confieren una proteccién persistente contra tumores U87- EGFRuvlll en
ratones

Para determinar si las células CAR-T infundidas en los ratones en el experimento presentado en la Figura 4 pueden
proporcionar proteccion a largo plazo de los huéspedes contra los tumores U87-EGFRUVIII, los supervivientes se volvieron
a enfrentar a la inoculacion de células U87-EGFRuvIII en el hemisferio contra-lateral del cerebro el dia 49 (Figura 5). Si
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bien las células tumorales re-estimuladas crecieron en los tres ratones tratados con células CAR-T, ninguno de los ratones
tratados con células CAR-T co-transducidas con miR-17-92 demostr6 sefiales BLI mas alla de los niveles de fondo. Estos
resultados sugieren fuertemente que la co-transduccién del grupo miR-17-92 confiere persistencia a largo plazo de las
células CAR-T, proporcionando asi una proteccion prolongada del huésped contra el crecimiento del tumor. Mediciones
longitudinales del flujo medio de fotones derivado del tumor + DE de los 2 grupos de ratones. El nivel de luminiscencia de
fondo (hasta 10”3 p/s) se definié en base a los niveles observados en ratones no portadores de tumores representados
en imagenes en paralelo con ratones portadores de tumores en grupos de tratamiento.

miR-17-92 se puede integrar en el CAR para mejorar la eficacia

Los resultados presentados en esta memoria demuestran los efectos de la co-expresién de miR-17-92 en células T
transducidas con el nuevo CAR anti-EGFRUvIIl (CAR 3C10) integrando el scFv 3C10 con cadena CD3¢, CD137 (4- 1BB)
y CD28. Los resultados actuales demuestran que la co-expresion de miR-17-92 confiere una resistencia mejorada a los
efectos supresores del crecimiento de células T de TGF-B y temozolomida. In vivo, las células T co-transdujeron con CAR
3C10 y miR-17-92 demostraron efectos terapéuticos mas persistentes en comparaciéon con células T transducidas con
CAR 3C10 solo.

La transduccion lentiviral de miR-17-92 en el presente estudio confiere una sobre-expresion ectdpica del grupo miR en
las células T transducidas. En condiciones fisiologicas, sin embargo, los niveles de expresion de miR-17-92 enddgeno en
las células T parecen estar estrechamente regulados. En células T CD8* humanas, la expresion de miR-17-92 se detecta
en niveles elevados en células naif pero disminuye a medida que las células se diferencian (Salaun et al., 2011, J Transl|
Med 9:44). En un modelo de raton de infeccion por el virus de la coriomeningitis linfocitica, miR-17-92 esta fuertemente
regulado al alza después de la activacion de las células T, pero esta regulado a la baja después de la expansion clonal, y
esta silenciado ademas durante el desarrollo de la memoria (Wu et al., 2012, Proc Natl Acad Sci USA 109:9965-9970).
En este estudio de referencia, miR-17-92 es necesario para la rapida expansién de las células T y su expresion de IFN-y.

Sin embargo, la sobreexpresion de miR-17-92 sesga la diferenciacion hacia las células efectoras terminales de vida corta.
La falta de regulacion a la baja de miR-17-92 conduce a una pérdida gradual de las células de memoria y al desarrollo
defectuoso de las células de la memoria central (Wu et al., 2012, Proc Natl Acad Sci USA 109:9965-9970). Estas
observaciones no son necesariamente consistentes con los resultados presentados en esta memoria, ya que se observo
la persistencia de las células CAR-T co-transducidas con miR-17-92 y su capacidad eficiente para proteger a los
huéspedes de una re-estimulacion de células U87-EGFRuvlIl. Sin desear estar ligado por teoria particular alguna, se cree
que esta observacion es atribuible a los efectos combinatorios de las moléculas co-estimulantes proporcionadas en el
CAR Yy el miR-17-92.

Aunque miR-17-92 ha sido descrito como un miR oncogénico (van Haaften y Agami, 2010, Genes & Development 24:1-
4), se sabe que la sobre-expresion de miR-17-92 en si misma no es oncogénica en los linfocitos (Xiao et al., 2008, Nat
Immunol 9: 405-414). De hecho, en el presente estudio no se observd proliferacion incontrolada de células T transducidas
con miR-17-92.

No obstante, como un enfoque alternativo para una mejor garantia de seguridad, la transduccién transitoria de células T
con miR-17-92 en si, en lugar de la transferencia lentiviral estable, y la inyeccion mdltiple de esas células T puede
representar un enfoque razonable sin las preocupaciones de seguridad asociadas de integrar vectores virales (Zhao et
al., 2010, Cancer Research 70:9053-9061).

En lo que respecta a los CARs que fijan como objetivo EGFRUvIII para la terapia de GBM, recientemente, Morgan et al.
evaluaron secuencias de scFv derivadas de siete mAbs anti-EGFRuvlII diferentes, incluidos 3C10 y 139 humano, en CARs
y-retrovirales (Morgan et al., 2012, Hum Gene Ther 23: 1043-1053). La caracterizacién in vitro de esos CARs reveld el
3C10 y el 139 como dos de los tres clones que proporcionaron la produccién especifica de IFN-y en respuesta a las
células diana que expresan EGFRUuIII, pero no a las células que expresan el gen EGFR de tipo salvaje.

También es importante reconocer que EGFRUVIII se expresa solo en una poblacion de pacientes con GBM y fracciones de
las células GBM incluso en casos "EGFRuvlll-positivos” (Heimberger et al., 2005, Clin. Cancer Res. 11:1462 -1466). La
inmunoterapia que fija como objetivo EGFRvIII como Unica diana probablemente dard como resultado el crecimiento de
células GBM que han regulado a la baja antigeno que fija como objetivo la inmunoterapia (Sampson et al, 2010, J Clin
Oncol 28:4722-4729). Un cierto nimero de estudios previos han desarrollado CARs contra antigenos asociados con GBM,
tales como IL-13Ro2 (Kong et al., 2012, Clin Cancer Res 18: 5949-5960; Kahlon et al., 2004, Cancer Res. 64:9160- 9166),
HER-2 (Ahmed et al., 2010, Clinical Cancer Research 16:474-485) y EphA2 (Chow, K.K. et al. T Cells Redirected to EphA2
for the Immunotherapy of Glioblastoma. Mol Ther (2012). Sin desear estar ligado a teoria particular alguna, se cree que
la terapia CAR efectiva deberia emplear en Ultima instancia células T que sean capaces de resistir los mecanismos de
supresién inducidos por GBM y fijar como objetivo mdltiples antigenos, de modo que las células T infundidas exhiban
efectos terapéuticos efectivos y sostenidos contra GBM con perfiles de expresion de antigeno heterogéneos.

Los resultados presentados en esta memoria demuestran los beneficios de utilizar células T co-transducidas con pELNS-
3C10-CAR y FG12-EF1a-miR-17/92. Como un enfoque alternativo para lograr la co-expresion del transgén CAR y miR-
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17-92, se construyd un vector lentiviral basado en pELNS que expresa tanto el gen 3C10-CAR como el gen miR-17-92
como una unica transcripciéon. El uso de este Unico vector "en tdndem" puede tener una ventaja en términos de
procedimientos de transduccion relativamente simples y procesos reguladores directos en comparacién con el enfoque
basado en dos vectores. Ademas, todas las células T que expresan el CAR también deberian expresar miR-17-92.

Sin embargo, se encontr6 que la eficiencia de transduccion del vector "en tandem" es menor que la del enfoque de dos
vectores, probablemente porque el titulo de lentivirus disminuye a medida que aumenta el tamafo de la insercién. Como
se comentd en otra parte de esta memoria, la transduccién lentiviral del gen 3C10-CAR vy la electroporacién de miR-17-
92 en combinacion pueden ser una estrategia factible.

En el presente estudio, también se encontré que del 40% al 60% de las células CAR-T CD3* eran CD4+, y que las células
CAR-T CD4+ lisaron eficazmente las células U87-EGFRvIIl de una manera especifica para EGFRvIIl. Se ha informado
que las células T Perforina* CD4* median en las actividades citotoxicas a través de la via perforina/granzima B, pero no
la via Fas/FasL (Porakishvili et al., 2004, Haematologica 89:435-443). Por lo tanto, se cree que las células CAR-T CD4+*
en el presente estudio expresaron perforina y granzima B para mediar en las actividades liticas observadas contra las
células U87-EGFRuVIIl.

En resumen, el estudio actual proporciona una base sélida para la evaluacion de la terapia CAR integrando miR-17-92.
Ejemplo 3: Secuencias de CAR

El anticuerpo monoclonal (mAb) murino 3C10 fue desarrollado originalmente por la inmunizacion de ratones con un
péptido de 14 aminoacidos (PEP3) que incluye la unién de fusién especifica para EGFRvIIl y demostré un reconocimiento
altamente especifico de EGFRvIII sin ninguna unién detectable a EGFR de tipo salvaje (Okamoto et al, British J. Cancer
1996, 73: 1366-1372). Posteriormente, se produjo un fragmento variable de cadena sencilla (scFv) del mAb 3C10 y se
obtuvo ADNc para el scFv 3C10. Si bien la avidez y/o la especificidad antigénica de los mAbs originales se pueden perder
a menudo en formas scFv, el scFv 3C10 retuvo su reactividad selectiva con el epitopo especifico para EGFRvIII
(Nakayashiki et al., Jpn. J.Cancer Res. 2000, 91:1035-1043).

Se construyé un CAR EGFRUVIII clonando el scFv 3C10 (ratén) con CD28, 4-1BB y CDS3 zeta en el plasmido de cadena
principal lentiviral pELNS (promotor EF1). Se gener6 otro CAR EGFRUVIII clonando el scFv 3C10 en una cadena principal
lentiviral bisagra CD8a/ CD8TM/4-1BB/CD3zeta pELNS, que se expresa por el promotor EF1a.

CAR scFv3C10-CD28BBzeta (Aminoacido) (SEQ ID NO: 1)

MALPVTALLLPLALLLHAARPGSEIQLQQSGAELVKPGASVKLSCTGSGFNIEDY
YIHWVKQRTEQGLEWIGRIDPENDETKYGPIFQGRATITADTSSNTVYLQLSSLTS

EDTAVYYCAFRGGVYWGPGTTLTVSSGGGGSGGGGSGGGGSHMDVVMTQSPL
TLSVAIGQSASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPKRLISLVSKLDSGVPDRFTG
SGSGTDFTLRISRVEAEDLGIYYCWQGTHFPGTFGGGTKLEIKASTTTPAPR
PPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDFWVLVVVGGVLACYSL
LVTVAFIIFWVRSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRSKR
GRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKFSRSADAPAYKQ
GONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEA
YSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

CAR scFv3C10-BBz (Aminoacido) (SEQ ID NO: 2)
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MALPVTALLLPLALLLHAARPGSEIQLQQSGAELVKPGASVKLSCTGSGFNIE

DYYIHWVKQRTEQGLEWIGRIDPENDETKYGPIFQGRATITADTSSNTVYLQLSSLTSE
DTAVYYCAFRGGVYWGPGTTLTVSSGGGGSGGGGSGGGGSHMDVVMTQSPL
TLSVAIGQSASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPKRLISLVSKLDSGVPD
RFTGSGSGTDFTLRISRVEAEDLGIYYCWQGTHFPGTFGGGTKLEIKASTTTPAPR
PPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSL
VITLYCKRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKFSRSADAP
AYKQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDK
MAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

CAR scFv3C10-CD28BBzeta (Acido nucleico) (SEQ ID NO: 18)

atggccttaccagtgaccgcecttgetecctgecgetggecttgctgeteccacgecgecaggecgggateccgagattcagetgeag
caatctggggcagaacttgtgaagccaggggcctcagtcaagetgtectgeacaggtictggeticaacattgaagactactatat
tcactgggtgaagcagaggactgaacagggcctggaatggattggaaggattgatcctgagaatgatgaaactaaatatggece
aatattccagggcagggccactataacagcagacacatcctccaacacagtctacctgcaactcagecagectgacatctgagga
cactgccgtctattactgtgectttcgecggtggagtctactgggggccaggaaccactctcacagtctectcaggaggtggtggticeggt
ggtggtgoticcggaggtggtggttcacatatggatgttgtgatgacccagtctecactcactctateggttgecattggac
aatcagcctccatctcttgcaagtcaagtcagagectcttagatagtgatggaaagacatatttgaattggttgttacagaggecaggecagt
ctccaaagegcectaatetetetggtgtctaaactggactetggagtecctgacaggttcactggeagtggatcagggac
agatttcacactgagaatcagcagagtggaggctgaggatttgggaatttattattgetggeaaggtacacattttcctgggacgtt

cggtggagggaccaagetggagataaaagetageaccacgacgecagegecgegaccaccaacaccggegeccaccateg
cgtegeagecccetgteectgegeccagaggegtececggecageggeggggggegeagtgcacacgagggggctggacttegectgt
gatttttgggtgctggtegtogttggtggagtcctggettgetatagetigetagtaacagtggectttattattttctgggtg
aggagtaagaggagcaggctectgcacagtgactacatgaacatgactececccgecgecccgggeccaccegeaageattace
agccectatgecccaccacgegacttcgeagectatcgetccaaacggggcagaaagaaactcectgtatatattcaaacaaccatt
tatgagaccagtacaaactactcaagaggaagatggctgtagetgecgatitccagaagaagaagaaggaggatgtgaactga
gagtgaagttcagcaggagcgeagacgeccccgegtacaageagggccagaaccagetctataacgagetcaatctaggacgaagag
aggagtacgatgttttggacaagagacgtggccgggaccctgagatggggogaaagecgagaaggaagaaccct
caggaaggcctgtacaatgaactgcagaaagataagatggeggaggcectacagtgagattgggatgaaaggegagegecgg
aggggcaaggggcacgatggcctttaccagggtctcagtacagecaccaaggacacctacgacgeccttcacatgecaggece

tgceecctege

CAR scFv3C10-BBz (Acido nucleico) (SEQ ID NO: 19)
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Atggccttaccagtgaccgecttgetectgecgetggecttgetgeteccacgecgecaggecgggatecgagattcagetgea
gcaatctggggcagaacttgtgaagecaggggectcagtcaagetgtectgeacaggtictggcttcaacattgaagactactat
attcactgggtgaagcagaggactgaacagggcctggaatggattggaaggattgatcctgagaatgatgaaactaaatatgge
ccaatattccagggcagggccactataacagcagacacatcctccaacacagtctacctgcaactcageagectgacatctgaggacact
geegtetattactgtgectttcgeggtggagtetactgggggccaggaaccactetcacagtetectcaggaggtggty
gttceggtggtggtegttccggaggtggtagticacatatggatgttgtgatgacccagtcteccactcactctatcggttgecattg
gacaatcagcctccatctettgcaagtcaagtcagagectcttagatagtgatggaaagacatatttgaattggttgttacagaggce
caggccagtctccaaagegectaatctetctggtgtctaaactggactetggagteecctgacaggttcactggeagtggatcagg
gacagatttcacactgagaatcagcagagtggaggctgaggatttgggoaatttattattgetggeaaggtacacattttcctgggacgttcg
gtggagggaccaagetggagataaaagetageaccacgacgecagegecgegaccaccaacaccggegeccace
atcgegtcgeageccctgtecctgegeccagaggegtgecggecageggeggggggegeagtgcacacgaggggoctgg
acttcgectgtgatatctacatctgggegeccttggecgggacttgtggggtecttetectgteactggttatcacectttactgcaa
acggggcagaaagaaactcctgtatatattcaaacaaccatttatgagaccagtacaaactactcaagaggaagatggctgtage
tgccgatticcagaagaagaagaaggaggatgtgaactgagagtgaagticagecaggagegeagacgeccccgegtacaageaggg
ccagaaccagctctataacgagctcaatctaggacgaagagaggagtacgatgttitggacaagagacgtggccggg
accctgagatggggooaaagecgagaaggaagaaccctcaggaaggectgtacaatgaactgcagaaagataagatggcggaggce
tacagtgagattgggatgaaaggcgagegecggaggggcaaggggcacgatggectttaccagggtctcagtacagecaccaagga

cacctacgacgcccttcacatgcaggecctgeccectege

El fragmento scFv denominado "139" es un anticuerpo humano contra EGFRuvIIlI (Morgan et al., 2012 Hum Gene Ther
23(10): 1043-53). Se generd un CAR EGFRVvIII que comprende el scFv 139 sintetizando inicialmente el scFv 139. La
secuencia para el scFv 139 se clon6 con una secuencia conductora, bisagra CD8, dominio transmembrana (TM) y los
dominios de sefalizacion deseados. Por ejemplo, la secuencia para el scFv 139 se cloné con los dominios de
sefalizacion para 4-1BB y CDS3 zeta. La construccion CAR (scFv139-BBZ) se expresa a partir del vector pELNS para la
produccién de lentivirus.

CAR scFv139-BBz (Aminoacido) (SEQ ID NO: 3)

MALPVTALLLPLALLLHAARPGSDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNNL
AWYQQKPGKAPKRLIYAASNLQSGVPSRFTGSGSGTEFTLIVSSLQPEDFATYYC
LQHHSYPLTSGGGTKVEIKRTGSTSGSGKPGSGEGSEVQVLESGGGLVQPGGSLR
LSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSAISGSGGSTNYADSVKGRFTISRD
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAGSSGWSEYWGQGTLVTVSSASTTTPAPRP
PTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLV
ITLYCKRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKFSRSADAPA
YKQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKM
AEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

CAR scFv139-BBz (Acido nucleico) (SEQ ID NO: 20)
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Atggccttaccagtgaccgecttgetectgecgetggecttgetgetccacgecgecaggecgggateccgacatccagatgacccaga
geectageagectgagegecagegtgggegacagagtgaccatcacetgtegggecagecagggeatcagaaaca
acctggectggtatcagcagaageccggecaaggeccccaagagactgatctacgetgecageaatctgecagageggegtgee
cagcagattcaccggaagcggctccggeaccgagticaccetgategtgteccagectgecageccgaggacttcgecacctact
actgcctgeageaccacagcetaccetetgaccageggeggaggeaccaaggtggagatcaageggaccggeageaccage
ggcagceggcaagectggeageggegagggaagegaggtecaggtgctggaatctggcggeggactggtgcagectggeggeage
ctgagactgagctgtgccgecageggcttcaccticageagetacgecatgtettgggtecggeaggcetectggaaag
ggcctggaatggetgtecgecatcageggetetggeggetecaccaactacgecgacagegtgaagggecggttcaccatcageegg

gacaacagcaagaacaccctgtatctgcagatgaacagectgagagecgaggacaccgecgtgtactactgtgeegg

cagcagcgggtegagegagtactgggoccagggeacactggtcacagtgtctagegetageaccacgacgecagegeege
gaccaccaacaccggegceccaccatcgegtegeageccctgtecetgegeccagaggegtgecggecageggegggggs
cgcagtgcacacgagggggctggacttcgectgtgatatetacatctgggegeccttggecgggacttgtgggotecttctectgtcactg
gttatcaccctttactgcaaacggggceagaaagaaactectgtatatattcaaacaaccatttatgagaccagtacaaactactcaagagga
agatggctgtagetgecgatttccagaagaagaagaaggaggatgtgaactgagagtgaagttcagcaggagegeagacgecceege
gtacaagcagggccagaaccagctctataacgagetcaatctaggacgaagagaggagtacgatgttttggacaagagacgtggccgg
gaccctgagatggggoggaaagecgagaaggaagaaccetcaggaaggectgtacaatgaactgecagaaagataagatggeggagg
cctacagtgagattgggatgaaaggegagegecggaggggcaaggggcacgatggcctttaccagggtetcagtacagecaccaag

gacacctacgacgcccttcacatgcaggecctgeccccteget

COMPONENTES DEL CAR

SECUENCIAS DE ACIDOS NUCLEICOS:

Secuencia de Nucleoétidos scFv 3C10 (Raton); (SEQ ID NO: 4)

GAGATTCAGCTGCAGCAATCTGGGGCAGAACTTGTGAAGCCAGGGGCCTCAGTCA
AGCTGTCCTGCACAGGTTCTGGCTTCAACATTGAAGACTACTATATTCACTGGGTG
AAGCAGAGGACTGAACAGGGCCTGGAATGGATTGGAAGGATTGATCCTGAGAATG
ATGAAACTAAATATGGCCCAATATTCCAGGGCAGGGCCACTATAACAGCAGACAC
ATCCTCCAACACAGTCTACCTGCAACTCAGCAGCCTGACATCTGAGGACACTGCCG
TCTATTACTGTGCCTTTCGCGGTGGAGTCTACTGGGGGCCAGGAACCACTCTCACA
GTCTCCTCAGGAGGTGGTGGTTCCGGTGGTGGTGGTTCCGGAGGTGGTGGTTCACA
TATGGATGTTGTGATGACCCAGTCTCCACTCACTCTATCGGTTGCCATTGGACAATC
AGCCTCCATCTCTTGCAAGTCAAGTCAGAGCCTCTTAGATAGTGATGGAAAGACAT
ATTTGAATTGGTTGTTACAGAGGCCAGGCCAGTCTCCAAAGCGCCTAATCTCTCTG
GTGTCTAAACTGGACTCTGGAGTCCCTGACAGGTTCACTGGCAGTGGATCAGGGAC
AGATTTCACACTGAGAATCAGCAGAGTGGAGGCTGAGGATTTGGGAATTTATTATT
GCTGGCAAGGTACACATTTTCCTGGGACGTTCGGTGGAGGGACCAAGCTGGAGAT
AAAA
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Secuencia de Nucleotidos scFv 139 (Humanizada); (SEQ ID NO: 5)

GACATCCAGATGACCCAGAGCCCTAGCAGCCTGAGCGCCAGCGTGGGCGACAGAG
TGACCATCACCTGTCGGGCCAGCCAGGGCATCAGAAACAACCTGGCCTGGTATCA
GCAGAAGCCCGGCAAGGCCCCCAAGAGACTGATCTACGCTGCCAGCAATCTGCAG
AGCGGCGTGCCCAGCAGATTCACCGGAAGCGGCTCCGGCACCGAGTTCACCCTGA
TCGTGTCCAGCCTGCAGCCCGAGGACTTCGCCACCTACTACTGCCTGCAGCACCAC
AGCTACCCTCTGACCAGCGGCGGAGGCACCAAGGTGGAGATCAAGCGGACCGGCA
GCACCAGCGGCAGCGGCAAGCCTGGCAGCGGCGAGGGAAGCGAGGTCCAGGTGCT
GGAATCTGGCGGCGGACTGGTGCAGCCTGGCGGCAGCCTGAGACTGAGCTGTGCC
GCCAGCGGCTTCACCTITCAGCAGCTACGCCATGTCTTGGGTCCGGCAGGCTCCTGG
AAAGGGCCTGGAATGGGTGTCCGCCATCAGCGGCTCTGGCGGCTCCACCAACTAC
GCCGACAGCGTGAAGGGCCGGTTCACCATCAGCCGGGACAACAGCAAGAACACCC
TGTATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACCGCCGTGTACTACTGTGCC
GGCAGCAGCGGGTGGAGCGAGTACTGGGGCCAGGGCACACTGGTCACAGTGTCTA
GC

conductor (secuencia de acidos nucleicos); (SEQ ID NO: 6)

ATGGCCTTACCAGTGACCGCCTTGCTCCTGCCGCTGGCCTTGCTGCTCCACGC
CGCCAGGCCG

bisagra (secuencia de acidos nucleicos); (SEQ ID NO: 7)

ACCACGACGCCAGCGCCGCGACCACCAACACCGGCGCCCACCATCGCGTCGC

AGCCCCTGTCCCTGCGCCCAGAGGCGTGCCGGCCAGCGGCGGGGGGCGCAGT
GCACACGAGGGGGCTGGACTTCGCCTGTGAT

transmembrana (secuencia de acidos nucleicos); (SEQ ID NO: 8)

ATCTACATCTGGGCGCCCTTGGCCGGGACTTGTGGGGTCCTTCTCCTGTCACT

GGTTATCACCCTTTACTGC

dominio intracelular 4-1BB (secuencia de acidos nucleicos); (SEQ ID NO: 9)

AAACGGGGCAGAAAGAAACTCCTGTATATATTCAAACAACCATTTATGAGAC
CAGTACAAACTACTCAAGAGGAAGATGGCTGTAGCTGCCGATTTCCAGAAGAAGA
AGAAGGAGGATGTGAACTG

CD3 zeta (secuencia de acidos nucleicos); (SEQ ID NO: 10)
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AGAGTGAAGTTCAGCAGGAGCGCAGACGCCCCCGCGTACAAGCAGGGCCAG
AACCAGCTCTATAACGAGCTCAATCTAGGACGAAGAGAGGAGTACGATGTTT
TGGACAAGAGACGTGGCCGGGACCCTGAGATGGGGGGAAAGCCGAGAAGGA
AGAACCCTCAGGAAGGCCTGTACAATGAACTGCAGAAAGATAAGATGGCGG
AGGCCTACAGTGAGATTGGGATGAAAGGCGAGCGCCGGAGGGGCAAGGGGC
ACGATGGCCTTTACCAGGGTCTCAGTACAGCCACCAAGGACACCTACGACGC
CCTTCACATGCAGGCCCTGCCCCCTCGC

. CD3 zeta (secuencia de acidos nucleicos; Secuencia de Referencia de NCBI NM_000734.3); (SEQ ID NO:100)

AGAGTGAAGTTCAGCAGGAGCGCAGACGCCCCCGCGTACCAGCAGGGCCAG
AACCAGCTCTATAACGAGCTCAATCTAGGACGAAGAGAGGAGTACGATGTTT
TGGACAAGAGACGTGGCCGGGACCCTGAGATGGGGGGAAAGCCGAGAAGGA
AGAACCCTCAGGAAGGCCTGTACAATGAACTGCAGAAAGATAAGATGGCGG
AGGCCTACAGTGAGATTGGGATGAAAGGCGAGCGCCGGAGGGGCAAGGGGC
ACGATGGCCTTTACCAGGGTCTCAGTACAGCCACCAAGGACACCTACGACGC
CCTTCACATGCAGGCCCTGCCCCCTCGC

SECUENCIAS DE AMINOACIDOS:

Secuencia de Amino scFv 3C10 (Ratén); (SEQ ID NO: 11)

EIQLQQSGAELVKPGASVKLSCTGSGFNIEDY YIHWVKQRTEQGLEWIGRIDPEN

DETKYGPIFQGRATITADTSSNTVYLQLSSLTSEDTAVYYCAFRGGVYWGPGTTL
TVSSGGGGSGGGGSGGGGSHMDVVMTQSPLTLSVAIGQSASISCKSSQSLLDSDG
KTYLNWLLQRPGQSPKRLISLVSKLDSGVPDRFTGSGSGTDFTLRISRVEAEDLGI

YYCWQGTHFPGTFGGGTKLEIK

. Secuencia de Amino scFv 139 (Humana); (SEQ ID NO: 12)
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNNLAWYQQKPGKAPKRLIYAASNLQ
SGVPSRFTGSGSGTEFTLIVSSLQPEDFATYYCLQHHSYPLTSGGGTKVEIKRTGS

TSGSGKPGSGEGSEVQVLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAP
GKGLEWVSAISGSGGSTNYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYY
CAGSSGWSEYWGQGTLVTVSS

conductor (secuencia de aminoacidos) (SEQ ID NO: 13)
MALPVTALLLPLALLLHAARP
. bisagra (secuencia de aminoacidos) (SEQ ID NO: 14)

TTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACD
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. transmembrana (secuencia de amino&cidos) (SEQ ID NO: 15)
IYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYC

. dominio intracelular 4-1BB (secuencia de aminoacidos); (SEQ ID NO: 16)
KRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCEL

. dominio CD3 zeta (secuencia de aminoacidos); (SEQ ID NO: 17)

RVKFSRSADAPAYKQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQE
GLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

. dominio CD3 zeta (secuencia de aminodcidos; Secuencia de Referencia de NCBI NM_000734.3); (SEQ ID
NO:99)

RVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQE
GLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

El nucledtido que codifica el polipéptido de SEQ ID NO:11 se proporciona como SEQ ID NO: 4. El nucleétido que codifica
el polipéptido de SEQ ID NO: 12 se proporciona como SEQ ID NO: 5. El nucleétido que codifica el polipéptido de SEQ ID
NO:13 se proporciona como SEQ ID NO: 6. El nucleétido que codifica el polipéptido de SEQ ID NO: 14 se proporciona
como SEQ ID NO: 7. El nucleétido que codifica el polipéptido de SEQ ID NO: 15 se proporciona como SEQ ID NO: 8. El
nucledtido que codifica el polipéptido de SEQ ID NO: 16 se proporciona como SEQ ID NO: 9. El nucleétido que codifica
el polipéptido de SEQ ID NO:17 se proporciona como SEQ ID NO: 10. El nucleétido que codifica el polipéptido de SEQ ID
NO:1 se proporciona como SEQ ID NO: 18. El nuclettido que codifica el polipéptido de SEQ ID NO:2 se proporciona como
SEQ ID NO: 19. El nucleotido que codifica el polipéptido de SEQ ID NO:3 se proporciona como SEQ ID NO: 20. El
nucleotido que codifica el polipéptido de SEQ ID NO:99 se proporciona como SEQ ID NO: 100.
Ejemplo 4: Designaciones de CDR pronosticadas para el CAR EGFRuvlII
Las designaciones de CDR predichas para el CAR EGFRuvlll bajo Kabat son las siguientes:
. VH:
EIQLQQSGAELVKPGASVKLSCTGSGFNIEDYYIHWVKQRTEQGLEWIGRIDPEN
DETKYGPIFQGRATITADTSSNTVYLQLSSLTSEDTAVYYCAFRGGVYWGPGTT

LTVSS; (SEQ ID NO: 21);
en donde CDR1 es DYYIH (SEQ ID NO: 22), CDR2 es RIDPENDETKYGPIFQG
(SEQ ID NO: 23), y CDR3 es RGGVY (SEQ ID NO: 24).
. VL:

DVVMTQSPLTLSVAIGQSASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPKRLISL
VSKLDSGVPDRFTGSGSGTDFTLRISRVEAEDLGIYYCWQGTHFPGTFGGGTKLEIK;
(SEQ ID NO: 25);

en donde CDR1 es KSSQSLLDSDGKTYLN (SEQ ID NO: 26), CDR2 es LVSKLDS (SEQ ID NO: 27), y CDR3 es
WQGTHFPGT (SEQ ID NO: 28).

Las designaciones de CDR predichas para el CAR EGFRuvlll bajo Chothia son las siguientes:

. VH:
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EIQLQQSGAELVKPGASVKLSCTGSGFNIEDYYIHWVKQRTEQGLEWIGRIDPEN
DETKYGPIFQGRATITADTSSNTVYLQLSSLTSEDTAVYYCAFRGGVYWGPGTT

LTVSS; (SEQ ID NO: 29);
en donde CDR1 es GFNIEDY (SEQ ID NO: 30), CDR2 es DPENDE (SEQ ID NO:

31), y CDR3 es RGGVY (SEQ ID NO: 32).
. VL:

DVVMTQSPLTLSVAIGQSASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQRPGQSPKRLISL
VSKLDSGVPDRFTGSGSGTDFTLRISRVEAEDLGIYYCWQGTHFPGTFGGGTKLEIK;
(SEQ ID NO: 33);

en donde CDR1 es SQSLLDSDGKTY (SEQ ID NO: 34), CDR2 es LVS (SEQ ID NO: 35), y CDR3 es GTHFPG (SEQ ID
NO: 36).

Ejemplo 5: Humanizacion de anticuerpo anti-EGFRvIII murino

La humanizacion del anticuerpo EGFRUvIII murino se desea para el entorno clinico, en que los residuos especificos para
raton pueden inducir una respuesta antigeno-anti-raton- humana (HAMA) en pacientes que reciben tratamiento con
células T transducidas con la construccion de CAR murina. Las secuencias VH y VL del anticuerpo EGFRvIII murino
derivado de hibridoma se extrajeron de la bibliografia publicada (Morgan et al. (2012) Human Gene Therapy, 23: 1043-
1953, Supra). La humanizacién se realizé injertando regiones CDR del anticuerpo EGFRvIII murino en marcos de aceptor
de la linea germinal humana VH1_1-f o VH5_5a, asi como VK2_A17 o VK4_B3 (base de datos vBASE). Ademas de las
regiones CDR, varios residuos marco, es decir, VK2 n° 36, n® 49, VK4 n° 2, n® 36, n? 46, n® 49, VH1 n? 2, n® 24, n° 76, n°
94y VH5 n® 2, n® 24, n? 73, n® 76, n° 94, se pensaba que apoyaban la integridad estructural de las regiones CDR que se
conservaron de la secuencia murina.

Ademas, los elementos J humanos JH6 y JK4 se utilizaron para la cadena pesada y ligera, respectivamente. Las
secuencias de aminodcidos resultantes del anticuerpo humanizado se designaron VK2_A17/Hz1 y VK4_B3/Hz1 para las
cadenas ligeras y VH1_1-f/Hz1, VH5_5-a/Hz1 para las cadenas pesadas mostradas en la Figura 9. La numeracion de los
residuos sigue a Kabat (Kabat E.A. et al, 1991, supra). Para las definiciones de CDR, se utilizaron tanto Kabat como
Chothia et al, 1987 supra). Los residuos marco retenidos de EGFRUvIII de ratdn se muestran en negrita/cursiva, los residuos
de CDR estan subrayados.

En base a las secuencias de cadena ligera y pesada humanizadas como se muestran en la Figura 9, se utilizé un total de
8 combinaciones marco para generar scFv solubles para una validacién adicional. El orden en que aparecen los dominios
VL y VH en el scFv fue variado (es decir, orientacion VL-VH o VH-VL), y cuatro copias de la subunidad "G4S" (SEQ ID
NO: 37), en que cada una de las subunidades comprende la secuencia GGGGS (SEQ ID NO: 37) que se utiliz6 para
conectar los marcos. La Figura 9 describe las CDRs en las secuencias VH y VL calculadas por Kabat et al y Chothia et
al. (Supra).

Clonacion:

Se obtuvieron secuencias de ADN que codifican los dominios VL y VH de ratén y humanizados, y los codones para las
construcciones se optimizaron para la expresion en células de Homo sapiens.

Las secuencias que codifican los dominios VL y VH se subclonaron en vectores de expresion adecuados para la secrecion
en células de mamifero. Los elementos del vector de expresién incluyen un promotor (potenciador-promotor de
citomegalovirus (CMV)), una secuencia senal para facilitar la secrecién, una senal de poliadenilacién y un terminador de
la transcripcion (gen de la Hormona de Crecimiento Bovina (BGH)), un elemento que permite la replicacién episomal y la
replicaciéon en procariotas (p. ej., origen SV40 y ColE1 u otros conocidos en la técnica) y elementos para permitir la
seleccién (gen de resistencia a ampicilina y marcador de zeocina).

Ejemplo 6: Caracterizacion de fragmentos scFv anti-EGFRvIII soluble humanizados

Se generaron fragmentos de scFv solubles arriba descritos utilizando técnicas estandar de biologia molecular. Estos scFv
solubles se utilizaron en estudios de caracterizacién para examinar la estabilidad, la expresion de la superficie celular y
las propiedades de unién de los scFvs.

Expresion y purificacion de scFv
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Para la transfeccion de cada una de las construcciones de scFv, se transfectaron aproximadamente 3e8 células 293F con
100 pg de plasmido utilizando PEI como reactivo de transfeccion en la relacion de 3:1 (PEL:DNA). Las células se cultivaron
en 100 ml de medio de expresion EXPi293 (Invitrogen) en un matraz agitador a 37°C, 125 rpm, 8% de COs. El cultivo se
recogié después de seis dias y se utilizé para la purificacion de proteinas.

Se recogieron células 293F centrifugando a 3500 g durante 20 minutos. El sobrenadante se recogié y se filtro a través de
la Unidad de Filtro VacuCap90 PF (con super membrana de w/0,8/0,2 um, PALL). Alrededor de 400 ul de perlas de
agarosa Ni-NTA (Qiagen) se afiadieron al sobrenadante. La mezcla se hizo girar y se incubé durante 4 h a 4°C. Se carg6
en una columna de purificacion y se lavo con tampén de lavado con Histidina 20 mM. La proteina se eluyé con 500 pl de
tampdn de elucién con Histidina 300 mM. Las muestras se dializaron contra tampén PBS a 4°C durante la noche. Las
muestras de proteinas se cuantificaron utilizando nanodrop 2000c.

CEso mediante FACS que se une a scFv's purificados a células que expresan EGFR humano de tipo salvaje o EGFRvlII

Se llevaron a cabo los siguientes experimentos para demostrar que todas las variantes scFv EGFRvIII humanizadas tienen
una unién equiparable a EGFRUvIII, pero no se unen a EGFR de tipo salvaje.

Las células en suspension HEK293F se transfectaron transitoriamente con hEGFR de tipo salvaje o hEGFRVIIl y se
cosecharon 2 dias después de la transfeccién. Aproximadamente 5e5 células/por pocillo se transfirieron a una placa BD
Falcon de 96 pocillos. Las células se centrifugaron a 900 rpm (centrifuga Sorval Legend XT) durante 3 minutos. Se separd
el sobrenadante. Las muestras de proteina scFv anti-EGFRUVIIl se diluyeron en DPBS con FBS al 5%. Las muestras se
anadieron a los pocillos, se mezclaron y se incubaron durante 1 hora. Las células se lavaron dos veces en el DPBS con
FBS al 5%. Las células se incubaron con anti-poli His PE (R&D) durante 1 hora, se lavaron dos veces antes del andlisis
FACS (LSRII de BD Biosciences).

Se determiné que la CEso de scFv de raton (m3C10) para hEGFRuvIIl era ~ 5 nM tal como se muestra en la Figura 10.
Todas las variantes de scFv EGFRUvIIl humanizada mostraron valores de CEso en el intervalo de un solo digito a doble
digito bajo nM CEso (5-50 nM), ademas, no se detect6 una unién apreciable de las construcciones 2173y 2174 alas lineas
celulares que expresan EGFR de tipo salvaje, lo que indica un perfil de seguridad mejorado en comparacion con 3C10
murino, tal como se muestra en la Figura 11. En base a estos estudios, el clon 2173 fue seleccionado para la
caracterizacion clinica adicional, tal como se muestra en el Ejemplo 8.

Ejemplo 7: Construcciones de CAR EGFRvIIl humanizadas

El ScFv a utilizar en las construcciones CAR finales se derivé de las secuencias marco humanizadas descritas en el
Ejemplo 1. El orden en que aparecen los dominios VL y VH en el scFv fue variado (es decir, orientacion VL-VH o VH-VL).
Un enlazador (G4S)4 (SEQ ID NO: 113) se utilizé para conectar los dominios variables para crear los scFvs mostrados en
la Tabla 1.

Tabla 1. Construcciones de scFv EGFRvIII humanizadas mostrando la orientacion VH y VL y la longitud del enlazador
(La Tabla describe "G4S" como SEQ ID NO: 37)

ID de construccién Longitud aa anotacion
108358 277 VH1-VK4, 4G4S
108359 277 VK4-VH1, 4G4S
108360 277 VH5-VK2, 4G4S
108361 277 VK2-VH5, 4G4S
107276 277 VH1-VK2, 4G4S
111046 278 VH5-VK4, 4G4S
111048 278 VK4-VH5, 4G4S
107277 277 VK2-VH1, 4G4S
107275

mEGFRuvIII 3C10 274 VH-VL, 3G4S+HM
EGFRuvIII 139 269 VL-VH,

Las secuencias de los fragmentos scFv humanizados se proporcionan méas adelante en la Tabla 2 (SEQ ID NO: 38, SEQ
ID NO: 44, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 56, SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 74 y SEQ ID NO: 80). Estos
fragmentos de scFv se utilizaron con secuencias adicionales, SEQ ID Nos: 13-17, para generar construcciones CAR
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completas con SEQ ID NOs: SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 67, SEQ ID
NO: 73, SEQ ID NO: 79 y SEQ ID NO: 85.

Todos estos clones contenian un cambio de residuo Q/K en el dominio de sefial del dominio co-estimulante derivado de
la cadena CD3zeta.

Tabla 2: Construcciones de CAR EGFRvIIl humanizadas

Nombre SEQ | Secuencia
ID NO:

CAR 1

dominio scFv de |38

CAR1

eiqlvgsgaevkkpgatvkisckgsgfniedyyihwvqqapgkglewmgridpendet
kygpifqgrvtitadtstntvymelsslrsedtavyycafrggvywgqgttvtvssggggsg
gggsggggsgooosdvvmtqspdslavslgeratinckssqslldsdgktylnwlqqkpg
qppkrlislvskldsgvpdrfsgsgsgtdftltisslqaedvavyycwqgthfpgtfgggtky
eik

dominio scFv de |39
CAR1 nt
gaaatccagctggtccaatcgggagetgaggtcaagaagecgggagecaccgtcaagatet

catgcaaggggtcggoattcaacatcgaggactactacattcactgggtgcagcaagceteeg

ggaaaaggectggaatggatgggcagaatcgacccagaaaacgacgaaactaagtacgga
ccgattttccaaggaagagtgactatcaccgecgatacttcaaccaataccgtctacatggaac

tgagctcgetecggtecgaagatactgcagtgtattactgtgectttcgeggaggggtgtactg

gggcecaaggaactactgtcactgtetegtcaggaggeggagggtecgggaggagocgggag
cggaggcggtggctcgggtggcggaggaagegacgtggtgatgacccagteccccggacte
cctegecgtgagectcggagagagggcgactatcaattgeaagtegteccagteacttetgga
ttccgatggtaaaacgtacctcaactggcetgcagcaaaagecagggeagecacccaaacggt
tgatctcccttgtgtccaaactggatageggagtgcctgaccgcttetegggttccggtagegg
gaccgacttcaccctgacgatcagetcactgcaggeggaggacgtggeagtgtactactget

ggcagggaacccacttcecetggeacctitggaggtggcaccaaggtggagatcaag

scFv Soluble de |40
CAR1 - nt
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atggccctecectgtcaccgecctgetgcettcegetggcetettetgetecacgecgeteggececg
aaatccagctggtccaatcgggagetgaggtcaagaagecgggagecaccgtcaagatete
atgcaaggggtcgggattcaacatcgaggactactacattcactgggtgcagcaageteegg
gaaaaggcctggaatggatgggcagaatcgacccagaaaacgacgaaactaagtacggac
cgattttccaaggaagagtgactatcaccgecgatacttcaaccaataccgtctacatggaact
gagctcgcetceggtccgaagatactgcagtgtattactgtgectitcgeggagggstotactgg
ggecaaggaactactgtcactgtetecgtcaggaggeggagggtegggaggaggeggoage
ggaggceggtggctcgggtggcggaggaagegacgtggtgatgacccagtecceggactee
ctcgeegtgagecteggagagagggcgactatcaattgcaagtegteccagteacttetggatt
ccgatggtaaaacgtacctcaactggcetgcagcaaaagecagggeagecacccaaacggtt
gatctcecttgtgtccaaactggatageggagtgectgacegettetegggticcggtagegeg
accgacttcaccctgacgatcagcetcactgcaggeggaggacgtggcagtgtactactgetg
gcagggaacccacttcecctggeacctttggaggtggcaccaaggtggagatcaagggatcg

caccaccatcaccatcatcatcac

Malpvtalllplalilhaarpeiqlvgsgaevkkpgatvkisckgsgfiedyyihwvqqap

gkglewmgridpendetkygpifqgrvtitadtstntvymelssirsedtavyycafrggvy
wgqgttvtvssggggsgeoosgooosoooosdvvmtqspdslavslgeratinckssgsl
ldsdgktylnwlqqkpgqppkrlislvskldsgvpdrisgsgsgtdftitisslqacdvavyy
cwqgthfpgtfeggtkveikgshhhhhhhh
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atggcccteectgtecaccgecectgetgettcegetggcetettetgeteccacgecgeteggeceg
agatccagcetggtgcagtcgggagetgaagtcaaaaagectggegeaaccgtcaagateteg
tgcaaaggatcagggttcaacatcgaggactactacatccattgggtgcaacaggeaccegg
aaaaggcctggagtggatggogageattgacccagaaaatgacgaaaccaagtacggacce
gatcttccaaggacgggtgaccatcacggctgacacttccactaacaccgtctacatggaact
ctcgagcecttegetcggaagataccgeggtgtactactgegectitagaggtggagtctactgg
ggacaagggactaccgtcaccgtgtegtcaggtggeggaggatcaggeggaggeggctce
ggtggaggaggaageggaggaggtggctccgacgtggteatgacgeagtcaccggactee
ttggcggtgagectgggtgaacgegecactatcaactgcaagagetceccagagettgetgga
ctccgatggaaagacttatctcaattggctgcaacagaagectggecagecgecaaagagac
tcatctcactggtgagcaagetggatageggagtgccagateggttttcgggategggctcag
gcaccgacttcaccctgactatttccteccctccaagecgaggatgtggccgtetactactgttgg
caggggactcacttcccggggaccttcggtggaggcactaaggtggagatcaaaaccactac
cccagceaccgaggcecacccaccceggetectaccategectececagectetgtecctgegte
cggaggcatgtagaccegeagetggtgggoccgtgcatacceggggtettgacttegectge
gatatctacatttgggcccctetggetggtacttgeggggtectgetgctttcactegtgatcact
ctttactgtaagcgceggtcggaagaagetgctgtacatctttaagcaaccecttcatgaggectgt
gcagactactcaagaggaggacggctgttcatgeccggttcccagaggaggaggaaggcgg
ctgcgaactgegegtgaaattcagecgeagegeagatgetccagectacaageaggggcag
aaccagctctacaacgaactcaatcttggtcggagagaggagtacgacgtgctggacaageg
gagaggacgggacccagaaatgggcgggaagecgegeagaaagaatccccaagagggc
ctgtacaacgagctccaaaaggataagatggcagaagcectatagegagattggtatgaaagg
ggaacgcagaagaggcaaaggcecacgacggactgtaccagggactcageaccgecacca

aggacacctatgacgctcttcacatgcaggecctgeegectegg

malpvtalllplalllhaarpeiqlvgsgaevkkpgatvkisckgsgfniedyyvihwvqqap
gkelewmgridpendetkygpifggrvtitadtstntvymelsslrsedtavyycafrgg

vywgqgttvtvssggggsgegesgeogsgooosdvvmtqspdslavslgeratinckss
gslldsdgktylnwlqgkpgqppkrlislvskldsgvpdrfsgsgsgtdftltisslqaedva

vyycwqgthfpgtfegotkveiktttpaprpptpaptiasqplslrpeacrpaaggavhtrg
ldfacdiyiwaplagtcgvlllslvitlyckrgrkkllyifkqpfimrpvqttqeedgescripe
eeeggceelrvkfsrsadapaykqgqnglynelnlgrreeydvldkrrgrdpemggkprrk
npqeglynelgkdkmaeayseigmkgerrrgkghdglyqglstatkdtydalhmqgalpp

r
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dvvmtgspdslavslgeratinckssqslldsdgktylnwlqqkpgqppkrlislvskldsg
vpdrfsgsgsgtdftltisslqacdvavyycwqgthfpgtfggetkveikgggesggeasg
gggsgogoseiqlvgsgaevkkpgatvkisckgsgfniedyyihwvqqapgkglewm
gridpendetkygpifqgrvtitadtstntvymelsslrsedtavyycafrggvywgqgttvt

VSS

gatgtcgtgatgacccagtccecagacteectegeagtgtecttgggagaacgggecaccate
aactgcaaatcgagccagtcactgetggactcagacggaaagacctacctcaactggetgea
gcagaagcctggccagecaccgaagegectgatcteectggtgtccaagetggacteggge
gtcccggacaggtttageggtageggctecgggaaccgacttcactctgaccattagetegete
caagctgaagatgtggcggtctactactgctggcaggggacccacttccccgggacctttgge
ggaggaactaaagtcgaaatcaaaggaggaggeggatcaggtggaggaggcageggagg
aggaggoagcgocgotggcgoctccgaaattcaacttgtgcaatccggtgccgaggtgaag
aaacctggtgccactgtcaagatctegtgtaagggatcgggattcaatatcgaggactactaca
tccactgggtgcaacaggegecaggaaagggattggagtggatggotcgeatcgaccegga
aaacgatgagactaagtacggaccgatcttccaaggcecgggtcacgatcactgeggatacct
ccactaataccgtgtatatggagctetcgtcactgagaagecgaagatacggecgtgtactactg
cgcattcagaggaggtgtotactggggccagggaactactgtgaccgtgtegteg
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atggccctecectgtcaccgecctgetgcettecgetggctettctgetccacgeegeteggeceg
atgtcgtgatgacccagtccccagacteectegeagtgtecttgggagaacgggcecaccatca
actgcaaatcgagccagtcactgetggactcagacggaaagacctacctcaactggetgeag
cagaagcctggcecagecaccgaagegectgatcetecetggtgtccaagetggactegggegt
cccggacaggtttageggtageggctegggaaccgacttcactetgaccattagetegeteca
agctgaagatgtggcggtctactactgctggcaggggacccacttcccegggacctttggeg

gaggaactaaagtcgaaatcaaaggaggaggcggatcaggtggaggaggcageggagga
ggaggoagcggcggtggcggcteccgaaattcaacttgtgcaatceggtgccgaggtgaaga
aacctggtgccactgtcaagatctegtgtaagggatcgggattcaatatcgaggactactacat
ccactgggtgcaacaggcegecaggaaagggattggagtggatgggtcgeatcgaccegga
aaacgatgagactaagtacggaccgatcttccaaggecgggtcacgatcactgeggatacct

ccactaataccgtgtatatggagctctcgtcactgagaagegaagatacggecgtgtactactg
cgeattcagaggaggtgtgtactggggccagggaactactgtgaccgtgtegteggggteac

atcaccaccatcatcatcaccac

malpvtalllplalilhaarpdvvmtgspdslavslgeratinckssgslldsdgktylnwlqq
kpgqppkrlislvskldsgvpdrfsgsgsgtdftltisslqaedvavyycwqgthfpgtfgge
tkveikggggsgooosgooosgoogseiqlvqsgaevkkpgatvkisckgsgfniedyyi
hwvqqapgkglewmgridpendetkygpifqgrvtitadtstntvymelsslrsedtavy
yeafrggvywgqgttvtvssgshhhhhhhh
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atggcccteectgtecaccgecctgetgettecgetggetettetgetccacgeegeteggececg
acgtggtcatgactcaaagcccagattectiggetgtetcecttggagaaagagceaacgatcaa
ttgcaaaagcetcgeagtceectgttggactccgatggaaaaacctacctcaactggetgeagea
gaagccgggacaaccaccaaageggctgatttcectegtgtccaagetggacageggegtg
ccggatcgettctcgggeageggctegggaaccgattttactctcactatttcgtcactgeaage
ggaggacgtggcggtgtattactgetggecagggeactcacttcccgggtacttttggtggagg
taccaaagtcgaaatcaagggtggaggegggageggaggaggegggicgggaggagga
ggatcgggtgocggaggctcagaaatccagetggtgcagtcaggtgccgaagtgaagaag
cctggggccacggtgaagatctegtgcaaggggageggattcaacatcgaggattactacat
ccattgggtgcaacaggeccctggcaaagggctggaatggatgggaaggatcgaccecga
gaatgacgagactaagtacggcccgatcttccaaggacgggtgaccatcactgecagacactt
caaccaacaccgtctacatggaactctectegetgegetecgaggacaccgecgtgtactact
gtectttcagaggaggagtctactggggacagggaacgaccgtgaccgtcagetcaaccact
accccagceaccgaggecacccaccccggcetectaccatcgecteccagectetgtecetgeg
tccggaggcatgtagaccegeagetggtggggccgtgcatacceggggtcettgacttegect
gcgatatctacatttgggcccctetggetggtacttgeggggtectgetgctttcactegtgatca
ctetttactgtaagegeggtcggaagaagetgcetgtacatetttaagcaaccctteatgaggect

gtgcagactactcaagaggaggacggctgttcatgccggticccagaggaggaggaaggcg

gctgegaactgegegtgaaattcagecgeagegeagatgeteccagectacaagecaggggca
gaaccagctctacaacgaactcaatcttggtcggagagaggagtacgacgtgetggacaage
ggagaggacgggoacccagaaatgggcgggaagecgegeagaaagaatccccaagaggg
cctgtacaacgagetccaaaaggataagatggcagaagectatagegagattggtatgaaag
gggaacgcagaagaggeaaaggecacgacggactgtaccagggactcageaccgecace

aaggacacctatgacgctcttcacatgcaggecctgecgectegg

malpvtalllplalllhaarpdvvmtqspdslavslgeratinckssqslldsdgktylnwlq
qkpgqppkrlislvskldsgvpdrfsgsgsgtdftltisslqacdvavyycwqgthfpgtfe
getkveikgggosgooosgooosooooseiqlvgsgaevkkpgatvkisckgsgfied
yvihwvqqapgkglewmgridpendetkygpifqgrvtitadtstntvymelsslrsed
tavyycafrggvywgqgttvtvsstttpaprpptpaptiasqplslrpeacrpaaggavhtrg
ldfacdiyiwaplagtcgvllislvitlyckrgrkkllyifkqpfmrpvqttqeedgescripe
eeeggcelrvkfsrsadapaykqgqnglynelnlgrreeydvldkrrgrdpemggkprrk
npqeglynelgkdkmacayseigmkgerrrgkghdglyqglstatkdtydalhmgalpp

r
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dominio scFv de | 51

CARS3 nt
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Soluble - nt

scFv |52
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eiqlvgsgaevkkpgeslrisckgsgfniedyyihwvrqgmpgkglewmgridpendetk
ygpifqghvtisadtsintvylqwsslkasdtamyycafrggvywgqgttvtvssggggsg
gggsggggsggegsdvvmtqsplslpvtlggpasisckssqgslldsdgktylnwlqqrpg
gsprrlislvskldsgvpdrfsgsgsgtdftlkisrveaedvgvyycwqgthfpgtfggetkv
eik

gagattcagctggtccaaageggegeagaagtgaaaaagecaggggaatcgtigegeatea
getgtaaaggticcggcttcaacatcgaggactattacatccattgggtgcggeagatgecag
gaaaggggctggaatggatgooacggattgacccggagaacgacgaaaccaagtacggac
cgatctttcaaggacacgtgactatctcecgecgacaccageatcaatacggtgtacetecaatg
gtectcactcaaggectcggataccgegatgtactactgegegticagaggaggcegtctactg
gggacaagggactactgtgactgtctcatcaggaggtggaggaageggaggaggtgactcg
ggcggaggtggatcgggaggaggaggotccgatgteggtgatgacccagtecccactgtege
tcceggtgaccectcggacagectgetageatctecgtgcaaatectegeaateectgetggacte
ggacggaaaaacgtacctcaattggctgecageagegecctggecagageccgagaaggcett
atctcgetggtgtcaaagetggatageggtgteccecgaceggttcageggetcagggtcagg
aaccgatttcaccttgaagatcteccgegtggaagecgaagatgtcggagtetactactgetgg
cagggtactcacttcccggggacctttggtogcggcactaaggtegagattaag
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atggcccteectgtecaccgecctgetgettecgetggetettetgetccacgeegeteggececg
agattcagctggtccaaageggcegceagaagtgaaaaagecaggggaatcgttgegeatcag
ctgtaaaggttccggcttcaacatcgaggactattacatccattgggtgcggeagatgecagga
aagggoctggaatggatgggacggattgacccggagaacgacgaaaccaagtacggaccg
atctttcaaggacacgtgactatctccgecgacaccagcatcaatacggtgtacctccaatggt
cctcactcaaggecteggataccgegatgtactactgegegttcagaggaggegtetactggg
gacaagggactactgtgactgtctcatcaggaggtggaggaageggaggaggtegcteggg
cggaggtogatcgggagoagoagootccgatgtggtgatgacccagtececactgtegete
ceggtgacccteggacagectgetageatetegtgeaaatectegeaateectgetggacteg
gacggaaaaacgtacctcaattggetgcageagegecctggecagageccgagaaggctta
tetegetggtgtcaaagetggatageggtgteccegaccggttcageggcetcagggtcagga
accgatttcaccttgaagatctccecgegtggaagecgaagatgteggagtctactactgetgge
agggtactcacttcceggggacctttggtggeggcactaaggtcgagattaagggctcacace

atcatcaccatcaccaccac

malpvtalllplalllhaarpeiqlvgsgaevkkpgeslrisckgsgfniedyyihwvrqmp

gkglewmgridpendetkygpifqghvtisadtsintvylqwsslkasdtamyycafrgg

vywgqgttvtvssgggesgggosgooosoooosdvvmtgsplslpvtlggpasisckss
gslldsdgktylnwlqqrpgqsprrlislvskldsgvpdrfsgsgsgtdftlkisrveacdvgv

yycwqgthfpgtfgggtkveikgshhhhhhhh
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atggcccteectgtcaccgecctgetgettecegetggetcttetgeteccacgecgeteggeeeg
aaatccagctggtgcaaagceggagecgaggtgaagaageccggagaatcectgegeatete
gtgtaagggottccggctttaacatcgaggattactacatccactgggtgagacagatgecggg
caaaggtctggaatggatggoccgeatcgacccggagaacgacgaaaccaaatacggace
aatcttccaaggacatgtgactatttccgeggatacctccatcaacactgtetacttgecagtgga
getegetcaaggegteggatacegecatgtactactgegeattcagaggaggtetgtactgeg
gecagggceactacggtcacegtgtectegggaggtggaggetcaggaggcggaggctegg
geggtggagoatcaggcggaggaggaagegatgtggtcatgactcaatccccactgteact
gectgtcactetggggcaaccggcttecatetcatgecaagtcaagecaategetgctegactee

gacggaaaaacctacctcaattggcttcagcagegeccaggecagtegectcggaggctgat

ctcactcgtgtcgaagettgactccggggtgccggateggtitageggaageggategggga
ccgacttcacgttgaagattagccgggtggaagecgaggacgtgggagtctattactgetgge
aggggacccacttcccggggactttcggaggaggcaccaaagtcgagattaagaccactac
cccageaccgaggecacccaccccggcetectaccategecteccagectetgtecctgegte
cggaggcatgtagacccgeagetggtggggccgtgeatacceggggtettgacttcgectge
gatatctacatttgggcccctetggetggtacttgeggggtectgetgetttcactegtgateact
ctttactgtaagegeggtcggaagaagetgetgtacatetttaagecaacccettcatgaggectgt
gcagactactcaagaggaggacggctgttcatgccggttcccagaggaggaggaaggocge
ctgegaactgegegtgaaattcagecgeagegeagatgetecagectacaagcaggggcag
aaccagctctacaacgaactcaatcttggtcggagagaggagtacgacgtgctggacaageg
gagaggacgggacccagaaatgggcgggaagecgegeagaaagaatceccaagagggee
ctgtacaacgagctccaaaaggataagatggcagaagcctatagecgagattggtatgaaagg
ggaacgcagaagaggcaaaggccacgacggactgtaccagggactcageaccgecacca

aggacacctatgacgctcttcacatgcaggecctgecgectegg

72



CAR 4

dominio scFv de | 56

CAR4

dominio scFv de |57

CAR4 nt

CAR4 -
Soluble - nt

scFv |58

ES 2760 023 T3

malpvtalllplalllhaarpeiqlvgsgaevkkpgeslrisckgsgfniedyyihwvrgmp
gkglewmgridpendetkygpifgghvtisadtsintvylgwsslkasdtamyycafrg

gvywgqgttvtvssggggsgeggsggggsggggsdvvmtgsplslpvtlggpasiscks
sqslldsdgktylnwlqqrpgqgsprrlislvskldsgvpdrfsgsgsgtdftlkisrveaedv
gvyycwggthfpgtfegotkveiktttpaprpptpaptiasqplslrpeacrpaaggavhtr
gldfacdiyiwaplagtcgvllislvitlyckrgrkkllyifkqpfmrpvqttqeedgescrfp
eeeeggeelrvkfsrsadapaykqgqnglynelnlgrreeydvldkrrgrdpemggkprr
knpqgeglynelgkdkmacayseigmkgerrrgkghdglyqglstatkdtydalhmgalp

pr

dvvmtgsplslpvtlggpasisckssgslldsdgktylnwlqqrpgqgsprrlislvskldsgy
pdrfsgsgsgtdftlkisrveacdvgvyycwqgthfpgtfgggtkveikggggsggggsg

gggsgggeseiqlvgsgaevkkpgeslrisckgsgfiedyyihwvrqmpgkglewmg
ridpendetkygpifqghvtisadtsintvylqwsslkasdtamyycafrggvywgqgttv

tvss

gacgtegtcatgacccagageccgetgtecactgectgtgacectgggecagecggegtecat
tagctgcaaatcctcgcaateccctgetcgactcagacggaaaaacgtacttgaactggetccaa
cagegecctgggcaatccccaaggeggcttatetcactegtcageaagetegatageggtgte
ccagacagattttcgggctcgggatcgggcactgatttcactctgaagatctcgegggtggaa
gccgaggatgtgggagtatactattgctggcagggcactcactticccegggacgtttggcgg
aggaactaaggtcgagatcaaaggaggaggtggatcaggeggaggtgggageggaggag
gaggaagcggtgotggageticcgaaatccagetggtgcaatcaggagecgaggtgaaga
agccgggagaatccctgegeatctegtgeaagggctegggcticaacatcgaggattactac
atccactgggtgcggcagatgecgggaaaggggttggaatggatgggacgeattgacecegg
aaaatgatgaaaccaaatacgggccaatcttccaaggccacgtgaccattagegetgacactt
ccatcaacaccgtgtaccttcagtggtcctcactgaaggegtcggacactgccatgtactactg
tgcattcagaggaggggtctactggggacagggcaccaccgtgaccgtgagetee
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CAR4 - scFv |59

Soluble - aa

CAR4
Completo - nt

60

ES 2760 023 T3

atggcccteectgtcaccgecctgetgcettcegetggcetcettetgetccacgecgeteggeceg
acgtcgtcatgacccagageccgetgtcactgectgtgaccetgggecagecggegtecatta
gctgcaaatcctegeaateectgetcgactcagacggaaaaacgtacttgaactggetccaac
agcgecctgggceaatccccaaggeggcttatetcactegtcageaagetcgatageggtgtee
cagacagattttcgggctcgggatcgggcactgatttcactctgaagatctcgegggtggaag
ccgaggatgtgggagtgtactattgetggeagggeacteacttcececegggacgtttggegga
ggaactaaggtcgagatcaaaggaggaggtggatcaggeggaggtgggageggaggagg
aggaagcggtggtggaggticcgaaatccagetggtgcaatcaggagecgaggtgaagaa
geegggagaateectgegeatetegtgcaagggctegggcticaacatcgaggattactacat
ccactgggtgcggcagatgeccgggaaaggggttggaatggatggoacgcattgacececgga
aaatgatgaaaccaaatacgggccaatcttccaaggccacgtgaccattagegetgacacttc
catcaacaccgtgtaccttcagtggtcctcactgaaggegtcggacactgecatgtactactgt
gcattcagaggaggggtctactggggacagggcaccaccgtgaccgtgagetceggetege

atcaccatcatcaccaccatcac

malpvtalllplalllhaarpdvvmtqsplslpvtlggpasisckssqslidsdgktylnwlqq

rpggsprrlislvskldsgvpdrfsgsgsgtdfilkisrveacdvgvyycwqgthfpgtfggg

tkveikggggsggggsggegsgegeseiqlvgsgaevkkpgeslrisckgsgfniedyyi
hwvrqmpgkglewmgridpendetkygpifqghvtisadtsintvylqwsslkasdtam

yycafrggvywgqgttvtvssgshhhhhhhh

74



CAR4
Completo - aa

CARS5

61

ES 2760 023 T3

atggcccteectgtcaccgeectgetgcettcegetggcetettetgeteccacgecgeteggececg
acgtcgtcatgacccaatcecctetetcectgecggteaccctgggtcagecggegtegatete
atgcaaaagctcacagtccctgetggatticggacggaaaaacctacttgaactggetecaaca
gaggccgggtcagtccectegeagactgatetegetggtgagcaagetegactegggtgtee
cggatcggttctccgggtcaggatcgggcaccgactttacgetcaagatticgagagtggagy
ccgaggatgtgggagtotactattgetggcagggcacgceatttcccegggacctttggagace
gggactaaggtggaaatcaagggaggtggeggatcaggeggaggaggrageggeggag
gtggatcaggaggcggagggtcagagatccagetggtccaaageggageagaggtgaaga
agccaggcegagtcccttcgeatttcgtgcaaagggageggcttcaacattgaagattactacat
ccactgggtocggcaaatgccaggaaaggotetggaatgoatgooacggatcgacccaga
aaatgatgaaactaagtacggaccgatcticcaaggacacgtcactatctccgeggacactte
gatcaacaccgtgtacctccagtggagceagettgaaagectccgacaccgetatgtactactgt
gecttecgeggaggagtetactggggacaggggactactgtgacegtgtegtecaccactac
cccageaccgaggecacccaccecggetectaccatecgecteccagectetgtecctgegte
cggaggcatgtagaccegeagetggtgggoccgtgcatacceggggtettgacttegectge
gatatctacatttgggcccctetggetggtacttgeggggtectgetgetttcactegtgatcact
ctttactgtaagcgeggtcggaagaagcetgctgtacatetttaagcaacccttcatgaggcctgt
gcagactactcaagaggaggacggctgttcatgeeggttcccagaggaggaggaaggcgg
ctgcgaactgegegtgaaattcagecgeagegeagatgeteccagectacaagecaggggeag
aaccagctctacaacgaactcaatcttggtcggagagagoagtacgacgtgctggacaageg
gagaggacgggacccagaaatgggegggaagecgegeagaaagaatccccaagaggge
ctgtacaacgagctccaaaaggataagatggcagaagectatagegagattggtatgaaagg
ggaacgcagaagaggcaaaggccacgacggactgtaccagggactcageaccgecacca

aggacacctatgacgctcttcacatgcaggecectgecgectegg

malpvtalllplalllhaarpdvvmtgsplslpvtlgqpasisckssgqslldsdgktylnwlq
qrpggsprrlislvskldsgvpdrisgsgsgtdftlkisrveaedvgvyycwaqgthfpgtfe
ggtkveikgggosggogsggoosgogoseiqlvqsgaevkkpgeslrisckgsgtniedy
yihwvrqmpgkglewmgridpendetkygpifqghvtisadtsintvylqwsslkasd
tamyycafrggvywgqgttvtvsstttpaprpptpaptiasqplslrpeacrpaaggavhtr
gldfacdiyiwaplagtcgvlllslvitlyckrgrkkllyifkqpfmrpvqttqeedgescrfp
eceeggeelrvkfsrsadapaykqgqnglynelnlgrreeydvldkrrgrdpemggkprr

knpgeglynelqgkdkmaeayseigmkgerrrgkghdglyqglstatkdtydalhmgalp
pr
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dominio scFv de | 62
CAR5

dominio scFv de |63
CARS5 nt

CAR 5 - scFv |64
Soluble - nt

ES 2760 023 T3

eiqlvgsgaevkkpgatvkisckgsgfniedyyihwvqqapgkglewmgridpendet

kygpifqgrvtitadtstntvymelsslrsedtavyycafrggvywgqgttvtvssggggsg
gggsggeesggoosdvvmtgsplslpvtlgqpasisckssqslldsdgktylnwlqqrpg

gsprrlislvskldsgvpdrfsgsgsgtdftlkisrveacdvgvyycwqgthfpgtfggetkv
eik

gaaatccagetcgtgcagageggagecgaggtcaagaaaccgggtgctaccgtgaagattt
catgcaagggoatcggecttcaacatcgaggattactacatccactgggtgcagecaggcacca
ggaaaaggacttgaatggatggoccggatcgacccggaaaatgacgagactaagtacggee
ctatcttccaaggacgggtgacgatcaccgcagacactageaccaacaccgtctatatggaac
tetegtecctgaggteccgaagatactgecgtgtactactgtgegtttcgeggaggtgtgtactgg
ggacagggtaccaccgtcaccgtgtcatcgggeggtggaggctceggtggaggagggtca
ggaggcggtggaageggaggaggcggcagegacgtggteatgactcaategecgetgteg
ctgeecgtcactetgggacaaccegegtecatcagetgcaaatectcgeagtecactgettgact
ccgatggaaagacctacctcaactggetgecageaacgeccaggecaatccccaagacgect
gatctegttggtgtcaaagetggactcaggggteccggaccggticteccgggagegggtegg
gcacggatttcactctcaagatctccagagtggaagecgaggatgtgggagtcetactactgcet
ggcagggaacccatttccetggaacttttggcggaggaactaaggtcgagattaaa

atggcccteectgtecaccgecctgetgettecgetggetettetgetccacgeegeteggececg
aaatccagctcgtgcagageggagecgaggtcaagaaaccgggtgctaccgtgaagatttca
tgcaagggatcgggcettcaacatcgaggattactacatccactgggtgecageaggeaccagg
aaaaggacttgaatggatgggccggatcgacccggaaaatgacgagactaagtacggecct
atcttccaaggacgggtgacgatcaccgcagacactagecaccaacaccgtctatatggaactc
tegtecctgaggtccgaagatactgecgtgtactactgtgegtttcgeggaggtgtgtactggg
gacagggtaccaccgtcaccgtgtcatcgggeggtggaggctecggtggaggaggatcag
gaggcggtggaageggaggagecggcagegacgtggteatgactcaategecgetgtege
tgcecgtcactetgggacaacccgegtecatcagetgeaaatectegeagtcactgettgacte
cgatggaaagacctacctcaactggetgcagcaacgeccaggecaatccccaagacgectg
atctcgttggtgtcaaagetggactcaggggtegccggaccggtictcegggagegggteggg
cacggatttcactctcaagatctccagagtggaagecgaggatgtgggagtctactactgetg
gcagggaacccatttccctggaacttttggecggagoaactaaggtcgagattaaagggagce

accatcatcatcaccaccaccac
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CAR 5 - scFv |65

Soluble - aa

CAR5
Completo - nt

CAR5
Completo - aa

66

67

ES 2760 023 T3

malpvtalllplalllhaarpeiglvgsgaevkkpgatvkisckgsgfniedyyihwvqqap
gkglewmgridpendetkygpifqgrvtitadtstntvymelsslrsedtavyycafrggvy
wgqgttvtvssggggsggggsggegsgeggsdvvmtgsplslpvtlggpasisckssqsl
ldsdgktylnwlqqrpgqgsprrlislvskldsgvpdrfsgsgsgtdftlkisrveacdvgvyy
cwqgthfpgtfgggtkveikgshhhhhhhh

atggcccteectgtcaccgecctgetgettecgetggetettetgeteccacgeegeteggeeeg
aaatccagctcgtgecagageggagecgaggtcaagaaaccgggtgctaccgtgaagatttca
tgcaagggatcgggcttcaacatcgaggattactacatccactgggtgcagecaggeaccagg
aaaaggacttgaatggatgggccggatcgacccggaaaatgacgagactaagtacggecct
atcttccaaggacgggtgacgatcaccgcagacactagcaccaacaccgtctatatggaacte
tegtecctgaggtccgaagatactgecgtgtactactgtgegtttcgeggaggtgtgtactggg
gacagggtaccaccgtcaccgtgtcatcgggeggtggaggctecggtggaggaggatcag
gaggcggtggaageggaggaggcggcagegacgtggtcatgactcaatcgeegetgtege
tgccegteactetgggacaacccegegtecatcagetgcaaatectegeagteactgettgacte
cgatggaaagacctacctcaactggetgecageaacgeccaggecaatccccaagacgectg
atctegttggtgtcaaagetggactcaggggtgccggaceggtictcegggagegggteggg
cacggatttcactctcaagatctccagagtggaagecgaggatgtggoagtctactactgetg
gcagggaacccatttccctggaacttttggeggaggaactaaggtcgagattaaaaccactac
cccagceaccgaggcecacccaccceggetectaccatcgectececagectetgtecctgegte
cggaggcatgtagacccgeagetggtgggaccgtgcatacccggggtettgacttcgectge
gatatctacatttgggcccctetggetggtacttgeggggtectgetgctttcactegtgatcact
ctttactgtaagcgeggteggaagaagetgetgtacatctttaagecaacccttcatgaggectgt
gcagactactcaagaggaggacggctgttcatgecggticccagaggaggaggaaggcgg
ctgegaactgcgegtgaaattcagecgeagegeagatgeteccagectacaageaggggeag
aaccagctctacaacgaactcaatcttggtcggagagaggagtacgacgtgetggacaageg
gagaggacgggacccagaaatgggcgggaagecgegeagaaagaatecccaagagggc
ctgtacaacgagctccaaaaggataagatggcagaagcectatagegagattggtatgaaagg
ggaacgcagaagaggcaaaggecacgacggactgtaccagggactcageaccgecacca

aggacacctatgacgctcttcacatgcaggecctgecgectegg

77



CAR6

dominio scFv de | 68

CAR6

dominio scFv de | 69

CARS6 nt

CAR6 -
Soluble - nt

scFv |70

ES 2760 023 T3

malpvtalllplalllhaarpeiqlvgsgaevkkpgatvkisckgsgfniedyvihwvqqap
gkglewmgridpendetkygpifggrvtitadtstntvymelsslsedtavyycafrgg

vywgqgttvtvssggggsgggesgeggsggggsdvvmtqsplslpvtlggpasisckss
aslldsdgktyvlnwlqqrpggsprrlislvskldsgvpdrfsgsgsgtdftlkisrveacdvg

vyycwqgthfpgtfegotkveiktttpaprpptpaptiasqplslrpeacrpaaggavhtrg
ldfacdiyiwaplagtegvlllslvitlyckrgrkkllyifkqpfimrpvqttqeedgescripe
eceggcelrvkfsrsadapaykqgqnglynelnlgrreeydvldkrrgrdpemggkprrk
npqeglynelgkdkmaeayseigmkgerrrgkghdglyqglstatkdtydalhmqalpp

r

eiqlvgsgaevkkpgeslrisckgsgfniedyyihwvrqmpgkglewmgridpendetk
ygpifqghvtisadtsintvylqwsslkasdtamyycafrggvywgqgttvtvssggggsg
gggsgogasgooosdvvmtqspdslavsigeratinckssqslldsdgktylnwlqgkpg
qppkrlislvskldsgvpdrfsgsgsgtdftltisslqacdvavyycwqgthfpgtfegetkv
eik

gaaatccagetggtgcagtcaggegecgaggtcaagaagecgggagagtcgetgagaatct
cgtgcaagggcteggggticaacatcgaggactactacattcactgggtcaggcagatgecg

ggaaagggactggaatggatggoccggatcgacccagaaaatgacgaaaccaaatacggg
ccgatttttcaaggccacgtgactatcagegeagacacgageatcaacactgtctacctecagt
ggtectegettaaggecagegataccgetatgtactactgegeattcagaggegggotgatact

ggggacaaggaaccactgtgaccgtgageageggaggtggeggctegggaggaggtegy
agcggaggaggaggoticcggeggtegaggatcagatgtegtgatgacccagtececeggact
ccctegetgtcetcactgggcgagegegegaccatcaactgeaaatcgagecagtegetgttg

gactccgatggaaagacttatctgaattggctgcaacagaaaccaggacaacctcccaageg
gctcatctegettgtgtcaaaactcgattcgggagtgccagaccgetictcggggtecgggag

cggaactgactttactttgaccatttcctcactgcaageggaggatgtggcegtgtattactgttg
gcagggcacgcatttccctggaaccttcggtggcggaactaaggtggaaatcaag

78



CAR6 - scFv |71
Soluble - aa

ES 2760 023 T3

atggcccteectgtcaccgecctgetgettecgetggetcettetgetccacgecgeteggeceg
aaatccagctggtgcagtcaggegecgaggtcaagaagecgggagagtegetgagaatcete
gtgcaagggctcggggttcaacatcgaggactactacattcactgggtcaggcagatgecgg
gaaagggactggaatggatggoccggatcgacccagaaaatgacgaaaccaaatacggge
cgatttttcaaggccacgtgactatcagcgcagacacgagceatcaacactgtctacctccagtg
gtectegettaaggecagegataccgetatgtactactgegeattcagaggeggggtgtactg

gggacaaggaaccactgtgaccgtgageageggaggtggcgactcgggaggagotggoa
geggaggaggagoticcggeggtggaggatcagatgtegtgatgacccagtecccggacte
cctegetgtetcactgggegagegegegaccatcaactgeaaatcgagecagtegetgttgg

actccgatggaaagacttatctgaattggctgcaacagaaaccaggacaacctcccaagegg
ctcatctcgcettgtgtcaaaactcgattcgggagtgccagaccgcttetcggggtecgggage

ggaactgactttactttgaccatttcctcactgcaageggaggatgtggecgtgtattactgttgg
cagggcacgcatttccctggaaccttcggtggcggaactaaggtggaaatcaagggatcaca

ccaccatcatcaccatcaccaccat

malpvtalllplalllhaarpeiqlvgsgaevkkpgeslrisckgsgfniedyyihwvrgmp

gkglewmgridpendetkygpifqghvtisadtsintvylqwsslkasdtamyycafrgg

vywgqgttvtvssggggsggggsgooosoooosdvvmtqspdslavsigeratinckss
gslldsdgktylnwlqqkpgqgppkrlislvskldsgvpdrfsgsgsgtdftltisslqacdvav

yycwqgthfpgtfeggtkveikgshhhhhhhhh
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CAR6
Completo - nt

CAR6
Completo - aa

72

73

ES 2760 023 T3

atggcccteectgtecaccgecctgetgettececgetggetettetgetccacgecgeteggeceg
agattcagctegtgcaatcgggageggaagtcaagaagecaggagagtcettgeggatetea
tgcaagggtagcggctttaacatcgaggattactacatccactgggtgaggcagatgecggg
gaagggactcgaatggatgggacggatcgacccagaaaacgacgaaactaagtacggtee
gatcttccaaggecatgtgactattagegecgatacttcaatcaataccgtgtatetgeaatggte
ctcattgaaagectcagataccgegatgtactactgtgcetttcagaggaggggtetactgggga
cagggaactaccgtgactgtctegtceggeggaggegggtcaggaggtggcggcagegga
ggaggaggotccggceggaggtgogteccgacgtegtgatgacccagagecctgacagectg
gcagtgagectgggcgaaagagctaccattaactgeaaatcgtegeagagectgetggacte
ggacggaaaaacgtacctcaattggetgcagcaaaagectggecagecaccgaagegectt
atctcactggtgtcgaagctggattcgggagtgcccgategcettetceggetegggatcgggt
actgacttcaccctcactatctectegettcaagecagaggacgtggecgtetactactgetggea

gggaacccactttccgggaaccticggeggagggacgaaagtggagatcaagaccactace
ccageaccgaggecacccaccecggetectaccatcgecteccagectetgtecctgegtee
ggaggcatgtagacccgeagetggtggggccgtgcatacccggggtettgacttecgectgeg
atatctacatttgggcccctetggetggtacttgeggggtectgetgctttcactegtgatcactet
ttactgtaagcgeggtcggaagaagetgetgtacatctttaagcaacccttcatgaggectgtg
cagactactcaagaggaggacggctgttcatgecggttcccagaggaggaggaaggeggct
gcgaactgcgegtgaaattcagecgeagegeagatgetecagectacaagcaggggcaga
accagctctacaacgaactcaatcttggtcggagagaggagtacgacgtgctggacaagegg
agaggacgggacccagaaatgggcgggaagecgegeagaaagaatceccaagagggect
gtacaacgagctccaaaaggataagatggcagaagcectatagegagattggtatgaaaggg
gaacgcagaagaggcaaaggccacgacggactgtaccagggactcageaccgecaccaa

ggacacctatgacgctcttcacatgcaggecectgecgectegg

malpvtalllplalllhaarpeiqlvgsgaevkkpgeslrisckgsgfniedyyihwvrgmp
gkglewmgridpendetkygpifgghvtisadtsintvylgwsslkasdtamyycafrg

gvywgqgttvtvssggggsgegggsgeggsgegosdvvmtqgspdslavslgeratincks
sqslldsdgktylnwlqqkpgqppkrlistvskldsgvpdrfsgsgsgtdftltisslqacdv

avyycwqgthfpgtfeggtkveiktttpaprpptpaptiasqplslrpeacrpaaggavhtr
gldfacdiyiwaplagtcgvlllslvitlyckrgrkkllyifkqpfmrpvqttqeedgescrip
eeceggeelrvkfsrsadapaykqgqnglynelnlgrreeydvldkrrgrdpemggkprr
kapgeglynelgkdkmacayseigmkgerrrgkghdglyqglstatkdtydalhmgalp
pr

80



CAR7

dominio scFvde 74

CAR7

dominio scFvde | 75

CAR7 nt

CAR7 -
Soluble - nt

scFv |76

ES 2760 023 T3

dvvmtgspdslavslgeratinckssqslldsdgktylnwlqgkpgqppkrlislvskldsg
vpdrfsgsgsgtdftitisslqacdvavyycwqgthfpgtfeggtkveikggggsgoogose
ggesggooseiqlvgsgaevkkpgeslrisckgsgfhiedyyihwvrqmpgkglewmg
ridpendetkygpifqghvtisadtsintvylqwsslkasdtamyycafrggvywgqgtty

tvss

gacgtggtgatgacccaatcgecagattcectggeagtgtecctgggegaacgegecactatt
aactgcaaatcgtcacagtccttgcttgattccgacggaaagacctacctcaattggctccage

agaagccaggacaaccgccaaagagactgatctcectggtgtcaaagetggactcgggagt

gectgatcggttctegggtagegggageggcaccgacttcactetgaccatetegtcacteca

ggctgaggacgtggccgtgtattactgttggcagggtactcactttcecgggceactttcggagge
ggcaccaaggtggagattaaaggaggaggeggaageggaggtggaggatcgggaggtgg
tgggageggcggaggagggagegagatccagetegtecaatcgggageggaagtgaaga
agcccggagagtcacttagaatctcatgecaaggggtegggettcaacatcgaggattactaca
tccattgggtccgecagatgectggtaaaggactggaatggatggggaggattgacccggaa
aacgacgaaactaagtacggaccgatctttcaagggcacgtgactatctccgetgatacctca

atcaatactgtctacctccagtggtcctegetgaaageaagegacaccgegatgtactactgeg

ccttccggggaggagtgtactggggccaaggeaccacggtcacggtcagetee
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CAR7 - scFv |77
Soluble - aa

ES 2760 023 T3

atggcccteectgtcaccgecctgetgcettcegetggetetictgetccacgecgeteggeccg
acgtggtgatgacccaatcgecagattccctggecagtgteectgggegaacgegecactatta
actgcaaatcgtcacagtccttgcettgattccgacggaaagacctacctcaattggeteccagea
gaagccaggacaaccgccaaagagactgatctccctggtgtcaaagetggactcgggagte
cctgateggttctcgggtagegggageggcaccgacttcactetgaccatetegtcactccag
gctgaggacgtggccgtgtattactgttggeagggtactcactticcgggeactttcggaggeg
geaccaaggtggagattaaaggaggaggcggaageggaggtggaggatcgggaggtggt
gggageggcggaggagggagegagatecagetegtccaatcgggageggaagtgaagaa
geccggagagtcacttagaatctcatgcaaggggtegggocttcaacatcgaggattactacat
ccattgggtcecgecagatgectggtaaaggactggaatggatggggaggattgacccggaa
aacgacgaaactaagtacggaccgatctttcaagggcacgtgactatctccgetgataccteca
atcaatactgtctacctccagtggtectcgetgaaagcaagegacaccgegatgtactactgeg
ccttccggggaggagtgtactggggccaaggeaccacggtcacggteageteceggetecca

tcaccaccaccatcaccatcatcac

malpvtalllplalllhaarpdvvmtqspdslavsigeratinckssgslldsdgktylnwlqq
kpgqppkrlislvskldsgvpdrfsgsgsgtdfiltisslqacdvavyycwqgthfpgtfeggg

tkveikggggsggggsggegsgeggseiqlvgsgaevkkpgeslrisckgsgfniedyyi
hwvrqmpgkglewmgridpendetkygpifqghvtisadtsintvylqwsslkasdtam

yycafrggvywgqgttvtvssgshhhhhhhhh
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CAR7
Completo - nt

CAR7
Completo - aa

78

79

ES 2760 023 T3

atggccctecctgteaccgecctgetgetteecgetggcetettetgetccacgeegeteggeceg
acgtggtgatgactcagtecgectgactegetggetgtgteecttggagagegggccactatca

attgcaagtcatcccagtcgetgetggattccgacgggaaaacctacctcaattggetgeagea
aaaaccgggacagcctccaaageggctcatcagectggtgtecaagttggacageggegtg
ccagaccgcttetceggticgggaageggtactgatttcacgetgaccatctcatcectccaag
cggaggatgtggcagtctactactgttggcagggcacgceattttccgggcactttitggaggag
ggaccaaggtcgaaatcaagggaggaggtggetcgggeggaggaggctcgggaggagg
aggatcaggaggcggtggaagcegagaticaactggtccagageggegeagaagtcaagaa
geegggtgaategetcagaatetegtgeaaaggategggattcaacatcgaggactactacat
tcactgggtcagacaaatgecgggcaaagggetggaatggatggggaggatcgaccecga
aaacgatgaaaccaagtacggaccaatcttccaagggcacgtgaccatttcggeggacacct
caatcaacactgtgtacctccagtggagctcacttaaggccagegataccgecatgtactattg
cgcetttcegeggaggggtgtactggggacagggcactactgtgaccgtgteatccaccactac
cccageaccgaggcecacccaccccggetectaccatecgecteecagectetgteectgegte
cggaggcatgtagacccgeagetggtgggaccgtgcatacccggggtettgacttcgeetge
gatatctacatttgggcccctetggetggtacttgeggggtectgetgctttcactcgtgatcact
ctttactgtaagcgeggteggaagaagetgcetgtacatctttaageaacccttecatgaggectgt
gcagactactcaagaggaggacggctgttcatgecggttcccagaggaggaggaaggcgg
ctgcgaactgegegtgaaattcagecgeagegeagatgetccagectacaageaggggceag
aaccagctctacaacgaactcaatcttggtcggagagaggagtacgacgtgetggacaageg
gagaggacgggacccagaaatgggcgggaagecgegeagaaagaatccccaagagggc
ctgtacaacgagctccaaaaggataagatggcagaagectatagegagattggtatgaaagg
ggaacgcagaagaggcaaaggccacgacggactgtaccagggactcagecaccgecacca

aggacacctatgacgctcttcacatgcaggecctgeegectegg

malpvtalllplalllhaarpdvvmtgspdslavslgeratinckssqslldsdgktylnwlq
qkpgappkrlislvskldsgvpdrfsgsgsgtdftitisslqacdvavyycwaqgthfpgtfs

ggtkveikggggsggggsgooosgogoseiqlvgsgaevkkpgeslrisckgsgfniedy
yihwvrgmpgkglewmgridpendetkygpifqghvtisadtsintvylqwsslkasd

tamyycafrggvywgqgttvtvsstttpaprpptpaptiasqplslrpeacrpaaggavhtr
gldfacdiyiwaplagtcgvllislvitlyckrgrkkllyifkqpfmrpvqttqeedgescrfp
eeeeggceelrvkfsrsadapaykqgqnglynelnlgrreeydvldkrrgrdpemggkprr
knpqgeglynelgkdkmacayseigmkgerrrgkghdglyqglstatkdtydalhmqalp
pr
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CAR S8

dominio scFv de |80
CAR8

dominio scFv de | 81
CARS8 nt

ES 2760 023 T3

dvvmtgsplslpvtlggpasisckssqslldsdgktylnwlqqrpgqsprrlislvskldsgv
pdrfsgsgsgtdftlkisrveaedvgvyycwqgthfpgtfggetkveikgggosggoesg
gggsgeggaseiqlvgsgaevkkpgatvkisckgsgfniedyyihwvqqapgkglewm
gridpendetkygpifqgrvtitadtstntvymelsslrsedtavyycafrggvywgqgttvt

VSS

gatgtgotcatgacgcagtcaccactgtcecctecceegtgacccttggacagecagegtegatt

agctgcaagtcatcccaatcectgetegattcggatggaaagacctatetcaactggetgeage
aaagacccggtcagagccctaggagactcatctegttggtgtcaaagetggacageggagte
ccggaccggtittccggticgggatcggggacggacttcactctgaagatttcacgggtggaa
gctgaggatgtgogagtotactactgetggcagggaacccatttccctggeacttttggegga

ggaactaaggtcgaaatcaagggaggaggtggeicgggaggaggeggatcgggreggagy
cgggageggcggaggaggotecgaaatccaacttgtccagtcaggagecgaagtgaagaa
accgggagcecaccgtcaaaatcagetgtaagggatcgggaticaatatcgaggactactacat
ccactgggtgcagcaagetccgggceaaaggactggagtggatggagcgcatecgacccaga
gaacgacgaaaccaaatacggcccgatcttccaagggegggtgaccatcaccgeggacac

ctcaactaacactgtgtacatggagctgagcetccctgegetccgaagatactgeagtetactact

gegecttecgeggtggtgtgtactggggacagggcaccactgtgactgtcageteg
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CAR8 - scFv |82
Soluble - nt

CAR8 - scFv |83
Soluble - aa

ES 2760 023 T3

atggccctecctgtcaccgecctgetgcetteegetggetettetgetccacgeegeteggeeceg
atgtggtcatgacgcagtcaccactgtcecteceegtgacccettggacagecagegtegatta

gctgcaagtcatcccaatcectgetegattcggatggaaagacctatctcaactggetgcagea
aagacccggtcagagccctaggagactcatctegttggtgtcaaagetggacageggagtge
cggaccggttttceggttcgggateggggacggacttcactctgaagatttcacgggtggaag
ctgaggatgtgggagtotactactgetggcagggaacccatttcectggeacttttggcggag

gaactaaggtcgaaatcaagggaggaggetggctcgggaggagocggatcggecggaggc
gggageggcggaggagggtccgaaatccaacttgtccagtcaggagecgaagtgaagaaa
ccgggagecaccgtcaaaatcagetgtaagggatcgggaticaatatcgaggactactacate
cactgggtgcagcaagcetccgggcaaaggactggagtggatggoocgcatcgacccagag
aacgacgaaaccaaatacggcccgatcttccaagggcgggtgaccatcaccgeggacacct

caactaacactgtgtacatggagctgagctccctgegetecgaagatactgeagtctactactg

cgeettecgeggtggtetotactggggacaggecaccactgtgactgtecageteggggeteee

accatcatcaccaccaccatcac

malpvtalllplalllhaarpdvvmtqgsplslpvtlgqpasisckssqgslldsdgktylnwlqq

rpggsprrlislvskldsgvpdrisgsgsgtdftlkisrveaedvgvyyewqgthfpgtfege

tkveikggggsggogsgooosgoopsciqlvgsgacvkkpgatvkisckgsgfiedyyi
hwvqqapgkglewmgridpendetkygpifqgrvtitadtstntvymelsslrsedtavy

ycafrggvywgqgttvtvssgshhhhhhhh

85



CAR8
Completo - nt

CAR8
Completo - aa

-84

-85

ES 2760 023 T3

atggccctecctgtcaccgecctgetgetteegetggetettetgetccacgeegeteggeeceg
atgtggtcatgacgcagtcaccactgtcccteceegtgacccttggacagecagegtegatta

gctgcaagtcatcccaatcectgetegaticggatggaaagacctatctcaactggetgeagea
aagacccggtcagagcecctaggagactcatctegttggtgtcaaagetggacageggagtgce
cggaccggttttceggticgggatcggggacggacttcactctgaagatttcacgggtggaag
ctgaggatgtgggagtgtactactgctggcagggaacceatttcectggeacttttggeggag

gaactaaggicgaaatcaagggaggaggtggetcgggaggaggeggalcgggcggaggc
gggagcggcggaggagggtccgaaatccaacttgtccagtcaggagecgaagtgaagaaa
ccgggagecaccgtcaaaatcagetgtaagggatcgggattcaatatcgaggactactacate
cactgggtgcagcaagcetccgggceaaaggactggagtggatggoocgcatcgacccagag
aacgacgaaaccaaatacggcccgatcttccaagggcgggtgaccatcaccgeggacacct
caactaacactgtgtacatggagctgagetcectgegetccgaagatactgcagtctactactg
cgectteccgeggtggtgtgtactggggacagggceaccactgtgactgtcagetcgaccactac
cceageaccgaggecacceaccceggetectaccatcgecteccagectetgteectgegte

cggaggcatgtagacccgeagetggtgggaccgtgcatacceggggtcttgacttcgectge
gatatctacatttgggceccctetggetggtacttgeggggtectgetgctticactcgtgatcact

ctttactgtaagcegeggteggaagaagetgcetgtacatetttaageaacccttcatgaggectgt
gcagactactcaagaggaggacggcetgttcatgecggticccagaggaggaggaaggcgg

ctgegaactgegegtgaaattcagecgeagegceagatgetccagectacaagcaggggeag
aaccagctctacaacgaactcaatcttggtcggagagaggagtacgacgtgctggacaageg

gagaggacgggacccagaaatgggegggaagecgegeagaaagaatccccaagagggec
ctgtacaacgagctccaaaaggataagatggcagaagectatagegagattggtatgaaagg

ggaacgcagaagaggcaaaggecacgacggactgtaccagggactcageacegecaccea

aggacacctatgacgctcttcacatgecaggecctgecgectegg

malpvtalllplalllhaarpdvvmtgsplslpvtlggpasisckssqslldsdgktvinwlq
qrpggsprrlislvskldsgvpdrfsgsgsgtdftlkisrveacdvgvyycwagthfpgtfe

gatkveikggggsggoosgoogsgooaseiqlvgsgaecvkkpgatvkisckgsgfied
yyihwvqgapgkglewmgridpendetkygpifqgrvtitadtstntvymelsslrsed
tavyycafrggvywgqgttvtvsstttpaprpptpaptiasqplslrpeacrpaaggavhtrg
ldfacdiyiwaplagtcgvlllslvitlyckrgrkkllyifkgpfmrpvqttqeedgescripe
eceggcelrvkfsrsadapaykqgqnglynelnlgrreeydvldkrrgrdpemggkprrk
npqeglynelgkdkmacayseigmkgerrrgkghdglyqglstatkdtydalhmqalpp

r
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CAR9

dominio scFv de |86
CAR9

dominio scFv de |98
CAR9 nt

ES 2760 023 T3

Clon 3C10 anti-EGFRvlII de raton

ciqlqqsgaelvkpgasvklsctgsgtniedyyihwvkqrteqglewigridpendetkyg
pifqgratitadtssntvylqlssltsedtavyycafrggvywgpgttltvssggggsgegegsg
gggshmdvvmtgspltlsvaigqsasisckssqslldsdgktylnwllqrpgqspkrlislv
skldsgvpdrftgsgsgtdftlrisrveaedlgiyycwqgthfpgtfoggtkleik

gagatccagctccaacagageggagecgaactggtcaaaccgggagegteggtgaagttgt
catgcactggatcgggcttcaacatcgaggattactacatccactgggtcaagcaacgeaccg
agcagggoctggaatggatcggacggatcgaccccgaaaacgatgaaaccaagtacgggc
ctatcttccaaggacgggccaccattacggetgacacgtcaageaataccgtctacctecaget
ttccagectgacctccgaggacactgecgtgtactactgegecttcagaggaggegtgtactg
gggaccaggaaccactttgaccgtgtccageggaggeggtggatcaggaggaggaggcte

aggcggtggcggctegcacatggacgtggtcatgactcagtececgetgacectgteggtegg
caattggacagagcgcatccatctcgtgcaagagcetcacagtcgetgetggattccgacggaa

agacttatctgaactggctgcetccaaagaccagggcaatcaccgaaacgecttatctcectggt
gtcgaaactcgactcgggtgtgeccggateggtitaccggtagegggteccggeacggacttca
ctetccgceatttcgagggtggaageggaggatetcgggatctactactgttggcagggaacce
acttccctgggacttttggaggcggaactaagetggaaatcaag

87



CAR9 - scFv |87
Soluble - nt

CAR9 - scFv 88
Soluble - aa

ES 2760 023 T3

atggccctecctgtcaccgecctgetgettccgetggetcttetgeteccacgecgeteggecceg
agatccagctccaacagageggagecgaactggtcaaaccgggagegteggtgaagttgte
atgcactggatcgggcttcaacatcgaggattactacatccactgggtcaagcaacgecaccga
gecagggoctggaatggatcggacggatcgaccccgaaaacgatgaaaccaagtacgggcc
tatcttccaaggacgggcecaccattacggcetgacacgtcaagcaataccgtctacctccagett
tccagectgacctccgaggacactgecgtgtactactgegecttcagaggaggegtgtactgg
ggaccaggaaccactttgaccgtgtccageggaggeggtggatcaggaggaggaggctca

ggcggtggcggctecgeacatggacgtggteatgactcagtecceegetgaceetgteggtgge
aattggacagagcgcatccatctcgtgcaagagetcacagtcgetgetggattccgacggaaa

gacttatctgaactggctgctccaaagaccagggcaatcaccgaaacgccttatctceetggtg
tcgaaactcgactcgggtgtgccggateggtttaccggtagegggtecggeacggacttcact
ctecgceatttcgagggtggaageggaggatctcgggatetactactgttggcagggaaccca

cttcectgggacttttggaggcggaactaagetggaaatcaagggtagecatcaccatcacca

ccaccatcat

malpvtalllplalllhaarpeiqlqqsgaelvkpgasvklsctgsgfniedyyihwvkqrte

qglewigridpendetkygpifqgratitadtssntvylqlssltsedtavyycafrggvywg
pettltvssggggsggggsggooshmdvvmtgspltisvaiggsasisckssqslldsdgkt
ylnwllqrpgqspkrlislvskldsgvpdrftgsgsgtdftlrisrveaedlgiyycwqgthfp
gtfgggtkleikgshhhhhhhh
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CAR 9
Completo - nt

CAR 9
Completo - aa

-89

-190

ES 2760 023 T3

atggcccteectgtecaccgecctgetgettecgetggetettetgetccacgeegeteggececg
agatccagctccaacagageggagecgaactggtcaaaccgggagegteggtgaagttgte
atgcactggatcgggcttcaacatcgaggattactacatccactgggtcaagcaacgeaccga
gecaggggctggaatggatcggacggatcgaccccgaaaacgatgaaaccaagtacgggce
tatcttccaaggacgggccaccattacggetgacacgtcaagcaataccgtctacctccagett
tccagectgacctecegaggacactgecgtgtactactgegecttcagaggaggegtgtactgg
ggaccaggaaccactttgaccgtgtccageggaggeggtggatcaggaggaggaggctca

ggcggtggcggctecgeacatggacgtggteatgactcagtecceegetgaccetgteggtgge
aattggacagagcgcatccatctcgtgecaagagcetcacagtcgetgetggattccgacggaaa

gacttatctgaactggctgetccaaagaccagggcaatcaccgaaacgcecttatctcectggtg
tcgaaactcgactegggtgtgccggatcggtttaccggtagegggtecggeacggacttcact
ctcecgceatttcgagggtggaageggaggatctcgggatetactactgttggcagggaaccea
cttcectgggacttttggaggcggaactaagetggaaatcaagaccactaccccageaccga
ggccacccaccecggetectaccatecgecteccagectetgtecctgegteceggaggcatgta

gacccgeagetggtggggccgtgcatacceggggtettgacttcgectgegatatctacatttg

ggcccctetggetggtacttgeggggtectgetgcetttcactecgtgatcactetttactgtaageg
cggtcggaagaagetgctgtacatctttaagcaacccttcatgaggectgtgcagactactcaa
gaggaggacggctgttcatgecggttcccagaggaggaggaaggeggctgecgaactgege
gtgaaattcagccgcagegeagatgetccagectacaagcaggggceagaaccagetctaca
acgaactcaatcttggtcggagagaggagtacgacgtgetggacaageggagaggacggg
acccagaaatgggcgggaagecgegeagaaagaatceecaagagggectgtacaacgag
ctccaaaaggataagatggcagaagectatagecgagattggtatgaaaggggaacgcagaa
gaggcaaaggccacgacggactgtaccagggactcageaccgecaccaaggacacctatg

acgctcttcacatgcaggecctgecgectegg

malpvtalllplalllhaarpeiqlqgsgacelvkpgasvklsctgsgfniedyyihwvkqrte

qglewigridpendetkygpifqgratitadtssntvylqlssitsedtavyycafrggvyw
gpgttltvssgggosgeoosgoooshmdvvmtqspltisvaigqsasisckssqgslldsdg
ktylnwllqrpgqspkrlislvskldsgvpdritgsgsgtdftlrisrveaedlgiyycwqgt

hipgtfgggtkleiktttpaprpptpaptiasqplsirpeacrpaaggavhtrgldfacdiyiw
aplagtcgvllislvitlyckrgrkkllyifkgpfmrpvqttqeedgescrfpeceeggeelrv

kfsrsadapaykqgqnqlynelnlgrreeydvldkrrgrdpemggkprrknpqeglynel
qgkdkmaeayseigmkgerrrgkghdglyqglstatkdtydalhmqalppr
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CAR10

dominio scFv de | 91
CAR10

dominio scFv de |92
CAR9 nt

CAR10 - scFv 93
Soluble - nt

ES 2760 023 T3

Clon 139 anti-EGFRuvlII

digmtgspsslsasvgdrvtitcrasqgirnnlawyqqkpgkapkrliyaasnlqsgvpsrft
gsgsgteftlivsslqpedfatyyclghhsypltsgggtkveikrtgstsgsgkpgsgegsev
qvlesggglvqpggsliriscaasgfifssyamswvrqapgkglewvsaisgsggstnyads
vkgrftisrdnskntlylgmnslracdtavyycagssgwseywgqgtlvtvss

gatatccaaatgactcagageccttcatccctgagegecagegteggagacagggtgaccat
cacgtgeccgggceatcccaaggcattagaaataacttggegtggtatcagcaaaaaccaggaa
aggccccgaagegectgatctacgeggectecaaccttcagtcaggagtgecctegegette

accgggageggtageggaactgagtttacecttatcgtgtegtecctgecagecagaggacttc
gcgacctactactgectccageatcactcgtaccegtigactticgggaggcggaaccaaggte
gaaatcaaacgcactggctcgacgtcagggtccggtaaaccgggatcgggagaaggatcg

gaagtccaagtgctggagageggaggcggactegtgcaacctggegggtegetgeggcte

agctgtgccgegtegggttttactttcagetecgtacgctatgteatgggtegcggcaggeteegg
gaaaggggctggaatgggtateccgetatttccggetcgggtggaageaccaattacgecgac
tcegtgaagggacgcettcaccatctcacgggataactccaagaatactetgtacctccagatga
actcgetgagagecgaggacaccgeagtgtactactgegeagggtcaageggetggtecga
atactggggacagggcaccctegtcactgtcagetee

atggccctecctgtcaccgecctgetgetteegetggetettctgeteccacgeegeteggeeeg
atatccaaatgactcagagcccttcatccctgagegecagegteggagacagggtgaccate
acgtgccgggcatcccaaggceattagaaataacttggegtggtatcagcaaaaaccaggaaa
ggccccgaagegectgatetacgeggectecaaccttecagtcaggagtgecctegegcettca
ccgggageggtageggaactgagtttacccttatcgtgtegtecctgeagecagaggactteg
cgacctactactgectccagceatcactcgtaccegttgacttcgggaggeggaaccaaggteg
aaatcaaacgcactggctcgacgtcagggteccggtaaaccgggatcgggagaaggatcgga
agtccaagtgctggagageggaggcggactegtgcaacctggegggtegetgeggcteag
ctgtgeegegtegggttttactttcagetegtacgetatgtcatgggtgcggeaggetecggga
aagggoctggaatgggtetccgetatttccggetecgggtggaageaccaattacgecgacte
cgtgaagggacgcttcaccatctcacgggataactccaagaatactctgtacctccagatgaa
ctcgetgagagecgaggacaccgeagtgtactactgegeagggtcaageggctggtecgaa

tactggggacagggcaccctcegtcactgtcageteccatcaccatcaccaccaccatcac
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CAR10 - scFv |94

Soluble - aa

CAR 10
Completo - nt

CAR 10
Completo - aa

-195

- 196

ES 2760 023 T3

malpvtalllplalllhaarpdigmtqgspsslsasvgdrvtitcrasqgirnnlawyqakpgk

apkrliyaasnlqsgvpsrftgsgsgteftlivsslqpedfatyyclghhsypltsgggtkveik
rtgstsgsgkpgsgegsevqvlesggglvgpggslriscaasgftfssyamswvrqapgkg
lewvsaisgsggstnyadsvkgrftisrdnskntlylgmnslracdtavyycagssgwsey
wgqgtlvtvsshhhhhhhh

atggcccteectgtcaccgecctgetgettcegetggetcttetgetccacgeegeteggeeeg
atatccaaatgactcagagcccttcatcectgagegecagegtecggagacagggtgaccate
acgtgccgggcatcccaaggcattagaaataacttggegtggtatcagcaaaaaccaggaaa
ggccccgaagegectgatctacgeggcectccaaccttcagtcaggagtgccctegegcettca
ccgggageggtageggaactgagtttacccttatcgtgtegtecctgecagecagaggactteg
cgacctactactgectccageatcactegtaccegttgacttcgggaggeggaaccaaggteg
aaatcaaacgcactggetecgacgtcagggteecggtaaaccgggategggagaaggatcgga
agtccaagtgctggagageggaggeggactegtgeaacctggegggtegetgeggceteag
ctgtgeegegtegggttttactttcagetegtacgetatgtcatgggtgcggcaggetecggga
aagggoctggaatgggtotcegetatttccggetegggtggaageaccaattacgecgacte

cgtgaagggacgcttcaccatctcacgggataactccaagaatactctgtacctccagatgaa
ctcgetgagagecgaggacaccgeagtgtactactgegeagggtcaageggetggtecgaa
tactggggacagggcaccctegtcactgtcagetccaccactacceccageaccgaggecac
ccaccecggetectaccategecteecagectetgtecetgegteeggaggceatgtagaceeg
cagctggtgggeccgtgcatacccggggtettgacticgectgegatatetacatttgggecce
tetggctggtacttgeggggtectgetgctttcactcgtgateactctttactgtaagegeggteg
gaagaagctgcetgtacatctttaagcaacccttcatgaggectgtgcagactactcaagagga
ggacggctgttcatgecggticccagaggaggaggaaggcggctgegaactgegegtgaa
attcagccgeagegceagatgetecagectacaageaggggcagaaccagcetctacaacgaa
ctcaatcttggtcggagagaggagtacgacgtgctggacaageggagaggacgggaccea
gaaatgggcgggaagecgegceagaaagaatccccaagagggcectgtacaacgagetccaa
aaggataagatggcagaagcctatagcgagattggtatgaaaggggaacgcagaagaggce
aaaggccacgacggactgtaccagggactcageaccgecaccaaggacacctatgacgete

ttcacatgcaggecctgecgectcgg
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malpvtalllplalllhaarpdigmtqspsslsasvgdrvtitcrasqgirnnlawyqqgkpgk
apkrliyaasnlqsgvpsrftgsgsgteftlivsslqpedfatyyclghhsypltsgggtkveik
rtgstsgsgkpgsgegsevqvlesggglvqpggslriscaasgftfssyamswvrqapgkg
lewvsaisgsggstnyadsvkgrtisrdnskntlylgmnslraedtavyycagssgwsey
wgqgtlvtvsstttpaprpptpaptiasqplslrpeacrpaaggavhtrgldfacdiyiwapla
gtegvllislvitlyckrgrkkllyifkqpfmrpvqttqeedgescrfpecceggeelrvkfsrs
adapaykqgqnglynelnlgrreeydvldkrrgrdpemggkprrknpqeglynelgkdk
maeayseigmkgerrrgkghdglyqglstatkdtydalhmqalppr

Los fragmentos de scFv de CAR se clonaron luego en vectores lentivirales para crear una construccion de CAR de longitud
completa en un unico marco de codificacion, y utilizando el promotor EF1 alfa para la expresion (SEQ ID NO: 97).

Promotor EF1 alfa

GTGAGGCTCCGGTGCCCGTCAGTGGGCAGAGCGCACATCGCCCACAGTCCCCGAG
AAGTTGGGGGGAGGGGTCGGCAATTGAACCGGTGCCTAGAGAAGGTGGCGCGGGG
TAAACTGGGAAAGTGATGTCGTGTACTGGCTCCGCCTTTTTCCCGAGGGTGGGGGA
GAACCGTATATAAGTGCAGTAGTCGCCGTGAACGTTCTTTTTCGCAACGGGTTTGC

CGCCAGAACACAGGTAAGTGCCGTGTGTGGTTCCCGCGGGCCTGGCCTCTTTACGG
GTTATGGCCCTTGCGTGCCTTGAATTACTTCCACCTGGCTGCAGTACGTGATTCTTG
ATCCCGAGCTTCGGGTTGGAAGTGGGTGGGAGAGTTCGAGGCCTTGCGCTTAAGG
AGCCCCTTCGCCTCGTGCTTGAGTTGAGGCCTGGCCTGGGCGCTGGGGCCGCCGCG
TGCGAATCTGGTGGCACCTTCGCGCCTGTCTCGCTGCTTTCGATAAGTCTCTAGCCA
TTTAAAATTTTTGATGACCTGCTGCGACGCTTTTTTTCTGGCAAGATAGTCTTGTAA
ATGCGGGCCAAGATCTGCACACTGGTATTTCGGTTTTTGGGGCCGCGGGCGGCGAC
GGGGCCCGTGCGTCCCAGCGCACATGTTCGGCGAGGCGGGGCCTGCGAGCGCGGC
CACCGAGAATCGGACGGGGGTAGTCTCAAGCTGGCCGGCCTGCTCTGGTGCCTGGC
CTCGCGCCGCCGTGTATCGCCCCGCCCTGGGCGGCAAGGCTGGCCCGGTCGGCACC
AGTTGCGTGAGCGGAAAGATGGCCGCTTCCCGGCCCTGCTGCAGGGAGCTCAAAA
TGGAGGACGCGGCGCTCGGGAGAGCGGGCGGGTGAGTCACCCACACAAAGGAAA
AGGGCCTTTCCGTCCTCAGCCGTCGCTTCATGTGACTCCACGGAGTACCGGGCGCC
GTCCAGGCACCTCGATTAGTTCTCGAGCTTTTGGAGTACGTCGTCTTTAGGTTGGGG
GGAGGGGTTTTATGCGATGGAGTTTCCCCACACTGAGTGGGTGGAGACTGAAGTTA
GGCCAGCTTGGCACTTGATGTAATTCTCCTTGGAATTTGCCCTTTTTGAGTTTGGAT
CTTGGTTCATTCTCAAGCCTCAGACAGTGGTTCAAAGTTTTTTTCTTCCATTTCAGG
TGTCGTGA (SEQ ID NO: 97).

Expresion en superficie de CAR9, CAR10 y construcciones CAR EGFRvIII humanizadas y tincion seleccionada por FACS

Los siguientes experimentos demostraron que parece haber una diferencia de afinidad para los estudios de union in vitro
basados en EGFRUVIII tanto en células Jurkat como en células T primarias.
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Células Jurkat E6 se electroporaron con el vector CAR9 o el vector CAR10 utilizando el kit V Amaxa Cell Line Nucleofector
(Lonza, Colgne AG, Alemania) y el programa X-001. Un dia después de la transfeccion, 0.5x108 células se colocaron en
cada uno de los pocillos de una placa en forma de V de 96 pocillos (Greiner Bio-One, Alemania) en 0,2 ml de tampdn
FACS (tampén DPBS que contiene FBS al 5%) y se incubaron durante 10 minutos a la temperatura ambiente. Las células
luego se centrifugaron y se resuspendieron en 0,2 ml del tampdn FACS con diferentes concentraciones de EGFRuvlII-Fc
o EGFRwt-Fc y se incubaron a 4°C durante 30 minutos. Las células se lavaron luego con tampén FACS tres veces y se
incubaron con 0,2 ml del tampon FACS con 2 pyl de IgG PE Fc anti-humana (Jackson ImmunoResearch Laboratories,
West Grove, PA) durante 30 minutos a 4°C en la oscuridad. Después de lavar tres veces con 0,2 ml de tampoén FACS, las
células se analizaron en una maquina LSRII (BD Biosciences, San Jose, CA) utilizando el software FACSDiva (BD
Biosciences, San Jose, CA). La tincion de inmunofluorescencia se analiz6 como el log relativo de fluorescencia de las
células vivas, y se midié el porcentaje de células positivas para PE.

Como se muestra en la Figura 12, la uniéon del CAR9 expresado en células Jurkat a la proteina de fusion EGFRUvlII-Fc es
aproximadamente 1000 veces mas fuerte que al EGFR-Fc de tipo salvaje. Ademas, la construccion CART que expresa
CAR10 exhibe una unién significativamente menor (~ 40 veces) a EGFRvIIl en comparaciéon con CAR9. Esto sugiere que,
aunque el CAR9 murino se une a EGFRUVIIl, adn conserva cierta union al EGFR de tipo salvaje. Ademas, indica
fuertemente que CAR9 tiene una mayor afinidad de unién por EGFRUvIII que la construccion CAR10.

Experimentos adicionales en células T primarias proporcionaron resultados similares. En sintesis, las células T CD3+
humanas primarias se estimularon con microesferas anti-CD3/CD28 durante 24 h y luego se transdujeron con vectores
lentivirales que codifican CAR9, CAR10, CAR6 o un CAR de control con una MOI (siglas inglesas de multiplicidad de
infeccion) de 3:1. También se incluy6 en el experimento una poblacién de células T transducidas de modo simulado. Estas
células se expandieron durante aproximadamente 8-9 dias en cultivo hasta que comenzaron a descansar. En este punto,
se colocaron 0,5x106 células en cada uno de los pocillos de una placa en forma de V de 96 pocillos. Las células se lavaron
una vez con PBS y se tifieron con reactivo Live/Dead (1:1000 en PBS) durante 30 min en hielo. Las células se lavaron
luego dos veces con tampdn FACS y se incubaron con 1 pug/ml de proteina EGFRvIIl o EGFR wt biotinilada durante 30
min en hielo. Luego, las células se lavaron dos veces y se incubaron con 0,2 ml de tampén FACS con una dilucién 1:1000
de estreptavidina-PE durante 15 min en hielo. Después de lavar dos veces con tampon FACS, las células se analizaron
en un LSRIL.

La tincién de inmunofluorescencia se analizé como el log relativo de fluorescencia de células vivas, y se midié el porcentaje
de células PE-positivas en union con la media geométrica de la poblacion positiva.

Como se muestra en la Figura 13, los CARs CAR9 y CAR6 muestran una media geométrica 10 veces mayor (21K para
CAR9, 27K para CARS6) para la union de EGFRVvIII que el CAR10 (solo 2K) cuando se utilizan cantidades saturantes de
proteina EGFRvIII para deteccion, incluso a pesar de que todas las construcciones transducen de manera equivalente (~
50% de eficiencia de transduccion para todos). De manera similar, la especificidad para la proteina EGFR wt es
aproximadamente 10 veces menor, tal como se muestra por el desplazamiento log hacia abajo para la tinciéon con la
proteina EGFR wt. Esto proporciona apoyo adicional a los hallazgos en las células Jurkat anteriores que indican que
CAR9 y CARES tienen una afinidad mas fuerte por la proteina EGFRvIII en comparacién con CAR 10 cuando se expresan
en células T primarias y sugieren que seran mas eficaces en la clinica.

El analisis funcional del panel de construcciones CAR humanizadas se realizé6 como se describe en el Ejemplo 8.
Ejemplo 8: Analisis de Construcciones CAR especificas para EGFRvIII humanizadas en células T

Para evaluar la viabilidad de fijar como objetivo EGFRvIIl a través de una tecnologia CAR, los fragmentos de scFv
EGFRvIIl humanizados se clonaron en un vector de expresién CAR lentiviral con la cadena CD3zeta y la molécula co-
estimulante 4-1BB en dos configuraciones diferentes. La construccion 6ptima se selecciona en base a la cantidad y calidad
de la respuesta de las células T efectoras de células T transducidas con CAR EGFRUvIIl en respuesta a las dianas
EGFRvlll+y EGFR wt. Las respuestas de células T efectoras incluyen, pero no se limitan a expansién celular, proliferacion,
duplicacion, produccion de citoquinas y destruccion de células diana o actividad citolitica (desgranulacion).

Materiales y Métodos
Generacién de linea celular informadora Jurkat para caracterizacion inicial de la funcion CAR

Como alternativa a la transduccion y activacion de células T primarias, se puede utilizar una linea celular informadora
Jurkat-NFAT para evaluar la actividad funcional de las construcciones CAR. La linea de células T Jurkat (E6-1) se
transfectd con una construccion informadora de NFAT-luciferasa y se seleccion6 una linea celular clonal estable (JNL)
para una caracterizacion adicional basada en la induccion fuerte del informador NFAT después de la estimulacion con
PMA e ionomicina. Las células JNL se transducen con vectores lentivirales a una MOI de 5:1 y luego se expanden durante
5-7 dias. Antes de utilizar en un ensayo, el porcentaje de células transducidas (que expresan el CAR EGFRuvIIl en la
superficie celular) y su intensidad de fluorescencia relativa de esa expresién se determinan mediante analisis de citometria
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de flujo en un LSRII. De las gréficas del histograma, se pueden examinar los niveles de expresion relativa de los CARs
comparando el porcentaje transducido con su intensidad fluorescente relativa.

Evaluacién de la activacion de células T de células CAR JNL especificas para EGFRvIIl humanizadas

Para evaluar la activacion de las células T en la linea celular informadora JNL, células JNL o JNL transducidas con CAR
se sembraron en placa a razén de 50.000 células por pocillo en una placa negra de 96 pocillos con un fondo transparente.
Las células diana (células parentales BHK o células BHK disefiadas para expresar EGFRvIIIl o EGFR wt) se afiaden a los
pocillos para crear relaciones efector a diana (E:T) de 1:2, 1:1, 1:0,3, 1:0,1, 1:0,03, 1:0,1 y 1:0,003. PMA e ionomicina se
utilizan como control positivo para la activacion. Las células se incuban a 37°C durante 16-24 h. Al final de la incubacién,
se afiade un volumen igual de reactivo de ensayo Bright-Glo Luciferase a cada uno de los pocillos. La placa se incuba a
temperatura ambiente durante 10 minutos y luego se mide la luminiscencia utilizando un luminémetro.

Generacién de células CAR T especificas para EGFRvIll humanizadas redirigidas

Los vectores de transferencia lentivirales CAR especificos para EGFRvIIl humanizados se utilizan para producir el material
gendmico empaquetado en las particulas lentivirales pseudotipadas VSVg.

El ADN del vector de transferencia lentiviral se mezcla con los tres componentes de empaquetamiento de VSVg, gag/pol
y rev en combinacion con el reactivo de lipofectamina para transfectarlos juntos en células 293T. Después de 24 y 48 h,
los medios se recogen, se filtran y se concentran por ultracentrifugacién o cromatografia. La preparacion viral resultante
se almacena a -80C. El nimero de unidades de transduccién se determina mediante titulacion en células SupT1.

Las células CART especificas para EGFRuvIIl redirigidas se producen mediante la activacion de células T recientes
mediante el acoplamiento con perlas CD3x28 durante 24 h y luego anadiendo el nimero apropiado de unidades de
transduccion para obtener el porcentaje deseado de células T transducidas. Estas células T modificadas pueden
expandirse hasta que descansen y bajen de tamano (~ 300 fl) en ese momento se crioconservan para su posterior analisis.
Los numeros y tamafos de células se miden utilizando un aparato multisizer Il de Coulter. Antes de la crioconservacién,
el porcentaje de células transducidas (que expresan el CAR especifico para EGFRUvIII en la superficie celular) y su
intensidad de fluorescencia relativa de esa expresion se determinan mediante andlisis de citometria de flujo en un LSRII.
De las gréaficas del histograma, se pueden examinar los niveles de expresion relativa de los CARs comparando el
porcentaje transducido con su intensidad fluorescente relativa.

Evaluacién de la actividad citolitica, las capacidades de proliferacion y la secrecién de citoquinas de las células T CAR
redirigidas a EGFRvIIl humanizadas.

Para evaluar las capacidades funcionales de las células CAR T especificas para EGFRvIll humanizadas para matar,
proliferar y secretar citoquinas, las células se descongelan y se les permite recuperarse durante la noche. Ademas de las
construcciones humanizadas, el CAR9 murino se utilizé con fines comparativos, mientras que SS1-BBz se utilizé como
CAR expresado sin fijacién de objetivo para el efecto de células CAR/T de fondo. Para este ensayo de citotoxicidad basado
en el flujo, las células diana se tifien con CSFE para cuantificar su presencia. Las células diana también se tifieron para
la expresion de EGFRUVIII para confirmar niveles de antigenos diana similares. Las actividades citoliticas de las células
CAR T EGFRuvlll se miden a una titulacion de las relaciones de efectores:células diana de 10:1, 3:1, 1:1, 0,3:1 y 0:1, en
que los efectores se definieron como células T que expresan el CAR anti-EGFRvIII. Los ensayos se iniciaron mezclando
un namero apropiado de células T con un nimero constante de células diana. Después de 4 o0 16 h, se elimind el volumen
total de cada una de las mezclas y se lavé cada uno de los pocillos. Las células T se tifieron para CD3 y todas las células
se tifieron con marcador live/dead 7AAD. Después del lavado final, las células granuladas se resuspendieron en un
volumen especifico con un namero predeterminado de perlas de conteo. Los datos de tincion celular se recogieron
mediante citometria de flujo LSRIl y se analizaron con el software FlowJo utilizando perlas para cuantificar los resultados.

Para medir la proliferacion celular y la produccion de citoquinas de células T CAR-EGFRVvIIl humanizadas, las células se
descongelaron y se les permitio recuperarse durante la noche. Ademas del CAR-EGFRuvlIl humanizado, el CAR9 murino
se utilizé con fines comparativos, mientras que el SS1-BBz se utilizé como un CAR expresado sin fijacion de objetivo para
el efecto de células CAR/T de fondo. Las células T se dirigieron hacia U87, una linea celular de glioblastoma derivada de
astrocitoma que expresa o no EGFRUvIIl. Ademas, se utilizaron perlas CD3x28 para evaluar el potencial de células T para
responder a la segunda ronda de sefales inmunoldgicas enddgenas. Para analizar la proliferacion, las células T se tifieron
con CSFE. La proliferacion fue la dilucion de la mancha de CSFE que refleja la separacion de las marcas parentales ahora
en dos células hijas. El ensayo testd solo una relacion efector:diana de 1:1 y 1:0, en donde los efectores se definieron
como células T totales (CD4 y 8) normalizadas para expresar el receptor quimérico anti-EGFRvIIl en un porcentaje coman.
El ensayo se realiz6 por duplicado y 24 h después de mezclar las células. El sobrenadante se separé para la produccion
de citoquinas. Después de 5 dias, las células T se tifieron para vivas/muertas con Live/Dead Violet (Invitrogen), luego se
tiferon para la expresién de CAR y se fenotiparon como células CD4 o CD8. Después del lavado final, las células
granuladas se resuspendieron en un volumen especifico con un nimero predeterminado de perlas de recuento BD. Los
datos de tincion celular se recogieron mediante citometria de flujo LSRIl y se analizaron con el software FlowdJo utilizando
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perlas para cuantificar los resultados. Los recuentos de células totales se determinaron mediante un cierto nimero de
células contadas con relaciéon a un numero especifico de perlas, multiplicado por la fraccion de perlas aun por contar.

Resultados

Ensayo de informador Jurkat para testar la capacidad de las células CART-EGFRUvIIl humanizadas para reconocer células
diana EGFRUuIII.

La capacidad de las construcciones CART para inducir la activacién después del acoplamiento diana se midié con la linea
celular informadora JNL. La linea celular JNL esta disefiada con una construccion informadora NFAT-Luciferase que se
induce después del acoplamiento diana del CAR. Las células JNL se transdujeron con las diversas construcciones CAR-
EGFRvIIl (CAR9, CARS3, CAR6, CAR8 y CAR 10). La eficacia de la transduccion se evalué mediante citometria de flujo y
se demostré que era de aproximadamente 45-52% para todas las construcciones. Las células JNL-CAR-EGFRuvIIl se
estimularon luego con siete relaciones E:T diferentes utilizando tres células diana diferentes (BHK parental, BHK-EGFRuvlI|
o0 BHK-EGFR wt). Las células parentales JNL y las células JNL que expresan un control CAR se incluyeron como controles
adicionales. Los resultados en la Figura 14 demuestran que puede producirse una activacion significativa inducida por
una diana en relaciones tan bajas como 1: 0,01 para todas las construcciones testadas y CAR6 y CAR10 inducen la mayor
activacion en las relaciones E: T. No se observé activacién significativa con las células que expresan EGFR wt o con las
células JNL que expresan CAR de control. Estos datos demuestran la especificidad de las construcciones CAR para la
diana EGFRVIIl y la falta de reactividad cruzada a la diana EGFR wt.

Transduccion y expansién de células T humanas primarias con las construcciones CAR EGFRuvIIl humanizadas

Se obtuvieron células T CD3+ a partir de productos de aféresis 0 sangre entera de donantes sanos. Como se describid
anteriormente, las células T se estimularon con perlas CD3xCD28 durante 24 h y luego se transdujeron con sobrenadantes
lentivirales concentrados a una MOI de 3. Las células se expandieron en cultivo durante 8-10 dias.

Las expresiones de la superficie celular de CARs EGFRuvIIl humanizados son equiparables y su nivel de expresion es muy
similar al CAR9 murino. La superposicion de histogramas que representan el patrén de tincion de la expresion de la
superficie celular de cada una de las células T transducidas con CAR especifica para EGFRvIIl humanizado y la intensidad
fluorescente media (MFI) calculada a partir de estos perfiles se correlaciona bien con el porcentaje de células transducidas.

Ensayo de proliferacion para testar la capacidad de las células diana EGFRvIII para estimular las células CART EGFRuvlII
humanizado

La capacidad de las células CAR T especificas para EGFRUvIII de proliferar en respuesta al acoplamiento diana se evalué
en un ensayo de proliferacion. Las subpoblaciones se enumeraron por citometria de flujo. Las células T donantes se
transdujeron con CARs humanizados, CAR9 murino o SS1 (fijacion como objetivo de mesotelina). Los CARs se mezclaron
1:1 0 1:0 con células diana y se cultivaron conjuntamente durante 5 dias. La Figura 15 muestra la capacidad de las células
T CAR EGFRUvIII ND407 de proliferar de una manera especifica para el antigeno. La barra de trazos indica el numero de
células T sembradas y, comparativamente, no se detectdé un aumento en los numeros de células T que fijan como objetivo
U87, mientras que el acoplamiento con la proliferacion inducida por U87-EGFRvIII era especifica para las poblaciones de
células T CAR EGFRuvlll. La respuesta relativa para ND407 indic6 que CAR6 y CAR8 son més robustos que CAR9 o
CARS. El resultado de perlas de CD3x28 indica que su estimulacién no era suficiente para impulsar la proliferacién en
una segunda ronda de activacioén, similar a ninguna estimulacién en absoluto.

Células T ND407 se utilizaron para rastrear diferentes CARs huEGFRUVIIl en cuanto a su capacidad de expandir
preferentemente las células T CAR+. La Figura 16 muestra que CAR5 y CARG6 tienen consistentemente la mayor
expansion de CAR+ en cada uno de los donantes. El incremento de CAR+ es el resultado de un acoplamiento con éxito
con la diana, la proliferacién y la supervivencia de la activacién inducida por la muerte celular del reconocimiento de
antigeno.

Ensayo de exterminio para testar la capacidad de las células CART EGFRuvIll humanizadas para matar células que fijan
como objetivo EGFRuvlII

La capacidad de las células T CAR especificas para EGFRvIIl de matar dianas se testdé en un ensayo de liberacion de
cromo. La linea celular de glioblastoma humano, U-87MG, se disefié para expresar el receptor de tipo salvaje EGFR o el
mutante EGFRUvIII. Estas lineas celulares disefiadas sirvieron como dianas para el ensayo de exterminio. Se utilizaron
tres células T CAR efectoras para determinar la especificidad de matar células diana; 1) células T humanas transducidas
para expresar 3C10 murino (CAR9), 2) células T humanas transducidas para expresar una version humanizada del 3C10
murino, al que se alude como CARG6 y 3) células T humanas transducidas con un CAR especifico para mesotelina, SS1.

Todas las células efectoras se normalizaron para expresar 30% de transduccion de CAR+. Las células diana se marcaron
con cromo-51 y se lavaron inmediatamente antes del co-cultivo. Los efectores y las dianas se mezclaron en las relaciones
indicadas (E:T) y se dejaron incubar durante 4 horas.
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Los resultados en la Figura 17(A) demuestran que las células CAR T mezcladas con células U-87 que expresan el receptor
EGFR de tipo salvaje no mostraron muerte celular por encima del fondo hasta una E:T de 50:1. Sin embargo, los resultados
en la Figura 17(B) demuestran que, en contraste, las células CAR T especificas para EGFRvIIl, CAR9 o CAR6, mezcladas
con células U-87 que expresan EGFRvIIl, mostraron una muerte especifica a relaciones E:T de 6,25:1 hasta 50:1. No se
observé ninguna muerte significativa cuando las células T CAR especificas para mesotelina se utilizaron como efectores.
Estos datos demuestran el exterminio dirigido especifico de las células diana que expresan EGFRuvIII por las células T
CAR9 y CARS®6, pero no el exterminio de las células que expresan EGFR de tipo salvaje o por una célula CAR T no
especifica, SS1.

Ensayo de citoquinas para testar la capacidad de las células CART EGFRvlIl humanizadas para fomentar una respuesta
antitumoral y demostrar especificidad

La capacidad de las células CAR T especificas para EGFRuvlIIl de inducir citoquinas en respuesta al acoplamiento diana
se evalud en un ensayo de co-cultivo. Las células T CAR se cultivaron conjuntamente con células que expresan la diana
durante 18-24 h a diversas relaciones diana:efector (0,3:1, 1: 1, 3:1 y 10:1). Las células diana incluian células U87 que
expresaban la proteina endégena EGFR wt (U87 wt), células U87 que sobre-expresan EGFRuvIIl (U87-vlll), células
parentales BHK (células de rindn de hamster bebé), células BHK que sobre-expresan proteina EGFR wt humana (BHK
wt) o células BHK que sobre-expresan la proteina EGFRvIIl humana (BHK-vlIl). Después de 18-24 h, se retiraron los
sobrenadantes de los cultivos y se analizaron las citoquinas utilizando un Ensayo de Perlas Citométricas (CBA, por sus
siglas en inglés). Los resultados demostraron claramente que 1) las células T CAR6 y CAR9 indujeron niveles similares
de IFNg en respuesta a las células que expresan EGFRuvIIl y 2) que ninguna poblacion de células T CAR indujo IFNg en
respuesta a las células que expresan EGFR wt. Es importante destacar que estos datos, junto con los datos de exterminio
y proliferacion indican que CAR6 y CAR9 muestran especificidad funcional para EGFRUVIIl y tienen la capacidad de
fomentar una respuesta inmune antitumoral.

Ejemplo 9: Células T CAR anti-EGFRuvIIl humanizadas reducen la carga tumoral en ratones

Se demostro que las células T CAR anti-EGFRvIIl humanizadas reducen la carga tumoral in vivo en ratones. Por ejemplo,
los linfocitos T humanos transducidos lentiviralmente del receptor de antigeno quimérico (CAR) anti-EGFRvIIl humanizado
(CAR6) n® 2173 se suministraron por via intravenosa a ratones NOD/SCID/cadena gamma comun-/-
inmunocomprometidos xenogénicos tratados establecieron tumores de glioma U87vlil in vivo. Los ratones de control con
tumores subcutaneos en el flanco U87vlll establecidos en 5 dias que recibieron tumores de células T transducidas no
compatibles no-CAR con donantes crecieron rapidamente, tanto por medicién directa del tumor subcutaneo utilizando
calibradores (longitud maxima x anchura maxima) como por emision de fotones medida por el sistema de formacion de
imagenes Spectrum in vivo (IVIS). En ratones tratados que reciben incluso nimeros bajos (0,5-1x10°) de células
transducidas con CARS, el crecimiento del tumor se redujo notablemente en ratones de una manera dependiente de la
dosis.

En este ejemplo, 1x10° gliomas humanos U87vlIl que expresa EGFRvIII, GFP+ Luc+ se lavaron y se inyectaron por via
subcuténea en 100 pL de solucién salina en los flancos de 30 ratones inmunocomprometidos con NSG (N = 10/grupo).
Las células T humanas se estimularon con perlas recubiertas con anti-CD3/28 y se transdujeron lentiviralmente con
scFv CAR EGFRuvlIl n® 2173 (CAR6) humanizado. Después de la transduccion, la expansion ex vivo y la eliminacién de
perlas, las células T transducidas con CAR (~ 50% de CAR+ por citometria de flujo) se lavaron e inyectaron en 100 pL
de solucion salina a través de la vena de la cola 5 dias después de la implantaciéon del tumor. El crecimiento del tumor
se evalué mediante la medicién del calibre (arriba a la izquierda) y la emision de fotones inducida por luciferina (arriba a
la derecha). Las mediciones se iniciaron 7 dias después de la transferencia de células T y 12 dias después de la
inyeccion del tumor. EI SEM se muestra en la Figura 18 (N = 10 ratones/grupo). La supervivencia de cada uno de los
grupos se representa mediante las curvas de Kaplan Meier en la Figura 18 (inferior). Todos los ratones que recibieron
células T de control murieron el dia 26, teniendo el grupo que recibié 0,5x108y 1,0x10° células T CARG6 una
supervivencia del 30% y 90%, respectivamente a partir del dia experimental 30.

96



ES 2760 023 T3

LISTA DE SECUENCIAS

<110> NOVARTIS AG

TRUSTEES OF THE UNIVERSITY OF PENNSYLVANIA

UNIVERSITY OF PITTSBURGH - OF THE COMMONWEALTH SYSTEM OF HIGHER EDUCATION
<120> TRATAMIENTO DEL CANCER UTILIZANDO RECEPTOR DE ANTIGENO QUIMERICO ANTI-EGFRVIII
HUIMANIZADO

<130> N2067-7000W0

<1l40>

<141>

<150> 61/888,255

<151> 2013-10-08

<150> 61/767,071

<151> 2013-02-20

<160> 127

<170> PatentIn versioén 3.5

<210> 1

<211> 535

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"
<400> 1

Met Ala Leu Pro Val Thr Ala Leu Leu Leu Pro Leu Ala Leu Leu Leu
1 5 10 15

His Ala Ala Arg Pro Gly Ser Glu Ile Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ala
20 25 30

Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala Ser Val Lys Leu Ser Cys Thr Gly Ser
35 40 45

Gly Phe Asn Ile Glu Asp Tyr Tyr Ile His Trp Val Lys Gln Arg Thr
50 55 60

Glu Gln Gly Leu Glu Trp Ile Gly Arg Ile Asp Pro Glu Asn Asp Glu
65 70 75 80

Thr Lys Tyr Gly Pro Ile Phe Gln Gly Arg Ala Thr Ile Thr Ala Asp
85 90 95

Thr Ser Ser Asn Thr Val Tyr Leu Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu
100 105 110

97



Asp

Pro

Gly

145

Ser

Cys

Asn

Leu

Gly

225

Asp

Phe

Ala

Ser

Thr

305

Gly

Ile

Met

Thr

Gly

130

Gly

Pro

Lys

Trp

val

210

Ser

Leu

Gly

Pro

Leu

290

Arg

Gly

Phe

Asn

Ala

115

Thr

Ser

Leu

Ser

Leu

195

Ser

Gly

Gly

Gly

Arg

275

Arg

Gly

val

Trp

Met
355

Val

Thr

Gly

Thr

Ser

180

Leu

Lys

Thr

Ile

Gly

260

Pro

Pro

Leu

Leu

Val

340

Thr

Tyr

Leu

Gly

Leu

165

Gln

Gln

Leu

Asp

Tyr

245

Thr

Pro

Glu

Asp

Ala

325

Arg

Pro

ES 2760 023 T3

Tyr

Thr

Gly

150

Ser

Ser

Arg

Asp

Phe

230

Tyr

Lys

Thr

Ala

Phe

310

Cys

Ser

Arg

Cys

Val

135

Gly

Val

Leu

Pro

Ser

215

Thr

Cys

Leu

Pro

Cys

295

Ala

Tyr

Lys

Arg

Ala

120

Ser

Ser

Ala

Leu

Gly

200

Gly

Leu

Trp

Glu

Ala

280

Arg

Cys

Ser

Arg

Pro
360

Phe

Ser

His

Ile

Asp

185

Gln

Val

Arg

Gln

Ile

265

Pro

Pro

Asp

Leu

Ser

345

Gly

98

Arg

Gly

Met

Gly

170

Ser

Ser

Pro

Ile

Gly

250

Lys

Thr

Ala

Phe

Leu

330

Arg

Pro

Gly

Gly

Asp

155

Gln

Asp

Pro

Asp

Ser

235

Thr

Ala

Ile

Ala

Trp

315

Val

Leu

Thr

Gly

Gly

140

Val

Ser

Gly

Lys

Arg

220

Arg

His

Ser

Ala

Gly

300

Val

Thr

Leu

Arg

Val

125

Gly

Val

Ala

Lys

Arg

205

Phe

Val

Phe

Thr

Ser

285

Gly

Leu

val

His

Lys
365

Tyr

Ser

Met

Ser

Thr

190

Leu

Thr

Glu

Pro

Thr

270

Gln

Ala

Val

Ala

Ser

350

His

Trp

Gly

Thr

Ile

175

Tyr

Ile

Gly

Ala

Gly

255

Thr

Pro

Val

Val

Phe

335

Asp

Tyr

Gly

Gly

Gln

160

Ser

Leu

Ser

Ser

Glu

240

Thr

Pro

Leu

His

Val

320

Ile

Tyr

Gln



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

2
491
PRT

Pro

Arg

385

Gln

Glu

Ala

Leu

Asp

465

Leu

Ile

Tyr

Met

Tyr

370

Lys

Thr

Glu

Pro

Gly

450

Pro

Tyr

Gly

Gln

Gln
530

Ala

Lys

Thr

Gly

Ala

435

Arg

Glu

Asn

Met

Gly

515

Ala

Pro

Leu

Gln

Gly

420

Tyr

Arg

Met

Glu

Lys

500

Leu

Leu

Secuencia artificial

fuente

Pro

Leu

Glu

405

Cys

Lys

Glu

Gly

Leu

485

Gly

Ser

Pro

ES 2760 023 T3

Arg

Tyr

390

Glu

Glu

Gln

Glu

Gly

470

Gln

Glu

Thr

Pro

Asp

375

Ile

Asp

Leu

Gly

Tyr

455

Lys

Lys

Arg

Ala

Arg
535

Phe

Phe

Gly

Arg

Gln

440

Asp

Pro

Asp

Arg

Thr
520

Ala

Lys

Cys

Val

425

Asn

val

Arg

Lys

Arg

505

Lys

Ala

Gln

Ser

410

Lys

Gln

Leu

Arg

Met

490

Gly

Asp

Tyr

Pro

395

Cys

Phe

Leu

Asp

Lys

475

Ala

Lys

Thr

Arg

380

Phe

Arg

Ser

Tyr

Lys

460

Asn

Glu

Gly

Tyr

Ser

Met

Phe

Arg

Asn

445

Arg

Pro

Ala

His

Asp
525

Lys

Arg

Pro

Ser

430

Glu

Arg

Gln

Tyr

Asp

510

Ala

Arg

Pro

Glu

415

Ala

Leu

Gly

Glu

Ser

495

Gly

Leu

Gly

Val

400

Glu

Asp

Asn

Arg

Gly

480

Glu

Leu

His

/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"

2

Met Ala Leu Pro Val Thr Ala Leu Leu Leu Pro Leu Ala Leu Leu Leu

1

5

10

15

His Ala Ala Arg Pro Gly Ser Glu Ile Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ala

20

25

99

30



Glu

Gly

Glu

65

Thr

Thr

Asp

Pro

Gly

145

Ser

Cys

Asn

Leu

Gly

225

Asp

Phe

Ala

Leu

Phe

50

Gln

Lys

Ser

Thr

Gly

130

Gly

Pro

Lys

Trp

Val

210

Ser

Leu

Gly

Pro

vVal

Asn

Gly

Tyr

Ser

Ala

115

Thr

Ser

Leu

Ser

Leu

195

Ser

Gly

Gly

Gly

Arg

Lys

Ile

Leu

Gly

Asn

100

Val

Thr

Gly

Thr

Ser

180

Leu

Lys

Thr

Ile

Gly

260

Pro

Pro

Glu

Glu

Pro

Thr

Tyr

Leu

Gly

Leu

165

Gln

Gln

Leu

Asp

Tyr

245

Thr

Pro

ES 2760 023 T3

Gly

Asp

Trp

70

Ile

VvVal

Tyr

Thr

Gly

150

Ser

Ser

Arg

Asp

Phe

230

Tyr

Lys

Thr

Ala

Tyr

55

Ile

Phe

Tyr

Cys

Val

135

Gly

Val

Leu

Pro

Ser

215

Thr

Cys

Leu

Pro

Ser

40

Tyr

Gly

Gln

Leu

Ala

120

Ser

Ser

Ala

Leu

Gly

200

Gly

Leu

Trp

Glu

Ala

Val

Ile

Arg

Gly

Gln

105

Phe

Ser

His

Ile

Asp

185

Gln

Vval

Arg

Gln

Ile

265

Pro

100

Lys

His

Ile

Arg

Leu

Arg

Gly

Met

Gly

170

Ser

Ser

Pro

Ile

Gly

250

Lys

Thr

Leu

Trp

Asp

75

Ala

Ser

Gly

Gly

Asp

155

Gln

Asp

Pro

Asp

Ser

235

Thr

Ala

Ile

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

Gly

Gly

140

val

Ser

Gly

Lys

Arg

220

Arg

His

Ser

Ala

Cys

45

Lys

Glu

Ile

Leu

Val

125

Gly

val

Ala

Lys

Arg

205

Phe

Val

Phe

Thr

Ser

Thr

Gln

Asn

Thr

Thr

110

Tyr

Ser

Met

Ser

Thr

190

Leu

Thr

Glu

Pro

Thr

270

Gln

Gly

Arg

Asp

Ala

Ser

Trp

Gly

Thr

Ile

175

Tyr

Ile

Gly

Ala

Gly

255

Thr

Pro

Ser

Thr

Glu

80

Asp

Glu

Gly

Gly

Gln

160

Ser

Leu

Ser

Ser

Glu

240

Thr

Pro

Leu



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

3
488
PRT

Ser

Thr

305

Ala

Cys

Met

Phe

Arg

385

Asn

Arg

Pro

Ala

His

465

Asp

Leu

290

Arg

Gly

Lys

Arg

Pro

370

Ser

Glu

Arg

Gln

Tyr

450

Asp

Ala

275

Arg

Gly

Thr

Arg

Pro

355

Glu

Ala

Leu

Gly

Glu

435

Ser

Gly

Leu

Pro

Leu

Cys

Gly

340

Val

Glu

Asp

Asn

Arg

420

Gly

Glu

Leu

His

Secuencia artificial

fuente

Glu

Asp

Gly

325

Arg

Gln

Glu

Ala

Leu

405

Asp

Leu

Ile

Tyr

Met
485

ES 2760 023 T3

Ala

Phe

310

Val

Lys

Thr

Glu

Pro

390

Gly

Pro

Tyr

Gly

Gln

470

Gln

Cys

295

Ala

Leu

Lys

Thr

Gly

375

Ala

Arg

Glu

Asn

Met

455

Gly

Ala

280

Arg

Cys

Leu

Leu

Gln

360

Gly

Tyr

Arg

Met

Glu

440

Lys

Leu

Leu

Pro

Asp

Leu

Leu

345

Glu

Cys

Lys

Glu

Gly

425

Leu

Gly

Ser

Pro

Ala

Ile

Ser

330

Tyr

Glu

Glu

Gln

Glu

410

Gly

Gln

Glu

Thr

Pro
490

Ala

Tyr

315

Leu

Ile

Asp

Leu

Gly

395

Tyr

Lys

Lys

Arg

Ala

475

Arg

Gly

300

Ile

Val

Phe

Gly

Arg

380

Gln

Asp

Pro

Asp

Arg

460

Thr

285

Gly

Trp

Ile

Lys

Cys

365

Val

Asn

Val

Arg

Lys

445

Arg

Lys

Ala

Ala

Thr

Gln

350

Ser

Lys

Gln

Leu

Arg

430

Met

Gly

Asp

vVal

Pro

Leu

335

Pro

Cys

Phe

Leu

Asp

415

Lys

Ala

Lys

Thr

His

Leu

320

Tyr

Phe

Arg

Ser

Tyr

400

Lys

Asn

Glu

Gly

Tyr
480

/nota=»Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"

3

101



Met

His

Ser

Ser

Lys

65

val

Ile

Gln

Ile

Glu

145

Pro

Ser

Glu

Asp

Thr
225

Ala

Ala

Leu

Gln

50

Ala

Pro

Val

His

Lys

130

Gly

Gly

Ser

Trp

Ser

210

Leu

Leu

Ala

Ser

35

Gly

Pro

Ser

Ser

His

115

Arg

Ser

Gly

Tyr

Val

195

Val

Tyr

Pro

Arg

20

Ala

Ile

Lys

Arg

Ser

100

Ser

Thr

Glu

Ser

Ala

180

Ser

Lys

Leu

Val

Pro

Ser

Arg

Arg

Phe

85

Leu

Tyr

Gly

Val

Leu

165

Met

Ala

Gly

Gln

ES 2760 023 T3

Thr

Gly

val

Asn

Leu

70

Thr

Gln

Pro

Ser

Gln

150

Arg

Ser

Ile

Arg

Met
230

Ala

Ser

Gly

Asn

55

Ile

Gly

Pro

Leu

Thr

135

val

Leu

Trp

Ser

Phe

215

Asn

Leu

Asp

Asp

40

Leu

Tyr

Ser

Glu

Thr

120

Ser

Leu

Ser

val

Gly

200

Thr

Ser

Leu

Ile

25

Arg

Ala

Ala

Gly

Asp

105

Ser

Gly

Glu

Cys

Arg

185

Ser

Ile

Leu

102

Leu

10

Gln

Vval

Trp

Ala

Ser

90

Phe

Gly

Ser

Ser

Ala

170

Gln

Gly

Ser

Arg

Pro

Met

Thr

Tyr

Ser

75

Gly

Ala

Gly

Gly

Gly

155

Ala

Ala

Gly

Arg

Ala
235

Leu

Thr

Ile

Gln

60

Asn

Thr

Thr

Gly

Lys

140

Gly

Ser

Pro

Ser

Asp

220

Glu

Ala

Gln

Thr

45

Gln

Leu

Glu

Tyr

Thr

125

Pro

Gly

Gly

Gly

Thr

205

Asn

Asp

Leu

Ser

Cys

Lys

Gln

Phe

Tyr

110

Lys

Gly

Leu

Phe

Lys

190

Asn

Ser

Thr

Leu

15

Pro

Arg

Pro

Ser

Thr

95

Cys

Val

Ser

Val

Thr

175

Gly

Tyr

Lys

Ala

Leu

Ser

Ala

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu

Gly

Gln

160

Phe

Leu

Ala

Asn

Val
240



<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

729
ADN
Mus sp.

Tyr

Thr

Pro

Pro

Leu

305

Cys

Gly

Val

Glu

Asp

385

Asn

Arg

Gly

Glu

Leu

465

His

Tyr

Leu

Pro

Glu

290

Asp

Gly

Arg

Gln

Glu

370

Ala

Leu

Asp

Leu

Ile

450

Tyr

Met

Cys

Vval

Thr

275

Ala

Phe

Val

Lys

Thr

355

Glu

Pro

Gly

Pro

Tyr

435

Gly

Gln

Gln

Ala

Thr

260

Pro

Cys

Ala

Leu

Lys

340

Thr

Gly

Ala

Arg

Glu

420

Asn

Met

Gly

Ala

Gly

245

Val

Ala

Arg

Cys

Leu

325

Leu

Gln

Gly

Tyr

Arg

405

Met

Glu

Lys

Leu

Leu
485

ES 2760 023 T3

Ser

Ser

Pro

Pro

Asp

310

Leu

Leu

Glu

Cys

Lys

390

Glu

Gly

Leu

Gly

Ser

470

Pro

Ser

Ser

Thr

Ala

295

Ile

Ser

Tyr

Glu

Glu

375

Gln

Glu

Gly

Gln

Glu

455

Thr

Pro

Gly

Ala

ITle

280

Ala

Tyr

Leu

Ile

Asp

360

Leu

Gly

Tyr

Lys

Lys

440

Arg

Ala

Arg

Trp

Ser

265

Ala

Gly

Ile

Val

Phe

345

Gly

Arg

Gln

Asp

Pro

425

Asp

Arg

Thr

103

Ser

250

Thr

Ser

Gly

Trp

Ile

330

Lys

Cys

val

Asn

Val

410

Arg

Lys

Arg

Lys

Glu

Thr

Gln

Ala

Ala

315

Thr

Gln

Ser

Lys

Gln

395

Leu

Arg

Met

Gly

Asp
475

Tyr

Thr

Pro

Val

300

Pro

Leu

Pro

Cys

Phe

380

Leu

Asp

Lys

Ala

Lys

460

Thr

Trp

Pro

Leu

285

His

Leu

Tyr

Phe

Arg

365

Ser

Tyr

Lys

Asn

Glu

445

Gly

Tyr

Gly

Ala

270

Ser

Thr

Ala

Cys

Met

350

Phe

Arg

Asn

Arg

Pro

430

Ala

His

Asp

Gln

255

Pro

Leu

Arg

Gly

Lys

335

Arg

Pro

Ser

Glu

Arg

415

Gln

Tyr

Asp

Ala

Gly

Arg

Arg

Gly

Thr

320

Arg

Pro

Glu

Ala

Leu

400

Gly

Glu

Ser

Gly

Leu
480



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

5

gagattcagce
tecctgeacag
actgaacagg
ggcccaatat
ctgcaactca
ggagtctact
ggtggtggtt
actctategg
ttagatagtg
aagcgcctaa
agtggatcag
atttattatt

gagataaaa

720
ADN
Secuencia artificial

fuente

/nota=»Descripcion de Secuencia Artificial: Polinucledétido sintético”

5

6
63

gacatccaga
atcacctgtce
ggcaaggccc
agattcaccg
gaggacttcg
ggcaccaagg
ggcgagggaa
agcctgagac
gtccggeagg
tccaccaact
aacaccctgt

gccggeagea

ADN
Secuencia artificial

fuente

/nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Oligonucledétido sintético”

6

tgcagcaatc
gttctggett
gcctggaatg
tccagggcag
gcagcctgac
gggggccagyg
ccggaggtgg
ttgccattgg
atggaaagac
tctctetggt

ggacagattt

gctggcaagg

tgacccagag
gggccagcca
ccaagagact
gaagcggctce
ccacctacta
tggagatcaa
gcgaggtcca
tgagctgtgce
ctcctggaaa
acgccgacag
atctgcagat

gcgggtggag

ES 2760 023 T3

tggggcagaa
caacattgaa
gattggaagg
ggccactata
atctgaggac
aaccactctc
tggttcacat
acaatcagcc
atatttgaat
gtctaaactg
cacactgaga

tacacatttt

ccctagecage
gggcatcaga
gatctacgct
cggcaccgag
ctgcetgecag
gcggaccgge
ggtgctggaa
cgccagcggce
gggcctggaa
cgtgaagggc
gaacagcctg

cgagtactgg

cttgtgaage
gactactata
attgatcctg
acagcagaca
actgccgtct
acagtctcct
atggatgttg
tccatctett
tggttgttac
gactctggag
atcagcagag

cctgggacgt

ctgagcgcca
aacaacctgg
gccagcaatc
ttcaccctga
caccacagct
agcaccagcg
tctggeggeg
ttcaccttca
tgggtgtceg
cggttcacca
agagccgagg

ggccagggca

104

caggggccte
ttcactgggt
agaatgatga
catcctccaa
attactgtgce
caggaggtgg
tgatgaccca
gcaagtcaag
agaggccagg
tccectgacag
tggaggctga

teggtggagg

gcgtgggega
cctggtatca
tgcagagcgg
tegtgtecag
accctctgac
gcagcggcaa
gactggtgca
gcagctacgce
ccatcagcgg
tcagccggga
acaccgcecegt

cactggtcac

agtcaagctg
gaagcagagg
aactaaatat
cacagtctac
ctttcgeggt
tggttceggt
gtctccactce
tcagagccte
ccagtctcca
gttcactggce
ggatttggga

gaccaagctg

cagagtgacc
gcagaagccc
cgtgcccage
cctgcagecee
cagcggcgga
gcctggecage
gcectggegge
catgtcttgg
ctctggegge
caacagcaag
gtactactgt

agtgtctage

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

729

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

ES 2760 023 T3

atggccttac cagtgaccgce cttgctcctg ccgetggect tgctgectcca cgeccgecagg 60

ccg 63

7

135

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial: Polinucledétido sintético”
7

accacgacgc cagcgccgcg accaccaaca ccggcgccca ccatcgegtce gcageccctg 60
tcectgegee cagaggegtg ccggeccageg geggggggcg cagtgcacac gagggggctg 120
gacttcgect gtgat 135

8

72

ADN

Secuencia artificial

fuente

/nota=»Descripcion de Secuencia Artificial: Oligonucledtido sintético”

8

atctacatct gggcgccett ggecgggact tgtggggtcce ttcectectgte actggttate 60

accctttact gc 72

9

126

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota=»Descripcion de Secuencia Artificial: Polinucledétido sintético”
9

aaacggggca gaaagaaact cctgtatata ttcaaacaac catttatgag accagtacaa 60
actactcaag aggaagatgg ctgtagctgce cgatttccag aagaagaaga aggaggatgt 120
gaactg 126

10

336

ADN

Secuencia artificial

fuente

/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial: Polinucledétido sintético”

10

105



<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

11
243

agagtgaagt
tataacgagc
cgggaccctg
gaactgcaga
cggaggggca

tacgacgccce

PRT

Mus
11

sp.

Glu

Ser

Tyr

Gly

Ile

val

Ile

Arg

tcagcaggag
tcaatctagg
agatgggggg
aagataagat

aggggcacga

ttcacatgca

Gln Leu

Leu
20

Lys

His
35

Trp

Ile Asp

50

Gln
65

Leu

Gly

Gln

Arg Ala

Leu Ser

ES 2760 023 T3

cgcagacgcece
acgaagagag
aaagccgaga

ggcggaggcce
tggcctttac

ggccctgece

Gln Gln Ser

Ser Cys Thr

Val Lys Gln

Pro Glu Asn

55

Thr Ile

70

Thr

Ser Leu Thr

ccecgegtaca
gagtacgatg
aggaagaacc
tacagtgaga
cagggtctca

cctege

Gly Ala

Ser
25

Gly

Arg Thr

40

Asp Glu

Ala

Asp

Ser Glu

106

Glu

10

Gly

Glu

Thr

Thr

Asp

agcagggcca
ttttggacaa
ctcaggaagg
ttgggatgaa

gtacagccac

Leu Val

Phe

Asn

Gln Gly

Lys

Ile

Leu

gaaccagctc
gagacgtggc
cctgtacaat
aggcgagcgce

caaggacacc

Pro Gly

15

Glu
30

Asp

Glu Trp

45

Lys Tyr

60

Ser Ser

75

Thr Ala

Gly

Asn

Vval

Pro Ile

Thr

Val

Tyr Tyr

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

60

120

180

240

300

336



<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Ala

Ser

Ser

Ala

145

Leu

Gly

Gly

Leu

Trp
225

Glu
12
240
PRT

Phe

Ser

His

130

Ile

Asp

Gln

Val

Arg

210

Gln

Ile

Homo sapiens

12

Asp

1

Asp

Leu

Tyr

Ile

Arg

Ala

Ala
50

Arg

Gly

115

Met

Gly

Ser

Ser

Pro

195

Ile

Gly

Lys

Gln

Val

Trp

35

Ala

Gly

100

Gly

Asp

Gln

Asp

Pro

180

Asp

Ser

Thr

Met

Thr

20

Tyr

Ser

85

Gly

Gly

vVal

Ser

Gly

165

Lys

Arg

Arg

His

Thr

Ile

Gln

Asn

ES 2760 023 T3

Val

Gly

Val

Ala

150

Lys

Arg

Phe

Val

Phe
230

Gln

Thr

Gln

Leu

Tyr

Ser

Met

135

Ser

Thr

Leu

Thr

Glu

215

Pro

Ser

Cys

Lys

Gln
55

Trp

Gly

120

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

200

Ala

Gly

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Gly

105

Gly

Gln

Ser

Leu

Ser

185

Ser

Glu

Thr

Ser

Ala

25

Gly

Gly

107

90

Pro

Gly

Ser

Cys

Asn

170

Leu

Gly

Asp

Phe

Ser

10

Ser

Lys

Vval

Gly

Gly

Pro

Lys

155

Trp

Val

Ser

Leu

Gly
235

Leu

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

Leu

140

Ser

Leu

Ser

Gly

Gly

220

Gly

Ser

Gly

Pro

Ser
60

Thr

Gly

125

Thr

Ser

Leu

Lys

Thr

205

Ile

Gly

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Leu

110

Gly

Leu

Gln

Gln

Leu

190

Asp

Tyr

Thr

Ser

Arg

30

Arg

Phe

95

Thr

Gly

Ser

Ser

Arg

175

Asp

Phe

Tyr

Lys

Val

15

Asn

Leu

Thr

Val

Gly

Val

Leu

160

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
240

Gly

Asn

Ile

Gly



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

Gly

Asp

Ser

Gly

Glu

130

Cys

Arg

Ser

Ile

Leu
210

Trp

Ser

Phe

Gly

Ser

115

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

195

Arg

Ser

Gly

Ala

Gly

100

Gly

Gly

Ala

Ala

Gly

180

Arg

Ala

Glu

Secuencia artificial

Thr

Thr

85

Gly

Lys

Gly

Ser

Pro

165

Ser

Asp

Glu

Tyr

ES 2760 023 T3

Glu

70

Tyr

Thr

Pro

Gly

Gly

150

Gly

Thr

Asn

Asp

Trp
230

Phe

Tyr

Lys

Gly

Leu

135

Phe

Lys

Asn

Ser

Thr

215

Gly

Thr

Cys

Val

Ser

120

val

Thr

Gly

Tyr

Lys

200

Ala

Gln

Leu

Leu

Glu

105

Gly

Gln

Phe

Leu

Ala

185

Asn

Val

Gly

Ile

Gln

90

Ile

Glu

Pro

Ser

Glu

170

Asp

Thr

Tyr

Thr

Val

75

His

Lys

Gly

Gly

Ser

155

Trp

Ser

Leu

Tyr

Leu
235

Ser

His

Arg

Ser

Gly

140

Tyr

Val

Val

Tyr

Cys

220

Val

Ser

Ser

Thr

Glu

125

Ser

Ala

Ser

Lys

Leu

205

Ala

Thr

Leu

Tyr

Gly

110

Val

Leu

Met

Ala

Gly

190

Gln

Gly

Val

Gln

Pro

95

Ser

Gln

Arg

Ser

Ile

175

Arg

Met

Ser

Ser

/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial: Péptido sintético"

Pro

80

Leu

Thr

Val

Leu

Trp

160

Ser

Phe

Asn

Ser

Ser
240

Met Ala Leu Pro Val Thr Ala Leu Leu Leu Pro Leu Ala Leu Leu Leu

5

His Ala Ala Arg Pro

20

Secuencia artificial

10

15

/nota=»Descripcidn de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"

Ser
65
Glu
Thr
Ser
Leu
Ser
145
val
Gly
Thr
Ser
Gly
225

13

21

PRT

fuente

13
1

14

45

PRT

fuente

14

108



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

ES 2760 023 T3

Thr Thr Thr Pro Ala Pro Arg Pro Pro Thr Pro Ala Pro Thr Ile Ala
1 5 10 15

Ser Gln Pro Leu Ser Leu Arg Pro Glu Ala Cys Arg Pro Ala Ala Gly
20 25 30

Gly Ala Val His Thr Arg Gly Leu Asp Phe Ala Cys Asp

35 40 45
15
24
PRT
Secuencia artificial
fuente

/nota=»Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético"
15

Ile Tyr Ile Trp Ala Pro Leu Ala Gly Thr Cys Gly Val Leu Leu Leu
1 5 10 15

Ser Leu Val Ile Thr Leu Tyr Cys

20
16
42
PRT
Secuencia artificial
fuente
/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"

16

Lys Arg Gly Arg Lys Lys Leu Leu Tyr Ile Phe Lys Gln Pro Phe Met
1 5 10 15

Arg Pro Val Gln Thr Thr Gln Glu Glu Asp Gly Cys Ser Cys Arg Phe
20 25 30

Pro Glu Glu Glu Glu Gly Gly Cys Glu Leu
35 40

17
112
PRT
Secuencia artificial

fuente

/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"
17

109



ES 2760 023 T3

Arg Val Lys Phe Ser Arg Ser Ala Asp Ala Pro Ala Tyr Lys Gln Gly

Gln Asn Gln Leu Tyr Asn Glu Leu Asn Leu Gly Arg Arg Glu Glu Tyr
20 25 30

Asp Val Leu Asp Lys Arg Arg Gly Arg Asp Pro Glu Met Gly Gly Lys
35 40 45

Pro Arg Arg Lys Asn Pro Gln Glu Gly Leu Tyr Asn Glu Leu Gln Lys
50 55 60

Asp Lys Met Ala Glu Ala Tyr Ser Glu Ile Gly Met Lys Gly Glu Arg
65 70 75 80

Arg Arg Gly Lys Gly His Asp Gly Leu Tyr Gln Gly Leu Ser Thr Ala
85 90 95

Thr Lys Asp Thr Tyr Asp Ala Leu His Met Gln Ala Leu Pro Pro Arg

100 105 110
<210> 18
<211> 1605
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>

<221> fuente
<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polinucledétido sintético"
<400> 18

atggccttac cagtgaccgce cttgctcctg cegetggect tgectgetcca cgecgecagg 60
ccgggatceg agattcagct gcagcaatct ggggcagaac ttgtgaagcc aggggcctca 120
gtcaagctgt cctgcacagg ttctggettc aacattgaag actactatat tcactgggtg 180
aagcagagga ctgaacaggg cctggaatgg attggaagga ttgatcctga gaatgatgaa 240

actaaatatg gcccaatatt ccagggcagg gccactataa cagcagacac atcctccaac 300

110



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

19

acagtctacc
tttegeggtyg
ggttceggtg
tctccactca
cagagcctct
cagtctccaa
ttcactggca
gatttgggaa
accaagctgg
cccaccatceg
ggcgcagtge
ggtggagtcce
aggagtaaga
gggcccacece
tccaaacggg
caaactactc
tgtgaactga
aaccagctct
agacgtggce
ctgtacaatg
ggcgagcgec

aaggacacct

1473
ADN
Secuencia artificial

fuente

/nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polinucledétido sintético”

19

tgcaactcag
gagtctactg
gtggtggtte
ctctatcggt
tagatagtga
agcgcctaat
gtggatcagg
tttattattg
agataaaagc
cgtcgcagcece
acacgagggg
tggcttgcta
ggagcaggct
gcaagcatta
gcagaaagaa
aagaggaaga
gagtgaagtt
ataacgagcet
gggaccctga
aactgcagaa

ggaggggcaa

acgacgcecct

ES 2760 023 T3

cagcctgaca
ggggccagga
cggaggtggt
tgccattgga
tggaaagaca
ctctectggtyg
gacagatttc
ctggcaaggt
tagcaccacg
cctgtcectg
gctggacttce
tagcttgcta
cctgcacagt
ccagccctat
actcctgtat
tggctgtage
cagcaggagc
caatctagga
gatgggggga
agataagatg
ggggcacgat

tcacatgcag

tctgaggaca
accactctca
ggttcacata
caatcagcct
tatttgaatt
tctaaactgg
acactgagaa
acacatttte
acgccagcge
cgcccagagg
gcctgtgatt
gtaacagtgg
gactacatga
gccccaccac
atattcaaac
tgccgattte
gcagacgccce
cgaagagagg
aagccgagaa
gcggaggcect
ggcctttacce

gccctgecce

ctgccgtecta
cagtctcctce
tggatgttgt
ccatctcttg
ggttgttaca
actctggagt
tcagcagagt
ctgggacgtt
cgcgaccace
cgtgececggece
tttgggtgcet
cctttattat
acatgactcc
gcgacttege
aaccatttat
cagaagaaga
ccgcgtacaa
agtacgatgt
ggaagaaccce
acagtgagat
agggtctcag

ctecge

ttactgtgce
aggaggtggt
gatgacccag
caagtcaagt
gaggccaggce
ccctgacagg
ggaggctgag
cggtggaggg
aacaccggceg
agcggcgggg
ggtggtggtt
tttctgggtg
ccgecgecce
agcctatege
gagaccagta
agaaggagga
gcagggccag
tttggacaag
tcaggaaggce
tgggatgaaa

tacagccacc

atggccttac cagtgaccge cttgctcctg ccgetggect tgectgcectcca cgececgecagg

ccgggatcecg agattcaget gcagcaatct ggggcagaac ttgtgaagecce aggggectca

gtcaagetgt cctgcacagg ttctggettc aacattgaag actactatat tcactgggtg

111

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1605

60

120

180



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

20

aagcagagga
actaaatatg
acagtctacc
tttcgeggtyg
ggttceggtg
tctccactca
cagagcctct
cagtctccaa
ttcactggca
gatttgggaa
accaagctgg
cccaccatceg
ggcgcagtge
gccgggactt
agaaagaaac
gaggaagatg
gtgaagttca
aacgagctca
gaccctgaga
ctgcagaaag
aggggcaagg

gacgccctte

1465
ADN
Secuencia artificial

fuente
/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial:

20

ctgaacaggg
gcccaatatt
tgcaactcag
gagtctactg
gtggtggttce
ctctateggt
tagatagtga
agcgcectaat
gtggatcagg
tttattattg
agataaaagc
cgtcgcagcecce
acacgagggg
gtggggtcct
tcctgtatat
gctgtagetg
gcaggagcge
atctaggacg
tggggggaaa
ataagatggce

ggcacgatgg

acatgcaggce

ES 2760 023 T3

cctggaatgg
ccagggcagg
cagcctgaca
ggggccagga
cggaggtggt
tgccattgga
tggaaagaca
ctectetggtyg
gacagatttc
ctggcaaggt
tagcaccacg
cctgtccectg
gctggacttc
tctectgtea
attcaaacaa
ccgatttcca
agacgccccce
aagagaggag
gccgagaagg
ggaggcctac
cctttaccag

cctgecceect

attggaagga
gccactataa
tctgaggaca
accactctca
ggttcacata
caatcagcct
tatttgaatt
tctaaactgg
acactgagaa
acacattttc
acgccagcgce
cgcccagagg
gcctgtgata
ctggttatca
ccatttatga
gaagaagaag
gcgtacaagce
tacgatgttt
aagaaccctce
agtgagattg
ggtctcagta

cge

atggccttac cagtgaccge cttgectectg ccgetggect

ccgggateceg acatccagat gacccagage cctagecagece

agagtgacca tcacctgtcg ggccagccag ggcatcagaa

cagaagcccg gcaaggcccc caagagactg atctacgetg

112

ttgatcctga
cagcagacac
ctgcegtcta
cagtctccte
tggatgttgt
ccatctcttg
ggttgttaca
actctggagt
tcagcagagt
ctgggacgtt
cgcgaccacce
cgtgececggece
tctacatctg
ccctttactg
gaccagtaca
aaggaggatg
agggccagaa
tggacaagag
aggaaggcct
ggatgaaagg

cagccaccaa

Polinucleétido sintético™

tgctgctcca
tgagcgecag
acaacctggc

ccagcaatct

gaatgatgaa
atcctccaac
ttactgtgce
aggaggtggt
gatgacccag
caagtcaagt
gaggccaggce
ccctgacagg
ggaggctgag
cggtggaggg
aacaccggcg
agcggcgggyg
ggcgccecttg
caaacggggc
aactactcaa
tgaactgaga
ccagctctat
acgtggccgg
gtacaatgaa
cgagcgecgg

ggacacctac

cgccgecagg
cgtgggegac
ctggtatcag

gcagagegge

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1473

60

120

180

240



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

21

gtgcccagea
ctgcagcecg
agcggcggag
cctggcageg
cctggcggeca
atgtcttggg
tctggegget
aacagcaaga
tactactgtg
gtgtctageg
gcgtegeage
cacacgaggg
tgtggggtce
ctcctgtata
ggctgtagcet
agcaggagcg
aatctaggac
atggggggaa

gataagatgg

gggcacgatg

cacatgcagg

114
PRT
Secuencia artificial

fuente

/nota=»Descripcidn de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"

21

Glu Ile Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala

1

Ser Val Lys Leu Ser Cys Thr Gly Ser Gly Phe Asn Ile Glu Asp Tyr

gattcaccgg
aggacttcge
gcaccaaggt
gcgagggaag
gcctgagact
tccggecagge
ccaccaacta
acaccctgta
ccggcagcag
ctagcaccac
ccctgteect
ggctggactt
ttcteectgte
tattcaaaca
gccgatttee
cagacgcccce
gaagagagga
agccgagaag
cggaggccta
gcctttacca

ccectgecceee

20

ES 2760 023 T3

aagcggctcce
cacctactac
ggagatcaag
cgaggtccag
gagctgtgece
tcctggaaag
cgccgacagce
tctgcagatg
cgggtggage
gacgccagcg
gcgcccagag
cgcctgtgat
actggttatc
accatttatg
agaagaagaa
cgcgtacaag
gtacgatgtt
gaagaaccct
cagtgagatt
gggtctcagt

tecget

5

ggcaccgagt
tgcctgecage
cggaccggcea
gtgctggaat
gccageggcet
ggcctggaat
gtgaagggce
aacagcctga
gagtactggg
ccgcgaccac
gcgtgeegge
atctacatct
accctttact
agaccagtac
gaaggaggat
cagggccaga
ttggacaaga
caggaaggcc
gggatgaaag

acagccacca

10

25

113

tcaccctgat
accacagcta
gcaccagcgg
ctggcggegg
tcaccttecag
gggtgtccge
ggttcaccat
gagccgagga
gccagggcac
caacaccggc
cagcggcggg
gggcgccectt
gcaaacgggg
aaactactca
gtgaactgag
accagctcta
gacgtggccg
tgtacaatga
gcgagcgeceg

aggacaccta

cgtgtccage
ccctetgace
cagcggcaag
actggtgcag
cagctacgcce
catcagcggce
cagccgggac
caccgecgtg
actggtcaca
gcccaccatce
gggcgcagtg
ggccgggact
cagaaagaaa
agaggaagat
agtgaagttc
taacgagctc
ggaccctgag
actgcagaaa
gaggggcaag

cgacgceccctt

15

30

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1465



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>

22
5
PRT

Tyr

Gly

Gln

65

Leu

Ala

Ser

Ile

Arg

50

Gly

Gln

Phe

Ser

His

35

Ile

Arg

Leu

Arg

Trp

Asp

Ala

Ser

Gly
100

Secuencia artificial

fuente

val

Pro

Thr

Ser

85

Gly

ES 2760 023 T3

Lys

Glu

Ile

70

Leu

Val

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Tyr

Arg Thr

40

Asp Glu

Ala Asp

Ser Glu

Trp Gly
105

Gl

u

Thr

Thr

As
90

P

Pro

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Gly

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Thr

Leu

45

Gly

Asn

val

Thr

Glu

Pro

Thr

Tyr

Leu
110

Trp

Ile

Vval

Tyr

95

Thr

/nota=»Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético"

22

23
17
PRT

Secuencia artificial

fuente

Asp Tyr Tyr Ile His
1

5

/nota=»Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético"

23

24
5
PRT

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

val

Arg Ile Asp Pro Glu Asn Asp Glu Thr Lys Tyr Gly Pro Ile Phe Gln

1

Gly

Secuencia artificial

fuente

5

10

15

/nota=»Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético"
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25
112
PRT

Arg Gly Gly val Tyr

1

114

5



<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>

Secuencia artificial

ES 2760 023 T3

/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"

Gln

Ser

Leu

Ser

Ser

70

Glu

Thr

Ser

Cys

Asn

Leu

55

Gly

Asp

Phe

Pro Leu

Lys Ser
25

Trp Leu

40

Val Ser

Ser Gly

Leu Gly

Gly Gly
105

Thr

10

Ser

Leu

Lys

Thr

Ile

Gly

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Ser

Ser

Arg

Asp

Phe

Tyr

Lys

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Ala

Leu

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Ile Gly
15

Asp Ser

Gln Ser

Val Pro

Arg Ile
80

Gln Gly
95

Ile Lys

/nota=»Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético"

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asp Ser Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn

10

15

/nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Péptido sintético"

Leu Val Ser Lys Leu Asp Ser

fuente
25
Asp Val Val Met Thr
1 5
Gln Ser Ala Ser Ile
20
Asp Gly Lys Thr Tyr
35
Pro Lys Arg Leu Ile
50
Asp Arg Phe Thr Gly
65
Ser Arg Val Glu Ala
85
Thr His Phe Pro Gly
100
26
16
PRT
Secuencia artificial
fuente
26
1 5
27
7
PRT
Secuencia artificial
fuente
27
1
28
9
PRT
Secuencia artificial
fuente

5

/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial: Péptido sintético"

115



<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>

28

29
114
PRT

ES 2760 023 T3

Trp Gln Gly Thr His Phe Pro Gly Thr

1

Secuencia artificial

fuente

5

/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"

29

30
7
PRT

Glu

Ser

Tyr

Gly

Gln

65

Leu

Ala

Ser

Ile

val

Ile

Arg

Gly

Gln

Phe

Ser

Gln

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

Arg

Leu

Leu

20

Trp

Asp

Ala

Ser

Gly
100

Secuencia artificial

fuente

Gln

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Gly

Gln

Cys

Lys

Glu

Ile

70

Leu

val

Ser

Thr

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Tyr

Gly Ala Glu

Gly Se
25

r

Arg Thr

40

Asp Glu

Ala Asp

Ser Glu

Trp Gly

10

5

10

Gly

Glu

Thr

Thr

Asp

90

Pro

Leu

Phe

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Gly

Val Lys Pro Gly

Asn

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Thr

Ile

Leu

45

Gly

Asn

Val

Thr

Glu

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Leu
110

15

Asp

Trp

Ile

Vval

Tyr

95

Thr

/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial: Péptido sintético"

30

31
6
PRT

Secuencia artificial

fuente

Gly Phe Asn Ile Glu Asp Tyr

1
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5

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

val



<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

ES 2760 023 T3

/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial: Péptido sintético’
31

Asp Pro Glu Asn Asp Glu
1 5

32

5

PRT

Secuencia artificial

fuente
/nota=»Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético’
32

Arg Gly Gly val Tyr

1 5
33
112
PRT
Secuencia artificial
fuente
/nota=»Descripcidn de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"
33
Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Thr Leu Ser Val Ala Ile Gly
1 5 10 15
Gln Ser Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asp Ser
20 25 30
Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Leu Leu Gln Arg Pro Gly Gln Ser
35 40 45
Pro Lys Arg Leu Ile Ser Leu Val Ser Lys Leu Asp Ser Gly Val Pro
50 55 60
Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Arg Ile
65 70 75 80
Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Ile Tyr Tyr Cys Trp Gln Gly
85 90 95
Thr His Phe Pro Gly Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110
34
12
PRT
Secuencia artificial
fuente
/nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Péptido sintético"
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<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

ES 2760 023 T3

Ser Gln Ser Leu Leu Asp Ser Asp Gly Lys Thr Tyr

1 5 10
35
3
PRT
Secuencia artificial
fuente
/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial: Péptido sintético"

35

Leu Val Ser
1

36

6

PRT

Secuencia artificial

fuente
/nota=»Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético"
36

Gly Thr His Phe Pro Gly
1 5

37

5

PRT

Secuencia artificial

fuente
/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial: Péptido sintético"
37

Gly Gly Gly Gly Ser
1 5

38
246
PRT
Secuencia artificial

fuente
/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético’
38
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ES 2760 023 T3

Glu Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala

Thr Val Lys Ile Ser Cys Lys Gly Ser Gly Phe Asn Ile Glu Asp Tyr
20 25 30

Tyr Ile His Trp Val Gln Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Arg Ile Asp Pro Glu Asn Asp Glu Thr Lys Tyr Gly Pro Ile Phe
50 55 60

Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Thr Ser Thr Asn Thr Val Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Phe Arg Gly Gly Val Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Vval
100 105 110

Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly
115 120 125

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser
130 135 140

Leu Ala Val Ser Leu Gly Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser
145 150 155 160

Gln Ser Leu Leu Asp Ser Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Leu Gln
165 170 175

Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro Lys Arg Leu Ile Ser Leu Val Ser Lys
180 185 190

Leu Asp Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr
195 200 205

Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val
210 215 220

Tyr Tyr Cys Trp Gln Gly Thr His Phe Pro Gly Thr Phe Gly Gly Gly
225 230 235 240

Thr Lys Val Glu Ile Lys
245

<210> 39

<211> 738

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polinucledétido sintético"
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<400> 39

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

40

40

<210> 41

gaaatccagc
tcatgcaagg
ccgggaaaag
ggaccgattt
atggaactga
ggggtgtact
ggaggcggga
tcceecggact
cagtcacttc
cagccaccca
ttectegggtt
gacgtggcag

accaaggtgg

831
ADN
Secuencia artificial

fuente
/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial: Polinucledétido sintético”

atggccctee
cccgaaatcce
atctcatgca
gctccgggaa
tacggaccga
tacatggaac
ggaggggtgt
ggaggaggcg
cagtccccgg
tcccagtcac
gggcagccac
cgcttctegg
gaggacgtgg

ggcaccaagg

<211> 277

tggtccaatc
ggtcgggatt
gcctggaatg
tccaaggaag
gctegeteceg
ggggccaagg
gcggaggcgyg
ccctegeegt
tggattccga
aacggttgat
ccggtagegg
tgtactactg

agatcaag

ctgtcaccge
agctggtcca
aggggtcggg
aaggcctgga
ttttccaagg
tgagcteget
actggggcca
ggagcggagg
actccctege
ttctggattce
ccaaacggtt
gttccggtag
cagtgtacta

tggagatcaa

ES 2760 023 T3

gggagctgag
caacatcgag
gatgggcaga
agtgactatc
gtccgaagat

aactactgtc

tggctegggt
gagcctcgga
tggtaaaacg
ctceccettgtg

gaccgacttce

ctggcaggga

cctgetgett
atcgggagcet
attcaacatc
atggatgggc
aagagtgact
ccggtceccgaa
aggaactact
cggtggeteg
cgtgagcectce
cgatggtaaa
gatctccctt
cgggaccgac
ctgctggcag

gggatcgcac

gtcaagaagc
gactactaca
atcgacccag
accgccgata
actgcagtgt

actgtctegt

ggcggaggaa
gagagggcga
tacctcaact
tccaaactgg
accctgacga

acccacttce

ccgetggete
gaggtcaaga
gaggactact
agaatcgacc
atcaccgeeg
gatactgcag
gtcactgtct
ggtggcggag
ggagagaggg
acgtacctca
gtgtccaaac
ttcaccctga
ggaacccact

caccatcacc

120

cgggagccac
ttcactgggt
aaaacgacga
cttcaaccaa
attactgtge
caggaggcgg
gcgacgtggt
ctatcaattg
ggctgcagca
atagcggagt
tcagctcact

ctggcacctt

ttctgctcca
agccgggagce
acattcactg
cagaaaacga
atacttcaac
tgtattactg
cgtcaggagg
gaagcgacgt
cgactatcaa
actggctgca
tggatagegg
cgatcagctc
tcecectggeac

atcatcatca

cgtcaagatc
gcagcaagct
aactaagtac
taccgtctac
ctttcgegga
agggtcggga
gatgacccag
caagtcgtcce
aaagccaggg
gcctgaccge
gcaggcggag

tggaggtggc

cgcegetegg
caccgtcaag
ggtgcagcaa
cgaaactaag
caataccgtce
tgccetttege
cggagggtcg
ggtgatgacc
ttgcaagtcg
gcaaaagcca
agtgcctgac
actgcaggcg
ctttggaggt

c

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

738

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

831



<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

PRT

Secuencia artificial

fuente

ES 2760 023 T3

/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"

41

Met

His

Lys

Asn

Gly

Tyr

Thr

Ala

Thr

Ser

145

Gln

Asn

Leu

Ser

Ser
225

Ala

Ala

Lys

Ile

50

Leu

Gly

Asn

val

Thr

130

Gly

Ser

Cys

Asn

Leu

210

Gly

Leu

Ala

Pro

35

Glu

Glu

Pro

Thr

Tyr

115

val

Gly

Pro

Lys

Trp

195

val

Ser

Pro

Arg

20

Gly

Asp

Trp

Ile

val

100

Tyr

Thr

Gly

Asp

Ser

180

Leu

Ser

Gly

Val

5

Pro

Ala

Tyr

Met

Phe

85

Tyr

Cys

val

Gly

Ser

165

Ser

Gln

Lys

Thr

Thr

Glu

Thr

Tyr

Gly

70

Gln

Met

Ala

Ser

Ser

150

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp
230

Ala

Ile

val

Ile

55

Arg

Gly

Glu

Phe

Ser

135

Gly

Ala

Ser

Lys

Asp

215

Phe

Leu

Gln

Lys

40

His

Ile

Arg

Leu

Arg

120

Gly

Gly

Val

Leu

Pro

200

Ser

Thr

Leu

Leu

25

Ile

Trp

Asp

Val

Ser

105

Gly

Gly

Gly

Ser

Leu

185

Gly

Gly

Leu

121

Leu

10

Val

Ser

Val

Pro

Thr

90

Ser

Gly

Gly

Gly

Leu

170

Asp

Gln

Val

Thr

Pro

Gln

Cys

Gln

Glu

75

Ile

Leu

Val

Gly

Ser

155

Gly

Ser

Pro

Pro

Ile
235

Leu

Ser

Lys

Gln

60

Asn

Thr

Arg

Tyr

Ser

140

Asp

Glu

Asp

Pro

Asp

220

Ser

Ala

Gly

Gly

45

Ala

Asp

Ala

Ser

Trp

125

Gly

val

Arg

Gly

Lys

205

Arg

Ser

Leu

Ala

Ser

Pro

Glu

Asp

Glu

110

Gly

Gly

Val

Ala

Lys

190

Arg

Phe

Leu

Leu

15

Glu

Gly

Gly

Thr

Thr

95

Asp

Gln

Gly

Met

Thr

175

Thr

Leu

Ser

Gln

Leu

Val

Phe

Lys

Lys

80

Ser

Thr

Gly

Gly

Thr

160

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala
240
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Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Trp Gln Gly Thr His Phe Pro Gly
245 250 255

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Gly Ser His His His

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

42

260

His His His His His

1470
ADN
Secuencia artificial

fuente

/nota=»Descripcion de Secuencia Artificial: Polinucledétido sintético”

42

atggccctce
cccgagatce
atctcgtgea
gcacccggaa
tacggaccga
tacatggaac
ggtggagtct
ggcggaggceg
cagtcaccgg
tcccagaget
ggccagccge
cggttttegg
gaggatgtgg
ggcactaagg
accatcgect
gcegtgeata
ggtacttgceg
aagaagctgce
gaggacggct
aaattcagcc
gaactcaatc
ccagaaatgg
caaaaggata
ggcaaaggcc

gctcttcaca

275

ctgtcaccge
agctggtgca
aaggatcagg
aaggcctgga
tcttccaagg
tctecgagect
actggggaca
gctccggtgg
actccttgge
tgctggactce
caaagagact
gatcgggctce
ccgtctacta
tggagatcaa
cccagcectcet
cceggggtet
gggtcctget
tgtacatctt
gttcatgecceg

gcagcgcaga

ttggtcggag
gcgggaagcece
agatggcaga
acgacggact

tgcaggccecct

cctgetgett
gtcgggaget
gttcaacatce
gtggatgggg
acgggtgacc
tcgectcggaa
agggactacc
aggaggaagc
ggtgagcctg
cgatggaaag
catctcactg
aggcaccgac
ctgttggcag
aaccactacc
gtcectgegt
tgacttegee
gctttcacte
taagcaaccce
gttcccagag
tgcteccagee
agaggagtac
gcgcagaaag
agcctatagce
gtaccaggga

gcecgectegg

265

ccgetggete
gaagtcaaaa
gaggactact
aggattgacc
atcacggctg
gataccgcgg
gtcaccgtgt
ggaggaggtg
ggtgaacgceg
acttatctca
gtgagcaagc
ttcaccctga
gggactcact
ccagcaccga
ccggaggceat
tgcgatatcet
gtgatcactc
ttcatgaggce
gaggaggaag
tacaagcagg
gacgtgctgg
aatccccaag
gagattggta

ctcagcaccg

122

ttctgecteca
agcectggege
acatccattg
cagaaaatga
acacttccac
tgtactactg
cgtcaggtgg
gctcecgacgt
ccactatcaa
attggctgca
tggatagegg
ctatttcctce
tececeggggac
ggccacccac
gtagacccge
acatttgggce
tttactgtaa
ctgtgcagac
gcggctgega
ggcagaacca
acaagcggag
agggcctgta

tgaaagggga

ccaccaagga

270

cgcegetegg
aaccgtcaag
ggtgcaacag
cgaaaccaag
taacaccgtc
cgcctttaga
cggaggatca
ggtgatgacg
ctgcaagagc
acagaagcct
agtgccagat
cctccaagee
ctteggtgga
cccggetect
agctggtggg
ccctetgget
gcgeggtegg
tactcaagag
actgcgegtg

gctctacaac

aggacgggac

caacgagctc
acgcagaaga

cacctatgac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1470
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<213>
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<221>
<223>
<400>

43
490
PRT

Secuencia artificial

fuente
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/nota=»Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"

43

Met

His

Lys

Asn

Gly

65

Tyr

Thr

Ala

Thr

Ser
145

Ala

Ala

Lys

Ile

50

Leu

Gly

Asn

val

Thr

130

Gly

Leu

Ala

Pro

35

Glu

Glu

Pro

Thr

Tyr

115

Val

Gly

Pro

Arg

20

Gly

Asp

Trp

Ile

Val

100

Tyr

Thr

Gly

Val

Pro

Ala

Tyr

Met

Phe

85

Tyr

Cys

val

Gly

Thr

Glu

Thr

Tyr

Gly

70

Gln

Met

Ala

Ser

Ser
150

Ala

Ile

Val

Ile

55

Arg

Gly

Glu

Phe

Ser

135

Gly

Leu

Gln

Lys

40

His

Ile

Arg

Leu

Arg

120

Gly

Gly

Leu

Leu

25

Ile

Trp

Asp

Val

Ser

105

Gly

Gly

Gly

123

Leu

10

Vval

Ser

Val

Pro

Thr

90

Ser

Gly

Gly

Gly

Pro

Gln

Cys

Gln

Glu

75

Ile

Leu

Val

Gly

Ser
155

Leu

Ser

Lys

Gln

60

Asn

Thr

Arg

Tyr

Ser

140

Asp

Ala

Gly

Gly

45

Ala

Asp

Ala

Ser

Trp

125

Gly

Val

Leu

Ala

30

Ser

Pro

Glu

Asp

Glu

110

Gly

Gly

Val

Leu

15

Glu

Gly

Gly

Thr

Thr

95

Asp

Gln

Gly

Met

Leu

Val

Phe

Lys

Lys

80

Ser

Thr

Gly

Gly

Thr
160



Gln

Asn

Leu

Ser

Ser

225

Glu

Thr

Pro

Leu

Arg

305

Gly

Lys

Arg

Pro

Ser

385

Glu

Ser

Cys

Asn

Leu

210

Gly

Asp

Phe

Arg

Arg

290

Gly

Thr

Arg

Pro

Glu

370

Ala

Leu

Pro

Lys

Trp

195

Val

Ser

Val

Gly

Pro

275

Pro

Leu

Cys

Gly

Val

355

Glu

Asp

Asn

Asp

Ser

180

Leu

Ser

Gly

Ala

Gly

260

Pro

Glu

Asp

Gly

Arg

340

Gln

Glu

Ala

Leu

Ser

165

Ser

Gln

Lys

Thr

Val

245

Gly

Thr

Ala

Phe

Val

325

Lys

Thr

Glu

Pro

Gly
405
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Leu

Gln

Gln

Leu

Asp

230

Tyr

Thr

Pro

Cys

Ala

310

Leu

Lys

Thr

Gly

Ala

390

Arg

Ala

Ser

Lys

Asp

215

Phe

Tyr

Lys

Ala

Arg

295

Cys

Leu

Leu

Gln

Gly

375

Tyr

Arg

Val

Leu

Pro

200

Ser

Thr

Cys

val

Pro

280

Pro

Asp

Leu

Leu

Glu

360

Cys

Lys

Glu

Ser

Leu

185

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu

265

Thr

Ala

Ile

Ser

Tyr

345

Glu

Glu

Gln

Glu

124

Leu

170

Asp

Gln

Val

Thr

Gln

250

Ile

Ile

Ala

Tyr

Leu

330

Ile

Asp

Leu

Gly

Tyr
410

Gly

Ser

Pro

Pro

Ile

235

Gly

Lys

Ala

Gly

Ile

315

Val

Phe

Gly

Arg

Gln

395

Asp

Glu

Asp

Pro

Asp

220

Ser

Thr

Thr

Ser

Gly

300

Trp

Ile

Lys

Cys

Val

380

Asn

val

Arg

Gly

Lys

205

Arg

Ser

His

Thr

Gln

285

Ala

Ala

Thr

Gln

Ser

365

Lys

Gln

Leu

Ala

Lys

190

Arg

Phe

Leu

Phe

Thr

270

Pro

Val

Pro

Leu

Pro

350

Cys

Phe

Leu

Asp

Thr

175

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro

255

Pro

Leu

His

Leu

Tyr

335

Phe

Arg

Ser

Tyr

Lys
415

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

240

Gly

Ala

Ser

Thr

Ala

320

Cys

Met

Phe

Arg

Asn

400

Arg



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

Arg

Gln

Tyr

Asp

465

Ala

Gly

Glu

Ser

450

Gly

Leu

Arg

Gly

435

Glu

Leu

His

Asp

420

Leu

Ile

Tyr

Met

Secuencia artificial

Pro

Tyr

Gly

Gln

Gln
485

ES 2760 023 T3

Glu

Asn

Met

Gly

470

Ala

Met

Glu

Lys

455

Leu

Leu

Gly

Leu

440

Gly

Ser

Pro

Gly

425

Gln

Glu

Thr

Pro

Lys Pro Arg Arg Lys

430

Lys Asp Lys Met Ala

445

Arg Arg Arg Gly Lys

460

Ala Thr Lys Asp Thr

Arg
490

475

Asn

Glu

Gly

Tyr

Pro

Ala

His

Asp
480

/nota=»Descripcidn de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"

44

246

PRT

fuente

44
Asp
1
Glu
Asp
Pro
Asp
65
Ser
Thr
Gly

Val

Arg

Gly

Lys

50

Arg

Ser

His

Gly

vVal

Ala

Lys

35

Arg

Phe

Leu

Phe

Gly
115

Met

Thr

20

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro

100

Gly

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Gly

Ser

Gln

Asn

Leu

Ser

Ser

70

Glu

Thr

Gly

Ser

Cys

Asn

Leu

55

Gly

Asp

Phe

Gly

Pro

Lys

40

Val

Ser

Val

Gly

Gly
120

Asp

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Ala

Gly

105

Gly

125

Ser

10

Ser

Gln

Lys

Thr

Val

90

Gly

Ser

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Gly

Ala

Ser

Lys

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Gly

vVal

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Val

Gly
125

Ser

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu

110

Gly

Leu

15

Asp

Gln

Val

Thr

Gln

95

Ile

Ser

Gly

Ser

Pro

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Gly



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

45

45

<210> 46

Gly

Gly

Gly Ser

130

Lys

145

Ile

Leu

Gly

Asn

Pro

Glu

Glu

Pro

Thr

Gly Ala

Asp

Tyr

Met
180

Trp

Ile
195

Phe

Val Tyr

210

Val
225

Thr

738
ADN
Secuencia artificial

fuente
/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial: Polinucledétido sintético”

gatgtcgtga
atcaactgca
ctgcagcaga
tecgggegtece
agctcgcetcee
gggacctttg
ggcagcggag
gccgaggtga
atcgaggact
ggtcgcatceg
acgatcactg
gaagatacgg

actgtgaccg

<211> 831

Tyr

val

Tyr Cys

Thr Val

tgacccagtc
aatcgagcca
agcctggeca
cggacaggtt
aagctgaaga
gcggaggaac
gaggagggag
agaaacctgg
actacatcca
acccggaaaa
cggatacctc
ccgtgtacta

tgtegteg

ES 2760 023 T3

Glu Ile Gln

135

Thr Val

150

Lys

Tyr Ile His

165

Gly Arg Ile

Gln Gly Arg

Met Glu Leu

215

Ala Phe

230

Arg

Ser Ser

245

cccagactcc
gtcactgctg
gccaccgaag
tagcggtage
tgtggeggtc
taaagtcgaa
cggcggtgge
tgccactgtce
ctgggtgcaa
cgatgagact
cactaatacc

ctgcgcecattc

Leu Val

Ile

Ser

Trp Val

Gln

Cys

Gln

Ser Gly

140

Lys
155

Gly

Gln Ala

170

Pro
185

Asp

val
200

Thr

Ser Ser

Gly Gly

ctcgcagtgt
gactcagacg
cgcctgatcet
ggctcgggaa
tactactgcet
atcaaaggag
ggctccgaaa
aagatctcgt
caggcgccag
aagtacggac

gtgtatatgg

agaggaggtg

126

Glu

Ile

Leu

Vval

Asn Asp

Thr Ala

Ala

Ser

Pro

Glu

Asp

Glu Val

Gly Phe

Gly Lys

175

Thr
190

Lys

Thr Ser

205

Ser
220

Arg

Tyr
235

Trp

ccttgggaga
gaaagaccta
ccctggtgtce
ccgacttcac
ggcaggggac
gaggcggatc
ttcaacttgt
gtaagggatc
gaaagggatt

cgatcttcca
agctctcgtce

tgtactgggg

Glu

Gly

Asp Thr

Gln Gly

acgggccacc
cctcaactgg
caagctggac
tctgaccatt
ccacttcecce
aggtggagga
gcaatcecggt
gggattcaat
ggagtggatg
aggccgggte
actgagaagc

ccagggaact

Lys

Asn

160

Gly

Tyr

Thr

Ala

Thr
240

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

738



<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial:

46

47
277
PRT

atggccctee
cccgatgteg
accatcaact
tggctgecage
gactcgggcg
attagctege
cccgggaccet
ggaggcagceg
ggtgccgagg
aatatcgagg
atgggtcgca
gtcacgatca
agcgaagata

actactgtga

ctgtcaccge
tgatgaccca
gcaaatcgag
agaagcctgg
tceceggacag
tccaagctga
ttggcggagg
gaggaggagg
tgaagaaacc
actactacat
tcgacccgga
ctgcggatac
cggccegtgta

ccgtgtegte

Secuencia artificial

fue

/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"

47

nte

Met Ala Leu Pro Val Thr Ala Leu Leu Leu Pro Leu Ala Leu Leu Leu

1

ES 2760 023 T3

cctgetgett
gtccccagac
ccagtcactg
ccagccacceg
gtttagcggt
agatgtggcg
aactaaagtc
gagcggeggt
tggtgccact
ccactgggtg
aaacgatgag
ctccactaat
ctactgcgca

ggggtcacat

5

ccgetggete
tccetegeag
ctggactcag
aagcgcctga
agcggctcgg
gtctactact
gaaatcaaag
ggcggctecg
gtcaagatct
caacaggcgc
actaagtacg
accgtgtata
ttcagaggag

caccaccatc

10

127

Polinucledétido sintético™

ttctgctcca
tgtccttggg
acggaaagac
tctcectggt
gaaccgactt
gctggcaggyg
gaggaggcgg
aaattcaact
cgtgtaaggg
caggaaaggg
gaccgatctt
tggagctcte
gtgtgtactg

atcatcacca

cgcegetegg
agaacgggcc
ctacctcaac
gtccaagctg
cactctgacc
gacccacttce
atcaggtgga
tgtgcaatcc
atcgggattc
attggagtgg
ccaaggccgg
gtcactgaga
gggccaggga

c

15

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

831



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

His

Ala

Ser

Lys

65

Asp

Phe

Tyr

Lys

Gly

145

Gly

Gly

Ala

Asp

Ala

225

Ser

Trp

48

1470
ADN

Secuencia artificial

Ala

Val

Leu

Pro

Ser

Thr

Cys

Val

130

Gly

Ala

Ser

Pro

Glu

210

Asp

Glu

Gly

Ala

Ser

Leu

Gly

Gly

Leu

Trp

115

Glu

Gly

Glu

Gly

Gly

195

Thr

Thr

Asp

Gln

Arg

20

Leu

Asp

Gln

val

Thr

100

Gln

Ile

Ser

val

Phe

180

Lys

Lys

Ser

Thr

Gly
260

Pro

Gly

Ser

Pro

Pro

Ile

Gly

Lys

Gly

Lys

165

Asn

Gly

Tyr

Thr

Ala

245

Thr

ES 2760 023 T3

Asp

Glu

Asp

Pro

70

Asp

Ser

Thr

Gly

Gly

150

Lys

Ile

Leu

Gly

Asn

230

val

Thr

Val

Arg

Gly

Lys

Arg

Ser

His

Gly

135

Gly

Pro

Glu

Glu

Pro

215

Thr

Tyr

Val

Val

Ala

40

Lys

Arg

Phe

Leu

Phe

120

Gly

Gly

Gly

Asp

Trp

200

Tle

Val

Tyr

Thr

Met

25

Thr

Thr

Leu

Ser

Gln

105

Pro

Gly

Ser

Ala

Tyr

185

Met

Phe

Tyr

Cys

val
265

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

Gly

Ser

Glu

Thr

170

Tyr

Gly

Gln

Met

Ala

250

Ser

Gln

Asn

Leu

Ser

75

Ser

Glu

Thr

Gly

Ile

155

Val

Ile

Arg

Gly

Glu

235

Phe

Ser

His His His His His
275

128

Ser

Cys

Asn

60

Leu

Gly

Asp

Phe

Gly

140

Gln

Lys

His

Ile

Arg

220

Leu

Arg

Gly

Pro

Lys

45

Trp

Val

Ser

Val

Gly

125

Gly

Leu

Ile

Trp

Asp

205

Val

Ser

Gly

Ser

Asp

30

Ser

Leu

Ser

Gly

Ala

110

Gly

Gly

Val

Ser

Val

190

Pro

Thr

Ser

Gly

His
270

Ser

Ser

Gln

Lys

Thr

Val

Gly

Ser

Gln

Cys

175

Gln

Glu

Ile

Leu

Vval

255

His

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp

Tyr

Thr

Gly

Ser

160

Lys

Gln

Asn

Thr

Arg

240

Tyr

His



<221> fuente
<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial:

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

48

49

atggccctce
cccgacgtgg
acgatcaatt
tggctgecage
gacagcggceg
atttcgtcac
ccgggtactt
ggcgggtegg
ggtgccgaag
aacatcgagg
atgggaagga
gtgaccatca
tccgaggaca
acgaccgtga
accatcgect
gccgtgceata
ggtacttgceg
aagaagctgce
gaggacggct
aaattcagcc
gaactcaatc
ccagaaatgg
caaaaggata

ggcaaaggcce

gctcttcaca

490
PRT
Secuencia artificial

fuente

/nota=»Descripcidn de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"

49

ctgtcaccge
tcatgactca
gcaaaagctc
agaagccggg
tgcecggatceg
tgcaagcgga
ttggtggagg
gaggaggagg
tgaagaagcc
attactacat
tcgaccecga
ctgcagacac
ccgecegtgta
ccgtcagete
cccagcectcet
ccecggggtet
gggtcctget
tgtacatctt
gttcatgccg
gcagcgcaga
ttggtcggag
gcgggaagcece
agatggcaga

acgacggact

tgcaggccect

ES 2760 023 T3

cctgetgett
aagcccagat
gcagtcectg
acaaccacca
cttctecggge
ggacgtggcg
taccaaagtc
atcgggtgge
tggggccacg
ccattgggtg
gaatgacgag
ttcaaccaac
ctactgtgct
aaccactacc
gtcectgegt
tgacttecgee
gctttcacte
taagcaaccce
gttcccagag
tgctccagece
agaggagtac
gcgcagaaag
agcctatagce

gtaccaggga

gcecgectegg

ccgetggete
tcettggetg
ttggactccg
aagcggctga
agcggetcgg
gtgtattact
gaaatcaagg
ggaggctcag
gtgaagatct
caacaggccc
actaagtacg
accgtctaca
ttcagaggag
ccagcaccga
ccggaggceat
tgcgatatcet
gtgatcactc
ttcatgaggce
gaggaggaag
tacaagcagg
gacgtgctgg
aatccccaag
gagattggta

ctcagcaccg

129

Polinucleétido sintético"

ttctgecteca
tctceecttgg
atggaaaaac
tttcectegt
gaaccgattt
gctggcaggg
gtggaggcgg
aaatccagct
cgtgcaaggg
ctggcaaagg
gcccgatett
tggaactctc
gagtctactg
ggccacccac
gtagacccege
acatttgggce
tttactgtaa
ctgtgcagac
gcggetgega
ggcagaacca
acaagcggag
agggcctgta
tgaaagggga

ccaccaagga

cgcegetegg
agaaagagca
ctacctcaac
gtccaagctg
tactctcact
cactcacttce
gagcggagga
ggtgcagtca
gagcggattc
gctggaatgg
ccaaggacgg
ctcgetgege
gggacaggga
cccggetect
agctggtggg
ccctetgget
gcgeggtegg
tactcaagag
actgcgegtg
gctctacaac
aggacgggac
caacgagctce
acgcagaaga

cacctatgac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1470



Met

His

Ala

Ser

Lys

65

Asp

Phe

Tyr

Lys

Gly

145

Gly

Gly

Ala

Ala

val

Leu

50

Pro

Ser

Thr

Cys

val

130

Gly

Ala

Ser

Leu

Ala

Ser

35

Leu

Gly

Gly

Leu

Trp

115

Glu

Gly

Glu

Gly

Pro

Arg

20

Leu

Asp

Gln

Val

Thr

100

Gln

Ile

Ser

Val

Phe
180

val

Pro

Gly

Ser

Pro

Pro

85

Ile

Gly

Lys

Gly

Lys

165

Asn

ES 2760 023 T3

Thr

Asp

Glu

Asp

Pro

70

Asp

Ser

Thr

Gly

Gly

150

Lys

Ile

Ala

Val

Arg

Gly

55

Lys

Arg

Ser

His

Gly

135

Gly

Pro

Glu

Leu

Val

Ala

40

Lys

Arg

Phe

Leu

Phe

120

Gly

Gly

Gly

Asp

Leu

Met

25

Thr

Thr

Leu

Ser

Gln

105

Pro

Gly

Ser

Ala

Tyr
185

130

Leu

10

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

90

Ala

Gly

Ser

Glu

Thr

170

Tyr

Pro

Gln

Asn

Leu

Ser

75

Ser

Glu

Thr

Gly

Ile

155

Val

Ile

Leu

Ser

Cys

Asn

60

Leu

Gly

Asp

Phe

Gly

140

Gln

Lys

His

Ala

Pro

Lys

45

Trp

val

Ser

Val

Gly

125

Gly

Leu

Ile

Trp

Leu

Asp

Ser

Leu

Ser

Gly

Ala

110

Gly

Gly

Val

Ser

Val
190

Leu

15

Ser

Ser

Gln

Lys

Thr

95

Val

Gly

Ser

Gln

Cys

175

Gln

Leu

Leu

Gln

Gln

Leu

80

Asp

Tyr

Thr

Gly

Ser

160

Lys

Gln



ES 2760 023 T3

Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met Gly Arg Ile Asp Pro Glu Asn
195 200 205

Asp Glu Thr Lys Tyr Gly Pro Ile Phe Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr
210 215 220

Ala Asp Thr Ser Thr Asn Thr Val Tyr Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg
225 230 235 240

Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Phe Arg Gly Gly Val Tyr
245 250 255

Trp Gly Gln Gly Thr Thr Vval Thr Vval Ser Ser Thr Thr Thr Pro Ala
260 265 270

Pro Arg Pro Pro Thr Pro Ala Pro Thr Ile Ala Ser Gln Pro Leu Ser
275 280 285

Leu Arg Pro Glu Ala Cys Arg Pro Ala Ala Gly Gly Ala Val His Thr
290 295 300

Arg Gly Leu Asp Phe Ala Cys Asp Ile Tyr Ile Trp Ala Pro Leu Ala
305 310 315 320

Gly Thr Cys Gly Val Leu Leu Leu Ser Leu Val Ile Thr Leu Tyr Cys
325 330 335

Lys Arg Gly Arg Lys Lys Leu Leu Tyr Ile Phe Lys Gln Pro Phe Met
340 345 350

Arg Pro Val Gln Thr Thr Gln Glu Glu Asp Gly Cys Ser Cys Arg Phe
355 360 365

Pro Glu Glu Glu Glu Gly Gly Cys Glu Leu Arg Val Lys Phe Ser Arg
370 375 380

Ser Ala Asp Ala Pro Ala Tyr Lys Gln Gly Gln Asn Gln Leu Tyr Asn
385 390 395 400

Glu Leu Asn Leu Gly Arg Arg Glu Glu Tyr Asp Val Leu Asp Lys Arg
405 410 415

Arg Gly Arg Asp Pro Glu Met Gly Gly Lys Pro Arg Arg Lys Asn Pro
420 425 430

Gln Glu Gly Leu Tyr Asn Glu Leu Gln Lys Asp Lys Met Ala Glu Ala
435 440 445

Tyr Ser Glu Ile Gly Met Lys Gly Glu Arg Arg Arg Gly Lys Gly His
450 455 460

Asp Gly Leu Tyr Gln Gly Leu Ser Thr Ala Thr Lys Asp Thr Tyr Asp
465 470 475 480

Ala Leu His Met Gln Ala Leu Pro Pro Arg
485 490
131



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

50
246
PRT

Secuencia artificial

fuente

ES 2760 023 T3

/nota=»Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"

50

Glu

Ser

Tyr

Gly

Gln

65

Leu

Ala

Ser

Ser

Leu
145

Ile

Leu

Ile

Arg

50

Gly

Gln

Phe

Ser

Gly

130

Pro

Gln

Arg

His

35

Ile

His

Trp

Arg

Gly

115

Gly

vVal

Leu

Ile
20

Trp

Asp

Val

Ser

Gly

100

Gly

Gly

Thr

Val

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Gly

Gly

Gly

Leu

Gln

Cys

Arg

Glu

Ile

70

Leu

Val

Gly

Ser

Gly
150

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Ser

Lys

Tyr

Ser

Asp

135

Gln

Gly

Gly

Met

40

Asp

Ala

Ala

Trp

Gly

120

Val

Pro

Ala

Ser

25

Pro

Glu

Asp

Ser

Gly

105

Gly

Val

Ala

132

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Gln

Gly

Met

Ser

Val

Phe

Lys

Lys

Ser

75

Thr

Gly

Gly

Thr

Ile
155

Lys

Asn

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Thr

Ser

Gln

140

Ser

Lys

Ile

Leu

45

Gly

Asn

Met

Thr

Gly

125

Ser

Cys

Pro

Glu

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Val

110

Gly

Pro

Lys

Gly

15

Asp

Trp

Ile

Val

Tyr

95

Thr

Gly

Leu

Ser

Glu

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

val

Gly

Ser

Ser
160



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

51

Gln

Gln

Leu

Asp

Ser

Arg

Asp

Phe

Leu Leu

Pro Gly

180

Ser
195

Gly

Thr Leu

210

Tyr
225

Thr

738
ADN
Secuencia artificial

fuente
/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial:

51

52

gagattcagc
agctgtaaag
ccaggaaagg
ggaccgatct
ctccaatggt
ggcgtctact
ggaggtggct
tcceccactgt
caatccctge
cagagcccga
ttcagecggcet
gatgtcggag

actaaggtcg

831
ADN
Secuencia artificial

fuente

/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial: Polinucledétido sintético”

52

Tyr

Lys

Cys Trp

vVal Glu

tggtccaaag
gttccggett
ggctggaatg
ttcaaggaca

cctcactcaa

ggggacaagg
cgggcggagg
cgctcceggt
tggactcgga
gaaggcttat
cagggtcagg
tctactactg

agattaag

ES 2760 023 T3

Asp Ser

165

Asp

Gln Ser Pro

Val Pro Asp

Ile Ser

215

Lys

Gln Gly Thr

230

Ile
245

Lys

cggcgcagaa
caacatcgag
gatgggacgg
cgtgactatc
ggccteggat
gactactgtg
tggatcggga
gaccctcgga
cggaaaaacg
ctecgetggtg
aaccgatttc

ctggcagggt

Gly Lys

Thr

Tyr Leu

170

Arg Arg

185

Arg Phe

200

Arg Val

His Phe

gtgaaaaagc
gactattaca
attgacccgg
tcegecgaca
accgcgatgt
actgtctcat
ggaggagggt
cagcctgcta
tacctcaatt
tcaaagctgg
accttgaaga

actcacttce

133

Leu

Ser

Glu

Pro

Ile Ser

Gly Ser

Asn

Leu

Gly

Leu
175

Trp

Val
190

Ser

Ser Gly

205

Ala Glu

220

Gly Thr

235

Polinucledétido sintético™

caggggaatc
tccattgggt
agaacgacga
ccagcatcaa
actactgege
caggaggtgg
ccgatgtggt
gcatctcegtg
ggctgcagca
atagcggtgt
tctceegegt

cggggacctt

Asp

Phe

Val Gly

Gly Gly

gttgcgcatc
gcggcagatg
aaccaagtac
tacggtgtac
gttcagagga
aggaagcgga
gatgacccag
caaatcctcg
gcgecctgge
gcccgaccegg
ggaagccgaa

tggtggcgge

Gln

Lys

Thr

Val

Gly
240

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

738



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

53

atggccctee
cccgagattce
atcagctgta
atgccaggaa
tacggaccga
tacctccaat
ggaggcgtct
ggaggaggtg
cagtccccac
tcgcaatcce
ggccagagcc
cggttcageg
gaagatgtcg

ggcactaagg

277
PRT
Secuencia artificial

fuente

/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"

53

Met Ala Leu Pro Val Thr Ala Leu Leu Leu Pro Leu Ala Leu Leu Leu

1

His Ala Ala Arg Pro Glu Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val

Lys Lys Pro Gly Glu Ser Leu Arg Ile Ser Cys Lys Gly Ser Gly Phe

ctgtcaccge
agctggtcca
aaggttccgg
aggggctgga
tctttcaagg
ggtcctcact
actggggaca
gctegggegg
tgtecgeteee
tgctggacte
cgagaaggct
gctcagggtce
gagtctacta

tcgagattaa

20

35

ES 2760 023 T3

cctgetgett
aagcggcgca
cttcaacatc
atggatggga
acacgtgact
caaggcctcg
agggactact
aggtggatcg
ggtgaccctce
ggacggaaaa
tatctcgectg
aggaaccgat
ctgctggcag

gggctcacac

5

ccgetggete
gaagtgaaaa
gaggactatt
cggattgacc
atctccgeeg
gataccgcga
gtgactgtct
ggaggaggag
ggacagcctg
acgtacctca
gtgtcaaagc
ttcaccttga
ggtactcact

catcatcacc

10

25

40

134

ttctgctcca
agccagggga
acatccattg
cggagaacga
acaccagcat
tgtactactg
catcaggagg
ggtccgatgt
ctagcatctce
attggctgca
tggatagcgg
agatctccecg
tceccggggac

atcaccacca

cgcegetegg
atcgttgcge
ggtgcggcag
cgaaaccaag
caatacggtg
cgcgttcaga
tggaggaagc
ggtgatgacc
gtgcaaatcc
gcagcgccect
tgtgcccgac
cgtggaagcce
ctttggtgge

c

15

30

45

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

831



ES 2760 023 T3

Asn Ile Glu Asp Tyr Tyr Ile His Trp Val Arg Gln Met Pro Gly Lys
50 55 60

Gly Leu Glu Trp Met Gly Arg Ile Asp Pro Glu Asn Asp Glu Thr Lys
65 70 75 80

Tyr Gly Pro Ile Phe Gln Gly His Val Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser
85 90 95

Ile Asn Thr Val Tyr Leu Gln Trp Ser Ser Leu Lys Ala Ser Asp Thr
100 105 110

Ala Met Tyr Tyr Cys Ala Phe Arg Gly Gly Val Tyr Trp Gly Gln Gly
115 120 125

Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly
130 135 140

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Asp Val Val Met Thr
145 150 155 160

Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Leu Gly Gln Pro Ala Ser Ile
165 170 175

Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asp Ser Asp Gly Lys Thr Tyr
180 185 190

Leu Asn Trp Leu Gln Gln Arg Pro Gly Gln Ser Pro Arg Arg Leu Ile
195 200 205

Ser Leu Val Ser Lys Leu Asp Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly
210 215 220

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile Ser Arg Val Glu Ala
225 230 235 240

Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Trp Gln Gly Thr His Phe Pro Gly
245 250 255

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Gly Ser His His His
260 265 270

His His His His His

275
<210> 54
<211> 1470
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>

<221> fuente
<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polinucledétido sintético"
<400> 54

135



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

55

atggccctce
cccgaaatce
atctcgtgta
atgccgggeca
tacggaccaa
tacttgcagt
ggaggtgtgt
ggaggcggag
caatccccac
agccaatcge
ggccagtege
cggtttagceg
gaggacgtgg
ggcaccaaag
accatcgccect
gccgtgecata
ggtacttgeg
aagaagctgce
gaggacggct
aaattcagce
gaactcaatc
ccagaaatgg
caaaaggata
ggcaaaggcc

gctcttcaca

490
PRT
Secuencia artificial

fuente

/nota=»Descripcidn de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"

55

ctgtcaccge
agctggtgca
agggttccgg
aaggtctgga
tcttccaagg
ggagctcget
actggggcca
gctegggegyg
tgtcactgcece
tgctcgactce
ctcggaggcet
gaagcggatc
gagtctatta
tcgagattaa
cccagcectcet
cceggggtet
gggtcctgcet
tgtacatctt
gttcatgccg
gcagcgcaga
ttggtcggag
gcgggaagcece
agatggcaga
acgacggact

tgcaggccecct

ES 2760 023 T3

cctgetgett
aagcggagcec
ctttaacatc
atggatgggc
acatgtgact
caaggcgtcg
gggcactacg
tggaggatca
tgtcactctg
cgacggaaaa
gatctcactc
ggggaccgac
ctgctggcag
gaccactacc
gtccectgegt
tgacttecgee
gctttcacte
taagcaaccc
gttceccagag
tgctceccagee
agaggagtac
gcgcagaaag
agcctatage
gtaccaggga

gcecgectegg

ccgetggete
gaggtgaaga
gaggattact
cgcatcgacce
atttccgegg
gataccgcca
gtcaccgtgt
ggcggaggag
gggcaaccgg
acctacctca
gtgtcgaage
ttcacgttga
gggacccact
ccagcaccga
ccggaggceat
tgcgatatct
gtgatcactc
ttcatgaggce
gaggaggaag
tacaagcagg
gacgtgctgg
aatccccaag
gagattggta

ctcagcaccg

136

ttctgecteca
agcccggaga
acatccactg
cggagaacga
atacctccat
tgtactactg
cctcgggagg
gaagcgatgt
cttcecatcte
attggcttca
ttgactcegg
agattagccg
tceecggggac
ggccacccac
gtagacccgce
acatttgggce
tttactgtaa
ctgtgcagac
gcggetgega
ggcagaacca
acaagcggag
agggcctgta
tgaaagggga

ccaccaagga

cgcegetegg
atccectgege
ggtgagacag
cgaaaccaaa
caacactgtc
cgcattcaga
tggagggtca
ggtcatgact
atgcaagtca
gcagcgccca
ggtgccggat
ggtggaagcc
tttcggagga
ccecggetect
agctggtggg
ccctetgget
gcgeggtegg
tactcaagag
actgcgegtg
gctctacaac
aggacgggac
caacgagctc
acgcagaaga

cacctatgac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1470



Met

His

Lys

Asn

Gly

Tyr

Ile

Ala

Thr

Ser

145

Gln

Ser

Leu

Ser

Ala

Ala

Lys

Ile

50

Leu

Gly

Asn

Met

Thr

130

Gly

Ser

Cys

Asn

Leu
210

Leu

Ala

Pro

35

Glu

Glu

Pro

Thr

Tyr

115

vVal

Gly

Pro

Lys

195

vVal

Pro

Arg

20

Gly

Asp

Trp

Ile

Val

100

Tyr

Thr

Gly

Leu

Ser

180

Leu

Ser

val

Pro

Glu

Tyr

Met

Phe

85

Tyr

Cys

vVal

Gly

Ser

165

Ser

Gln

Lys

ES 2760 023 T3

Thr

Glu

Ser

Tyr

Gly

70

Gln

Leu

Ala

Ser

Ser

150

Leu

Gln

Gln

Leu

Ala

Ile

Leu

Ile

55

Arg

Gly

Gln

Phe

Ser

135

Gly

Pro

Ser

Arg

Asp
215

Leu

Gln

Arg

40

His

Ile

His

Trp

Arg

120

Gly

Gly

val

Leu

Pro

200

Ser

Leu

Leu

25

Ile

Trp

Asp

val

Ser

105

Gly

Gly

Gly

Thr

Leu

185

Gly

Gly

137

Leu

10

val

Ser

val

Pro

Thr

90

Ser

Gly

Gly

Gly

Leu

170

Asp

Gln

Val

Pro

Gln

Cys

Arg

Glu

75

Ile

Leu

val

Gly

Ser

155

Gly

Ser

Ser

Pro

Leu

Ser

Lys

Gln

60

Asn

Ser

Lys

Tyr

Ser

140

Asp

Gln

Asp

Pro

Asp
220

Ala

Gly

Gly

45

Met

Asp

Ala

Ala

Trp

125

Gly

val

Pro

Gly

Arg

205

Arg

Leu

Ala

30

Ser

Pro

Glu

Asp

Ser

110

Gly

Gly

Val

Ala

Lys

190

Arg

Phe

Leu

15

Glu

Gly

Gly

Thr

Thr

95

Asp

Gln

Gly

Met

Ser

175

Thr

Leu

Ser

Leu

Val

Phe

Lys

Lys

80

Ser

Thr

Gly

Gly

Thr

160

Ile

Tyr

Ile

Gly



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

Ser

225

Glu

Thr

Pro

Leu

Arg

305

Gly

Lys

Arg

Pro

Ser

385

Glu

Arg

Gln

Tyr

Asp
465

56
246
PRT

Gly

Asp

Phe

Arg

Arg

290

Gly

Thr

Arg

Pro

Glu

370

Ala

Leu

Gly

Glu

Ser

450

Gly

Ser

Vval

Gly

Pro

275

Pro

Leu

Cys

Gly

Val

355

Glu

Asp

Asn

Arg

Gly

435

Glu

Leu

Gly

Gly

Gly

260

Pro

Glu

Asp

Gly

Arg

340

Gln

Glu

Ala

Leu

Asp

420

Leu

Ile

Tyr

Thr

Val

245

Gly

Thr

Ala

Phe

Val

325

Lys

Thr

Glu

Pro

Gly

405

Pro

Tyr

Gly

Gln

ES 2760 023 T3

Asp

230

Tyr

Thr

Pro

Cys

Ala

310

Leu

Lys

Thr

Gly

Ala

390

Arg

Glu

Asn

Met

Gly
470

Phe

Tyr

Lys

Ala

Arg

295

Cys

Leu

Leu

Gln

Gly

375

Tyr

Arg

Met

Glu

Lys

455

Leu

Ala Leu His Met

Secuencia artificial

Thr

Cys

Val

Pro

280

Pro

Asp

Leu

Leu

Glu

360

Cys

Lys

Glu

Gly

Leu

440

Gly

Ser

Gln
485

Leu

Trp

Glu

265

Thr

Ala

Ile

Ser

Tyr

345

Glu

Glu

Gln

Glu

Gly

425

Gln

Glu

Thr

Ala

138

Lys

Gln

250

Ile

Ile

Ala

Tyr

Leu

330

Ile

Asp

Leu

Gly

Tyr

410

Lys

Lys

Arg

Ala

Leu

Ile

235

Gly

Lys

Ala

Gly

Ile

315

Val

Phe

Gly

Arg

Gln

395

Asp

Pro

Asp

Arg

Thr
475

Pro

Ser

Thr

Thr

Ser

Gly

300

Trp

Ile

Lys

Cys

val

380

Asn

Val

Arg

Lys

Arg

460

Lys

Pro Arg

Arg

His

Thr

Gln

285

Ala

Ala

Thr

Gln

Ser

365

Lys

Gln

Leu

Arg

Met

445

Gly

Asp

490

Val

Phe

Thr

270

Pro

val

Pro

Leu

Pro

350

Cys

Phe

Leu

Asp

Lys

430

Ala

Lys

Thr

Glu

Pro

255

Pro

Leu

His

Leu

Tyr

335

Phe

Arg

Ser

Tyr

Lys

415

Asn

Glu

Gly

Tyr

Ala

240

Gly

Ala

Ser

Thr

Ala

320

Cys

Met

Phe

Arg

Asn

400

Arg

Pro

Ala

His

Asp
480



<221> fuente

ES 2760 023 T3

<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"

<400> 56

<210> 57
<211> 738
<212> ADN

Asp Val Val Met Thr

1

Gln

Asp

Pro

Asp

Ser

Thr

Gly

Gly

Lys

145

Ile

Leu

Gly

Asn

Met

225

Thr

Pro

Gly

Arg

50

Arg

Arg

His

Gly

Gly

130

Pro

Glu

Glu

Pro

Thr

210

Tyr

Val

Ala

Lys

35

Arg

Phe

Val

Phe

Gly

115

Gly

Gly

Asp

Trp

Ile

195

Val

Tyr

Thr

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

100

Gly

Ser

Glu

Tyr

Met
180

Phe

Tyr

Cys

Val

5

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Gly

Ser

Glu

Ser

Tyr

165

Gly

Gln

Leu

Ala

Ser
245

Gln

Ser

Leu

Ser

Ser

70

Glu

Thr

Gly

Ile

Leu

150

Ile

Arg

Gly

Gln

Phe

230

Ser

Ser

Cys

Asn

Leu

55

Gly

Asp

Phe

Gly

Gln

135

Arg

His

Ile

His

Trp
215

Arg

Pro

Lys

Trp

40

vVal

Ser

val

Gly

Gly

120

Leu

Ile

Trp

Asp

Val

200

Ser

Gly

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly

105

Gly

vVal

Ser

Val

Pro
185

Thr

Ser

Gly

139

Ser

10

Ser

Gln

Lys

Thr

val

90

Gly

Ser

Gln

Cys

Arg

170

Glu

Ile

Leu

Vval

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Gly

Ser

Lys

155

Gln

Asn

Ser

Lys

Tyr
235

Pro

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Gly

Gly

140

Gly

Met

Asp

Ala

Ala
220

Trp

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Val

Gly

125

Ala

Ser

Pro

Glu

Asp

205

Ser

Gly

Thr

Leu

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu

110

Gly

Glu

Gly

Gly

Thr
190

Thr

Asp

Gln

Leu

15

Asp

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Ser

Val

Phe

Lys

175

Lys

Ser

Thr

Gly

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Gly

Lys

Asn

160

Gly

Tyr

Ile

Ala

Thr
240



<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

Secuencia artificial

fuente

/nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polinucledétido sintético”

57

58

gacgtcgtca
attagctgca
ctccaacage
agcggtgtce
tcgegggtgg
gggacgtttg
gggagcggag
gccgaggtga
atcgaggatt
ggacgcattg
accattagcg
tcggacactg

accgtgaccg

831
ADN
Secuencia artificial

fuente

/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial: Polinucledétido sintético”

58

tgacccagag
aatcctcgea
gcectgggea
cagacagatt
aagccgagga
gcggaggaac
gaggaggaag
agaagccggg
actacatcca
acccggaaaa
ctgacacttc
ccatgtacta

tgagctce

ES 2760 023 T3

cccgetgtea
atcecectgete
atccccaagg
ttecgggeteg
tgtgggagtg
taaggtcgag
cggtggtgga
agaatccctg
ctgggtgcgg
tgatgaaacc
catcaacacc

ctgtgcattc

ctgcctgtga
gactcagacg
cggcttatcet
ggatcgggca
tactattgct
atcaaaggag
ggttccgaaa
cgcatctcegt
cagatgccgg
aaatacgggce
gtgtaccttc

agaggagggg

140

ccctgggeca
gaaaaacgta
cactcgtcag
ctgatttcac
ggcagggcac
gaggtggatc
tccagctggt
gcaagggctc
gaaaggggtt
caatcttcca
agtggtcctc

tctactgggg

gcecggegtece
cttgaactgg
caagctcgat
tctgaagatc
tcacttcecce
aggcggaggt
gcaatcagga
gggcttcaac
ggaatggatg
aggccacgtg
actgaaggcg

acagggcacc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

738



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

59

atggccctce
cccgacgteg
tccattagcet
tggctccaac
gatagcggtg
atctcgeggg
cccgggacgt
ggtgggagceg
ggagccgagg
aacatcgagg
atgggacgca
gtgaccatta
gcgtcggaca

accaccgtga

277
PRT
Secuencia artificial

fuente
/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"

59

Met Ala Leu Pro Val Thr
5

1

His Ala Ala Arg Pro Asp

Pro Val Thr Leu Gly Gln

Ser Leu Leu Asp Ser Asp

ctgtcaccge
tcatgaccca
gcaaatcctce
agcgccectgg
tcccagacag
tggaagccga
ttggcggagg
gaggaggagg
tgaagaagcc
attactacat
ttgacccgga
gcgctgacac
ctgccatgta

ccgtgagete

20

35

50

Arg Pro Gly Gln Ser Pro

65

ES 2760 023 T3

cctgetgett
gagccegetg
gcaatccctg
gcaatcccca
attttcgggce
ggatgtggga
aactaaggtc
aagcggtggt
gggagaatcc
ccactgggtg
aaatgatgaa
ttccatcaac
ctactgtgca

cggctcgeat

55

70

Ala Leu

Val Vval

Pro Ala

Gly Lys

Arg Arg

ccgetggete
tcactgectg
ctcgactcag
aggcggctta
tcgggatcgg
gtgtactatt
gagatcaaag
ggaggttccg
ctgecgeatcet
cggcagatge
accaaatacg
accgtgtacce
ttcagaggag

caccatcatc

Leu

Met
25

Ser
40

Thr

Leu

141

Leu

10

Thr

Ile

Tyr

Ile

ttctgecteca
tgaccctggg
acggaaaaac
tctcactegt
gcactgattt
gctggecaggg
gaggaggtgg
aaatccagct
cgtgcaaggg
cgggaaaggg
ggccaatctt
ttcagtggtce
gggtctactg

accaccatca

Pro Leu

Gln

Ser

Ser Cys

Ala

Pro

Lys

cgcegetegg
ccagccggceg
gtacttgaac
cagcaagctc
cactctgaag
cactcacttc
atcaggcgga
ggtgcaatca
ctcgggette
gttggaatgg
ccaaggccac
ctcactgaag

gggacagggc

c

Leu
15

Leu

Ser

Leu

Ser Ser

45

Leu Asn

Ser Leu

75

Trp

vVal

Leu Gln

Ser Lys

Leu

Leu

Gln

Gln

Leu
80

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

831



ES 2760 023 T3

Asp Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp
85 90 95

Phe Thr Leu Lys Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr
100 105 110

Tyr Cys Trp Gln Gly Thr His Phe Pro Gly Thr Phe Gly Gly Gly Thr
115 120 125

Lys Val Glu Ile Lys Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly
130 135 140

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Glu Ile Gln Leu Val Gln Ser
145 150 155 160

Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Glu Ser Leu Arg Ile Ser Cys Lys
165 170 175

Gly Ser Gly Phe Asn Ile Glu Asp Tyr Tyr Ile His Trp Val Arg Gln
180 185 190

Met Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met Gly Arg Ile Asp Pro Glu Asn
195 200 205

Asp Glu Thr Lys Tyr Gly Pro Ile Phe Gln Gly His Val Thr Ile Ser
210 215 220

Ala Asp Thr Ser Ile Asn Thr Val Tyr Leu Gln Trp Ser Ser Leu Lys
225 230 235 240

Ala Ser Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys Ala Phe Arg Gly Gly Val Tyr
245 250 255

Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Gly Ser His His His
260 265 270

His His His His His

275
<210> 60
<211> 1470
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>

<221> fuente
<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polinucledtido sintético"
<400> 60

142



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

61

atggccctce
cccgacgteg
tcgatctcat
tggctccaac
gactcgggtyg
atttcgagag
cccgggaccet
ggaggcagcg
ggagcagagg
aacattgaag
atgggacgga
gtcactatct
gccteccgaca
actactgtga
accatcgcect
gccgtgecata
ggtacttgeg
aagaagctge
gaggacggct
aaattcagce
gaactcaatc
ccagaaatgg
caaaaggata
ggcaaaggcc

gctcttcaca

490
PRT
Secuencia artificial

fuente

/nota=»Descripcidn de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"

61

Met Ala Leu Pro Val Thr Ala Leu Leu Leu Pro Leu Ala Leu Leu Leu

ctgtcaccge
tcatgaccca
gcaaaagctc
agaggccggg
tgcecggatceg
tggaggccga
ttggaggegg
gcggaggtgg
tgaagaagcce
attactacat
tcgacccaga
ccgcggacac
ccgctatgta
ccgtgtegte
cccagectet
cceggggtet
gggtcctgcet
tgtacatctt
gttcatgccg
gcagcgcaga
ttggtcggag
gcgggaagcece
agatggcaga
acgacggact

tgcaggccecct

ES 2760 023 T3

cctgetgett
atccectcte
acagtccctg
tcagtccect
gttctceggg
ggatgtggga
gactaaggtg
atcaggaggc
aggcgagtcce
ccactgggtg
aaatgatgaa
ttcgatcaac
ctactgtgcce
caccactacc
gtccectgegt
tgacttecgee
gctttcacte
taagcaaccc
gttceccagag
tgctceccagee
agaggagtac
gcgcagaaag
agcctatage
gtaccaggga

gcecgectegg

ccgetggete
tcectgeegg
ctggattcgg
cgcagactga
tcaggatcgg
gtgtactatt
gaaatcaagg
ggagggtcag
cttegeattt
cggcaaatgc
actaagtacg
accgtgtacc
ttcecgeggag
ccagcaccga
ccggaggeat
tgcgatatct
gtgatcactc
ttcatgagge
gaggaggaag
tacaagcagg
gacgtgctgg
aatccccaag
gagattggta

ctcagcaccg

143

ttctgecteca
tcaccctggg
acggaaaaac
tctegetggt
gcaccgactt
gctggecaggyg
gaggtggcgg
agatccagct
cgtgcaaagg
caggaaaggg
gaccgatcett
tccagtggag
gagtctactg
ggccacccac
gtagacccge
acatttgggce
tttactgtaa
ctgtgcagac
gcggetgega
ggcagaacca
acaagcggag
agggcctgta
tgaaagggga

ccaccaagga

cgcegetegg
tcagcecggeg
ctacttgaac
gagcaagctc
tacgctcaag
cacgcatttce
atcaggcgga
ggtccaaagc
gagcggcette
tctggaatgg
ccaaggacac
cagcttgaaa
gggacagggg
ccecggetect
agctggtggg
ccctetgget
gcgeggtegg
tactcaagag
actgcgegtg
gctctacaac
aggacgggac
caacgagctc
acgcagaaga

cacctatgac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1470



His

Pro

Ser

Arg

65

Asp

Phe

Tyr

Lys

Gly

145

Gly

Gly

Met

Asp

Ala

225

Ala

Ala

Val

Leu

50

Pro

Ser

Thr

Cys

val

130

Gly

Ala

Ser

Pro

Glu

210

Asp

Ser

Ala

Thr

Leu

Gly

Gly

Leu

Trp

115

Glu

Gly

Glu

Gly

Gly

195

Thr

Thr

Asp

Arg

20

Leu

Asp

Gln

Val

Lys

100

Gln

Ile

Ser

Val

Phe

180

Lys

Lys

Ser

Thr

Pro

Gly

Ser

Ser

Pro

85

Ile

Gly

Lys

Gly

Lys

165

Asn

Gly

Tyr

Ile

Ala
245
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Asp

Gln

Asp

Pro

70

Asp

Ser

Thr

Gly

Gly

150

Lys

Ile

Leu

Gly

Asn

230

Met

Val

Pro

Gly

Arg

Arg

Arg

His

Gly

135

Gly

Pro

Glu

Glu

Pro

215

Thr

Tyr

vVal

Ala

40

Lys

Arg

Phe

Val

Phe

120

Gly

Gly

Gly

Asp

Trp

200

Ile

Val

Tyr

Met

25

Ser

Thr

Leu

Ser

Glu

105

Pro

Gly

Ser

Glu

Tyr

185

Met

Phe

Tyr

Cys

144

10

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

90

Ala

Gly

Ser

Glu

Ser

170

Tyr

Gly

Gln

Leu

Ala
250

Gln

Ser

Leu

Ser

75

Ser

Glu

Thr

Gly

Ile

155

Leu

Ile

Arg

Gly

Gln

235

Phe

Ser

Cys

Asn

60

Leu

Gly

Asp

Phe

Gly

140

Gln

Arg

His

Ile

His

220

Trp

Arg

Pro

Lys

45

Trp

Val

Ser

Val

Gly

125

Gly

Leu

Ile

Trp

Asp

205

Val

Ser

Gly

Leu

30

Ser

Leu

Ser

Gly

Gly

110

Gly

Gly

Val

Ser

val

190

Pro

Thr

Ser

Gly

15

Ser

Ser

Gln

Lys

Thr

95

Val

Gly

Ser

Gln

Cys

175

Arg

Glu

Ile

Leu

Val
255

Leu

Gln

Gln

Leu

80

Asp

Tyr

Thr

Gly

Ser

160

Lys

Gln

Asn

Ser

Lys

240

Tyr
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246
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Trp

Pro

Leu

Arg

305

Gly

Lys

Arg

Pro

Ser

385

Glu

Arg

Gln

Tyr

Asp

465

Ala

Gly

Arg

Arg

290

Gly

Thr

Arg

Pro

Glu

370

Ala

Leu

Gly

Glu

Ser

450

Gly

Leu

Gln

Pro

275

Pro

Leu

Cys

Gly

Val

355

Glu

Asp

Asn

Arg

Gly

435

Glu

Leu

His

Gly

260

Pro

Glu

Asp

Gly

Arg

340

Gln

Glu

Ala

Leu

Asp

420

Leu

Ile

Tyr

Met

Secuencia artificial
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62

Thr

Thr

Ala

Phe

val

325

Lys

Thr

Glu

Pro

Gly

405

Pro

Tyr

Gly

Gln

Gln
485

ES 2760 023 T3

Thr

Pro

Cys

Ala

310

Leu

Lys

Thr

Gly

Ala

390

Arg

Glu

Asn

Met

Gly

470

Ala

Val

Ala

Arg

295

Cys

Leu

Leu

Gln

Gly

375

Tyr

Arg

Met

Glu

Lys

455

Leu

Leu

Thr

Pro

280

Pro

Asp

Leu

Leu

Glu

360

Cys

Lys

Glu

Gly

Leu

440

Gly

Ser

Pro

Val

265

Thr

Ala

Ile

Ser

Tyr

345

Glu

Glu

Gln

Glu

Gly

425

Gln

Glu

Thr

Pro

145

Ser

Ile

Ala

Tyr

Leu

330

Ile

Asp

Leu

Gly

Tyr

410

Lys

Lys

Arg

Ala

Arg
490

Ser

Ala

Gly

Ile

315

val

Phe

Gly

Arg

Gln

395

Asp

Pro

Asp

Arg

Thr
475

Thr

Ser

Gly

300

Trp

Ile

Lys

Cys

Val

380

Asn

Val

Arg

Lys

Arg

460

Lys

Thr

Gln

285

Ala

Ala

Thr

Gln

Ser

365

Lys

Gln

Leu

Arg

Met

445

Gly

Asp

Thr

270

Pro

Val

Pro

Leu

Pro

350

Cys

Phe

Leu

Asp

Lys

430

Ala

Lys

Thr

Pro

Leu

His

Leu

Tyr

335

Phe

Arg

Ser

Tyr

Lys

415

Asn

Glu

Gly

Tyr

Ala

Ser

Thr

Ala

320

Cys

Met

Phe

Arg

Asn

400

Arg

Pro

Ala

His

Asp
480
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Glu Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala

Thr Val Lys Ile Ser Cys Lys Gly Ser Gly Phe Asn Ile Glu Asp Tyr
20 25 30

Tyr Ile His Trp Val Gln Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Arg Ile Asp Pro Glu Asn Asp Glu Thr Lys Tyr Gly Pro Ile Phe
50 55 60

Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Thr Ser Thr Asn Thr Val Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Phe Arg Gly Gly Val Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val
100 105 110

Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly
115 120 125

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser
130 135 140

Leu Pro Val Thr Leu Gly Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser
145 150 155 160

Gln Ser Leu Leu Asp Ser Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Leu Gln
165 170 175

Gln Arg Pro Gly Gln Ser Pro Arg Arg Leu Ile Ser Leu Val Ser Lys
180 185 190

Leu Asp Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr
195 200 205

Asp Phe Thr Leu Lys Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val
210 215 220

Tyr Tyr Cys Trp Gln Gly Thr His Phe Pro Gly Thr Phe Gly Gly Gly
225 230 235 240

Thr Lys Val Glu Ile Lys
245

<210> 63

<211> 738

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polinucledtido sintético"
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<210>
<211>
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<220>
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<223>
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64

64

<210> 65

gaaatccagc
tcatgcaagg
ccaggaaaag
ggccctatcet
atggaactct
ggtgtgtact
ggaggagggt
tcgeegetgt
cagtcactgce
caatccccaa
ttctececggga
gatgtgggag

actaaggtcg

831
ADN
Secuencia artificial

fuente
/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial:

atggcccectece
cccgaaatce

atttcatgca

gcaccaggaa
tacggcccta
tatatggaac
ggaggtgtgt
ggtggaggag
caatcgccge
tcgecagtcac
ggccaatccce
cggttctceg
gaggatgtgg

ggaactaagg

tcgtgcagag
gatcgggcett
gacttgaatg
tccaaggacg
cgtccctgag
ggggacaggg
caggaggcgg
cgctgceceegt
ttgactcecga
gacgcctgat
gcgggteggg
tctactactg

agattaaa

ctgtcaccge
agctcgtgeca
agggatcggg
aaggacttga
tcttccaagg
tctegteect
actggggaca
ggtcaggagg
tgtcgetgee
tgcttgacte
caagacgcct
ggagcgggte
gagtctacta

tcgagattaa

ES 2760 023 T3

cggagccgag
caacatcgag
gatgggccegg
ggtgacgatc
gtccgaagat
taccaccgtce
tggaagcgga
cactctggga
tggaaagacc
ctegttggtg
cacggatttc

ctggcaggga

cctgetgett
gagcggagcce
cttcaacatc
atggatgggc
acgggtgacg
gaggtccgaa
gggtaccacc
cggtggaage
cgtcactctg
cgatggaaag
gatctegttg
gggcacggat
ctgctggeag

agggagccac

gtcaagaaac
gattactaca
atcgacccgg
accgcagaca
actgccgtgt
accgtgtcat
ggaggcggca
caacccgegt
tacctcaact
tcaaagctgg
actctcaaga

acccatttce

ccgetggete
gaggtcaaga
gaggattact
cggatcgacc
atcaccgcag
gatactgccg
gtcaccgtgt
ggaggaggcg
ggacaacccg
acctacctca
gtgtcaaagce
ttcactctca
ggaacccatt

catcatcatc

147

cgggtgctac
tccactgggt
aaaatgacga
ctagcaccaa
actactgtge
cgggeggtgyg
gcgacgtggt
ccatcagctg
ggctgcagca
actcaggggt
tctccagagt

ctggaacttt

Polinucleétido sintético™

ttctgctcca
aaccgggtge

acatccactg

cggaaaatga
acactagcac
tgtactactg
catcgggcgg
gcagcgacgt
cgtccatcag
actggctgca
tggactcagg
agatctccag
tecectggaac

accaccacca

cgtgaagatt
gcagcaggca
gactaagtac
caccgtctat
gtttcgecgga
aggctceggt
catgactcaa
caaatcctcg
acgcccaggce
gccggaccgg
ggaagccgag

tggcggagga

cgcecgcetegg
taccgtgaag
ggtgcagcag
cgagactaag
caacaccgtc
tgcgtttege
tggaggctcce
ggtcatgact
ctgcaaatcc
gcaacgccca
ggtgcecggac
agtggaagcc
ttttggegga

[}

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

738

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

831
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<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

277
PRT

Secuencia artificial

fuente
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65

Met

His

Lys

Asn

Gly

65

Tyr

Thr

Ala

Ala

Lys

Ile

50

Leu

Gly

Asn

Leu

Ala

Pro

35

Glu

Glu

Pro

Thr

Pro

Arg

20

Gly

Asp

Trp

Ile

vVal
100

vVal

5

Pro

Ala

Tyr

Met

Phe

85

Tyr

Thr

Glu

Thr

Tyr

Gly

70

Gln

Met

Ala

Ile

Val

Ile

55

Arg

Gly

Glu

Leu

Gln

Lys

40

His

Ile

Arg

Leu

Leu

Leu

25

Ile

Trp

Asp

Vval

Ser
105

148

Leu

10

Vval

Ser

Val

Pro

Thr

90

Ser

Pro

Gln

Cys

Gln

Glu

75

Ile

Leu

Leu

Ser

Lys

Gln

60

Asn

Thr

Arg

Ala

Gly

Gly

45

Ala

Asp

Ala

Ser

Leu

Ala

30

Ser

Pro

Glu

Asp

Glu
110

Leu

15

Glu

Gly

Gly

Thr

Thr

95

Asp

Leu

Val

Phe

Lys

Lys

80

Ser

Thr
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66

Ala

Thr

Ser

145

Gln

Ser

Leu

Ser

Ser

225

Glu

Thr

His

1470
ADN
Secuencia artificial

fuente
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66

atggccctcece ctgtcaccge cctgetgett cecgetggetce
cccgaaatce agetcegtgea gageggagec gaggtcaaga
atttcatgca agggatcggg cttcaacatc gaggattact

gcaccaggaa aaggacttga atggatgggc cggatcgacc

val

Thr

130

Gly

Ser

Cys

Asn

Leu

210

Gly

Asp

Phe

His

Tyr

115

val

Gly

Pro

Lys

Trp

195

Val

Ser

Val

Gly

His
275

Tyr

Thr

Gly

Leu

Ser

180

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly

260

His

Cys

val

Gly

Ser

165

Ser

Gln

Lys

Thr

Val

245

Gly

His

ES 2760 023 T3

Ala

Ser

Ser

150

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp

230

Tyr

Thr

Phe

Ser

135

Gly

Pro

Ser

Arg

Asp

215

Phe

Tyr

Lys

Arg

120

Gly

Gly

vVal

Leu

Pro

200

Ser

Thr

Cys

val

Gly

Gly

Gly

Thr

Leu

185

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
265

149

Gly

Gly

Gly

Leu

170

Asp

Gln

val

Lys

Gln

250

Ile

Val

Gly

Ser

155

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

235

Gly

Lys

Tyr

Ser

140

Asp

Gln

Asp

Pro

Asp

220

Ser

Thr

Gly

Trp

125

Gly

vVal

Pro

Gly

Arg

205

Arg

Arg

His

Ser

Gly

Gly

Val

Ala

Lys

190

Arg

Phe

Val

Phe

His
270

Gln

Gly

Met

Ser

175

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

255

His

ttctgctcca cgecegetegg
aaccgggtgce taccgtgaag
acatccactg ggtgcagcag

cggaaaatga cgagactaag

Gly

Gly

Thr

160

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

240

Gly

His

60

120

180

240
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tacggcccta
tatatggaac
ggaggtgtgt
ggtggaggag
caatcgecege
tcgcagtcac
ggccaatcce
cggttctecg
gaggatgtgg
ggaactaagg
accatcgect
gccgtgecata
ggtacttgeg
aagaagctgce
gaggacggct
aaattcagcc
gaactcaatc
ccagaaatgg
caaaaggata
ggcaaaggcc

gctcttcaca

490
PRT
Secuencia artificial

fuente

/nota=»Descripcidn de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"

67

Met Ala Leu Pro Val Thr Ala Leu Leu Leu Pro Leu Ala Leu Leu Leu

1

His Ala Ala Arg Pro Glu Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val

Lys Lys Pro Gly Ala Thr Val Lys Ile Ser Cys Lys Gly Ser Gly Phe

tctteccaagg
tctegtecet
actggggaca
ggtcaggagg
tgtecgetgee
tgcttgactce
caagacgcct
ggagcgggtce
gagtctacta
tcgagattaa
cccagectet
cceggggtet
gggtcctgcet
tgtacatctt
gttcatgccg
gcagcgcaga
ttggtcggag
gcgggaagcece
agatggcaga
acgacggact

tgcaggccct

20

ES 2760 023 T3

acgggtgacg
gaggtccgaa
gggtaccacc
cggtggaage
cgtcactctg
cgatggaaag
gatctegttg
gggcacggat
ctgctggcag
aaccactacc
gtccctgegt
tgacttecgee
gctttcacte
taagcaaccce
gttcccagag
tgcteccagece
agaggagtac
gcgcagaaag
agcctatage
gtaccaggga

gcecgectegg

5

atcaccgcag
gatactgceg
gtcaccgtgt
ggaggaggcg
ggacaacccg
acctacctca
gtgtcaaagce
ttcactctca
ggaacccatt
ccagcaccga
ccggaggcat
tgcgatatct
gtgatcactc
ttcatgaggce
gaggaggaag
tacaagcagg
gacgtgctgg
aatccccaag
gagattggta

ctcagcaccg

10

25

150

acactagcac
tgtactactg
catcgggegg
gcagcgacgt
cgtccatcag
actggctgca
tggactcagg
agatctccag
tcecctggaac
ggccacccac
gtagacccgce
acatttgggce
tttactgtaa
ctgtgcagac
gcggetgega
ggcagaacca
acaagcggag
agggcctgta
tgaaagggga

ccaccaagga

caacaccgtce
tgegtttege
tggaggctcce
ggtcatgact
ctgcaaatce
gcaacgccca
ggtgccggac
agtggaagcc
ttttggcgga
cceggetect
agctggtggg
ccctetgget
gcgeggtegg
tactcaagag
actgcgegtg
gctctacaac
aggacgggac
caacgagctc
acgcagaaga

cacctatgac

15

30

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1470



Asn

Gly

Tyr

Thr

Ala

Thr

Ser

145

Gln

Ser

Leu

Ser

Ser

225

Glu

Thr

Pro

Ile

50

Leu

Gly

Asn

Val

Thr

130

Gly

Ser

Cys

Asn

Leu

210

Gly

Asp

Phe

Arg

35

Glu

Glu

Pro

Thr

Tyr

115

Val

Gly

Pro

Lys

Trp

195

val

Ser

Val

Gly

Pro
275

Asp

Trp

Ile

Val

100

Tyr

Thr

Gly

Leu

Ser

180

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly

260

Pro

Tyr

Met

Phe

85

Tyr

Cys

Val

Gly

Ser

165

Ser

Gln

Lys

Thr

Val

245

Gly

Thr

ES 2760 023 T3

Tyr

Gly

70

Gln

Met

Ala

Ser

Ser

150

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp

230

Tyr

Thr

Pro

Ile

55

Arg

Gly

Glu

Phe

Ser

135

Gly

Pro

Ser

Arg

Asp

215

Phe

Tyr

Lys

Ala

40

His

Ile

Arg

Leu

Arg

120

Gly

Gly

Val

Leu

Pro

200

Ser

Thr

Cys

Val

Pro
280

Trp

Asp

Val

Ser

105

Gly

Gly

Gly

Thr

Leu

185

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu

265

Thr

151

Val

Pro

Thr

90

Ser

Gly

Gly

Gly

Leu

170

Asp

Gln

val

Lys

Gln

250

Ile

Ile

Gln

Glu

75

Ile

Leu

Val

Gly

Ser

155

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

235

Gly

Lys

Ala

Gln

60

Asn

Thr

Arg

Tyr

Ser

140

Asp

Gln

Asp

Pro

Asp

220

Ser

Thr

Thr

Ser

45

Ala

Asp

Ala

Ser

Trp

125

Gly

val

Pro

Gly

Arg

205

Arg

Arg

His

Thr

Gln
285

Pro

Glu

Asp

Glu

110

Gly

Gly

Val

Ala

Lys

190

Arg

Phe

Vval

Phe

Thr

270

Pro

Gly

Thr

Thr

Asp

Gln

Gly

Met

Ser

175

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

255

Pro

Leu

Lys

Lys

80

Ser

Thr

Gly

Gly

Thr

160

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

240

Gly

Ala

Ser
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PRT

Leu

Arg

305

Gly

Lys

Arg

Pro

Ser

385

Glu

Arg

Gln

Tyr

Asp

465

Ala

Arg

290

Gly

Thr

Arg

Pro

Glu

370

Ala

Leu

Gly

Glu

Ser

450

Gly

Leu

Pro

Leu

Cys

Gly

Val

355

Glu

Asp

Asn

Arg

Gly

435

Glu

Leu

His

Glu

Asp

Gly

Arg

340

Gln

Glu

Ala

Leu

Asp

420

Leu

Ile

Tyr

Met

Secuencia artificial

fuente

Ala

Phe

Val

325

Lys

Thr

Glu

Pro

Gly

405

Pro

Tyr

Gly

Gln

Gln
485

ES 2760 023 T3

Cys

Ala

310

Leu

Lys

Thr

Gly

Ala

390

Arg

Glu

Asn

Met

Gly

470

Ala

Arg

295

Cys

Leu

Leu

Gln

Gly

375

Tyr

Arg

Met

Glu

Lys

455

Leu

Leu

Pro

Asp

Leu

Leu

Glu

360

Cys

Lys

Glu

Gly

Leu

440

Gly

Ser

Pro

Ala

Ile

Ser

Tyr

345

Glu

Glu

Gln

Glu

Gly

425

Gln

Glu

Thr

Pro

Ala

Tyr

Leu

330

Ile

Asp

Leu

Gly

Tyr

410

Lys

Lys

Arg

Ala

Arg
490

Gly

Ile

315

Val

Phe

Gly

Arg

Gln

395

Asp

Pro

Asp

Arg

Thr
475

Gly

300

Trp

Ile

Lys

Cys

Val

380

Asn

vVal

Arg

Lys

Arg

460

Lys

Ala

Ala

Thr

Gln

Ser

365

Lys

Gln

Leu

Arg

Met

445

Gly

Asp

Val

Pro

Leu

Pro

350

Cys

Phe

Leu

Asp

Lys

430

Ala

Lys

Thr

His

Leu

Tyr

335

Phe

Arg

Ser

Tyr

Lys

415

Asn

Glu

Gly

Tyr

Thr

Ala

320

Cys

Met

Phe

Arg

Asn

400

Arg

Pro

Ala

His

Asp
480

/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"

68

152



ES 2760 023 T3

Glu Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Glu

Ser Leu Arg Ile Ser Cys Lys Gly Ser Gly Phe Asn Ile Glu Asp Tyr
20 25 30

Tyr Ile His Trp Val Arg Gln Met Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Arg Ile Asp Pro Glu Asn Asp Glu Thr Lys Tyr Gly Pro Ile Phe

Gln Gly His Val Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Ile Asn Thr Val Tyr

Leu Gln Trp Ser Ser Leu Lys Ala Ser Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Phe Arg Gly Gly Val Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val
100 105 110

Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly
115 120 125

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser
130 135 140

Leu Ala Val Ser Leu Gly Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser
145 150 155 160

Gln Ser Leu Leu Asp Ser Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Leu Gln
165 170 175

Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro Lys Arg Leu Ile Ser Leu Val Ser Lys
180 185 190

Leu Asp Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr
195 200 205

Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val
210 215 220

Tyr Tyr Cys Trp Gln Gly Thr His Phe Pro Gly Thr Phe Gly Gly Gly
225 230 235 240

Thr Lys Val Glu Ile Lys
245

<210> 69

<211> 738

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polinucledétido sintético"
<400> 69

153



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

70

gaaatccagc
tcgtgcaagg
ccgggaaagg
gggccgattt
ctccagtggt
ggggtgtact
ggaggtggga
tcececeggact
cagtcgcectgt
caacctccca
ttcteggggt
gatgtggeceg

actaaggtgg

834
ADN
Secuencia artificial

fuente

/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial: Polinucledétido sintético”

70

71

atggccctce
cccgaaatce
atctcgtgeca
atgccgggaa
tacgggccga
tacctccagt
ggcggggtgt
ggaggaggtg
cagtccecegg
agccagtcge
ggacaacctc
cgcttectegg
gaggatgtgg

ggaactaagg

278
PRT
Secuencia artificial

tggtgcagtc
gctecggggtt
gactggaatg
ttcaaggcca
cctegettaa
ggggacaagg
gcggaggagg
ccctegetgt
tggactccga
agcggctcat
ccgggagegg
tgtattactg

aaatcaag

ctgtcaccge
agctggtgca
agggctcggg
agggactgga
tttttcaagg
ggtccteget
actggggaca
ggagcggagg
actcecectege
tgttggactc
ccaagcggct
ggtccgggag
ccgtgtatta

tggaaatcaa

ES 2760 023 T3

aggcgccgag
caacatcgag
gatgggcegyg
cgtgactatc
ggccagcgat
aaccactgtg
aggttccgge
ctcactggge
tggaaagact
ctcgettgtg
aactgacttt

ttggcagggce

cctgetgett
gtcaggcgcee
gttcaacatc
atggatgggc
ccacgtgact
taaggccagce
aggaaccact
aggaggttcc
tgtctcactg
cgatggaaag
catctcgett
cggaactgac
ctgttggcag

gggatcacac

gtcaagaagc
gactactaca
atcgacccag
agcgcagaca
accgctatgt
accgtgagca
ggtggaggat
gagcgcgcga
tatctgaatt
tcaaaactcg
actttgacca

acgcatttcc

ccgetggete
gaggtcaaga
gaggactact
cggatcgacc
atcagcgcag
gataccgcta

gtgaccgtga

ggcggtggag
ggcgagcegceg
acttatctga
gtgtcaaaac
tttactttga
ggcacgcatt

caccatcatc

154

cgggagagtc
ttcactgggt
aaaatgacga
cgagcatcaa
actactgcge
gcggaggtgg
cagatgtcgt
ccatcaactg
ggctgcaaca
attcgggagt
tttcctcact

ctggaacctt

ttectgecteca
agccgggaga
acattcactg
cagaaaatga
acacgagcat
tgtactactg
gcagcggagyg
gatcagatgt
cgaccatcaa
attggctgca
tcgattecggg
ccattteccte
tecectggaac

accatcacca

gctgagaatc
caggcagatg
aaccaaatac
cactgtctac
attcagaggce
cggctcggga
gatgacccag
caaatcgagce
gaaaccagga
gccagaccgce
gcaagcggag

cggtggcgga

cgcegetegg
gtcgctgaga
ggtcaggcag
cgaaaccaaa
caacactgtc
cgcattcaga
tggecggetcg
cgtgatgacc
ctgcaaatcg
acagaaacca
agtgccagac
actgcaagcg
ctteggtgge

ccat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

738

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

834



<220>
<221>
<223>
<400>

fuente

ES 2760 023 T3

/nota=»Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"

71

Met

His

Lys

Asn

Gly

65

Tyr

Ile

Ala

Thr

Ala

Ala

Lys

Ile

50

Leu

Gly

Asn

Met

Thr
130

Leu

Ala

Pro

35

Glu

Glu

Pro

Thr

Tyr

115

Val

Pro

Arg

20

Gly

Asp

Trp

Ile

val

100

Tyr

Thr

Val

Pro

Glu

Tyr

Met

Phe

85

Tyr

Cys

Val

Thr

Glu

Ser

Tyr

Gly

70

Gln

Leu

Ala

Ser

Ala

Ile

Leu

Ile

55

Arg

Gly

Gln

Phe

Ser
135

Leu

Gln

Arg

40

His

Ile

His

Trp

Arg

120

Gly

Leu

Leu

25

Ile

Trp

Asp

Val

Ser

105

Gly

Gly

155

Leu

10

Val

Ser

Vval

Pro

Thr

90

Ser

Gly

Gly

Pro

Gln

Cys

Arg

Glu

75

Ile

Leu

Val

Gly

Leu

Ser

Lys

Gln

60

Asn

Ser

Lys

Tyr

Ser
140

Ala

Gly

Gly

45

Met

Asp

Ala

Ala

Trp
125

Gly

Leu

Ala

30

Ser

Pro

Glu

Asp

Ser

110

Gly

Gly

Leu

15

Glu

Gly

Gly

Thr

Thr

95

Asp

Gln

Gly

Leu

vVal

Phe

Lys

Lys

80

Ser

Thr

Gly

Gly



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

72

Ser

145

Gln

Asn

Leu

Ser

Gly

Ser

Cys

Asn

Leu

Gly Gly

Pro

Asp

Ser
180

Lys

Trp Leu

195

Val Ser

210

Ser

225

Glu

Thr

His

1470
ADN
Secuencia artificial

fuente

/nota=»Descripcidn de Secuencia Artificial: Polinucledétido sintético”

72

atggccctce
cccgagatte
atctcatgca
atgccgggga
tacggtccga
tatctgcaat
ggaggggtct

ggaggtggcg

Gly

Asp

Phe

His

Ser Gly

Val Ala

Gly Gly

260

His His

275

ctgtcaccge
agctcgtgca
agggtagcgg
agggactcga
tcttccaagg
ggtcctcatt
actggggaca

gcagcggagg

ES 2760 023 T3

Ser
150

Gly Gly

Ser Leu Ala

165

Ser Gln Ser

Gln Gln Lys

Lys Leu Asp

215

Thr Asp Phe

230

Val
245

Tyr Tyr

Gly Thr Lys

His His

cctgetgett
atcgggagceg
ctttaacatc
atggatggga
ccatgtgact
gaaagcctca
gggaactacc

aggagggtcc

Gly Gly

Val Ser

Gly

Leu

Ser
155

Asp

Gly Glu

170

Leu
185

Leu

Pro
200

Gly
Ser Gly
Thr

Leu

Cys Trp

Asp

Gln

Val

Thr

Gln

Ser Asp

Pro Pro

val

Arg

Gly

Lys

Val Met

Thr
175

Ala

Lys Thr

190

Arg Leu

205

Pro Asp

220

Ile
235

Ser

Gly Thr

250

Val Glu

265

ccgetggete
gaagtcaaga
gaggattact
cggatcgacc
attagcgccg
gataccgcga
gtgactgtct

ggcggaggtg

156

Ile

Lys Gly

ttctgecteca
agccaggaga
acatccactg
cagaaaacga
atacttcaat
tgtactactg
cgtceggegg

ggtccgacgt

Arg

Ser

His

Ser

Phe Ser

Leu Gln

Phe Pro

255

His His

270

cgcegetegg
gtccttgegg
ggtgaggcag
cgaaactaag
caataccgtg
tgctttcaga
aggcgggtca

cgtgatgacc

Thr

160

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

240

Gly

His

60

120

180

240

300

360

420

480



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

73

cagagccctg
tcgcagagece
ggccagccac
cgcttectecg
gaggacgtgg
gggacgaaag
accatcgcecct
gccgtgecata
ggtacttgceg
aagaagctgce
gaggacggct
aaattcagcc
gaactcaatc
ccagaaatgg
caaaaggata
ggcaaaggcce

gctcttcaca

490
PRT
Secuencia artificial

fuente
/nota=»Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"

73

Met Ala Leu Pro Val Thr Ala Leu
5

1

His Ala Ala Arg Pro

Lys Lys Pro Gly Glu Ser Leu Arg

Asn Ile Glu Asp Tyr Tyr Ile His

acagcctgge
tgctggactce
cgaagcgcct
gctcgggatce
ccgtctacta
tggagatcaa
cccagcectct
cccggggtet
gggtcctget
tgtacatctt
gttcatgccg
gcagcgcaga
ttggtcggag
gcgggaagcece
agatggcaga
acgacggact

tgcaggccect

20

35

50

Gly Leu Glu Trp Met

ES 2760 023 T3

agtgagcctg
ggacggaaaa
tatctcactg
gggtactgac
ctgctggecag
gaccactacc
gtccectgegt
tgacttecgece
gctttcactce
taagcaaccc
gttcccagag
tgcteccagee
agaggagtac
gcgcagaaag
agcctatage
gtaccaggga

gcecgectegg

ggcgaaagag
acgtacctca
gtgtcgaage
ttcaccctca
ggaacccact
ccagcaccga
ccggaggcat
tgcgatatct
gtgatcactc
ttcatgagge
gaggaggaag
tacaagcagg
gacgtgctgg
aatccccaag
gagattggta

ctcagcaccg

ctaccattaa
attggctgca
tggattcggg
ctatcteccte
ttcecgggaac
ggccacccac
gtagacccgce
acatttgggc
tttactgtaa
ctgtgcagac
gcggetgega
ggcagaacca
acaagcggag
agggcctgta

tgaaagggga

ccaccaagga

ctgcaaatcg
gcaaaagcct
agtgcccgat
gcttcaagca
cttecggegga
cccggetect
agctggtggg
ccectetgget
gcgeggtegg
tactcaagag
actgcgcegtg
gctctacaac
aggacgggac
caacgagctc
acgcagaaga

cacctatgac

Leu Leu Pro Leu Ala Leu Leu
10 15
Glu Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu
25 30
Ile Ser Cys Lys Gly Ser Gly
40 45
Trp Val Arg Gln Met Pro Gly
55 60
Gly Arg Ile Asp Pro Glu Asn Asp Glu Thr

157

Leu

Val

Phe

Lys

Lys

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1470



65

Tyr

Ile

Ala

Thr

Ser

145

Gln

Asn

Leu

Ser

Ser

225

Glu

Thr

Pro

Leu

Arg
305

Gly

Asn

Met

Thr

130

Gly

Ser

Cys

Asn

Leu

210

Gly

Asp

Phe

Arg

Arg

290

Gly

Pro

Thr

Tyr

115

Val

Gly

Pro

Lys

Trp

195

Val

Ser

val

Gly

Pro

275

Pro

Leu

Ile

Val

100

Tyr

Thr

Gly

Asp

Ser

180

Leu

Ser

Gly

Ala

Gly

260

Pro

Glu

Asp

Phe

85

Tyr

Cys

val

Gly

Ser

165

Ser

Gln

Lys

Thr

val

245

Gly

Thr

Ala

Phe

ES 2760 023 T3

70

Gln

Leu

Ala

Ser

Ser

150

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp

230

Tyr

Thr

Pro

Cys

Ala
310

Gly

Gln

Phe

Ser

135

Gly

Ala

Ser

Lys

Asp

215

Phe

Tyr

Lys

Ala

Arg

295

Cys

His

Trp

Arg

120

Gly

Gly

Val

Leu

Pro

200

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

280

Pro

Asp

Val

Ser

105

Gly

Gly

Gly

Ser

Leu

185

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu

265

Thr

Ala

Ile

158

Thr

90

Ser

Gly

Gly

Gly

Leu

170

Asp

Gln

Val

Thr

Gln

250

Ile

Ile

Ala

Tyr

75

Ile

Leu

Val

Gly

Ser

155

Gly

Ser

Pro

Pro

Ile

235

Gly

Lys

Ala

Gly

Ile
315

Ser

Lys

Tyr

Ser

140

Asp

Glu

Asp

Pro

Asp

220

Ser

Thr

Thr

Ser

Gly

300

Trp

Ala

Ala

Trp

125

Gly

Val

Arg

Gly

Lys

205

Arg

Ser

His

Thr

Gln

285

Ala

Ala

Asp

Ser

110

Gly

Gly

Val

Ala

Lys

190

Arg

Phe

Leu

Phe

Thr

270

Pro

Val

Pro

Thr

95

Asp

Gln

Gly

Met

Thr

175

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro

255

Pro

Leu

His

Leu

80

Ser

Thr

Gly

Gly

Thr

160

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

240

Gly

Ala

Ser

Thr

Ala
320



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

74
246
PRT

Gly

Lys

Arg

Pro

Ser

385

Glu

Arg

Gln

Tyr

Asp

465

Ala

Thr

Arg

Pro

Glu

370

Ala

Leu

Gly

Glu

Ser

450

Gly

Leu

Cys

Gly

vVal

355

Glu

Asp

Asn

Arg

Gly

435

Glu

Leu

His

Gly

Arg

340

Gln

Glu

Ala

Leu

Asp

420

Leu

Ile

Tyr

Met

Secuencia artificial

fuente

val

325

Lys

Thr

Glu

Pro

Gly

405

Pro

Tyr

Gly

Gln

Gln
485

ES 2760 023 T3

Leu

Lys

Thr

Gly

Ala

390

Arg

Glu

Asn

Met

Gly

470

Ala

Leu

Leu

Gln

Gly

375

Tyr

Arg

Met

Glu

Lys

455

Leu

Leu

Leu

Leu

Glu

360

Cys

Lys

Glu

Gly

Leu

440

Gly

Ser

Pro

Ser

Tyr

345

Glu

Glu

Gln

Glu

Gly

425

Gln

Glu

Thr

Pro

Leu

330

Ile

Asp

Leu

Gly

Tyr

410

Lys

Lys

Arg

Ala

Arg
490

val

Phe

Gly

Arg

Gln

395

Asp

Pro

Asp

Arg

Thr
475

Ile

Lys

Cys

Val

380

Asn

val

Arg

Lys

Arg

460

Lys

Thr

Gln

Ser

365

Lys

Gln

Leu

Arg

Met

445

Gly

Asp

Leu

Pro

350

Cys

Phe

Leu

Asp

Lys

430

Ala

Lys

Thr

Tyr

335

Phe

Arg

Ser

Tyr

Lys

415

Asn

Glu

Gly

Tyr

Cys

Met

Phe

Arg

Asn

400

Arg

Pro

Ala

His

Asp
480

/nota=»Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"

74

Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly

1

5

10

15

Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asp Ser

20

25

159

30



ES 2760 023 T3

Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Leu Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro
35 40 45

Pro Lys Arg Leu Ile Ser Leu Val Ser Lys Leu Asp Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile
65 70 75 80

Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Trp Gln Gly
85 90 95

Thr His Phe Pro Gly Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly
115 120 125

Gly Gly Gly Ser Glu Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys
130 135 140

Lys Pro Gly Glu Ser Leu Arg Ile Ser Cys Lys Gly Ser Gly Phe Asn
145 150 155 160

Ile Glu Asp Tyr Tyr Ile His Trp Val Arg Gln Met Pro Gly Lys Gly
165 170 175

Leu Glu Trp Met Gly Arg Ile Asp Pro Glu Asn Asp Glu Thr Lys Tyr
180 185 190

Gly Pro Ile Phe Gln Gly His Val Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Ile
195 200 205

Asn Thr Val Tyr Leu Gln Trp Ser Ser Leu Lys Ala Ser Asp Thr Ala
210 215 220

Met Tyr Tyr Cys Ala Phe Arg Gly Gly Val Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
225 230 235 240

Thr Val Thr Val Ser Ser
245

<210> 75

<211> 738

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polinucledétido sintético"
<400> 75

160



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

76

gacgtggtga
attaactgca
ctccagcaga
tcgggagtge
tecgtcactcece
ggcactttcg
ggatcgggag
gcggaagtga
atcgaggatt
gggaggattg
actatctcceg
agcgacaccg

acggtcacgg

834
ADN
Secuencia artificial

fuente
/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial:

76

77

atggccctee
cccgacgtgg
actattaact
tggctccage
gactcgggag
atctcgtcac
ccgggcactt
ggaggatcgg
ggagcggaag
aacatcgagg
atggggagga
gtgactatct
gcaagcgaca

accacggtca

278
PRT
Secuencia artificial

tgacccaatc
aatcgtcaca
agccaggaca
ctgatcggtt
aggctgagga
gaggcggcac
gtggtgggag
agaagcccgg
actacatcca
acccggaaaa
ctgatacctc
cgatgtacta

tcagctcc

ctgtcaccge
tgatgaccca
gcaaatcgtc
agaagccagg
tgcectgatceg
tccaggectga
tcggaggegyg
gaggtggtgg
tgaagaagcc
attactacat
ttgacccgga
ccgctgatac
ccgcgatgta

cggtcagete

ES 2760 023 T3

gccagattce
gtcecttgett
accgccaaag
ctcgggtage
cgtggeegtg
caaggtggag
cggcggagga
agagtcactt
ttgggteccge
cgacgaaact
aatcaatact

ctgegectte

cctgetgett
atcgccagat
acagtccttg
acaaccgcca
gttctcgggt
ggacgtggec
caccaaggtg
gagcggegga
cggagagtca
ccattgggte
aaacgacgaa
ctcaatcaat
ctactgcgece

cggctccecat

ctggcagtgt
gattccgacg
agactgatct
gggagcggca
tattactgtt
attaaaggag
gggagcgaga
agaatctcat
cagatgcctg
aagtacggac
gtctacctce

cggggaggag

ccgetggete
tccetggeag
cttgattccg
aagagactga
agcgggagceg
gtgtattact
gagattaaag
ggagggagcg
cttagaatct
cgccagatge
actaagtacg

actgtctacc

ttccggggag

caccaccacc

161

ccctgggega
gaaagaccta
ccctggtgtce
ccgacttcac
ggcagggtac
gaggcggaag
tccagetegt
gcaaggggtc
gtaaaggact
cgatctttca
agtggtcctc

tgtactgggyg

Polinucledétido sintético™

ttctgctcca
tgtcecectggg
acggaaagac
tctcectggt
gcaccgactt
gttggcaggg
gaggaggcgg
agatccagct
catgcaaggg
ctggtaaagg
gaccgatctt
tccagtggtce
gagtgtactg

atcaccatca

acgcgceccact
cctcaattgg
aaagctggac
tctgaccatc
tcactttceg
cggaggtgga
ccaatcggga
gggcttcaac
ggaatggatg
agggcacgtg
gctgaaagca

ccaaggcacc

cgcegetegg
cgaacgcgcc
ctacctcaat
gtcaaagctg
cactctgacc
tactcacttt
aagcggaggt
cgtccaatceg
gtecgggette
actggaatgg

tcaagggcac

ctcgctgaaa

gggccaaggc

tcac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

738

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

834



<221> fuente

ES 2760 023 T3

<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"

<400> 77

Met

His

Ala

Ser

Lys

65

Asp

Phe

Tyr

Lys

Gly

145

Gly

Ala

Ala

Val

Leu

50

Pro

Ser

Thr

Cys

val

130

Gly

Ala

Leu

Ala

Ser

35

Leu

Gly

Gly

Leu

Trp

115

Glu

Gly

Glu

Pro

Arg

20

Leu

Asp

Gln

Val

Thr

100

Gln

Ile

Ser

Val

vVal

Pro

Gly

Ser

Pro

Pro

85

Ile

Gly

Lys

Gly

Lys
165

Thr

Asp

Glu

Asp

Pro

70

Asp

Ser

Thr

Gly

Gly

150

Lys

Ala

val

Arg

Gly

55

Lys

Arg

Ser

His

Gly

135

Gly

Pro

Leu

val

Ala

40

Lys

Arg

Phe

Leu

Phe

120

Gly

Gly

Gly

Leu

Met

25

Thr

Thr

Leu

Ser

Gln

105

Pro

Gly

Ser

Glu

162

Leu

10

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

Gly

Ser

Glu

Ser
170

Pro

Gln

Asn

Leu

Ser

75

Ser

Glu

Thr

Gly

Ile

155

Leu

Leu

Ser

Cys

Asn

60

Leu

Gly

Asp

Phe

Gly

140

Gln

Arg

Ala

Pro

Lys

45

Trp

Val

Ser

val

Gly

125

Gly

Leu

Ile

Leu

Asp

30

Ser

Leu

Ser

Gly

Ala

110

Gly

Gly

Val

Ser

Leu

15

Ser

Ser

Gln

Lys

Thr

95

val

Gly

Ser

Gln

Cys
175

Leu

Leu

Gln

Gln

Leu

80

Asp

Tyr

Thr

Gly

Ser

160

Lys



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

78

Gly

Met

Asp

Ser

Pro

Glu

Phe
180

Gly

Gly
195

Lys

Thr Lys

210

Ala
225

Ala

Trp

His

1470
ADN
Secuencia artificial

fuente

/nota=»Descripcidn de Secuencia Artificial: Polinucledétido sintético”

78

atggccctece
cccgacgtgg
actatcaatt
tggctgcage
gacagcggceg
atctcatcce
ccgggcecactt
ggaggctcgg
ggcgcagaag
aacatcgagg

atggggagga

gtgaccattt

Asp

Ser

Gly

His

Thr Ser

Asp Thr

Gln Gly

260

His His

275

ctgtcaccge
tgatgactca
gcaagtcatc
aaaaaccggg
tgccagacceqg
tccaagcgga
ttggaggagg
gaggaggagg
tcaagaagcc
actactacat
tcgaccccga

cggcggacac

ES 2760 023 T3

Asn Ile Glu

Gly Leu Glu

Pro
215

Tyr Gly

Ile Asn Thr

230

Ala
245

Met Tyr

Thr Thr Vval

His His

cctgetgett
gtcgectgac
ccagtcgcetg
acagcctcca
ctteteeggt
ggatgtggca
gaccaaggtc
atcaggaggc
gggtgaatcg
tcactgggte
aaacgatgaa

ctcaatcaac

Asp Tyr

185

Trp Met

200

Ile Phe

vVal

Tyr

Tyr Cys

Tyr

Gly

Gln

Leu

Ala

Ile His

Arg Ile

Trp

Asp

Val
190

Arg

Pro Glu

205

His
220

Gly

Gln
235

Trp

Phe Arg

250

Thr Val

265

ccgetggete
tcgetggetg
ctggattccg
aagcggctca
tegggaageg
gtctactact
gaaatcaagg
ggtggaagcg
ctcagaatct
agacaaatgc
accaagtacg

actgtgtacc

163

Ser

Ser Gly

ttctgctcca
tgtcececttgg
acgggaaaac
tcagcctggt
gtactgattt
gttggcaggg
gaggaggtgg
agattcaact
cgtgcaaagg
cgggcaaagg
gaccaatctt

tccagtggag

Val

Ser

Gly

Ser

Thr Ile

Leu

Ser

Val
255

Gly

His His

270

cgcegetegg
agagcgggcc
ctacctcaat
gtccaagttg
cacgctgace
cacgcatttt
ctcgggegga
ggtccagagce
atcgggattc
gctggaatgg
ccaagggcac

ctcacttaag

Gln

Asn

Ser

Lys

240

Tyr

His

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

79

gccagcgata
actactgtga
accatcgcect
gccgtgecata
ggtacttgcg
aagaagctgce
gaggacggct
aaattcagcce
gaactcaatc
ccagaaatgg
caaaaggata
ggcaaaggcc

gctcttcaca

490
PRT
Secuencia artificial

fuente
/nota=»Descripcidn de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"

79

Met

His

Ala

Ser

Ala

Ala

val

Leu

ccgeccatgta
ccgtgtcate
cccagectcet
cceggggtet
gggtcctgcet
tgtacatctt
gttcatgceg
gcagcgcaga
ttggtcggag
gcgggaagcece
agatggcaga
acgacggact

tgcaggccecct

Leu Pro

Ala Arg

20

Ser Leu

35

Leu Asp

50

Lys
65

Asp

Phe

Pro

Ser

Thr

Gly Gln

Val

Gly

Leu Thr

ES 2760 023 T3

ctattgecget
caccactacc
gtccetgegt
tgacttcgcece
gctttcactce
taagcaaccc
gttceccagag
tgctccagee
agaggagtac
gcgcagaaag
agcctatage
gtaccaggga

gccgectegg

Val Thr Ala

Pro Asp Val

Gly Glu Arg

Ser Asp Gly

55

Pro
70

Pro Lys

Pro
85

Asp Arg

Ile Ser Ser

ttececgeggag
ccagcaccga
ccggaggceat
tgcgatatct
gtgatcactc
ttcatgaggce
gaggaggaag
tacaagcagg
gacgtgetgg
aatccccaag
gagattggta

ctcagcaccg

Leu Leu

Val Met

25

Ala
40

Thr
Lys Thr
Arg Leu
Phe

Ser

Leu Gln

164

Leu

10

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

90

Ala

gggtgtactg
ggccacccac
gtagacccge
acatttgggce
tttactgtaa
ctgtgcagac
gcggctgega
ggcagaacca
acaagcggag
agggcctgta
tgaaagggga

ccaccaagga

Pro Leu

Gln

Ser

Asn Cys

Ala

Pro

Lys

gggacagggc
cccggetect
agctggtggg
ccctetgget
gcgeggtegg
tactcaagag
actgcgegtg
gctctacaac
aggacgggac
caacgagctc
acgcagaaga

cacctatgac

Leu
15

Leu
Ser

Asp

Ser Ser

45

Asn
60

Leu

Ser Leu

75

Ser Gly

Glu Asp

Trp

Vval

Ser

vVal

Leu Gln

Ser

Lys

Thr
95

Gly

Ala Vval

Leu

Leu

Gln

Gln

Leu

80

Asp

Tyr

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1470



Tyr

Lys

Gly

145

Gly

Gly

Met

Asp

Ala

225

Ala

Trp

Pro

Leu

Arg

305

Gly

Lys

Cys Trp
115

Val Glu
130

Gly Gly

Ala Glu

Ser Gly

Pro Gly

195

Glu Thr
210

Asp Thr

Ser Asp

Gly Gln

Arg Pro

275

Arg Pro

290

Gly Leu

Thr Cys

Arg Gly

100

Gln

Ile

Ser

Val

Phe

180

Lys

Lys

Ser

Thr

Gly

260

Pro

Glu

Asp

Gly

Arg
340

Gly

Lys

Gly

Lys

165

Asn

Gly

Tyr

Ile

Ala

245

Thr

Thr

Ala

Phe

Val

325

Lys

ES 2760 023 T3

Thr

Gly

Gly

150

Lys

Ile

Leu

Gly

Asn

230

Met

Thr

Pro

Cys

Ala

310

Leu

Lys

His

Gly

135

Gly

Pro

Glu

Glu

Pro

215

Thr

Tyr

val

Ala

Arg

295

Cys

Leu

Leu

Phe

120

Gly

Gly

Gly

Asp

Trp

200

Ile

Val

Tyr

Thr

Pro

280

Pro

Asp

Leu

Leu

105

Pro

Gly

Ser

Glu

Tyr

185

Met

Phe

Tyr

Cys

Val

265

Thr

Ala

Ile

Ser

Tyr
345

165

Gly

Ser

Glu

Ser

170

Tyr

Gly

Gln

Leu

Ala

250

Ser

Ile

Ala

Tyr

Leu

330

Ile

Thr

Gly

Ile

155

Leu

Ile

Arg

Gly

Gln

235

Phe

Ser

Ala

Gly

Ile

315

val

Phe

Phe

Gly

140

Gln

Arg

His

Ile

His

220

Trp

Arg

Thr

Ser

Gly

300

Trp

Ile

Lys

Gly

125

Gly

Leu

Ile

Trp

Asp

205

val

Ser

Gly

Thr

Gln

285

Ala

Ala

Thr

Gln

110

Gly

Gly

Val

Ser

Val

190

Pro

Thr

Ser

Gly

Thr

270

Pro

Vval

Pro

Leu

Pro
350

Gly

Ser

Gln

Cys

175

Arg

Glu

Ile

Leu

Val

255

Pro

Leu

His

Leu

Tyr

335

Phe

Thr

Gly

Ser

160

Lys

Gln

Asn

Ser

Lys

240

Tyr

Ala

Ser

Thr

Ala

320

Cys

Met



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

Arg

Pro

Ser
385

Glu

Arg

Gln

Tyr

Asp
465

Ala

80
246
PRT

Pro

Glu

370

Ala

Leu

Gly

Glu

Ser

450

Gly

Leu

val

355

Glu

Asp

Asn

Arg

Gly

435

Glu

Leu

His

Gln

Glu

Ala

Leu

Asp

420

Leu

Ile

Tyr

Met

Secuencia artificial

fuente

Thr

Glu

Pro

Gly

405

Pro

Tyr

Gly

Gln

Gln
485

ES 2760 023 T3

Thr

Gly

Ala

390

Arg

Glu

Asn

Met

Gly

470

Ala

Gln

Gly

375

Tyr

Arg

Met

Glu

Lys

455

Leu

Leu

Glu

360

Cys

Lys

Glu

Gly

Leu

440

Gly

Ser

Pro

Glu

Glu

Gln

Glu

Gly

425

Gln

Glu

Thr

Pro

Asp

Leu

Gly

Tyr

410

Lys

Lys

Arg

Ala

Arg
490

Gly

Arg

Gln

395

Asp

Pro

Asp

Arg

Thr
475

Cys

Val

380

Asn

Val

Arg

Lys

Arg

460

Lys

Ser

365

Lys

Gln

Leu

Arg

Met

445

Gly

Asp

Cys

Phe

Leu

Asp

Lys

430

Ala

Lys

Thr

Arg

Ser

Tyr

Lys

415

Asn

Glu

Gly

Tyr

Phe

Arg

Asn

400

Arg

Pro

Ala

His

Asp
480

/nota=»Descripcidn de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"

80

Asp Val Val Met Thr

1

5

Gln Pro Ala Ser Ile

20

Asp Gly Lys Thr Tyr

35

Pro Arg Arg Leu Ile

50

Gln

Ser

Leu

Ser

Ser

Cys

Asn

Leu
55

Pro

Lys

40

vVal

Leu

Ser

25

Leu

Ser

166

Ser

10

Ser

Gln

Lys

Leu

Gln

Gln

Leu

Pro Val Thr Leu

15

Ser Leu Leu Asp

30

Arg Pro Gly Gln

45

Asp Ser Gly Val

60

Gly

Ser

Ser

Pro



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

81

Asp

65

Ser

Thr

Gly

Gly

Lys

145

Ile

Leu

Gly

Asn

val

225

Thr

738
ADN
Secuencia artificial

fuente

/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial: Polinucledétido sintético”

81

gatgtggtca tgacgcagtc accactgtcc ctcccegtga ccecttggaca gccagegteg

attagctgca agtcatccca atccctgctce gattcggatg gaaagaccta tcectcaactgg

Arg

Arg

His

Gly

Gly

130

Pro

Glu

Glu

Pro

Thr

210

Tyr

val

Phe

Val

Phe

Gly

115

Gly

Gly

Asp

Trp

Ile

195

val

Tyr

Thr

Ser

Glu

Pro

100

Gly

Ser

Ala

Tyr

Met

180

Phe

Tyr

Cys

val

Gly

Ala

85

Gly

Ser

Glu

Thr

Tyr

165

Gly

Gln

Met

Ala

Ser
245

ES 2760 023 T3

Ser

70

Glu

Thr

Gly

Ile

Val

150

Ile

Arg

Gly

Glu

Phe

230

Ser

Gly

Asp

Phe

Gly

Gln

135

Lys

His

Ile

Arg

Leu

215

Arg

Ser

val

Gly

Gly

120

Leu

Ile

Trp

Asp

Val

200

Ser

Gly

Gly

Gly

Gly

105

Gly

Val

Ser

val

Pro

185

Thr

Ser

Gly

167

Thr

val

90

Gly

Ser

Gln

Cys

Gln

170

Glu

Ile

Leu

val

Asp

75

Tyr

Thr

Gly

Ser

Lys

155

Gln

Asn

Thr

Arg

Tyr
235

Phe

Tyr

Lys

Gly

Gly

140

Gly

Ala

Asp

Ala

Ser

220

Trp

Thr

Cys

Val

Gly

125

Ala

Ser

Pro

Glu

Asp

205

Glu

Gly

Leu

Trp

Glu

110

Gly

Glu

Gly

Gly

Thr

190

Thr

Asp

Gln

Lys

Gln

95

Ile

Ser

Val

Phe

Lys

175

Lys

Ser

Thr

Gly

Ile

80

Gly

Lys

Gly

Lys

Asn

160

Gly

Tyr

Thr

Ala

Thr
240

60

120



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>

82

ctgcagcaaa
agcggagtgce
tcacgggtgg
ggcacttttg
ggatcgggeg
gccgaagtga
atcgaggact
gggcgcatcg
accatcaccg
gaagatactg

actgtgactg

831
ADN
Secuencia artificial

fuente
/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial:

82

83

atggccctcece
cccgatgtgg
tcgattagcet
tggctgcage
gacagcggag
atttcacggg
cctggcactt
ggcggatcgg
ggagccgaag
aatatcgagg
atggggcgca
gtgaccatca
tccgaagata

accactgtga

277
PRT
Secuencia artificial

fuente

/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"

gacccggtcea
cggaccggtt
aagctgagga
gcggaggaac
gaggcgggag
agaaaccggg
actacatcca
acccagagaa
cggacacctc
cagtctacta

tcagctceg

ctgtcaccge
tcatgacgca
gcaagtcatc
aaagacccgg
tgcecggaccg
tggaagctga
ttggcggagg
gcggaggcgg
tgaagaaacc
actactacat
tcgacccaga
ccgeggacac
ctgcagtcta

ctgtcagctce

ES 2760 023 T3

gagccctagg
ttccggtteg
tgtgggagtg
taaggtcgaa
cggcggagga
agccaccgtce
ctgggtgcag
cgacgaaacc
aactaacact

ctgcgeette

cctgetgett
gtcaccactg
ccaatccctg
tcagagcect
gttttceggt
ggatgtggga
aactaaggtc
gagcggegga
gggagccacc
ccactgggtg
gaacgacgaa
ctcaactaac
ctactgcgece

ggggtcccac

agactcatct
ggatcgggga
tactactgcet
atcaagggag
gggtccgaaa
aaaatcagct
caagctccgg
aaatacggcc
gtgtacatgg

cgcggtggtg

ccgetggete
tcecteeceg
ctcgattcgg
aggagactca
tcgggatcgg
gtgtactact
gaaatcaagg
ggagggtccg
gtcaaaatca
cagcaagctc
accaaatacg
actgtgtaca
ttccgeggtg

catcatcacc

168

cgttggtgtce
cggacttcac
ggcagggaac
gaggtggctce
tccaacttgt
gtaagggatc
gcaaaggact
cgatcttcca
agctgagcectc

tgtactgggg

Polinucledétido sintético™

ttctgctcca
tgacccttgg
atggaaagac
tctegttggt
ggacggactt
gctggcaggg
gaggaggtgg
aaatccaact
gctgtaaggg
cgggcaaagg
gcccgatett
tggagctgag
gtgtgtactg

accaccatca

aaagctggac
tctgaagatt
ccatttcecct
gggaggaggc
ccagtcagga
gggattcaat
ggagtggatg
agggcgggtyg
cctgegetee

acagggcacc

cgcegetegg
acagccagcg
ctatctcaac
gtcaaagctg
cactctgaag
aacccatttce
ctcgggagga
tgtccagtca
atcgggattc
actggagtgg
ccaagggcgg
ctceetgege

gggacagggc

c

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

738

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

831



<400> 83

Met

His

Pro

Ser

Arg

65

Asp

Phe

Tyr

Lys

Gly

145

Gly

Gly

Ala

Ala

Ala

Val

Leu

Pro

Ser

Thr

Cys

val

130

Gly

Ala

Ser

Pro

Leu

Ala

Thr

35

Leu

Gly

Gly

Leu

Trp

115

Glu

Gly

Glu

Gly

Gly
195

Pro

Arg

20

Leu

Asp

Gln

Vval

Lys

100

Gln

Ile

Ser

vVal

Phe

180

Lys

Val

Pro

Gly

Ser

Ser

Pro

85

Ile

Gly

Lys

Gly

Lys

165

Asn

Gly

ES 2760 023 T3

Thr

Asp

Gln

Asp

Pro

70

Asp

Ser

Thr

Gly

Gly

150

Lys

Ile

Leu

Ala

Val

Pro

Gly

Arg

Arg

Arg

His

Gly

135

Gly

Pro

Glu

Glu

Leu

val

Ala

40

Lys

Arg

Phe

vVal

Phe

120

Gly

Gly

Gly

Asp

Trp
200

Leu

Met

25

Ser

Thr

Leu

Ser

Glu

105

Pro

Gly

Ser

Ala

Tyr

185

Met

169

Leu

10

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

Gly

Ser

Glu

Thr

170

Tyr

Gly

Pro

Gln

Ser

Leu

Ser

75

Ser

Glu

Thr

Gly

Ile

155

Val

Ile

Arg

Leu

Ser

Cys

Asn

60

Leu

Gly

Asp

Phe

Gly

140

Gln

Lys

His

Ile

Ala

Pro

Lys

45

Trp

val

Ser

vVal

Gly

125

Gly

Leu

Ile

Trp

Asp
205

Leu

Leu

30

Ser

Leu

Ser

Gly

Gly

110

Gly

Gly

Val

Ser

Val

190

Pro

Leu

15

Ser

Ser

Gln

Lys

Thr

95

Val

Gly

Ser

Gln

Cys

175

Gln

Glu

Leu

Leu

Gln

Gln

Leu

80

Asp

Tyr

Thr

Gly

Ser

160

Lys

Gln

Asn



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

84

Asp

Glu

Thr Lys

210

Ala
225

Ser

Trp

His

1470
ADN
Secuencia artificial

fuente
/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial:

84

atggccctee
cccgatgtgg
tcgattagcet
tggctgcage
gacagcggag
atttcacggg
cctggcecactt
ggcggategg
ggagccgaag
aatatcgagg
atggggcgea
gtgaccatca
tccgaagata
accactgtga
accatcgect

gccgtgecata

Asp

Glu

Gly

His

Thr Ser

Asp Thr

Gln Gly

260

His His

275

ctgtcaccge
tcatgacgca
gcaagtcatc
aaagacccgg
tgcecggaccg
tggaagctga
ttggcggagg
gcggaggcgg
tgaagaaacc
actactacat
tcgacccaga
ccgeggacac
ctgcagtcta
ctgtcagcete
cccagcectcet

cceggggtet

ES 2760 023 T3

Tyr Gly Pro Ile Phe
215

Thr Asn Thr Val Tyr Met

230

Ala Val Tyr Tyr Cys

245

Thr

His

cctgetgett
gtcaccactg
ccaatccctg
tcagagcecct
gttttceggt
ggatgtggga
aactaaggtc
gagcggcgga
gggagccacc
ccactgggtg
gaacgacgaa
ctcaactaac
ctactgcgece
gaccactacc
gtcectgegt

tgacttecgee

Thr Val Thr Val

Gln

Ala

Gly
220

Glu
235

Phe

250

265

ccgetggete
tcceteecceceg
ctcgattcgg
aggagactca
tcgggatcgg
gtgtactact
gaaatcaagg
ggagggtccg
gtcaaaatca
cagcaagctc
accaaatacg
actgtgtaca
ttcecgeggtg
ccagcaccga
ccggaggceat

tgcgatatct

170

Ser

Ser

Polinucleétido sintético"

ttctgctcca
tgacccttgg
atggaaagac
tctegttggt
ggacggactt
gctggecaggg
gaggaggtgg
aaatccaact
gctgtaaggg
cgggcaaagg
gcccgatett
tggagctgag
gtgtgtactg
ggccacccac
gtagacccege

acatttgggce

Arg Val

Leu Ser

Arg Gly

Gly Ser

Thr Ile

Gly Vval
255

His His

270

cgcegetegg
acagccagcg
ctatctcaac
gtcaaagctg
cactctgaag
aacccatttce
ctcgggagga
tgtccagtca
atcgggattc
actggagtgg
ccaagggcgg
ctcecetgege
gggacagggce
cccggetect
agctggtggg

ccctetgget

Thr

Ser Leu Arg

240

Tyr

His

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

85

ggtacttgeg
aagaagctgce
gaggacggct
aaattcagcc
gaactcaatc
ccagaaatgg
caaaaggata
ggcaaaggcc

gctcttcaca

490
PRT
Secuencia artificial

fuente
/nota=»Descripcidn de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"

85

Met Ala

His

Pro

Ser

Arg

65

Asp

Phe

Tyr

Lys

Ala

Val

Leu

Pro

Ser

Thr

Cys

val

gggtcctget
tgtacatctt
gttcatgeceg
gcagcgcaga
ttggtcggag
gcgggaagcece
agatggcaga
acgacggact

tgcaggccct

Leu Pro

Ala Arg

20

Thr
35

Leu

Leu Asp

Gly Gln

Gly Val

Leu Lys

100

Gln
115

Glu Ile

Val Thr

ES 2760 023 T3

gctttcacte
taagcaaccc
gttcccagag
tgctccagece
agaggagtac
gcgcagaaag
agcctatage
gtaccaggga

gcecgectegg

Ala
5

Pro Asp Val

Gly Gln Pro

Ser Asp Gly

Pro
70

Ser Arg

Pro
85

Asp Arg

Ile Ser Arg

Gly Thr His

Lys Gly Gly

gtgatcactc
ttcatgaggce
gaggaggaag
tacaagcagg
gacgtgctgg
aatccccaag
gagattggta

ctcagcaccg

Leu Leu

Val Met

25

Ala
40

Ser

Lys Thr

Arg Leu

Phe Ser

Val Glu

105

Phe
120

Pro

Gly Gly

171

Leu

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

90

Ala

Gly

Ser

tttactgtaa
ctgtgcagac
gcggctgega
ggcagaacca
acaagcggag
agggcctgta
tgaaagggga

ccaccaagga

Pro Leu

Gln

Ser

Ser Cys

Ala

Pro

Lys

gcgeggtegg
tactcaagag
actgcgegtg
gctctacaac
aggacgggac
caacgagctc
acgcagaaga

cacctatgac

Leu Leu

Leu Ser

30

Ser Ser

45

Asn
60

Leu

Ser Leu

75

Ser Gly

Glu

Asp

Thr Phe

Trp

Val

Ser

Val

Gly

Leu Gln

Ser

Lys

Thr
95

Gly

Gly Val

110

Gly Gly

125

Gly Gly

Gly

Gly Ser

Leu

Leu

Gln

Gln

Leu

80

Asp

Tyr

Thr

Gly

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1470



Gly

145

Gly

Gly

Ala

Asp

Ala

225

Ser

Trp

Pro

Leu

Arg

305

Gly

Lys

Arg

Pro

130

Gly

Ala

Ser

Pro

Glu

210

Asp

Glu

Gly

Arg

Arg

290

Gly

Thr

Arg

Pro

Glu
370

Gly

Glu

Gly

Gly

195

Thr

Thr

Asp

Gln

Pro

275

Pro

Leu

Cys

Gly

Val

355

Glu

Ser

Val

Phe

180

Lys

Lys

Ser

Thr

Gly

260

Pro

Glu

Asp

Gly

Arg

340

Gln

Glu

Gly

Lys

165

Asn

Gly

Tyr

Thr

Ala

245

Thr

Thr

Ala

Phe

Val

325

Lys

Thr

Glu

ES 2760 023 T3

Gly

150

Lys

Ile

Leu

Gly

Asn

230

val

Thr

Pro

Cys

Ala

310

Leu

Lys

Thr

Gly

135

Gly

Pro

Glu

Glu

Pro

215

Thr

Tyr

val

Ala

Arg

295

Cys

Leu

Leu

Gln

Gly
375

Gly

Gly

Asp

Trp

200

Ile

Val

Tyr

Thr

Pro

280

Pro

Asp

Leu

Leu

Glu

360

Cys

Ser

Ala

Tyr

185

Met

Phe

Tyr

Cys

val

265

Thr

Ala

Ile

Ser

Tyr

345

Glu

Glu

172

Glu

Thr

170

Tyr

Gly

Gln

Met

Ala

250

Ser

Ile

Ala

Tyr

Leu

330

Ile

Asp

Leu

Ile

155

Vval

Ile

Arg

Gly

Glu

235

Phe

Ser

Ala

Gly

Ile

315

vVal

Phe

Gly

Arg

140

Gln

Lys

His

Ile

Arg

220

Leu

Arg

Thr

Ser

Gly

300

Trp

Ile

Lys

Cys

Val
380

Leu

Ile

Trp

Asp

205

Val

Ser

Gly

Thr

Gln

285

Ala

Ala

Thr

Gln

Ser

365

Lys

Val

Ser

Val

190

Pro

Thr

Ser

Gly

Thr

270

Pro

Val

Pro

Leu

Pro

350

Cys

Phe

Gln

Cys

175

Gln

Glu

Ile

Leu

Val

255

Pro

Leu

His

Leu

Tyr

335

Phe

Arg

Ser

Ser

160

Lys

Gln

Asn

Thr

Arg

240

Tyr

Ala

Ser

Thr

Ala

320

Cys

Met

Phe

Arg



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

Ser
385

Glu

Arg

Gln

Tyr

Asp
465

Ala

86
243
PRT

Ala

Leu

Gly

Glu

Ser

450

Gly

Leu

Asp

Asn

Arg

Gly

435

Glu

Leu

His

Ala

Leu

Asp

420

Leu

Ile

Tyr

Met

Secuencia artificial

fuente

Pro

Gly

405

Pro

Tyr

Gly

Gln

Gln
485

ES 2760 023 T3

Ala

390

Arg

Glu

Asn

Met

Gly

470

Ala

Tyr

Arg

Met

Glu

Lys

455

Leu

Leu

Lys

Glu

Gly

Leu

440

Gly

Ser

Pro

Gln

Glu

Gly

425

Gln

Glu

Thr

Pro

Gly

Tyr

410

Lys

Lys

Arg

Ala

Arg
490

Gln

395

Asp

Pro

Asp

Arg

Thr
475

Asn

Val

Arg

Lys

Arg

460

Lys

Gln

Leu

Arg

Met

445

Gly

Asp

Leu

Asp

Lys

430

Ala

Lys

Thr

Tyr

Lys

415

Asn

Glu

Gly

Tyr

Asn

400

Arg

Pro

Ala

His

Asp
480

/nota=»Descripcidn de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"

86

Glu

Ser

Tyr

Gly

Gln

65

Leu

Ile

val

Ile

Arg

Gly

Gln

Gln

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

Leu

Leu

20

Trp

Asp

Ala

Ser

Gln

Ser

Vval

Pro

Thr

Ser

Gln

Cys

Lys

Glu

Ile

70

Leu

Ser

Thr

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Gly

Gly

Arg

40

Asp

Ala

Ser

Ala

Ser

25

Thr

Glu

Asp

Glu

173

Glu

10

Gly

Glu

Thr

Thr

Asp

Leu

Phe

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Val

Asn

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Lys

Ile

Leu

45

Gly

Asn

Val

Pro

Glu

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Gly

15

Asp

Trp

Ile

Val

Tyr
95

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial: Polinucledétido sintético”

Ala Phe Arg Gly
100
Ser Ser Gly Gly
115
Ser His Met Asp
130
Ala Ile Gly Gln
145
Leu Asp Ser Asp
Gly Gln Ser Pro
180
Gly Val Pro Asp
195
Leu Arg Ile Ser
210
Trp Gln Gly Thr
225
Glu Ile Lys
87
822
ADN
Secuencia artificial
fuente
87

atggccctce
cccgagatce
ttgtcatgca
cgcaccgagce
tacgggccta

tacctccage

ctgtcaccge
agctccaaca
ctggatcggg
aggggctgga
tcttccaagg

tttccagecet

ES 2760 023 T3

Gly Val Tyr

Gly Gly Ser

Val Val Met

135

Ala
150

Ser Ser

Gly
165

Lys Thr

Lys Arg Leu

Arg Phe Thr

vVal Glu

215

Arg

Phe
230

His Pro

cctgetgett
gagcggagcec
cttcaacatc
atggatcgga
acgggccacc

gacctcecgag

Gly
105

Trp

Gly
120

Gly
Thr Gln
Ile

Ser

Tyr Leu

Pro

Gly

Ser

Cys

Asn

Gly Thr

Gly Ser

Thr

Gly

Leu Thr

110

Gly Gly

125

Leu
140

Pro

Lys Ser

155

Trp Leu

170

Ile Ser

185

Gly Ser

200

Ala Glu

Gly Thr

ccgetggete
gaactggtca
gaggattact
cggatcgacce
attacggctg

gacactgccg

174

Leu

Gly

Asp

Phe

Val Ser

Ser Gly

Thr

Ser

Leu

Lys

Thr

Leu Ser

Gln Ser

Gln Arg

175

Leu
190

Asp

Asp Phe

205

Leu Gly

220

Gly
235

Gly

ttctgecteca
aaccgggagc
acatccactg
ccgaaaacga
acacgtcaag

tgtactactg

Ile

Gly

Tyr Tyr

Thr Lys

cgcegetegg
gtcggtgaag
ggtcaagcaa
tgaaaccaag
caataccgtc

cgccttcaga

val

Gly

Val

Leu

160

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
240

60

120

180

240

300

360



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

88

ggaggcgtgt
ggaggaggag
ctgaccctgt
ctgctggatt
ccgaaacgcec
ggtagcgggt
gggatctact

ctggaaatca

274
PRT
Secuencia artificial

fuente
/nota=»Descripcidn de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"

88

Met Ala

His

Val

Asn

Ala

Lys

Ile

actggggacc
gctcaggegg
cggtggcaat
ccgacggaaa
ttatctcecct
ccggcacgga
actgttggca

agggtagcca

Leu Pro

Ala Arg

20

Pro Gly

Glu Asp

50

Gly

65

Tyr

Ser

Ala

Thr

Leu

Gly

Asn

val

Thr

Glu Trp

Pro Ile

Thr Vval

100

Tyr
115

Tyr

Leu Thr

130

ES 2760 023 T3

aggaaccact
tggcggeteg
tggacagagc
gacttatctg
ggtgtcgaaa
cttcactctce
gggaacccac

tcaccatcac

Val Thr
5

Ala

Pro Glu Ile

Ala Ser Val

Ile
55

Tyr Tyr

Ile Gly

70

Phe
85

Gln Gly

Tyr Leu Gln

Cys Ala Phe

Val Ser

135

Ser

Arg

ttgaccgtgt
cacatggacg
gcatccatct
aactggctge
ctcgactcgg
cgcatttcga
ttcecctggga

caccaccatc

Leu Leu

Gln Leu

25

Lys Leu

40

His Trp

Ile Asp
Ala

Arg

Ser
105

Leu

Arg
120

Gly

Gly Gly

175

Leu

Gln

Ser

Vval

Pro

Thr

90

Ser

Gly

Gly

ccagcggagg
tggtcatgac
cgtgcaagag
tccaaagacc
gtgtgcecgga
gggtggaagce
cttttggagg

at

Pro Leu

Gln

Ser

Cys Thr

Ala

Gly

Gly

cggtggatca
tcagtccceceg
ctcacagtcg
agggcaatca
tcggtttace
ggaggatctc

cggaactaag

Leu Leu

Ala

Glu

Ser Gly

45

Gln
60

Lys

Glu
75

Asn
Ile Thr
Thr

Leu

Val Tyr

Arg

Asp

Ala

Ser

Trp

Thr Glu

Thr

Glu

Thr
95

Asp

Glu
110

Asp

Gly Pro

125

Ser
140

Gly

Gly

Gly Gly

Leu

Leu

Phe

Gln

Lys

80

Ser

Thr

Gly

Gly

420

480

540

600

660

720

780

822



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

89
146
ADN

Ser

145

Leu

Ser

Leu

Ser

Gly

Thr

Ser

Leu

Lys

Gly Gly

Leu Ser

Gln Ser

180

Gln
195

Arg

Leu Asp

210

Gly
225

Gly

Gly

His

1

Thr

Ile

Gly

Asp Phe

Tyr Tyr

Thr Lys

260

His

Secuencia artificial

fue

/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial: Polinucledétido sintético”

89

nte

atggccctce
cccgagatcce
ttgtcatgca
cgcaccgagce
tacgggccta
tacctccage
ggaggcgtgt

ggaggaggag

ctgtcaccge
agctccaaca
ctggatcggg
aggggctgga
tcttccaagg
tttccagect

actggggacc

gctcaggegy

ES 2760 023 T3

Ser His

150

Gly

Val
165

Ala Ile

Leu Leu Asp

Pro Gly Gln

Val
215

Ser Gly

Thr Leu

230

Arg

Cys Gln

245

Trp

Leu Glu Ile

cctgetgett
gagcggagcce
cttcaacatc
atggatcgga
acgggccacc
gacctccgag

aggaaccact

tggcggeteg

Met Asp

Gly Gln

val

Ser

Vval
155

Met

Ala Ser

170

Ser Asp

185

Ser Pro

200

Pro Asp

Ile

Ser

Gly Thr

Gly

Lys

Arg

Arg

His

Lys Thr

Arg Leu

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gln Ser

Ser Cys

175

Leu Asn

190

Ser Leu

205

Thr
220

Phe

val
235

Glu

Phe Pro

250

Lys Gly

265

ccgetggete
gaactggtca
gaggattact
cggatcgacc
attacggctg
gacactgccg
ttgaccgtgt

cacatggacg

176

Ser

His His

ttctgecteca
aaccgggagc
acatccactg
ccgaaaacga
acacgtcaag
tgtactactg
ccagcggagg

tggtcatgac

Gly

Ala

Gly

His

Ser Gly

Glu Asp

Thr Phe

255

His His

270

cgcegetegg
gtcggtgaag
ggtcaagcaa
tgaaaccaag
caataccgtc
cgccttcaga
cggtggatca

tcagtccceceg

Pro

160

Lys

Trp

Val

Ser

Leu

240

Gly

His

60

120

180

240

300

360

420

480



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

90

ctgaccctgt
ctgctggatt
ccgaaacgec
ggtagcgggt
gggatctact
ctggaaatca
tcccagectce
accecggggte
ggggtcctge
ctgtacatct
tgttcatgce
cgcagcgcag
cttggtcgga
ggcgggaage
aagatggcag
cacgacggac

atgcaggccce

487
PRT
Secuencia artificial

fuente
/nota=»Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"

90

Met Ala Leu Pro Val Thr
5

1

His Ala Ala Arg Pro Glu

Val Lys Pro Gly Ala Ser

Asn Ile Glu Asp Tyr Tyr

cggtggcaat
ccgacggaaa
ttatctcect
ccggcacgga
actgttggca
agaccactac
tgtccectgeg
ttgacttcge
tgctttcact
ttaagcaacc
ggttcccaga
atgctccage
gagaggagta
cgcgcagaaa
aagcctatag
tgtaccaggg

tgcegecteg

20

35

50

ES 2760 023 T3

tggacagagc
gacttatctg
ggtgtcgaaa
cttcactcte
gggaacccac
cccagcacceg
tccggaggea
ctgcgatatc
cgtgatcact
cttcatgagg
ggaggaggaa
ctacaagcag
cgacgtgctg
gaatccccaa
cgagattggt
actcagcacc

g

Ala

Ile

vVal

Ile
55

gcatccatct
aactggctge
ctcgactecgg
cgcatttcga
ttececectggga
aggccaccca
tgtagacccg
tacatttggg
ctttactgta
cctgtgcaga
ggcggetgeg
gggcagaacc
gacaagcgga
gagggcctgt
atgaaagggg

gccaccaagg

Leu

Gln
25

Lys
40

His

177

Leu Leu

10

Leu Gln

Leu Ser

Trp Val

cgtgcaagag
tccaaagacc
gtgtgcecgga
gggtggaagc
cttttggagg
cceceggetece
cagctggtgg
ccecectetgge
agcgceggtceg
ctactcaaga
aactgcgcegt
agctctacaa
gaggacggga
acaacgagct
aacgcagaag

acacctatga

Pro Leu

Gln

Ser

Cys Thr

Ala Leu

Gly Ala

Gly Ser

ctcacagtcg
agggcaatca
tcggtttacce
ggaggatctc
cggaactaag
taccatcgecce
ggccgtgecat
tggtacttgce
gaagaagctg
ggaggacggce
gaaattcagc
cgaactcaat
cccagaaatg
ccaaaaggat
aggcaaaggc

cgctcecttcac

Leu
15

Glu
30

Gly

45

Lys Gln

Arg Thr

Glu

Leu

Leu

Phe

Gln

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1461



Gly

65

Tyr

Ser

Ala

Thr

Ser

145

Leu

Ser

Leu

Ser

Gly

225

Gly

Gly

Pro

Glu

Asp
305

Leu

Gly

Asn

Val

Thr

130

Gly

Thr

Ser

Leu

Lys

210

Thr

Ile

Gly

Thr

Ala

290

Phe

Glu

Pro

Thr

Tyr

115

Leu

Gly

Leu

Gln

Gln

195

Leu

Asp

Tyr

Thr

Pro

275

Cys

Ala

Trp

Ile

Val

100

Tyr

Thr

Gly

Ser

Ser

180

Arg

Asp

Phe

Tyr

Lys

260

Ala

Arg

Cys

Ile

Phe

85

Tyr

Cys

val

Gly

val

165

Leu

Pro

Ser

Thr

Cys

245

Leu

Pro

Pro

Asp

ES 2760 023 T3

Gly

70

Gln

Leu

Ala

Ser

Ser

150

Ala

Leu

Gly

Gly

Leu

230

Trp

Glu

Thr

Ala

Ile
310

Arg

Gly

Gln

Phe

Ser

135

His

Ile

Asp

Gln

Val

215

Arg

Gln

Ile

Ile

Ala

295

Tyr

Ile

Arg

Leu

Arg

120

Gly

Met

Gly

Ser

Ser

200

Pro

Ile

Gly

Lys

Ala

280

Gly

Ile

Asp

Ala

Ser

105

Gly

Gly

Asp

Gln

Asp

185

Pro

Asp

Ser

Thr

Thr

265

Ser

Gly

Trp

178

Pro

Thr

90

Ser

Gly

Gly

Vval

Ser

170

Gly

Lys

Arg

Arg

His

250

Thr

Gln

Ala

Ala

Glu

75

Ile

Leu

Val

Gly

Val

155

Ala

Lys

Arg

Phe

Val

235

Phe

Thr

Pro

val

Pro
315

Asn

Thr

Thr

Tyr

Ser

140

Met

Ser

Thr

Leu

Thr

220

Glu

Pro

Pro

Leu

His

300

Leu

Asp

Ala

Ser

Trp

125

Gly

Thr

Ile

Tyr

Ile

205

Gly

Ala

Gly

Ala

Ser

285

Thr

Ala

Glu

Asp

Glu

110

Gly

Gly

Gln

Ser

Leu

190

Ser

Ser

Glu

Thr

Pro

270

Leu

Arg

Gly

Thr

Thr

95

Asp

Pro

Gly

Ser

Cys

175

Asn

Leu

Gly

Asp

Phe

255

Arg

Arg

Gly

Thr

Lys

80

Ser

Thr

Gly

Gly

Pro

160

Lys

Trp

Val

Ser

Leu

240

Gly

Pro

Pro

Leu

Cys
320



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

91
240
PRT

Gly

Arg

Gln

Glu

Ala

385

Leu

Asp

Leu

Ile

Tyr

465

Met

vVal

Lys

Thr

Glu

370

Pro

Gly

Pro

Tyr

Gly

450

Gln

Gln

Leu

Lys

Thr

355

Gly

Ala

Arg

Glu

Asn

435

Met

Gly

Ala

Leu

Leu

340

Gln

Gly

Tyr

Arg

Met

420

Glu

Lys

Leu

Leu

Secuencia artificial

fuente

Leu

325

Leu

Glu

Cys

Lys

Glu

405

Gly

Leu

Gly

Ser

Pro
485

ES 2760 023 T3

Ser

Tyr

Glu

Glu

Gln

390

Glu

Gly

Gln

Glu

Thr

470

Pro

Leu

Ile

Asp

Leu

375

Gly

Tyr

Lys

Lys

Arg

455

Ala

Arg

Val

Phe

Gly

360

Arg

Gln

Asp

Pro

Asp

440

Arg

Thr

Ile

Lys

345

Cys

Val

Asn

val

Arg

425

Lys

Arg

Lys

Thr

330

Gln

Ser

Lys

Gln

Leu

410

Arg

Met

Gly

Asp

Leu

Pro

Cys

Phe

Leu

395

Asp

Lys

Ala

Lys

Thr
475

Tyr

Phe

Arg

Ser

380

Tyr

Lys

Asn

Glu

Gly

460

Tyr

Cys

Met

Phe

365

Arg

Asn

Arg

Pro

Ala

445

His

Asp

Lys

Arg

350

Pro

Ser

Glu

Arg

Gln

430

Tyr

Asp

Ala

Arg

335

Pro

Glu

Ala

Leu

Gly

415

Glu

Ser

Gly

Leu

Gly

Val

Glu

Asp

Asn

400

Arg

Gly

Glu

Leu

His
480

/nota=»Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"

91

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1

5

10

15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly Ile Arg Asn Asn

20

25

179

30



ES 2760 023 T3

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Arg Leu Ile
35 40 45

Tyr Ala Ala Ser Asn Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Thr Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Ile Val Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln His His Ser Tyr Pro Leu
85 90 95

Thr Ser Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr Gly Ser Thr
100 105 110

Ser Gly Ser Gly Lys Pro Gly Ser Gly Glu Gly Ser Glu Val Gln Val
115 120 125

Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu
130 135 140

Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Ala Met Ser Trp
145 150 155 160

Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser Ala Ile Ser
165 170 175

Gly Ser Gly Gly Ser Thr Asn Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe
180 185 190

Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn
195 200 205

Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Gly Ser Ser
210 215 220

Gly Trp Ser Glu Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

225 230 235 240
<210> 92
<211> 720
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>

<221> fuente
<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polinucledtido sintético"
<400> 92

180



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

93

gatatccaaa
atcacgtgece
ggaaaggccc
cgcttcacceg
gaggacttcg
ggaaccaagg
ggagaaggat
tegetgegge
gtgeggcagg
agcaccaatt
aatactctgt

gcagggtcaa

807
ADN
Secuencia artificial

fuente

/nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polinucledétido sintético”

93

94

atggccctee
cccgatatcce
accatcacgt
ccaggaaagg
tecgegettea
ccagaggact
ggcggaacca
tcgggagaag
gggtcgetge
tgggtgcgge
ggaagcacca
aagaatactc

tgcgcagggt

tceecatcace

269
PRT
Secuencia artificial

tgactcagag
gggcatccca
cgaagcgcct
ggagcggtag
cgacctacta
tcgaaatcaa
cggaagtcca
tcagctgtge
ctcecgggaaa
acgccgacte
acctccagat

gcggetggte

ctgtcaccge
aaatgactca
gcecgggceatce
ccccgaageg
ccgggagegg
tcgecgaccta
aggtcgaaat
gatcggaagt
ggctcagcetg
aggctccggg
attacgccga
tgtacctcca

caagcggctg

atcaccacca

ES 2760 023 T3

cccttcatee
aggcattaga
gatctacgecg
cggaactgag
ctgcctcecag
acgcactggc
agtgctggag
cgcgtegggt
ggggctggaa
cgtgaaggga
gaactcgcectg

cgaatactgg

cctgetgett
gagcccttca
ccaaggcatt
cctgatctac
tagcggaact
ctactgecctce
caaacgcact
ccaagtgctg
tgccgegteg
aaaggggctg
ctcecgtgaag
gatgaactcg

gtccgaatac

ccatcac

ctgagcgcca
aataacttgg
gcctccaacce
tttaccctta
catcactcgt
tcgacgtcag
agcggaggceg
tttactttca
tgggtgtccg
cgcttcacca
agagccgagg

ggacagggca

ccgetggete
tccectgageg
agaaataact
gcggcectcceca
gagtttaccce
cagcatcact
ggctcgacgt
gagagcggag
ggttttactt
gaatgggtgt
ggacgcttca
ctgagagccg

tggggacagg

181

gcgtcggaga
cgtggtatca
ttcagtcagg
tegtgtegte
acccgttgac
ggtccggtaa
gactcgtgca
gctcgtacge
ctatttecegg
tctcacggga
acaccgcagt

ccctegteac

ttctgctcca
ccagcgtcgg
tggcgtggta
accttcagtc
ttatcgtgte
cgtaccegtt
cagggtccgg
gcggactcegt
tcagctcgta
ccgctattte
ccatctcacg
aggacaccgc

gcaccctegt

cagggtgacc
gcaaaaacca
agtgccctcg
cctgcagcecca
ttcgggaggce
accgggatcg
acctggeggg
tatgtcatgg
ctcgggtgga
taactccaag
gtactactgc

tgtcagctcce

cgcegetegg
agacagggtg
tcagcaaaaa
aggagtgccce
gtcectgeag
gacttcggga
taaaccggga
gcaacctggc
cgctatgtca
cggctegggt
ggataactcc
agtgtactac

cactgtcage

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

720

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

780

807



<221> fuente

ES 2760 023 T3

<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"

<400> 94

Met

His

Ser

Gly

Pro

65

Ser

Ser

His

Arg

Ser

145

Gly

Tyr

vVal

Ala

Ala

Ala

Ile

50

Lys

Arg

Ser

Ser

Thr

130

Glu

Ser

Ala

Ser

Leu

Ala

Ser

35

Arg

Arg

Phe

Leu

Tyr

115

Gly

Val

Leu

Met

Ala

Pro

Arg

20

Val

Asn

Leu

Thr

Gln

100

Pro

Ser

Gln

Arg

Ser

180

Ile

Val

5

Pro

Gly

Asn

Ile

Gly

Pro

Leu

Thr

Val

Leu
165

Trp

Ser

Thr

Asp

Asp

Leu

Tyr

70

Ser

Glu

Thr

Ser

Leu

150

Ser

Val

Gly

Ala

Ile

Arg

Ala

55

Ala

Gly

Asp

Ser

Gly

135

Glu

Cys

Arg

Ser

Leu

Gln

Val

40

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

120

Ser

Ser

Ala

Gln

Gly

Leu

Met

25

Thr

Tyr

Ser

Gly

Ala

105

Gly

Gly

Gly

Ala

Ala

185

Gly

182

Leu

10

Thr

Ile

Gln

Asn

Thr

90

Thr

Gly

Lys

Gly

Ser

170

Pro

Ser

Pro

Gln

Thr

Gln

Leu

75

Glu

Tyr

Thr

Pro

Gly

155

Gly

Gly

Thr

Leu

Ser

Cys

Lys

60

Gln

Phe

Tyr

Lys

Gly

140

Leu

Phe

Lys

Asn

Ala

Pro

Arg

45

Pro

Ser

Thr

Cys

Val

125

Ser

Val

Thr

Gly

Tyr

Leu

Ser

30

Ala

Gly

Gly

Leu

Leu

110

Glu

Gly

Gln

Phe

Leu

190

Ala

Leu

15

Ser

Ser

Lys

val

Ile

95

Gln

Ile

Glu

Pro

Ser

175

Glu

Asp

Leu

Leu

Gln

Ala

Pro

80

val

His

Lys

Gly

Gly

160

Ser

Trp

Ser



ES 2760 023 T3

195 200 205

Thr Ile

215

Val Lys Gly Arg Phe Asn Thr Leu

210

Ser Arg Asp Asn Ser Lys

220

Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr

225 230 235 240
Cys Ala Gly Ser Ser Gly Trp Ser Glu Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu
245 250 255
Val Thr Val Ser Ser His His His His His His His His
260 265
<210> 95
<211> 1452
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> fuente
<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polinucledétido sintético"
<400> 95

atggccctce
cccgatatcece
accatcacgt
ccaggaaagg
tcgegettea
ccagaggact
ggcggaacca
tcgggagaag
gggtcegetge
tgggtgcgge
ggaagcacca
aagaatactc
tgcgcagggt
tccaccacta
ctgtcccetge
cttgactteg

ctgctttcac

ctgtcaccge
aaatgactca
gcecgggceate
ccccgaageg
ccgggagegg
tcgcgaccta
aggtcgaaat
gatcggaagt
ggctcagctg
aggctccggg
attacgccga
tgtacctcca
caagcggctg
ccccagcace
gtccggagge
cctgcgatat

tcgtgatcac

cctgetgett
gagcccttca
ccaaggcatt
cctgatctac
tagcggaact
ctactgcectce
caaacgcact
ccaagtgctg
tgcegegteg
aaaggggctg
ctcecgtgaag
gatgaactcg
gtccgaatac
gaggccaccc
atgtagaccc
ctacatttgg

tctttactgt

ccgetggete
tcecectgageg
agaaataact
gcggcectceca
gagtttaccc
cagcatcact
ggctcgacgt
gagagcggag
ggttttactt
gaatgggtgt
ggacgcttca
ctgagagccg
tggggacagg
accccggcete
gcagctggtg
gccectetgg

aagcgcggtce

183

ttctgecteca
ccagcgtcgg
tggcgtggta
accttcagtc
ttatcgtgtce
cgtacccegtt
cagggtccgg
gcggactegt
tcagctcegta
ccgctattte
ccatctcacg
aggacaccgc
gcaccctegt
ctaccatcge
gggccgtgea
ctggtacttg

ggaagaagct

cgcegetegg
agacagggtg
tcagcaaaaa
aggagtgccce
gtcectgeag
gacttcggga
taaaccggga
gcaacctggce
cgctatgtca
cggctcgggt
ggataactcc
agtgtactac
cactgtcagce
ctceccagect
tacccggggt

cggggtcctg

gctgtacatce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

96

tttaagcaac
cggttcccag
gatgctccag
agagaggagt
ccgcegcagaa
gaagcctata
ctgtaccagg

ctgcegecte

484
PRT
Secuencia artificial

fuente
/nota=»Descripcidn de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"

96

Met Ala

His

Ser

Gly

Ala

Ala

Ile

ccttcatgag
aggaggagga
cctacaagca
acgacgtgct
agaatcccca
gcgagattgg
gactcagcac

g9

Leu Pro

Ala Arg

20

Ser Val

Arg Asn

50

Pro

65

Ser

Ser

His

Arg

Lys

Arg

Ser

Ser

Thr

Arg Leu

Phe

Thr

Gln
100

Leu

Tyr Pro

115

Gly Ser

130

ES 2760 023 T3

gcctgtgeag
aggcggcetge
ggggcagaac
ggacaagcgg
agagggcctg
tatgaaaggg

cgccaccaag

Val Thr
5

Ala

Pro Asp Ile

Gly Asp Arg

Ala
55

Asn Leu

Ile Tyr Ala

70

Gly Ser

85

Gly

Pro Glu Asp

Leu Thr Ser

Thr Ser Gly

135

actactcaag
gaactgcgcg
cagctctaca
agaggacggg
tacaacgagc
gaacgcagaa

gacacctatg

Leu Leu

Gln Met

25

Val Thr

40

Trp Tyr

Ala Ser

Ser Gly

Phe 2Ala

105

Gly
120

Gly

Ser Gly

184

Leu

10

Thr

Ile

Gln

Asn

Thr

90

Thr

Gly

Lys

aggaggacgg
tgaaattcag
acgaactcaa
acccagaaat
tccaaaagga

gaggcaaagyg

acgctcttca

Pro Leu

Gln

Ser

Thr Cys

Ala

Pro

Arg

ctgttcatge
ccgcagcgca
tcttggtegg
gggcgggaag
taagatggca
ccacgacgga

catgcaggcc

Leu
15

Leu

Ser

Ser

Ala Ser

45

Gln Lys

60

Leu Gln

75

Glu Phe

Tyr

Tyr

Thr Lys

Pro

Ser

Thr

Cys

Val

Gly Lys

val

Gly

Ile
95

Leu

Leu Gln

110

Glu Ile

125

Pro Gly

140

Ser

Gly Glu

Leu

Leu

Gln

Ala

Pro

80

Val

His

Lys

Gly

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1452



Ser

145

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

225

Cys

val

Ala

Arg

Cys

305

Leu

Leu

Gln

Gly

Tyr

Glu

Ser

Ala

Ser

Lys

210

Leu

Ala

Thr

Pro

Pro

290

Asp

Leu

Leu

Glu

Cys

370

Lys

Val

Leu

Met

Ala

195

Gly

Gln

Gly

val

Thr

275

Ala

Ile

Ser

Tyr

Glu

355

Glu

Gln

Gln

Arg

Ser

180

Ile

Arg

Met

Ser

Ser

260

Ile

Ala

Tyr

Leu

Ile

340

Asp

Leu

Gly

Vval

Leu

165

Trp

Ser

Phe

Asn

Ser

245

Ser

Ala

Gly

Ile

Val

325

Phe

Gly

Arg

Gln

ES 2760 023 T3

Leu

150

Ser

val

Gly

Thr

Ser

230

Gly

Thr

Ser

Gly

310

Ile

Lys

Cys

Val

Asn

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

215

Leu

Trp

Thr

Gln

Ala

295

Ala

Thr

Gln

Ser

Lys

375

Gln

Ser

Ala

Gln

Gly

200

Ser

Arg

Ser

Thr

Pro

280

Val

Pro

Leu

Pro

Cys

360

Phe

Leu

Gly

Ala

Ala

185

Gly

Arg

Ala

Glu

Pro

265

Leu

His

Leu

Tyr

Phe

345

Arg

Ser

Tyr

185

Gly

Ser

170

Pro

Ser

Asp

Glu

Tyr

250

Ala

Ser

Thr

Ala

Cys

330

Met

Phe

Arg

Asn

Gly

155

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

235

Trp

Pro

Leu

Arg

Gly

315

Lys

Arg

Pro

Ser

Glu

Leu

Phe

Lys

Asn

Ser

220

Thr

Gly

Arg

Arg

Gly

300

Thr

Arg

Pro

Glu

Ala

380

Leu

Vval

Thr

Gly

Tyr

205

Lys

Ala

Gln

Pro

Pro

285

Leu

Cys

Gly

Vval

Glu

365

Asp

Asn

Gln

Phe

Leu

190

Ala

Asn

Val

Gly

Pro

270

Glu

Asp

Gly

Arg

Gln

350

Glu

Ala

Leu

Pro

Ser

175

Glu

Asp

Thr

Tyr

Thr

255

Thr

Ala

Phe

Val

Lys

335

Thr

Glu

Pro

Gly

Gly

160

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

240

Leu

Pro

Cys

Ala

Leu

320

Lys

Thr

Gly

Ala

Arg



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial: Polinucledétido sintético”

385
Arg Glu Glu Tyr
Met Gly Gly Lys
420
Glu Leu Gln Lys
435
Lys Gly Glu Arg
450
Leu Ser Thr Ala
465
Leu Pro Pro Arg
97
1183
ADN
Secuencia artificial
fuente
97

gtgaggctcc
999999aggg
aagtgatgtc
tgcagtagtc
tgccgtgtgt
aattacttcc
gtgggagagt
ctggcctggg
tgctttegat
ctggcaagat
ggccgceggge
gcgagcgegg

gcectggecte

ggtgccegte
gtcggcaatt
gtgtactgge
gccgtgaacg
ggttcccgeg
acctggctge
tcgaggcectt
cgctggggece
aagtctctag
agtcttgtaa
ggcgacgggg
ccaccgagaa

gcgecgecgt

ES 2760 023 T3

390

Asp Val Leu

405

Pro Arg Arg

Asp Lys Met

Arg Arg Gly

455

Thr Lys

470

Asp

agtgggcaga
gaaccggtge
tcecgectttt
ttecttttteg
ggcctggect
agtacgtgat
gcgcettaagg
gccgegtgeg
ccatttaaaa
atgcgggcca
ccegtgegte
tcggacgggg

gtatcgccce

Asp Lys

Arg

395

Arg Gly

410

Asn
425

Lys

Ala
440

Glu

Lys Gly

Thr Tyr

gcgcacatceg
ctagagaagg
tccecgagggt
caacgggttt
ctttacgggt
tcttgatcee
agccccectteg
aatctggtgg
tttttgatga
agatctgcac
ccagcgcaca
gtagtctcaa

gcectgggeg

186

Pro

Ala

His

Asp

Gln Glu

Tyr Ser

Arg

Gly

Glu

Pro
415

Asp

Leu
430

Tyr

Ile Gly

445

Asp Gly

460

Ala
475

Leu

cccacagtcce
tggcgegggyg
gggggagaac
gccgccagaa
tatggccctt
gagctteggg
cctegtgett
caccttegeg
cctgetgega
actggtattt
tgttcggcega
gctggeegge

gcaaggctgg

Leu

His

Tyr Gln

Met Gln

ccgagaagtt
taaactggga
cgtatataag
cacaggtaag
gcgtgecttg
ttggaagtgg
gagttgaggc
cctgtetege
cgettttttt
cggtttttgg
ggcggggect
ctgctctggt

cceggtegge

400

Glu

Asn

Met

Gly

Ala
480

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

98

accagttgceg
gaggacgcgg
tcegtcectcea
cgattagttc
gatggagttt
gtaattctcce

gacagtggtt

729
ADN
Secuencia artificial

fuente
/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial:

98

99

gagatccagc
tcatgcactg
accgagcagg
gggcctatct
ctccagettt
ggcgtgtact
ggaggaggct
accctgtcgg
ctggattcecg
aaacgcctta
agcgggtcceg
atctactact

gaaatcaag

112
PRT
Homo sapiens

99

Arg Val Lys Phe Ser Arg Ser Ala Asp Ala Pro Ala Tyr Gln Gln Gly

1

tgagcggaaa
cgctcgggag
gcecgtegett
tcgagetttt
ccccacactg
ttggaatttg

caaagttttt

tccaacagag
gatcgggett
ggctggaatg
tccaaggacg
ccagcctgac
ggggaccagyg
caggcggtgg
tggcaattgg
acggaaagac
tctececectggt
gcacggactt

gttggcaggg

ES 2760 023 T3

gatggccget
agcgggcggyg
catgtgactc
ggagtacgtc
agtgggtgga
cecctttttga

ttcttccatt

cggagccgaa
caacatcgag
gatcggacgg
ggccaccatt
ctccgaggac
aaccactttg
cggctcgecac
acagagcgca
ttatctgaac
gtcgaaactc
cactctccge

aacccacttc

5

tceceggecct
tgagtcaccc
cacggagtac
gtctttaggt
gactgaagtt
gtttggatct

tcaggtgtceg

ctggtcaaac
gattactaca
atcgaccceg
acggctgaca
actgccgtgt
accgtgtcca
atggacgtgg
tccatctegt
tggctgctecce
gactcgggtg
atttcgaggg

cctgggactt

10

187

gctgecaggga
acacaaagga
cgggegecgt
tggggggagg
aggccagcett
tggttcattc

tga

Polinucledétido sintético™

cgggagcgtce
tccactgggt
aaaacgatga
cgtcaagcaa
actactgcge
gcggaggcgg
tcatgactca
gcaagagctc
aaagaccagg
tgccggatceg
tggaagcgga

ttggaggcgg

gctcaaaatg
aaagggcctt
ccaggcacct
ggttttatge
ggcacttgat

tcaagcctca

ggtgaagttg
caagcaacgc
aaccaagtac
taccgtctac
cttcagagga
tggatcagga
gtceccegetg
acagtcgctg
gcaatcaccg
gtttacecggt

ggatctecggg

aactaagctg

15

840

900

960

1020

1080

1140

1183

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

729



<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

Gln

Asp

Pro

Asp
65

Asn

Val

Arg

Lys

Gln Leu

20

Leu
35

Asp
Arg

Lys

Met Ala

ES 2760 023 T3

Tyr Asn Glu

Lys Arg Arg

Gln
55

Asn Pro

Glu Ala

70

Tyr

His

Leu

Gly

40

Glu

Ser

Asn

25

Arg

Gly

Glu

Leu

Leu

Asp

Leu

Ile

Gly

Pro

Tyr

Gly

75

Gln

Arg

Glu

Asn

60

Met

Arg

Met

45

Glu

Lys

Leu

Glu

30

Gly

Leu

Gly

Ser

Glu

Gly

Gln

Glu

Thr

Tyr

Lys

Lys

Arg

80

Ala

Arg Arg Gly Lys Gly Asp Gly Tyr

85 90

Gly
95

Thr Thr

100

Ala His Met Gln Ala

105

Leu Pro Pro

110

Lys Asp Tyr Asp Leu

100
336
ADN
Homo sapiens
100

agagtgaagt tcagcaggag cgcagacgcc cccgcecgtacce agcagggcca gaaccagcetce

tataacgagc tcaatctagg acgaagagag gagtacgatg ttttggacaa gagacgtggce

cgggaccctg agatgggggg aaagccgaga aggaagaacc ctcaggaagg cctgtacaat

gaactgcaga aagataagat ggcggaggcc tacagtgaga ttgggatgaa aggcgagcgce

cggaggggca tggcctttac cagggtctca gtacagccac

aggggcacga caaggacacc

tacgacgcce ttcacatgca ggcecctgecece cctege

101
14
PRT
Secuencia artificial

fuente
/nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Péptido sintético"
101

Leu Glu Glu Lys Lys Gly Asn Tyr Val Val Thr Asp His Cys
1 5 10

102
48
PRT
Secuencia artificial

fuente

/nota=»Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"
102

188

Arg

60

120

180

240

300

336



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

ES 2760 023 T3

Gln Arg Arg Lys Tyr Arg Ser Asn Lys Gly Glu Ser Pro Val Glu Pro

1 5

10

15

Ala Glu Pro Cys Arg Tyr Ser Cys Pro Arg Glu Glu Glu Gly Ser Thr

20

25

30

Ile Pro Ile Gln Glu Asp Tyr Arg Lys Pro Glu Pro Ala Cys Ser Pro
40

35
103
123
ADN
Secuencia artificial
fuente
/nota=»Descripcidn de Secuencia Artificial: Polinucledétido sintético”
103
aggagtaaga ggagcaggct cctgcacagt gactacatga acatgactcce cecgecgecce
gggcccacce gcaagcatta ccagccctat gecccaccac gegacttege agectatege
tcec
104
230
PRT
Secuencia artificial
fuente
/nota=»Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"
104

Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro
1 5

Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe
20

Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro
35

Ser Gln Glu Asp Pro Glu Val
50 55

Cys Pro

Leu Phe
25

Glu Val
40

Gln Phe

189

Pro

10

Pro

Thr

Asn

45

Cys Pro Ala Pro

Pro Lys Pro Lys
30

Cys Val val Vval
45

Trp Tyr Val Asp
60

Glu Phe

15

Asp Thr

Asp Val

Gly val

60

120

123



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

105

Glu

65

Thr

Asn

Ser

Gln

Val

145

val

Pro

Thr

Val

Leu
225

690

ADN

val

Tyr

Gly

Ile

Val

130

Ser

Glu

Pro

Val

Met

210

Ser

His

Arg

Lys

Glu

115

Tyr

Leu

Trp

Val

Asp

195

His

Leu

Asn

Val

Glu

100

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

180

Lys

Glu

Gly

Secuencia artificial

fuente

/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial: Polinucledétido sintético”

105

gagagcaagt acggccctcce
agcgtgttee tgtteccece
gtgacctgtg tggtggtgga

gtggacggeg tggaggtgea

Ala

Val

85

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

165

Asp

Ser

Ala

Lys

ctgceccececet tgecectgece ccgagttect gggeggaccce
caagcccaag gacaccctga tgatcageeg gaccccecgag
cgtgtcccag gaggaccccg aggtccagtt caactggtac

caacgccaag accaagcccc gggaggagca gttcaatagce

ES 2760 023 T3

Lys

70

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

150

Asn

Ser

Arg

Leu

Met
230

Thr

val

Cys

Ser

Pro

135

val

Gly

Asp

Trp

His
215

Lys

Leu

Lys

Lys

120

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

200

Asn

Pro

Thr

Val

105

Ala

Gln

Gly

Pro

Ser

185

Glu

His

190

Arg

Vval

90

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

170

Phe

Gly

Tyr

Glu

75

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

155

Asn

Phe

Asn

Thr

Glu

His

Lys

Gln

Met

140

Pro

Asn

Leu

Val

Gln
220

Gln

Gln

Gly

Pro

125

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

205

Lys

Phe

Asp

Leu

110

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

190

Ser

Ser

Asn

Trp

95

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

175

Arg

Cys

Leu

Ser

80

Leu

Ser

Pro

Gln

Ala

160

Thr

Leu

Ser

Ser

60

120

180

240



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

acctaccggg
tacaagtgta
gccaagggcce
accaagaacc
gtggagtggg
gacagcgacg
gagggcaacg

aagagcctga

106
282
PRT
Secuencia artificial

fuente
/nota=»Descripcidn de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"
106

Arg Trp

1

Gln

Thr

Glu

Pro

Thr

Lys

tggtgtecegt
aggtgtccaa
agcctcggga
aggtgtccct
agagcaacgg
gcagcttcett
tctttagetg

gcectgteect

Pro Glu

Gln Ala

20

Arg Asn

Glu Glu

50

Ser

65

Asp

Ser

Pro

Ser

His

Leu

Asp

Thr

Gln

Thr Gln

Trp Leu

Leu Lys

100

Gly
115

Gly

Ser Gln

130

ES 2760 023 T3

gctgaccgtg
caagggcctg
gccccaggtg
gacctgcctg
ccagcccgag
cctgtacage
ctcegtgatg

gggcaagatg

Ser Pro Lys

Glu Gly Ser

Thr Gly Arg

Gln Glu Glu

55

Leu
70

Pro Gly

Arg
85

Asp Lys

Asp Ala His

Val Glu Glu

His Ser Arg

135

ctgcaccagg
cccagcagca
tacaccctge
gtgaagggct
aacaactaca
cggctgaccg

cacgaggcce

Ala Gln

Ala
25

Leu

Gly
40

Gly
Arg Glu
vVal

Tyr

Ala Thr

Thr
105

Leu

Gly Leu

120

Leu Thr

191

Ala

10

Lys

Glu

Thr

Leu

Phe
90

Trp

Leu

Leu

actggctgaa
tcgagaaaac
cccctageca
tctaccccag
agaccacccc
tggacaagag

tgcacaacca

Ser Ser

Thr

Ala

Glu Lys

val

Thr

Lys

cggcaaggaa
catcagcaag
agaggagatg
cgacatcgcce
ccctgtgetg
ccggtggeag

ctacacccag

Thr
15

Pro
Ala

Pro

Lys Glu

45

Thr
60

Lys

Leu Thr

75

Thr Cys

Glu

val

Glu Arg

Pro

Pro

Phe

Ala

His

Glu Cys

Ala Val

Val val

95

Gly
110

Lys

Ser Asn

125

Pro Arg

140

Ser

Leu Trp

Ala

Ala

Lys

Pro

Gln

80

Gly

val

Gly

Asn

300

360

420

480

540

600

660

690



Ala

145

Gln

Leu

Trp

Met

Gly

Arg

Ser

Leu

Trp

Thr Ser

Met

Leu

Asn
180

Leu

Leu
195

Cys

Leu Glu

210

Ala

225

Val

Cys

Ser

Arg

Leu

Val

Leu

Pro Pro

Arg Val

Val Ser

260

Glu
275

Val

ES 2760 023 T3

Val Thr

150

Cys

Ala
165

Leu Arg

Leu Leu Ala

Glu Val Ser

Asp Gln Arg

215

Gln
230

Pro Pro

Pro Ala Pro

245

His Glu Asp

Ser Tyr Val

Thr Leu

Glu Pro

Asn

Ala

His Pro

155

Ala Gln

170

Ser
185

Ser

Gly Phe

200

Glu Val

Ser

Gly

Pro Ser

Asp

Ser

Asn

Thr

Pro

Pro Pro

Pro Pro

Ser

Ala

Glu

Asn

Leu Pro

val
175

Pro

Ala
190

Ala

Ile Leu

205

Thr Ser

220

Thr
235

Phe

Gln Pro

250

Ser Arg

265

Thr
280

Asp

Thr

Leu Leu

His

Gly

Trp

Ala

Asn

Phe Ala

Ala Trp

Thr Tyr

255

Ala
270

Ser

Pro

160

Lys

Ser

Leu

Pro

Ser

240

Thr

Arg

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

107
847
ADN
Secuencia artificial

fuente
/nota=»Descripcidn de Secuencia Artificial: Polinucledétido sintético”
107

aggtggcccg
gaaggcagcc
ggggaggaga
cctgaatgte
gacttgtggce
gatgcccatt

ttgctggage

aaagtcccaa
tagccaaagce
agaaaaagga
catcccatac
ttagagataa
tgacttggga

gccattccaa

ggcccaggea
tactactgca
gaaagagaaa
ccagccgcetg
ggccaccttt
ggttgecgga

tggctctcag

tctagtgttce
cctgeccacta
gaagaacagg
ggcgtctatce
acatgttteg
aaggtaccca

agccagcact

192

ctactgcaca
cgcgcaatac
aagagaggga
tcttgactce
tegtgggete

cagggggggt

caagactcac

gccccaggea
tggcegtgge
gaccaagacc
cgcagtacag
tgacctgaag
tgaggaaggg

ccttececgaga

60

120

180

240

300

360

420
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tcecctgtgga acgccgggac ctcectgtcaca tgtactctaa atcatcctag cectgecccca 480
cagcgtctga tggcccttag agagccagec gcccaggcac cagttaagcet tagcectgaat 540
ctgctcgeca gtagtgatcc cccagaggec gccagcetgge tcttatgega agtgtcecgge 600
tttagcccge ccaacatctt gectcatgtgg ctggaggace agcgagaagt gaacaccagce 660
ggcttcgete cagcceggcece cccaccccag ccecgggttcta ccacattcectg ggectggagt 720
gtcttaaggg tcccagcacc acctagcccc cagccagcca catacacctg tgttgtgtcce 780
catgaagata gcaggaccct gctaaatgcet tctaggagtce tggaggtttce ctacgtgact 840
gaccatt 847
<210> 108
<211> 10
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> fuente
<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Péptido sintético"
<400> 108

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser

1 5 10
<210> 109
<211> 30
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> fuente
<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Oligonucledétido sintético”
<400> 109
ggtggcggag gttctggagg tggaggttcc 30
<210> 110
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> fuente
<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"
<220>
<221> caracteristica misceldnea
<222> (1)..(30)
<223> /nota=»Esta secuencia puede abarcar 1, 2, 3, 4, 5 o 6 unidades repetitivas 'Gly
Gly Gly Gly Ser'"
<220>

<221> VARIANTE
<222> (6)..(30)
<223> /reemplazar=
<220>

<221> caracteristica miscelanea

<222> (1)..(39)

<223> /nota=»Residuos variantes dados en la secuencia no tienen preferencia con
respecto a los de las anotaciones para posiciones variantes"”

<220>

<221> caracteristica miscelanea

193



222>

ES 2760 023 T3

(1)..(30)

<223> /nota="Véase la memoria descriptiva tal como ha sido presentada para una
descripcion detallada de sustituciones y realizaciones preferidas”

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>

110
Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly
1 5 10 15
Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
20 25 30
111
150
ADN
Secuencia artificial
fuente
/nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polinucledétido sintético”
111
ddadaaadaa aaddadaaaa daaadaaadaa aadaaaaaada aaaadaaaaaa aaaaaaaaaa
daaadadaaa aadaddaaaa addddaaaaaa adaddaaaaaaad adaaaaaaada aaaaaaaaaa
daaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
112
4
PRT
Secuencia artificial
fuente
/nota=»Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético"

112

Gly Gly Gly Ser
1

113
20
PRT
Secuencia artificial

fuente
/nota=»Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético"
113

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly

1 5 10 15

Gly Gly Gly Ser

20
114
15
PRT
Secuencia artificial
fuente

194

60

120

150
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<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Péptido sintético"
<400> 114

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser

1 5 10 15
<210> 115
<211> 5000
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polinucledétido sintético"
<220>

<221> caracteristica miscelanea

<222> (1)..(5000)

<223> /nota="Esta secuencia puede abarcar entre 50 y 5.000 nucledtidos"
<220>

<221> variacion
<222> (51)..(5000)
<223> /reemplazar=
<220>

<221> caracteristica miscelanea

<222> (1)..(5000)

<223> /nota="Bases variantes dadas en la secuencia no tienen preferencia con respecto a
las de las anotaciones para posiciones variantes"”

<220>

<221> caracteristica miscelanea

<222> (1)..(5000)

<223> /nota="Véase la memoria descriptiva tal como ha sido presentada para una
descripcion detallada de sustituciones y realizaciones preferidas”

<400> 115

195
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aaaaaaaaaa
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aaaaaaaaaa

aaaaaaaaaa

aaaaaaaaaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800
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daaaaaaaaa

aaaaaaaaaa

aaaaaaaaaa

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
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aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 3720
adaaadaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 3780
adaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 3840
adaadaaaada aadadadaddadaad daadaaadaa aadaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 3900
aaaaaaaaaa aaadaaaadaaaa aaaaaaaadaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 3960
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 4020
adaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 4080
adaaadaaaada aadadaadddadaad daadadaaadaa aadaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 4140
aaaaaaaaada aaadaaadaadaaa aaaadaaaadaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 4200
adaaadaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 4260
adaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 4320
adaadaaaaada aadadaadaddadaad adaadadaadaa aadaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 4380
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaadaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 4440
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 4500
adaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 4560
aadaadaaaada aadadaadaddaaad daadaaadaa aadaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 4620
adaaaaaaaaa aaadaaaaadaaaa aaaaaaaadaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 4680
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 4740
adaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 4800
adaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 4860
ddaaaaaaaa aadaadadadaa adaaadaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 4920
adaadaaaaada aadadaadddadaad daaadadaaadaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 4980
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 5000

<210> 116

<211> 2000

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polinucledtido sintético"

<220>

<221> caracteristica miscelanea

<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>

(1)..(2000)
/nota="Esta secuencia puede abarcar entre 50 y 2.000 nucledtidos"

variacion
(51)..(2000)
/reemplazar="

caracteristica miscelanea

<222> (1)..(2000)

<223> /nota="Bases variantes dadas en la secuencia no tienen preferencia con respecto a
las de las anotaciones para posiciones variantes"”
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<210> 117

<211> 100

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polinucledétido sintético"
<400> 117

tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt 60
tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt 100
<210> 118
<211> 5000
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polinucledétido sintético"
<220>

<221> caracteristica miscelanea

<222> (1)..(5000)

<223> /nota="Esta secuencia puede abarcar entre 50 y 5.000 nucledtidos"
<220>

<221> variaciodn
<222> (51)..(5000)
<223> /reemplazar=
<220>

<221> caracteristica miscelanea

<222> (1)..(5000)

<223> /nota="Bases variantes dadas en la secuencia no tienen preferencia con respecto a
las de las anotaciones para posiciones variantes"”

<400> 118
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1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800



tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

ES 2760 023 T3

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt

tttttttttt

202

tttttttttt

tttttttttt

tttttttttt
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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
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tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt 3780
tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt 3840
tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt 3900
tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt 3960
tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt 4020
tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt 4080
tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt 4140
tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt 4200
tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt 4260
tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt 4320
tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt 4380
tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt 4440
tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt 4500
tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt 4560
tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt 4620
tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt 4680
tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt 4740
tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt 4800
tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt 4860
tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt 4920
tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt 4980
tttttttttt tttttttttt 5000

<210> 119

<211> 5000

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polinucledtido sintético"

<220>

<221> caracteristica miscelanea

<222> (1)..(5000)

<223> /nota="Esta secuencia puede abarcar entre 100 y 5.000 nucledtidos"

<220>

<221> variaciodn

<222> (101)..(5000)

<223> /reemplazar=" "

<220>

<221> caracteristica miscelanea

<222> (1)..(5000)

<223> /nota="Bases variantes dadas en la secuencia no tienen preferencia con respecto a

las de las anotaciones para posiciones variantes"”
<400> 119
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<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<220>
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Secuencia artificial

fuente

/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial: Polinucledétido sintético”
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caracteristica miscelanea

(1)..(400)
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/nota="Esta secuencia puede abarcar entre 100 y 400 nucledétidos"

variacion
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3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260
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4380
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4500
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222>
<223>
<220>
<221>
222>
<223>

(101)..(400)
/reemplazar="

caracteristica miscelanea
(1)..(400)
/nota="Bases variantes dadas en la secuencia no tienen preferencia con respecto a

las de las anotaciones para posiciones variantes"”

<220>

<221> caracteristica miscelanea
222> (1)..(400)
<223> /nota="Véase la memoria descriptiva tal como ha sido presentada para una
descripcion detallada de sustituciones y realizaciones preferidas”

<400> 120
daaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 60
ddadaaaadaa aaaaaaaaaa adaaaaaaaaaa aadaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 120
ddaadaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 180
ddaddadaada aaddadadaadadadd addadadaadddad dadaadddada adaadddadaad daadaadaaaa 240
daaadadadaaa aaaadaaaaa adadaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 300
daddadaada aaadaadaadaad aaaaaaadada aaaaaaaadaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 360
daaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 400

<210> 121

<211> 487

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"

<400> 121

Met Val Leu Leu Val Thr Ser Leu Leu Leu Cys Glu Leu Pro His Pro
1 5 10 15

Ala Phe Leu Ile Ile Pro Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser
20 25 30
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Leu

Gln

Ala

65

Pro

val

His

Lys

Gly

145

Gly

Ser

Trp

Ser

Leu

225

Tyr

Leu

Pro

Ser

Gly

Pro

Ser

Ser

His

Phe

130

Ser

Gly

Tyr

Val

val

210

Tyr

Cys

val

Thr

Ala

35

Ile

Lys

Arg

Ser

Ser

115

Thr

Glu

Ser

Ala

Ser

195

Lys

Leu

Ala

Thr

Pro
275

Ser

Arg

Arg

Phe

Leu

100

Tyr

Gly

Val

Leu

Met

180

Ala

Gly

Gln

Gly

Val

260

Ala

Val

Asn

Leu

Thr

85

Gln

Pro

Ser

Gln

Arg

165

Ser

Ile

Arg

Met

Ser

245

Ser

Pro
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Gly

Asn

Ile

70

Gly

Pro

Leu

Thr

Val

150

Leu

Trp

Ser

Phe

Asn

230

Ser

Ser

Thr

Asp

Leu

55

Tyr

Ser

Glu

Thr

Ser

135

Leu

Ser

Val

Gly

Thr

215

Ser

Gly

Ala

Ile

Arg

40

Ala

Ala

Gly

Asp

Ser

120

Gly

Glu

Cys

Arg

Ser

200

Ile

Leu

Trp

Ser

Ala
280

Val

Trp

Ala

Ser

Phe

105

Gly

Ser

Ser

Ala

Gln

185

Gly

Ser

Arg

Ser

Thr

265

Ser

208

Ile

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

Gly

Gly

Ala

170

Ala

Gly

Arg

Ala

Glu

250

Thr

Gln

Ile

Gln

Asn

75

Thr

Thr

Gly

Lys

Gly

155

Ser

Pro

Ser

Asp

Glu

235

Tyr

Thr

Pro

Ile

Gln

60

Leu

Glu

Tyr

Thr

Pro

140

Gly

Gly

Gly

Thr

Asn

220

Asp

Trp

Pro

Leu

Cys

45

Lys

Gln

Phe

Tyr

Lys

125

Gly

Leu

Phe

Lys

Asn

205

Ser

Thr

Gly

Ala

Ser
285

Arg

Pro

Ser

Thr

Cys

110

Val

Ser

Val

Thr

Gly

190

Tyr

Lys

Ala

Gln

Pro

270

Leu

Ala

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu

Gly

Gln

Phe

175

Leu

Ala

Asn

Val

Gly

255

Arg

Arg

Ser

Lys

Val

80

Ile

Gln

Ile

Glu

Pro

160

Ser

Glu

Asp

Thr

Tyr

240

Thr

Pro

Pro
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Glu

Asp

305

Gly

Arg

Gln

Glu

Ala

385

Leu

Asp

Leu

Ile

Tyr

465

Met

Ala

290

Phe

Vval

Lys

Thr

Glu

370

Pro

Gly

Pro

Tyr

Gly

450

Gln

Gln

Mus musculus

122

Cys

Ala

Leu

Lys

Thr

355

Gly

Ala

Arg

Glu

Asn

435

Met

Gly

Ala

Arg

Cys

Leu

Leu

340

Gln

Gly

Tyr

Arg

Met

420

Glu

Lys

Leu

Leu

Pro

Asp

Leu

325

Leu

Glu

Cys

Lys

Glu

405

Gly

Leu

Gly

Ser

Pro
485
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Ala

Ile

310

Ser

Tyr

Glu

Glu

Gln

390

Glu

Gly

Gln

Glu

Thr

470

Pro

Ala

295

Tyr

Leu

Ile

Asp

Leu

375

Gly

Tyr

Lys

Lys

Arg

455

Ala

Arg

Gly

Ile

Val

Phe

Gly

360

Arg

Gln

Asp

Pro

Asp

440

Arg

Thr

Gly

Trp

Ile

Lys

345

Cys

vVal

Asn

Val

Arg

425

Lys

Arg

Lys

Ala

Ala

Thr

330

Gln

Ser

Lys

Gln

Leu

410

Arg

Met

Gly

Asp

val

Pro

315

Leu

Pro

Cys

Phe

Leu

395

Asp

Lys

Ala

Lys

Thr
475

His

300

Leu

Tyr

Phe

Arg

Ser

380

Tyr

Lys

Asn

Glu

Gly

460

Tyr

Thr

Ala

Cys

Met

Phe

365

Arg

Asn

Arg

Pro

Ala

445

His

Asp

Glu Ile Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala

1

5

10
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15

Arg

Gly

Lys

Arg

350

Pro

Ser

Glu

Arg

Gln

430

Tyr

Asp

Ala

Gly

Thr

Arg

335

Pro

Glu

Ala

Leu

Gly

415

Glu

Ser

Gly

Leu

Leu

Cys

320

Gly

val

Glu

Asp

Asn

400

Arg

Gly

Glu

Leu

His
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123
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PRT
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Ile
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Gln
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Lys
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35

Ile

Arg
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Arg
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Trp

Asp

Ala

Ser

Gly
100

Secuencia artificial

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Gly
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Cys

Lys

Glu

Ile

70

Leu

Val

Thr

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Tyr

Gly

Arg

40

Asp

Ala

Ser

Trp

Ser

25

Thr

Glu

Asp

Glu

Gly
105

Gly

Glu

Thr

Thr

Asp

Pro

Phe

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Gly

Asn

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Thr

Ile

Leu

45

Gly

Asn

Val

Thr

Glu

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Leu
110

Asp

Trp

Ile

Val

Tyr

95

Thr

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Val
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1
Thr
Tyr
Gly
Gln
65
Met
Ala
Ser

124
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PRT

Ile

Val

Ile

Arg

50

Gly

Glu

Phe

Ser

Gln

Lys
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35

Ile

Arg

Leu

Arg

Leu

Ile
20

Trp

Asp
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Ser

Gly
100

Val

Ser
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Pro

Thr

Ser
85

Gly

Gln

Cys

Gln

Glu

Ile

70

Leu

Val

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Tyr

Gly

Gly

Ala

40

Asp

Ala

Ser

Trp

Ala

Ser

25

Pro

Glu

Asp

Glu

Gly
105

210

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp
90

Gln

val

Phe

Lys

Lys

Ser

75

Thr

Gly

Lys

Asn

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Thr

Lys

Ile

Leu

45

Gly

Asn

Val

Thr

Pro

Glu

Glu

Pro

Thr

Tyr

Val
110

Gly

15

Asp

Trp

Ile

Val

Tyr
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Thr

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Val
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124

Glu

Ser

Tyr

Gly

Gln

65

Leu

Ala

Ser

125
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PRT

Ile

Leu

Ile

Arg

50

Gly

Gln

Phe

Ser

Mus musculus

125
Asp
1

Gln

Asp

Pro

Asp

65

Ser

Thr

Val

Ser

Gly

Lys

50

Arg

Arg

His

Gln

Arg

His

35

Ile

His

Trp

Arg

Val

Ala

Lys

35

Arg

Phe

Val

Phe

Leu

Ile

20

Trp

Asp

val

Ser

Gly
100

Met

Ser
20

Thr

Leu

Thr

Glu

Pro
100

Val

Ser
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Pro

Thr

Ser

85

Gly

Thr

Ile

Tyr
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Gly

Ala
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Gly

Gln

Cys

Arg

Glu

Ile

70

Leu
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Gln

Ser

Leu

Ser
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70

Glu

Thr

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Ser

Lys

Tyr

Ser

Cys

Asn

Leu

55

Gly

Asp

Phe

Gly

Gly

Met

40

Asp

Ala

Ala

Trp

Pro

Lys

Trp

40

vVal

Ser

Leu

Gly

Ala

Ser

25

Pro

Glu

Asp

Ser

Gly
105

Leu

Ser
25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly
105
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Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Gln

Thr
10

Ser

Leu

Lys

Thr

Ile

Gly

Val

Phe

Lys

Lys
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Thr
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Gln

Gln
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Thr
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Ser
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Asp
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Lys

Ile
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Leu

Pro

45
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Pro

Glu

30

Glu
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Ala
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30
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Trp

Glu
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15
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Trp
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Tyr
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1
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Arg

Phe
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Thr
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Ser
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Ile

Tyr
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Ala
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Gln

Ser
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Ser

Ser

70

Glu

Thr

Ser

Cys

Asn

Leu

55
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Lys

Trp

40
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Ser
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Gly

Leu

Ser
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Leu

Ser
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Gly
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105

Ser

10

Ser

Gln

Lys

Thr
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Gly

Leu
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Gln

Leu

Asp
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Tyr
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Pro

Ser
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Asp
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Phe

Tyr

Lys
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Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys
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Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
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Leu
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Asp
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Lys
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95

Ile

Gly
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Ser

Pro

Ile
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Gly

Lys
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Glu

Asp

Pro

Asp

65

Ser

Thr
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Arg

Gly

Lys

50

Arg

Ser

His

Val

Ala

Lys

35

Arg

Phe

Leu
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Met

Thr
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Thr

Leu

Ser

Gln

Pro
100

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Gly

ES 2760 023 T3

Gln
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Leu

Ser

Ser

70

Glu

Thr

Ser

Cys
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Leu

55

Gly

Asp

Phe

Pro

Lys

Trp

40

vVal
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Gly

Asp
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Leu

Ser

Gly

Ala

Gly
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Ser
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Gln

Lys

Thr
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Leu

Gln
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Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Ala

Ser

Lys

Asp

60

Phe

Tyr

Lys
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Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys
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Ser

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Leu

15

Asp

Gln

Val

Thr

Gln

95

Ile

Gly

Ser

Pro

Pro

Ile

80

Gly

Lys
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REIVINDICACIONES
1. Una molécula de acido nucleico aislada que codifica un receptor de antigeno quimérico (CAR), en donde dicho CAR
comprende un dominio de unién anti-EGFRuvIIl, un dominio transmembrana y un dominio de sefalizacién intracelular que
comprende un dominio de sefializacion primario, un dominio co-estimulante, o tanto un dominio de sefalizacion primario
como un dominio co-estimulante, en donde el dominio de unién anti-EGFRVIII codificado comprende una secuencia de
aminoacidos con al menos un 99% de identidad de la secuencia con SEQ ID NO: 68 que comprende:
(a) una region variable de inmunoglobulina de cadena pesada que comprende:
(i) una CDR1 que comprende la secuencia DYYIH (SEQ ID NO: 22);
(if) una CDR2 que comprende la secuencia RIDPENDETKYGPIFQG (SEQ ID NO: 23); y
(iii) una CDR3 que comprende la secuencia RGGVY (SEQ ID NO: 24); y
(b) una region variable de inmunoglobulina de cadena ligera que comprende:
(i) una CDR1 que comprende la secuencia KSSQSLLDSDGKTYLN (SEQ ID NO: 26);
(if) una CDR2 que comprende la secuencia LVSKLDS (SEQ ID NO: 27); y
(iii) una CDR3 que comprende la secuencia WQGTHFPGT (SEQ ID NO: 28).
2. La molécula de acido nucleico aislada de la reivindicacion 1, en donde:

(i) el dominio de union anti-EGFRuvlII codificado comprende la secuencia de SEQ ID NO: 68;

(i) la secuencia de &cidos nucleicos que codifica el dominio de union anti-EGFRvIlIl comprende una secuencia de
nucledtidos con al menos un 99% de identidad de la secuencia con SEQ ID NO: 69;

(ii) la secuencia de &acidos nucleicos que codifica el dominio de unién anti-EGFRvIll comprende la secuencia de
nucleétidos de SEQ ID NO: 69;

(iv) el CAR codificado comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 73 o una secuencia de aminoacidos que
tiene al menos un 99% de identidad de la misma; y/o

(v) la secuencia de &cidos nucleicos que codifica el CAR comprende la secuencia de nucle6tidos de SEQ ID NO: 72 o una
secuencia de acidos nucleicos que tiene al menos un 99% de identidad de la misma.

3. La molécula de acido nucleico aislada de la reivindicacion 1 o 2, en donde:

(i) el CAR codificado comprende un dominio transmembrana que comprende un dominio transmembrana de una proteina
seleccionada del grupo que consiste en la cadena alfa, beta o zeta del receptor de células T, CD28, CD3 épsilon, CD45,
CD4, CD5, CD8, CD9, CD16, CD22, CD33, CD37, CD64, CD80, CD86, CD134, CD137 y CD154;

(i) el dominio transmembrana codificado comprende la secuencia de SEQ ID NO: 15, una secuencia de aminoacidos que
comprende al menos una modificacién, pero no mas de 20 modificaciones de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 15 o una secuencia con al menos un 95% de identidad con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 15, y/o

(iii) la secuencia de &cidos nucleicos que codifica el dominio transmembrana comprende la secuencia de SEQ ID NO: 8 o
una secuencia con al menos un 95% de identidad con la misma.

4. La molécula de acido nucleico aislada de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde el dominio de unién anti-
EGFRuvIII codificado esta conectado al dominio transmembrana mediante una regién de bisagra, opcionalmente en donde
ya sea:

(i) la region de bisagra codificada comprende SEQ ID NO: 14, o una secuencia con al menos un 95% de identidad con la
misma; o

(i) 1a secuencia de acidos nucleicos que codifica la regién de bisagra comprende la secuencia de SEQ ID NO: 7, o una
secuencia con al menos un 95% de identidad con la misma.

5. La molécula de acido nucleico aislada de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde el dominio de sefalizacion
intracelular codificado comprende un dominio de sefalizacién primario y un dominio co-estimulante, p. €j., el dominio de
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sefalizacion funcional de una proteina seleccionada del grupo que consiste en OX40, CD27, CD28, CDS, ICAM-1, LFA-
1 (CD11a/CD18), ICOS (CD278) y 4-1BB (CD137), opcionalmente, en donde

(i) el dominio co-estimulante codificado comprende la secuencia de SEQ ID NO: 16; una secuencia de aminoacidos que
comprende al menos una modificacién, pero no mas de 20 modificaciones de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 16, o una secuencia con al menos un 95% de identidad con la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 16; 0

(i) la secuencia de &cidos nucleicos que codifica el dominio co-estimulante comprende la secuencia de SEQ ID NO: 9 o
una secuencia con al menos un 95% de identidad con la misma.

6. La molécula de acido nucleico aislada de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde:
(i) el dominio de sefalizacion intracelular codificado comprende un dominio de sefalizacién primario;
(i) el dominio de senalizacion intracelular codificado comprende un dominio de sefializacion co-estimulante;

(iii) el dominio de sefalizacién intracelular codificado comprende un dominio de sefalizacion funcional de 4-1BB y un
dominio de senalizacién funcional de CD3 zeta;

(iv) el dominio co-estimulante codificado comprende la secuencia de SEQ ID NO: 16; una secuencia de aminoacidos que
tiene al menos una modificacién, pero no mas de 20 modificaciones de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16,
0 una secuencia con al menos un 95% de identidad con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16; y el dominio de
sefalizacion primario codificado comprende la secuencia de SEQ ID NO: 17 o SEQ ID NO: 99; una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos una modificacion, pero no méas de 20 modificaciones de la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 17 o SEQ ID NO: 99 o una secuencia con al menos un 95% de identidad con la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 17 0 SEQ ID NO: 99;

(iv) el dominio de sefalizacion intracelular codificado comprende la secuencia de SEQ ID NO: 16 y la secuencia de SEQ
ID NO: 17 0 SEQ ID NO: 99, en donde las secuencias que comprenden el dominio de sefializacion intracelular se expresan
en el mismo marco y como una cadena polipeptidica Unica; y/o

(v) la secuencia de acidos nucleicos que codifica el dominio de sefalizacion intracelular comprende la secuencia de SEQ
ID NO: 9 o una secuencia con al menos un 95% de identidad con la misma, y/o la secuencia de SEQ ID NO: 10 o SEQ ID
NO: 100, o una secuencia con al menos un 95% de identidad con la misma.

7. La molécula de acido nucleico aislada de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, que comprende, ademas, una
secuencia conductora, opcionalmente, en donde la secuencia conductora comprende SEQ ID NO: 13.

8. Una molécula de CAR aislada, codificada por la molécula de acido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 1-7.

9. La molécula de CAR aislada de la reivindicacion 8, que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 73, o una secuencia
con un 99% de identidad con la misma.

10. Una molécula de receptor de antigeno quimérico (CAR), en donde dicha molécula de CAR comprende un dominio de
unién anti-EGFRuvIIl, un dominio transmembrana y un dominio de sefalizacién intracelular que comprende un dominio de
sefalizacion primario, un dominio co-estimulante, o tanto un dominio de sefalizacién primario como un dominio co-
estimulante, en donde el dominio de union anti-EGFRUVIII codificado comprende una secuencia de aminoacidos con al
menos un 99% de identidad de la secuencia con SEQ ID NO: 68, que comprende:

(a) una region variable de inmunoglobulina de cadena pesada que comprende:

(i) una CDR1 que comprende la secuencia DYYH (SEQ ID NO: 22);

(if) una CDR2 que comprende la secuencia RIDPENDETKYGPIFQG (SEQ ID NO: 23); y

(iii) una CDR3 que comprende la secuencia RGGVY (SEQ ID NO: 24); y

(b) una regi6n variable de inmunoglobulina de cadena ligera que comprende:

(i) una CDR1 que comprende la secuencia KSSQSLLDSDGKTYLN (SEQ ID NO: 26);

(if) una CDR2 que comprende la secuencia LVSKLDS (SEQ ID NO: 27); y

(iii) una CDR3 que comprende la secuencia WQGTHFPGT (SEQ ID NO: 28).
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11. La molécula de CAR de la reivindicacion 10, en donde dicho CAR es un CAR segun se define en una cualquiera de
las reivindicaciones 2-9.

12. Un vector, que comprende una molécula de acido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 1-7.
13. El vector de la reivindicacién 12, en donde:

(i) el vector se selecciona del grupo que consiste en un ADN, un ARN, un plasmido, un vector lentivirus, un vector
adenoviral y un vector retrovirus.

(i) el vector comprende, ademas, un promotor, p. €j., un promotor EF-1, tal como un promotor EF-1 que comprende la
secuencia de SEQ ID NO: 97;

(iii) el vector es un vector transcrito in vitro;
(iv) la secuencia de acidos nucleicos en el vector comprende, ademas, una cola poli(A); y/o
(v) la secuencia de acidos nucleicos en el vector comprende, ademas, una 3’'UTR.

14. Una célula aislada, que comprende la molécula de acido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 1-7, la molécula
de polipéptido aislado de las reivindicaciones 8-9, el CAR de las reivindicaciones 10-11 o el vector de las reivindicaciones
12-13, opcionalmente, en donde

(i) la célula es una célula T, p. €j., una célula T CD8+; y/o
(i) la célula es una célula humana.
15. Un método in vitro o ex vivo de:

(i) producir una célula, que comprende transducir una célula T con la molécula de acido nucleico de cualquiera de las
reivindicaciones 1-7 o el vector de las reivindicaciones 120 13; o

(i) generar una poblacion de células modificadas en el ARN, que comprende introducir un ARN transcrito in vitro o ARN
sintético en una célula, en que el ARN comprende la molécula de &cido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 1-
7.

16. Una célula de la reivindicacion 14 para uso en un método de proporcionar una inmunidad anti-tumor en un mamifero,
comprendiendo dicho método administrar al mamifero una cantidad efectiva de la célula.

17. Una célula de la reivindicacion 14 para uso en un método de tratar un mamifero que tiene una enfermedad asociada
con la expresion de EGFRvlII, comprendiendo dicho método administrar al mamifero una cantidad efectiva de la célula,
opcionalmente, en donde la enfermedad asociada con la expresion de EGFRuvIIl es un cancer, seleccionado del grupo
que consiste en glioblastoma multiforme (GBM), astrocitoma anaplasico, glioblastoma de células gigantes, gliosarcoma,
oligodendroglioma anaplasico, ependimoma anaplasico, carcinoma del plexo coroideo, ganglioglioma anaplasico,
pineoblastoma, meduloepitelioma, ependimoblastoma, meduloblastoma, tumor neuroectodérmico primitivo supratentorial,
tumor teratoideo/rabdoideo atipico, cancer de pulmoén (p. ej., carcinomas de pulmén de células no pequenas), de mama,
prostata, ovario, carcinoma colorrectal y de vejiga y cualquier combinacion de los mismos, y metastasis de cualquiera de
los canceres.

18. La molécula de acido nucleico aislada de cualquiera de las reivindicaciones 1-7, la molécula de polipéptido aislado de

las reivindicaciones 8-9, el CAR de las reivindicaciones 10-11, el vector de las reivindicaciones 12-13 o la célula de la
reivindicacion 14, para uso como un medicamento.
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