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ES 2764471 T3

DESCRIPCION
Receptores de antigeno quimérico y procedimientos de fabricacion
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere en general al campo de la biologia molecular y la medicina. Mas particularmente, se
refiere a procedimientos para generar receptores de antigeno quimérico (CAR).

Descripcion de la técnica relacionada

La transferencia de células T adoptivas es una estrategia terapéutica prometedora que puede usarse para el
tratamiento del cancer. La transferencia de células T adoptivas implica aislar y expandir las células T especificas de
antigeno que pueden matar selectivamente las células tumorales. Generalmente, las células T se eliminan de un sujeto
y se cultivan in vitro. Se puede introducir un receptor de antigeno quimérico (CAR) en una célula T in vitro para dirigir
la célula T, una vez reintroducida en el sujeto, para matar selectivamente las células tumorales en funcién de la
expresion de un antigeno (por ejemplo, Wieczorek y col. 2013; Baya y col. 2013).

Un problema asociado con la transferencia adoptiva de células T es que existe una variabilidad significativa entre las
cuales CAR puede funcionar de manera mas efectiva en ciertas poblaciones de pacientes, por ejemplo, para tratar un
cancer especifico. Debido a la gran cantidad de CAR diferentes posibles que podrian generarse y que podrian exhibir
actividad terapéutica contra un cancer, actualmente es muy dificil para los médicos anticipar qué CAR puede mostrar
actividad terapéutica contra un céncer o subtipo de cancer dado. Debido al importante potencial terapéutico de la
transferencia de células T adoptivas, existe una clara necesidad de procedimientos mejorados para identificar y
generar nuevos CAR.

El documento US 2013/0266551 describe un CAR que contiene una sefal co-estimuladora mediante la incorporacion
del dominio de sefializacion del receptor 4-1BB.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencion es tal y como se define en las reivindicaciones.

La presente descripcion proporciona, en algunos aspectos, procedimientos para la generacion de CAR. En algunos
aspectos, se proporcionan procedimientos para la generacion de un gran nimero de CAR que se pueden evaluar para
detectar actividad contra un cancer o subtipo de cancer en particular; de esta manera, se puede generar e identificar
CAR que puede exhibir un potencial terapéutico mejorado contra un cancer o subtipo de cancer en particular. La
presente invencion proporciona CAR especificos. EI CAR proporcionado en esta invencion puede administrarse
terapéuticamente a un sujeto o paciente humano, por ejemplo, para tratar un cancer.

Los datos clinicos demuestran que un disefio particular de receptor de antigeno quimérico (CAR) dirigido a las células
T a un antigeno asociado a tumor dado (TAA) puede tener un potencial terapéutico variable en diferentes pacientes.
Por ejemplo, los CAR especificos de CD19 de segunda generacion activados a través de CD28/CD3zeta quimérico o
CD137/CD3-zeta pueden exhibir respuestas clinicas superiores cuando se administran células T genéticamente
modificadas autélogas a pacientes con leucemia de linaje B aguda, en lugar de crénica. Para abordar este problema,
se describen en esta invenciéon procedimientos para generar especies de CAR que pueden exhibir un efecto anti-
tumoral mejorado para un tumor dado.

Por ejemplo, en esta invencién se describen procedimientos que pueden usarse para generar y detectar una gran
cantidad de CAR para su capacidad para tratar un cancer de un paciente dado; de esta manera, los procedimientos
pueden usarse para personalizar una terapia para un paciente y seleccionar un CAR particular que muestre un
potencial terapéutico mejorado para un paciente particular o un subconjunto de pacientes con un cancer particular.
Una estrategia clinica para la terapia génica puede utilizar la transferencia electrénica de plasmidos de ADN del
sistema de transposén Sleeping Beauty (SB) (bella durmiente), por ejemplo, para reducir el coste y la complejidad de
fabricar disefios de CAR individuales para pequefios subconjuntos de pacientes. Estos procedimientos para
personalizar las células T CAR + pueden utilizar la generacion de una gran cantidad de moléculas CAR que se pueden
examinar y evaluar su capacidad para beneficiar a un paciente determinado

En algunos aspectos, se describen procedimientos para el ensamblaje de alto rendimiento de moléculas CAR
utilizando un sistema de recombinacion especifico de sitio triple (también denominado Plataforma “EZ-CAR”). En
algunas realizaciones, estos procedimientos pueden permitir la combinacion rapida de 3 componentes de un CAR
prototipico a partir de (i) el fragmento variable de cadena unica (scFv) que define la especificidad, (i) el
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andamio/bisagra que agrega el scFv desde la superficie celular, y (iii) uno 0 mas dominios de sefalizacion intracelular.
Por ejemplo, como se muestra en los ejemplos a continuacién, se generdé un CAR especifico de CD19 que se activa
a través de CD28/CD3-zeta quimérico utilizando la plataforma EZ CAR en paralelo con células T CD + CD19RCD28m(
de grado clinico (CG CAR).

En algunas realizaciones, un CAR proporcionado en esta invencién o generado por procedimientos segun la presente
descripcién puede co-expresarse en una célula T con una IL-15 unida a membrana. De esta manera, la célula T puede
sobrevivir o existir en un estado inactivo sin proliferacion significativa. in vitro o en vivo. En contraste, como se describid
anteriormente, las células T que expresan CAR moriran tipicamente cuando se retiren las citocinas in vitro y esta
muerte celular puede servir como una caracteristica de seguridad en ciertos casos cuando las células T se administran
clinicamente. La proliferacion de células T se mide tipicamente usando un ensayo de células auténomas. Por lo tanto,
en contraste con ciertos CAR previamente identificados, donde las células T no pueden persistir in vitro sin
estimulacién antigénica, se proporcionan en esta invenciéon CAR que pueden inducir citotoxicidad sin crecimiento
auténomo in vitro. Dependiendo de la realizacién particular deseada, un CAR producido por los procedimientos de la
presente descripcion o proporcionado en esta invencion puede expresarse en una célula T con o sin co-expresion en
la célula T de una IL-15 unida a membrana.

Un aspecto de la presente descripcion se refiere a una composicion que comprende: (a) una pluralidad de primeros
vectores que codifican uno o mas dominios de unién a antigeno distintos; (b) una pluralidad de segundos vectores que
codifican uno o mas dominios de bisagra distintos; y (c) una pluralidad de terceros vectores que codifican uno o mas
endodominios distintos; donde al menos dos de los primeros, segundos y terceros vectores comprenden una pluralidad
de dos 0 mas vectores que codifican dominios de unién a antigeno distintos, dominios de bisagra y/o endodominios,
respectivamente, y ademas donde los vectores comprenden sitios para recombinacion homéloga para permitir la
generacion de un cuarto vector que codifica un receptor de antigeno quimérico (CAR).

En la presente invencion, como se usa en referencia a dominios de proteinas y polipéptidos tales como dominios de
union a antigeno, dominios de bisagra, dominios transmembrana y endodominios, el término “distinto” significa
dominios que tienen, que comprenden o que consisten en diferentes secuencias de polipéptidos (aminoacidos). Por
ejemplo, dos dominios de union a antigeno “distintos” pueden unirse al mismo antigeno (de hecho, incluso el mismo
epitopo en ese antigeno); sin embargo, los dominios de unién a antigeno son “distintos” si sus composiciones de
aminodacidos secuenciales difieren entre si. Asimismo, dos dominios de unién a antigeno “distintos”, que difieren en la
composicion secuencial de aminoacidos, también pueden unirse especificamente a diferentes antigenos y epitopos.
A la inversa, como se usa en esta invencién, dos moléculas (polipéptidos) de secuencia de aminoacidos idéntica no
son polipéptidos “distintos”.

En algunas realizaciones, la pluralidad de primeros vectores codifica una pluralidad de dominios de unién a antigeno
distintos, la pluralidad de segundos vectores codifica un dominio bisagra, y la pluralidad de terceros vectores codifica
una pluralidad de endodominios distintos. En algunas realizaciones, la pluralidad de primeros vectores codifica una
pluralidad de dominios de unién a antigeno distintos, la pluralidad de segundos vectores codifica una pluralidad de
dominios de bisagra distintos, y la pluralidad de terceros vectores codifica una pluralidad de endodominios distintos.
En algunas realizaciones, la pluralidad de primeros vectores codifica una pluralidad de dominios de unién a antigeno
distintos, la pluralidad de segundos vectores codifica una pluralidad de dominios de bisagra distintos, y la pluralidad
de terceros vectores codifica un endodominio. En algunas realizaciones, la pluralidad de primeros vectores codifica un
dominio de unién a antigeno, la pluralidad de segundos vectores codifica una pluralidad de dominios de bisagra
distintos, y la pluralidad de terceros vectores codifica una pluralidad de endodominios distintos. En algunas
realizaciones, los dominios de unién a antigeno comprenden o consisten en scFv. Los terceros vectores pueden
codificar un dominio transmembrana. Los segundos vectores pueden codificar un dominio transmembrana. En algunas
realizaciones, la composicion comprende ademas una pluralidad de quintos vectores que codifican uno o mas
dominios transmembrana; donde los primeros vectores, los segundos vectores, los terceros vectores y los quintos
vectores comprenden sitios para la recombinacion homéloga para generar un cuarto vector que codifica un receptor
de antigeno quimérico (CAR). El primer vector puede comprender una primera secuencia y un segundo sitio de
recombinacion homodloga. El segundo vector puede comprender la segunda secuencia de recombinacion homoéloga y
una tercera secuencia de recombinacion homologa. El tercer vector puede comprender la tercera secuencia de
recombinacion homéloga y una cuarta secuencia de recombinacion homologa. El tercer vector puede comprender la
tercera secuencia de recombinacién homologa y una cuarta secuencia de recombinacion homéloga. El cuarto vector
comprende la primera secuencia de recombinacion homéloga y la cuarta secuencia de recombinacién homéloga. El
primer vector, el segundo vector y/o el tercer vector pueden codificar una transposasa. La transposasa puede ser una
transposasa de tipo salménide (SB). En algunas realizaciones, 1, 2, 3, 4, o todo el primer vector, el segundo vector, el
tercer vector, el cuarto vector y/o el quinto vector es un vector de transposén de Bella Durmiente (SB) o piggyBac.
Alternativamente, en algunas realizaciones, el primer vector, el segundo vector, el tercer vector, el cuarto vector y/o el
quinto vector no es un vector de transposén de Bella Durmiente (SB) o piggyBac; por ejemplo, en algunas realizaciones,
se puede generar un CAR sin usar un vector de Bella Durmiente (SB) o piggyBac y, a continuacion, el CAR puede
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insertarse posteriormente en un vector adecuado para transfectar células T (por ejemplo, insertado en un vector de la
Bella Durmiente (SB) como se describe, por ejemplo, en Singh y col. 2015). Sin embargo, en algunas realizaciones,
generar un CAR ya presente en un vector que sea adecuado para transfectar células T puede simplemente el proceso
o reducir el numero de etapas necesarias para generar un CAR vy transfectar una célula T. Los distintos dominios de
unién a antigeno pueden unirse selectivamente a diferentes antigenos. En algunas realizaciones, los dominios de
union a antigeno distintos se unen selectivamente al mismo antigeno. El dominio de unién a antigeno puede unirse
selectivamente a CD19, antigeno universal (ratén), HER-3, GD2, Gp75, proteina CS1, mesotelina, fosfatidilserina,
cMyc, CD22, CD4, CD44v6, CD45, CD28, CD3, CD3e, CD123, CD138, CD52, CD56. CD74. CD30, Gp75, CD38,
CD33, CD20, fusién Her1/HER3, GD2, un carbohidrato, Aspergilo, ROR1, c-MET, EGFR, Dectin, Ebola, un hongo,
GP, HERV-K (HERVK), NY-ESO-1, VEGF-R2, TGF-b2R, IgG4, Biotina u O-AcGD2. Los dominios de unién a antigeno
distintos pueden consistir o comprender scFv. La region de bisagra puede consistir o comprender el péptido 12 AA
(GAGAGCAAGTACGGCCCTCCCTGCCCCCCTTGCCCT; SEQ ID NO: 1), péptido t-20 AA, IgG4 Fc AEQ, IgG4 Fc A
Q, (t-12AA + t-20AA), mKate, phiLov, dsRed, Venus, eGFP, CH3 HA, (CD8 a + t-20AA), Double t-20 AA, (t-20AA +
CD8a), (CD8a + Leucine Zipper Basep1), (CD8a + Leucine Zipper Acid1), 2D3, CD8 a, o IgG4 Fc. Al menos uno de
los endodominios puede comprender CD3¢. Al menos uno de los endodominios puede comprender uno o mas
dominios ITAM. En algunas realizaciones, al menos uno de los endodominios comprende (CD28 + CD3¢), (CD28 +
CD27 + CD3¢), (CD28 + OX40 + CD3¢), (CD28 + 4-1BB + CD3¢), (CD28 + CD27 + OX40 + CD3¢), (CD28 + 4-1 BB +
CD27 + CD3¢), (CD28 + 4-1BB + OX40 + CD3¢), (4-1BB + CD3¢), (4-IBB + OX40 + CD3¢), (4-1BB + CD27 + CD3(),
(CD27 + CD3g), (CD27 + OX 40 + CD3¢), (CD28A + CD3¢), (CD28A + CD27 + CD3(), (CD28A + OX40 + CD3y),
(CD28A + 4-1BB + CD3¢), (CD28A + 4-1BB + OX40 + CD3¢), (CD28A + CD27 + OX40 + CD3¢), (CD28A + 4-1BB +
CD27 + CD3¢), (4-1BB + ICOS + CD3¢), (CD28 + ICOS + CD3¢), (ICOS + CD3¢), CD3C o CD28 solamente. En algunas
realizaciones, los CAR pueden ser probados para actividad, por ejemplo, utilizando el iQue ™ Screener (IntelliCyt,
Albuquerque, NM). En algunas realizaciones, los CAR pueden evaluarse para una o mas caracteristicas (por ejemplo,
viabilidad, regulacion ascendente de sefales de activacién, regulacion ascendente de CD25, liberacion de citocinas
y/o destruccion celular) cuando se expresa en células como las células T utilizando una técnica como, por ejemplo,
citometria de flujo.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a una composicion que comprende una coleccion de vectores que
codifican receptores de antigenos quiméricos que codifican una pluralidad de dominios de unién a antigeno, dominios
de bisagra y endodominios distintos, siendo aleatorizados los vectores de dicha coleccion con respecto a dichos
dominios.

Otro aspecto mas de la presente descripcion se refiere a un procedimiento para producir una pluralidad de vectores
que codifican cada uno un receptor de antigeno quimérico (CAR) que comprende: (i) obtener la composicion que
comprende una pluralidad de vectores de la presente invencién (por ejemplo, como se describié anteriormente); v (ii)
someter la composicién a condiciones suficientes para permitir que los distintos dominios de unién a antigeno,
dominios de bisagra y/o endodominios comprendidos o codificados por dichos vectores se recombinen mediante
recombinacion homéloga para producir una pluralidad de cuartos vectores, donde cada uno de dichos cuartos vectores
codifica un CAR. El procedimiento puede comprender ademas la expresion del CAR en una célula. El procedimiento
puede comprender ademas probar la actividad del CAR. En algunas realizaciones, uno o mas de los primeros vectores
codifica una regién scFv. En algunas realizaciones, uno o mas de los terceros vectores codifica un dominio
transmembrana. En algunas realizaciones, uno 0 mas de los segundos vectores codifica un dominio transmembrana.
El procedimiento puede comprender ademas la incorporacion aleatoriamente mediante recombinaciéon de un quinto
vector que codifica un dominio transmembrana con dichos primeros vectores, segundos vectores y terceros vectores
para formar dicho cuarto vector. En algunas realizaciones, dichos primeros vectores y dicho segundo vector estan
unidos aleatoriamente a partir de una pluralidad de vectores que codifican una pluralidad de regiones scFv distintas y
una pluralidad de regiones de bisagra distintas. En algunas realizaciones, dichos primeros vectores y dichos terceros
vectores estan unidos aleatoriamente a partir de una pluralidad de vectores que codifican una pluralidad de regiones
scFv distintas y una pluralidad de endodominios distintos. En algunas realizaciones, dichos segundos vectores y dichos
terceros vectores estan unidos aleatoriamente a partir de una pluralidad de vectores que codifican una pluralidad de
regiones de bisagra distintas y una pluralidad de endodominios distintos. En algunas realizaciones, dichos primeros
vectores, dichos segundos vectores y dichos terceros vectores se unen aleatoriamente a partir de una pluralidad de
vectores que codifican una pluralidad de regiones scFv distintas, una pluralidad de regiones de bisagra distintas y una
pluralidad de endodominios distintos. El procedimiento puede comprender ademas la generacion de dichos cuartos
vectores mediante la unién aleatoria de dichos primeros vectores a partir de una primera biblioteca de vectores que
codifican una pluralidad de regiones scFv, la unidn aleatoria de dichos segundos vectores a partir de una segunda
biblioteca de vectores que codifican una pluralidad de regiones scFv y la unién de dichos terceros vectores de una
tercera biblioteca de vectores que codifican una pluralidad de endodominios, para formar dicho cuarto vector que
codifica el CAR. Los primeros vectores pueden comprender una primera secuencia y un segundo sitio de
recombinacion homoéloga. Los segundos vectores pueden comprender la segunda secuencia de recombinacion
homdloga y una tercera secuencia de recombinacion homologa. Los terceros vectores pueden comprender la tercera
secuencia de recombinacion homdloga y una cuarta secuencia de recombinacién homodloga. Los terceros vectores
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pueden comprender la tercera secuencia de recombinaciéon homodloga y una cuarta secuencia de recombinacion
homdloga. Los cuartos vectores pueden comprender la primera secuencia de recombinacion homologa y la cuarta
secuencia de recombinacién homodloga. Los primeros vectores, los segundos vectores y/o los terceros vectores
pueden codificar una transposasa. En algunas realizaciones, un sexto vector codifica una transposasa, y donde el
procedimiento comprende introducir, electroporar o transfectar uno o mas de dichos cuartos vectores y dicho sexto
vector en una célula. La transposasa puede ser una transposasa de tipo salmonide (SB). El procedimiento puede
comprender ademas cultivar o proporcionar células transfectadas con el CAR en presencia de células presentadoras
de antigeno artificiales (aAPC) que pueden estimular la expansion de las células T que expresan CAR. En algunas
realizaciones, cada una de la regién scFv, la region bisagra y el endodominio estan codificados en un vector de
transposén de Bella Durmiente (SB) o piggyBac. En algunas realizaciones, cada uno del primer vector, el segundo
vector y/o el tercer vector estan unidos aleatoriamente por dicha recombinacion a partir de una pluralidad de vectores
que codifican multiples regiones scFv distintas, las regiones de bisagra y los endodominios. En algunas realizaciones,
dichos primeros vectores, los segundos vectores y los terceros vectores contienen cada uno un transposoén; y donde
dicha unién por recombinacién homaologa comprende recombinacion especifica del sitio. En algunas realizaciones, los
primeros vectores y los segundos vectores tienen cada uno un primer sitio de recombinacién homologa; y donde los
segundos vectores y los terceros vectores tienen cada uno un segundo sitio de recombinacién homaélogo. En algunas
realizaciones, los primeros vectores tienen un tercer sitio de recombinacion, y donde los cuartos vectores tienen un
cuarto sitio de recombinacion, donde el tercer sitio de recombinacién y el cuarto sitio de recombinacién pueden permitir
la recombinacion homoéloga en una célula. La célula puede ser una célula T tal como, por ejemplo, una célula T alfa
beta, una célula T gamma delta, o célula NK, o célula NKT. En algunas realizaciones, la célula es una célula
pluripotente tal como, por ejemplo, una célula madre o una célula madre pluripotente inducida. En algunas
realizaciones, la célula se deriva de una célula madre, una célula madre pluripotente inducida o una célula madre. La
célula puede ser una célula T o una célula NK derivada de una célula madre pluripotente inducida. En algunas
realizaciones, dichos dominios de unién a antigeno distintos incluyen al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 mas scFv que
reconocen selectivamente diferentes antigenos. En algunas realizaciones, dichos dominios de unién a antigeno
distintos incluyen al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9. 0 mas scFv que reconocen selectivamente (es decir, se unen
especificamente) el mismo antigeno. En algunas realizaciones, los dominios de unién a antigeno se unen
selectivamente (especificamente) a CD19, antigeno universal (ratén), HER-3, GD2, Gp75, proteina CS1, mesotelina,
fosfatidilserina, cMyc, CD22, CD4, CD44v6, CD45, CD28, CD3, CD3e, CD123, CD138, CD52, CD56, CD74, CD30,
Gp75, CD38, CD33, CD20, Her1/HERS3 fusion, GD2, un carbohidrato, Aspergilo, ROR1, c-MET, EGFR, Dectin, Ebola,
un hongo, GP, HERV-K, NY-ESO-1, VEGF-R2, TGF-b2R, 1gG4, Biotina u O-AcGD2. En algunas realizaciones, dichos
dominios de union a antigeno comprenden o consisten en scFv. La region bisagra puede codificar el péptido 12 AA
(GAGAGCAAGTACGGCCCTCCCTGCCCCCCTTGCCCT, SEQ ID NO: 1), péptido t-20 AA, IgG4 Fc A EQ, IgG4 Fc A
Q, (t-12AA + t-20AA), mKate, phiLov, dsRed, Venus, eGFP, CH3 HA, (CD8 a + t-20AA), Doble t-20 AA, (-20AA +
CD8a), (CD8a + Leucina Zipper Basep1), (CD8a + Leucina Cremallera Acid1), 2D3, CD8 a o IgG4 Fc. El endodominio
puede codificar CD3¢. El endodominio puede codificar uno o mas dominios ITAM. En algunas realizaciones, el
endodominio codifica (CD28 + CD3¢), (CD28 + CD27 + CD3(), (CD28 + OX40 + CD3¢), (CD28 + 4-1BB + CD3(),
(CD28 + CD27 + OX40 + CD3¢), (CD28 + 4-1BB + CD27 + CD3{), (CD28 + 4-1BB + OX40 + CD3¢), (4-1BB + CD3(),
(4-1BB + OX40 + CD3¢), (4-1BB + CD27 + CD3(), (CD27 + CD3(), (CD27 + OX 40 + CD3¢), (CD28A + CD3(), (CD28A
+ CD27 + CD3(), (CD28A + OX40 + CD3(), (CD28A + 4-1BB + CD3(), (CD28A + 4-1BB + OX40 + CD3(), (CD28A +
CD27 + OX40 + CD3¢), (CD28A + 4-1BB + CD27 + CD3(), (4-1BB + ICOS + CD3¢), (CD28 + ICOS + CD3¢), (ICOS +
CD3¢), CD3C o CD28 solamente. En algunas realizaciones, los CAR pueden ser probados para actividad, por ejemplo,
utilizando el iQue ™ Screener (IntelliCyt, Albuquerque, NM). En algunas realizaciones, los CAR pueden evaluarse
para una o mas caracteristicas (por ejemplo, viabilidad, regulacién ascendente de sefales de activacion, regulacion
ascendente de CD25, liberacién de citocinas y/o destruccion celular) cuando se expresa en células como las células
T utilizando una técnica como, por ejemplo, citometria de flujo. En algunas realizaciones, dicha actividad comprende
la capacidad del CAR para unirse selectivamente a una célula cancerosa, unirse selectivamente a un patégeno, unirse
selectivamente a una célula implicada en una enfermedad autoinmune, o promover la activacion de una célula T,
destruccion de una célula T, diferenciacion de una célula T, proliferacion de una célula T, desdiferenciacién de una
célula T, movimiento de una célula T, produccion de citocinas por una célula T o destruccion por una célula T.

En algunas realizaciones, la célula cancerosa es un cancer de ovario, un linfoma, un carcinoma de células renales, un
tumor maligno de células B. CLL, B-ALL, ALL, una leucemia, un tumor maligno de células B o linfoma, linfoma de
células del manto, un linfoma indolente de células B, linfoma de Hodgkin, AML, cancer cervical, cancer de mama,
cancer colorrectal, cancer de ovario, neuroblastoma, cancer de piel, melanoma, cancer de pulmoén, osteosarcoma,
glioma, un tumor derivado del epitelio, cancer de préstata o cancer pediatrico. El patégeno puede ser un virus, un
hongo o una bacteria. En algunas realizaciones, dicha prueba comprende imagenes de células individuales, genética
de células individuales, evaluacion de células T individuales o poblaciones de células T; medicidon de muerte especifica
0 muerte en serie, expresion génica, expresion de proteinas, movimiento hacia o lejos de un objetivo, proliferacion,
muerte celular inducida por activacion, secrecién de citocinas o secrecion de quimiocinas. El procedimiento puede
comprender ademas seleccionar un CAR Unico de dicha pluralidad de vectores basandose en una propiedad del CAR
unico. El procedimiento puede comprender ademas administrar terapéuticamente el CAR individual a un sujeto. El
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sujeto puede ser un mamifero tal como, por ejemplo, un humano.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un polipéptido que comprende o que consiste en CAR 213 (SEQ ID
NO: 5).

Otro aspecto mas de la presente invencion se refiere a una célula T transformada que expresa el polipéptido que
comprende o que consiste en CAR 213 (SEQ ID NO: 5). La célula puede ser una célula inmortalizada. La célula T
puede ser una célula T alfa beta, una célula T gamma delta, célula NK, célula NKT, célula madre, células derivadas
de células madre, incluidas las células del sistema inmunitario.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a una preparacién farmacéutica que comprende la célula T
transformada de la presente invencion.

Otro aspecto mas de la presente invencién se refiere a un acido nucleico que codifica un receptor de antigeno
quimérico que comprende o consiste en CAR 213 (SEQ ID NO: 5). El &cido nucleico puede estar comprendido en una
célula T tal como, por ejemplo, una célula T alfa beta, una célula T gamma delta, una célula NK, una célula NKT, una
célula madre o una célula T derivada de una célula pluripotente. La célula T puede estar comprendida en un vehiculo
0 excipiente farmacéuticamente aceptable.

Otro aspecto de la presente descripcion se refiere a una composicion que comprende una biblioteca de diferentes
vectores de codificacion CAR, los vectores de dicha biblioteca se aleatorizan en términos de dominios de unién a
antigeno distintos, dominios de bisagra y/o endodominios. En algunas realizaciones, la biblioteca se aleatorizé en
términos de dominios de unién a antigeno distintos, dominios de bisagra y endodominios. En algunas realizaciones,
la biblioteca se aleatoriz6 en términos de dominios y endodominios de uniéon a antigeno distintos. En algunas
realizaciones, la biblioteca se aleatoriz6 en términos de dominios de union a antigeno distintos y dominios de bisagra.
En algunas formas de realizacion, la biblioteca se aleatorizé en términos de dominios y endodominios de bisagra de
antigeno distintos.

Los ejemplos de dominios de unién a antigeno, regiones de bisagras, dominios transmembrana y endodominios que
se usan en los procedimientos de la presente descripcién para generar un CAR se muestran a continuacion en la tabla
1. Los dominios de unién a antigeno, las regiones de bisagras, los dominios transmembrana y los endodominios se
proporcionan simplemente en la tabla 1 como ejemplos no limitantes, y se anticipa que se puede seleccionar
practicamente cualquier dominio de unién a antigeno (por ejemplo, dirigido a una célula cancerosa, bacterias, hongos,
virus o células infectadas por virus) segin se desee para la aplicacion clinica particular. En la tabla 1, se proporciona
el objetivo del dominio de unién a antigeno (por ejemplo, “CD19” puede referirse a una regiéon scFv que se une
selectivamente a CD19). En algunas realizaciones, el dominio de unién a antigeno comprende o consiste en un scFv
que se une selectivamente al antigeno. Si lo desea, una porcién de scFv (por ejemplo, parte de la region variable de
scFv) puede ser aleatorizada si se desea. En algunas realizaciones, el dominio de union a antigeno se une
selectivamente a una proteina. Alternativamente, el dominio de unién al antigeno puede unirse selectivamente a un
carbohidrato expresado en un objetivo tal como, por ejemplo, un hongo, virus, bacteria o célula cancerosa. Por ejemplo,
en algunas realizaciones, el dominio de uniéon a antigeno comprende o consiste en Dectin-1, que puede unirse
selectivamente a B-glucanos y carbohidratos que se encuentran en las paredes celulares fungicas. En algunas
realizaciones, el CAR puede unirse selectivamente a un virus, por ejemplo, el CAR puede unir una proteina viral tal
como una proteina de envoltura de hepatitis (por ejemplo, Krebs y col. 2013). En algunas realizaciones, el antigeno
es una citocina. El dominio de union al antigeno puede unirse selectivamente a una proteina, carbohidrato o azucar.
En algunas realizaciones, un CAR se genera a partir de una pluralidad de dominios de unién a antigeno que se unen
selectivamente a un solo objetivo, antigeno, o los dominios de unién a antigeno pueden tener antigenos superpuestos.
En algunas realizaciones, se genera un CAR a partir de una pluralidad de dominios de unién a antigeno que se unen
selectivamente a diferentes objetivos o antigenos. El endodominio en un CAR puede dar como resultado una sefal
inhibitoria (por ejemplo, PD-1, CTLA-4, TIM-3, LAG-3, BTLA, ITIM, SHP-1, LAIR-1, TIGIT, Siglecs) o una sefal
estimuladora (por ejemplo, CD27, CD28, ICOS, CD134, CD137, LCK, DAP10, ITAM, ZAP-70, LAT, SLP-76, citocinas,
asi como receptores de citocinas, asi como combinaciones y mutaciones) en una célula que expresa el CAR tal como,
por ejemplo, una célula T o una célula asesina natural (NK). Cuando la regién de unién al antigeno reconoce
selectivamente un antigeno, el endodominio puede causar o promover la célula (por ejemplo, Célula T o célula NK)
que comprende el CAR para activar la muerte celular, migrar, diferenciar, desdiferenciar o inducir una sefial apoptoética
en la célula. La sefal apoptética puede comprender o consistir en una sefial apoptética CTLA4 y/o una sefal apoptética
PD1 (muerte proteica 1). En algunas realizaciones, se puede expresar mas de un CAR distinto en una célula tal como,
por ejemplo, una célula T o una célula NK. Por ejemplo, un primer CAR y un segundo CAR pueden expresarse en una
célula, donde el primer CAR se une selectivamente a un antigeno en una célula sana e induce una sefal inhibidora a
través de un primer endodominio (por ejemplo, reduciendo la probabilidad de que la célula T o la célula NK darien la
célula sana) y la segunda CAR se une selectivamente a un antigeno en una célula objetivo (por ejemplo, células
cancerosas, hongos, células infectadas por virus, bacterias) e induce una sefial estimuladora a través de un segundo
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endodominio (por ejemplo, promoviendo o causando la muerte celular de la célula objetivo por la célula T o la célula
NK). Un CAR generado a través de los procedimientos de la presente invencion puede insertarse en una célula objetivo
tal como, por ejemplo, una célula T o una célula NK, como ADN integrante (por ejemplo, utilizando electroporacion y
recombinacion homodloga a través de un vector o sistema de transposasa/transposén) o como ADN o ARN no
integrante (por ejemplo, entrega viral de un ARNm usando un vector viral tal como, por ejemplo, un lentivirus o
retrovirus). En algunas realizaciones, la célula T que codifica un CAR segun la presente invenciéon es una célula
inmortalizada; tales células inmortalizadas pueden funcionar pueden usarse para evaluar o medir el potencial
terapéutico o la toxicidad del CAR. De esta manera, muchos CAR pueden seleccionarse para un perfil farmacoldgico
deseado, toxicidad hacia células enfermas o patdgenos, falta de toxicidad en células sanas y/o eficacia terapéutica.

Tabla 1. Moléculas de ADN que pueden combinarse como dominios de unién a antigeno-dominios de sefalizacién de
bisagra para generar CAR.

Dominio de unién a antigeno (por ejemplo, un ScFv que se une selectivamente a un
objetivo enumerado a continuacion)

CD19 (ratén) (por ejemplo, SEQ ID NO: 8)

CD19 (humano) (por ejemplo, SEQ ID NO: 9)
CD19 (humanizado)

Antigeno Universal (raton) (Rushworth y col. 2014)

CD22 (por ejemplo, scFv de Jabbour y col. 2014 o Kong y col. 2014)
CD4 (por ejemplo, scFv de Humblet-Baron y col. 2015)

CD44v6 (por ejemplo, scFv de Leung 2010 o Verel 2002)

CD45 (por ejemplo, scFv de Shin y col. 2011)

CD28 (por efemplo, scFv de Czerwinski et al, 2015)

CD3 (por ejemplo, SEQ ID NO: 10)

CD3e (por ejemplo, scFv del anticuerpo monoclonal SPV-T3b, Life Technologies, Carlsbad, CA),
CD123 (por ejemplo, SEQ ID NO: 11)

CD138 (por ejemplo, scFv del sol y col. 2007)

CD52 (por ejemplo, scFv de Wang y col. 2015)

CD56 (por ejemplo, scFv de Kaufmann y col. 1997)

(
CD74 (por ejemplo, scFv de Kaufman y col./., 2013)
CD30 (por ejemplo, SEQ ID NO: 12)

Gp75 (por ejemplo, scFv de Patel y col. 2008)

CD38 (por efemplo, scFv de Weers y col. 2011)

CD33 (por ejemplo, scFv de Manero et al., 2013)

CD20 (por ejemplo, scFv de Le Garff-Tavernier y col. 2014 o Winiarska et al, 2014)
Her1/HERS fusion (por ejemplo, scFv de Sarup y col. 2008)

HER-3 (por ejemplo, SEQ ID NO: 13)

GD2 (por ejemplo, SEQ ID NO: 14)

Carbohidratos (tal como un carbohidrato Aspergillus), por ejemplo, scfv de Stynen y col. 1991)
ROR1 (por efemplo, SEQ ID NO: 15)

c-MET (por ejemplo, scFv de Zhuang y col. 2014)

cMyc (por ejemplo, SEQ ID NO: 16)

EGFR (por ejemplo, scFv de Funakoshi y col. 2014)

Dectina por ejemplo, Ectodominio Dectin 1, SEQ ID NO: 17)

Sitio de union a la dectina-1

Virus del Ebola (por ejemplo, scFv de Audet y col. 2014 o Qiu y col. 2012)

Antigenos fungicos (por ejemplo, scFv de Guimaraes y col. 2011)
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Dominio de unién a antigeno (por ejemplo, un ScFv que se une selectivamente a un
objetivo enumerado a continuacion)

GP (Qiu et al., 2012)

Gp75 (por ejemplo, TA99, SEQ ID NO: 18)

HERV-K (HERVK) (por ejemplo, SEQ ID NO: 19)

NY-ESO-1 (por ejemplo, scFv de Schultz-Thater y col. 2000)
VEGF-R2 (por ejemplo, scFv de Zhang y col. 2002)

TGF-b2R (por ejemplo, scFv de Leung, 2011)

1gG4 (por ejemplo, scFv de Curtin y col. 2015)

Biotina (por ejemplo, scFv de Vincent y col. 1993)

0O-AcGD2 (por ejemplo, scFv de Goldberg y col. 2014 o Ahmed y col. 2014)
Proteina CS1 (por ejemplo, Elotuzumab o huLuc63, SEQ ID NO: 20)
Mesotelina (por ejemplo, utilizando SS-1 scFv, SEQ ID NO: 21)
Fosfatidilserina (por ejemplo, scFv de Gerber y col. 2011)

Bisagra/Andamio

12 AA (péptido) (por ejemplo, SEQ ID NO: 1)

t-20 AA (péptido) (por ejemplo, SEQ ID NO: 22)

CD8 a (por ejemplo, SEQ ID NO: 23)

IgG4 Fc (por ejemplo, SEQ ID NO: 24)

2D3 (por gjemplo, SEQ ID NO: 25)

IgG4 Fc A EQ (IgG4Fc N40Q) (por ejemplo, SEQ ID NO: 26)
IgG4 Fc A Q (IgG4Fc L18E N40Q) (por ejemplo, SEQ ID NO: 27)
t-12AA + t-20AA

mKate (por ejemplo, SEQ ID NO: 28)

phiLov (por ejemplo, SEQ ID NO: 29)

dsRed (por ejemplo, SEQ ID NO: 30)

Venus (por ejemplo, SEQ ID NO: 31)

eGFP (por ejemplo, SEQ ID NO: 32)

CH3 HA (por ejemplo, SEQ ID NO: 33)

mTFP-1 (por ejemplo, SEQ ID NO: 34)

CD8 a + t-20AA

Doble t-20 AA

t-20AA + CD8a

CD8a + Leucine Zipper Basep1 (por ejemplo, SEQ ID NO: 35)
CD8a + acido de cremallera de leucinal (por ejemplo, SEQ ID NO: 36)
Dominio transmembrana:

CD28 (por ejemplo, SEQ ID NO: 37)

CD137 (4-1BB) (por ejemplo, SEQ ID NO: 38)

CD8a (por ejemplo, SEQ ID NO: 39)

CD3C (por ejemplo, SEQ ID NO: 40)
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Endo-dominio (dominio de sefalizacion)
CD28 + CD3¢

CD28 + CD27 + CD3¢

CD28 + OX40 + CD3¢

CD28 + 4-1BB + CD3¢

CD28 + CD27 + OX40 + CD3C
CD28 + 4-1BB + CD27 + CD3C
CD28 + 4-1BB + OX40 + CD3C
4-1BB + CD3¢

4-1BB + OX40 + CD3¢

4-1BB + CD27 + CD3¢

CD27 + CD3¢

CD27 + OX 40 + CD3¢

CD28A + CD3¢

CD28A + CD27 + CD3¢

CD28A + OX40 + CD3¢

CD28A + 4-1BB + CD3(

CD28A + 4-1BB + OX40 + CD3¢
CD28A + CD27 + OX40 + CD3¢
CD28A + 4-1BB + CD27 + CD3(¢
4-1BB + ICOS + CD3¢

CD28 + |COS + CD3¢

ICOS + CD3¢

CD3¢

Solo CD28
¢ - zeta; A- mutante; Nota = 4-1BB también se conoce como CD137; “+” se refiere a la fusion de las diferentes regiones.

Por ejemplo, en algunas realizaciones, se pueden usar los siguientes dominios de unién a antigeno,
bisagras/andamios, dominios transmembrana y endodominios, como se muestra en la tabla 2. Ejemplos de secuencias

5 incluidas en dominios de sefializacién, por ejemplo, en la tabla 1 o en la tabla 2, incluyen CD27 (SEQ ID NO: 41),
CD28 (SEQ ID NO: 42), CD28A (SEQ ID NO: 43), CD134 (OX40) (SEQ ID NO: 44), CD137 (41BB) (SEQ ID NO: 45),
ICOS (SEQ ID NO: 46) y CD3 zeta (SEQ ID NO: 47). Los ejemplos de dominios scFv Anti-EGFR como se enumeran
en la tabla 2 incluyen Nimotuximab (SEQ ID NO: 48) y Cetuximab (SEQ ID NO: 49). Un ejemplo de una scFv Anti-
Fosfatidilserina como se enumera en la tabla 2 es Bavituximab (SEQ ID NO: 50).

10

Tabla 2: Ejemplo de bibliotecas utilizadas para generar CAR
sckFV

Proteina anti-CS1
Anti-mesotelina (SS-1)
Anti-CD123
Humano anti-CD19
Ratén anti-CD19
Anti-CD3
Anti-CD30
Anti-dectina
Anti-G2D
Anti-Gp75
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sckFV
Anti-HERVK
Anti- CD22
Anti -ROR-1
Anti -EGFR
Anti -HEB-3
Anti -Fosfatidilserina
Bisagra/Andamio
t-12 AA (péptido)
t-20 AA (péptido)
CD8 a
19G4 Fc
IgG4Fc AEQ
IgG4Fc AQ
t-12AA + t-20AA
mKate
phiLov
dsRed
Venus
eGFP
CH3 HA
CD8a + t-20AA
Doble t-20 AA
t-20AA + CD8a
CD8a + Base de cremallera de leucina p1
CD8a + acido de cremallera de leucina 1

Dominio transmembrana:
CD28
4-1BB
CD3¢
Dominio de sefializacion
CD28 + CD3¢
CD28 + CD27 + CD3¢
CD28 + OX40 + CD3¢
CD28 + 4-1BB + CD3¢
CD28 + CD27 + OX40 + CD3¢
CD28 + 4-1BB + CD27 + CD3¢
CD28 + 4-1BB + OX40 + CD3¢
4-1BB + CD3¢
4-1BB + OX40 + CD3¢
4-1BB + CD27 + CD3¢
CD28A + CD3¢
CD28A + CD27 + CD3¢
CD28A + OX40 + CD3¢
CD28A + 4-1BB + CD3¢
CD28A + 4-1BB + OX40 + CD3¢
CD28A + CD27 + OX40 + CD3¢
CD28A + 4-1BB + CD27 + CD3¢

10




10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2764471 T3

Dominio transmembrana:
4-1BB + ICOS + CD3¢
CD28 +ICOS + CD3¢

ICOS + CD3¢
CD3¢
Solo CD28

El término “receptores de antigeno quimérico (CAR)” o “CAR”, como se usa en esta invencion, incluye receptores de
células T artificiales, receptores de células T quiméricas o inmunorreceptores quiméricos. Los CAR son generalmente
receptores disefiados que pueden injertar una especificidad artificial en una célula efectora inmune particular. Los CAR
pueden emplearse para impartir la especificidad de un anticuerpo monoclonal sobre una célula T, permitiendo asi que
se genere un gran numero de células T especificas, por ejemplo, para uso en terapia celular adoptiva. En realizaciones
especificas, los CAR dirigen la especificidad de la célula a un antigeno asociado a tumor, por ejemplo. En realizaciones
preferidas, los CAR comprenden un endodominio (que comprende un dominio de activacion intracelular), un dominio
transmembrana, una regidon de bisagra o andamio, y un dominio extracelular que comprende un dominio de
direccionamiento (por ejemplo, un scFv derivado de un anticuerpo monoclonal). En algunas realizaciones, el dominio
de direccionamiento extracelular puede ser un ligando de un receptor (por ejemplo, un péptido que se une
selectivamente a un receptor de proteina). En algunas realizaciones, uno puede apuntar a células malignas
redirigiendo la especificidad de las células T usando un CAR especifico para las células malignas (por ejemplo,
mediante el uso de un scFv anti-CD19 para atacar a una célula cancerosa de linaje B).

En la tabla 1 se muestran ejemplos de regiones scFv, regiones de bisagra/andamio, dominios transmembrana y
endodominios, y también se proporcionan ejemplos de secuencias relacionadas en esta invencion. Tenga en cuenta
en la tabla 1 que las regiones scFv pueden referirse a una pluralidad de regiones scFv para un objetivo particular (por
efemplo, “CD19” en la tabla 1 puede referirse a una uUnica secuencia de anticuerpo monoclonal, o en algunas
realizaciones preferidas, puede referirse a una pluralidad de regiones scFv derivadas de anticuerpos monoclonales
que se dirigen selectivamente a CD19). Se anticipa que los procedimientos de la presente descripcion pueden usarse
para generar un CAR que comprende, por ejemplo, una fusion de cualquier combinacion de una region scFv,
bisagra/andamio, dominio transmembrana y endodominio de la tabla 1. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el CAR
puede comprender una region scFv que se dirige selectivamente a CD19 (por ejemplo, derivado de un ratén, humano
o anticuerpo monoclonal humanizado) fusionado a una regién de bisagra/andamio IgG4 Fc, un dominio
transmembrana CD28 y un endodominio que comprende CD28 y CD3C. En algunas realizaciones, el CAR puede
comprender una region scFv que se dirige selectivamente a ROR1 fusionado a la regién bisagra/andamio Fc de I1gG4,
un dominio transmembrana CD28 y un endodominio que comprende CD28 y CD3¢. En algunas realizaciones, el CAR
puede comprender una region scFv que se dirige selectivamente a ROR1 fusionado a la regién bisagra/andamio Fc
de IgG4, un dominio transmembrana CD28 y un endodominio que comprende 4-1BB y CD3C. En algunas realizaciones,
el CAR puede comprender una region scFv que se dirige selectivamente a CD19 (por ejemplo, derivado de un ratén,
humano o anticuerpo monoclonal humanizado) fusionado a la region bisagra/andamio Fc de 1gG4, un dominio
transmembrana CD28 y un endodominio que comprende CD28 y CD3C.

Como se usa en esta invencion, el término “antigeno” es una molécula capaz de unirse a un anticuerpo o receptor de
células T. Generalmente se puede usar un antigeno para inducir una respuesta inmune humoral y/o una respuesta
inmune celular que conduzca a la produccién de linfocitos B y/o T.

Como se usa en esta invencion, “un” o “uno/a” pueden significar uno o mas. Tal como se utilizan en las reivindicaciones,
cuando se utilizan junto con la expresion “que comprende”, las palabras “un” o “uno/a” pueden significar uno o mas de
uno.

El uso del término “0” en las reivindicaciones se usa para significar “y/0” a menos que se indique explicitamente que
se refieren solo a alternativas o que las alternativas son mutuamente excluyentes, aunque la descripcion respalda una
definicion que se refiere solo a alternativas e “y/o”. Tal como se utiliza en esta invencion, “otro” puede significar al
menos un segundo 0 mas.

Como se usa en esta solicitud, el término “aproximadamente” se usa para indicar que un valor incluye la variacion
inherente de error para el dispositivo, el procedimiento que se emplea para determinar el valor, o la variacion que
existe entre los sujetos de estudio.

Breve descripcion de los dibujos
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Los siguientes dibujos forman parte de la presente memoria descriptiva y se incluyen para demostrar adicionalmente
ciertos aspectos de la presente invencion. La invencién puede comprenderse mejor al referirse a una o mas de estos
dibujos en combinacién con la descripcidn detallada de realizaciones especificas presentadas en esta invencion.
FIG. 1. Los vectores de clonacién utilizados para reensamblar CAR utilizando tres plasmidos donantes que expresan
(i) scFv especifico, (ii) bisagra extracelular y (iii) endodominios. Esta estrategia se adaptara para generar paneles de
CAR que difieren en las regiones de bisagra, transmembrana e intracelular. Ingenieria de moléculas CAR a partir de
componentes scFv, IgG4 Fc (bisagra grande); o CD8a (bisagra media) o péptido solamente (bisagra pequefia) y
combinaciones de CD3Civ con diferentes dominios de sefializacion utilizando el sistema de sitio de triple recombinacion.
Una biblioteca de scFv y distintos andamios y dominios de sefializacion codificados en tres plasmidos donantes (clones
de entrada), se recombinan en el vector de ADN de expresion. Esta estrategia generé multiples especies CAR en el
formato de dominio(s) de sefializacion scFv-B-scaffold-C.

FIGS. 2A-B: (FIG. 2A) Expresiéon de CAR (Fc) y CD8 * en células T después de 66 dias tras la electroporacion por
citometria de flujo. Las células se expandieron en un APC cargado con antigeno CD19 (clon 4) (FIG. 2B) La lisis de
CD19 + EL-4 se comparo con la lisis de fondo de CD19 "*¢ EL-4 utilizando el ensayo de liberacion de cromo de 4 h
por células CD19CAR + T de grado clinico (CG) Células T CD19CAR + por sitios de triple recombinacion (EZ CAR) y
CAR "9 células T. EI CAR ™9 T se expandié con clon # 4 de aAPC derivado de K562 irradiado y anti-CD3 (OKT3)
cargado.

FIG. 3: Disefios de CAR. CAR 212 = SEQ ID NO: 4; CAR 213 = SEQ ID NO: 5; CAR 214 = SEQ ID NO: 56; CAR 215
=SEQID NO: 57; CAR 216 = SEQ ID NO: 58: CAR 217 = SEQ ID NO: 2; CAR 218 = SEQ ID NO: 59; CAR 193 = SEQ
ID NO: 55.

FIG. 4: Plasmidos de seguimiento de Bella Durmiente

FIG. 5: Expresion CAR.

FIG. 6: Cinética de Expresién CAR

FIG. 7: Fenotipo

FIGS. 8A-B: El fenotipo extendido se muestra en la FIG. 8A y la FIG. 8B.

FIG. 9: Analisis de transferencia Western

FIG. 10: Cinética de expansion.

FIG. 11: Expansién de pliegue: Células totales

FIG. 12: Expansion de pliegue: CAR + células T.

FIG. 13: Citotoxicidad

FIG. 14: 4-1BB CAR: Citotoxicidad

FIG. 15: Dominio TM: Citotoxicidad

FIG. 16: Espaciador (IgG4 vs CD8): Citotoxicidad

FIG. 17: Produccion de IFN-y.

FIG. 18: 4-1BB CAR: Produccion de IFN-y

FIG. 19: Dominio TM: Produccion de IFN-y

FIG. 20: Espaciador (IgG4 vs CD8): Produccion de IFN-y.

FIG. 21: Seguridad: PCR para transposasa SB11.

FIG. 22: Seguridad: Numero de copia CAR (qPCR).
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FIG. 23: Seguridad: Crecimiento autonomo. Como se muestra en la figura, se observo una falta de crecimiento
auténomo.

FIG. 24: Disefio de CAR. Se proporciona un ejemplo de un CAR en el lado derecho de la figura.

FIG. 25: CD3-zeta. Consulta = SEQ ID NO: 51; Sujeto - top = SEC ID N.°: 52; Sujeto - medio = SEQ ID NO: 53; Sujeto
- inferior = SEQ ID NO: 54.

FIG. 26: Disefios de CAR.

FIG. 27: CAR.

FIG. 28: Expresion CAR.

FIG. 29: Cinética de expansion.
FIG. 30: Cinética de expansion.
FIG. 31: Citotoxicidad

FIG. 32: Citotoxicidad

FIG. 33: Marcadores de memoria. Se muestra el porcentaje de expresion de CD27, CD62L, CD28 y CCR7 en células
CAR * T (construcciones de expresion que se muestran en la figura 26).

FIG. 34: Produccion de IFN-y.

FIG. 35: Produccion de IFN-y (PMA-lon)
FIG. 36: Crecimiento autonomo.

FIG. 37: Numero de copia de CAR.

FIG. 38: Numero de copia de CAR.

FIG. 39: Numero de copia de CAR.

FIGS. 40A-E: Se realizo la transfeccion de células 293-HEK con plasmidos que transportan el ADN de CAR (pSBSO
EZ CAR) por lipofectamina. Las células transfectadas se analizaron por citometria de flujo después de tefirlas con
anticuerpos anti-Fc o anti-idiotipicos (antiCD19svFv).

FIGS. 41A-B: FIG. 41A, Nalm-6; Células EL-4 CD19 +; células tumorales de pacientes con MCL y CLL (objetivos) y
se modificaron previamente para expresar GFP. Las células objetivo 5x10 3 se incubaron con una concentracion
creciente de células T CD19RIgG4CD28CAR, células T CD19RCD8aCD28 CAR y células CAR "9 T (utilizadas como
control) durante 4 horas. Después de 4 horas, las células fueron adquiridas por iQue de IntelliCyt y los analisis de
datos se realizaron en su software patentado. FIG. 42B. Los graficos representan el porcentaje de muerte de las
células CAR T contra las células tumorales. La relacién entre las células efectoras y las células objetivo varié de 0 a
40 células.

FIG. 42: Las células objetivo 5x10 3 (EL-4 CD19 + informador de células B de granzima B) se incubaron con una
concentracion creciente de células T CD19RIgG4CD28CAR de grado clinico, células CAR T EZ CD19RCD8aCD28 y
células CAR "e9 T (utilizadas como control) durante 4 y 10 horas. Después del tiempo de incubacion, las células fueron
adquiridas por iQue de IntelliCyt y los analisis de datos se realizaron en su software patentado. Los graficos
representan el porcentaje de muerte de las células CAR T contra las células tumorales. La relacion entre las células
efectoras y las células objetivo vari6 de 0 a 20 células.

DESCRIPCION DE REALIZACIONES ILUSTRATIVAS

Se describen en esta invencion procedimientos para generar receptores de antigeno quimérico (CAR). El
procedimiento utiliza una pluralidad de vectores que codifican cada uno un dominio de unién a antigeno (por ejemplo,
una regiéon scFv), una region bisagra, una regién transmembrana y/o un endodominio. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, un primer vector codifica el dominio de unién al antigeno, un segundo vector codifica la region bisagra,
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y una tercera region codifica un endodominio. En algunas realizaciones, la regién transmembrana se codifica en el
segundo vector, en el tercer vector o en un cuarto vector. En algunas realizaciones preferidas, los vectores pueden
recombinarse de forma homodloga para formar un acido nucleico que codifica un CAR que comprende el dominio de
unién al antigeno, la regién bisagra, la regidon transmembrana y el endodominio. De esta manera, muchos CAR pueden
generarse y seleccionarse para una actividad deseada tales como, por ejemplo, reconocimiento selectivo y destruccion
de una célula cancerosa que expresa un antigeno que se une selectivamente por el CAR. El CAR puede entonces
expresarse en una célula como una célula T o una célula asesina natural (NK) como un acido nucleico integrante (por
ejemplo, un ADN integrado en el genoma del huésped usando una transposasal/transposén) o como un acido nucleico
no integrante (por ejemplo, un ARNm entregado a través de un vector viral como un lentivirus o retrovirus). La célula
T o la célula NK que expresa el CAR puede administrarse en una preparacion farmacéutica o excipiente a un sujeto
como un paciente humano para tratar o prevenir una enfermedad (por ejemplo, un cancer, una infeccion por hongos,
una infeccion bacteriana o una infeccion viral).

l. Generacion de biblioteca

Las bibliotecas que codifican una pluralidad de regiones scFv, regiones de bisagra/andamio, dominios transmembrana
y endodominios (dominios de sefalizacion) pueden generarse mediante procedimientos conocidos por un experto en
la materia. En algunas realizaciones, hay multiples posibilidades disponibles para dos o tres de las regiones scFv,
regiones de bisagra/andamio y endodominios (dominios de sefializacidon). En algunas realizaciones, hay mdultiples
posibilidades disponibles para dos, tres o todas las regiones scFv, regiones de bisagra/andamio, dominios
transmembrana y endodominios (dominios de sefializacién). Se proporcionan ejemplos de regiones scFv, regiones de
bisagra/andamio, dominios transmembrana y endodominios (dominios de sefalizacion), por ejemplo, en la tabla 1. En
algunas realizaciones, la biblioteca puede codificar una pluralidad de scFv que se dirigen a diferentes antigenos, tales
como antigenos multiples contra el cancer o dirigidos a tumores; en otras realizaciones, la biblioteca puede codificar
una pluralidad de scFv diferentes que se unen selectivamente a un Unico objetivo (por ejemplo, un solo antigeno
anticancerigeno como CD19, etc.). De esta manera, los procedimientos se pueden usar para identificar qué
construccion de direccionamiento tumoral puede funcionar de manera mas efectiva para una muestra celular dada
(por ejemplo, para ser utilizado en una medicina personalizada) o los procedimientos pueden ser utilizados para
identificar nuevos CAR que funcionen de manera mas eficaz en la orientacién de un antigeno dado. La regién scFv
generalmente comprende una cadena ligera variable (VL) y una cadena pesada variable (VH) derivada de un
anticuerpo. En algunas realizaciones, porciones de las regiones VL y VH pueden ser aleatorizadas si se desea. Los
procedimientos generales para generar bibliotecas incluyen, por ejemplo, la generacién de bibliotecas de levadura,
bacterianas, bibliotecas de fagos, células B infiltrantes, hibridomas (incluso de humanos y roedores), o bibliotecas de
llamas, camellos, bibliotecas equinas y procedimientos in silico (véase, por ejemplo, Lennard, 2002).

En algunas realizaciones, los diferentes vectores que codifican el scFv, la regiéon de bisagra/andamio, el dominio
transmembrana y el endodominio se fusionan para formar un Unico vector que codifica un CAR. La fusién puede ocurrir
mediante recombinacion homaéloga mediada por transposoén.

Por ejemplo, en algunas realizaciones, los vectores que codifican el scFv, la regién de bisagra/andamio, el dominio
transmembrana y/o el endodominio pueden ser plasmidos de ADN de Bella Durmiente (SB) o piggyBac. Los plasmidos
de ADN de Bella Durmiente (SB) y piggyBac se describen, por ejemplo, en Maiti y col. (2013), Singh y col. (2008) y
Huls y col. (2013) En algunas realizaciones, el transposén esta mediado por una transposasa (SB) de tipo Tc1 de tipo
salmonido. En algunas realizaciones preferidas, el vector que codifica el CAR se transfecta o incorpora a las células
T de un sujeto, como un paciente humano con cancer, a través de los procedimientos descritos en Singh y col. 2014
o Huls y col. Por ejemplo, los vectores de ADN derivados del sistema de Bella Durmiente (SB) se pueden usar para
evitar gastos y dificultades de fabricacion asociadas con la transduccién de células T con vectores virales
recombinantes. Después de la electroporacion, el transposén/tiansposasa puede mejorar la eficiencia de integracion
de los plasmidos utilizados para expresar CAR vy otros transgenes en las células T. El sistema SB combinado con
células presentadoras de antigeno artificiales (aAPC) puede propagarse selectivamente y producir células CAR(+) T
adecuadas para la aplicacion en humanos. En algunas realizaciones, la transferencia electrénica sincrénica de dos
plasmidos de ADN, un transposén SB (que codifica un CAR de interés) y una transposasa SB (por ejemplo, SB11)
puede ser seguido por la recuperacion de integrantes estables mediante adiciones cada 7 dias (ciclo de estimulacion)
de aAPC irradiada con y en presencia de IL-2 e IL-21 humana recombinante soluble. Por ejemplo, se pueden realizar
4 ciclos (28 dias de cultivo continuo) para generar niumeros clinicamente atractivos de células T que expresen de
manera estable un CAR de interés. El uso de un sistema transposén/transposasa puede utilizarse para la
administracion de células T que expresan un CAR como se describe, por ejemplo, en Hackett y col.

Il. Receptores de antigeno quimérico

Las realizaciones de la presente descripcion implican la generacion e identificacion de acidos nucleicos que codifican
un polipéptido receptor de antigeno quimérico especifico de antigeno (CAR). En algunas realizaciones, el CAR se
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humaniza para reducir la inmunogenicidad (hCAR).

En algunas realizaciones, el CAR puede reconocer un epitopo compuesto por el espacio compartido entre uno o mas
antigenos. Los receptores de reconocimiento de patrones, tales como dectina 1, pueden usarse para derivar
especificidad a un antigeno de carbohidrato. En ciertas realizaciones, la regién de unién puede comprender regiones
de determinacion complementarias de un anticuerpo monoclonal, regiones variables de un anticuerpo monoclonal y/o
fragmentos de union a antigeno del mismo. En algunas realizaciones, la regién de unién es un scFv. En otra realizacion,
un péptido (por ejemplo, una citocina) que se une a un receptor u objetivo celular puede incluirse como una posibilidad
o sustituirse por una region scFv en la region de union de un CAR. Por lo tanto, en algunas realizaciones, se puede
generar un CAR a partir de una pluralidad de vectores que codifican multiples regiones scFv y/u otras proteinas de
direccionamiento. Una regién determinante de la complementariedad (CDR) es una secuencia corta de aminoacidos
encontrada en los dominios variables de las proteinas receptoras de antigeno (por ejemplo, inmunoglobulina y receptor
de célula T) que complementa un antigeno y, por lo tanto, proporciona al receptor una especificidad para ese antigeno
en particular. Cada cadena polipeptidica de un receptor de antigeno contiene tres CDR (CDR1, CDR2 y CDR3). Dado
que los receptores de antigeno estdn compuestos tipicamente por dos cadenas polipeptidicas, hay seis CDR por cada
receptor de antigeno que pueden entrar en contacto con el antigeno; cada cadena pesada y ligera contiene tres CDR.
Debido a que la mayoria de las variaciones de secuencia asociadas con las inmunoglobulinas y los receptores de
células T se encuentran en las CDR, se hace referencia a veces a estas regiones como dominios hipervariables. Entre
estos, CDR3 muestra la mayor variabilidad ya que esta codificada por una recombinacién de las regiones VJ (VDJ en
el caso de la cadena pesada y la cadena af§ de TCR).

Un acido nucleico que codifica CAR generado mediante la presente descripcion puede comprender uno o mas genes
humanos o fragmentos de genes para mejorar la inmunoterapia celular para pacientes humanos. En algunas
realizaciones, se puede generar un ADNc de CAR completo o una region de codificacion a través de los procedimientos
descritos en esta invencion. Las regiones o dominio de unidon a antigeno pueden comprender un fragmento de las
cadenas VH y VL de un fragmento variable monocatenario (scFv) derivado de un anticuerpo monoclonal humano
particular, tal como los descritos en el documento de patente EE.UU 7,109,304. En algunas realizaciones, el scFv
comprende dominios de unién a antigeno de un anticuerpo especifico de antigeno humano. En algunas realizaciones,
la regién scFv es un scFv especifico de antigeno codificado por una secuencia que esta optimizada para el uso de
codones humanos para la expresion en células humanas.

La disposicion del dominio de unién a antigeno de un CAR puede ser multimérica, como un diacuerpo o multimeros.
Los multimeros se pueden formar mediante el emparejamiento cruzado de las porciones variables de las cadenas
ligeras y pesadas en lo que se puede denominar diacuerpo. La porcion de bisagra del CAR puede en algunas
realizaciones acortarse o excluirse (es decir, generar un CAR que solo incluye un dominio de unién a antigeno, una
region transmembrana y un dominio de sefializacion intracelular). Se puede usar una multiplicidad de bisagras con la
presente invencion, por ejemplo, como se muestra en la tabla 1. En algunas realizaciones, la regién bisagra puede
tener la primera cisteina mantenida, o mutada por una prolina o una sustitucion de serina, o truncarse hasta la primera
cisteina. La porcion Fc puede eliminarse del scFv usado como una regiéon de unidn a antigeno para generar CAR
segun la presente invencién. En algunas realizaciones, una region de unién a antigeno puede codificar solo uno de
los dominios Fc, por ejemplo, ya sea el dominio CH2 o CH3 de la inmunoglobulina humana. También se podria usar
la region bisagra, CH2 y CH3, de una inmunoglobulina humana que se ha modificado para mejorar la dimerizacion.
En algunas realizaciones, la porcion de bisagra puede comprender o consistir en un péptido de 8 a 14 aminoacidos
(por ejemplo, un péptido 12 AA), una porcion de CD8a o el IgG4 Fc. En algunas realizaciones, el dominio de unién a
antigeno puede suspenderse de la superficie celular usando un dominio que promueve la oligomerizacion, tal como
CD8 alfa. En algunas realizaciones, el dominio de unién a antigeno puede suspenderse de la superficie celular usando
un dominio que es reconocido por el clon 2D3 de anticuerpo monoclonal (mAb) (se describe el clon 2D3 de mAb, por
efemplo, en Singh y col. 2008).

El endodominio o dominio de sefalizacion intracelular de un CAR generalmente puede causar o promover la activacion
de al menos una de las funciones efectoras normales de una célula inmune que comprende el CAR. Por ejemplo, el
endodominio puede promover una funcion efectora de una célula T tal como, por ejemplo, actividad citolitica o actividad
auxiliar, incluida la secrecion de citocinas. La funcion efectora en una célula T virgen, de memoria o de tipo memoria
incluye la proliferacion dependiente de antigeno. Los términos “dominio de sefializacién intracelular” o “endodominio”
se refieren a la porcién de un CAR que puede transducir la sefial de la funcion efectora y/o dirigir a la célula a realizar
una funcién especializada.

En algunas realizaciones, un endodominio comprende la cadena zeta del receptor de células T o cualquiera de sus
homologos (por ejemplo, eta, delta, gamma o épsilon), cadena MB1, B29, Fc RIll, Fc Rl y combinaciones de moléculas
de sefializacion, como CD3¢ y CD28, CD27, 4-1BB, DAP-10, OX40 y combinaciones de las mismas, asi como otras
moléculas y fragmentos similares. Se pueden usar porciones de sefializacion intracelular de otros miembros de las
familias de proteinas activadoras, tales como FcyRIIl y FceRI. Se pueden encontrar ejemplos de estos dominios
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transmembrana e intracelular alternativos, por ejemplo, Gross y col. (1992), Stancovski y col. (1993), Moritz y col.
(1994) Hwu y col. (1995), Weijtens y col. (1996) y Hekele y col. (1996), que se incorporan en esta invencién como
referencia en su totalidad. En algunas realizaciones, un endodominio puede comprender el dominio intracelular
humano CD3C.

El dominio extracelular especifico de antigeno y el dominio de sefalizacion intracelular estan unidos preferiblemente
por un dominio transmembrana. Los dominios transmembrana que pueden incluirse en un CAR incluyen, por ejemplo,
la bisagra Fc de IgG4 humana y las regiones Fc, el dominio transmembrana CD4 humano, el dominio transmembrana
CD28 humano, el dominio CD3{ humano transmembrana o un dominio CD3C humano mutado por cisteina, o un
dominio transmembrana de una proteina de sefializacion transmembrana humana tal como, por ejemplo, el CD16 y
CD8 vy el receptor de eritropoyetina. Se proporcionan ejemplos de dominios transmembrana, por ejemplo, en la tabla
1.

En algunas realizaciones, el endodominio comprende una secuencia que codifica receptores coestimuladores tales
como, por ejemplo, un dominio de sefializacién intracelular de CD28 modificado, o un receptor coestimulador de CD28,
CD27, OX-40 (CD134), DAP10 0 4-1BB (CD137). En algunas realizaciones, tanto una sefial primaria iniciada por CD3
¢, una seial adicional proporcionada por un receptor coestimulador humano puede incluirse en un CAR para activar
mas eficazmente las células T transformadas, lo que puede ayudar a mejorar la persistencia en vivo y el éxito
terapéutico de la inmunoterapia adoptiva. Como se observa en la tabla 1, el dominio de sefializacion del receptor
endodominio o intracelular puede comprender la cadena zeta de CD3 solo o en combinaciéon con un dominio de
sefializacion coestimuladora Fcy RIIl tal como, por ejemplo, CD28, CD27, DAP10, CD137, OX40, CD2, 4-1BB. En
algunas realizaciones, el endodominio comprende parte o la totalidad de uno o mas de la cadena zeta TCR, CD28,
CD27, OX40/CD134, 4-1BB/CD137, FceRly, ICOS/CD278, IL-2Rbeta/CD122, IL-2Ralpha/CD132, DAP10, DAP12. y
CD40. En algunas realizaciones, se pueden incluir 1, 2, 3, 4 o mas dominios citoplasmaticos en un endodominio. Por
ejemplo, en algunos CAR se ha observado que al menos dos o tres dominios de sefalizacion fusionados pueden tener
un efecto aditivo o sinérgico.

En algunos aspectos, se puede generar un segmento de acido nucleico aislado y un casete de expresion que incluye
secuencias de ADN que codifican un CAR. Se puede usar una variedad de vectores. En algunas realizaciones
preferidas, el vector puede permitir el suministro del ADN que codifica un CAR a inmunitario tal como las células T. La
expresion de CAR puede estar bajo el control de un promotor eucariota regulado tal como, por ejemplo, el promotor
MNDUS, el promotor CMV, el promotor EF1alpha o el promotor Ubiquitin. Ademas, los vectores pueden contener un
marcador seleccionable, si no por otra razon, para facilitar su manipulacion in vitro. En otras realizaciones, el CAR
puede expresarse a partir de ARNm transcrito in vitro a partir de un molde de ADN.

Las moléculas de receptor de antigeno quimérico son recombinantes y se distinguen por su capacidad tanto para unir
antigeno como transducir sefiales de activacion a través de motivos de activaciéon de inmunorreceptores (ITAM)
presentes en sus colas citoplasmaticas. Las construcciones de receptores que utilizan un resto de unién a antigeno
(por ejemplo, generado a partir de anticuerpos monocatenarios (scFv)) ofrecen la ventaja adicional de ser “universales”
porque se unen al antigeno nativo en la superficie de la célula objetivo de forma independiente de HLA. Por ejemplo,
una construccion scFv puede fusionarse con secuencias que codifican la porcion intracelular de la cadena zeta del
complejo CD3 (), la cadena gamma del receptor Fc y la tirosina quinasa sky (Eshhar y col. 1993; Fitzer-Attas y col.
1998). Se han documentado mecanismos efectores de células T redirigidos que incluyen el reconocimiento tumoral y
la lisis por CTL en varios sistemas de antigeno-scFv: { murino y humano (Eshhar y col. 1997; Altenschmidt y col. 1997;
Brocker y col. 1998).

La region de union al antigeno puede, por ejemplo, ser de un scFv humano o no humano. Un posible problema con el
uso de regiones de unidn a antigeno no humano, como los anticuerpos monoclonales murinos, es la funcionalidad
reducida del efector humano y la capacidad reducida de penetrar en las masas tumorales. Ademas, los anticuerpos
monoclonales no humanos pueden ser reconocidos por el huésped humano como una proteina extrafia, y por lo tanto,
las inyecciones repetidas de dichos anticuerpos extrafios pueden conducir a la induccién de respuestas inmunes que
conducen a reacciones de hipersensibilidad dafinas. Para los anticuerpos monoclonales basados en murinos, este
efecto se ha denominado respuesta de anticuerpo humano anti-raton (HAMA). En algunas realizaciones, la inclusion
de anticuerpos humanos o secuencias scFv en un CAR puede dar como resultado poca o ninguna respuesta HAMA
en comparacion con algunos anticuerpos murinos. De manera similar, la inclusién de secuencias humanas en un CAR
puede usarse para reducir o evitar el riesgo de reconocimiento o eliminacién inmunomediado por las células T
enddgenas que residen en el receptor y podrian reconocer el antigeno procesado basado en HLA.

En algunas realizaciones, el CAR comprende: a) un dominio de sefializacion intracelular, b) un dominio transmembrana,
C) una region de bisagra, y d) un dominio extracelular que comprende una region de unién a antigeno. En algunas
realizaciones, el dominio de sefalizacién intracelular y el dominio transmembrana estan codificados con el
endodominio por un Unico vector que puede fusionarse (por ejemplo, mediante recombinacion homéloga dirigida por
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transposén) con un vector que codifica una region bisagra y un vector que codifica una region de unién a antigeno. En
otras realizaciones, la region de sefalizacion intracelular y la regién transmembrana pueden estar codificadas por dos
vectores separados que estan fusionados (por ejemplo, mediante recombinacion homadloga dirigida por transposén).

La porcién especifica de antigeno del CAR, también denominada dominio extracelular que comprende una region de
union a antigeno, se dirige selectivamente a CD19. La porcion especifica de antigeno del CAR es un scFv. En algunas
realizaciones, un CAR puede co-expresarse con una citocina unida a la membrana, por ejemplo, para mejorar la
persistencia cuando hay una baja cantidad de antigeno asociado a tumor. Por ejemplo, el CAR puede co-expresarse
con IL-15 unida a membrana.

En algunas realizaciones, se puede introducir ADN desnudo o un vector adecuado que codifica un CAR en las células
T de un sujeto (por ejemplo, células T obtenidas de un paciente humano con cancer u otra enfermedad). Los
procedimientos de transfeccién estable de células T por electroporacién usando ADN desnudo son conocidos en la
técnica. Véase, por efemplo, el documento de patente n. © 6,410,319. ADN no conjugado se refiere generalmente al
ADN que codifica un receptor quimérico de la presente invencién contenido en un vector de expresion plasmido en
una orientacion adecuada para la expresion. En algunas realizaciones, el uso de ADN desnudo puede reducir el tiempo
requerido para producir células T que expresan un CAR generado a través de los procedimientos de la presente
invencion.

Alternativamente, puede usarse un vector viral (por ejemplo, un vector retroviral, un vector adenoviral, un vector viral
adeno-asociado o un vector lentiviral) para introducir la construccidon quimérica en las células T. Generalmente, un
vector que codifica un CAR que se usa para transfectar una célula T de un sujeto generalmente no debe replicarse en
las células T del sujeto. Se conoce una gran cantidad de vectores que estan basados en virus, donde el nimero de
copias del virus mantenido en la célula es lo suficientemente bajo como para mantener la viabilidad de la célula. Los
vectores de ejemplo incluyen vectores pFB-neo (STRATAGENE®) asi como vectores basados en VIH, SV40, EBC,
HSV o BPV.

Una vez que se establece que la célula T transfectada o transducida es capaz de expresar un CAR como una proteina
de membrana superficial con la regulacion deseada y en un nivel deseado, se puede determinar si el receptor
quimérico es funcional en la célula huésped para proporcionar Induccién de sefial deseada. Posteriormente, las células
T transducidas pueden reintroducirse o administrarse al sujeto para activar respuestas antitumorales en el sujeto. Para
facilitar la administracion, las células T transducidas pueden transformarse en una composicion farmacéutica o en un
implante apropiado para la administracion en vivo, con vehiculos o diluyentes apropiados, que son preferiblemente
farmacéuticamente aceptables. Los medios para realizar tal composicion o implante se han descrito en la técnica
(véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, 16th Ed., Mack, ed. (1980)). Cuando corresponda, los
linfocitos T transducidos que expresan un CAR se pueden formular en una preparacion en forma liquida o semisélida,
tal como una capsula, solucién, inyeccion, inhalador o aerosol, en las maneras convencionales para su via de
administracion respectiva. Los medios conocidos en la técnica se pueden utilizar para evitar o minimizar la liberacion
y absorcién de la composicion hasta que alcance el tejido u érgano objetivo, o para asegurar la liberacion cronometrada
de la composicion. Generalmente, se emplea preferiblemente una forma farmacéuticamente aceptable que no afecta
a las células que expresan el receptor quimérico. Por lo tanto, de manera conveniente, los linfocitos T transducidos se
pueden hacer en una composicion farmacéutica que contiene una solucién salina balanceada, preferentemente, la
solucidn salina balanceada de Hanks o la soluciéon salina normal.

IV. Células que presentan antigeno artificial

En algunos casos, las aAPC son utiles para preparar composiciones terapéuticas basadas en CAR y productos de
terapia celular. Para obtener orientacion general sobre la preparacion y el uso de sistemas presentadores de antigeno,
véanse, por ejemplo, los documentos de patente de EE.UU. n. ° 6,225,042, 6,355,479, 6,362,001 y 6,790,662; La
Publicacion de Solicitud de Patente de EE.UU. N. © 2009/0017000 y 2009/0004142; y la Publicacion Internacional N. °
W02007/103009)

Las aAPC pueden usarse para expandir las células T que expresan un CAR. Durante el encuentro con el antigeno
tumoral, las sefales entregadas a las células T por las células presentadoras de antigeno pueden afectar a la
programacion de las células T y su posterior eficacia terapéutica. Esto ha estimulado los esfuerzos para desarrollar
células artificiales presentadoras de antigeno que permitan un control 6ptimo sobre las sefiales proporcionadas a las
células T (Turtle y col. 2010). Ademas del anticuerpo o antigeno de interés, los sistemas aAPC también pueden
comprender al menos una molécula auxiliar exégena. Se puede emplear cualquier nimero y combinacion adecuados
de moléculas auxiliares. La molécula auxiliar se puede seleccionar de moléculas auxiliares tales como moléculas co-
estimulantes y moléculas de adhesién. Las moléculas co-estimuladoras ejemplares incluyen CD70 y B7.1 (también
llamadas B7 o CD80), que pueden unirse a las moléculas CD28 y/o CTLA-4 en la superficie de las células T, afectando
asi, por ejemplo, a la expansién de células T, diferenciacion de Th1, supervivencia a corto plazo de células T y

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2764471 T3

secrecion de citocinas como la interleucina (IL) -2 (véase Kim y col. 2004). Las moléculas de adhesion pueden incluir
glicoproteinas de unidn a carbohidratos tales como selectinas, glicoproteinas de unién a transmembrana tales como
integrinas, proteinas dependientes de calcio tales como cadherinas, y proteinas de la superfamilia de inmunoglobulina
(Ig) transmembrana de un solo paso, tales como moléculas de adhesion intercelular (ICAM) que promueven, por
ejemplo, el contacto célula con célula o célula con matriz. Las moléculas de adhesion ejemplares incluyen LFA-3 e
ICAM tales como ICAM-1. Las técnicas, procedimientos y reactivos utiles para la seleccion, clonacion, preparacion y
expresion de moléculas auxiliares ejemplares, incluyendo las moléculas co-estimulantes y las moléculas de adhesioén,
se ejemplifican en, por ejemplo, las patentes de EE.UU. N.° 6.225.042, 6.355.479 y 6.362.001.

Las células seleccionadas para convertirse en aAPC artificiales tienen preferiblemente deficiencias en el
procesamiento intracelular de antigenos, el trafico intracelular de péptidos y/o la carga intracelular de péptidos en
moléculas de CMH de clase | o clase Il, o son poiquilotérmicas (es decir, menos sensibles a la exposicion a temperatura
que las lineas celulares de mamiferos), o poseen tanto deficiencias como propiedades poiquilotérmicas. En algunos
aspectos, las células seleccionadas para convertirse en aAPC también carecen de la capacidad de expresar al menos
una contrapartida enddgena (por ejemplo, molécula de CMH de clase | o clase |l endégena y/o moléculas auxiliares
enddgenas como se describe anteriormente) de la molécula de CMH de clase | o clase Il exdgena y componentes
moleculares auxiliares que se introducen en las células. Ademas, las aAPC artificiales, en algunos casos, retienen las
deficiencias y las propiedades poiquilotérmicas que poseian las células antes de su modificacion para generar las
aAPC. Las aAPC ejemplares constituyen o se derivan de un transportador asociado con una linea celular deficiente
en el procesamiento de antigenos (TAP), tal como una linea celular de insecto. Una linea de células de insecto
poiquilotérmicas ejemplar es una linea celular de Drosophila, tal como una linea celular Schneider 2 (véase, por
efemplo, Schneider, 1972). Se proporcionan procedimientos ilustrativos para la preparacion, el crecimiento y el cultivo
de células Schneider 2 en las patentes de EE. UU. N.°© 6.225.042, 6.355.479 y 6.362.001.

Los aAPC pueden estar sujetos a un ciclo de congelacion-descongelacion. Por ejemplo, los aAPC pueden congelarse
poniendo en contacto un receptaculo adecuado que contiene los aAPC con una cantidad apropiada de nitrégeno
liquido, didxido de carbono sélido (hielo seco) o material similar a baja temperatura, de modo que la congelacion ocurra
rapidamente. Se descongelan entonces los aAPC congelados, ya sea retirando los aAPC del material a baja
temperatura y exponiéndolos a condiciones de temperatura ambiente, o mediante un proceso de descongelacién
facilitado en el que se emplea un bafio de agua tibia o una mano caliente para facilitar un menor tiempo de
descongelacion. Ademas, los aAPC pueden congelarse y almacenarse durante un periodo prolongado de tiempo antes
de la descongelacion. Los aAPC congelados también pueden descongelarse y, a continuacion, liofilizarse antes de su
uso posterior. Preferiblemente, los conservantes que podrian afectar negativamente a los procedimientos de
congelacién y descongelacion, tales como el dimetilsulféxido (DMSO), los polietilenglicoles (PEG) y otros conservantes,
estan ausentes en los medios que contienen aAPC que experimentan el ciclo de congelacién y descongelacion, o se
retiran esencialmente, por ejemplo, mediante la transferencia de aAPC a medios que carecen esencialmente de tales
conservantes.

En ciertas otras realizaciones, el acido nucleico xenogénico y el acido nucleico endégeno de aAPC pueden inactivarse
por reticulacion, de modo que esencialmente no ocurre crecimiento celular, replicacion o expresion de acido nucleico
después de la inactivacion. En una realizacion, los aAPC se inactivan en un punto posterior a la expresion de CMH y
moléculas auxiliares exégenos, la presentacion de tales moléculas sobre la superficie de los aAPCs y la carga de las
moléculas de CMH presentadas con péptido o péptidos seleccionados. Por consiguiente, tales aAPC cargados con
péptidos inactivados y seleccionados, aunque se vuelven esencialmente incapaces de proliferar o replicar, retienen la
funcién de presentacion del péptido seleccionado. Preferiblemente, la reticulacion también procura aAPC que estan
esencialmente libres de microorganismos contaminantes, tales como bacterias y virus, sin disminuir sustancialmente
la funcién de la célula presentadora de antigeno de los aAPC. Por tanto, la reticulacién mantiene las importantes
funciones de APC de los aAPC al tiempo que ayuda a aliviar las preocupaciones sobre la seguridad de un producto
de terapia celular desarrollado utilizando los aAPC. Para los procedimientos relacionados con reticulacion y aAPC,
véase por ejemplo, la Publicacion de Solicitud de Patente de EE.UU. No. 20090017000.

IV. Ejemplos

Los siguientes ejemplos se incluyen para demostrar realizaciones preferidas de la invencién. Se debe apreciar por
aquellos expertos en la técnica que las técnicas descritas en los ejemplos que siguen representan las técnicas
descubiertas por el inventor para funcionar correctamente en la practica de la invencion, y por lo tanto, se puede
considerar que constituyen los modos preferidos para su practica.

Ejemplo 1

Materiales y procedimientos
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Generacion de plasmidos de ADN de grado clinico.

El transposén SB, CoOpCD19RCD28{/pSBSO, expresa el codén humano optimizado (CoOp) CoOpCD19RCD28C
CAR de segunda generacion bajo el promotor compuesto hibrido EF-1/HTLV (InvivoGen) compuesto por Factor de
alargamiento-1a (EF-1a [Kim y col. 1990] y 59 regiones no traducidas del virus de la leucemia de células T humanas
(HTLV) [Singh y col. 2011; Davies y col. 2010]. La derivacién de este pldsmido de ADN se describe en la figura S1. La
SB transposasa, SB11, bajo el promotor de citomegalovirus (CMV) se expresa en cis del plasmido de ADN pCMV-
SB11 (Singh y col. 2011; Singh y col. 2008). Ambos plasmidos fueron secuenciados en su totalidad y fabricados por
el Centro de Biofabricacion Clinica de Waisman (Madison, WI) usando kanamicina para la seleccion de la cepa
bacteriana E. Coli DH5a.

Generacién de plasmidos de ADN de recombinacidn especificos de sitio triple - EZ-Build-CARs

Usando la secuencia de ADN del CAR descrita anteriormente (CoOpCD19RCD28z/pSBSO0), las partes CD19 ScFyv,
la bisagra IgG4 Fc y el dominio CD28 transmembrana y la porcién citosdlica conjugada con el dominio de sefializacion
CD3¢ fueron flanqueadas por sitios de recombinaciéon lambda, sintetizados por Geneart (Life Technologies) como
productos de PCR. Estas tres partes se insertaron individualmente en los plasmidos pDonors221 (por la enzima BP
clonasa (ambas de Invitrogen). Los tres plasmidos se recombinaron con el plasmido de Bella Durmiente de
recombinacion especifica de sitio triple por la enzima LR PLUS clonase (Invitrogen) generando el EZ-Build
CD19CD28¢ CAR en el formato scFv-B-andamio-C-dominio (s) de sefializacién (FIG. 1)

Recuento celular

La exclusiéon de azul de tripano se uso para distinguir células vivas de células muertas y se cont6 usando Cellometer
(Nexecelom Bioscience) (Singh y col. 2011).

Aislamiento de PBMC

Los productos de leucaféresis de dos donantes sanos voluntarios varones se compraron de Key Biologics LLC
(Memphis, TN). Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) se aislaron mediante la adaptacion del
sistema Biosafe Sepax (Eysins, Suiza) para el trabajo de conformidad con cGMP. Brevemente, después de cerrar
todas las abrazaderas del kit CS-900, se transfirieron asépticamente 100 ml de Ficoll (GE Healthcare) a través de
jeringas de 60 ml a una bolsa de medio con gradiente de densidad (“bolsa de ficoll”) a través del conector Luer-lock y
el tubo se sell6 en caliente con un sellador de mano (Sebra, Modelo # 2380). El kit se conectd a una bolsa de 1.000 ml
que contenia tampdn CliniMACS (PBS/EDTA, Miltenyi, Cat # 70026) con 20 ml de albumina de suero humano al 25 %
(HSA) (Baxter) (2 % v/v, tampon de lavado) para lavados, una bolsa de producto final [paquete de transferencia de
300 ml con acoplador (Baxter/Fenwal 4R2014)] y una bolsa de reactivo/sangre. Usando el protocolo de separacion
basado en gradiente de densidad (v126), el piston de la jeringa se cargo en la camara de la centrifuga y la cubierta de
Sepax aAPC (clon # 4) para propagar selectivamente las células CAR + T Las aAPC irradiadas con ¢ se usaron para
expandir numéricamente las células T genéticamente modificadas. Los aAPC descongelados de WCB se propagaron
en CM durante hasta 60 dias en bolsas de cultivo celular Vuelife y se cosecharon utilizando el procedimiento de
recoleccion Biosafe Sepax Il. Brevemente, el kit CS-490.1 se conectd a una bolsa de salida de 300 ml (paquete de
transferencia) a través de la conexion de bloqueo Luer. La camara de separacion se instald en el pozo y el tubo se
insertd en el sensor optico y las llaves de paso se alinearon en posicién T. Después de conectar la linea del sensor de
presion, la bolsa del producto y las bolsas de sobrenadante/plasma se colgaron en el soporte. El protocolo modificado
PBSCv302 se seleccioné del menu Sepax y el volumen del producto de entrada que se va a procesar (volumen inicial)
se ajustd a #840 ml. Después de la validacion y prueba del kit, se inicié el procedimiento. Una vez finalizado, se
retiraron las bolsas, se cerraron las abrazaderas y se retir6 el kit. Las células de la bolsa del producto final se eliminaron
asépticamente, se lavaron dos veces con medio de lavado (10 % de HSA en Plasmalyte) y se contaron. Se irradiaron
aAPC (100 Gy) usando un radiador CIS BIO International (IBL-437 C # 09433) y se crioconservaron para su uso
posterior en medios de crioconservacion usando un congelador de velocidad controlada (Planer Kryo 750). El clon #
4 aAPC derivado de K562 cargado con anti-CD3 (OKT3) se us6 para propagar las células T de control autélogas de
control (CARneg) que no habian sufrido modificacion genética. Los aAPC, obtenidos del cultivo, se incubaron durante
la noche en X-Vivo 15 sin suero (cat # 04-744Q, Lonza) que contenia acetilcisteina al 0,2 % (Acetadote. Cumberland
Pharmaceuticals) denominado medio de carga (LM). Al dia siguiente, las células se lavaron, se irradiaron (100 Gy)
usando un radiador 1000 Elite Cs-137 de célula Gamma (MDS Nordion), resuspendido en LM a una concentracion de
106 células/ml junto con 1 mg/10 € células de CD3 antihumano purificado de grado funcional (clon-OKT3, 16-0037-85,
eBioscience) y se incubaron con agitacion suave en un rotador 3-D (Lab-Line) a 4 °C durante 30 minutos. Después de
tres lavados con LM, las células se usaron en experimentos o se congelaron en alicuotas en nitrégeno liquido en una
capa de vapor para su uso posterior.

Fabricacion de células CAR+ T

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2764471 T3

Las PBMC descongeladas se resuspendieron en (i) kit de células T humanas (cat # VPA-1002, Lonza; 100 uL para
2x107 células en una cubeta), con (ii) el plasmido de ADN (CoOpCD19RCD28/pSBSO) que codifica para el transposén
CD19RCD28 CAR (15 ug de ADN superenrollado por 2x10 7 PBMC por cubeta), y (iii) el plasmido de ADN (pCMVSB11)
que codifica para la transposasa SB11 (5 ug de ADN superenrollado por 2x10 7 PBMC por cubeta). Esta mezcla se
transfirié inmediatamente a una cubeta (Lonza), se sometié a electroporacion (definiendo el dia de cultivo 0) usando
Nucleofector Il (Programa U-14, Amaxa/Lonza), reposd en medio completo RPMI al 10 % durante 2 a 3 horas, y
después de un cambio de medio-medio, se incubd durante la noche a 37 °C, 5 % de CO 2. Al dia siguiente, las células
se recolectaron, contaron, fenotiparon mediante citometria de flujo y se cultivaron conjuntamente con aAPC irradiado
con ¢ en una proporcion de 1: 2 (célula CAR + T: aAPC), que marco el dia de cultivo 1 y el comienzo de un ciclo de
estimulacion de 7 dias. IL-21 (cat # AF-200-21, PeproTech) y 1L-2 (cat # NDC 65483-116-07, Novartis) se agregaron
en un horario de lunes-miércoles-viernes en adelante del dia 1 y el dia 7 respectivamente. Las células NK pueden
prevenir la expansion numérica de las células CAR + T, especialmente si su crecimiento excesivo ocurre temprano en
el proceso de cultivo de tejidos. Por lo tanto, se realiz6 un agotamiento de CD56 si las células CD3negCD56 + $10 %
usando cuentas CD56 (cat # 70206, Miltenyi Biotech, cuentas de 20 ml/107 células) en columnas LS (cat # 130-042-
401, Miltenyi Biotech) en tampén CliniMACS que contiene un 25 % de HSA (80 ml/107 células).

Generacioén de células T de control CAR "9

Como control, las PBMC transfectadas simuladas 5x10 € se cultivaron conjuntamente con el clon # 4 de aAPC derivado
de K562 irradiado y cargado con anti-CD3 (OKT3) en una proporcion de 1: 1 en un ciclo de estimulacion de 7 dias.
Todos los cultivos se complementaron con IL-21 (30 ng/ml) desde el dia 1 de cultivo en adelante, e IL-2 (50 U/ml)
comenzando 7 dias después del inicio del cultivo. Todas las citoquinas se agregaron posteriormente cada dos dias

Inmunofenotipo de células

Las células se tifieron usando anticuerpos en 100 ml de tampon FACS (2 % de FBS, 0,1 % de azida de sodio) durante
30 minutos a 4 °C. La adquisiciéon se realiz6 con FACSCalibur (BD Bioscience) y se analizé con FCS Express
3.00.0612

Ensayo de liberacion de cromo

Las células T fueron evaluadas por su citotoxicidad en un ensayo estandar de liberaciéon de cromo de 4 horas usando
51 células objetivo marcadas con Cr. Las células T se sembraron por triplicado a 1x10 %, 0,5x10 5, 0,25x10 5, 0,125x10
5 placa inferior (Costar). Después de la incubacion, se recogieron 50 L de sobrenadante en LumaPlate (Perkin Elmer),
se leydé en TopCount NXT (Perkin Elmer) y se calculd el porcentaje de lisis especifica por:

51Cr experimental liberado - 3'Cr espontaneo liberado x 100
Maximo de 5'Cr liberado - ®'Cr espontaneo liberado

La liberacion espontanea y maxima se determind midiendo el cromo en el sobrenadante acondicionado de las células
objetivo incubadas con CM o 0,1 % Triton X-100 (Sigma), respectivamente y 0,0625x10 5 células/pocillo con 5x10 3
células objetivo en un V de 96 pocillos (Manufacturee Novo Software, Thornhill, Ontario, Canada).

Ejemplo 2

Generacion de CD19 * CAR

Se generd un CD19 + CAR utilizando los procedimientos descritos anteriormente en el Ejemplo 1 (denominado
procedimiento “EZ”). Estos CD19 * CAR (CD19CAR) se compararon con un CD 19CAR de grado clinico (“CG”)
generado mediante un procedimiento anterior.

Los datos mostraron que el sistema de recombinacion de sitio triple generé un CD19CAR (EZ) similar al grado clinico
CD19CAR (CG). Las huellas dejadas por los sitios de recombinacion en los plasmidos no interfirieron en la expresion
y funcion del CAR (FIGS. 2A-B).

Ejemplo 3

Generacion de dominios transmembrana que contienen CAR (CD8, CD28) y dominios de sefializacién (CD28,
4-1BB)

Varios CAR probados han mostrado una expansion, citotoxicidad y citotoxicidad Th1 similares. CD19-BB-z ha
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mostrado una menor produccién de citocinas Th2; en vivo, fue eficiente en el control de enfermedades en ratones
(Terapia Molecular 17 (8): 1453-1464, 2009). Sin embargo, existe una preocupacion debido al hecho de que las células
persistieron in vitro sin estimulacién antigénica

Los CAR en la clinica se muestran a continuacién en la tabla 2. En algunas realizaciones, un CAR de la presente
invencién no tiene la construccion especifica como se muestra en la tabla 2 a continuacién. Alternativamente, en
algunas realizaciones, los procedimientos de la presente invencién pueden usarse para generar otra variacion de un
CAR que tenga las caracteristicas del CAR mencionadas a continuacion en la tabla 2 que, sin embargo, es diferente
del CAR que se esta utilizando actualmente en la clinica.

Tabla 2: CAR en la clinica
Ensayo clinico UPenn Cooper (MDACC)
Procedimiento de transferencia de genes Lentivirus EIectroporqcmn/BelIa
Durmiente
scfv derivado de FMC63 FMC63
Andamio CD8alpha 19G4
Region espacial 69 aa 230 aa
Transmembrana CD8alpha CD28
Endodominio(s) de sealizacién CAR CD1 327etyaCD3- CD28 y CD3-zeta
- . Cuentas
Procedimiento de cultivo CD3/CD28 K562 aAPC
Citosina IL-2 IL-2 e IL-21
Tiempo de cultivo 14 dias 28 dias
Expresion transgénica en producto 4-23 9% >80 %

infundido

Los disefios de construccion CAR especificos se ilustran en la FIG. 3. Como se muestra en la FIG. 3, se generd un
esquema de varios CAR usando una combinacion de CD19scfv, bisagra CD8a o tallo Fc IgG4, transmembrana CD8
(TM) o CD28 TM o CD137 TM y senalizacion a través del endodominio CD28 o CD137 junto con el endodominio
CD3zeta.

Las construcciones CAR mostradas en la FIG. 3 se clonaron luego en plasmidos de Bella Durmiente que contenian
etiquetas SIM y FRA para permitir el seguimiento en estudios de repoblacion competitivos, cuando se amplificaron
usando un cebador CVseq7 comun. Los plasmidos de seguimiento de la Bella Durmiente se muestran en la FIG. 4.

Las construcciones CAR mostradas en la FIG. 3 se electroporaron en células T usando Amaxa Nucleofector Il y se
cultivaron conjuntamente con aAPC durante 28 dias en presencia de citocinas (IL2, IL-21). Se muestra la expresion
de CAR el dia después de la electroporacion (dia 1) y después de 28 dias de co-cultivo con aAPC (dia 28). Se muestran
diagramas de puntos para CD3 y CAR, donde se us6 Ab especifico de CD3 y anti-CD 19scfv para distinguir las células
Ty CAR. Los resultados de expresion de CAR se muestran en la FIG. 5.

Las construcciones CAR mostradas en la FIG. 3 fueron evaluadas para la expresion de CAR a lo largo del tiempo
durante 28 dias y se muestra. Después de 21 dias, la mayoria de los cultivos tenian >80 % de expresion de CAR. La
cinética de expresion de CAR se muestra en la FIG. 6.

El porcentaje de expresion de células T CD4 y CD8 en cultivos nucleofeccionados con CAR de la fig. 3 se muestra
después de 28 dias de co-cultivo con aAPC. Estos resultados de fenotipo se muestran en la FIG. 7.

Después de 28 dias de co-cultivo CAR * Las células T (que expresan el CAR descrito en la figura 3) se evaluaron para
determinar la expresion de marcadores relacionados con la memoria (CD45RA, CCR7, CD27), activacion (CD69, HLA-
DR), citotoxico (Perforina, Granzima B), agotamiento/senescencia (CD57, KLRG1, PD1) y adhesiéon (CD39, CD150).
Los resultados para este fenotipo extendido se muestran en las FIGS. 8A-B.

Las células CAR * T (que expresan el CAR descrito en la FIG. 3) se evaluaron para la expresion de CD3 ¢ usando
transferencia Western. Los lisados celulares se procesaron en condiciones desnaturalizantes, se transfirieron y se
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midio la expresion de CD3 ¢ imer quimérico usando un mAb CD3¢ antihumano primario de ratén y una IgG anti-raton
de cabra conjugada con HRP usando el sustrato SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity. Se observan bandas
CD3C quiméricas a 52, 71 y 78 kD en relaciéon con el tamafio de las construcciones CAR. Estos resultados de
transferencia western se muestran en la FIG. 9.

Las células T electroporadas con las construcciones CAR (descritas en la FIG. 3) se estimularon con K562 aAPC el
dia 1y cada 7 dias a partir de entonces durante 28 dias. Al final de cada ciclo de estimulacion, las células se contaron
usando el procedimiento de exclusion de azul tripan y se fenotiparon para la expresion de CD3 y CAR. Los graficos
mostrados en la FIG. 10 representan recuentos de células inferidos para las células, CD3 y CAR * T totales a lo largo
del tiempo.

Se midi6 la expansion de las células. Doblar la expansion para las células totales (FIG. 11) y las células CAR * (FIG.
12) T se calcularon los dias 14, 21 y 28 de co-cultivo comparando los recuentos con el dia 1 (después de la
electroporacion). Los resultados se muestran en la FIG. 11 y la FIG. 12.

La citotoxicidad se midi6 para las células T que expresan CAR (células CAR * T). Las células CAR * T (que expresan
CAR descritas en la FIG. 3) fueron evaluadas por su citotoxicidad contra CD19 * objetivos tumorales (Daudif§ 2m,
NALM-6 y CD19 * EL-4) en comparacion con CD19 "9 EL-4 en un ensayo estandar de liberaciéon de cromo de 4 horas.
Los resultados se muestran en la FIG. 13, la FIG. 14, la FIG. 15y la FIG. 16.

Produccién intracelular de IFN-y. Las células CAR * T (que expresan las construcciones descritas en la FIG, 3) se
incubaron con las células estimuladoras (CD19 * y CD19 "9) en presencia de inhibidor del transporte de proteinas
durante 4-6 h, fijadas, permeabilizadas y tefiidas con mAb especifico de IFN-y. Se usé PMA-lonomicina como control
positivo. Los resultados para la produccion intracelular de IFN-y se muestran en la FIG. 17, la FIG. 18, la FIG. 19,y la
FIG. 20.

PCR para transposasa SB11. EI ADN aislado de las células T CAR + (fig. 3) se amplificé usando cebadores especificos
SB11 en un termociclador. Se us6 GAPDH como gen de mantenimiento, y el plasmido pCMV-SB11 linealizado, el
ADN gendémico de las células Jurkat que expresan SB11 se usaron como controles positivos. Las células CAR "9 se
usaron (sin ADN) como controles negativos. Estos resultados de PCR se muestran en la FIG. 21.

El numero de copias de CAR se midi6 usando PCR cuantitativa (QPCR). El numero integrado de transgén CAR en
células (de las construcciones CAR mostradas en la FIG. 3) se evalu6 amplificando el ADN gendmico usando
cebadores y sondas especificas para el tallo de IgG4 Fc y repeticiones invertidas/directas (IR/DR). EI gen RNAse P
se us6 como control interno, y la linea celular Jurkat que expresa una copia unica de CAR se utilizé para generar una
curva estandar. Los resultados se muestran en la FIG. 22.

A continuacién, se midié la presencia o ausencia de crecimiento auténomo en las células CAR + T. El crecimiento
aberrante de las células CAR + T (que expresa las construcciones CAR que se muestran en la FIG. 3) se controld y
midio cultivando células T en ausencia de citocinas y aAPC. Las células se contaron cada 7 dias y los porcentajes de
células vivas/muertas (desde el dia 1) se calcularon y se representaron graficamente. Como se muestra en la FIG. 23,
se observo que mas del 80 % de las células T estaban muertas el dia 14, lo que demuestra la falta de crecimiento
auténomo.

Se podrian expresar varias CAR (> 80 %), expandidas (~1010) y fueron citotdxicas (~60 %, Daudi) en extension
similar. Los dominios de andamiaje (IgG4 o CD8a) se usaron para construir CAR y no afectaron a la expresioén ni a la
potencia. Los dominios transmembrana (CD8, CD28) no afectaron a la potencia. El dominio transmembrana 4-1BB
(216) afecté a la expresién (anti-scFv Ab), pero no a la citotoxicidad y la produccion de citocinas. La combinacién de
dominios de sefializacién, CD28 y 4-1BB no tuvo un efecto aditivo. Las células CAR + T exhibieron memoria/fenotipo
efector. Los CAR que contienen solo el dominio 4-1BB (212, 214, 217) tuvieron una mayor expresion de CCR7 en
comparacion con otros. Las células expresaron marcadores de memoria (CD27hi, CD45RAhi, CCR7Io), activaciéon
(CD69med, HLA-DRNhi), citdlisis (granzymehi, perforinlo) y adhesion (CD39hi, CD150lo), pero cantidades
insignificantes de marcadores inhibitorios (CD57, PD1, KLRG1) fueron observados. Todos los CAR, incluidos los que
contienen el dominio 4-1BB, carecian de transposasa SB11 y no se auto-proliferaron.

Ejemplo 4
Generacion de CAR que contiene CD3-zeta
Los CAR que contienen CD3( se proporcionan en este ejemplo. Un diagrama general del disefio de CAR se muestra

en la FIG. 24) Como se muestra en la FIG. 24, se muestra una comparacion del disefio de CAR (FIG. 24, derecha)
con una molécula de anticuerpo (FIG. 24, izquierda).
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Las secuencias CD3( se muestran en la FIG. 25) La secuencia de CD3zeta y su isoforma se muestran en la FIG. 25.
Los disefios CAR incluyeron CD3 zeta (isoforma 1) que forma uno de los restos de sefializacion de endodominio y
tiene tres ITAM.

Las construcciones CAR especificas se muestran en la FIG. 26 y la FIG. 27) La FIG. 26 muestra un esquema de CAR
especifico de CD19 que tiene tallos largos (IgG4), medios (bisagra CD8a) y pequefios (IgG 12 aa) que sefializan a
través de los endodominios CD28 o CD137. La nomenclatura de las moléculas CAR con diferentes tallos y sefializacién
se muestra en la FIG. 27.

Se midio la expresion de CAR. La expresidon de CAR (como se describe en la FIG. 26) se midi6 el dia después de la
electroporacion (dia 1) y después de 28 dias de co-cultivo en aAPC (dia 28). Los graficos de puntos de CD3 y CAR
(medidos por el mAb especifico de CD19scfv) se muestran en la FIG. 28.

La cinética de expansién se midio para el CAR. Las células T electroporadas con construcciones CAR (mostradas en
la figura 26) se cultivaron conjuntamente en aAPC en un ciclo de estimulacion de 7 dias. Las células fueron contadas
y evaluadas para la expresion de CD3 y CAR. Los resultados se muestran en la FIG. 29 y la FIG. 30.

Se midié la citotoxicidad de las células CAR * T. Al final de 28 dias de co-cultivo las células CAR * T (que expresan
las construcciones mostradas en la FIG. 26) se evaluaron para determinar la citotoxicidad contra objetivos tumorales
en un ensayo de liberacién de cromo. Como se muestra en la FIG. 31, el porcentaje de citotoxicidad se midié en varias
relaciones efector a objetivo para CD 19RCD28 (CAR 194) y CD19RCD137 (CAR 217) contra los objetivos tumorales
CD19 * y CD19 "9, Como se muestra en la FIG. 32, se obtuvieron datos para el porcentaje de lisis de CD19 * EL-4
por las células CAR * T (que expresan construcciones CAR mostradas en la FIG. 26) en una relacién E: T de 20: 1.
Se midi6 el porcentaje de expresion de CD27, CD62L, CD28 y CCR7 en las células CAR * T (que expresa las
construcciones que se muestran en la FIG. 26), y los resultados se muestran en la FIG. 33.

La produccién de citocinas intracelulares se midié para las células CAR * T. Las células estimuladoras (CD19 *y CD19
ned) se incubaron con las células CAR * T (que expresan CAR mostrados en la FIG. 26) durante 4 horas en presencia
de inhibidor de transporte de proteinas y tefiidas con mAb IFN-y e IL-2. La PMA-lonomicina sirvié como control positivo
y las células T solas sirvieron como control negativo. La FIG. 34 muestra el porcentaje de células productoras de IFN-
y después de la estimulacién. La FIG. 35 muestra la descomposicién de las células productoras de IFN-y y/o IL-2
después de la incubacion con el coctel de estimulacion celular (PMA-lonomicina).

Las células CAR * T se midieron por la presencia de ausencia de crecimiento auténomo. Las células CAR * T (que
expresan CAR descritas en la FIG. 26) se evaluaron por su falta de crecimiento aberrante en ausencia de estimulacion
externa (citocinas y aAPC) durante 18 dias. Al final de los 18 dias, mas del 80 % de las células estaban muertas,
mostrando falta de crecimiento no deseado. Como se muestra en la FIG. 36, se observo una falta de crecimiento
auténomo.

El nimero de copia CAR se midi6 en las células CAR * T. El numero de copias de la molécula CAR integrada se
evalué usando cebadores/sondas especificas para las regiones IgG4-Fc e IR/DR mediante gPCR. Como se muestra
en la FIG. 37, se observo el numero de copia CAR integrado (de CAR mostrado en la FIG. 26) usando la sonda IR/DR.
Como se muestra en la FIG. 38 y la FIG. 39, se proporciona una compilacion de datos del niumero de copias CAR en
forma de tabla y grafica para construcciones CAR (para ambas construcciones CAR mostradas en la FIG. 3 y
construcciones CAR mostradas en la FIG. 26) como se probd en dos experimentos independientes (P491; C714 y
GCR357861).

Estos datos muestran que los CAR con varios espaciadores pueden expresarse y crecer in vitro en el sistema de
cultivo como se describe en esta invencion. Se observd que todos los CAR tenian una expresion CAR similar. La
citotoxicidad maxima de CD19 + EL-4 se observé en CAR con una regién de bisagra CD8. Se observd una expresion
similar de CD62L y CD28 en todos los CAR probados. Se observo una alta frecuencia de integracion medida por el
nimero de copias CAR en todos los CAR, excepto CAR que contenia el tallo IgG4-Fc. Se observd una falta de
crecimiento autonomo y SB11 por PCR. Al contrario de informes anteriores, la inclusion de un separador 12aa en el
CAR no confirié una funcionalidad mejorada en estos estudios.

Ejemplo 5
Montaje rapido de CAR de componentes principales

Los inventores generaron un CAR especifico de CD19 que se activa a través de CD28/CD3-zeta quimérico utilizando
la plataforma EZ CAR en paralelo con células CD19RCD28m¢ CAR + T de grado clinico (CG CAR). Ambas secuencias
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de CARD CD28/CD3-¢ Clinical y EZ CAR CD19RCD28m( de grado clinico se insertaron en vectores de transposén
de Bella Durmiente y se electroporaron en células T. Después de la electroporacion, las células T se cultivaron en
presencia de células presentadoras de antigeno artificiales CD19 + (también llamadas células activadoras y
propagadoras, o AaPC) para la expansion especifica de antigeno de las células T. La expresion de los CAR en la
superficie de las células T se midi6 cada semana mediante citometria de flujo (expresién Fc +), que muestra una
expresion CAR similar en las células CD19 CAR T de grado clinico y las células EZ CD19 CAR T. También se realizé
un ensayo de liberacién de cromo (CRA) para evaluar la funcion de destruccién de las células T CD19 CAR +
generadas por la plataforma EZ CAR contra las células tumorales. Después de 4 horas de incubacion, se observé que
el porcentaje de lisis celular especifica era del 52 % por las células EZ CAR T y del 49 % por las células CG CART.

Estos resultados demuestran que las células CAR * T funcionales se generaron usando estos procedimientos. Los
inventores realizaron a continuacién una producciéon rapida de CAR utilizando los procedimientos descritos
anteriormente en combinacién con una biblioteca de pldsmidos que contienen los siguientes tres componentes de una
molécula CAR: bisagras (i) anti-CD 19 scFv (ii) 5 con diferentes tamafios (grande - IgG4a e IgG4AEQ, medio - CD8aq,
pequefio- t-20AA y t-12AA) y (iii) diferentes combinaciones de 7 dominios de sefializacion (CD27, CD28, CD28AY 173
— F 173,CD134, CD137, CD278) con el dominio CD3Z. La transfeccion de células HEK 293 con plasmido que contiene
el transgen CAR se utilizé para seleccionar 27 construcciones CAR diferentes para asegurar la expresion de la proteina
CAR en la superficie celular. La prueba de alto rendimiento de moléculas CAR individuales se llevé a cabo utilizando
el iQue ™ Screener (Intellicyt, Albuquerque, NM), un citdémetro de flujo de alto rendimiento, donde se realizan ensayos
citotoxicos utilizando células objetivo disefiadas que expresan un reportero de granzima B fluorescente o GFP. Los
resultados se muestran en las FIGS. 40A-E.

Se realizaron experimentos adicionales para seleccionar las moléculas CAR utilizando IntelliCyt's iQue ™. iQue ™
utiliza citometria de flujo de alto rendimiento, una tecnologia complementaria que genera informacién al estudiar
grandes poblaciones utilizando capacidades de multiplexacion y analisis de célula por célula. Los inventores adaptaron
esta tecnologia para informar sobre el potencial terapéutico de las células T modificadas con paneles de CAR. Las
células T de los pocillos pueden tefiirse para la viabilidad, asi como las sefiales de activacion (por ejemplo,
sobrerregulacion de CD25), liberacién de citoquinas y destruccion. Por lo tanto, los inventores adaptaron el iQue
Screener y aprovecharon su capacidad para realizar la deteccion multiplexada de citocinas basadas en cuentas y
ensayos basados en células. Los resultados obtenidos indican que esta tecnologia puede usarse para probar una gran
cantidad de células CAR T diferentes generadas por la plataforma EZ CAR. Los datos se generaron utilizando iQue™
de IntelliCyt, donde se evaluaron 2 poblaciones de células CAR T en cuanto a su capacidad para matar células objetivo.
Los resultados se muestran en las FIGS. 41A-B y la FIG. 42. Estos resultados demuestran que las moléculas de CAR
estaban activas y que el procedimiento iQue™ puede usarse efectivamente para evaluar la actividad de CAR.
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caggagggcc

ggcatgaagg

accgccacca

agcactacta
ccgtgteccag
tgggcggace
ggacccccga
tcaactggta
agttcaatag
acggcaagga
ccatcagcaa
aagaggagat
gcgacatcge
cceetgtget
gccggtggea
actacaccca
tgggtggegt
tgaagagagg
agaccaccca
gcgaactgceg
accagctgta
ggagaggccg
tgtataacga
gcgagcggceg

aggataccta

<210> 3

<211> 2034

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 3

ES 2764471 T3

ctacggecgge
cgagagcaag
cagcgtgttce
ggtgacctgt
cgtggacggce
cacctaccgg
atacaagtgt
ggccaagggce
gaccaagaat
cgtggagtgg
ggacagcgac
ggagggcaac
gaagagcctg
gctggectge
ccggaagaaa
ggaagaggac
ggtgaagttc
caacgagctg
ggaccctgag
actgcagaaa

gaggggcaag

cgacgcecctg

agctacgcca
tacggcceccte
ctgttcecceccece
gtggtggtgg
gtggaggtgce
gtggtgtceg
aaggtgtcca
cagcctecggg
caggtgtccc
gagagcaacg
ggcagcttct
gtctttaget
tcecctgagece
tacagcctge
ctgctgtaca
ggctgcagct
agccggagceg
aacctgggcece
atgggcggea
gacaagatgg
ggccacgacg

cacatgcagg

30

tggactactg
cctgccecccee
ccaagcccaa
acgtgtccca
acaacgccaa
tgctgacegt
acaagggcct
agccccaggt
tgacctgcect
gccagcccga
tcctgtacag
gctcecgtgat
tgggcaagat
tggtgacagt
tcttcaagca
gcecggttece
ccgacgcccce
ggagggagga
agccccggag
ccgaggccta
gcctgtacca

ccectgeccecee

gggccagggce

ttgcecetgee
ggacaccctg
ggaggacccc
gaccaagccc
gctgcaccag
gcccagcagce
gtacaccctg
ggtgaagggce
gaacaactac
caggctgacc
gcacgaggcc
gttctgggtg
ggccttcatce
gcccttcatg
cgaggaagag
tgcctaccag
gtacgacgtg
aaagaaccct
cagcgagatc
gggcctgage

cagatga

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2037



atgctgctge tggtgaccag
atccccgaca tccagatgac
gtgaccatca gctgccggge
aagcccgacg gcaccgtcaa

cccagecggt ttageggeag

ES 2764471 T3

cctgectgetg
ccagaccacc
cagccaggac
gctgctgatce

cggctecegge

tgtgagctge
tccagectga
atcagcaagt
taccacacca

accgactaca

31

cccacccegce
gcgccagcect
acctgaactg
gccggetgea

gcctgaccat

ctttctgcetg

gggcgaccgg
gtatcagcag
cagcggegtg

ctccaacctg

60

120

180

240

300



gagcaggagg
ggcggcggaa
ggcgagggcea
cccagccaga
gtgtcctgga
agcgagacca
agcaagagcc
tactgtgcca
accagcgtga
ccecgagttcee
atgatcagcc
gaggtccagt
cgggaggagc
gactggctga
atcgagaaaa
ccecectagece
ttctacccca
aagaccaccc
gtggacaaga
ctgcacaacc
ctggtegtgg
atcttttggg
ccceggagge
gccgectace
ggccagaacce
gacaagcgga
gagggcctgt
atgaagggcg

gccaccaagg

acatcgccac
caaagctgga
gcaccaaggg
gcctgagegt
tcecggecagece
cctactacaa
aggtgttcct
agcactacta
ccgtgteccag
tgggcggace
ggacccccga
tcaactggta
agttcaatag
acggcaagga
ccatcagcaa
aagaggagat
gcgacatcge
cceetgtget
gccggtggea
actacaccca
tgggtggegt
tgaggagcaa
ctggccccac
ggagccgggt
agctgtacaa
gaggccggga
ataacgaact
agcggcggag

atacctacga

ES 2764471 T3

ctacttttgce
gatcaccggce
cgaggtgaag
gacctgtacc
ccctaggaag
cagcgcecctg
gaagatgaac
ctacggecgge
cgagagcaag
cagcgtgttce
ggtgacctgt
cgtggacgge
cacctaccgg
atacaagtgt
ggccaagggc
gaccaagaat
cgtggagtgg
ggacagcgac
ggagggcaac
gaagagcctg
gctggectge
gcggagcaga
ccggaagcac
gaagttcagc
cgagctgaac
ccctgagatg
gcagaaagac
gggcaagggc

cgeccectgecac

cagcagggca
agcacctccg
ctgcaggaga
gtgtccggeg
ggcctggagt
aagagccggce
agcctgcaga
agctacgcca
tacggcceccte
ctgttcecceccece
gtggtggtgg
gtggaggtgce
gtggtgtceg
aaggtgtcca
cagcctecggg
caggtgtccc
gagagcaacg
ggcagcttct
gtctttaget
tcecctgagece
tacagcctge
ggcggccaca
taccagccct
cggagcgccg
ctgggecgga
ggcggcaagce
aagatggccg
cacgacggcc

atgcaggccce

32

acacactgcce
gcagcggcaa
gcggecctgg
tgtccctgee
ggctgggegt
tgaccatcat
ccgacgacac
tggactactg
cctgccecccee
ccaagcccaa
acgtgtccca
acaacgccaa
tgctgaccgt
acaagggcct
agccccaggt
tgacctgcect
gccagcccga
tcctgtacag
gctcecgtgat
tgggcaagat
tggtgacagt
gcgactacat
acgcccctcee
acgcccectge
gggaggagta
cccggagaaa
aggcctacag
tgtaccaggg

tgccceecccag

ctacaccttt
gcctggcage
cctggtggcece
cgactacggce
gatctgggge
caaggacaac
cgccatctac
gggccagggc
ttgcecetgee
ggacaccctg
ggaggacccc
gaccaagccce
gctgcaccag
gcccagcagce
gtacaccctg
ggtgaagggce
gaacaactac
caggctgacc
gcacgaggcce
gttctgggtg
ggccttcatce
gaacatgacc
cagggacttc
ctaccagcag
cgacgtgctg
gaaccctcag
cgagatcggce
cctgagcacc

atga

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

1860

1920

1980

2034



ES 2764471 T3

<210>4
<211> 1491
<212> ADN
5 <213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

10 <400>4

33
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atgctgectge tggtgaccag cctgectgetg tgtgagectge cccacccege ctttetgetg 60
atccccgaca tccagatgac ccagaccacc tccagcecctga gecgccagect gggcgaccgg 120
gtgaccatca gctgccggge cagccaggac atcagcaagt acctgaactg gtatcagcecag 180
aagcccgacg gcaccgtcaa gctgctgatc taccacacca gccggctgca cagcggegtg 240
cccageceggt ttagcecggcag cggctccecgge accgactaca gecctgaccat ctccaacctg 300
gagcaggagg acatcgccac ctacttttgec cagcagggca acacactgcecc ctacaccttt 360
ggcggcggaa caaagctgga gatcaccgge agcacctccg gcagcggcaa gcctggcagce 420
ggcgagggca gcaccaaggg cgaggtgaag ctgcaggaga gcggccctgg cctggtggece 480
cccagccaga gcctgagegt gacctgtacce gtgteccggeg tgtcececctgece cgactacgge 540
gtgtcectgga tccggcagece ccctaggaag ggectggagt ggetgggegt gatctgggge 600
agcgagacca cctactacaa cagcgccctg aagagccggce tgaccatcat caaggacaac 660
agcaagagcc aggtgttcct gaagatgaac agcctgcaga ccgacgacac cgccatctac 720
tactgtgcca agcactacta ctacggcggc agctacgcca tggactactg gggccaggge 780
accagcgtga ccgtgtccag caagcccacc accacccectg cccccagacce tccaacccca 840
gccectacaa tcgeccagcca geccctgage ctgaggeccg aagectgtag acctgecget 900
ggcggagccg tgcacaccag aggcctggat ttcgecctgeg acatctacat ctgggeccct 960
ctggcecggeca cctgtggegt getgetgetg agectggtca tcaccctgta ctgcaaccac 1020
cggaacaaga gaggccggaa gaaactgctg tacatcttca agcagcccett catgeggecce 1080
gtgcagacca cccaggaaga ggacggctgc agctgcecggt tccccgagga agaggaaggce 1140
ggctgcgaac tgcgggtgaa gttcagccgg agcgeccgacg cccctgceccta ccagcaggge 1200
cagaaccagc tgtacaacga gctgaacctg ggccggaggg aggagtacga cgtgctggac 1260
aagcggagag gccgggaccce tgagatggge ggcaagcccc ggagaaagaa ccctcaggag 1320
ggcctgtata acgaactgca gaaagacaag atggccgagg cctacagcga gatcggcatg 1380
aagggcgagc ggcggagggg caagggccac gacggcctgt accagggect gagcaccgece 1440
accaaggata cctacgacgc cctgcacatg caggccctgce cccccagatg a 1491

<210>5

<211> 1488

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Oligonucledtido sintético

<400> 5
atgctgectge tggtgaccag cctgectgetg tgtgagectge cccacccege ctttetgetg 60
atccccgaca tccagatgac ccagaccacc tccagcecctga gecgccagect gggcgaccgg 120
gtgaccatca gctgccggge cagccaggac atcagcaagt acctgaactg gtatcagcecag 180
aagcccgacg gcaccgtcaa gctgctgatc taccacacca gccggctgca cagcggegtg 240
cccageceggt ttagcecggcag cggctccecgge accgactaca gecctgaccat ctccaacctg 300
gagcaggagg acatcgccac ctacttttgec cagcagggca acacactgcecc ctacaccttt 360
ggcggcggaa caaagctgga gatcaccgge agcacctccg gcagcggcaa gcctggcagce 420
ggcgagggca gcaccaaggg cgaggtgaag ctgcaggaga gcggccctgg cctggtggece 480
cccagccaga gcctgagegt gacctgtacce gtgteccggeg tgtcececctgece cgactacgge 540
gtgtcectgga tccggcagece ccctaggaag ggectggagt ggetgggegt gatctgggge 600
agcgagacca cctactacaa cagcgccctg aagagccggce tgaccatcat caaggacaac 660
agcaagagcc aggtgttcct gaagatgaac agcctgcaga ccgacgacac cgccatctac 720
tactgtgcca agcactacta ctacggcggc agctacgcca tggactactg gggccaggge 780
accagcgtga ccgtgtccag caagcccacc accacccectg cccctagacce tccaacccecca 840
gccectacaa tcgeccagcca geccctgage ctgaggeccg aagectgtag acctgecget 900
ggcggagccg tgcacaccag aggcctggat ttcgecctgeg acatctacat ctgggeccct 960
ctggcecggeca cctgtggegt getgetgetg agectggtca tcaccctgta ctgcaaccac 1020
cggaatagga gcaagcggag cagaggcggc cacagcgact acatgaacat gaccccccgg 1080
aggcctggecce ccacccggaa gcactaccag ccctacgecce ctcccaggga cttcecgecgece 1140
taccggagce gggtgaagtt cagccggagce gccgacgccce ctgcecctacca gcagggcecag 1200
aaccagctgt acaacgagct gaacctgggc cggagggagg agtacgacgt gctggacaag 1260
cggagaggcc gggaccctga gatgggcggc aagccccgga gaaagaaccce tcaggagggce 1320
ctgtataacg aactgcagaa agacaagatg gccgaggcct acagcgagat cggcatgaag 1380
ggcgagcgge ggaggggcaa gggccacgac ggcctgtacc agggcctgag caccgecacce 1440
aaggatacct acgacgccct gcacatgcag gccctgcecceccec ccagatga 1488

<210> 6

<211> 1380

<212> ADN

35



ES 2764471 T3

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético
° <400> 6
atgctgectge tggtgaccag cctgectgetg tgtgagectge cccacccege ctttetgetg 60
atccccgaca tccagatgac ccagaccacc tccagcecctga gecgccagect gggcgaccgg 120
gtgaccatca gctgccggge cagccaggac atcagcaagt acctgaactg gtatcagcecag 180
aagcccgacg gcaccgtcaa gctgctgatc taccacacca gccggctgca cagcggegtg 240
cccageceggt ttagcecggcag cggctccecgge accgactaca gecctgaccat ctccaacctg 300
gagcaggagg acatcgccac ctacttttgec cagcagggca acacactgcecc ctacaccttt 360
ggcggcggaa caaagctgga gatcaccgge agcacctccg gcagcggcaa gcctggcagce 420
ggcgagggca gcaccaaggg cgaggtgaag ctgcaggaga gcggccctgg cctggtggece 480
cccagccaga gcctgagegt gacctgtacce gtgteccggeg tgtcececctgece cgactacgge 540
gtgtcectgga tccggcagece ccctaggaag ggectggagt ggetgggegt gatctgggge 600
agcgagacca cctactacaa cagcgccctg aagagccggce tgaccatcat caaggacaac 660
agcaagagcc aggtgttcct gaagatgaac agcctgcaga ccgacgacac cgccatctac 720
tactgtgcca agcactacta ctacggcggc agctacgcca tggactactg gggccaggge 780
accagcgtga ccgtgtccag cgagagcaag tacggccctc cctgecccecce ttgecececttte 840
tgggtgctgg tcgtggtggg tggegtgectg gecctgctaca gectgetggt gacagtggece 900
ttcatcatct tttgggtgag gagcaagcgg agcagaggcg gccacagcga ctacatgaac 960
atgaccccece ggaggcctgg ccccaccegg aagcactacc ageccctacgce ccctecccagg 1020
gacttcgeecg cctaccggag ccgggtgaag ttcagececgga gegecgacgce ccctgectac 1080
cagcagggcc agaaccagct gtacaacgag ctgaacctgg gccggaggga ggagtacgac 1140
gtgctggaca agcggagagg ccgggaccct gagatgggcg gcaagccccg gagaaagaac 1200
cctcaggagg gcctgtataa cgaactgcag aaagacaaga tggccgaggc ctacagcgag 1260
atcggcatga agggcgagcg gcggaggggc aagggccacg acggcctgta ccagggcectg 1320
agcaccgcca ccaaggatac ctacgacgcce ctgcacatgce aggccctgece ccccagatga 1380
10 <210>7
<211> 1383
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucledtido sintético
5 <400>7
atgctgectge tggtgaccag cctgectgetg tgtgagectge cccacccege ctttetgetg 60
atccccgaca tccagatgac ccagaccacc tccagcecctga gecgccagect gggcgaccgg 120
gtgaccatca gctgccggge cagccaggac atcagcaagt acctgaactg gtatcagcecag 180
aagcccgacg gcaccgtcaa gctgctgatc taccacacca gccggctgca cagcggegtg 240
cccageceggt ttagcecggcag cggctccecgge accgactaca gecctgaccat ctccaacctg 300
gagcaggagg acatcgccac ctacttttgec cagcagggca acacactgcecc ctacaccttt 360
ggcggcggaa caaagctgga gatcaccgge agcacctccg gcagcggcaa gcctggcagce 420
ggcgagggca gcaccaaggg cgaggtgaag ctgcaggaga gcggccctgg cctggtggece 480
cccagccaga gcctgagegt gacctgtacce gtgteccggeg tgtcececctgece cgactacgge 540
gtgtcectgga tccggcagece ccctaggaag ggectggagt ggetgggegt gatctgggge 600
agcgagacca cctactacaa cagcgccctg aagagccggce tgaccatcat caaggacaac 660
agcaagagcc aggtgttcct gaagatgaac agcctgcaga ccgacgacac cgccatctac 720
tactgtgcca agcactacta ctacggcggc agctacgcca tggactactg gggccaggge 780
accagcgtga ccgtgtccag cgagagcaag tacggccctc cctgecccecce ttgecececttte 840
tgggtgctgg tcgtggtggg tggegtgectg gecctgctaca gectgetggt gacagtggece 900
ttcatcatct tttgggtgaa gagaggccgg aagaaactgce tgtacatctt caagcageccce 960
ttcatgecgge ccgtgcagac cacccaggaa gaggacggct gcagctgcecceg gttcecccecgag 1020
gaagaggaag gcggctgcga actgcecgggtg aagttcagcc ggagcgccga cgcecccctgece 1080
taccagcagg gccagaacca gctgtacaac gagctgaacc tgggccggag ggaggagtac 1140
gacgtgctgg acaagcggag aggccgggac cctgagatgg gcggcaagcec ccggagaaag 1200
aaccctcagg agggcctgta taacgaactg cagaaagaca agatggccga ggcctacage 1260
gagatcggca tgaagggcga gcggcggagg ggcaagggcc acgacggcct gtaccaggge 1320
ctgagcaccg ccaccaagga tacctacgac gccctgcaca tgcaggccct geccccecccaga 1380
tga 1383
10 <210>8
<211> 720
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

5 <223> Oligonucledtido sintético

<400> 8
atctgcgaca tccagatgac ccagagccct gccagcectgt ctaccagcecct gggcgagaca 60
gtgaccatcc agtgtcaggc cagcgaggac atctactctg gectggettg gtatcagecag 120
aagcccggca agagccctca gectgectgatc tacggcgeca gcgacctgca ggacggcegtg 180
ccaagcagat tcagcggcag cggctccgga acccagtaca gcctgaagat caccagcatg 240
cagaccgagg acgagggcgt gtacttctgce cagcaaggcc tgacctaccce tagaaccttce 300
ggaggaggca ccaagctgga actgaagggc ggaggcggaa gtggaggcgg aggatctgge 360
ggcggaggct ctgaagtgca gctgcagcag tctggegetg aactggtceg gcecctggecact 420
agcgtgaagce tgtcctgcaa ggtgtccgge gacaccatca ccttctacta catgcecactte 480
gtgaagcaga ggccaggaca gggcctggaa tggatcggca gaatcgaccce tgaggacgag 540
agcaccaagt acagcgagaa gttcaagaac aaggccaccc tgaccgccga caccagcagce 600
aacaccgcct acctgaagct gtctagcctg acctccgagg acaccgccac ctacttttge 660
atctacggcg gctactactt cgactactgg ggccagggceg tgatggtcac cgtgtccage 720

10

<210>9

<211> 741

<212> ADN

15 <213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

20 <400>9
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10

ctgatcceceg
cgggtgacca
cagaagcccg
gtgcccagece
ctggagcagg
tttggcggeg
agcggcgagg
gcccccagec
ggcgtgtcct
ggcagcgaga
aacagcaaga
tactactgtg

ggcaccagcg

acatccagat
tcagctgeceg
acggcaccgt
ggtttagcegg
aggacatcgc
gaacaaagct
gcagcaccaa
agagcctgag
ggatccggca
ccacctacta
gccaggtgtt
ccaagcacta

tgaccgtgtce

<210> 10

<211>723

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 10

cagatcgtgc tgacccagag ccccgceccatc atgagcgeca gececctggcga gaaggtgacce
atgacctgca gcgccagcag cagcgtgagce tacatgaact ggtatcagca gaagagcggce

accagcccca agcggtggat ctacgacacc agcaagctgg ccagcggegt gcccgcecccac

ES 2764471 T3

gacccagacc
ggccagccag
caagctgctg
cagcggctcce
cacctacttt
ggagatcacc
gggcgaggtyg
cgtgacctgt
gcccectagg
caacagcgcc
cctgaagatg
ctactacggce

Cc

acctccagcece
gacatcagca
atctaccaca
ggcaccgact
tgccagcagg
ggcagcacct
aagctgcagg
accgtgtcceg
aagggecctgyg
ctgaagagcc
aacagcctgce

ggcagctacg

39

tgagcgccag
agtacctgaa
ccagccggcet
acagcctgac
gcaacacact
ccggcagcegg
agagcggccce
gcgtgtcecct
agtggetggg
ggctgaccat
agaccgacga

ccatggacta

cctgggecgac
ctggtatcag
gcacagcggce
catctccaac
gccctacace
caagcctggce
tggcctggtyg
gcccgactac
cgtgatctgg
catcaaggac

caccgcecatce

ctggggccag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

741

60

120

180
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40

ttcaggggca gcggatctgg gacttcctac tctctgacca tcagcecggcat ggaagccgag 240
gatgccgcta cttactactg ccagcagtgg agcagcaacc ccttcacctt cggetcecegge 300
accaagctgg aaatcaaccg gggaggcggc ggttccggeg gaggtggctce tggeggtgge 360
ggaagtcagg tgcagctgca gcagagcgga gccgagctgg ccagacctgg cgcectcegtg 420
aagatgagct gcaaggccag cggctacacc ttcacccggt acaccatgca ctgggtgaag 480
cagagacccg gccagggcect ggaatggatc ggctacatca accccageccg gggctacacce 540
aactacaacc agaagttcaa ggacaaggcc accctgacca ccgacaagag cagcagcacce 600
gcctacatge agctgtccag cctgacctce gaggacageg ccgtgtacta ctgegececcegg 660
tactacgacg accactactg cctggactac tggggccagg gcaccacact gaccgtgagce 720
agc 723

<210> 11

<211> 735

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 11
ctgatcececeg acgtgcagat cacccagagc cccagctace tggccgccag ccctggcgag 60
acaatcacca tcaactgccg ggccagcaag agcatcagca aggacctggce ctggtatcag 120
gaaaagcccg gcaagaccaa caagctgctg atctacageg gcagcaccct gcagageggce 180
atccccagca gattcagegg cagcggctcc ggaaccgact tcaccctgac catcagcage 240
ctggaacccg aggacttcgce catgtactac tgccagcagce acaacaagta cccctacacc 300
ttcggecggag gcaccaagcet ggaaatcaag ggcagcacct ccggcagcgg caagcctgge 360
agcggcgagg gcagcaccaa gggccaggtg cagctgcage agccaggcgce cgagcetggtg 420
aaacctggcg cccctgtgaa gctgagcectgce aaggccagcg gctacacctt caccaactac 480
tggatgaact ggatcaagca gaggcccggc agaggcctgg aatggatcgg cagaatcgac 540
cccagcgaca gcgagagcca ctacaaccag aagttcaagg acaaggccac actgaccgtg 600
gacaagagca gcaacaccgc ctacatccag ctgtcecttecte tgaccagcga ggacagecgcece 660
gtgtactatt gcgccagata cgactacgac gacaccatgg actactgggg ccagggcacc 720
agcgtgaccg tgtct 735
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<210> 12
<211> 810
<212> ADN
5 <213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucledtido sintético
10 <400> 12
atggattttc aggtgcagat tttcagcttc ctgctaatca gtgcctcagt cataatgtcet 60
agaatggccc aggtgcaact gcagcagtca ggggctgagc tggctagacc tggggcttca 120
gtgaagatgt cctgcaaggce ttctggctac acctttacta cctacacaat acactgggta 180
agacggaggc ctggacacga tctggaatgg attggataca ttaatcctag cagtggatgt 240
tctgactaca atcaaaactt caagggcaag accacattga ctgcagacaa gtcctccaac 300
acagcctaca tgcaactgaa cagcctgaca tctgaggact ctgcggtcta ttactgtgea 360
agaagagcgg actatggtaa ctacgaatat acctggtttg cttactgggg ccaagggacc 420
acggtcaccg tctcctcaag tggaggceggt tcaggtggag gtggctcectgg cggtggcgga 480
tcggtcatcg agctcactca gtctccaaaa ttcatgtcca catcagtagg agacagggtce 540
aacgtcacct acaaggccag tcagaatgtg ggtactaatg tagcctggtt tcaacaaaaa 600
ccagggcaat ctcctaaagt tctgatttac tcggcatctt accgatacag tggagtccct 660
gatcgcttca caggcagtgg atctggaaca gatttcactc tcaccatcag caatgtgcag 720
tctgaagact tggcagagta tttctgtcag caatatcaca cctatcctcet cacgttcgga 780
gggggcacca agctggaaat caaacggtcg 810
<210> 13
15 <211>735
<212> ADN

20

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 13

41



caggtgcagc
agctgegegg
ccgggcaaag
gcggatageg
tatctgcaga
aacggctggyg
gtgagcagcg
cagatgaccc
tgccgegega
gcgccgaaac

agcggcageg

tggtgcagag
cgagcggcett
gcctggaatg
tgaaaggccg
tgaaccgcect
aactgaccga
gcggcggcgg
agagcccgag
gcgaaggcat
tgctgattta

gcagcggceac

ES 2764471 T3

cggcggcggce
tacctttage
ggtgagcgge
ctttacccce
gcgcgeggaa
ttggtatttt
cagcggcggce
caccctgagce
ttatcattgg
taaagcgagce

cgattttacc

ctggtgcagce
agctatgaaa
attagcggca
attagcecgeg
gataccgegg
gatctgtggg
ggcggcagceg
gcgagcattg
ctggegtggt
agcctggcga

ctgaccatta

atggcggecag
tgaactgggt
gcggcggcag
ataacagcaa
tgtattattg
gccgeggeac
gcggcggcgg
gcgatcgegt
atcagcagaa
gcggegegec

gcagcctgeca

cctgcgectg
gcgccaggceg
cacctattat
aaacaccctg
cgcgcgcgat
catggtgacc
cagcgatatt
gaccattacc
accgggcaaa
gagccgcettt

gccggatgat

tttgcgacct attattgcca gcagtatagc aactatccge tgacctttgg cggeggcacce

aaactggaaa ttaaa

5 <210> 14

10

<211> 747
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 14

42

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

735



10

gacgttgtga
atcagctgceca
tatctgcaga
agcggegtge
agcecgggtgg
tacaccttceg
aagcctggca
ggcctggtge
accgactact
ttcatcecgga
ttcaccatca

accgaggaca

ggccagggca

tgacccagac
gaagcagcca
agtccggcecca
ccgatagatt
aagccgagga
gcggaggcac
gcggcgaggg
tgcctggega
acatgacctg
accgggccaa
gccgggacaa
gcgccaccta

ccaccctgac
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ccectetgage
gagcctgcetg
gtccecccaag
ttctggcectcet
cctgggegtyg
caagctggaa
cagcaccaag
ttctctgaga
ggtgcgcecag
cggctacacc
cagccagagce
ctactgtgct

cgtgtct

<210> 15

<211> 759

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 15

gacatcaaga
atcacctgta
ggcaagagec
agattcagcg
gaggacatgg

ggcaccaagc

tgacccagag
aagccagcec
ccaagaccct
geggaggcte
goatoctacta

tggaaatgaa

cecccagetet
cgacatcaac
gatctaccgg
tggccaggac
ctgooctgeag

gggcagcaca

ctgcctgtgt
aagaacaacg
ctgctgatct
ggcagcggcea
tacttctgta
ctgaagecggg
ggcgaagtga
ctgagctgeg
cccceccagaa
accgagtaca
atcctgtacc

cgggtgtcca

atgtacgcca
agctacctga
gccaacagac
tacagcctga
tacgacgagt

agecggeageg

43

ccctgggaga
gcaacacctt
acaaggtgtc
cctacttcac
gccagagcac
gcagcacctc
agctggtgga
ccaccagcga
aggctctgga
accctagcegt
tgcagatgaa

actgggccectt

goctgggega
gctggtteca
tggtagatgg
ccatcaactc

tecocctacac

gcaagcectgg

tcaggccage
cctgcactgg
caaccggctg
cctgaagatc
ccacatccct
cggcagcggc
aagcggcgga
gttcacctte
atggctggge

gaagggccgg
caccctgegg

cgactattgg

gegegtgace
gcagaagccc
cgtgcccage
cctggaatac
cttoggagge

atctggcecgag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

747

60

120

180

240

300

360
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ggaagcacca agggcgaagt gaagctggtg gaatctggcg gecggactcgt gaagcctgge 420
ggctctctga agctgtcecttg tgccgccage ggecttcacct tcagcagcta cgceccatgage 480
tgggtgcgge agatccccga gaagcecggctg gaatgggtgg ccagcatcag cagaggcgga 540
accacctact accccgactce tgtgaagggce cggttcacca tcagccggga caacgtgegg 600
aacatcctgt acctgcagat gagcagcctg cggagcgagg acaccgccat gtactactgt 660
ggcagatacg actacgacgg ctactatgcc atggattact ggggccaggg caccagegtg 720
accgtgtcta gccagggaac ctccgtgaca gtgtccage 759
<210> 16
<211> 759
5 <212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucledtido sintético
" <400> 16
gaagtacatc tggttgagtc tggtggagac ttagtgaagc ctggagggtc cctgaaactce 60
tcectgtgcag cctectggatt cactttcagt cactatggca tgtcttgggt tcecgecagact 120
ccagacaaga ggctggagtg ggtcgcaacc attggtagtc gtggtactta cacccactat 180
ccagacagtg tgaagggacg attcaccatc tccagagaca atgacaagaa cgccctgtac 240
ctgcaaatga acagtctgaa gtctgaagac acagccatgt attactgtgce aagaagaagt 300
gaattttatt actacggtaa tacctactat tactctgcta tggactactg gggccaaggce 360
accacggtca ccgtctceccte aggtggeggt ggcageggeg gtggtgggtce cggtggcecgge 420
ggatctgaca tcgtactcac acagtctcca gctagecctgg ctgtatctcect aggacagagg 480
gccaccatct cctgcagage cagcgaaagt gttgataatt atggcectttag ttttatgaac 540
tggttccaac agaaaccagg acagccaccc aaactcctca tctatgctat atccaaccga 600
ggatccgggg tccctgecag gtttagtgge agtgggtcectg ggacagactt cagectcaac 660
atccatcctg tagaggagga tgatcctgca atgtatttct gtcagcaaac taaggaggtt 720
ccgtggacgt tcggagectgg caccaagctc gagatcaaa 759
15 <210> 17
<211> 543
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

44



ES 2764471 T3

<220>
<223> Oligonucledtido sintético
<400> 17
5
atggccatct ggcggagcaa cagcggcagc aacaccctgg aaaacggcta cttcecctgage 60
cggaacaaag agaaccacag ccagcccacc cagagcagcc tggaagatag cgtgaccccce 120
accaaggccg tgaaaaccac cggcgtgetg tccagcceccet geccecctcccaa ctggatcatce 180
tacgagaaga gctgctacct gttcagcatg agcctgaaca gctgggacgg cagcaagcgg 240
cagtgctggc agctgggcag caacctgctg aagatcgaca gcagcaacga gctgggcettce 300
atcgtgaagc aggtgtccag ccagcccgac aactccttet ggatcggect gagcaggecce 360
cagaccgagg tgccctggcet gtgggaggac ggctccacct tcagctccaa cctgttccag 420
atccggacca ccgccacaca ggaaaacccc agccccaact gegtgtggat ccacgtgage 480
gtgatctacg accagctgtg cagcgtgcce agctacagca tctgcgagaa gaaattcage 540
atg 543
10 <210> 18
<211> 987
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

15 <220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 18

45



10

atggattttc
agacaattcc
gtcaagttgt
agacagaggc
actgtttatg
acagtctact
cggagggact
atcgtctecct
gatacaactg
tctggtggeg
tccaaatcca
aatgtggtta
atatacgggg
gcaacagatt
tgtggacagg
cgggctgatg

agcacagtgg

aggtgcagat
aagtgaagct
cctgcaaaac
ctgaccaggg
acccgaagcect
tgcagctcag
atacttatga
cagccaaaac
gctccteggt
gtggctcegg
tgtccatgtce
cttatgttte
catccaaccg
tcactctgac
gttacagcta
ctgcaccaac

cggccgeteg

<210> 19

<211> 753

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 19

ES 2764471 T3

tttcagcttce
ggaggagtct
ttectggcette
cctggagtgg
tcagggcacg
cggcctgaca
aaaggctgct
aacagcccca
gactctagga
cggtggeggt
agtaggagag
ctggtatcaa
gtacactggg
catcagcagt
tccegtacacg
ttatccgcecat

agtctag

ctgctaatca
ggggctgage
aacattaaag
attggatgga
gccagtttaa
tctgaggaca
ctggactact
tcggtectate
tgcctggtca
tctggagcetce
agggtcacct
cagaaaccag
gtccecegate
gtgcaggctg
ttcggagggg

caccatcatc

46

gtgcctcagt
ttgtgaggce
actacttttt
ttaatcctga
cagcagacac
ctgccgtcta
ggggtcaggg
cactggcccce
agagatctgg
gacattgtgce
tgacctgcaa
agcagtctece
gcttcacagg
aagaccttgce
ggaccaagct

atcatcatct

cataatgtct
aggggecttg
acactgggtg
taatggtaat
atcctccaac
tttctgtact
agcctcagtce
tgtgtgtgga
cggtggeggt
tcacacagac
ggccagtgag
taaactgetg
cagtggatct
agattatcac
ggaaataaaa

gcagatatcc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

987
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47

ctgatcccca tggcccaggt gaagctgcag cagagcggcc ctgatctggt gaagectgge 60
gccagcegtga agatcagctg caaggccagce ggctacagcet tcaccggcta ctacatgcecac 120
tgggtgaaac agagccacgg caagagcctg gaatggatcg gcagagtgaa ccccaatage 180
ggcggcacca gctacaacca gaagttcaag gacaaggcca tcctgaccgt ggacaagagce 240
agcagcaccg cctacatgga actgcggagc ctgaccagcg aggacagcgce cgtgtactac 300
tgcgeeceggt ccaagggcaa ctacttctac gccatggact actggggcca gggcaccacce 360
gtgaccgtgt ctagcagcgg cggaggaagc ggagggggag gatctggcgg aggcggcagce 420
gatatcgagc tgacccagag ccctagcagc ctggccgtgt cactgggcca gagagccacce 480
atcagctgca gagcctccga gagecgtggat agccacggca ccagcctgat gcactggtat 540
cagcagaagc ccggccagcc ccccaagttce ctgatctacce gggccagcaa cctggaaage 600
ggcatccceg ccagatttte cggcagcgge agcagaaccg acttcaccct gaccatcaac 660
ccecgtggaga cagacgacgt ggccatctac tactgccage agagcaacga ggaccctccce 720
acctttggecg gaggcaccaa gctggaactg aag 753

<210> 20

<211> 732

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 20
gaagtgcagc tggtggaatc tggcggcgga ctggtgcage ctggcecggatc tctgagactg 60
agctgtgeccg ccageggett cgacttcage cggtactgga tgagectgggt gecgceccaggece 120
cctggcaaag gcctggaatg gatcggcgag atcaacccecg acagcagcac catcaactac 180
gcccccagece tgaaggacaa gttcatcatc agceccgggaca acgccaagaa cagectgtac 240
ctgcagatga actccctgeg ggccgaggac accgecgtgt actattgcge cagacccgac 300
ggcaactact ggtacttcga cgtgtggggc cagggcaccc tcgtgacagt gtctggcage 360
acaagcggct ctggcaagcc tggatctggce gagggctcta ccaagggcga catccagatg 420
acccagagcc ccagcagect gtctgecage gtgggcgaca gagtgaccat cacatgcaag 480
gccagccagg acgtgggaat cgccgtggcce tggtatcage agaaacccgg caaggtgcecce 540
aagctgctga tctactgggc cagcaccaga cacaccggcg tgcccgatag attttceccgge 600



10
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agcggctceccg gcaccgactt caccctgaca atcagctccce tgcagectga ggacgtggec

acctactact gccagcagta cagcagctac ccctacacct tcggacaggg caccaaggtg

gaaatcaagc gg

<210> 21

<211>720
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 21

caggtgcagc
agctgcaagg
cacggcaaga
aaccagaagt
atggacctgce
tacgacggca
gtgggaggat
agccccgeca
tccagegtgt
atctacgaca
ggcaacagct

tgccagcagt

15 <210> 22

20

25

<211> 60
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 22

tgcagcagtc
ccagcggcta
gcctggaatg
tccggggecaa
tgagcctgac
gaggcttcga
ctggecggagyg
tcatgtctge
cctacatgca
caagcaagct

actccctgac

ggagcggcta

tggcceccgag
cagcttcacc
gatcggcctg
ggccaccctg
cagcgaggac
ttattggggce
cggaagtgge
tagccectgge
ctggtatcag
ggcctectgge
aatcagcagc

ccecectgact

ctggaaaaac
ggctacacca
atcaccccct
accgtggaca
agcgccgtgt
cagggcacca
ggagggggat
gagaaagtga
cagaagtccg
gtgceceggea
gtggaagccg

tttggagccg

ctggcgectce
tgaactgggt
acaacggcgce
agtctagcag
acttctgtgce
ccgtgacagt
ctgatatcga
ccatgacctg
gcaccagccce
gattttctgg
aggacgacgc

gcaccaagct

cgtgaagatc
caagcagagc
cagcagctac
caccgcectac
cagaggcggc
gtctagcgga
gctgacccag
cagcgccagce
caagcggtgyg
cagcggctcce
cacctactac

ggaaatcaag

agccaggaag agatgaccaa gaaccaggtg tccctgacct gectcgtgaa gggcecttctac

<210> 23
<211> 141
<212> ADN

48

660

720

732

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

60



ES 2764471 T3

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético
5
<400> 23
aagcctacca caacccctge ccccagacct cctacacceg ccecctacaat tgccagcecag 60
cctetgtecte tgaggccecga ggettgtaga cctgetgetg geggagceccgt gcacaccaga 120
ggactggatt tcgcctgecga c 141
10 <210>24
<211> 696
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
15 <220>
<223> Oligonucledtido sintético
<400> 24
agcgagagca agtacggccc tccctgcecccce ccttgeccetg cccceccgagtt cectgggegga 60
cccagegtgt tcctgttecce ccccaagecce aaggacaccce tgatgatcag ccggacccecce 120
gaggtgacct gtgtggtggt ggacgtgtcc caggaggacc ccgaggtcca gttcaactgg 180
tacgtggacg gcgtggaggt gcacaacgcc aagaccaagc cccgggagga gcagttcaat 240
agcacctacc gggtggtgtc cgtgctgacc gtgctgcacc aggactggct gaacggcaag 300
gaatacaagt gtaaggtgtc caacaagggc ctgcccagca gcatcgagaa aaccatcagce 360
aaggccaagg gccagcctcg ggagccccag gtgtacaccce tgeccccctag ccaagaggag 420
atgaccaaga atcaggtgtc cctgacctgc ctggtgaagg gcttctacce cagcgacatce 480
gcecgtggagt gggagagcaa cggccagccc gagaacaact acaagaccac cccccecctgtg 540
ctggacagcg acggcagcett cttcecctgtac agcaggctga ccgtggacaa gagcceggtgg 600
caggagggca acgtctttag ctgctcecgtg atgcacgagg ccctgcacaa ccactacacc 660
20 cagaagagcc tgtccctgag cctgggcaag atgtte 696
<210> 25
<211> 60
<212> ADN
25 <213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucledtido sintético
30 <400> 25
agccaggaag agatgaccaa gaaccaggtg tccctgacct gectcgtgaa gggcecttctac 60

49
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<210> 26

<211> 696

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 26

10

15

20

agcgagagca agtacggccc tccctgcecccce ccttgeccetg cccceccgagtt cectgggegga

cccagegtgt
gaggtgacct
tacgtggacg
agcacctacc
gaatacaagt
aaggccaagg
atgaccaaga
gccgtggagt
ctggacagcg
caggagggca

cagaagagcc

tcectgttece cecccaagecce aaggacaccce tgatgatcag ccggaccccce

gtgtggtggt
gcgtggaggt
gggtggtgte
gtaaggtgtc
gccagcecteg
atcaggtgtc
gggagagcaa
acggcagctt
acgtctttag

tgtcecectgag

<210> 27

<211> 696

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 27

ggacgtgtcc
gcacaacgcce
cgtgctgacc
caacaagggc
ggagccccag
cctgacctge
cggccagcecce
cttecctgtac
ctgctecegtg

cctgggcaag

caggaggacc
aagaccaagc
gtgctgcacc
ctgcccagea
gtgtacaccc
ctggtgaagg
gagaacaact
agcaggctga
atgcacgagg

atgttc

50

ccgaggtcca
cccgggagga
aggactggct
gcatcgagaa
tgcccectag
gcttctacce
acaagaccac
ccgtggacaa

ccctgecacaa

gttcaactgg
gcagttccag
gaacggcaag
aaccatcagc
ccaagaggag
cagcgacatc
ccececectgtg
gagccggtgg

ccactacacc

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

696
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51

agcgagagca agtacggccc tccctgcecccce ccttgecectg ccecccgagtt cgaaggecgga 60
cccagegtgt tcctgttecce ccccaagecce aaggacaccce tgatgatcag ccggacccecce 120
gaggtgacct gtgtggtggt ggacgtgtcc caggaggacc ccgaggtcca gttcaactgg 180
tacgtggacg gcgtggaggt gcacaacgcc aagaccaagc cccgggagga gcagttccag 240
agcacctacc gggtggtgtc cgtgctgacc gtgctgcacc aggactggct gaacggcaag 300
gaatacaagt gtaaggtgtc caacaagggc ctgcccagca gcatcgagaa aaccatcagce 360
aaggccaagg gccagcctcg ggagccccag gtgtacaccce tgeccccctag ccaagaggag 420
atgaccaaga atcaggtgtc cctgacctgc ctggtgaagg gcttctacce cagcgacatce 480
gcecgtggagt gggagagcaa cggccagccc gagaacaact acaagaccac cccccecctgtg 540
ctggacagcg acggcagcett cttcecctgtac agcaggctga ccgtggacaa gagcceggtgg 600
caggagggca acgtctttag ctgctcecgtg atgcacgagg ccctgcacaa ccactacacc 660
cagaagagcc tgtccctgag cctgggcaag atgtte 696
<210> 28
<211>711
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucledtido sintético
<400> 28
atggtgtcca agggcocgagga actgatcaaa gaaaacatgcoc acatgaagcet gtacatggaa &0
ggcaccgtga acaaccacca cttcaagtgc accagcocgagg gagagggcaa gccctacgag 120
ggcacccaga ccatgoggat caaggtggte gagggoggac ctetgcectt cgecttegac 180
atcctggoca caagettcat gtacggcage aagaccttea tcaaccacac ccagggcatce 240
ccoccgatttet tcaagecagag cttececgag ggecttcacect gggagagagt gaccacctac 300
gaggacggceg gogtgotgac cgocacccag gacaccagec tgeaggacgg ctgeoctgate 360
tacaacgtga agatcegggg cgtgaactte cccagcaacg geccegtgat gecagaagaaa 420
accctggget gggaggccag caccgagatg ctgtacccectg cocgatggegg cectggaagge 480
agagccogaca tggceccctgaa actggtegge ggagggcocacce tgatctgecaa cctgaaaace 540
acctacagaa gcaagaagcc cgccaagaac ctgaagatge cocggegtgta ctacgtggac 600
cggcggetgg aaaggatcaa agaggocgac aaagaaacct acgtggagca gcacgaggtg 660
geegtggece ggtactgega cetgecectec aagetgggec acaaactgaa o 711



10

15

20

25

<210> 29

<211> 333

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 29

atgatcgaga
gccagcgacyg
gccagattce
atcagggacc
ttctggaacc

atcggegtge

agtccttegt
gcttecetgga
tgcagggccce
agcgggaaac
tgctgecatct

agctcgtggg

<210> 30

<211> 675

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 30

atggccagca

agcgtgaacg

acacagaccg
ctgagccccece
gactacaaga
gacggcggceg
aaagtgaagt
atgggctggyg
atccacaagg
tacatggeca
atcaccagcce

caccatctgt

gcgaggacgt
gccacgagtt

ccaagctgaa
agttccagta
agctgagett
tcgtgaccgt
ttatcggcegt
aggccagcac
ccctgaaget
agaaacccegt
acaacgagga

ttctg

ES 2764471 T3

gatcaccgac
actgaccgag
cgaaaccgat
cacagtgcag
gcagcccegtg

cagcgaccac

gatcaaagaa

cgagattgag

agtgaccaag
cggcagcaag
ccecgagggce
gacccaggat
gaacttccce
cgagagactg
gaaggatggc
gcagetgece

ctacaccatc

cceceggetge
tacagccggg
caggccaccg
ctgatcaact
cgggatagaa

gtg

ttcatgcggt

ggcgagggcg

ggcggacccce
gtgtacgtga
ttcaagtggg
agctctcetge
agcgacggcec
taccctagag
ggccactacc
ggctactact

gtggaacagt

52

ccgactaccce
aagagatcat
tgcagaagat
acaccaagag

agggcggcect

tcaaagtgcg

aaggcagacc

tgccecttege
agcaccccgce
agagagtgat
aggacggcag
ccgtgatgceca
atggcgtgct
tggtggaatt
acgtggacag

acgagcgggce

tatcatcttt
gggccggaac
ccgggacgec
cggcaagaag

gcagtacttc

gatggaaggc
ctacgaggga
ctgggatatc

cgacatcccce
gaacttcgag
cttcatctac
gaaaaagacc
gaagggcgag
caagagcatc
caagctggac

cgagggccgg

60

120

180

240

300

333

60

120
180

240

300

360

420

480

540

600

660

675



10

15

20

<210> 31

<211> 717
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 31

atggtgtcca
ggcgacgtga
ggcaagctga
ctcgtgacca
cagcacgact
tttaaggacg
gtgaaccgga
aagctggagt
ggcatcaagg
gatcactacc
tacctgagct

ctgctggaat

<210> 32

<211> 717
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 32

agggcgagga
acggccacaa
ccctgaaget
cactgggcta
tcttcaagag
acggcaacta
tcgagctgaa
acaactacaa
ccaacttcaa
agcagaacac
accagagcgce

tcgtgaccge

ES 2764471 T3

actgttcacc
gttcagcgtg
gatctgcacc
cggcctgcag
cgccatgecece
caagaccagg
gggcatcgac
cagccacaac
gatccggcac
ccctategge
cctgagcaag

cgctggecatce

ggcgtggtge
tcecggegagg
accggcaagce
tgcttecgeca
gagggctacg
gccgaagtga
ttcaaagagg
gtgtacatca
aacatcgagg
gacggccctg
gaccccaacg

accctgggceca

53

ccatcctggt
gcgaaggcga
tgccegtgece
gataccccga
tgcaggaacg
agttcgaggg
acggcaacat
ccgecgacaa
acggeggegt
tgctgetgee
agaagcggga

tggacgagct

ggaactggat
cgccacatat
ttggecctace
ccatatgaag
gaccatcttc
cgacaccctce
cctgggeccac
gcagaagaac
gcagctggcece
cgacaatcac
ccacatggtg

gtacaag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

717



10

15

20

atggtgagca
ggcgacgtaa
ggcaagctga
ctcgtgacca
cagcacgact
ttcaaggacg
gtgaaccgca
aagctggagt
ggcatcaagg
gaccactacc
tacctgagca

ctgctggagt

agggcgagga
acggccacaa
ccctgaagtt
ccctgaccta
tcttcaagtce
acggcaacta
tcgagctgaa
acaactacaa
tgaacttcaa
agcagaacac
cccagteccge

tcgtgaccge

<210> 33

<211> 363

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 33

gccaagggcec
accaagaatc
gtggagtggg
gacagcgacg
gagggcaacg

aagagcctgt

agcctcggga
aggtgtcecct
agagcaacgg
gcagcttctt
tctttagcetg

ccctgagect

tac

<210> 34

<211> 708

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 34

ES 2764471 T3

gctgttcace
gttcagcgtg
catctgcacc
cggcgtgcag
cgccatgecece
caagacccgce
gggcatcgac
cagccacaac
gatccgccac
cceccategge
cctgagcaaa

cgeccgggatce

gccccaggtg
gacctgcctg
ccagcccgag
cctgtacagce
ctcegtgatg

gggcaagatg

ggggtggtge
tcecggegagg
accggcaagce
tgcttcagee
gaaggctacg
gccgaggtga
ttcaaggagg
gtctatatca
aacatcgagg
gacggccccg
gaccccaacg

actctcggceca

tacaccctge
gtgaagggct
aacaactaca
aggctgaccg
cacgaggccce

ttctacccat

54

ccatcctggt
gcgagggcga
tgccegtgece
gctacccecga
tccaggageg
agttcgaggg
acggcaacat
tggccgacaa
acggcagcgt
tgctgetgee
agaagcgcga

tggacgagct

ccecctageca
tctaccccag
agaccacccce
tggacaagag
tgcacaacca

acgatgttcc

cgagctggac
tgccacctac
ctggcccacce
ccacatgaag
caccatcttce
cgacaccctg
cctggggcac
gcagaagaac
gcagctcgece
cgacaaccac
tcacatggtc

gtacaag

agaggagatg
cgacatcgcece
ccectgtgetg
ccggtggeag
ctacacccag

agattacgct

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

717

60

120

180

240

300

360

363



10

15

20

atggtgagca

ctgaagatgg

aagccctacg
ttctectacg
cccgacgaca
accatgacct
gactccttca
atgcagaaga
gtgctgaagg

gacttcaaga

agggcgagga

agggcaacgt

acggcaccaa
acattctgac
tccccaacta
tcgaggacaa
tctacgagat
agaccaccgg
gcgacgtcaa

ccatctacag

gaccaccgca tcgagatcct

agcgccegtgg cccgcaacte

<210> 35

<211> 423

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 35
aagcctacca
cctetgtcete
ggactggatt
gcccctacaa
ggcggagcceg
agcggcggcg
ctgaaaaaaa

cag

<210> 36

<211> 423

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 36

ES 2764471 T3

gaccacaatg

gaatggccac

caccatcaac
caccgegtte
cttcaagcag
gggcatcgtg
acacctcaag
ctgggacgcece
gcacaagctg
ggccaagaag
gaaccacgac

caccgacggce

caaccccectge ccccagaccet
tgaggcccga ggcttgtaga
tcgectgega caagcectacce
ttgccagcca gectetgtet
tgcacaccag aggactggat
gcggcagcgg cggcggcggce

aaaacgcgca gctgaaatgg

ggcgtaatca

gccttegtga
ctggaggtga

gcctacggea
tcecttecceeg
aaggtgaagt
ggcgagaact
tccaccgaga
ctgctggagyg
gcggtgaage
aaggactaca

atggacgagc

cctacaccceg
cctgectgetg
acaacccctg
ctgaggcccg
ttecgeetgeg
agcgcgcagce

aaactgcagg

55

agcccgacat

tcgagggcga
aggagggagc

acagggcctt
agggctactc
ccgacatctce
tcccccccaa
ggatgtacgt
gcggcggcecea
tgccecgacta
acaaggtgac

tgtacaag

cccctacaat
gcggagcecgt
cccccagace
aggcttgtag
acagcagcgg
tgaaaaaaaa

cgctgaaaaa

gaagatcaag

gggcgagggc
ccecectgecee

caccaagtac
ttgggagcege
catggaggag
cggccecegtg
gcgcgacggce
ccaccgcgtt
tcactttgtg

cgtttacgag

tgccagccag
gcacaccaga
tcctacacce
acctgctgcet
cggcggcggce
actgcaggcg

aaaactggcg

60

120
180

240

300

360

420

480

540

600

660

708

60

120

180

240

300

360

420

423
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15

20

25

30

35

40
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aagcctacca caacccctge ccccagacct

cctetgtecte tgaggccecga ggettgtaga

ggactggatt tcgcctgcga caagecctacce
gcccctacaa ttgccagcca gectcetgtcet

ggcggagccg tgcacaccag aggactggat

agcggceggeg gcggcagegg cggcggcggce

ctggaaaaag aaaacgctca gctggaatgg

cag

<210> 37
<211>69
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 37

tgggtgctgg tcgtggtggg tggegtgectg gecctgctaca gectgetggt gacagtggece

ttcatcatc

<210> 38
<211> 81
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 38

cctacaccceg
cctgectgetg

acaacccctg
ctgaggcccg

ttecgeetgeg
agcgceccagce

gaactgcagg

cccectacaat

gcggagcecgt

cceccagace
aggcttgtag

acagcagcgyg
tggaaaaaga

ctctggaaaa

tgccagccag
gcacaccaga

tcctacacce
acctgctgcet

cggcggegge
gctgcaggece

agagctggcecce

attatctcat tcttcectgge cctgacctcet accgecctge tgtttetget gttetttcetg

accctgeggt tcagegtggt g

<210> 39
<211> 84
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 39

atectacatet gggegeocett ggecgggact tgtggggtec ttetectgbte actggttate

accctttact

<210> 40

gcaaccacag gaac

56

60

120

180
240

300

360

420

423

60

69

60

81

60

B4
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15

20

25

30

35

40

45
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<211> 63
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 40

ctctgctace tgectggatgg aatcctcettce atctatggtg tcattctcac tgecttgtte
ctg

<210> 41

<211> 144

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 41
cagcggcgga agtacagaag caacaagggc gagagccccg tggaacctgce cgagecttge
agatacagct gccccagaga ggaagagggc agcaccatcc caatccagga agattaccgg

aagcccgagce ccgectgtag ccect

<210> 42

<211> 132

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 42
ttttgggtga ggagcaagcg gagcagaggc ggccacagcg actacatgaa catgaccccce
cggaggcctg gccccacccg gaagcactac cagccctacg cccctcecccag ggacttcegece

gcctaccgga gc

<210> 43

<211> 132

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 43

57

60
63

60

120

144

60

120

132
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15

20

25

30

35

40

45

ES 2764471 T3

ttttgggtga ggagcaagcg gagcagaggc ggccacagcg acttcatgaa catgaccccce
cggaggcctg gccccacccg gaagcactac cagccctacg cccctcecccag ggacttcegece
gcctaccgga gc

<210> 44

<211>108

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 44

agggaccaga gactgcctcc cgatgcccac aaacctccag gecggcggaag cttcagaacce

cccatccagg aagaacaggc cgacgcccac agcaccctgg ccaagatt

<210> 45

<211> 126

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 45
aagcggggca gaaagaagct gctgtacatc ttcaagcagc ccttcatgeg gecccgtgeag

accacccagg aagaggacgg ctgctcctge agattcceccg aggaagaaga aggcggctge

gagctg
<210> 46
<211> 102
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 46
aagaaaaagt acagcagcag cgtgcacgac cccaacggcg agtacatgtt catgegggece

gtgaacaccg ccaagaagtc cagactgacc gacgtgaccce tg

<210> 47

<211> 336

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 47

58

60

120

132

60
108

60

120

126

60

102



10

15

20

cgggtgaagt
tacaacgagc
cgggaccctg
gaactgcaga
cggaggggca

tacgacgcecce

tcagccggag
tgaacctggg
agatgggegyg
aagacaagat
agggccacga

tgcacatgca

<210> 48

<211> 759

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 48

gatattcaga
attacctgcecce
tatcagcaga
agcggegtge
agcagcctgce
tggacctttg
cctggcageg
gaagtgaaaa
accaactatt
ggcattaacc
attaccgcgg
gataccgcegt

tttgattttt

tgacccagag
gcagcagcca
cccegggceaa
cgagccgcett
agccggaaga
gccagggcac
gcgagggcag
aaccgggcag
atatttattg
cgaccagcgg
atgaaagcag
tttatttttg

ggggccaggg

<210> 49

<211>732

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 49

ES 2764471 T3

cgccgacgec
ccggagggag
caagcccegg
ggccgaggec
cggcctgtac

ggccctgece

cccgagcagce
gaacattgtg
agcgccgaaa
tagcggcage
tattgcgacc
caaactgcag
caccaagggc
cagcgtgaaa
ggtgcgecag
cggcagcaac
caccaccgcg
cacccgccag

caccaccgtg

cctgectace
gagtacgacg
agaaagaacc
tacagcgaga
cagggcctga

cccaga

ctgagcgcga
catagcaacg
ctgctgattt
ggcagcggcea
tattattgct
attaccggca
agccaggtgce
gtgagctgca
gcgeccgggec
tttaacgaaa
tatatggaac
ggcctgtggt

accgtgage

59

agcagggcca
tgctggacaa
ctcaggaggyg
tcggcatgaa

gcaccgccac

gcgtgggega
gcaacaccta
ataaagtgag
ccgattttac
ttcagtatag
gcacctcecgg
agctgcagca
aagcgagcgg
agggcctgga
aatttaaaac
tgagcagcct

ttgatagcga

gaaccagctg
gcggagaggc
cctgtataac
gggcgagcgg

caaggatacc

tcgegtgace
tctggattgg
caaccgcttt
ctttaccatt
ccatgtgcceg
cagcggcaag
gagcggcgceg
ctataccttt
atggattggc
ccgegtgacce
gcgcagcgaa

tggcecgegge

60

120

180

240

300

336

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

759



10

gatattctgce
tttagectgece
aacggcagcc
cgctttageg
gaagatattg
ggcaccaaac
ggcagcacca
agccagagcc
cattgggtgce
ggcaacaccg
aaaagccagg
tgcgegegeg

gtgaccgtga

tgacccagag
gcgcgageca
cgecgectget
gcagcggcag
cggattatta
tggaactgaa
agggcagcca
tgagcattac
gccagagccce
attataacac
tgttttttaa
cgctgaccta

gc

<210> 50

<211> 726

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 50

ES 2764471 T3

ccecggtgatt
gagcattggc
gattaaatat
cggcaccgat
ttgccagcag
aggcagcacc
ggtgcagctg
ctgcaccgtg
gggcaaaggc
ccegtttace
aatgaacagc

ttatgattat

ctgagcgtga
accaacattc
gcgagcgaaa
tttaccctga
aacaacaact
tcecggecageg
aaacagagcg
agcggcttta
ctggaatggce
agccgcectga
ctgcagagca

gaatttgcgt

60

gcccgggcga
attggtatca
gcattagecgg
gcattaacag
ggccgaccac
gcaagcctgg
gccecgggcect
gcctgaccaa
tgggcgtgat
gcattaacaa
acgataccgc

attggggcca

acgcgtgagce
gcagcgcacce
cattccgagce
cgtggaaagc
ctttggegeg
cagcggcgag
ggtgcagccg
ctatggegtg
ttggagcgge
agataacagc
gatttattat

gggcaccctg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

732



ES 2764471 T3

gaagtgcagc tgcagcagag cggcccggaa ctggaaaaac cgggcgcgag cgtgaaactg 60
agctgcaaag cgagcggcta tagctttacc ggctataaca tgaactgggt gaaacagagce 120
catggcaaaa gcctggaatg gattggccat attgatccgt attatggcga taccagctat 180
aaccagaaat ttcgcggcaa agcgaccctg accgtggata aaagcagcag caccgcgtat 240
atgcagctga aaagcctgac cagcgaagat agcgeggtgt attattgegt gaaaggegge 300
tattatggcec attggtattt tgatgtgtgg ggcgcgggca ccaccgtgac cgtgagcage 360
ggcggaggcg gctctggegg cggaggatca ggtggcggag gatccgatat tcagatgacce 420
cagagcccga gcagcctgag cgcgagcecctg ggcgaacgcg tgagcctgac ctgecegegeg 480
agccaggata ttggcagcag cctgaactgg ctgcagcagg geccggatgg caccattaaa 540
cgcctgattt atgcgaccag cagcctggat agcggegtge cgaaacgcectt tagcggcage 600
cgcagcggca gcgattatag cctgaccatt agcagcctgg aaagcgaaga ttttgtggat 660
tattattgce tgcagtatgt gagcagcccg ccgacctttg gegecgggcac caaactggaa 720
ctgaaa 726
<210> 51
<211> 111
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Polipéptido sintético
<400> 51
Arg Val Lys Phe Ser Arg Ser Ala Asp Ala Pro Ala Tyr Gln Gln Gly
1 5 10 15
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

61



10

15

20

<210> 52
<211> 108

Asp Lys Met

65

Arg Gly Lys

Lys Asp Thr

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 52

<210> 53
<211> 112

Arg

Gln

Asp

Pro

Lys

65

Arg

Thr

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

Val

Asn

Val

Gln

50

Asp

Arg

Lys

Lys

Gln

Leu

35

Arg

Lys

Gly

Asp

<223> Polipéptido sintético

<400> 53

Ala

Gly

Tyr
100

Phe

Leu

20

Asp

Arg

Met

Lys

Thr
100

Glu

His

85

Asp

Ser

Tyr

Lys

Lys

Ala

Gly

85

Tyr

ES 2764471 T3

Ala Tyr Ser Glu

70

Asp Gly Leu Tyr

Ala Leu His Met

Arg

Asn

Arg

Asn

Glu

70

His

Asp

Ser

Glu

Arg

Pro

55

Ala

Asp

Ala

Ala

Leu

Gly

40

Gln

Tyr

Gly

Leu

105

Asp

Asn

25

Arg

Glu

Ser

Leu

His
105

62

Ile Gly Met Lys Gly

75

Gln Gly Leu Ser Thr

90

Gln Ala Leu Pro Pro

Ala

10

Leu

Asp

Gly

Glu

Tyr

90

Met

Pro

Gly

Pro

Leu

Ile

75

Gln

Gln

Ala

Arg

Glu

Tyr

60

Gly

Gly

Ala

Tyr

Arg

Met

45

Asn

Met

Leu

110

Gln

Glu

30

Gly

Glu

Lys

Ser

Glu

Ala

95

Arg

Gln

15

Glu

Gly

Leu

Gly

Thr
95

Arg
80

Thr

Gly

Tyr

Lys

Gln

Glu

80

Ala



5

10

Arg Val Lys

Gln Asn Gln

Asp Val Leu
35

Pro Gln Arg
50

Lys Asp Lys
65

Arg Arg Gly

Thr Lys Asp

<210> 54

<211> 111

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 54

ES 2764471 T3

Phe Ser Arg Ser Ala Asp Ala Pro
5 10

Leu Tyr Asn Glu Leu Asn Leu Gly
20 25

Asp Lys Arg Arg Gly Arg Asp Pro
40

Arg Lys Asn Pro Gln Glu Gly Leu
55

Met Ala Glu Ala Tyr Ser Glu Ile
70 75

Lys Gly His Asp Gly Leu Tyr Gln
85 90

Thr Tyr Asp Ala Leu His Met Gln
100 105

63

Ala Tyr Gln Gln Gly

Arg

Glu

Tyr

60

Gly

Gly

Ala

Arg

Met

45

Asn

Met

Leu

Leu

Glu

30

Gly

Glu

Lys

Ser

Pro
110

15

Glu

Gly

Leu

Gly

Thr

95

Pro

Tyr

Lys

Gln

Glu

80

Ala

Arg



10

Arg Val Lys Phe

Gln Asn Gln Leu
20

Asp Val Leu Asp
35

Pro Arg Arg Lys
50

Asp Lys Met Ala

Arg Gly Lys Gly

Lys Asp Thr Tyr
100
<210> 55
<211> 2034
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 55

Ser

Tyr

Lys

Asn

Glu

His

85

Asp

ES 2764471 T3

Arg

Asn

Arg

Pro

Ala

70

Asp

Ala

Ser

Glu

Arg

Gln

55

Tyr

Gly

Leu

Ala

Leu

Gly

40

Glu

Ser

Leu

His

Asp

Asn

25

Arg

Gly

Glu

Tyr

Met
105

64

Ala

10

Leu

Asp

Leu

Ile

Gln

90

Gln

Pro

Gly

Pro

Tyr

Gly

75

Gly

Ala

Ala

Arg

Glu

Asn

60

Met

Leu

Leu

Tyr

Arg

Met

45

Glu

Lys

Ser

Pro

Gln

Glu

30

Gly

Leu

Gly

Thr

Pro
110

Gln

15

Glu

Gly

Gln

Glu

Ala

95

Arg

Gly

Tyr

Lys

Lys

Arg

Thr



atgctgectge
atccccgaca
gtgaccatca
aagcccgacg
cccagecggt
gagcaggagg
ggcggcggaa
ggcgagggcea
cccagccaga
gtgtcctgga
agcgagacca
agcaagagcc
tactgtgcca
accagcgtga
cccgagttec
atgatcagcc
gaggtccagt
cgggaggagc
gactggctga
atcgagaaaa
ccecectagece
ttctacccca
aagaccaccc
gtggacaaga
ctgcacaacc
ctggtegtgg

atcttttggg

tggtgaccag
tccagatgac
gctgeeggge
gcaccgtcaa
ttagcggcag
acatcgccac
caaagctgga
gcaccaaggg
gcctgagegt
tcecggecagece
cctactacaa
aggtgttcct
agcactacta
ccgtgteccag
tgggcggacc
ggacccccga
tcaactggta
agttcaatag
acggcaagga
ccatcagcaa
aagaggagat
gcgacatcge
cceetgtget
gccggtggea
actacaccca
tgggtggegt

tgaggagcaa

ES 2764471 T3

cctgectgetg
ccagaccacc
cagccaggac
gctgctgatce
cggctecegge
ctacttttgce
gatcaccggce
cgaggtgaag
gacctgtacc
ccctaggaag
cagcgcecctg
gaagatgaac
ctacggecgge
cgagagcaag
cagcgtgttce
ggtgacctgt
cgtggacggce
cacctaccgg
atacaagtgt
ggccaagggc
gaccaagaat
cgtggagtgg
ggacagcgac
ggagggcaac
gaagagcctg
gctggectge

gcggagcaga

tgtgagctge
tccagectga
atcagcaagt
taccacacca
accgactaca
cagcagggca
agcacctccg
ctgcaggaga
gtgtccggeg
ggcctggagt
aagagccggce
agcctgcaga
agctacgcca
tacggcceccte
ctgttcccecece
gtggtggtgg
gtggaggtgce
gtggtgtceg
aaggtgtcca
cagcctecggg
caggtgtccc
gagagcaacg
ggcagcttct
gtctttaget
tcecctgagece
tacagcctge

ggcggccaca

65

cccacccegce
gcgccagcect
acctgaactg
gccggetgea
gcctgaccat
acacactgcce
gcagcggcaa
gcggecctgg
tgtcecetgee
ggctgggegt
tgaccatcat
ccgacgacac
tggactactg
cctgccecccee
ccaagcccaa
acgtgtccca
acaacgccaa
tgctgaccgt
acaagggcct
agccccaggt
tgacctgcect
gccagcccga
tcctgtacag
gctcecgtgat
tgggcaagat
tggtgacagt

gcgactacat

ctttctgcetg

gggcgaccgg
gtatcagcag
cagcggegtyg
ctccaacctg
ctacaccttt
gcctggcage
cctggtggcece
cgactacggce
gatctgggge
caaggacaac
cgccatctac
gggccagggc
ttgcecetgee
ggacaccctg
ggaggacccc
gaccaagccce
gctgcaccag
gcccagcagce
gtacaccctg
ggtgaagggce
gaacaactac
caggctgacc
gcacgaggcce
gttctgggtg
ggccttcatce

gaacatgacc

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



ES 2764471 T3

cceccggaggce ctggccccac ccggaagcac taccagceccecct acgcccctcecce cagggactte 1680
gccgectace ggagecgggt gaagttcage cggagcgceccg acgccccectge ctaccagcecag 1740
ggccagaacc agctgtacaa cgagctgaac ctgggccgga gggaggagta cgacgtgetg 1800
gacaagcgga gaggccggga ccctgagatg ggcggcaagc cccggagaaa gaaccctcag 1860
gagggcctgt ataacgaact gcagaaagac aagatggccg aggcctacag cgagatcggce 1920
atgaagggcg agcggcggag gggcaagggc cacgacggcec tgtaccaggg cctgagcacce 1980
gccaccaagg atacctacga cgccctgcac atgcaggccc tgccccccag atga 2034

<210> 56

<211> 2040

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 56

66



atgctgectge
atccccgaca
gtgaccatca
aagcccgacg
cccagecggt
gagcaggagg
ggcggcggaa
ggcgagggca
cccagccaga
gtgtcctgga
agcgagacca
agcaagagcc
tactgtgcca
accagcgtga
ccecgagttcee
atgatcagcc
gaggtccagt
cgggaggagce
gactggctga

atcgagaaaa

tggtgaccag
tccagatgac
gctgeeggge
gcaccgtcaa
ttagcggcag
acatcgccac
caaagctgga
gcaccaaggg
gcctgagegt
tcecggecagece
cctactacaa
aggtgttcct
agcactacta
ccgtgtecag
tgggcggace
ggacccccga
tcaactggta
agttcaatag
acggcaagga

ccatcagcaa

ES 2764471 T3

cctgectgetg
ccagaccacc
cagccaggac
gctgctgatce
cggctecegge
ctacttttgce
gatcaccggce
cgaggtgaag
gacctgtacc
ccctaggaag
cagcgcecctg
gaagatgaac
ctacggecgge
cgagagcaag
cagcgtgttce
ggtgacctgt
cgtggacggce
cacctaccgg

atacaagtgt

ggccaagggc

tgtgagctge
tccagectga
atcagcaagt
taccacacca
accgactaca
cagcagggca
agcacctccg
ctgcaggaga
gtgtccggeg
ggcctggagt
aagagccggc
agcctgcaga
agctacgcca
tacggccctce
ctgttcecceccece
gtggtggtgg
gtggaggtgce
gtggtgtceg
aaggtgtcca

cagcctecggg

67

cccaccccge
gcgccagcect
acctgaactg
gccggetgea
gcctgaccat
acacactgcce
gcagcggcaa
gcggecctgg
tgtcecetgee
ggctgggegt
tgaccatcat
ccgacgacac
tggactactg
cctgececcece
ccaagcccaa
acgtgtccca
acaacgccaa
tgctgaccgt
acaagggcct

agccccaggt

ctttctgcetg
gggcgaccgg
gtatcagcag
cagcggegtyg
ctccaacctg
ctacaccttt
gcctggcage
cctggtggcece
cgactacggce
gatctgggge
caaggacaac
cgccatctac
gggccaggge
ttgcectgee
ggacaccctg
ggaggacccc
gaccaagccc
gctgcaccag
gcccagcagce

gtacaccctg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200



10

ccecectagece
ttctacccca
aagaccaccc
gtggacaaga
ctgcacaacc
tgggccecte
tgcaaccacc
atgcggecceg
gaggaaggcg
cagcagggcc
gtgctggaca
cctcaggagg
atcggcatga

agcaccgcca

aagaggagat
gcgacatcge
cceetgtget
gccggtggea
actacaccca
tggcecggceac
ggaacaagag
tgcagaccac
gctgcgaact
agaaccagct
agcggagagg
gcctgtataa
agggcgagcg

ccaaggatac

<210> 57

<211> 2037

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 57

ES 2764471 T3

gaccaagaat
cgtggagtgg
ggacagcgac
ggagggcaac
gaagagcctg
ctgtggegtyg
aggccggaag
ccaggaagag
gcgggtgaag
gtacaacgag
ccgggaccect
cgaactgcag
gcggaggggc

ctacgacgcecce

caggtgtccc
gagagcaacg
ggcagcttct
gtctttaget
tcecctgagece
ctgctgetga
aaactgctgt
gacggctgca
ttcagccgga
ctgaacctgg
gagatgggcg
aaagacaaga
aagggccacg

ctgcacatgce

68

tgacctgcect
gccagcccga
tcctgtacag
gctcecgtgat
tgggcaagat
gcctggtcat
acatcttcaa
gctgeeggtt
gcgccgacgce
gccggaggga
gcaagccccg
tggccgagge
acggcctgta

aggccctgece

ggtgaagggce
gaacaactac
caggctgacc
gcacgaggcce
gatctacatc
caccctgtac
gcagccctte
ccccgaggaa
ccectgectac
ggagtacgac
gagaaagaac
ctacagcgag
ccagggcctg

ccccagatga

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040



atgctgectge
atccccgaca
gtgaccatca
aagcccgacg
cccagecggt
gagcaggagg
ggcggcggaa
ggcgagggcea
cccagccaga
gtgtcctgga
agcgagacca

agcaagagcc

tggtgaccag
tccagatgac
gctgeeggge
gcaccgtcaa
ttagcggcag
acatcgccac
caaagctgga
gcaccaaggg
gcctgagegt
tcecggecagece
cctactacaa

aggtgttcct

ES 2764471 T3

cctgectgetg
ccagaccacc
cagccaggac
gctgctgatce
cggctecegge
ctacttttgce
gatcaccggce
cgaggtgaag
gacctgtacc
ccctaggaag
cagcgcecctg

gaagatgaac

tgtgagctge
tccagectga
atcagcaagt
taccacacca
accgactaca
cagcagggca
agcacctccg
ctgcaggaga
gtgtccggeg
ggcctggagt
aagagccggce

agcctgcaga

69

cccacccegce
gcgccagcect
acctgaactg
gccggetgea
gcctgaccat
acacactgcce
gcagcggcaa
gcggecctgg
tgtcecetgee
ggctgggegt
tgaccatcat

ccgacgacac

ctttctgcetg

gggcgaccgg
gtatcagcag
cagcggegtyg
ctccaacctg
ctacaccttt
gcctggcage
cctggtggcece
cgactacggce
gatctgggge
caaggacaac

cgccatctac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



10

tactgtgcca
accagcgtga
ccecgagttcee
atgatcagcc
gaggtccagt
cgggaggagc
gactggctga
atcgagaaaa
ccecectagece
ttctacccca
aagaccaccc
gtggacaaga
ctgcacaacc
tgggccecte
tgcaaccacc
acccccecgga
ttcgeegect
cagggccaga
ctggacaagc
caggagggcc

ggcatgaagg

accgccacca

agcactacta
ccgtgteccag
tgggcggace
ggacccccga
tcaactggta
agttcaatag
acggcaagga
ccatcagcaa
aagaggagat
gcgacatcge
cceetgtget
gccggtggea
actacaccca
tggcecggceac
ggaataggag
ggcctggcece
accggagccg
accagctgta
ggagaggccg
tgtataacga
gcgagcggceg

aggataccta

<210> 58

<211> 2037

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 58

ES 2764471 T3

ctacggecgge
cgagagcaag
cagcgtgttce
ggtgacctgt
cgtggacggce
cacctaccgg
atacaagtgt
ggccaagggc
gaccaagaat
cgtggagtgg
ggacagcgac
ggagggcaac
gaagagcctg
ctgtggegtyg
caagcggagc
cacccggaag
ggtgaagttc
caacgagctg
ggaccctgag
actgcagaaa

gaggggcaag

cgacgcecctg

agctacgcca
tacggcceccte
ctgttcecceccece
gtggtggtgg
gtggaggtgce
gtggtgtceg
aaggtgtcca
cagcctecggg
caggtgtccc
gagagcaacg
ggcagcttct
gtctttaget
tcecctgagece
ctgctgetga
agaggcggcec
cactaccagc
agccggagceg
aacctgggcece
atgggcggea
gacaagatgg
ggccacgacg

cacatgcagg

70

tggactactg
cctgccecccee
ccaagcccaa
acgtgtccca
acaacgccaa
tgctgaccgt
acaagggcct
agccccaggt
tgacctgcect
gccagcccga
tcctgtacag
gctcecgtgat
tgggcaagat
gcctggtcat
acagcgacta
cctacgecccece
ccgacgeccce
ggagggagga
agccccggag
ccgaggccta
gcctgtacca

ccectgeccecee

gggccagggce

ttgcecetgee
ggacaccctg
ggaggacccc
gaccaagccce
gctgcaccag
gcccagcagce
gtacaccctg
ggtgaagggce
gaacaactac
caggctgacc
gcacgaggcce
gatctacatc
caccctgtac
catgaacatg
tcccagggac
tgcctaccag
gtacgacgtg
aaagaaccct
cagcgagatc
gggcctgage

cagatga

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2037



atgctgctge tggtgaccag
atccccgaca tccagatgac
gtgaccatca gctgccggge
aagcccgacg gcaccgtcaa

cccagecggt ttageggeag

ES 2764471 T3

cctgectgetg
ccagaccacc
cagccaggac
gctgctgatce

cggctecegge

tgtgagctge
tccagectga
atcagcaagt
taccacacca

accgactaca

71

cccacccegce
gcgccagcect
acctgaactg
gccggetgea

gcctgaccat

ctttctgcetg

gggcgaccgg
gtatcagcag
cagcggegtg

ctccaacctg

60

120

180

240

300



gagcaggagg
ggcggcggaa
ggcgagggcea
cccagccaga
gtgtcctgga
agcgagacca
agcaagagcc
tactgtgcca
accagcgtga
ccecgagttcee
atgatcagcc
gaggtccagt
cgggaggagc
gactggctga
atcgagaaaa
ccecectagece
ttctacccca
aagaccaccc
gtggacaaga
ctgcacaacc
ttecttectgg
ttcagegtgg
cggccegtge
gaaggcggcet
cagggccaga
ctggacaagc
caggagggcc

ggcatgaagg

accgccacca

acatcgccac
caaagctgga
gcaccaaggg
gcctgagegt
tcecggecagece
cctactacaa
aggtgttcct
agcactacta
ccgtgteccag
tgggcggace
ggacccccga
tcaactggta
agttcaatag
acggcaagga
ccatcagcaa
aagaggagat
gcgacatcge
cceetgtget
gccggtggea
actacaccca
ccctgaccte
tcaagagagg
agaccaccca
gcgaactgceg
accagctgta
ggagaggccg
tgtataacga
gcgagcggceg

aggataccta

ES 2764471 T3

ctacttttgce
gatcaccggce
cgaggtgaag
gacctgtacc
ccctaggaag
cagcgcecctg
gaagatgaac
ctacggecgge
cgagagcaag
cagcgtgttce
ggtgacctgt
cgtggacgge
cacctaccgg
atacaagtgt
ggccaagggc
gaccaagaat
cgtggagtgg
ggacagcgac
ggagggcaac
gaagagcctg
taccgeccectg
ccggaagaaa
ggaagaggac
ggtgaagttc
caacgagctg
ggaccctgag
actgcagaaa

gaggggcaag

cgacgcecctg

cagcagggca
agcacctccg
ctgcaggaga
gtgtccggeg
ggcctggagt
aagagccggce
agcctgcaga
agctacgcca
tacggcceccte
ctgttcecceccece
gtggtggtgg
gtggaggtgce
gtggtgtceg
aaggtgtcca
cagcctecggg
caggtgtccc
gagagcaacg
ggcagcttct
gtctttaget
tcecctgagece
ctgtttetge
ctgctgtaca
ggctgcagct
agccggagceg
aacctgggcece
atgggcggea
gacaagatgg
ggccacgacg

cacatgcagg

72

acacactgcce
gcagcggcaa
gcggecctgg
tgtcecetgee
ggctgggegt
tgaccatcat
ccgacgacac
tggactactg
cctgccecccee
ccaagcccaa
acgtgtccca
acaacgccaa
tgctgaccgt
acaagggcct
agccccaggt
tgacctgcect
gccagcccga
tcctgtacag
gctcecgtgat
tgggcaagat
tgttctttet
tcttcaagca
gcecggttece
ccgacgeccce
ggagggagga
agccccggag
ccgaggccta
gcctgtacca

ccectgeccecee

ctacaccttt
gcctggcage
cctggtggcece
cgactacggce
gatctgggge
caaggacaac
cgccatctac
gggccagggc
ttgcecetgee
ggacaccctg
ggaggacccc
gaccaagccce
gctgcaccag
gcccagcagce
gtacaccctg
ggtgaagggce
gaacaactac
caggctgacc
gcacgaggcce
gattatctca
gaccctgegg
gcccttcatg
cgaggaagag
tgcctaccag
gtacgacgtg
aaagaaccct
cagcgagatc
gggcctgage

cagatga

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

1860

1920

1980

2037



ES 2764471 T3

<210> 59
<211> 2160
<212> ADN
5 <213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

10 <400> 59

73



atgctgectge
atccccgaca
gtgaccatca
aagcccgacg
cccagecggt
gagcaggagg
ggcggcggaa
ggcgagggcea
cccagccaga
gtgtcctgga
agcgagacca
agcaagagcc
tactgtgcca
accagcgtga
ccecgagttcee
atgatcagcc
gaggtccagt
cgggaggagc
gactggctga
atcgagaaaa
ccecectagece
ttctacccca
aagaccaccc
gtggacaaga
ctgcacaacc
ctggtegtgg
atcttttggg
ccceggagge

gccgectace

tggtgaccag
tccagatgac
gctgeeggge
gcaccgtcaa
ttagcggcag
acatcgccac
caaagctgga
gcaccaaggg
gcctgagegt
tcecggecagece
cctactacaa
aggtgttcct
agcactacta
ccgtgteccag
tgggcggace
ggacccccga
tcaactggta
agttcaatag
acggcaagga
ccatcagcaa
aagaggagat
gcgacatcge
cceetgtget
gccggtggea
actacaccca
tgggtggegt
tgaggagcaa
ctggccccac

ggagcaagag

ES 2764471 T3

cctgectgetg
ccagaccacc
cagccaggac
gctgctgatce
cggctecegge
ctacttttgce
gatcaccggce
cgaggtgaag
gacctgtacc
ccctaggaag
cagcgcecctg
gaagatgaac
ctacggecgge
cgagagcaag
cagcgtgttce
ggtgacctgt
cgtggacggce
cacctaccgg
atacaagtgt
ggccaagggc
gaccaagaat
cgtggagtgg
ggacagcgac
ggagggcaac
gaagagcctg
gctggectge
gcggagcaga
ccggaagcac

aggccggaag

tgtgagctge
tccagectga
atcagcaagt
taccacacca
accgactaca
cagcagggca
agcacctccg
ctgcaggaga
gtgtccggeg
ggcctggagt
aagagccggce
agcctgcaga
agctacgcca
tacggcceccte
ctgttcecceccece
gtggtggtgg
gtggaggtgce
gtggtgtceg
aaggtgtcca
cagcctecggg
caggtgtccc
gagagcaacg
ggcagcttct
gtctttaget
tcecctgagece
tacagcctge
ggcggccaca
taccagccct

aaactgctgt

74

cccacccegce
gcgccagcect
acctgaactg
gccggetgea
gcctgaccat
acacactgcce
gcagcggcaa
gcggecctgg
tgtcecetgee
ggctgggegt
tgaccatcat
ccgacgacac
tggactactg
cctgccecccee
ccaagcccaa
acgtgtccca
acaacgccaa
tgctgaccgt
acaagggcct
agccccaggt
tgacctgcect
gccagcccga
tcctgtacag
gctcecgtgat
tgggcaagat
tggtgacagt
gcgactacat
acgcccctcee

acatcttcaa

ctttctgcetg
gggcgaccgg
gtatcagcag
cagcggegtyg
ctccaacctg
ctacaccttt
gcctggcage
cctggtggcece
cgactacggce
gatctgggge
caaggacaac
cgccatctac
gggccagggc
ttgcecetgee
ggacaccctg
ggaggacccc
gaccaagccce
gctgcaccag
gcccagcagce
gtacaccctg
ggtgaagggce
gaacaactac
caggctgacc
gcacgaggcce
gttctgggtg
ggccttcatce
gaacatgacc
cagggacttc

gcagccctte

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



atgcggecceg
gaggaaggcg
cagcagggcc
gtgctggaca
cctcaggagg
atcggcatga

agcaccgcca

tgcagaccac
gctgcgaact
agaaccagct
agcggagagg
gcctgtataa
agggcgagcg

ccaaggatac

ES 2764471 T3

ccaggaagag
gcgggtgaag
gtacaacgag
ccgggaccect
cgaactgcag
gcggaggggc

ctacgacgcecce

gacggctgca
ttcagccgga
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido que comprende un receptor de antigeno quimérico codificado por una secuencia de ADN
segun el SEQ ID NO: 5.

2. Una célula T transformada que expresa el polipéptido de la reivindicacién 1.
3. La célula T transformada de la reivindicacion 2, donde la célula es una célula inmortalizada.
4. La célula T transformada de la reivindicacion 2, donde la célula T es una célula T alfa beta, una célula

T gamma delta o una célula NKT.

5. Una preparacion farmacéutica que comprende la célula T transformada de cualquiera de las
reivindicaciones 2-4.

6. Un acido nucleico que codifica un receptor de antigeno quimeérico que comprende una secuencia segun
el SEQ ID NO: 5.

7. El acido nucleico de la reivindicacion 6, donde el acido nucleico esta comprendido en una célula T.

8. El acido nucleico de la reivindicacion 7, donde la célula T es una célula T alfa beta, una célula T gamma

delta, una célula NKT o una célula T derivada de una célula pluripotente.

9. Un vector de transposon de la Bella Durmiente que comprende un acido nucleico que codifica un
receptor de antigeno quimérico que comprende una secuencia segun el SEQ ID NO: 5.

10. Una célula T que comprende un acido nucleico que codifica un receptor de antigeno quimérico
codificado por una secuencia segun el SEQ ID NO. 5.

11. Una célula T que comprende un vector de transposén de la Bella Durmiente que comprende un acido
nucleico de la reivindicacion 6.

12. La célula T de la reivindicacién 10 que comprende ademas una citocina unida a membrana.

13. La célula T de la reivindicacion 12, donde la citocina unida a la membrana es IL-15 unida a la membrana.
14. La célula T segun las reivindicaciones 10-13 para uso en el tratamiento del cancer.

15. La célula T para uso segun la reivindicacion 14, donde el cancer es un tumor maligno de células B o
linfoma.
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