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DESCRIPCION
Método y composiciones para el funcionamiento potenciado del efector antitumoral de células T
Declaracion relacionada con la investigacion patrocinada por el gobierno federal

Esta invencion se hizo con el apoyo gubernamental en la forma del Cancer Center Support Grant no. P30-
CA33572-21 del Department of Health and Human Services, National Institutes of Health de los Estados Unidos. El
gobierno de los Estados Unidos tiene ciertos derechos en la invencion.

Antecedentes de la invenciéon
1. Campo técnico

La invencién se relaciona con el campo de la biomedicina y especificamente con métodos Utiles para la terapia del
cancer. En particular, la invencién se relaciona con un receptor de antigeno quimérico (CAR) para estrategias
inmunoterapéuticas de CTL especificas para el cancer, que incluyen el uso de los linfocitos T genéticamente
modificados que expresan inmunorreceptores quiméricos en el tratamiento de tumores de cerebro humanos y otros
tipos de cancer.

2. Descripcion de la técnica anterior

Se han investigado inmunoterapias basadas en células T especificas para tumores para el tratamiento antitumoral,
sin embargo, las células T sufren del problema de que no sobreviven ni permanecen activas in vivo durante un
periodo lo suficientemente largo. Frecuentemente las células T, transferidas de forma adoptiva no tienen la potencia
y duracién deseadas para matar células tumorales. Por lo tanto, hay una necesidad en la técnica para terapias de
cancer especificas de tumores con funcionamiento antitumoral a largo plazo.

Las inmunoterapias dirigidas al cancer tradicionalmente se centran en la obtencién de respuestas de CD8" CTL. Sin
embargo, la estimulacion de las respuestas de células T CD4" (auxiliares) también es importante para la
inmunoterapia exitosa contra el cancer. Las células T CD4" pueden influir en las respuestas de CTL especificas de
tumores naturales, directa o indirectamente, a través de condicionamiento de antigeno profesional que presenta
células a través de CD40-CDA40L, y a través de la produccion de citoquinas tales como IL2 e IFN-y. Los mecanismos
efectores citocidas utilizados por las células T CD4" son mediados, ya sea a través de la liberacién de citoquinas que
activan los receptores de muerte en la superficie de células tumorales, o a través de contacto directo de células
donde Fas/FasL, el ligando que induce la apoptosis relacionado con TNF (TRAIL), o rutas dependientes de perforina
granzima median la apoptosis de células tumorales. Estas células auxiliares pueden aumentar la temprana
expansion clonal y la generacion de efectores de CTL CD8" primarios, y también puede afectar tanto la generacion
como la expansion de células T CD8" de memoria funcional.

La activacién completa de las células T CD4" naturales requiere tanto de una sefial especifica del antigeno a través
del acoplamiento del complejo receptor/CD3 de células T con complejos clase Il de péptido/MHC apropiados como
de sefiales coestimuladoras. Estas sefiales coestimuladoras por lo general son suministradas por ligandos que se
expresan selectivamente en células que presentan antigenos especializados. Se cree que la coestimulacion de
células T ayuda a mantener la tolerancia a los antigenos propios normales expresados por los tejidos que no
suministran esta sefial secundaria. Puesto que la mayoria de las células tumorales, similar a los tejidos normales, no
expresan MHC clase Il o moléculas coestimuladoras, es légico pensar que también ellos normalmente no
promueven la estimulacion de las células T CD4" directamente. Esta teoria esta apoyada por varios estudios que
han demostrado una inmunidad antitumoral mediada por células T potenciada por la vacunaciéon con células
tumorales que fueron transfectadas con el ligando B7-1 coestimulador.

Mientras que la alteracion de la expresion de células tumorales de las moléculas coestimuladoras es una manera de

ayudar a conducir la activacion de células T, serian muy deseables estrategias alternativas, particularmente
estrategias que involucren el permitir que la célula T reciba y actle sobre las sefiales coestimuladoras sin la
necesidad de ligandos coestimuladores reales.

La W02008/095141 divulga células T reguladoras redirigidas dotadas con especificidad hacia un antigeno objetivo
seleccionado o ligando y su uso en la supresion de enfermedades autoinmunes. La US2003/0171546 Al se refiere a
inmunorreceptores de transmembrana quiméricos para redireccionar la especificidad de antigeno de las células T,
con aplicacion al tratamiento de una variedad de canceres. En particular, la US2003/0171546 Al divulga un receptor
de antigeno quimérico (CAR) especifico del tumor con un dispositivo de sefializacion coestimulador de CD28. La
US2005/0113564 Al divulga un método para potenciar la actividad de un receptor de antigeno quimérico contra un
tumor, que comprende adicionar ya sea un CD28 o un dominio de sefializacién de 4-1BB a dicho receptor.

Resumen de la invencién
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De acuerdo con lo anterior, la presente invencidon provee un receptor de antigeno quimérico (CAR) como se
reivindica en la reivindicacion 1 mas adelante, para el funcionamiento efector antitumoral potenciado de las células T
CD4 y CD8" para inmunoterapia del cancer. Los inmunorreceptores de transmembrana quimérica (denominados
receptores de antigeno quimérico o "CARs") comprenden un dominio extracelular, una regiéon transmembrana y un
dominio de sefializacion intracelular. El dominio extracelular esta constituido de un ligando de receptor soluble (que
es especifico para un antigeno tumoral objetivo u otra molécula de la superficie celular del tumor) enlazado a una
regiéon de soporte opcional capaz de atar el dominio extracelular a una superficie celular. EI dominio de sefializacion
intracelular contiene el dominio de sefializacién de la cadena zeta del complejo CD3 humano (CD3) y los dominios
de sefalizacion coestimuladora de CD28 y de 4-1BB. ElI dominio extracelular contiene un elemento de
reconocimiento que permite que el CAR, cuando se expresa en la superficie de una célula T, para dirigir la actividad
de células T a aquellas células que expresan un receptor o ligando para el cual este elemento de reconocimiento es
especifico. Por ejemplo, un CAR que contiene un dominio extracelular que contiene un elemento de reconocimiento
especifico para un antigeno tumoral puede dirigir la actividad de células T a las células tumorales que portan este
antigeno. La region intracelular permite a la célula T recibir sefiales coestimuladoras. Los dominios de sefializacién
coestimuladores son CD28 y 4-1BB. El receptor quimérico humano comprende una region transmembrana de CD4,
un Fc de IgG4 humano y un receptor de IL13 o ligando que es especifico del tumor. La molécula de IL13 contiene la
mutacion E13Y, como en IL13-CD28-41BBC.

Las realizaciones de la invencion también abarcan los linfocitos T aislados que expresan el CAR discutido aqui.
Ademas, las realizaciones de la invencidn incluyen métodos de inmunoterapia del cancer que comprende
administrar a un paciente en necesidad del mismo tales linfocitos T, que incluyen como tratamientos para cualquiera
de los siguientes tipos de cancer: glioblastoma, meduloblastoma, cancer de seno, cancer de cabeza y cuello, cancer
de rifion, cancer de ovario, sarcoma de Kaposi, leucemia mielogenosa aguda, y enfermedades malignas de linaje B.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es una representacion esquematica de las moléculas de proteina del receptor de antigeno quimérico
(CAR) de IL13Z e IL13-CD28-41BBC.

La Figura 2 muestra las ubicaciones de cebadores de ejemplo para la construccion de CAR de IL13( en la secuencia
de IL13 nativa como se indica. Las flechas indican la posicién de los cebadores en la secuencia de IL13.

Figura 3 (dada como las figuras 3A-3C) provee una secuencia de nuclettidos que codifican la IL13 zetaquina de
ejemplo (SEQ ID NO: 5, cadena superior; SEQ ID NO: 6, cadena inferior). Los segmentos de ADN en la secuencia
incluyen el péptido de sefializacion alfa GM-CSFR (SEQ ID NO: 7), IL13 (E13Y) (SEQ ID NO: 8), IgG4 (SMP) (SEQ
ID NO: 9), CD4tm (SEQ ID NO: 10) y CD3zeta (SEQ ID NO:11). La secuencia completa de aminoacidos se provee
como SEQ ID NO: 4.

La Figura 4 es un mapa del vector IL13zetaquina/HyTK-pMG. Una secuencia de ejemplo de tal vector se provee en
la Figura 5.

Figura 5 (dada como las figuras 5A-5L) provee la secuencia de un vector de ADN plasmido de ejemplo (SEQ ID NO:
13, cadena superior; SEQ ID NO: 14, cadena inferior). Una secuencia de aminoacidos de IL13zetaquina (SEQ ID
NO: 15) y una secuencia de aminoacidos de HyTK (SEQ ID NO: 16) también se indican. Los segmentos de ADN que
componen la secuencia completa incluyen hEF1p (nucleétidos 6-549; SEQ ID NO: 41), IL13 zetaquina (nucledtidos
690-2183; SEQ ID NO: 42), sv40pAn tardio (nucle6tidos 2230-2498; SEQ ID NO: 43), Ori ColEl (nucleétidos 2499-
3245; SEQ ID NO: 44), SpAn (nucledtidos 3246-3432; SEQ ID NO: 45), HCMV 1Aprom (nucleétidos 3433-4075;
SEQ ID NO: 46), HyTK (nucledtidos 4244-6319; SEQ ID NO: 47) y BGh pAna (nucleétidos 6320-6618; SEQ ID NO:
48).

La Figura 6 contiene dos representaciones esquematicas de constructos de plasmido lineales del CAR de ejemplo.
La Figura 6A muestra un constructo de IL13C y la Figura 6B muestra un constructo de 1L13 CD28-41BBC.

La Figura 7 muestra el andlisis de transferencia Western de lisados celulares derivados de células T CD4"
transfectadas en forma simulada, por 1L13C- e IL13-CD28-41BB( para la expresion del CAR utilizando un mAb
especifico de CD3¢ antihumano de ratén.

La Figura 8 es un panel de ocho andlisis de citometria de flujo que comparan el fenotipo de las células CD4" en
volumen que expresan IL13¢- e IL13- CD28-41BBC.

La Figura 9 es un panel de seis graficos que muestran los resultados de citometria de flujo de tincion de la superficie
de HLA-A2 y HLA-DR (moléculas MHC), IL13Ra2 y las moléculas coestimuladoras CD80, CD86, CD137 y-L (4-
1BBL) (histogramas rellenos) como se indica, en comparacion con controles de isotipo (histogramas abiertos) en las
células objetivo de glioma U87.
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La Figura 10 es una serie de inmunotransferencias que muestran los resultados de un ensayo de quinasa para
determinar la cinética de la activacién de JNK y p38 (3A) y AKT (3B), que se mide a través de la fosforilacién de sus
respectivos sustratos (esto es, P-cJun (proto-oncégeno de c-Jun fosforilado), p-GSK3 (glicogeno sintasa quinasa 3
fosforilada) y P-ATF2 (factor 2 de transcripcion de activacion fosforilado)).

La Figura 11 muestra la polarizacién de Th; potenciada de las células T CD4" de IL13-CD28-41BBZ" en términos
ARNmM de citoquina Th; de células T (Figura 11A) y la produccién de proteina de citoquinas Th; y Th, (Figura 11B).

La Figura 12A provee los datos que muestran una actividad citotoxica potenciada de las células T IL13-CD28-
41BB{" CD4" (W) contra objetivos U87 en comparacién con la de las células T CD4" de 1L13Z" (Q) en la relacién
indicada E:T en un ensayo de citotoxicidad de luciferasa de 4 horas (LCA). La Figura 12B muestra datos similares
para las células T IL13-CD28-41BBZ" CD4" (barras negras) y las células T 1L13" CD4" (barras blancas) cocultivadas
durante 48 horas en una relacion E:T de 2:1, y luego cocultivadas de nuevo durante 48 horas adicionales después
de la adicion de objetivos frescos en la misma relacién E:T. La Figura 12C provee los datos obtenidos con las
imagenes de video de las células T que expresan el CAR indicado de cocultivadas con células U87 adherentes, lo
cual indica el nimero de células viables por imagen.

La Figura 13 provee datos de flujo que muestran el efecto antitumoral sostenido contra xenoinjertos de glioblastoma
establecidos in vivo por las células T CD4" de IL13-CD28-41BB(". También se muestran los resultados observados
con células T transfectadas con IL13( y simuladas.

La Figura 14 provee la secuencia de IL13-1gG4-cd28tm-CD28gg-Zeta (CO) (SEQ ID NO: 36).

La Figura 15 proporciona la secuencia de 1L13-IgGs-cd4tm-CD28-4-1BB-Zeta, también denominado aqui como 1L13-
CD28-41BB¢ utilizada/discutida anteriormente con respecto a los ejemplos a continuacion (SEQ ID NO: 37). Esta
secuencia se utilizé para alterar genéticamente las células T para expresar el CAR de IL13-CD28-41BB{ como se
describe y se utiliza en las figuras 1, 6, 7, 8, 10, 11, 12 y 13.

La figura 16 provee la secuencia de IL13-IgG4-cd28tm-CD28-Ox40-Zeta (SEQ ID NO: 38).

La Figura 17 provee la secuencia de 1L13-1gG4-cd28tm-CD28gg-4-1BB-Zeta (SEQ ID NO: 39).

La Figura 18 provee la secuencia de 1L13-1gG4-cd28tm-CD28gg”~199-4-1BB-Zeta (SEQ ID NO: 40).
Descripcion detallada de las realizaciones preferidas

La inmunoterapia adoptiva que utiliza linfocitos T que expresan receptores de antigenos quiméricos (CARS)
especificos de tumores puede ser una estrategia terapéutica poderosa para el tratamiento del cancer. Los CAR se
componen de un elemento de reconocimiento especifico extracelular (tal como un receptor que se enlaza a un
antigeno tumoral) enlazado a través de un dominio transmembrana al dominio de sefializacién citoplasmico de
CD3C¢. Por lo tanto, estos receptores son capaces tanto de unirse al antigeno como para transducir activacion de
células T, independiente de la restriccion de MHC. Asi, los CAR son inmunorreceptores "universales" que pueden
tratar una poblacién de pacientes con tumores positivos al antigeno, independientemente de su genotipo HLA.

De acuerdo con realizaciones de esta invencion, los CAR contienen el dominio de sefializacién para CD3 y los
dominios de sefializacion de uno o mas receptores coestimulantes que promueven ademas el reciclaje, la
supervivencia y/o expansion de células transferidas adoptivamente que expresan los CAR, ademas de receptores
especificos que permiten a las células acoplar objetivos tales como tumores. Los dominios de sefializacion de los
receptores coestimuladores son las porciones intracelulares de cada proteina del receptor que generan la sefial de
activacion en la célula. Ejemplos son los aminoacidos 180-220 de la molécula CD28 nativa y los aminoacidos 214-
255 de la molécula 4-1BB nativa. Un CAR especialmente preferido comprende un elemento de reconocimiento
extracelular que es especifico para un receptor Unico de la superficie celular del cancer, es estable in vivo y tiene
una baja inmunogeneicidad. La derivacion a partir de una molécula de sefial celular soluble de origen natural ayuda
a lograr estos objetivos.

El término "CAR" se refiere a un receptor de antigeno quimérico que es una biomolécula recombinante que contiene
un dominio de reconocimiento extracelular, una regién transmembrana, y un dominio de sefializacién intracelular. El
término "antigeno”, por lo tanto, no se limita a moléculas que se enlazan a los anticuerpos, sino a cualquier molécula
gue se puede enlazar especificamente a cualquier receptor. "Antigeno” se refiere asi al dominio de reconocimiento
del CAR. El dominio de reconocimiento extracelular (también denominado como el dominio extracelular o
simplemente por el elemento de reconocimiento que contiene) comprende un elemento de reconocimiento que se
enlaza especificamente a una molécula presente en la superficie celular de una célula objetivo. La regién
transmembrana ancla el CAR en la membrana. El dominio de sefializacién intracelular comprende el dominio de
sefializacion de la cadena zeta del complejo CD3 humano y comprende opcionalmente uno o mas dominios de
sefializacion coestimuladoras.
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Un CAR que contiene el dominio de IL13 con la mutacion E13Y (IL13(E13Y)) y el dominio de sefializacion de la
cadena zeta de CD3 se denomina aqui como "IL13C." Este término incluye cualquier receptor de antigeno quimérico
(CAR) que contenga un dominio de reconocimiento extracelular de IL13 (un dominio que reconoce especificamente
IL13Ra2 en las células tumorales) una regién transmembrana, y un dominio de sefializacién intracelular de cadena
zeta de CD3. Ejemplos no limitantes de tales CAR se proveen en los Ejemplos 8-12. Un CAR que contiene
IL13(E13Y) y contiene también los dominios intracelulares coestimuladores opcionales CD28 y 4-1BB se denomina
aqui "IL13-CD28-41BB(".

Las personas expertas reconoceran que cualquier secuencia de nucleétidos que codifica IL13(E13Y) también seria
adecuado para este mismo propdsito. La secuencia no mutada del dominio de sefializacién IL13 también es
adecuada. Cualquier secuencia que codifica IL13 o IL13(E13Y) incluyendo variantes con 90%, 95%, 98% o0 99% de
homologia con la secuencia nativa se puede utilizar aqui. Tales secuencias que son Utiles para reconocer
especificamente un antigeno tumoral del receptor de IL13 tal como IL13Ra2, por lo tanto, incluyen las codificadas
por el &cido nucleico nativo (véase Smernov et al, Gene 155:277-281, 1995, 1.995, cuyas divulgaciones se
incorporan aqui como referencia), la misma secuencia de &cido nucleico que carece de la mutacion E13Y,
secuencias que son 95%, 98% o 99% homdlogas con estas secuencias, secuencias mas largas que comprenden
aquellas secuencias, pero también incluyen nucleétidos adicionales en el extremo 3 'o 5', por ejemplo, cualquier
namero de nucleétidos o codones adicionales, tales como 3, 6, 9, 12 o mas nucledtidos, o hasta aproximadamente
12, 20, 50 o0 100 nucledtidos adicionales, y cualquier secuencia que codifica la misma secuencia de aminoacidos que
estos acidos nucleicos debido a la degeneracion del cédigo genético. En particular, las secuencias que son de
codones optimizados (CO) para la expresion por el anfitrion deseado se contemplan como parte de la invencion.

Elementos de reconocimiento solubles como los usados en esta invencion se derivan de polipéptidos sintetizados
de novo, como se describe para la secuencia de codificacion de 1L13 (E13Y) en el Ejemplo 1 o de polipéptidos de
librerias combinatorias tales como librerias de despliegue de fagos o librerias sintetizadas quimicamente..
Elementos de reconocimiento solubles preferidos son de origen humano y por lo tanto son no inmunogénicos, pero
pueden ser adaptados en la afinidad o especificidad a través de la mutagénesis. Tras su expresion en las células T,
los elementos de reconocimiento solubles son capaces de enlazarse a un elemento objetivo en la célula objetivo (por
ejemplo una célula tumoral, pero no en ningln grado apreciable en las células no objetivo)), de tal manera que da
como resultado la activaciéon de células T. Asi, los elementos de reconocimiento solubles que son adecuados para
esta invencion tienen ciertas ventajas sobre los fragmentos de anticuerpos o moléculas de adhesion celular para
especificidad objetivo en los CAR de la invencidén, puesto que son mas propensos a ser estables en el ambiente
extracelular, no antigénico, y mas selectivos, y por lo tanto se prefieren. Ejemplos de elementos receptores solubles
adecuados incluyen factores de crecimiento autocrinos y paracrinos, quimioquinas, citoquinas, hormonas y ligandos
disefiados de moléculas pequefias artificiales que presentan la especificidad requerida. Las secuencias de ligando
natural pueden ser disefiadas para incrementar su especificidad para una célula objetivo particular. La seleccién de
un elemento de reconocimiento para uso en un CAR particular se rige por la naturaleza de la célula objetivo, y las
cualidades discutié6 anteriormente. En una realizacién preferida de la invencion, el CAR explota la expresion
restringida al tumor de IL13Ra2 por glioma maligno, carcinoma de células renales y otros tumores mediante el uso
como el elemento de reconocimiento de un mutante de IL13 (E13Y) para dirigir las células T especificamente a las
células tumorales que expresan IL13Ra2. Se pueden crear elementos de reconocimiento analogos que son
especificos para cualquiera de una variedad de tipos de células cancerosas que expresan selectivamente antigenos
receptores o cualquier molécula especifica sobre sus superficies celulares, para los que se conocen elementos de
reconocimiento selectivos o pueden ser disefiados.

Ejemplos de regiones de soporte adecuado (transmembrana) para uso con la invencién incluyen las regiones
constantes (Fc) de inmunoglobulinas, CD8a humana, y enlazadores artificiales que sirven para mover la unidad
estructural de direccionamiento lejos de la superficie celular para mejorar el acceso y el enlazamiento en las células
objetivo. Una region de soporte preferido es la regiéon Fc de una IgG (tales como IgGs). Ejemplos de dominios
transmembrana adecuados incluyen los dominios transmembrana de los marcadores de leucocitos de CD,
preferiblemente la de CD4 o CD28. Ejemplos de dominios de sefializacion del receptor intracelular incluyen el
complejo receptor de antigeno de células T, preferiblemente la cadena zeta de CDS3, sin embargo, cualquier regién
transmembrana suficiente para anclar el CAR en la membrana se puede utilizar. Las personas de experiencia son
conscientes de las numerosas regiones transmembrana y los elementos estructurales (tales como regiones de
aminoacidos lipofilicos) que producen dominios transmembrana en numerosas proteinas de la membrana y por lo
tanto puede sustituir cualquier secuencia conveniente. Los receptores de sefializacion coestimuladora de células T
adecuados para mejorar la funcion y la actividad de las células que expresan CAR incluyen, pero no se limitan a,
CD28 y 4-1 BB también conocido como (CD 137), y OX-40.

La sefializacion a través de CD28 se requiere para la produccién y proliferacion de IL2, pero no juega un papel
primordial en el mantenimiento de la funcién y la actividad de las células T. 4-1 BB (un miembro de la familia del
receptor del factor de necrosis tumoral expresado después de la activacion de CD28) y OX-40 estan involucrados en
guiar la supervivencia a largo plazo de las células T, y la acumulacion de células T. Los ligandos para estos
receptores tipicamente estan expresados en las células que presentan antigenos profesionales, tales como células
dendriticas y macréfagos activados, pero no en las células tumorales. Expresando un CAR que incorpora dominios
de sefializacion de CD28 y/o 4-1BB en las células T CD4" potencia la actividad y la potencia antitumoral de esas
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células en comparacién con las que expresan un CAR que contiene solamente el dominio de sefializacion de CD3C.
Preferiblemente, los CAR de la invencion contienen dominios de sefializacion tanto CD28 como 4-1BB.

Para que el CAR apunte a las células tumorales, contienen una molécula de enlazamiento extracelular que enlaza
un marcador de superficie tumoral y preferiblemente se enlaza especificamente a una molécula Unica de superficie
del tumor. Algunos tipos de cancer expresan o sobreexpresan moléculas del sistema inmune. Los gliomas, por
ejemplo, expresan receptores de IL13, y en particular, los receptores de IL13 de alta afinidad. Sin embargo, a
diferencia del complejo trimolecular del receptor de IL13 utilizado por el sistema inmune, (que consiste en el
IL13Ral, el IL4RB, y yc), las células de glioma sobreexpresan una cadena IL13Ra2 Unica capaz de enlazarse a IL
13 independientemente del requerimiento para IL4ARB o yc44. Al igual que su homoélogo IL4, el IL13 tiene actividad
inmunorreguladora pleotrépica fuera del SNC. Tanto el IL13 como el IL4 estimulan la produccion de IgE por los
linfocitos B y suprimen la produccién de citocinas proinflamatorias por los macroéfagos.

Estudios detallados que utilizan autorradiografia con IL 13 radiomarcado han demostrado abundante enlazamiento
de IL 13 sobre casi todos los tejidos de glioma maligno estudiados. Este enlazamiento es altamente homogéneo
dentro de las secciones del tumor y en el andlisis de una célula individual. Sin embargo, el andlisis de la sonda
molecular especifico para ARNm de IL13Ra2 no detectdé la expresién del receptor especifico de glioma por
elementos cerebrales normales y autorradiografia con IL13 radiomarcado tampoco pudo detectar el enlazamiento de
IL13 especifico en el SNC normal. Estos estudios sugieren que el receptor de IL13Ral/IL4B/yc compartido no se
expresa de forma detectable en el SNC normal. Por lo tanto, ILL3Ra2 es un objetivo de la superficie celular muy
especifico para glioma y es un objetivo altamente adecuado para esta invencién. Las personas con experiencia son
conscientes de otros objetivos adecuados para los CAR, que se expresan o sobreexpresan en las células que van a
ser direccionadas y preferiblemente no se expresan o se expresan en un grado mucho menor, en otras células. Otro
ejemplo de un objetivo especifico de tumor adecuados para el direccionamiento con los CAR es el receptor de IL3
(IL3R; por ejemplo, expresado en las células de leucemia mieloide aguda (AML).

El enlazamiento de citotoxinas basadas en IL13 al complejo receptor de IL13Ral/IL4B/yc ampliamente expresado,
tiene, sin embargo, el potencial de mediar toxicidades no deseadas a los tejidos normales fuera del SNC, y asi limita
la administracion sistémica de estos agentes. Una sustitucion de aminoacido en la hélice A de IL13A alfa en el
aminoacido 13 de la tirosina para el acido glutamico nativo reduce selectivamente la afinidad de IL13 con el receptor
de IL13Ral/IL4B/yc. El enlazamiento de este mutante (denominado IL13(E13Y) con IL13Ra2, sin embargo, fue
incrementado en relacién con el IL13 de tipo silvestre por 50 veces. Asi, este analogo de IL13 minimamente alterado
incrementa simultaneamente la especificidad y afinidad de los IL13 para las células de glioma. Por lo tanto, la
invencion emplea un IL13 que contiene una mutacién en el aminoacido 13. Sin embargo, también se puede utilizar el
IL 13 que tiene la secuencia natural, y puede ser (til, particularmente en situaciones donde se van a administrar
localmente las células T modificadas, tales como mediante inyeccion directamente en una masa tumoral.

Un tipo preferido de CAR para dirigir especificamente tumores que expresan IL13Ra2 estd constituido de una
citocina mutante de IL13 extracelular en la cual la proteina IL13 contiene una sustitucion de tirosina para el acido
glutamico de origen natural en el aminoacido 13 de la proteina (denominado aqui IL13(E13Y)), conectado a una
regién de soporte de dominio Fc de bisagra de 1gG4 que esta fusionado con un dominio transmembrana de CD4 y
una secuencia de sefializacion de CD3( citoplasmico. Véase la Figura 1, lado izquierdo. Este CAR se denomina aqui
como "CAR IL13¢ ". Cuando este CAR también contiene los dominios de sefializacion de CD28 y el 4-1BB, se
denomina como 1L13-CD28-41BB(. Véase la Figura 1, lado derecho.

De acuerdo con la presente invencién, un inmunorreceptor puede ser producido por cualquier medio conocido en la

técnica, aunque preferiblemente es producido utilizando técnicas de ADN recombinante. Los acidos nucleicos que
codifican las varias regiones del receptor quimérico pueden ser preparadas y ensamblados en una secuencia
codificante completa mediante técnicas estandar de clonacién molecular conocidas en la técnica (criba de libreria
gendmica, PCR, la ligadura asistida por cebador, mutagénesis dirigida al sitio, etc.) como sea conveniente. La region
de codificacién resultante se inserta preferiblemente en un vector de expresion y se usa para transformar una linea
de células huésped de expresion adecuada, preferiblemente una linea celular de linfocitos T, y lo mas
preferiblemente una linea celular de linfocitos T autélogos.

Brevemente, un CAR IL13( puede construirse usando métodos conocidos como sigue. El IL13(E13Y) de AND
mutante IL13(E13Y) se puede sintetizar mediante PCR con cebadores basados en la secuencia conocida ARNm de
IL13. La secuencia del gen IL13 completa se informa en Smernov et al, "Tandem arrangement of human genes for
interleukin-4 and interleukin-13: resemblance in their organization." Gene 155:277-281, 1995, cuyas divulgaciones se
incorporan aqui como referencia. La sintesis de novo del IL13(E13Y), se realiz6 utilizando el cebador de avance
IL13P1 y cuatro cebadores en reverso, IL13P2, IL13P3, IL13P4, y IL13P5, mostrados en la Tabla |, mas adelante, y
en la Figura 2. Esta secuencia mutante IL 13, puede ser entonces modificada para contener una secuencia 5' lider,
si se desea. Un anclaje de transmembrana tal como la transmembrana IgGs-CD4 humana (IgG4-CD4tm) vy
secuencias citoplasmaticas de la cadena de zeta CD3 (CD3() también se pueden agregar al extremo 3' mediante
técnicas de fusion de PCR o cualquier método conveniente. La secuencia de IL13C completa se da en la Figura 3
como un ejemplo de la invencion. Los mismos métodos se pueden utilizar para construir moléculas equivalentes



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2553421713

utilizando diferentes elementos de reconocimiento. El constructo final puede entonces ser ligado en cualquier vector
de expresion plasmido adecuado. Un vector de expresion plasmido preferido es pMG (disponible de Invivogen™).

El CAR que contiene IL13(E13Y) dirige especificamente a las células T para direccionar las células de glioma que
expresan el receptor a2 de IL13 (denominado aqui IL13Ra2), células de carcinoma renal y células de cualquier tipo
de cancer que expresan IL13Ra2 de manera independiente de MHC. Se generaron efectores de células T CD4"
antitumorales para ser redirigidos a reconocer células tumorales usando un CAR que contiene los dominios de
sefializacion derivados de CD3-¢, CD28 y 4-1BB. O bien el CAR IL13C o IL13-CD28-41BB( se transfectaron en
células T primarias humanas utilizando un vector plasmido no viral (pEK) y métodos de electroporacion (Nucleofector
Tecnologia_ de Amaxa Biosystems_, Gaithersburg, MD). Las células T CD4" que expresan bien sea CAR (IL13Z o
IL13-CD28-41BB() se compararon por su potencial para activar las rutas de sefializacién asociadas al efector,
producen citoquinas, lisan las células objetivo y controlan el crecimiento tumoral in vivo. Los resultados mostraron
que la adicion de los dominios de sefalizacion de CD28 y 4-1BB a IL13( potencia las funciones efectoras
antitumorales de células T CD4- que expresan el CAR. Las células T efectoras que expresan el inmunorreceptor
IL13-CD28-41BB( fueron capaces de mediar sefiales coestimuladoras a través de las JNK, p38 y Akt quinasas en el
ambiente tumoral donde se esperaria que la coestimulacion sea limitante. La coestimulacion forzada en las células T
CD4" primarias humanas apoya la polarizacion de estas células con un fenotipo Th; de una manera que se asocia
con una eficacia antitumoral sostenida tanto in vitro como in vivo. Se demostraron sefiales efectoras en direccion 3’
del CAR en las células T CD4". Estas sefiales efectoras se correlacionaron con el desplazamiento de Th; observado
y la actividad efectora antitumoral prolongada de estas células tanto in vitro como in vivo.

La sefializacién de CD3( sola guia la activacién de ERK. Esto se correlaciona bien con el hallazgo aqui que la
actividad de ERK no esta potenciada en células que expresan IL13-CD28-41BB{ en comparacion con los controles
que expresan IL13¢ (ambos CAR contienen el dominio de sefializacién CD3(). La coestimulaciéon de CD3 con CD28
guia la activacion de JNK y p38; la coestimulacion de CD3 mediada por 4-1BB también involucra la activacion de
JNK. Tanto JNK como p38 desempefian papeles principales en la conduccién de la respuesta inmune polarizada de
Thy por las células T CD4", incluyendo su produccion de IL2, IFN-y y TNF-a. La activacion de AKT quinasa, otro
componente de sefializacion en direccion 3’ tanto de CD28 como 4-1 BB, también esta involucrada en la
sobrerregulacion de IL2 e INF-y, pero no de citoquinas Thy. La asociacion de un fenotipo Th; pronunciado (véanse
ejemplos, mas adelante) con induccién de JNK y p38 MAP quinasa potenciada y activacion sostenida de ATK
(véanse ejemplos, méas adelante) en células T que expresan IL13-CD28-41BBC( indica fuertemente que las unidades
estructurales de sefializacion de CD28 y 4-1BB trabajan con el dominio de sefializacién de CD3 en este receptor
quimérico para retener la capacidad para transducir las rutas de sefializacion en direccién 3' que normalmente se
asocian con estos receptores coestimuladores. Independientemente de lo fuerte que pueda ser el fenotipo de Th;
activado direccionado por sefiales de dominio coestimuladoras, la retencion y el reciclaje de las células T CD4"
efectoras antitumorales funcionales dentro del microambiente tumoral ayuda mucho en el logro de la potencia
antitumoral.

En comparacién con la activacion sola mediada por CD3Z, las células T efectoras de CD4" que expresan el CAR
IL13-CD28-41BB( exhibieron actividad de MAPK y AKT aumentada/sostenida, produccion de citoquinas Th;
sobrerregulada, y potencia citolitica potenciada contra objetivos tumorales. Por otra parte, tras la estimulacion
recursiva con el tumor, las células CD4" IL13-CD28-41BB( retuvieron/reciclaron su funcion litica mientras que las
células CD4" IL13Z" fueron efectivas, pero pronto se convirtieron en anérgicas/agotadas. Estas observaciones in
vitro se correlacionaron con control in vivo potenciado de xenoinjertos de glioma del SNC ortopticos establecidos en
ratones inmunodeficientes mediados por células T CD4" expandidas ex vivo transferidas de forma adoptiva que
expresan el CAR coestimulador. Estos estudios demuestran por lo tanto el efecto de integrar la coestimulacion con
eventos de sefializacion de CD3( para activar completamente las células efectoras antitumorales CD4" para la
funcién sostenida en el microambiente tumoral.

Las sefales coestimuladoras de CD28 y 4-1BB mediadas a través de AKT pueden inhibir la muerte celular inducida
por activacion a través de la sobrerregulacion de las proteinas antiapoptéticas. La activacion de AKT potenciada
vista en las células T que expresan IL13-CD28-41BB( se asocio con reciclaje potenciado de la actividad especifica
de tumor in vitro, asi como el control del crecimiento tumoral in vivo prolongado. Asi, el CAR coestimulador puede
mejorar la duracién y/o retencién de la actividad antitumoral de una manera que puede mejorar significativamente la
eficacia clinica de los protocolos de terapia adoptivos.

Los CAR especificos de tumores que contienen sus propios dominios coestimuladores de sefializaciéon proveen una
nueva metodologia para la activacion de los linfocitos T contra una variedad mas amplia de tumores soélidos que no
expresan estos ligandos coestimuladores. IL13Ra2, por ejemplo, ha sido identificado como un objetivo de superficie
celular sobreexpresado en diversos tumores humanos, incluyendo cancer de seno, cancer de cabeza y cuello,
cancer de rifién, cancer de ovario y el sarcoma de Kaposi, asi como gliomas. Asi, las células T que expresan un
CAR que contiene un zetaquina IL13 y CD28 y el 4-1BB se pueden utilizar para el tratamiento de glioblastomas
(glioma) y cualquier cancer, tal como los mencionados anteriormente, que tienen el objetivo de IL 13 en su
superficie.
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Los CAR que contienen CD3C, CD28 y 4-1 BB (y/u otros dominios de sefializacién coestimuladora) pueden ser
dirigidos a cualquier tumor mediante la incorporacién de una unidad estructural que se enlaza a un objetivo tumoral
expresado en la superficie celular, por ejemplo un antigeno. Ejemplos de otros enlazanttes objetivo especificos de
tumores incluyen Her2/Neu (ErbB-2), la integrina a3, CD20, CD 19, EGFRUVIII, IL3Ra (CD 123), LEA, CD44v6 o
cualquier objetivo especifico a un tumor, preferiblemente un tumor sélido que no expresa el dominio de sefializacion
coestimuladora el cual esta contenido en el CAR. Por lo tanto, constructos para direccionar los tumores humanos de
esta manera pueden incluir aquellos con especificidades para Her2/neu (ErbB-2), la integrina a3, CD20, CD19,
EGFRuvII, IL3Ra (CD 123), LEA, CD44v6 o cualquier antigeno tumoral especifico o de otro componente de
superficie celular accesible al enlazamiento por un receptor de células T quimérico. Las personas de experiencia son
conscientes de estos antigenos tumorales especificos y los receptores que pueden ser explotados para apuntar un
tumor especifico, y son conscientes de los tumores que pueden ser direccionados de esta manera.

Tanto las funciones efectoras de las células T CD4" y CD8" pueden ser disparadas a través de estos receptores,
por lo tanto, estos dos tipos de células T se contemplan para uso con la invencién. Las células T CD8" que expresan
los CAR IL13 de esta invencién pueden ser utilizadas para lisar células objetivo y para producir IL2 en presencia de
las células objetivo, entre las otras funciones de estas células. La expresion del CAR coestimulador apropiado en
cualquiera 0 ambas células T CD4" y CD8" se podria utilizar para proveer la poblacién mas efectiva de células para
inmunoterapia adoptiva, que consiste, por lo tanto, de cualquiera o ambas células T auxiliares y asesinas
profesionales que exhiben viabilidad potenciada y/o a largo plazo y actividad antitumoral.

Los siguientes ejemplos son solamente para el propdsito de ilustrar una realizacion de la invencién.
EJEMPLOS

Ejemplo 1. Transfeccién y expresion de receptores quiméricos especificos de IL13Ra2 en linfocitos T humanos
primarios.

Para acoplar tanto el receptor de células T (TCR)- y cascadas de sefializacion similares a las coestimuladoras tras
la interaccion con el antigeno de tumor de glioma IL13Ra2, elementos de sefializacion derivados de CD28 y el 4-
1BB se integraron en un receptor de antigeno quimérico (CAR) de IL13-zetaquina (IL13). El CAR IL13¢ preferido
esta compuesto de la muteina IL13(E13Y) extracelular, Fc de bisagra IgGs4 humana enlazado a CD3( citoplasmico
humano a través del dominio transmembrana de CD4 humano. Véase la Figura 1. La sintesis de novo de la
secuencia de codificacion de IL13(E13Y) se realizé utilizando cebadores IL13P1, IL13P2, IL13P3, IL13P4 e IL13P5.
Véase la Tabla |, mas adelante, y la Figura 2. La secuencia final (417bp) fue digerida en el extremo con EcoRI-
BamHlI, y se ligdé en el plasmido pSK (Stratagene™) como ligadura 312# 3. La ligadura 312#3 se mutagenizé (kit de
Stratagene™, segun las instrucciones del fabricante) para reparar un nucleétido eliminado utilizando los cebadores
IL13 #312 3 mut5-3 e IL13 312# 3 mut3-5 y la ligadura 312#3 como plantilla, para formar la ligadura 348#1
(IL13¢/pSK).

La secuencia de codificacion del péptido de sefializacién de cadena (hsp) alfa GM-CSFR humana se fusioné al
extremo 5' de IL13(E13Y) por extension de solapamiento de empalme por PCR estandar. La secuencia de hsp se
obtuvo de la ligadura de plantilla 301#10 (hsp/PSK) utilizando los cebadores 5:19hsp5’ y 3': hsp-IL13FR. Véase la
Tabla I. La secuencia de 1L13 se obtuvo utilizando los cebadores 5: hsp- IL13FF y 3":IL13-IgG4FR, y la ligadura
312#3 como plantilla. Véase la Tabla I.

Una secuencia que codifica el Fc de IgGg, la transmembrana CD4 vy las regiones citoplasmicas CD3C (IgGsm: zeta;
nucleétidos 421-1512 de la secuencia completa de IL13( de la Figura 3 (SEQ ID NO: 12)) se fusiond al extremo 3' de
la secuencia de fusién de 1L13 al péptido de sefial humana usando los mismos métodos. La secuencia IgGsm: zeta
se obtuvo utilizando los cebadores 5" IL13-IgG4sFF y 3" ZetaN3' (véase la Tabla 1), utilizando la secuencia R9.10
(lgGsmZeta/PSK) como plantilla. La secuencia 1119 pb IgGsm:zeta se fusiond a la secuencia de fusiéon hsp-IL13
utilizando las respectivas secuencias como plantillas, y los cebadores 5 19hsp5' y 3" ZetaN3' (véase la Tabla 1),
para producir una secuencia de fusién de 1522 bp hsp-1L13-IgGsm:zeta. Los extremos digirieron con Xbal-Notl, y se
ligaron en pSK como ligadura 351#7, para crear el plasmido IL13{/pSK (4464 pb) (esto es, la secuencia IL13C de la
Figura 3, dentro del vector de clonacion pSK.

Un vector de expresién que contiene la secuencia de codificacion de 1L13C fue creado mediante la digestion de
IL13¢/PSK con XbalNotl, y la creacion de extremos romos con Klenow, y ligando el fragmento resultante en el
plasmido pMG”Pac (Invitrogen_) (primero preparado por abertura con SgrAl, mitigando con Klenow vy
desfosforilacion con SAP), para producir el plasmido IL13¢/pMG. La regiéon de resistencia a la higromicina de
IL13¢/pMG se elimind por digestion con Notl-Nhel, y se sustituyé por la fusion de seleccion/suicidio de HyTK,
obtenido a partir del plasmido CE7R/HyTK-pMG por digestion con Notl-Nhel, para crear el vector de expresion
IL13¢/HYyTK-pMG (6785 pb). Este plasmido comprende el promotor 1a del factor de elongacién humano (hEF1p) en
las bases 6-549, la secuencia de codificacion de IL13C en las bases 690-2183, la sefial de poliadenilacion tardia del
Virus de Simio 40 (SV40pAN tardio) en las bases 2230-2498, un origen de E. coli minimo de replicacion (Ori ColEl)
en las bases 2499-3245, un sitio poli sintético A y de Pausa (SpAN) en las bases 3246-3432, el
potenciador/promotor de CMV temprano inmediato (h CMV-1Aprom) en las bases 3453-4075, la fusion de la region
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que codifica la timidina quinasa con resistencia a la higromicina (HyTK) en las bases 4244-6319, y la sefial de
poliadenilacion de la hormona de crecimiento bovina y una pausa de la transcripciéon (BGh pAn) en las bases 6320-
6618. El plasmido tiene un sitio de linealizacion de Pacl en las bases 3233-3240. Todos los elementos hEF1p,
SV40pAN tardio, OriColE1l, SpAn, y hCMV- 1Aprom se derivaron del plasmido original pMG”™Pac. En suma,
IL13¢/HYyTK-pMG es un esqueleto de pMG modificado, que expresa el gen IL13C a partir del promotor HEF1, y la
fusién de HyTK a partir del promotor de hCMV-1A. Un mapa del plasmido IL13¢/HyTK-pMG aparece en la Figura 4.
La secuencia completa del &cido nucleico del plasmido se muestra en las Figuras 5A-5L (SEQ ID NOS: 13y 14. La
secuencia del inserto IL13¢ también se da en la Figura 3 (SEQ ID NOs: 5y 6).

El establecimiento de la integridad del constructo expresado fue confirmada por inmunotransferencia Western
utilizando el clon 8D3 de anticuerpo monoclonal CD3¢ anti-humano (BD PharMingen™, San Diego, CA) para
sondear lisados de células enteras derivados de células T Jurkat transfectantes estables cocultivadas en presencia o
ausencia de tunicamicina, un inhibidor de la glicosilacion. Los transfectantes estables de células T Jurkat (linea en
volumen de Jurkat-IL13-pMG) se obtuvieron por electroporaciéon de las células T Jurkat con el vector de expresion
IL13¢/HYyTKpMG, seguidas por la seleccion y expansion de transfectantes positivos. Se sembraron por pozo 2x10°
células de la linea en volumen de Jurkat-IL13- pMG en una placa de 24 pozos con o sin 5 pg/ml, 10 pg/ml, o 20
pg/mL de tunicamicina. La placa se incubé a 37°C durante 22 horas. Las células fueron recolectadas de cada pozo,
y cada muestra se lavo con PBS y se resuspendieron en 50 pL de regulador RIPA (PBS, NP40 al 1%, desoxicolato
de sodio al 0.5%, SDS al 0.1%) que contiene inhibidor de la proteasa (1 tableta/10 ml de céctel completo de inhibidor
de proteasa). Las muestras se incubaron en hielo durante una hora, antes de ser centrifugadas a 4°C durante 20
minutos a 14,000 rpm. Las muestras de sobrenadante de lisado centrifugado se recolectaron y se hirvieron en una
relacion 1:3 en volumen de regulador de muestra bajo condiciones reductoras, luego se sometieron a electroforesis
en SDS-PAGE en un gel de acrilamida al 12%. Después de la transferencia a nitrocelulosa, la membrana fue
entonces blogueada en una solucién de Blotto™ que contenia leche en polvo sin grasa al 4% en T-TBS (0,1% de
Tween 20_ en solucién salina regulada con Tris pH 8.0) durante 1 hora. La membrana fue entonces incubada con el
anticuerpo monoclonal CD3¢ antihumano de ratén primario a una concentracion de 0.5 pg/ml durante una hora, se
lavo y luego se incubd con una dilucion 1:3000 (en solucion Blotto™) de anticuerpo secundario conjugado de
fosfatasa alcalina de IgG anti-ratén de cabra (Kit de Bio-Rad™ ImmunoStar™) durante 1 hora. Antes del desarrollo,
la membrana se lavé 4 veces adicionales en T-TBS, y luego se incub6 con 3 mL de solucién de sustrato de fosfatasa
(Kit de Bio-Rad™ ImmunoStar™) durante 5 minutos a temperatura ambiente. La membrana se cubrié entonces con
una cubierta de desarrollo de plastico (Tropix™) y se expuso a pelicula de Rayos X. Consistente con el patron de
glicosilacion conocido de IL13 humano de tipi silvestre, la movilidad electroforética de la IL13 (E13Y)zetakina
expresada indica una proteina fuertemente glicosilada que, cuando se expresa en la presencia de tunicamicina, se
reduce a un esqueleto de aminoacidos de aproximadamente 54 kDa.

La construccion del CAR coestimulador se inicié con un constructo de HyTK-2A-1L13-pcDNA3.1(+), que codifica el
gen HyTK de fusidn de seleccion/suicidio, el péptido 2A de la enfermedad de glosopeda autoescindible sintetizado
de novo (TCTAGAGGAGCATGCCAGCTGTTGAATTTTGACCTTCTTAAGCTTGCGGGAGACGTC
GAGTCCAACCCTGGGCCC; SEQ ID NO: 49), y la molécula IL13¢, (Figura 3), se cloné en pcDNA3.1(+)
(Invitrogen™). Para conferir resistencia al metotrexato (MTX), el gen HyTK fue reemplazado por PCR con un gen de
la dihidrofolato reductasa (DHFR) (amplificado a partir de una libreria de ADNc derivada de células mononucleares
de sangre periférica (PBMC) que habian sido estimulados durante tres dias con el anticuerpo OKT3 el cual reconoce
la cadena CD3 del receptor de células T que contenia mutaciones de L22F y F33S generadas usando un Kit de
Mutagénesis Dirigida al Sitio QuikChange™ (Stratagene™). El constructo DHFRdm- 2A-IL13( resultante fue
entonces escindido con Nhel y Notl, se eluyé y se ligé en el vector pEK de expresién de plasmido de mamifero
digerido de manera similar. El vector PEK habia sido modificado originalmente de pcDNA3.1(+) mediante la
eliminacion del promotor de CMV y el gen de ampicilina y reemplazandolo con el gen promotor 1a del Factor de
Elongacion humana (EF1p) derivado de pMG (Invivogen™) para crear el plasmido DHFRdm-2A-1L13C pEK
(pJ01275-9). El ADNc de CD28 fue adquirido de Invitrogen™ vy la region de codificacién de 4-1BB se amplificé por
PCR a partir de una libreria de ADNc derivada de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) que habian
sido estimuladas durante tres dias con el anticuerpo OKT3 (utilizando cebadores 41BB5' y 41 BB3', véase la Tabla
1).

Las regiones de sefializacion intracelular de CD28 y 4-1BB (aminoéacidos 180-220 y 214-255, respectivamente, de
las secuencias de CD28 y 4-1BB nativas) se fusionaron mediante PCR (usando los cebadores CD4-CD28F, CD28-
4-1 -BBR, CD28-4-lbbF, y 41bb93 provistos en la Tabla I) en la unién entre la transmembrana CD4 y CD3(
citoplasmatico (aminoacidos 52-164 de las regiones CD3( nativas. Véase la Figura 6, que provee representaciones
esquematicas de ejemplos de 1L13C (Figura 6A) y constructos de plasmidos lineales de 1L13-CD28-41BB( (Figura
6B). La colocacién de muteina IL13 humana (E13Y), Fc de bisagra de 1gG4 humana (IgGa), transmembrana CD4
humana (tm), segmentos citoplasmicos de CD3{ humano (Zeta), citoplasmicos de CD28 (28c) y citoplasmaticos de
4-1 BB (BBC) se indican en la Figura 6. Los sitios de enzimas de restriccion que se usaron para insertar los
diferentes fragmentos de PCR también se indican en la Figura 6 (Nhel, Kpnl, Nsil, Notl), con sus locaciones de
pares de bases predichas provistas en paréntesis. Como se muestra en la Figura 6A, el CAR, IL13-CD28-41BBC,
comprende el dominio citoplasmico de CD28 y el 4-1BB fusionado al de CD3_ Cada constructo que se muestra en
la Figura 6A tiene un dominio hulL13 que contiene la mutacidon E13Y que lo hace especifico a IL13Ra2, un dominio
Fc de bisagra de 19Gs humano (huy4Fc), un dominio de transmembrana CD4 humana (huCD4tm) y un dominio

9



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2553421713

citoplasmatico de CD3 humano (huCD3( cyt); el CAR IL13-CD28-41BBC tiene los dominios de sefializacién (sig) de
CD28 y el 4-1BB insertados entre los dominios de la transmembrana CD4 y citoplasmicos de CD3. Los cebadores
de PCR utilizados en la construccion de los plasmidos y utilizados en el analisis de expresion se proveen en la Tabla
I

Cultivos en volumen de células T CD4" obtenidos por separacién MACS™ usando el protocolo del fabricante
(Miltenyi Biotec™ Inc.) se mantuvieron en medios RPMI con FCS al 10%, L-glutamina al 1%, regulador HEPES al
2.5%, 50 U/mL rhiL2, 10 ng/mL rhIiL15 y 0.1 uM MTX. El aislamiento, la activacion y la electroporacién de células T
humanas se realizé como sigue. Las PBMC se aislaron por centrifugacion en gradiente de densidad sobre Ficoll-
Paque (Pharmacia Biotech™) de sangre periférica heparinizada obtenida a partir de consentimiento de donantes
sanos. Las células se resuspendieron en solucidon de nucleofeccion utilizando el kit Nucleofector de células T
humanas de Amaxa™ (Amaxa™ Inc.). Se agreg6 plasmido (1 ug/5x106 células), y las células se sometieron a
electroporacién usando el Nucleofector | de Amaxa™ (Amaxa™ Inc.), programa U-14. Las células fueron entonces
recolectadas en medio libre de rojo de fenol con FCS al 10%, dejandolas en reposo durante la noche, y luego se
estimularon con 30 ng/ml de OKT3 y 5 ng/mL de rhiL15 en RPMI con FCS al 10% durante tres dias. Los
transfectantes exitosos fueron seleccionados utilizando un medio que contenia MTX 0.1 uM y 5 ng/ml de rhiL15.

La expresién de los CAR se determindé mediante andlisis de inmunotransferencia con un anticuerpo especifico para
CD3¢. Lisados de células enteras de células T CD4" seleccionados de MTX en volumen (transfectadas de forma
simulada, 1L13C- e IL13-CD28-41-BB() se probaron para la expresion del CAR (CD3¢ quimérico) usando métodos
conocidos y un anticuerpo monoclonal especifico de CD3¢ antihumano de raton disponible comercialmente, 1D3.
Como era de esperarse con tales proteinas altamente glicosiladas, se observaron multiples bandas dentro de los
pesos moleculares esperados. Véase la Figura 7.

Los niveles de CAR 1L13Z o 1L13-CD28-41BB{ expresados en la superficie de las células T CD4" se examinaron
mediante la deteccion de IL13 enlazada a la membrana usando citometria de flujo. Véase la Figura 8. Las PBMC
transfectadas con ADNc que codifican CAR IL13¢ o IL13-CD28-41BB( se propagaron durante un promedio de 10
semanas bajo concentraciones selectivas de MTX (0.1 pM), magnéticamente ordenadas para células CD4" por
separacion MACS™, y se examinaron para la expresion de superficie del CAR que contiene IL13 (Eje Y), y CD4,
CD8, TCRa/B, o CD28 (eje X) como se indica. Se utilizaron MAb fluorescentes coincidentes con isotipos para
establecer los cuadrantes. Estas poblaciones de células T genéticamente modificadas no fueron solamente
predominantemente CD4" y CD8, como se esperaba después de la purificacion por MACS ™ basada en perlas
magnéticas de células CD4", sino que también expresaron niveles altos y equivalentes de TCR enddgeno y bajos
hasta a niveles indetectables de coestimuladores CD28. Véase la Figura 8.

La linea objetivo de células de tumores de glioblastoma humana IL13Ra2" utilizada en estos estudios, U87, también
fue fenotipificada para confirmar que esas células expresan MHC de clase | y clase Il en su superficie y no expresan
ligandos estimuladores CD80/86 o 4-1BBL. Véase la Figura 9, que muestra la tincion de la superficie de moléculas
MHC HLA-A2 y HLA-DR, IL13R y moléculas coestimuladoras CD80, CD86, y CD137-L (4-1BBL) (histogramas
rellenos), como se indica, en comparacion con controles de isotipo (histogramas abiertos) en las células objetivo de
glioma U87, como se analiz6 por citometria de flujo.

El andlisis de citometria de flujo involucrado que evalla la expresién de la superficie celular de los constructos de
CAR de IL13 por tincion con anticuerpos monoclonales IL3 antihumanos conjugados con FITC o conjugados con PE
(BD PharMingen™). El fenotipo de la superficie celular de células T humanas primaria transfectantes se ensay6 con
anticuerpos a/f anti-CD4, anti-CD8, y anti-TCR conjugados con FITC o con anticuerpos anti-CD28 conjugados con
PE (BD PharMingen™). El fenotipo de la superficie celular de células de glioma humano U87 se ensayd con
anticuerpos anti-HLA-A2, anti-HLA-DR, y anti-CD80 conjugados con FITC, o con anticuerpos anti-CD86 y anti-
CD137-L (4-1BBL) conjugados con PE, en comparacion con controles de isotipo conjugados con FITC y PE (BD
PharMingen™). La expresion IL13Ra2 se ensay6 usando IL13Ra2 antihumano de cabra (R & D Systems™) seguido
de IgG anti-cabra de raton conjugado con FITC (Jackson ImmunoResearch™).

Tabla I. cebadores de PCR para construccion de CAR.

SEQ ID
NO:
Nombre del cebador [Secuencia del Cebador (5-3)
IL3P1 17

TATGAATTCATGGCGCTTTTGTTGACCACGGTCATTGCTCTCACTTGCC
TTGGCGGCTTTGCCTCCCCAGGCCCTGTGCCTCCCTCTACAGCCCTCAG
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IL3P2 18

GTTGATGCTCCATACCATGCTGCCATTGCAGAGCGGAGCCTTCTGGTT
CTGGGTGATGTTGACCAGCTCCTCAATGAGGTACCTGAGGGCTGTAGA

IL3P3 19

CTCTGGGTCTTCTCGATGGCACTGCAGCCTGACACGTTGATCAGGGAT
TCCAGGGCTGCACAGTACATGCCAGCTGTCAGGTTGATGCTCCATACC

IL3P4 20

CCTCGATTTTGGTGTCTCGGACATGCAAGCTGGAAAACTGCCCAGCTG
AGACCTTGTGCGGGCAGAATCCGCTCAGCATCCTCTGGGTCTTCTCGA

IL3P5 21
TCGGATCCTCAGTTGAACCGTCCCTCGCGAAAAAGTTTCTTTAAATGT

IL13 312#3 CAACCTGACAGCTGGCATGTACTGTGCAGCCCTGGAATC 22
mut5-3

IL13 312#3 GTTGGACTGTCGACCGTACATGACACGTCGGGACCTTAG 23
mut3-5

5:19hsp5’ IATCTCTAGAGCCGCCACCATGCTTCTCCTGGTGACAAGCCTTC 24
3": hsp-IL13FR GAGGGAGGCACAGGGCCTGGGATCAGGAGGAATG 25
5': hsp-IL13FF CATTCCTCCTGATCCCAGGCCCTGTGCCTCCCTC 26
3" IL13-IgG4FR GGGACCATATTTGGACTCGTTGAACCGTCCCTCGC 27
5': IL13-1gG4FF GCGAGGGACGGTTCAACGAGTCCAAATATGGTCCC 28
3’ ZetaN3’ IATGCGGCCGCTCAGCGAGGGGGCAGG 29
41BB5’ IATCGAATTCGCCGCCACCATGGGAAACAGCTGTTACAAC 30
41BB3’ GATAAGCTTATCGATTCACCACATCCTCCTTCAGTT 31
CD4-CD28F CATTGGGCTAGGCATCTTCTTCAGGAGTAAGAGGAGCAGGCTC 32
CD28-4-1BBR GTTTCTTTCTGCCCCGTTTGCCACCTCCGGAGCGATAGGCTGCGAAG 33
CD28-4-1BBF CTTCGCAGCCTATCGCTCCGGAGGTGGCAAACGGGGCAGAAAGAAAC 34
4-1BB93’ GTTGCGGCCGCTCACAGTTCACATCCTCCTTCTTCTTC 35

Ejemplo 2. Potenciacion de la sefializaciéon las MAPK de JNK y p38 con sefializacion AKT sostenida por IL13-CD28-
41BBC.

Las células T estimuladas por el acoplamiento del complejo TCR-CD3 junto con los receptores auxiliares CD28 o el

4-1BB son conocidos por conducir sefiales a través de AKT, asi como las proteinas quinasas activadas por
mitégenos (MAPKSs). Para investigar la capacidad de los CAR coestimuladores para influir estas rutas efectoras en
direccién 3', se utilizaron ensayos de quinasa in vitro para evaluar y comparar la actividad de los miembros de la
familia AKT y MAPK ERK, JNK y p38 en células T CD4" que expresan IL13{- e IL13-CD28-41BB{ después del
acoplamiento de las células objetivo U87. La linea de glioma humano, U87, se obtuvo de ATCC (Rockville, MD).
Todas las lineas tumorales son adherente, y se cultivaron en DMEM (Irvine Scientific™) suplementado con FCS al
10% inactivado por calor, HEPES 25 mM, y L-glutamina 2 mM. Las células T CD4" que expresan CAR IL13Z o IL13-
CD28-41BBC se incubaron con células de glioma U87 durante los tiempos indicados en la Figura 10 antes del
ensayo.

Después de que las células T CD4" que expresan IL13Z- o I1L13-CD28-41BB{ se estimularon con células objetivo
tumorales durante hasta 48 horas (Figura 10A) o 72 horas (Figura 10B), los niveles de los sustratos de proteina total
de JNK, p38 y Akt (esto es, cJun, ATF2, y GSK3, respectivamente) y los sustratos fosforilados (P-cJun, P-ATF2, y P-
GSK3, respectivamente) se midieron mediante inmunotransferencia Western. El aumento de veces en la
fosforilacion de cada sustrato, como una medida de la actividad de quinasa, se indica en la parte inferior de cada
grupo en la Figura 10.
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Se realiz6 un ensayo de quinasa en estado sélido no radiactivo usando un método modificado de Hibi et al.,
"Identification of an oncoprotein- and UV-responsive protein kinase that binds and potentiates the c-Jun activation
domain." Genes Dev. 7:2135-2148,1993. Usando lisados de células T que habian sido separados de células objetivo
por centrifugacion suave (1000 rpm, <3 minutos), la quinasa seleccionada se inmunoprecipité durante la noche a 4°C
utilizando anticuerpos especificos para ERK1/2, JNK, p38, y AKT (Cell Signaling Technology Inc. ™). Los complejos
inmunoprecipitados se lavaron en regulador de lisis (PBS con NP40 al 1%, SDS al 0.1%, y desoxicolato de sodio al
0.5%) y regulador de quinasa (Tris 25 mM, pH 7.5, que contenia MgCl, 10 MM y EGTA2 mM), y el ensayo se realizé
a 30°C durante 30 minutos, usando 1 ug de sustrato en presencia de ATP 10 uM.

Las proteinas de fusion de glutationa S-transferasa (GST): GST-ELK, GST-ATF2 y GST-GSK3 (Cell Signaling
Technology™ Inc.), y GST-cJun(1-79) (como se describe en Chang et al., Cell 124:601-613, 2006) se utilizaron
como los sustratos para los ensayos de ERK, p38, AKT, y JNK quinasa, respectivamente. Los productos resultantes
se resolvieron en 12% de NuPAGE™ (Invitrogen™) de acuerdo con métodos estandar y se transfirieron a
membrana de nitrocelulosa utilizando el Xcell Il Blot Module™ (Invitrogen™). Las transferencias se sondearon con
anticuerpos para fosfo-ELK, ATF2, cJun y GSK3 (Cell Signaling Technology Inc™) para detectar proteinas y
anticuerpos de fusién de GST fosforilados a GST (BD PharMingen™) para detectar la cantidad total de sustrato. Las
inmunoprecipitaciones fueron entonces incubadas con anticuerpos especificos de inmunoglobulina de conejo
conjugado con IRDye 680 de raton conjugado con IRDye800 (LI-COR™). El regulador de bloqueo (adquirido de LI-
COR™) se utiliz6 para pretratar transferencias y para la dilucién de anticuerpos. Las transferencias fueron vistas y
se registraron utilizando un Odyssey™ Infrared Imaging System (LICOR ™) y las intensidades de la banda se
cuantificaron utilizando el software v2.0 Odyssey™ (LI-COR™). La fosforilacion de sustrato, una medida de la
actividad de la quinasa, se cuantific6 y se normaliz6 a las correspondientes cantidades detectadas de quinasa
inmunoprecipitada y el sustrato total de quinasa. La actividad de la quinasa relativa de las células T CD4" de 1L13¢ "
ent = 0 se le dio un valor arbitrario de 1.0; los guiones (-) indican la multiplicidad de diferencias <1.0 (véase Figura
10).

El ensayo de quinasa fue capaz de detectar la actividad de JNK y p38 MAPK potenciada y la actividad prolongada
de la AKT quinasa en las células T CD4" de IL13-CD28-41BB{ después del cocultivo con células de glioma U87.
Como se muestra en la Figura 10, la activacion de JNK y p38 fue mas fuerte en las células T CD4" que expresan
IL13-CD28-41BB( que en aquellas que expresan IL13C. Véase la Figura 10. En contraste, la activacion de otro
MAPK, ERK, fue comparable entre los dos tipos de células. Se observo activacion de AKT en ambas poblaciones de
células T, pero se elevd solamente hasta las 24 horas en las células IL13Z" mientras que las células 1L13-CD28-
41BBC" desplegaron elevada actividad de AKT por hasta 72 horas o mas. Véase la Figura 10B. Asi, AMBOS CAR
fueron efectivos, pero los dominios coestimuladores en el CAR IL13-CD28-41BB( produjeron actividad de AKT mas
sostenida en comparacion con la observada con el CAR 1L13C.

Ejemplo 3. Polarizacién de Th; refuerza las sefiales de coestimulacién de efectores de CD4" redirigidos al tumor.

Debido a que la actividad de p38 ha sido detectada en Thy pero no en las células Thy, y se sabe que la activacion
de JNK/p38 induce la produccion de Thi de citoquinas TNF-a y IFN-y asociadas, se investigo el efecto de la funcién
coestimuladora de CD28 y el 4-1BB en la induccion mediada por el CAR de las citoquinas asociadas a Th;. Las
células T CD4" modificadas genéticamente (106 células) que expresan IL13 o IL13-CD28-41BBZ se cocultivaron en
placas de cultivo de tejidos de 24 pozos con diferentes células estimuladoras (5 x 10° células) en 2 mL de medio de
cultivo. Las células estimuladoras fueron células de glioma U87 (U87), las células de mieloma de raton NSO
parentales (NSO), células NSO que expresan establemente IL13Ra2 de superficie (NSO-IL13Ra2) o células NSO que
expresan establemente OKT3 unida a la membrana (NSO-OKT3) como se indica en la Figura 11A.

Se utilizé6 RT-PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR) para medir los niveles de ARNm relativos después del cultivo.
Para el andlisis de la expresion génica, se aislo el ARN celular total de los transfectantes de células T CD4"
utilizando un kit RNeasy™ (Qiagen™). La transcripcion reversa de 5 pg de ARN total en un volumen de 30 mL (que
contenia 1x regulador de transcriptasa reversa, oligo dT 2.5 mM, dNTP 0.25 mM, ditiotreitol 0.01 M, 20 U de Rnasin
y 200 U de transcriptasa reversa de SuperScript™ Il RNase H (Invitrogen™)) se utilizaron para sintetizar ADNc. Las
muestras se incubaron a 42°C durante 1 hora y la transcriptasa reversa fue entonces inactivada por calentamiento
de 5 minutos a 70°C. Dando como resultado ADNc, equivalente a 0.2 ug de ARN total, se sometié a analisis por
gPCR utilizando mezcla maestra de PCR de SYBR Green (Applied Biosystems ™) y los cebadores disefiados por
sistema de deteccion de PCR en tiempo real de DNA Engine Opticon 2™ (MJ Research Inc™). Las secuencias de
cebadores de los genes probados IL2 e IFN-y son los siguientes: IL2 de avance: CAAGAATCCCAAACTCACCAG,
SEQ ID NO: 50; IL2 en reverso: CGTTGATATTGCTGATTAAGTCC, SEQ ID NO: 51; IFN-y de avance:
ATCCCAGTAATGGTTGTCCTGCCT, SEQ ID NO: 52; IFN-y en reverso: TCTTGCTTAGGTTGGCTGCCTAGT, SEQ
ID NO: 53. El valor promedio del umbral del ciclo (CT) del ARNm de ciclofilina (como se describe en Chang et al,
"The E3 ubiquitin ligase itch couples JAK activation to TNFalpha-induced cell death by inducing c-FLIP(L) turnover."
Cell 124:601-613, 2006) se utilizd para normalizar los genes probados. Los valores promedio de CT se determinaron
mediante mediciones de qPCR por triplicado para cada gen en cada condicién experimental.

El ARNm total de células T se recogieron a las 0 horas (Figura 11A, barras blancas), a las 7 horas (Figura 11A,
barras negras) y a las 24 horas (Figura 11A, barras sombreadas) para el analisis por qPCR de los ARNm humanos
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indicados. * Indica un p < 0.05 en comparacién con los valores de 7 horas de células T CD4" que expresan IL13
utilizando una prueba t de Student no apareada. La linea de mieloma de raton NSO se sometié a electroporacion con
bien sea IL13Ra2-IMPDH2_pMG (pJ00659), lo que confiere la expresion del antigeno objetivo de IL13Ra2 y la
resistencia al acido micofendlico (MPA) o OKT3-IMPDH2_pcDNA3.1(+) (pJ01056), lo que confiere la expresion de la
molécula OKT3 de entrecruzamiento por CD3 (y asi células T estimuladoras) junto con resistencia a MPA, y luego se
clono en la presencia de 6 uM de acido micofendlico (MPA) y se explord para la expresion del transgen IL13Ra2
humano. Para los experimentos en que se utilizd U87 y células tumorales NSO-IL13Ra2, n = 3; para el experimento
en que se utilizé células tumorales NSO-OKT3 y NSO, n = 1.

Los niveles de ARNm de IL-2 e INF-y fueron mayores en las células T de IL13-CD28-41BB( que en las células T de
IL13C después del cultivo con células de glioblastoma U87. Véase la Figura 11A. No se observé induccion de ARNm
de IL2 o INF-y con cualquier poblacion de células T cuando se cocultivaron con células NSO. La estimulacién por
células NSO que expresan transgenes de IL13Ra2 restaurd la induccién de ARNm de IL2 e INF-y en las células T
que expresan IL13-CD28-41BB( pero no en IL13¢, lo que indica que los genes de induccion de citoquinas eran
dependientes de IL13Ra2. Las cantidades relativas de ARNm de IL2 e INF-y inducido se correlacionan directamente
con los niveles de expresion de superficie de IL13Ra2 en U87 y las células NSO que expresan transgenes; el nivel
U87 es mas alto que el de las células NSO-IL13Ra2. En contraste, la induccion de los genes IL2 e INF-y en las
células T de IL13¢ fue similar al que se vio en las células T de IL13-CD28-41BB( cuando cada poblacion fue
cocultivada con células NSO que expresan de manera estable OKT3 enlazada a la membrana, una molécula de
inmunoglobulina agonista que activa las células T a través del acoplamiento de CD3¢. Estos resultados indican que
la induccién inferior de ARNm de IL2 e INF-y mediada por el acoplamiento de IL13C con IL13Ra2 no se debe a un
defecto intrinseco en estas células T, sino a la carencia de dominios coestimuladores de CD28 y el 4-1BB dentro del
CAR.

Para cuantificar las cantidades de proteinas de citoquina de Thi versus Th; liberadas de las células T que expresan

CAR, los sobrenadantes de estos cocultivos se ensayaron para el contenido de citoquinas. Después de una
incubacion de 24 horas, los sobrenadantes del cultivo de IL13Z" (barras blancas) o 1L13-CD28-41BB{" (barras
negras) se recolectaron y se ensayaron para citoquinas de Thi y Th, por arreglo de perlas citométricas mdltiples
utilizando el kit 17-Plex Panel™ humano segln las instrucciones del fabricante (Bio-Rad Laboratories). Véase la
Figura 11B.

Glioma U87 o células NSO de IL13Ro2" estimularon mas liberacion de citoquinas Th; (IL2, IFN-y, TNF-a y GM-CSF)

y menos liberacién de citoquinas Thy (IL5, IL10 e IL13) de células T de CD28-41BBC que de células T de IL13C. Los
niveles equivalentes de citocinas Thy y Th, fueron producidos por células T CD4" que expresan IL13Z- e IL13-CD28-
41BBC cultivadas con células NSO que expresan OKT3, lo que indica que estas células permanecen no polarizadas
tras la activacién policlonal a través de CD3 endodgeno. Los niveles de citoquinas estaban todos bajos hasta
indetectables cuando las células T fueron cultivadas con células NSO parentales. Los niveles de la IL-4 de citoquina
Th, también estaban bajos hasta indetectables cuando las células T fueron cultivadas con cualquiera de las lineas
celulares tumorales. En general, estos datos muestran que la presencia de dominios coestimuladores de CD28 y 4-
1BB dentro del CAR ayuda a controlar la transcripcién y secrecion de células T CD4" de citoquinas similares a Th.

Ejemplo 4. Incremento en actividad litica antitumoral de reciclaje en las células TCD4" de 1L13-CD28-41BBC.

Para determinar si el CAR coestimulador afect6 a la actividad citotoxica especifica tumoral de las células T CD4-, se

realizaron ensayos citoliticos luminiscentes (LCA) para detectar la actividad de luminiscencia del transgen de
luciferasa de luciérnaga (fflLuc) de las células tumorales in vitro. Este ensayo se realiz6 como se ha descrito por
Brown et al., "Biophotonic cytotoxicity assay for high-throughput screening of cytolytic killing." J. Immunol. Meth.
297:39-52, 2005, con 0.14 mg/mL de D-luciferina y usando un luminémetro Victor2™. Brevemente, se analiz la
actividad de luminiscencia del transgén de ffLuc de las células tumorales in vitro por LCA con 0.14 mg/ml de D-
luciferina (Xeonogen™) utilizando un luminémetro Victor2 ™. Véase la Figura 12A, que muestra actividad citotoxica
potenciada de las células T CD4" de IL13-CD28-41BBZ" (M) contra objetivos U87 en comparacién con las células T
CD4" de IL13Z" (Q) en la relacién E:T indicada después de 4 horas. La media + SE de valores por triplicado se
indican; * Indica un p < 0.05 usando una pruebat de Student no apareada.

Después de 4 horas de cocultivo con células objetivo U87 transfectadas con ffLuc, las células de IL13-CD28-41BB(
mostraron un potenciamiento estadisticamente significativo en la actividad litica en comparacion con las células de
IL13C. Si el cocultivo se extendidé a 48 horas, no se observé ninguna diferencia en la actividad citotoxica entre las
células que expresan IL13C y IL13-CD28-41BB( (100% de lisis especifica se alcanz6 con ambas células). Los datos
en la Figura 12B indican lisis especifica mediante ensayo por LCA después de 48 horas de cocultivo en una relacion
E:T de 2:1, y luego otra vez después de la adicion de objetivos frescos durante otras 48 horas de cocultivo a una
relacion E:T de 2:1. La media + SE de valores por triplicado se indican; * Indica un p < 0.05 (prueba t de Student
apareada) comparando las células T CD4" de IL13-CD28-41BB( (barras negras) con las células T CD4" de 1L13C"
(barras blancas) en el cocultivo indicado.

Los niveles de ARNm de perforina y granzima B fueron igualmente sobrerregulados en las células de IL13C y de
IL13-CD28-41BBC, lo que sugiere que estas células T que expresan CAR pueden utilizar mecanismos similares de
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asesinato. Sin embargo, si se agregaron objetivos de ffLuc frescos para una segunda ronda de 48 horas de cocultivo
con las mismas células CD4 T que expresan CAR las células de IL13 CD28-41BB( despliegan significativamente
mayor actividad litica que las células de IL13C (Figura 12B ). Esto sugiere que el CAR coestimulador afecta
beneficiosamente la duracion y/o reciclaje de la actividad mortal de células T CD4.

Para examinar adicionalmente este fendmeno, se analizd la viabilidad de las células tumorales U87 durante el
cocultivo con células T de 1L13¢ o de IL13 CD28-41BB( utilizando microscopia con lapso de tiempo en video (VTLM)
de cocultivos de 6x10° células de glioma U87 adherentes con células T CD4" que expresan 1.2x106IL13Z- o IL13-
CD28-41BBC. Los cultivos se lavaron 45 horas después y luego se recultivaron con células de glioma U87 frescas
(6x105). El nimero de células tumorales viables se representaron sobre 42 horas (la primera matanza) y de 45 horas
a 139 horas (la segunda matanza). Véase la Figura 12C.

La formacién de imagenes se llevo a cabo simultaneamente en un cuarto caliente a 37°C en cuatro microscopios
Eclipse TS100™ (Nikon™ Inc.), cada uno equipada con una lampara de tungsteno-halégeno, filtro GIF (verde),
condensador de NA ELWD 0.3, Plan Fluor™ 4x/0.13 PhL DL lente objetivo corregido a infinito, adaptador de
montura C sin lente D1ONLC 1x (Diagnostic Instruments™) y camara CCD 1/2" de video VCB 3524 B/W RS-170
(Sanyo™ Norte America Corp.). Para recolectar los datos, se agregaron 1.2x10° células T (en 200 pL de solucion
salina equilibrada de Hank suplementada con 0.1% de albumina de suero humano) a matraces T-25 que contenian
6x10° células U87 adherentes (sembradas 1 dia antes en 3 x 10° células/matraz). Los matraces fueron mantenidos
equilibrados en la platina del microscopio durante 30 minutos antes de la formacién de imagenes. La rata de
adquisicion de lapso de tiempo estaba en intervalos de 2 minutos. Varios marcos de células tumorales solos fueron
adquiridos en cada video, seguido de la adicion de las células T. Las células combinadas fueron entonces
registradas de forma continua durante 80 horas. Después de la adicion de las células T, cada matraz fue gaseado
con 5% de CO; durante 10 segundos y sellado sella con parafilm para asegurar el buen control de pH (bicarbonato
en HBSS) y el enfoque estable, respectivamente. Las imagenes fueron adquiridas mediante el Organizador de
Camara COH VTLF y digitalizadas a 640x480 pixeles con una tarjeta de agarre de cuadros de 4 canales Matrox™.
El reconteo de células tumorales viables se realiz6 a intervalos de < 10 horas utilizando el comando "Contar
manualmente objetos" en MetaMorph™ 6.33 (Universal Imaging/Molecular Devices™ Corp.). Todos los conjuntos de
datos se importaron en MetaMorph™ y se guardaron como pilas Meta-Morph™ y peliculas en formato AVI.

La capacidad de cualquiera de las células T CD4" modificadas genéticamente para matar las células tumorales
durante las primeras 42 horas de cocultivo fue sustancialmente la misma (casi 100% de las células U87 murieron en
30 horas). Sin embargo, en el segundo encuentro con células tumorales U87, las células T de I1L13-CD28-41BB(
recuperadas conservaron una mayor actividad citolitica que las células T de IL13(. Es importante destacar que la
enumeracion de las células T antes de la adicidn de las células U87 para un segundo tiempo revel6 que no hubo
diferencias significativas en el nimero de células. Adicionalmente, los ensayos basados en CFSE realizados durante
72 horas de cocultivo con células U87 no revelaron diferencias en la proliferacién de células T de IL13C o de IL13-
CD28-41BB( in vitro. Esto demuestra que la mayor actividad citolitica tras la adicion de objetivos frescos no se debid
a la presencia de méas asesinos, pero si a una capacidad potenciada de los asesinos individuales para funcionar. En
conjunto, estos datos muestran que el CAR coestimulador apoya el reciclaje y la retencion de la funcion de células T
CDA4.

Ejemplo 5. Eliminacién potenciada de tumores in vivo mediante células T CD4" de IL13-CD28-41BB{.

La capacidad de los CAR con dominios de sefializacién de CD28 y 4-1BB para potenciar la eficacia antitumoral de
las células T CD4" se estableci6 usando tumores U87 establecidos en un modelo de xenoinjerto murino ortotépico.
Para los estudios in vivo, las células U87 se transfectaron con ffluc-zeocin_cDNA3.1(+) (pJ00778, un plasmido que
expresa una fusion de proteina de la enzima luciferasa de luciérnaga y el gen de resistencia a los farmacos zeocina)
e IL2 (2) _HyTk-pMG (pJ00976 , un plasmido que expresa la citoquina IL2 y el gen de fusiéon de seleccién/suicidio
HyTK) usando oligofectimina (Invitrogen ™) de acuerdo con las instrucciones del fabricante y luego se clonaron en
presencia de 0.2 mg/ml de zeocina y 0.1 mg/ml de higromicina.

Para producir el modelo de xenoinjerto de glioma ortotopico, los ratones fueron tratados como sigue. Un dia
después de la irradiacion con 250 rads, se anestesiaron ratones macho NOD-Scid de 6 a 8 semanas de edad, se
afeitaron y se inmovilizaron con restriccion con aparato estereotactico adaptador para raton/rata neonatal
Cunningham™ (Stoelting™). Los ratones recibieron entonces una inyeccidn guiada estereotacticamente de tumor
(glioma U87) 2 mm lateral y 0.5 mm anterior al bregma a lo largo de 3-5 mm. Las células tumorales U87-
ffLuczeo/IL2" (2 x 10° células/raton), se suspendieron en 2 uL de RPMI libre de fenol (Irvine Scientific, Irvine, CA),
se inyectaron a una profundidad de 2.5 mm desde la duramadre. Siete dias después de la inoculacién del tumor, 10°
células T que expresan bien sea 1L13¢ IL13-CD28-41BB( fueron suministradas (transferidas de forma adoptiva) en 2
pL al tumor coordenadas en el cerebro. Los animales de control recibieron solamente PBS ("control simulado”). Los
agujeros Burr fueron sellados con cera para hueso y la incision cerradas con pegamento Nexaband™. Los animales
recibieron una inyeccién subcutanea de 0.1 mg/kg de Buprenex™ para la recuperacion postquirargica. En este
modelo, los tumores comienzan a desaparecer espontdneamente en 13-14 dias después de la inyeccién debido a la
recuperacion del sistema inmune enddgeno, asi que los experimentos fueron completados por el dia 12.
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El crecimiento del tumor ortotépico se puede cuantificar de forma no invasiva mediante la monitorizaciéon de sefiales

de flujo de ffLuc derivadas de tumores en células de glioblastoma U87 establecidos que expresan de forma estable
la luciferasa de luciérnaga (ffLuc) e IL2 humana. La actividad de luciferasa in vivo se detect6 utilizando formacién de
imagenes de tumores biofotonicos in vivo en ratones con el Sistema de Formacion de Imagenes In vivo de
Xenogen™ (IVIS) como se describié previamente por Kahlon et al., "Specific recognition and killing of glioblastoma
multiforme by interleukin 13- zetakine redirected cytolytic T cells." Cancer Res. 64:9160-9166,2004. Brevemente,
para monitorizar el fujo de ffLuc, los ratones fueron inyectados por via intraperitoneal con 4.29 mg de D-luciferina,
anestesiados (1.5 L/min de oxigeno + 4% de isoflurano), y la emisién de luz se midié6 durante un tiempo de
integracion de 1 minuto a 14 minutos después de la inyeccion de luciferina. El flujo (fotones/segundo) se cuantifico
como conteos totales medidos con el tiempo en la regién de interés. Véanse los resultados en la Figura 13. Los
valores del eje Y representan la media | SD de los niveles de flujo totales de los tumores ffLuc’ de control y los
grupos tratados (n = 6 para cada grupo) en los dias indicados después del injerto del tumor. "Tx" indica tratamiento
con células T transferidas de forma adoptiva.

Antes de la transferencia adoptiva de células T CD4" que expresan CAR, todos los ratones presentaban niveles
incrementados de las sefiales de flujo de ffLuc derivadas del tumor como se esperaba (véase la Figura 13; se
comparan los dias 2 y 6 después del injerto del tumor). Dos dias después de la transferencia adoptiva (Tx), los
niveles de flujo de ffLuc tumoral se redujeron en los ratones tratados ya sea con células T que expresan IL13C o
IL13-CD28-41BB(, en comparacion con los ratones recibieron tratamiento simulado. Sin embargo, 5 dias después
del tratamiento con células T (dia 12 después del injerto), las sefiales de flujo de tumores en los ratones tratados con
células T de IL13-CD28-41BBC se mantuvieron bajas, mientras que las sefiales de flujo de los ratones tratados con
células T de IL13¢ habian aumentado a un nivel similar al del grupo tratado simulado (control). Los dominios de
sefializacion coestimuladores de CD28 y el 4-1BB asi potenciaron y/o prolongaron el control del crecimiento tumoral
mediante las células T genéticamente redirigidas.

Ejemplo 6. Preparacion de las células T adecuadas para terapia.

Los linfocitos T se obtuvieron de un paciente mediante leucaféresis, y las células T autélogas fueron alteradas
genéticamente para expresar el CAR, luego, se administraron de nuevo al paciente para lograr la terapia anticancer.

Para preparar las células T de IL13Z" adecuadas para uso terapéutico, las células mononucleares se separaron de
la sangre sometida a leucoféresis por centrifugacion sobre Ficoll™ de grado clinico. Las PBMC se lavaron dos veces
en solucién salina regulada con fosfato estéril que contenia EDTA 0.526 mM y luego una vez en PBS estéril, y se
suspendieron en medio de cultivo que consistia de RPMI 1640 HEPES, 10% de FCS inactivado por calor, y L-
glutamina 4 mM. Las células T presentes en las PBMC del paciente se activaron policlonalmente mediante la adicion
de Orthoclone OKT3™ (30 ng/ml) al cultivo. Los cultivos de células fueron entonces incubados en frascos de cultivo
de tejido T-75 ventilados en la incubadora designada del sujeto de estudio. Veinticuatro horas después de la
iniciacion del cultivo, se agreg6 IL2rh a 25 U/ml. Tres dias después de la iniciacion del cultivo, las PBMC se
recolectaron, se centrifugaron y se resuspendieron en regulador de electroporacion hipotonica a 20x10° células/ml.
Veinticinco microgramos del plasmido IL13{/HyTK-pMG, junto con 400 uL de suspensién celular, se agregaron a una
probeta estéril de electroporacion de 0.2 cm. Cada probeta se somete a un Unico pulso eléctrico de 250 V/40 ps 'y de
nuevo se incuba durante diez minutos a temperatura ambiente. Las células supervivientes se recolectaron de de las
probetas, se agruparon, y se resuspendieron en medios de cultivo que contenian 25 U/mL de IL2rh. Los matraces se
colocaron en la incubadora de cultivo de tejidos designado del paciente. Tres dias después de la electroporacion, se
agreg6 la higromicina a las células a una concentracion final de 0.2 mg/mL. Las PMBC electroporadas se cultivaron
durante un total de 14 dias con los medios y la suplementacion de IL2 cada 48 horas.

La clonacién de CD8" CTL resistentes a la higromicina a partir de PBMC del paciente activada con OKT3
electroporada se inicié en el dia 14 de cultivo. Brevemente, las PBMC viables del paciente se agregaron a una
mezcla de 100x10° PBMC alimentadoras irradiadas criopreservadas y 20x10° TM-LCL irradiadas (células
linfoblastoides transformadas con EBV que actian como células alimentadoras) en un volumen de 200 mL de medio
de cultivo que contiene 30 ng/mL de OKT3 y 50 U/ml de IL2rh. Esta mezcla se sembré 0.2 ml en cada pozo de 10
placas de clonacion de 96 pozos. Las placas se envolvieron en lamina de aluminio para disminuir la pérdida por
evaporacion y se colocan en la incubadora de cultivo de tejidos designado del paciente. El dia 19 de cultivo, cada
pozo recibid higromicina a una concentracion final de 0.2 mg/mL. Los pozos se inspeccionaron visualmente para
excrecencia celular en un microscopio invertido en el Dia 30 y los pozos positivos fueron marcados para la
reestimulacion.

El contenido de cada pozo de clonacion con el crecimiento celular se transfirieron individualmente a matraces T-25
gue contienen 50x10° PBMC irradiadas, 10x10° LCL irradiadas, y 30 ng/mL de OKT3 en 25 mL de medios de cultivo
de tejidos. Enlos dias 1, 3, 5, 7, 9, 11, y/o 13 después de la reestimulacion, los matraces recibieron 50 U/ml de IL2rh
y 5 ml medio fresco cuando fue necesario. En el dia 5 del ciclo de estimulacién, los matraces también se
suplementaron con higromicina 0.2 mg/ml. Catorce dias después de la siembra, las células se recolectaron, se
contaron y se volvieron a estimular en matraces T-75 que contenian 100 x 10° PBMC irradiadas, 20 x 10° TM-LCL
irradiadas y 30 ng/ml de OKT3 en 50 mL de medio de cultivo de tejidos. Los matraces recibieron adiciones al cultivo
de IL2rh e higromicina como se delined mas arriba.

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2553421713

Las CTL seleccionadas para expansion para su posible uso en terapia se analizaron por inmunofluorescencia en un
clasificador de células activado por fluorescencia, utilizando anticuerpos WT/31 (aBTCR), Leu 2A (CD8), y OKT4
(CD4) monoclonales conjugados con FITC para confirmar el fenotipo del clon (aBTCR", CD4-, CD8", e IL13 ). Los
criterios para la seleccién de clones para uso clinico incluyen uniforme TCR af’, CD4-, CD8" y ¥ IL13 en
comparacién con anticuerpo conjugado con PE/FITC de control de isotipo. Un sitio Unico de integracion
cromosomica del vector de plasmido se confirmd por analisis de transferencia Southern. EI ADN de clones de
células T genéticamente modificadas se rastre6 con una sonda de ADN especifica para el vector de plasmido.

La expresion de 1L13-CD28-41BB( se determind mediante transferencia western para detectar la proteina del
receptor quimérico usando el anticuerpo de cadena zeta anti- CD3( descrito anteriormente de acuerdo con métodos
estandar. Brevemente, los lisados de células enteras de clones de células T transfectadas se generaron mediante la
lisis de 2 x 10’ células lavadas en 1 mL de regulador RIPA (PBS, 1% de NP40, 0.5% de desoxicolato de sodio, 0.1%
de SDS) que contenia 1 tableta/10 mL de Céctel Inhibidor Completo de Proteasa. Después de una incubacion de 80
minutos en hielo, se recolectdé sobrenadante de lisado de células completas centrifugadas y se hirvieron en un
volumen igual de regulador de carga bajo condiciones de reduccion y luego se sometié a electroforesis en SDS-
PAGE en un gel de acrilamida al 12% prefabricado. Después de la transferencia a nitrocelulosa, la membrana fue
entonces bloqueada en solucion Blotto™ que contenia 4% de leche en polvo sin grasa en T-TBS (0.1% de Tween
20™ en solucién salina regulada con Tris, pH 8.0) durante una hora. Las membranas se lavaron en T-TBS, luego se
incubaron con el anticuerpo primario 8D3 monoclonal CD3( antihumano de raton (Pharmingen™) a una
concentracion de 0.5 pg/mL durante una hora. Después de cuatro lavados adicionales en T-TBS, las membranas se
incubaron con una dilucién 1:3000 (en solucion Blotto™) de anticuerpo secundario conjugado con fosfatasa alcalina
de IgG antirraton de cabra durante 1 hora. Antes de la adicidn de sustrato, las membranas fueron enjuagadas en T-
TBS, luego se incubaron con 3 mL de solucidn de sustrato de fosfatasa (kit Bio-Rad™ ImmunoStar ™) de acuerdo
con las instrucciones del fabricante.

Las dosis adecuadas para un efecto terapéutico estan entre aproximadamente 10° y aproximadamente 10° células
por dosis, preferiblemente en una serie de ciclos de dosificacion. Un régimen de dosificacién preferido consiste de
cuatro ciclos de dosificacion en una semana de dosis crecientes, comenzando en aproximadamente 107 células en
el dia 0, incrementando gradualmente hasta una dosis objetivo de aproximadamente 10° células en dia 5. Modos
adecuados de administracion incluyen intravenosa, subcutanea, intracavitaria (por ejemplo mediante dispositivo de
acceso a reservorio), intraperitoneal, e inyeccion directa en una masa tumoral.

Ejemplo 7. Tratamiento del glioma recurrente intracraneal en pacientes humanos.

El tratamiento de glioma o cualquier otro tipo de cancer como se describe aqui utilizando células T que expresan
IL13-CD28-41BB(, de acuerdo con esta invencion se realizé como sigue. Clones de células T, como se describe en
el Ejemplo 6, se seleccionaron preferiblemente para:

a. fenotipo de la superficie celular de TCRa/B ¥, CD4, CD8", I1L13 *;

b. la presencia de una copia Unica de ADN de vector plasmido integrado cromosémicamente;

c. expresion de la proteina IL13-CD28-41BBC;

o

. lisis especifica de objetivos IL13Ra2" humano;

0]

. dependencia de IL2 exdgena para el crecimiento in vitro;

—h

. micoplasma, hongos y esterilidad bacteriana y niveles de endotoxinas de menos de 5 EU/ml; y
g. sensibilidad in vitro de clones a ganciclovir.

Se obtuvieron células mononucleares de sangre periférica a partir del paciente mediante leucoféresis,
preferiblemente después de la recuperacion de la cirugia de reseccion inicial y en un tiempo de al menos tres
semanas desde la disminucion de esteroides y/o su mas reciente quimioterapia sistémica. El rendimiento de la célula
mononuclear objetivo con leucoféresis fue en general 5x10° y el nimero objetivo de los clones de células T citoliticas
resistentes a higromicina fue 25. En general, se han identificado al menos cinco clones que cumplen con todos los
parametros de control de calidad para la expansién in vitro. Los clones fueron criopreservados y los pacientes
monitorizados por examenes radiograficos y clinicos en serie. Cuando se document6 recurrencia de la progresion de
la enfermedad, los pacientes fueron sometidos a una re-reseccion y/o la colocacion de un dispositivo de acceso a
reservorio para suministrar células T a la cavidad de reseccion tumoral.

Después de la recuperacion de la cirugia y disminucion de esteroides, si se aplica, el paciente comenzé la terapia
de células T de la siguiente manera. El paciente recibié un objetivo de al menos cuatro ciclos en una semana de
terapia. Durante el primer ciclo, el aumento de la dosis de células procedia de una dosis inicial el dia 0 de
aproximadamente 10’ células, seguido por aproximadamente 5x10° células en el dia 3 a una dosis objetivo de
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aproximadamente 108 células en el Dia 5. El ciclo 2 comenzé tan pronto como en una semana desde comienzo del
ciclo 1. En los dias de la administracion de células T, clones expandidos se procesaron de manera aséptica
lavandolos dos veces en 50cc de PBS, luego se resuspendieron en solucion salina normal libre de conservantes
farmacéuticos en un volumen que dio como resultado la dosis de células para el suministro del paciente en 2 mL.
Preferiblemente, las células T se instilaron durante 5-10 minutos, seguido de un lavado de 2 mL de PFN
administrada durante 5 minutos. La respuesta a la terapia se determiné MRI +/- gadolinio, con espectroscopia.

En general, las dosis de células fueron al menos un registro de menos de la dosis administrada en los estudios que
emplean células LAK intracavitaria (dosis de células individuales de hasta 10° y el nimero de células acumuladas
tan altas como 2.75x101°), Tilos expandidas ex vivo (hasta 10° células/dosis) y linfocitos ilo-reactivos (dosis inicial de
células 10° con dosis de células acumuladas hasta 51.5x108). La dosis baja de dosificacién repetitiva es favorecida
para evitar respuestas inflamatorias potencialmente peligrosas que podrian ocurrir con instilaciones individuales de
gran namero de células. Cada infusion consistié preferiblemente de un clon de células T individual, y el mismo clon
se administré preferiblemente a lo largo de curso del tratamiento del paciente.

Aquellos pacientes que demuestran la regresion del tumor con enfermedad residual en MRI pueden tener decursos
adicionales de terapia comenzando no antes de la Semana 7, que consisten en la repeticion de los Ciclos 3 y 4,
seguido por una semana de descanso/reestadificacion dato que estos tratamientos son bien tolerados hasta el
momento en que la progresion de la enfermedad esta documentada, o se logra una respuesta completa (RC) sobre
la base de la evaluacion radiografica. Las toxicidades maximas generalmente aceptadas son menores de grado 3,
sin embargo esto es a discrecion del médico tratante.

El tratamiento con ganciclovir conduce a la ablacién de los clones de CAR* HyTK* CD8" CTL. Por lo tanto, cualquier

efecto secundario asociados con la terapia (dolor de cabeza, fiebre, escalofrios, nauseas, etc.) que puede ocurrir
puede ser administrado usando tratamientos establecidos apropiados para la condicién. Por ejemplo, el paciente
puede recibir ganciclovir si se observa cualquier nueva toxicidad de grado 3 que progresa hasta el grado 4, o
cualquier toxicidad relacionada con el tratamiento de grado 4 que, a juicio del médico tratante, pone al paciente en
riesgo médico significativo. El ganciclovir administrado parenteralmente se dosifica a 10 mg/kg/dia dividida cada 12
horas. Los pacientes deben ser hospitalizados por las primeras 72 horas de tratamiento con ganciclovir a para
propositos de monitorizacion. Si los sintomas no responden a ganciclovir dentro de las 48 horas, se pueden agregar
agentes inmunosupresores adicionales, incluyendo pero no limitado a los corticosteroides y ciclosporina, a la
discrecion del médico tratante. Si las toxicidades son severas, también se puede utilizar decadron y/u otros farmacos
inmunosupresores junto con ganciclovir a discrecion del médico tratante.

Estudios de seguridad preliminares utilizando el protocolo delineado mas arriba, donde se administraron clones de
CTL que expresan IL13-CAR a pacientes humanos con glioma recurrente intracraneal, indicaron que de los eventos
adversos que tuvieron posible correlacién con la administracion intracavitaria de las células T, el Unico evento Grado
3 han sido los dolores de cabeza que se produjeron con la administracion de 10° células en cada uno de los dos
pacientes tratados hasta la fecha. En ninglin momento fueron eventos adversos de grado 4 0 5 que se encuentran
asociados con la administracion de las células T alteradas genéticamente. Asi, el perfil global de seguridad de esta
terapia de transferencia adoptiva aqui fue aceptable.

Ejemplos 8-12. Moléculas CAR de ejemplo. (Comparacion)
Las figuras 14 y 16-18 proveen las secuencias de los CAR de comparacion.

La figura 14 provee la secuencia de un CAR de IL13-1gGs-cd28tm-CD28gg-Zeta (CO) (SEQ ID NO: 36). Esta
secuencia codifica (1) la molécula de IL13 con la mutacion E13Y (que es el ligando para el receptor de la superficie
del tumor IL13Ro2 en la superficie del tumor (IL13)), (2) la porcion Fc del dominio extracelular G4 isotipo de
inmunoglobulina (IgGa), (3) la porcién transmembrana de la molécula coestimuladora CD28 (cd28tm), (4) el dominio
de sefializacién de CD28 con dos leucinas cambiadas a glicinas para el propésito de la expresién incrementada
(CD28gg), y (5) el dominio de sefializacién de la cadena CD3( del receptor de células T (Zeta). Todos los segmentos
fueron de codones optimizados (CO) para la expresion de mamifero incrementada. La porcién subrayada de la
secuencia es la secuencia de codificacion para CD28gg.

La Figura 15, de acuerdo con la presente invencion provee la secuencia de un CAR DE IL13-1gGs-cd4tm-CD28-4-
1BB-Zeta (también denominado aqui como IL13-CD28-41BB(; SEQ ID NO: 37). Esta secuencia codifica (1) la
molécula de IL13 con la mutacion E13Y (que es el ligando para el receptor de la superficie del tumor IL13Ra2 en la
superficie del tumor (IL13)), (2) la porcién Fc del dominio extracelular G4 isotipo de inmunoglobulina (IgGa), (3) la
porcién transmembrana de CD4 (cd4tm); el dominio de sefializacion de la molécula coestimuladora CD28 (CD28) (4)
el dominio de sefializacion de la molécula coestimuladora 4-1BB (4-1BB), y (5) el dominio de sefializacion de la
cadena CD3C del receptor de células T (Zeta). La parte subrayada de la secuencia codifica CD28 y la porcion en
negrilla de la secuencia que codifica 4-1BB.

La Figura 16 provee la secuencia de un CAR de IL13-1gGs-cd28tm-CD28-OX40-Zeta (SEQ ID NO: 38). Esta
secuencia codifica (1) la molécula de IL13 con la mutacion E13Y (que es el ligando para el receptor de la superficie
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del tumor IL13Ra2 en la superficie del tumor (IL13)), (2) la porcion Fc del dominio extracelular G4 isotipo de
inmunoglobulina (IgGa), (3) la porcién transmembrana de la molécula coestimuladora CD28 (cd28tm), (4) el dominio
de sefializacion de CD28 (CD28), (5) el dominio de sefializacién de la molécula coestimuladora OX-40 (OX40), y (6)
el dominio de sefializaciéon de la cadena CD3 del receptor de células T (Zeta). La secuencia de codificacion de
cd28tm esta subrayada (aminoacidos 364-390); la secuencia que codifica CD28 esta en cursiva (aminoacidos 391-
431); la secuencia que codifica OX40 esta en negrilla (aminoacidos 432-467); y la secuencia que codifica Zeta esta a
la vez subrayada y en cursiva (aminoacidos 468-580).

La Figura 17 provee la secuencia de un CAR de IL13-1gGs-cd28tm-CD28gg-4-1BB-Zeta (SEQ ID NO: 39). Esta
secuencia codifica (1) la molécula de IL13 con la mutacion E13Y (que es el ligando para el receptor de la superficie
del tumor IL13Ra2 en la superficie del tumor (IL13)), (2) la porcion Fc del dominio extracelular G4 isotipo de
inmunoglobulina (IgGa), (3) la porcién transmembrana de la molécula coestimuladora CD28 (cd28tm), (4) el dominio
de sefializacién de CD28 con dos leucinas cambiadas a glicinas para el propésito de la expresién incrementada
(CD28gg), (5) el dominio de sefalizacion de la molécula coestimuladora 4-1BB (4-1BB), y (6) el dominio de
sefializacion de la cadena CD3C del receptor de células T (Zeta). La porcion subrayada de la secuencia codifica
CD28gg y la porcién en negrita de la secuencia codifica 4-1BB.

La Figura 18 provee la secuencia de un CAR de 1L13-1gGs-cd28tm-CD28gg"199-4-1BB-Zeta (SEQ ID NO: 40). Esta
secuencia codifica (1) la molécula de IL13 con la mutacion E13Y (que es el ligando para el receptor de la superficie
del tumor IL13Ro2 en la superficie del tumor (IL13)), (2) la porcion Fc del dominio extracelular G4 isotipo de
inmunoglobulina (IgGa), (3) la porcién transmembrana de la molécula coestimuladora CD28 (cd28tm), (4) el dominio
de sefializacién de CD28 con dos leucinas cambiadas a glicinas para el propésito de la expresion incrementada, y su
dominio quinasa eliminado para el propdsito de remover su actividad de sefalizacion (esto es, como un control
negativo para la SEC ID NO: 39) (CD28gg”199), (5) el dominio de sefializacion de la molécula coestimuladora 4-1BB
(4-1BB), y (6) el dominio de sefializacién de la cadena CD3( del receptor de células T (Zeta). La parte subrayada de
la secuencia codifica CD28gg”199 y la parte en negrita de la secuencia codifica 4-1 BB.

Listado de secuencias

<110> Jensen, Michael
<120> Método y composiciones para el funcionamiento potenciado del efector antitumoral de células T
<130> 1954-504

<150> 61/091,915

<151> 2008-08-26

<160> 53

<170> PatentIn version 3.5
<210>1

<211>132

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

18
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19

Met Ala Leu Leu Leu Thr Thr Val Ile Ala Leu Thr Cys Leu Gly Gly
1 5 10 15
Phe Ala Ser Pro Gly Pro Val Pro Pro Ser Thr Ala Leu Arg Tyr Leu
20 25 30
Ile Glu Glu Leu Val Asn Ile Thr Gln Asn Gln Lys Ala Pro Leu Cys
35 40 45
Asn Gly Ser Met Val Trp Ser Ile Asn Leu Thr Ala Gly Met Tyr Cys
50 55 60
Ala ARla Leu Glu Ser Leu Ile Asn Val Ser Gly Cys Ser Ala Ile Glu
65 70 75 80
Lys Thr Gln Arg Met Leu Ser Gly Phe Cys Pro His Lys Val Ser Ala
85 90 95
Gly Gln Phe Ser Ser Leu His Val Arg Asp Thr Lys Ile Glu Val Ala
100 105 110
Gln Phe Val Lys Asp Leu Leu Leu His Leu Lys Lys Leu Phe Arg Glu
115 120 125
Gly Arg Phe Asn
130
<210>2
<211> 416
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 2
tatgaattca tggcgctttt gttgaccacg gtcattgcte tcacttgcct tggeggcettt 60
gcctececccag goectgtgec teocctctaca gccctcaggt acctcattga ggagctggtc 120
aacatcaccc agaaccagaa ggctccgctc tgcaatggca gcatggtatg gagcatcaac 180
ctgacagctg gcatgtactg tgcagccctg gaatccctga tcaacgtgtc aggctgcagt 240
gccatcgaga agacccagag gatgctgage ggattctgec cgcacaaggt ctcagctggg 300
cagttttcca gcttgcatgt ccgagacacce aaaatcgagyg tggcccagtt tgtaaaggac 360
ctgctcttac atttaaagaa actttttcge gagggacggt tcaactgagg atccga 416



10

<210>3

<211>416

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 3

atacttaagt

cggaggggte
ttgtagtggg
gactgtcgac
cggtagctct
gtcaaaaggt
gacgagaatg
<210>4
<211> 497
<212> PRT
<213> Homo sa

<400> 4

Met
1

Ala Phe Leu Leu Ile Pro Gly Pro Val

Tyr Leu Ile Glu Glu Leu Val Asn Ile

Leu Cys

50

accgcgaaaa

cgggacacgg

tecttggtctt
cgtacatgac
tctgggtctc
cgaacgtaca

taaatttctt

piens

5

20

35

Asn Gly Ser Met Val Trp Ser

ES 2553421713

caactggtgc
agggagatgt
ccgaggcgag
acgtcgggac
ctacgactcg
ggctctgtgg

tgaaaaagcg

Leu Leu Leu Val Thr Ser

55

cagtaacgag
cgggagtcca
acgttaccgt
cttagggact
cctaagacgg
ttttagctcc

ctcecetgeca

Leu Leu
10

25

40

20

agtgaacgga
tggagtaact
cgtaccatac
agttgcacag
gecgtgtteca
accgggtcaa

agttgactce

Leu Cys Glu

Pro Pro Ser

Thr Gln Asn

Ile Asn Leu

60

accgccgaaa
cctecgaccag
ctcgtagttg
tccgacgtea
gagtcgaccec
acatttcctg

taggct

Leu Pro

15

Thr Ala
30

Gln Lys
45

Thr Ala

His Pro

Leu Arg

Ala Pro

Gly Met

60

120

180

240

300

360

416



Tyr

65

Ile

Ser

Val

Arg

Cys

145

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

225

Asn

Gly

Glu

Tyr

Cys

Glu

Ala

Ala

Glu

130

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

210

His

Lys

Gln

Met

Pro
290

Ala

Lys

Gly

Gln

115

Gly

Ala

Pro

Val

Val

195

Gln

Gln

Gly

Pro

Thr

275

Ser

Ala

Thr

Gln

100

Fhe

Arg

Pro

Lys

Val

180

Asp

Phe

Asp

Leu

Arg

260

Lys

Asp

Leu

Gln

85

Phe

Val

Phe

Glu

Asp

165

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

245

Glu

Asn

Ile

Glu

70

Arg

Ser

Lys

Asn

Phe

150

Thr

val

Val

Ser

Leu

230

Ser

Pro

Gln

Ala

Ser

Met

Ser

Asp

Glu

135

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

215

Asn

Ser

Gln

Val

Val
295

ES 2553421713

Leu

Leu

Leu

Leu

120

Ser

Met

Gln

Val

200

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

280

Glu

Ile

Ser

His

105

Leu

Lys

Ile

Glu

185

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

265

Leu

Trp

Asn

Gly

90

Val

Leu

Tyr

Pro

Ser

170

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

250

Thr

Thr

Glu

21

Val

75

Phe

Arg

His

Gly

Ser

155

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

235

Thr

Leu

Cys

Ser

Ser

Cys

Asp

Leu

Pro

140

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

220

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn
300

Gly

Pro

Thr

Lys

125

Pro

Phe

Pro

Val

Thr

205

Val

Cys

Ser

Pro

Val

285

Gly

Cys

His

Lys

110

Lys

Cys

Leu

Glu

Gln

190

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

270

Lys

Gln

Ser

Lys

95

Ile

Leu

Pro

Phe

Val

175

Phe

Pro

Thr

val

Ala

255

Gln

Gly

Pro

Ala

80

Val

Glu

Phe

Pro

Pro

160

Thr

Asn

Arg

vVal

Ser

240

Lys

Glu

Phe

Glu



Asn

305

FPhe

Asn

Thr

Leu

Phe

385

Gly

Tyr

Lys

Lys

Arg

465

Ala

Arg

<210>5

Asn

Leu

Val

Gln

Gly

370

Arg

Gln

Asp

Pro

Asp

450

Arg

Thr

<211> 1522

<212> ADN

Tyr

Tyr

Phe

Lys

355

Gly

Val

Asn

Val

Arg

435

Lys

Arg

Lys

<213> Homo sapiens

Lys

Ser

Ser

340

Ser

Val

Lys

Gln

Leu

420

Arg

Met

Gly

Asp

Thr

Arg

325

Cys

Leu

Ala

Phe

Leu

405

Asp

Lys

Ala

Lys

Thr
485

ES 2553421713

Thr Pro
310

Leu Thr

Ser val

Ser Leu

Gly Leu
375

Ser Arg
390

Tyr Asn

Lys Arg

Asn Pro

Glu Ala
455

Gly His
470

Tyr Asp

Pro

Val

Met

Ser

360

Leu

Ser

Glu

Arg

Gln

440

Tyr

Asp

Ala

Val

Asp

His

345

Leu

Leu

Ala

Leu

Gly

425

Glu

Ser

Gly

Leu

22

Leu

Lys

330

Glu

Gly

Phe

Asp

Asn

410

Arg

Gly

Glu

Leu

His
490

Asp

315

Ser

Ala

Lys

Ile

Ala

395

Leu

Asp

Leu

Ile

Tyr

475

Met

Ser

Arg

Leu

Met

Gly

380

Pro

Gly

Pro

Tyr

Gly

460

Gln

Gln

Asp

Trp

His

Ala

365

Leu

Ala

Arg

Glu

Asn

445

Met

Gly

Ala

Gly

Gln

Asn

350

Leu

Gly

Tyr

Arg

Met

430

Glu

Lys

Leu

Leu

Ser

Glu

335

His

Ile

Ile

Gln

Glu

415

Gly

Leu

Gly

Ser

Pro
495

Phe

320

Gly

Tyr

Val

Phe

Gln

400

Glu

Gly

Gln

Glu

Thr

480

Pro
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<400> 5
atctctagag ccgccaccat gcttctectg gtgacaagec ttetgctctg tgagttacca 60
cacccagcat tcctectgat cccaggccct gtgectccct ctacageccct caggtaccte 120
attgaggagc tggtcaacat cacccagaac cagaaggctc cgctctgcaa tggcagcatg 180
gtatggagca tcaacctgac agctggcatg ta;tgtgcag ccectggaatc cctgatcaac 240
gtgtcaggct gcagtgccat cgagaagacc cagaggatgc tgagcggatt ctgcccgcac 300
aaggtctcag ctgggcagtt ttccagcttg catgtccgag acaccaaaat cgaggtggcc 360
cagtttgtaa aggacctgct cttacattta aagaaacttt ttcgcgaggg acggttcaac 420
gagtccaaat atggtccccc atgcccacca tgcccagcac ctgagttcct ggggggacca 480
tcagtcttece tgttccccecc aaaacccaag gacactctca tgatctccecg gacccctgag 540
gtcacgtgeg tggtggtgga cgtgagccag gaagaccccg aggtccagtt caactggtac 600
gtggatggcg tggaggtgca taatgccaag acaaagccgc gggaggagca gttcaacagc 660
acgtaccgtg tggtcagcgt cctcaccgtc ctgcaccagg actggctgaa cggcaaggag 720
tacaagtgca aggtctccaa caaaggcctc ccgtcctcecca tcgagaaaac catctccaaa 780
gccaaagggc agccccgaga gccacaggtg tacaccctgc ccccatccca ggaggagatg 840
accaagaacc aggtcagcct gacctgcctg gtcaaaggct tctacccéag cgacatcgcc 200
gtggagtggg agagcaatgg gcagccggag aacaactaca agaccacgcc tceccgtgctg 960
gactccgacg gctccttcectt cctctacagc aggctaaccg tggacaagag caggtggcag 1020
gaggggaatg tcttctcatg ctccgtgatg catgaggctc tgcacaacca ctacacacag 1080
aagagcctct ccctgtectet gggtaaaatg geccctgattg tgctgggggg cgtcgeegge 1140
ctcctgettt tcattgggcect aggcatctte ttcagagtga agttcagcag gagcgcagac 1200
gcceccecgegt accagcaggg ccagaaccag ctctataacg agectcaatct aggacgaaga 1260
gaggagtacg atgttttgga caagagacgt ggccgggacc ctgagatggg gggaaagccg 1320
agaaggaaga accctcagga aggcctgtac aatgaactgc agaaagataa gatggcggag 1380
gcctacagtg agattgggat gaaaggcgag cgccggaggg gcaaggggca cgatggoectt 1440
taccagggtc tcagtacagc caccaaggac acctacgacg cccttcacat gcaggccctg 1500
cccecteget aagcggecgce at 1522

<210> 6

<211> 1522

<212> ADN

<213> Homo sapiens

23
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<400> 6
tagagatctc ggcggtggta cgaagaggac cactgttcgg aagacgagac actcaatggt 60
gtgggtcgta aggaggacta gggtccggga cacggaggga gatgtcggga gtceccatggag 120
taactcctcg accagttgta gtgggtcttg gtcttccgag gcgagacgtt accgtcgtac 180
catacctcgt agttggactg tcgaccgtac atgacacgtc gggaccttag ggactagttg 240
cacagtccga cgtcacggta gectcttetgg gtctectacg actcgectaa gacgggcgtg 300
ttccagagte gacccgtcaa aaggtcgaac gtacaggctce tgtggtttta gctceccacegg 360
gtcaaacatt tcctggacga gaatgtaaat ttctttgaaa aagcgctccc tgccaagttg 420
ctcaggttta taccaggggg tacgggtaggt acgggtcgtg gactcaagga cccccctggt 480
agtcagaagg acaagggggg ttttgggttc ctgtgagagt actagagggc ctggggactc 540
cagtgcacgc accaccacct gcactcggtc cttctggggce tccaggtcaa gttgaccatg 600
cacctaccge acctccacgt attacggtte tgtttecggeg ccctectegt caagttgteg 660
tgcatggcac accagtcgca ggagtggcag gacgtggtce tgaccgactt gecgttecetce 720
atgttcacgt tccagaggtt gtttccggag ggcaggaggt agctcttttg gtagaggttt 780
cggtttcccg tcggggctct cggtgtccac atgtgggacg ggggtagggt cctectctac 840
tggttcttgg tccagtcgga ctggacggac cagtttccga agatggggtc gctgtagcgg 900
cacctcaccec tctegttace cgtcggeccte ttgttgatgt tetggtgecgg agggcacgac 9260
ctgaggctgec cgaggaagaa ggagatgteg tccgattgge acctgttcte gtccacegtce 1020
ctccecttac agaagagtac gaggcactac gtactccgag acgtgttggt gatgtgtgtc 1080
ttctcggaga gggacagaga cccattttac cgggactaac acgacccccc gcagcggccg 1140
gaggacgaaa agtaacccga tccgtagaag aagtctcact tcaagtcgtc ctcgegtctg 1200
cgggggcgca tggtcgtcce ggtcttggtc gagatattgc tcgagttaga tcctgettct 1260
ctcctcatge tacaaaacct gttctctgeca ccggcectgg gactctacce ccctttegge 1320
tctteccttct tgggagtcct tccggacatg ttacttgacg tctttctatt ctaccgectc 1380
cggatgtcac tctaacccta ctttccgcectec gecggecctcce cgttececccecgt gcectaccggaa 1440
atggtcccag agtcatgtcg gtggttcctg tggatgctge gggaagtgta cgtccgggac 1500
gggggagcga ttcgccggeg ta 1522

<210>7

<211> 84

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400>7

24
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atctctagag ccgccaccat gcttctecctg gtgacaagec ttcectgectctg tgagttacca

cacccagcat tcctcctgat ccca

<210>8

<211> 336

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 8

ggccctgtge
cagaaccaga
ggcatgtact
aagacccaga
agcttgcatg

catttaaaga

ctccctctac
aggctcecget
gtgcagccct
ggatgctgag
tccgagacac

aactttttcg

agccctcagg
ctgcaatggc
ggaatccctg
cggattctgce
caaaatcgag

cgagggacgg

tacctcattg
agcatggtat
atcaacgtgt
ccgcacaagg
gtggcccagt

ttcaac

aggagctggt
ggagcatcaa
caggctgcag
tctcagcetgg

ttgtaaagga

caacatcacc
cctgacagct
tgccatcgag
gcagttttcc

cctgctctta

<210>9

<211> 686

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400>9

gagtccaaat
ﬁcagtcttcc
gtcacgtgcg
gtggatggcg
acgtaccgtg
tacaagtgca
gccaaagggc
accaagaacc
gtggagtggg
gactccgacg
gaggggaatg

aagagcctct

<210>10

<211> 67

atggtcccce
tgttcecccee
tggtggtgga
tggaggtgca
tggtcagcgt
aggtctccaa
agccccgaga
aggtcagcct
agagcaatgg
gcteccttett
tcttcteatg

ccetgtetet

atgcccacca
aaaacccaag
cgtgagccag
taatgccaag
cctcaccgtce
caaaggcctc
gccacaggtg
gacctgcctg
gecagccggag
cctctacage
cteccgtgatg

gggtaa

tgcccagcac
gacactctca
gaagaccccg
acaaagccgc
ctgcaccagg
ccgtcectceca
tacaccctgc
gtcaaaggct
aacaactaca
aggctaaccg

catgaggctce

25

ctgagttcct
ﬁgatctcccg
aggtccagtt
gggaggagca
actggctgaa
tcgagaaaac
ccccatccca
tctacceccag
agaccacgcc
tggacaagag

tgcacaacca

ggggggacca

gacccctgag
caactggtac
gttcaacagc
cggcaaggag
catctccaaa
ggaggagatg
cgacatcgecc
tcecgtgetg
caggtggcag

ctacacacag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

€60

686

60

84

60
120
180
240
300

336
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<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 10

aatggccctg attgtgctgg ggggcgtcge cggcctectg cttttcattg ggctaggeat 60

cttcttc 67

<210>11
<211> 339
<212> ADN

<213> Homo sapiens

10

<400> 11
agagtgaagt tcagcaggag cgcagacgcc cccgcgtacc agcagggcca gaaccagctce 60
tataacgagc tcaatctagg acgaagagag gagtacgatg ttttggacaa gagacgtggc 120
cgggaccctg agatgggggg aaagccgaga aggaagaacc ctcaggaagg cctgtacaat 180
gaactgcaga aagataagat ggcggaggcc tacagtgaga ttgggatgaa aggcgagcgc 240
cggaggggca aggggcacga tggcctttac cagggtctca gtacagccac caaggacacc 300
tacgacgcce ttcacatgca ggccctgccc cctogctaa 339

<210> 12

<211> 1092

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Vector plasmido

<400> 12

26



gagtccaaat
tcagtcttece
gtcacgtgcg
gtggatggcg
acgtaccgtg
tacaagtgca
gccaaagggc
accaagaacc
gtggagtggg
gactccgacg
gaggggaatg
aagagcctct
ctectgettt
gcccecgegt
gaggagtacg
agaaggaaga

gcectacagtg

taccagggte

ccececteget

atggtcccce
tgttececcece
tggtggtgga
tggaggtgca
tggtcagcgt
aggtctccaa
agccccgaga
aggtcagcct
agagcaatgg
gctecttett
tcttectecatg
ccctgtctcet
tcattgggct
accagcaggg
atgttttgga
accctcagga

agattgggat

tcagtacagc

aa

<210> 13

<211> 6770

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Vector plasmido

<400> 13

ES 2553421713

atgcccacca
aaaacccaag
cgtgagccag
taatgccaag
cctcaccgte
caaaggcctc
gccacaggtg
gacctgectg
gcagccggag
cctctacagce
ctcegtgatg
gggtaaaatg
aggcatcttc
ccagaaccag
caagagacgt
aggcctgtac

gaaaggcgag

caccaaggac

tgcccagcac
gacactctca
gaagaccccqg
acaaagccgce
ctgcaccagg
ccgtcctceca
tacaccctgce
gtcaaaggct
aacaactaca
aggctaaccg
catgaggctc
gccctgattg
ttcagagtga
ctctataacg
ggccgggacce

aatgaactgc

cgccggaggyg

acctacgacg

27

ctgagttcct
tgatctccceg
aggtccagtt
gggaggagca
actggctgaa
tcgagaaaac
ccccatccca
tctaccccag
agaccacgcc
tggacaagag
tgcacaacca
tgctgggggg
agttcagcag
agctcaatct
ctgagatggg
agaaagataa

gcaaggggca

cccttcacat

ggggggacca

gacccctgag
caactggtac
gttcaacagc
cggcaaggag
catctccaaa
ggaggagatg
cgacatcgcec
tcecegtgetg
caggtggcag
ctacacacag
cgtecgeeggce
gagcgcagac
aggacgaaga
gggaaagccg
gatggcggag

cgatggectt

gcaggeccctg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1092



tcgaaggatc
ccccgagaag
ggtaaactgg
accgtatata
aacacagctg
aggccgccat
aactgcgtcce
gctceccttgg
tcaactctac
ggcgcectacg
cacaattgat
acagctgaga
gtgagttacc
tcaggtacct
atggcagcat
ccctgatcaa
tctgceccgea
tcgaggtgge
gacggttcaa
tggggggacc
ggacccctga
tcaactggta
agttcaacag

acggcaagga

tgcgatcgct
ttggggggag
gaaagtgatg
agtgcagtag
aagcttcgag
ccacgccggt
gccgtctagg
agcctaccta
gtctttgttt
taagtgatat
acggattcat
tcaccctaga
acacccagca
cattgaggag
ggtatggagc
cgtgtcagge
caaggtctca
ccagtttgta
cgagtccaaa
atcagtcttc
ggtcacgtgc
cgtggatggce
cacgtaccgt

gtacaagtgc
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ccggtgceeg
gggtcggcaa
tcgtgtactg
tcgeccgtgaa
gggctcgcat
tgagtcgcgt
taagtttaaa
gactcagccg
cgttttctgt
ctactagatt
cgagagggac
gccgccacca
ttcctectga
ctggtcaaca
atcaacctga
tgcagtgcca
gctgggcagt
aaggacctgce
tatggtcccc
ctgttcccee
gtggtggtgg
gtggaggtge
gtggtcagcg

aaggtctcca

tcagtgggca
ttgaaccggt
gctccgecett
cgttecttttt
ctctccttea
tctgccgect
gctcaéqtcg
gctctccacg
tctgegecgt
tatcaaaaag
acgtcgacta
tgcttctect
tcccaggccc
tcacccagaa
cagctggcat
tcgagaagac
ttteccagctt
tcttacattt
catgcccacc
Cdaaacccdaa
acgtgagcca
ataatgccaa
tcctecacegt

acaaaggcct

28

gagcgcacat
gcctagagaa
tttccegagg
cgcaacgggt
cgcgececgece
cccgectgtg
agaccgggcc
ctttgcctga
tacagatcca
agtgttgact
ctaaccttct
ggtgacaagc
tgtgcctccce
ccagaaggct
gtactgtgca
ccagaggatg
gcatgtccga
aaagaaactt
atgcccagca
ggacactctc
ggaagacccc
gacaaagccg
cctgcaccag

ccegtectee

cgcccacagt
ggtggcgegg
gtgggggaga
ttgcecgccag
gccctacctg
gtgcctcctg
tttgtccgge
ccctgcttge
agctgtgacc
tgtgagcgcet
tctctttect
cttctgctct
tctacagccc
ccgctctgeca
gccctggaat
ctgagcggat
gacaccaaaa
tttcgegagg
cctgagttce
atgatctccc
gaggtccagt
cgggaggagc
gactggctga

atcgagaaaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1440



ccatctccaa
aggaggagat
gcgacatcgce
ctccegtget
gcaggtggca
actacacaca
gcgtcgeccgg
ggagcgcadga
taggacgaag
ggggaaagcc
agatggcgga
acgatggcct
tgcaggccct
agctagcteg
tgaaaaaaat
atgctattgc
gcattcattt
acctctacaa
agcaaaaggc
cccctgacga
tataaagata
tgccgcttac
gctcacgctg
acgaaccccc
acccggtaag
cgaggtatgt
gaagaacagt
gtagctcttg
agcagattac

ctgacgctca

agccaaaggg
gaccaagaac
cgtggagtgg
ggactccgac
ggaggggaat
gaagagcctc
cctcctgectt
cgcccccgcg
agaggagtac
gagaaggaag
ggcctacagt
ttaccagggt
gcccectege
acatgataag
gctttatttg
tttatttgta
tatgtttcag
atgtggtaga
caggaaccgt
gcatcacaaa
ccaggcgttt
cggatacctg
taggtatcte
cgttcagcce
acacgactta
aggcggtgcet
atttggtatc
atccggcaaa
gcgcagaaaa

gtggaacgaa
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cagccccgag
caggtcagcc
gagagcaatg
ggctccttet
gtcttctcat
tcectgtece
ttcattgggc
taccagcagg
gatgttttgg
aaccctcagg
gagattggga
ctcagtacag
tgagcggccg
atacattgat
tgaaatttgt
accattataa
gttcaggggg
tccatttaaa
aaaaaggccg
aatcgacgct
ccccctggaa
tcegecttte
agttecggtgt
gaccgctgcg
tcgccactgg
acagagttct
tgcgctctge
caaaccaccg
aaaggatctc

aactcacgtt

agccacaggt
tgacctgect
ggcagccgga
tecctctacag
gctcecgtgat
taggtaaaat
taggcatctt
gccagaacca
acaagagacg
aaggcctgta
tgaaaggcga
ccaccaagga
gcgaaggagg
gagtttggac
gatgctattg
gctgcaataa
aggtgtggga
tgttagcgaa
cgttgctgge
caagtcagag
gctcectegt
tcecectteggg
aggtcgttecg
ccttatccgg
cagcagccac
tgaagtggtg
tgaagccagt
ctggtagcgg
aagaagatcc

aagggatttt
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gtacaccctg
ggtcaaaggc
gaacaactac
caggctaacc
gcatgaggct
ggccctgatt
cttcagagtg
gctctataac
tggccgggac
caatgaactg
gcgccggagg
cacctacgac
cctagatcta
aaaccacaac
ctttatttgt
acaagttaac
ggttttttaa
gaacatgtga
gtttttccat
gtggcgaaac
gcgctctect
aagcgtggceg
ctccaagctg
taactatcgt
tggtaacagg
gcctaactac
taccttcgga
tggttttttt
tttgatcttt

ggtcatggct

cccccatcce
ttctacccca
aagaccacgc
gtggacaaga
ctgcacaacc
gtgctggggg
aagttcagca
gagctcaatc
cctgagatgg
cagaaagata
ggcaaggggc
gcccttcaca
tcgattgtac
tagaatgcag
gaaatttgtg
aacaacaatt
agcaagtaaa
gcaaaaggcc
aggctcecgcc
ccgacaggac
gttccgacce
ctttctcaat
ggctgtgtgce
cttgagtcca
attagcagag
ggctacacta
aaaagagttg
gtttgcaagc
tctacggggt

agttaattaa

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240



gctgcaataa
ggggaggggy
ggacaaacag
cgagctagag
cccecgeoca
ccattgacgt
gtatcatatg
ttatgccecag
catcgctatt
tgactcacgg
ccaaaatcaa
cggtaggegt
cgcctggaga
ccteccgegge
taccgcctat
atcatcggca
tecttctettt
caccgcgacg
gcagctctcg
tgtcctgegg
ctttgcatcg
cctgacctat
cgaactgeccc
tcttageccag
atggcgtgat
ggacgacacc
ggactgcccc
ggacaatggc
atacgaggtc
gcgctacttc

gctccgeatt

acaatcatta
aggccagaat
tggctggact
tcecgttacat
ttgacgtcaa
caatgggtgg
ccaagtacgc
tacatgacct
accatggtga
ggatttccaa
cgggacttte
gtacggtggg
cgccatccac
cgggaacggt
agagtctata
tagtataata
cctacagctyg
tctgtcgega
gagggcgaag
gtaaatagct
gccgcgctce
tgcatctccce
gctgttctge
acgagcgggt
ttcatatgcg
gtcagtgcgt
gaagtccggc
cgcataacag
gccaacatct
gagcggaggc

ggtcttgacec
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ttttcattgg
gactccaaga
ctgcaccata
aacttacggt
taatgacgta
agtatttacg
cccctattga
tatgggactt
tgcggttttyg
gtctecacce
caaaatgtcg
aggtctatat

gctgttttga

gcattggaac

ggcccaccta
cgactcacta
agatcaccgg
agtttctgat
aatctcgtgce
gcgccgatgg
cgattccgga
gccgtgcaca
aacccgtcgce
tcggeccatt
cgattgctga
ccgtcgecgcea
acctcgtgca
cggtcattga
tcttctggag
atccggagcet

aactctatca

atctgtgtgt
gctacaggaa
acacacaatc
aaatggccceg
tgttcccata
gtaaactgcc
cgtcaatgac
tecctacttgg
gcagtacatc
cattgacgtc
taacaactcc
aagcagagct
cctccataga
gcggattcce
gttgtgaccg
taggagggcc
taggagggcc
cgaaaagttc
tttcagcttc
tttctacaaa
agtgcttgac
gggtgtcacg
ggagctcatg
cggaccgcaa
tccecatgtg
ggctctcgat
cgcggatttc
ctggagcgag
gccgtggttg
tgcaggatcg

gagcttggtt
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tggtttttty

ggcaggtcag
aacaggggag
cctggctgac
gtaacgccaa
cacttggcag
ggtaaatggc
cagtacatct
aatgggcgtg
aatgggagtt
gccccattga
cgtttagtga
agacaccggg
cgtgccaaga
gcgcctagtg
accatgtcga
atcatgaaaa
gacagcgtct
gatgtaggag
gatcgttatg
attggggaat
ttgcaagacc
gatgcgatcg
ggaatecggtc
tatcactggc
gagctgatgc
ggctccaaca
gcgatgttcg
gcttgtatgg
ccgecggcetee

gacggcaatt

tgtgggcttyg
agaccccact
tgagctggat
cgcccaacga
tagggacttt
tacatcaagt
ccgecctggca
acgtattagt
gatagcggtt
tgttttggca
cgcaaatggg
accgtcagat
accgatccag
gtgacgtaag
ttgacaatta
ctactaacct
agcctgaact
ccgacctgat
ggcgtggata
tttatecggca
tcagcgagag
tgcctgaaac
ctgcggeccga
aatacactac
aaactgtgat
tttgggccga
atgtcctgac
gggattccca
agcagcagac
gggcgtatat

tcgatgatge

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4820

4980

5040

5100



agcttgggceg
tacacaaatc
tgcgttegac
tcgeceggeag
ggtttatata
cctgggttcg
dgggggcttce
gatatcggcce
ttatgeccgtg
tgcccecegece
ctacccggcec
ggccctecatce
cagacacatc
gctggctgeg
cggcgggteg
tgccgagcecce
gtttcgggce
cttggacgtc
atcgececcgec
cgtcaccacc
gatgggggag
aaatgctaga
ttgcecectec
ataaaatgag
ggtggggcag
aattgctcga
ttgtgtgaat
gcaaaatagg
<210> 14

<211> 6770

<212> ADN

cagggtcgat
gcccgcagaa
caggctgcge
caagaagcca
gacggtcccc
cgcgacgata
gagacaatcg
ggggacgcgg
accgacgccg
ccggecctca
gcgcggtacc
ccgccgacct
gaccgectgg
attecgcecgeg
tggcgggagg
cagagcaacg
cccgagttge
ttggccaaac
ggctgceggg
cccggctcca
gctaactgag
gctcgctgat
ccegtgectt
gaaattgcat
gacagcaagg
gcggccgcaa
cgtaactaac

ctgtccccag

<213> Homo sapiens

ES 2553421713

gcgacgcaat
gcgcggecgt
gttctcgegg
cggaagtccg
acgggatggg
tcgtctacgt
cgaacatcta
cggtggtaat
ttctggctece
ccctcatctt
ttatgggcag
tgcccggcac
ccaaacgcca
tttacgggct
actggggaca
cgggcccacg
tggccceccaa
gcctcegtte
acgccctget
taccgacgat
tcgagaattc
cagcctcgac
ccttgacect
cgcattgtct
gggaggattg
taaaatatct
atacgctctc

tgcaagtgca

cgtccgatcc
ctggaccgat
ccatagcaac
cccggagcag
gaaaaccacc
acccgagccg
caccacacaa
gacaagcgcc
tcatatcggg
cgaccgccat
catgaccccc
caacatcgtg
gcgccccggce
acttgccaat
gctttegggyg
accccatatc
cggcgacctg
catgcacgtc
gcaacttacc
atgcgacctg
gctagagggc
tgtgccttet
ggaaggtgcc
gagtaggtgt
ggaagacaat
ttattttcat
catcaaaaca

ggtgccagaa

31

ggagccggga
ggctgtgtag
cgacgtacgg
aaaatgccca
accacgcaac
atgacttact
caccgccteg
cagataacaa
ggggaggctyg
cccatecgecg
caggccgtgce
cttggggccc
gagcggctgg
acggtgeggt
acggccgtgce
ggggacacgt
tataacgtgt
tttatcctgg
tcecgggatgg
gcgcecgcacgt
cctattctat
agttgccagce
actcccactg
cattctattc
agcaggcatg
tacatctgtg
aaacgaaaca

catttctcta

ctgtcgggceg
aagtcgcgtc
cgttgcgecce
cgctactgcg
tgctggtggce
ggcgggtget
accagggtga
tgggcatgcc
ggagctcaca
ccctectgtg
tggcgttcgt
ttccggagga
acctggctat
atctgcagtg
cgccccaggg
tatttaccct
ttgcctgggce
attacgacca
tccagaccca
ttgcccggga
agtgtcacct
catctgttgt
tcctttecta
tggggggtgg
cgcagggecc
tgttggtttt

aaacaaacta

5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720

6770



<400> 14

agcttcctag
ggggctcttc
ccatttgacc
tggcatatat
ttgtgtcgac
tccggecggta
ttgacgcagg
cgagggaacc
agttgagatg
ccgeggatge
gtgttaacta
tgtcgactct
cactcaatgg
agtccatgga
taccgtcgta
gggactagtt
agacgggcegt
agctccaccg
ctgccaagtt
acccccectgg
cctggggact
agttgaccat
tcaagttgtc
tgcecgttect
ggtagaggtt
tcctectcta
cgctgtageg
gagggcacga

cgtccaccgt

acgctagcga
aaccccccte
ctttcactac
tcacgtcatc
ttcgaagctc
ggtgcggceca
cggcagatcc
tcggatggat
cagaaacaaa
attcactata
tgcctaagta
agtgggatct
tgtgggtcgt
gtaactcctc
ccatacctcg
gcacagtccg
gttccagagt
ggtcaaacat
gctcaggttt
tagtcagaag
ccagtgcacg
gcacctaccg
gtgcatggca
catgttcacg
tcggtttccce
ctggttcttg
gcacctcacc
cctgaggctg

cctccectta
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ggccacgggc

cccagecgtt
agcacatgac
agcggcactt
cccgagcgta
actcagcgca
attcaaattt
ctgagtcggc
gcaaaagaca
gatgatctaa
gctctccectg
cggcggtggt
aaggaggact
gaccagttgt
tagttggact
acgtcacggt
cgacccgtca
ttcctggacg
ataccagggg
gacaaggggg
caccaccacc
cacctccacg
caccagtegc
ttccagaggt
gtcggggctc
gtccagtegg
ctctecgttac
ccgaggaaga

cagaagagta

agtcacccgt
aacttggcca
cgaggcggaa
gcaagaaaaa
gagaggaagt
agacggcgga
cgagtccagc
cgagaggtgc
agacgcggca
atagtttttc
tgcagctgat
acgaagagga
agggtccggyg
agtgggtctt
gtcgaccgta
agctcttctg
aaaggtcgaa
agaatgtaaa
dgtacgggtag
gttttgggtt
tgcactcggt
tattacggtt
aggagtggca
tgtttccgga
tcggtgtcca
actggacgga
ccgtecggect
aggagatgtc

cgaggcacta

32

ctcgcgtgta
cggatctctt
aaagggctcc
gcgttgecceca
gcgcgggcegg
gggcggacac
tctggccecgg
gaaacggact
atgtctaggt
tcacaactga
gattggaaga
ccactgttcg
acacggaggg
ggtcttccga
catgacacgt
ggtctecctac
cgtacaggct
tttctttgaa
tacgggtcgt
cctgtgagag
ccttectgggg
ctgtttegge
ggacgtggtc
gggcaggagg
catgtgggac
ccagtttccg
cttgttgatg
gtccgattgg

cgtactcecga

gcgggtgtca
ccaccgecgcec
caccccctet
aacggcggte
cgggatggac
cacggaggac
aaacaggccg
gggacgaacyg
tcgacactgg
acactcgcga
agagaaagga
gaagacgaga
agatgtcggg
ggcgagacgt
cgggacctta
gactcgccta
ctgtggtttt
aaagcgctcc
ggactcaagg
tactagaggg
ctccaggtca
gccctecteg
ctgaccgact
tagctctttt
99g9ggtaggg
aagatggggt
ttctggtgeg
cacctgttct

gacgtgttgg

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



tgatgtgtgt
cgcagcggce
cctecgecgtcet
atcctgcttc
cccctttcegg
tctaccgecet
tgctaccgga
acgtccggga
tcgatcgagce
acttttttta
tacgataacg
cgtaagtaaa
tggagatgtt
tcgtttteceg
ggggactgct
atatttctat
acggcgaatg
cgagtgcgac
tgcttggggg
tgggccattc
gctccataca
cttcttgtca
catcgagaac
tcgtctaatg
gactgcgagt
cgacgttatt
cccctececee
cctgtttgtc
gctcgatcte

gggggcgggt

ggtaactgca

cttcteggag
ggaggacgaa
gcgggggcgc
tctectecatg
ctctteccttce
ccggatgtcea
aatggtccea
cgggggagcyg
tgtactattc
cgaaataaac
aaataaacat
atacaaagtc
tacaccatct
gteccttggea
cgtagtgttt
ggtccgcaaa
gcctatggac
atccatagag
gcaagtcggg
tgtgctgaat
tcecgecacga
taaaccatag
taggccgttt
cgcgtetttt
caccttgett
tgttagtaat
tccggtectta
accgacctga
aggcaatgta
aactgcagtt

gttacccacc
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agggacaggg
aagtaacccg
atggtcgtcc
ctacaaaacc
ttgggagtcc
ctctaaccct
gagtcatgtc
actcgececggce
tatgtaacta
actttaaaca
tggtaatatt
caagtccccce
aggtaaattt
fttttccggc
ttagctgcga
gggggacctt
aggcggaaag
tcaagccaca
ctggcgacgc
agcggtgacc
tgtctcaaga
acgcgagacg
gtttggtggc
tttcctagag
ttgagtgcaa
aaaagtaacc
ctgaggttct
gacgtggtat
ttgaatgcca
attactgcat

tcataaatgc

atcecatttta
atcecgtagaa
cggtcttggt
tgttctectge
ttceocggacat
actttccgcect
ggtggttecct
cgcttectee
ctcaaacctg
ctacgataac
cgacgttatt
tccacaccct
acaatcgctt
gcaacgaccg
gttcagtctc
cgagggagca
agggaagccce
tccagcaagc
ggaataggcc
gtcgtcggtg
acttcaccac
acttcggtca
gaccatcgcc
ttcttctagg
ttcecctaaaa
tagacacaca
cgatgtcctt
tgtgtgttag
tttacecgggc
acaagggtat

catttgacgg
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ccgggactaa
gaagtctcac
cgagatattg
accggccctg
gttacttgac
cgcggcctce
gtggatgctg
ggatctagat
tttggtgttg
gaaataaaca
tgttcaattg
ccaaaaaatt
cttgtacact
caaaaaggta
caccgctttg
cgcgagagga
ttcgcaccge
gaggttcgac
attgatagca
accattgtcc
cggattgatg
atggaagcct
accaaaaaaa
aaactagaaa
ccagtaccga
accaaaaaac
ccgtccagtce
ttgtcceccte
ggaccgactg
cattgcggtt

gtgaaccgtc

cacgaccccc
ttcaagtcgt
ctcgagttag
ggactctacc
gtctttctat
ccgttcececeg
cgggaagtgt
agctaacatg
atcttacgtc
ctttaaacac
ttgttgttaa
tcgttcattt
cgttttccgg
tcegaggeayg
ggctgtecctg
caaggctggg
gaaagagtta
ccgacacacg
gaactcaggt
taatcgtcte
ccgatgtgat
ttttctcaac
caaacgttcg
agatgcccca
tcaattaatt
acacccgaac
tctggggtga
actcgaccta
gcgggttget
atccctgaaa

atgtagttca

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2340

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600



catagtatac
aatacgggtc
gtagcgataa
actgagtgcc
ggttttagtt
gccatcegcea
gcggacctcet
ggaggcgccg
atggcggata
tagtagccgt
agaagagaaa
gtggcgctgce
cgtcgagagce
acaggacgcc
gaaacgtagc
ggactggata
gcttgacggg
agaatcggtc
taccgcacta
cctgctgtgg
cctgacgggg
cctgttaccg
tatgctccag
cgcgatgaag
cgaggcgtaa
tcgaaccecgce
atgtgtttag
acgcaagctg
agcggecgtce

ccaaatatat

ggttcatgcg
atgtactgga
tggtaccact
cctaaaggtt
gccctgaaag
catgccaccc
gcggtaggtyg
gcccttgcca
tctcagatat
atcatattat
ggatgtcgac
agacagcgct
ctcecgettce
catttatcga
cggcgcgagg
acgtagaggg
cgacaagacg
tgctecgecca
aagtatacgc
cagtcacgca
cttcaggccg
gcgtattgte
cggttgtaga
ctcgectceg
ccagaactgg
gtcccagcta
cgggecgtctt
gteccgacgeg
gttctteggt

ctgccagggg
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ggggataact
ataccctgaa
acgccaaaac
cagaggtggg
gttttacagc
tccagatata
cgacaaaact
cgtaaccttg
ccgggtggat
gctgagtgat
tctagtggcece
tcaaagacta
ttagagcacg
cgcggctacc
gctaaggcct
cggcacgtgt
ttgggcagceg
agccgggtaa
gctaacgact
ggcagcgcgt
tggagcacgt
gccagtaact
agaagacctc
taggcctcga
ttgagatagt
cgctgcgtta
cgcgcecggcea
caagagcgcc
gccttcaggce

tgccctacce

gcagttactg
aggatgaacc
cgtcatgtag
gtaactgcag
attgttgagg
ttegtctega
ggaggtatct
cgcctaaggg
caacactggc
atcctccecgg
atcctccegg
gcttttcaag
aaagtcgaag
aaagatgttt
tcacgaactg
cccacagtgce
cctegagtac
gcctggegtt
aggggtacac
ccgagagcta
gcgectaaag
gacctcgcte
cggcaccaac
acgtcctagc
ctcgaaccaa
gcaggctagg
gacctggcta
ggtatcgttg
gggcctcgtc

cttttggtgg

34

ccatttaccg
gtcatgtaga
ttacccgcac
ttaccctcaa
cggggtaact
gcaaatcact
tetgtggece
gcacggttct
cgcggatcac
tggtacagct
tagtactttt
ctgtcgcaga
ctacatcctc
ctagcaatac
taacccctta
aacgttctgg
ctacgctagc
ccttagccag
atagtgaccg
ctcgactacg
ccgaggttgt
cgctacaagc
cgaacatacc
ggcgccgagg
ctgccgttaa
ccteggecect
ccgacacatc
gctgcatgec
ttttacgggt

tggtgcgttg

ggcggaccgt
tgcataatca
ctatcgccaa
acaaaaccgt
gcgtttacce
tggcagtcta
tggctaggtc
cactgcattc
aactgttaat
gatgattgga
tcggacttga
ggctggacta
ccgcacctat
aaatagccgt
agtcgctctce
acggactttg
gacgceggcet
ttatgtgatg
tttgacacta
aaacccggcet
tacaggactg
ccctaagggt
tcgtegtctg
cccgeatata
agctactacg
gacagcccgc
ttcagcgcag
gcaacgeggg
gcgatgacgc

acgaccaccg

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400
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ggacccaagc gcgctgctat agcagatgca tgggctcggc tactgaatga ccgcccacga 5460
ccccegaagg ctetgttage gettgtagat gtggtgtgtt gtggecggage tggteccact 5520
ctatagccgg ccccectgcgec geccaccatta ctgttogegg gtctattgtt acccgtacgg 5580
aatacggcac tggctgcggc aagaccgagg agtatagccc cccctceccgac cctcgagtgt 5640
acggggcggg ggccgggagt gggagtagaa gctggcoggta gggtagcggce gggaggacac 5700
gatgggccgg cgcgccatgg aatacccgtc gtactggggg gtccggcacg accgcaagca 5760
ccgggagtag ggcggctgga acgggccgtg gttgtagcac gaaccccggg aaggcctcct 5820
gtctgtgtag ctggcggacc ggtttgeggt cgecggggecg ctcgecgacce tggaccgata 5880
cgaccgacgc taagcggcgc aaatgcccga tgaacggtta tgccacgcca tagacgtcac 5940
gccgeccage accgccectce tgaccectdgt cgaaagcoccce tgeccggcacg gcggggtcecco 6000
acggctcggyg gtctcgttge gecccgggtge tggggtatag cccctgtgeca ataaatggga 6060
caaagcccgg gggctcaacg accgggggtt gccgctggac atattgcaca aacggacccg 6120
gaacctgcag aaccggtttg cggaggcaag gtacgtgcag aaataggacc taatgctggt 6180
tagcgggegg ccgacggceccce tgcgggacga cgttgaatgg aggccctacce aggtctgggt 6240
gcagtggtgg gggccgaggt atggctgcta tacgctggac cgcgcgtgca aacgggccct 6300
ctacccececte cgattgactce agctcttaag cgatctcccg ggataagata tcacagtgga 6360
tttacgatct cgagcgacta gtcggagctyg acacggaaga tcaacggtcg gtagacaaca 6420
aacggggagg gggcacggaa ggaactggga ccttccacgg tgagggtgac aggaaaggat 6480
tattttactc ctttaacgta gcgtaacaga ctcatccaca gtaagataag accccccacc 6540
ccaccccgte ctgtcgttce ccctectaac ccttectgtta tcgtcegtac gegteccggg 6600
ttaacgagct cgccggegtt attttataga aataaaagta atgtagacac acaaccaaaa 6660
aacacactta gcattgattg tatgcgagag gtagttttgt tttgetttgt tttgtttgat 6720
cgttttatce gacaggggte acgttcacgt ccacggtctt gtaaagagat 6770

<210> 15

<211> 497

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 15

Met Leu Leu Leu Val Thr Ser Leu Leu Leu Cys Glu Leu Pro His Pro
1 5 10 15

Ala Phe Leu Leu Ile Pro Gly Pro Val Pro Pro Ser Thr Ala Leu Arg
20 25 30

35



Tyr

Leu

Tyr

65

Ile

Ser

Val

Arg

Cys

145

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

225

Asn

Gly

Leu

Cys

50

Cys

Glu

Ala

Ala

Glu

130

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

210

His

Lys

Gln

Ile

35

Asn

Ala

Lys

Gly

Gln

115

Gly

Ala

Pro

Val

Val

195

Gln

Gln

Gly

Pro

Glu

Gly

Ala

Thr

Gln

100

Phe

Arg

Pro

Lys

Val

180

Asp

Phe

Asp

Leu

Arg
260

Glu

Ser

Leu

Gln

85

Phe

Val

Phe

Glu

Asp

165

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

245

Glu

Leu

Met

Glu

70

Arg

Ser

Lys

Asn

Phe

150

Thr

Val

Val

Ser

Leu

230

Ser

Pro

Val

Val

55

Ser

Met

Ser

Asp

Glu

135

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

215

Asn

Ser

Gln

ES 2553421713

Asn

40

Trp

Leu

Leu

Leu

Leu

120

Ser

Gly

Met

Gln

Val

200

Tyr

Gly

Ile

Val

Ile

Ser

Ile

Ser

His

105

Leu

Lys

Gly

Ile

Glu

185

His

Arg

Lys

Glu

Tyr
265

Thr

Ile

Asn

Gly

90

Val

Leu

Tyr

Pro

Ser

170

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

250

Thr

36

Gln

Asn

Val

75

Phe

Arg

His

Gly

Ser

155

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

235

Thr

Leu

Asn

Leu

60

Ser

Cys

Asp

Leu

Fro

140

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

220

Lys

Ile

Pro

Gln

45

Thr

Gly

Pro

Thr

Lys

125

Pro

Phe

Pro

Val

Thr

205

Val

Cys

Ser

Pro

Lys

Ala

Cys

His

Lys

110

Lys

Cys

Leu

Glu

Gln

190

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser
270

Ala

Gly

Ser

Lys

95

Ile

Leu

Fro

Phe

Val

175

Phe

Pro

Thr

Val

Ala
255

Pro

Met

Ala

80

Val

Glu

Phe

Pro

Pro

160

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

240

Lys

Glu



Glu

Tyr

Asn

305

Phe

Asn

Thr

Leu

Phe

385

Gly

Tyr

Lys

Lys

Arg

465

Ala

Arg

Met

Pro

290

Asn

Leu

Val

Gln

Gly

370

Arg

Gln

Asp

Pro

Asp

450

Arg

Thr

<210> 16

Thr

2775

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys

355

Gly

Val

Asn

Val

Arg

435

Lys

Arg

Lys

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

340

Ser

Val

Lys

Gln

Leu

420

Arg

Met

Gly

Asp

Asn

Ile

Thr

Arg

325

Cys

Leu

Ala

Phe

Leu

405

Asp

Lys

Ala

Lys

Thr
485

Gln

Ala

Thr

310

Leu

Ser

Ser

Gly

Ser

390

Tyr

Lys

Asn

Glu

Gly

470

Tyr

Val

Val

295

Pro

Thr

Val

Leu

Leu

375

Arg

Asn

Arg

Pro

Ala

455

His

Asp

ES 2553421713

Ser

280

Glu

Pro

Val

Met

Ser

360

Leu

Ser

Glu

Arg

Gln

440

Tyr

Asp

Ala

Leu

Trp

Val

Asp

His

345

Leu

Leu

Ala

Leu

Gly

425

Glu

Ser

Gly

Leu

Thr

Glu

Leu

Lys

330

Glu

Gly

Phe

Asp

Asn

410

Arg

Gly

Glu

Leu

His

490

37

Cys

Ser

Asp

315

Ser

Ala

Lys

Ile

Ala

395

Leu

Asp

Leu

Ile

Tyr

475

Met

Leu

Asn

300

Ser

Arg

Leu

Met

Gly

380

Pro

Gly

Pro

Tyr

Gly

460

Gln

Gln

Val

285

Gly

Asp

Trp

His

Ala

365

Leu

Ala

Arg

Glu

Asn

445

Met

Gly

Ala

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn

350

Leu

Gly

Tyr

Arg

Met

430

Glu

Lys

Leu

Leu

Gly

Pro

Ser

Glu

335

His

Ile

Ile

Gln

Glu

415

Gly

Leu

Gly

Ser

Pro
495

Phe

Glu

Phe

320

Gly

Tyr

Val

Phe

Gln

400

Glu

Gly

Gln

Glu

Thr

480

Pro
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<211> 691
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 16

38



Met

Glu

Glu

Arg

Arg

Gly

Gly

Gln

Gln

Thr

145

His

Ala

His

Gly

Lys

Lys

Ser

Val

50

His

Glu

Val

Pro

Thr

130

Thr

Trp

Leu

Leu

Arg
210

Lys

Fhe

Arg

Asn

Phe

Phe

Thr

Val

115

Ser

Trp

Gln

Asp

Val

135

Ile

Pro

Asp

20

Ala

Ser

Ala

Ser

Leu

100

Ala

Gly

Arg

Thr

Glu

180

His

Thr

Glu

Ser

Phe

Cys

Ser

Glu

85

Gln

Glu

Phe

Asp

Val

165

Leu

Ala

Ala

Leu

Val

Ser

Ala

Ala

70

Ser

Asp

Leu

Gly

Phe

150

Met

Met

Asp

Val

ES 2553421713

Thr

Ser

Phe

Asp

55

Ala

Leu

Leu

Met

Pro

135

Ile

Asp

Leu

Phe

Ile
215

Ala

Asp

Asp

10

Gly

Leu

Thr

Pro

Asp

120

Phe

Cys

Asp

Trp

Gly

200

Asp

Thr

Leu

25

Val

Phe

Pro

Tyr

Glu

105

Ala

Gly

Ala

Thr

Ala

185

Ser

Trp

39

Ser

10

Met

Gly

Tyr

Ile

Cys

90

Thr

Iie

Pro

Ile

Val

170

Glu

Asn

Ser

Val

Gln

Gly

Lys

Pro

75

Ile

Glu

Ala

Gln

Ala

155

Ser

Asp

Asn

Glu

Ala

Leu

Arg

Asp

60

Glu

Ser

Leu

Ala

Gly

140

Asp

Ala

Cys

Val

Ala
220

Lys

Ser

Gly

45

Arg

Val

Arg

Pro

Ala

125

Ile

Pro

Ser

Pro

Leu

205

Met

Phe

Glu

30

Tyr

Tyr

Leu

Arg

Ala

110

Asp

Gly

His

Val

Glu

190

Thr

Phe

Leu

15

Gly

Val

Val

Asp

Ala

95

Val

Leu

Gln

Val

Ala

175

Val

Asp

Gly

Ile

Glu

Leu

Tyr

Ile

80

Gln

Leu

Ser

Tyr

Tyr

160

Gln

Arg

Asn

Asp



Ser

225

Cys

Ala

Gln

Ala

Gly

305

Cys

His

Thr

Ile

Val

385

Thr

Thr

Ala

Val

Gln

Met

Gly

Leu

Gln

290

Arg

Val

Ser

Glu

Asp

370

Ala

Tyr

Thr

Val

Thr
450

Tyr

Glu

Ser

Tyr

275

Gly

Thr

Glu

Asn

Val

355

Gly

Leu

Trp

Gln

Val

435

Asp

Glu

Gln

Pro

260

Gln

Arg

Gln

Val

Arg

340

Arg

Pro

Gly

Arg

His

420

Met

Ala

Val

Gln

245

Arg

Ser

Cys

Ile

Ala

325

Arg

Pro

His

Ser

Val

405

Arg

Thr

Val

Ala

230

Thr

Leu

Leu

Asp

Ala

310

Ser

Thr

Glu

Gly

Arg

390

Leu

Leu

Ser

Leu

Asn

Arg

Arg

Val

Ala

295

Arg

Ala

Ala

Gln

Met

375

Asp

Gly

Asp

Ala

Ala
455

ES 2553421713

Ile

Tyr

Ala

Asp

280

Ile

Arg

Phe

Leu

Lys

360

Gly

Asp

Ala

Gln

Gln

440

Pro

Phe

Phe

Tyr

265

Gly

Val

Ser

Asp

Arg

345

Met

Lys

Ile

Ser

Gly

425

Ile

His

Phe

Glu

250

Met

Asn

Arg

Ala

Gln

330

Pro

Pro

Thr

Val

Glu

410

Glu

Thr

Ile

40

Trp

235

Arg

Leu

Phe

Ser

Ala

315

Ala

Arg

Thr

Thr

Tyr

395

Thr

Ile

Met

Gly

Arg

Arg

Arg

Asp

Gly

300

Val

Ala

Arg

Leu

Thr

380

Val

Ile

Ser

Gly

Gly
460

Pro

His

Ile

Asp

285

Ala

Trp

Arg

Gln

Leu

365

Thr

Pro

Ala

Ala

Met

445

Glu

Trp

Pro

Gly

270

Ala

Gly

Thr

Ser

Gln

350

Arg

Gln

Glu

Asn

Gly

430

Pro

Ala

Leu

Glu

255

Leu

Ala

Thr

Asp

Arg

335

Glu

Val

Leu

Pro

Ile

415

Asp

Tyr

Gly

Ala

240

Leu

Asp

Trp

Val

Gly

320

Gly

Ala

Tyr

Leu

Met

400

Tyr

Ala

Ala

Ser



Ser

465

Ile

Met

Leu

Ile

Ala

545

Val

Leu

Ala

Ala

Trp

625

Ile

Gln

Ile

Glu

His

Ala

Thr

Pro

Asp

530

Met

Arg

Ser

Gly

Pro

610

Ala

Leu

Leu

Pro

Ala
690

<210> 17

Ala

Ala

Pro

Gly

515

Arg

Leu

Tyr

Gly

Pro

595

Glu

Leu

Asp

Thr

Thr

675

Asn

Pro

Leu

Gln

500

Thr

Leu

Ala

Leu

Thr

580

Arg

Leu

Asp

Tyr

Ser

660

Ile

Pro

Leu

485

Ala

Asn

Ala

Ala

Gln

265

Ala

Pro

Leu

Val

Asp

645

Gly

Cys

Pro

470

Cys

vVal

Ile

Lys

Ile

550

Cys

Val

His

Ala

Leu

630

Gln

Met

Asp

Ala

Tyr

Leu

Val

Arg

3535

Arg

Gly

Pro

Ile

Pro

615

Ala

Ser

Val

Leu

ES 2553421713

Leu

Pro

Ala

Leu

520

Gln

Arg

Gly

Pro

Gly

600

Asn

Lys

Pro

Gln

Ala
680

Thr

Ala

Phe

505

Gly

Arg

Val

Ser

Gln

585

Asp

Gly

Arg

Ala

Thr

665

Arg

Leu

Ala

490

Val

Ala

Pro

Tyr

Trp

570

Gly

Thr

Asp

Leu

Gly

650

His

Thr

41

Ile

475

Arg

Ala

Leu

Gly

Gly

555

Arg

Ala

Leu

Leu

Arg

635

Cys

vVal

Phe

Phe

Tyr

Leu

Pro

Glu

540

Leu

Glu

Glu

Phe

Tyr

620

Ser

Arg

Thr

Ala

Asp

Leu

Ile

Glu

525

Arg

Leu

Asp

Pro

Thr

605

Asn

Met

Asp

Thr

Arg
685

Arg

Met

Pro

510

Asp

Leu

Ala

Trp

Gln

590

Leu

Val

His

Ala

Pro

670

Glu

His

Gly

495

Pro

Arg

Asp

Asn

Gly

575

Ser

Phe

Phe

Val

Leu

655

Gly

Met

Pro

480

Ser

Thr

His

Leu

Thr

560

Gln

Asn

Arg

Ala

Phe

640

Leu

Ser

Gly
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<211>102
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 17

tatgaattca tggcgctttt gttgaccacg gtcattgcte tcacttgect tggecggettt

gcctccccag gecectgtgee tcecctctaca gececctcaggt ac

<210> 18

<211>101

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 18

gttgatgctc cataccatgc tgccattgca gagcggagcce ttctggttet gggtgatgtt

gaccagctcc tcaatgaggt acctgagggc tgtagaggga g

<210> 19

<211> 100

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 19

ctctgggtct tctcgatgge actgcagecct gacacgttga tcagggattc cagggctgcea

cagtacatgc cagctgtcag gttgatgctc cataccatgc

<210> 20

<211> 100

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 20

cctcgatttt ggtgtctcgg acatgcaagc tggaaaactg cccagctgag accttgtgcg

ggcagaatcc gctcagcatc ctctgggtet tctcgatgge

<210> 21
<211> 96

<212> ADN

42

60

102

60

101

60

100

60

100
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<213> Homo sapiens

<400> 21
tcggatecte agttgaaccg tcecctcegcega

tttacaaact gggccacctc gattttggtg

<210> 22

<211> 39

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 22

caacctgaca gctggcatgt actgtgcagc cctggaatc
<210> 23

<211> 39

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 23

gttggactgt cgaccgtaca tgacacgtcg ggaccttag
<210> 24

<211> 43

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 24

atctctagag ccgccaccat gettctcetg gtgacaagcec ttc
<210> 25

<211> 34

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 25

gagggaggca cagggcctgg gatcaggagg aatg
<210> 26

<211> 34

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 26

aaaagtttct ttaaatgtaa gagcaggtcce

tctecgg

39

39

43

34

43

60

96
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15

20

25

30

cattcctect gatcccaggce cctgtgcecte cctc
<210> 27

<211> 35

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 27

gggaccatat ttggactcgt tgaaccgtcc ctcge
<210> 28

<211> 35

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 28

gcgagggacg gttcaacgag tccaaatatg gtccc
<210> 29

<211> 26

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 29

atgcggecge tcagcgaggg ggcagg
<210> 30

<211> 39

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 30

atcgaattcg ccgccaccat gggaaacagc tgttacaac
<210> 31

<211> 36

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 31

gataagctta tcgattcacc acatcctcct tcagtt
<210> 32

<211> 43

<212> ADN

ES 2553421713

34

35

35

26

39

36

44
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<213> Homo sapiens

<400> 32

cattgggcta ggcatcttct tcaggagtaa gaggagcagg ctc
<210> 33

<211> 47

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 33

gtttctttct gccecgtttg ccacctcegg agegatagge tgcgaag
<210> 34

<211> 47

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 34

cttcgcagcc tatcgctccg gaggtggcaa acggggcaga aagaaac
<210> 35

<211> 38

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 35

gttgcggceceg ctcacagttc acatcctcct tcttctte

<210> 36

<211> 1644

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 36

45

43

47

a7

38



atgctgctge
atccctggcce
atcacccaga
accgccggca
atcgagaaaa
ttcagcagcc
ctgctgcacc
ccectgeecce
cccaagccca
gacgtgagcc
cacaacgcca
gtgctgaccg
aacaagggcc
gagccccagg
ctgacctgece
ggccagecetg
ttcctgtaca
tgcagcgtga
ctgggcaaga
ctggtgacag
agcgactaca
tacgccceccac
agaagcgccg
ctgggcagaa
ggcggcaagc
aagatggccg
cacgacggcc

atgcaggccce
<210> 37

<211>1761

<212> ADN

tggtgaccag
ccgtgcecccce
accagaaagc
tgtactgtge
cccagcggat
tgcacgtgcg
tgaagaagct
cttgcectge
aggacaccct
aggaagatcc
agaccaagcc
tgctgcacca
tgcccagcag
tgtacaccct
tggtgaaggg
agaacaacta
gccggctgac
tgcacgaggc
tgttctgggt
tggccttcat
tgaacatgac
ccagggactt
acgcccecctge
gggaagagta
ctcggcggaa
aggcctacag
tgtatcaggg

tgccecceccaag

<213> Homo sapiens

<400> 37

ES 2553421713

cctgctgetg
tagcaccgcc
cccecectgtge
cgccctggaa
gctgtececggce
ggacaccaag
gttccgggag
cccagagtte
gatgatcagc
tgaggtccag
cagagaggaa
ggactggctg
catcgaaaag
gcctcectec
cttctaccce
caagaccacc
cgtggacaag
cctgcacaac
gctggtggtg
catcttttgg
ccccagacgg
tgccgcectac
ctaccagcag
cgacgtcctg
gaacccccag
cgagatcggce
cctgtccace

gtga

tgcgagctge
ctgcgctacce
aacggcagca
agcctgatca
ttctgececece
atcgaggtgg
ggccggttca
ctgggcggac
cggacccctg
ttcaattggt
cagttcaaca
aacggcaaag
accatcagca
caggaagaga
agcgacatcg
ccteccegtge
agccggtgge
cactacaccc
gtgggcgggy
gtgcggagca
cctggecceca
cggtccggceg
ggccagaatc
gataagecgga
gaaggcctgt
atgaagggcg

gccaccaagg

46

cccaccccge
tgatcgagga
tggtgtggag
acgtgagcgg
acaaggtgtce
cccagttcgt
acgagagcaa
ccagecgtgtt
aggtgacctg
acgtggacgg
gcacctaccg
aatacaagtg
aggccaaggyg
tgaccaagaa
ccgtggagtg
tggacagcga
aggaaggcaa
agaagagcct
tgctggcctg
agcggagcag
cccggaagea
gagggcgggt
agctgtacaa
gaggccggga
ataacgaact
agcggaggcy

atacctacga

ctttetgetg
actggtgaac
catcaacctg
ctgcagecgec
cgccggacaqg
gaaggacctg
gtacggcecct
cctgttecce
cgtggtggtyg
cgtggaagtg
ggtggtgtcet
caaggtgtce
ccagcctcge
ccaggtgtcc
ggagagcaac
cggcagcttce
cgtctttage
gagcctgtcc
ctacagcctg
aggcggccac
ctaccagccc
gaagttcagc
cgagctgaac
ccctgagatg
gcagaaagac
gggcaagggc

cgccctgcac

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

1644



atgcttctce
atcccaggcc
atcacccaga
acagctggca
atcgagaaga
ttttccagcect
ctcttacatt
ccatgcccac
ccaaaaccca
gacgtgagec
cataatgcca
gtcetecaceg
aacaaaggcc
gagccacagg
ctgacctgce
gggcagccgg
ttecctctaca
tgctccgtga
ctgggtaaaa
ctaggcatct
actccececgeco
ttcgcagect
aaacaaccat
tttccagaag
agcgcagacg
ggacgaagag
ggaaagccga

atggcggagg

gatggcecttt

caggccctge

<210> 38

tggtgacaag
ctgtgcctce
accagaaggc
tgtactgtge
cccagaggat
tgcatgtccg
taaagaaact
catgcccagce
aggacactct
aggaagacce
agacaaagcc
tecctgecacca
tccecgtectce
tgtacaccct
tggtcaaagg
agaacaacta
gcaggctaac
tgcatgaggc
tggccectgat
tcttcaggag
gcecctgggee
atcgctecgg
ttatgagacc
aagaagaagqg
cceccegegta
aggagtacga
gaaggaagaa

cctacagtga

accagggtct

ccectegetyg

ES 2553421713

ccttctgcecte
ctctacagce
tcecgetetge
agcectggaa
gctgagcgga
agacaccaaa
ttttcgcgag
acctgagttc
catgatctcce
cgaggtccag
gcgggaggag
ggactggctg
catcgagaaa
gcccccatece
cttctacccc
caagaccacg
cgtggacaag
tctgcacaac
tgtgctgggg
taagaggagc
cacccgcaag
aggtggcaaa
agtacaaact
aggatgtgaa
ccagcagggc
tgttttggac
ccctcaggaa

gattgggatg

cagtacagcc

a

tgtgagttac
ctcagggagc
aatggcagca
tccctgatca
ttctgceccge
atcgaggtgg
ggacggttca
ctggggggac
cggacccctg
ttcaactggt
cagttcaaca
aacggcaagg
accatctcca
caggaggaga
agcgacatcg
cctececegtge
agcaggtggce
cactacacac
ggcgtcgccg
aggctcctgc
cattaccage
cggggcagaa
actcaagagg
ctgggaggtg
cagaaccagc
aagagacgtg
ggcctgtaca

aaaggcgagc

accaaggaca

47

cacacccagc
tcattgagga
tggtatggag
acgtgtcagg
acaaggtctc
cccagtttgt
acgagtccaa
catcagtctt
aggtcacgtg
acgtggatgg
gcacgtaccg
agtacaagtg
aagccaaagg
tgaccaagaa
ccgtggagtyg
tggacteccga
aggaggggaa
agaagagcct
gcctectget
acagtgacta
cctatgcecce
agaaactcct
aagatggctg
gcagagtgaa
tctataacga
gccgggacce

atgaactgca

gccggagggyg

cctacgacge

attcctectg
gctggtcaac
catcaacctg
ctgcagtgcc
agctgggcag
aaaggacctg
atatggtccc
cctgttecce
cgtggtggtg
cgtggaggtg
tgtggtcage
caaggtctcc
gcagccccga
ccaggtcagc
ggagagcaat
cggctecectte
tgtcttctca
ctcecctgtect
tttcattggg
catgaacatg
accacgcgac
gtatatattc
tagctgccga
gttcagcagg
gctcaatcta
tgagatgggg
gaaagataag

caaggggcac

ccttcacatg

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

1761



ES 2553421713

<211> 1740
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 38

48



atgcttctcc
atcccaggcec
atcacccaga
acagctggca
atcgagaaga
ttttccagct
ctcttacatt
ccatgcccac
ccaaaaccca
gacgtgagcc
cataatgcca
gtcctcaccg
aacaaaggcc
gagccacagg
ctgacctgcc
gggcagecgg
ttcctctaca
tgcteccgtga
ctaggtaaat
gtaacagtgg
gactacatga
gccccaccac
cacaagcccce
cacteccacce

cagcagggcc

gttttggaca
cctcaggaag
attgggatga
agtacagcca

<210> 39

<211> 1779

tggtgacaag
ctgtgcctcce
accagaaggc
tgtactgtgc
cccagaggat
tgcatgtccg
taaagaaact
catgcccagc
aggacactct
aggaagaccc
agacaaagcc
tcectgcacca
tcecegtecte
tgtacaccct
tggtcaaagg
agaacaacta
gcaggctaac
tgcatgaggc
tttgggtgct
cctttattat
acatgactcc
gcgacttcgce
ctgggggagyg
tggccaagat

agaaccagct

agagacgtgg
gcctgtacaa
aaggcgagcg

Ccaaggacac

ES 2553421713

ccttctgctc
ctctacagcc
tccgectctge
agccctggaa
gctgagcgga
agacaccaaa
ttttcgcgag
acctgagttc
catgatctcc
cgaggtccag
gcgggaggag
ggactggctg
catcgagaaa
gcccccatcc
cttctacccc
caagaccacg
cgtggacaag
tctgcacaac
ggtggtggtt
tttctgggtg
ccgccgccce
agcctatcge
cagtttccgg
cagagtgaag

ctataacgag

ccgggaccct
tgaactgcag

ccggaggggc

ctacgacgcc

tgtgagttac
ctcaggtacc
aatggcagca
tccctgatcea
ttectgeccege
atcgaggtgg
ggacggttca
ctggggggac
cggacccctg
ttcaactggt
cagttcaaca
aacggcaagg
accatctcca
caggaggaga
agcgacatcg
cctceegtge
agcaggtggc
cactacacac
ggtggagtcc
aggagtaaga
gggcccaccc
tccagggacc
acccccatcc
ttcagcagga

ctcaatctag

gagatggggyg

aaagataaga

aaggggcacg

cttcacatgce

49

cacacccagc
tcattgagga
tggtatggag
acgtgtcagg
acaaggtctc
cccagtttgt
acgagtccaa
catcagtctt
aggtcacgtg
acgtggatgg
gcacgtaccg
agtacaagtg
aagccaaagg
tgaccaagaa
ccgtggagtyg
tggactcecga
aggaggggaa
agaagagcct
tggcttgcta
ggagcaggct
gcaagcatta
agaggctgcc
aagaggagca
gcgcagacgce

gacgaagaga

gaaagccgag
tggcggaggce
atggccttta

aggccctgcce

attcctectg
gctggtcaac
catcaacctg
ctgcagtgcce
agctgggcag
aaaggacctg
atatggtccc
cctgttceccce
cgtggtggtg
cgtggaggtg
tgtggtcagc
caaggtctcc
gcagccccga
ccaggtcagc
ggagagcaat
cggctccttce
tgtcttctca
ctcecectgtec
tagcttgcta
cctgcacagt
ccagccctat
ccecegatgcec
ggccgacgcc
ccccgcgtac

ggagtacgat

aaggaagaac
ctacagtgag
ccagggtctc

ccctegectga

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



<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 39

atgcttctece
atcccaggce
atcacccaga
acagctggca
atcgagaaga
ttttccagcet
ctcttacatt
ccatgcccac
ccaaaaccca
gacgtgagcc
cataatgcca
gtcctcaceg
aacaaaggcce
gagccacagg
ctgacctgcc
gggcagccgg
ttcctctaca
tgctecgtga
ctaggtaaaa
ctagtaacag
agtgactaca
tatgccccac

aaactcctgt

tggtgacaag
ctgtgcctce
accagaaggc
tgtactgtgc
cccagaggat
tgcatgtccg
taaagaaact
catgcececage
aggacactct
aggaagaccc
agacaaagcc
tcctgcacca
tcecegtecte
tgtacaccct
tggtcaaagg
agaacaacta
gcaggctaac
tgcatgaggce
tgttttgggt
tggcctttat
tgaacatgac
cacgcgactt

atatattcaa

ES 2553421713

ccttctgecte
ctctacagce
tccgetetge
agccctggaa
gctgagcgga
agacaccaaa
ttttcgegag
acctgagttc
catgatctce
cgaggtccag
gcgggaggag
ggactggetg
catcgagaaa
gccccecatec
cttctacccc
caagaccacg
cgtggacaag
tctgcacaac
gctggtggtg
tattttctgg
tceccegecge
cgcagectat

acaaccattt

tgtgagttac
ctcaggtacc
aatggcagca
tccctgatca
ttctgccege
atcgaggtgg
ggacggttca
ctggggggac
cggaccecctg
ttcaactggt
cagttcaaca
aacggcaagg
accatctecca
caggaggaga
agcgacatcg
cctceccegtge
agcaggtggce
cactacacac
gttggtggag
gtgaggagta
cctgggccca
cgctceggag

atgagaccag

50

cacacccagc
tcattgagga
tggtatggag
acgtgtcagg
acaaggtctc
cccagtttgt
acgagtccaa
catcagtctt
aggtcacgtg
acgtggatgg
gcacgtaccy
agtacaagtg
aagccaaagg
tgaccaagaa
ccgtggagtg
tggactccga
aggaggggaa
agaagagcct
tcectggettg
agaggagcag
cccgcaagca
gtggcaaacg

tacaaactac

attcectectg
gctggtcaac
catcaacctg
ctgcagtgce
agctgggcag
aaaggacctg
atatggtccc
cctgttecce
cgtggtggtg
cgtggaggtg
tgtggtcagc
caaggtctce
gcagccecga
ccaggtcagc
ggagagcaat
cggctcctte
tgtcttctca
ctecctgtcece
ctatagcttg
gggcggacac
ttaccagccc
gggcagaaag

tcaagaggaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320

1380



ES 2553421713

gatggctgta gctgccgatt tccagaagaa gaagaaggag gatgtgaact gggaggtggce 1440
agagtgaagt tcagcaggag cgcagacgcc cccgcgtacce agcagggcca gaaccagcetce 1500
tataacgagc tcaatctagg acgaagagag gagtacgatg ttttggacaa gagacgtggc 1560
cgggaccctg agatgggggg aaagccgaga aggaagaacc ctcaggaagg cctgtacaat 1620
gaactgcaga aagataagat ggcggaggec tacagtgaga ttgggatgaa aggcgagcgc 1680
cggaggggca aggggcacdgda tggcctttac cagggtctca gtacagccac caaggdacacc 1740
tacgacgcece ttcacatgca ggccctgeccce cctegectga 1779

<210> 40

<211> 1779

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 40

51



atgcttctee
atcccaggcee
atcacccaga
acagctggca
atcgagaaga
ttttececaget
ctcttacatt
ccatgcccac
ccaaaaccca
gacgtgagcc
cataatgcca
gtcctcacecg
aacaaaggcc
gagccacagg
ctgacctgcc
gggcagccgg
ttcctctaca
tgctccgtga
ctaggtaaaa

ctagtaacag

agtgactaca
tatgccccac
aaactcctgt
gatggctgta
agagtgaagt
tataacgagc
cgggacccty
gaactgcaga
cggaggggca

tacgacgecec

<210> 41

<211> 544

tggtgacaag
ctgtgectee
accagaaggc
tgtactgtge
cccagaggat
tgecatgtccyg
taaagaaact
catgcccage
aggacactct
aggaagaccc
agacaaagcc
tcectgcacca
tcecegtecte
tgtacaccct
tggtcaaagg
agaacaacta
gcaggctaac
tgcatgaggc
tgttttgggt

tggectttat

tgaacatgac
cacgcgactt
atatattcaa
gctgccgatt
tcagcaggag
tcaatctagg
agatgggggyg
aagataagat
aggggcacga

ttcacatgca

ES 2553421713

ccttctgcecte
ctctacagecc
tcegetetge
agccctggaa
gctgagcgga
agacaccaaa
ttttcgecgag
acctgagtte
catgatctcc
cgaggtccag
gcgggaggag
ggactggctg
catcgagaaa
gcccccatcece
cttctacccc
caagaccacyg
cgtggacaag
tctgcacaac
gctggtggtg

tattttctgg

tccececgecge
cgcagccgga
acaaccattt
tccagaagaa
cgcagacgcc
acgaagagag
aaagccgaga
ggcggaggcc
tggecctttac

ggecctgece

tgtgagttac
ctcaggtacc
aatggcagca
tcecctgatea
ttectgceccge
atcgaggtgg
ggacggttca
ctggggggac
cggacccctg
ttcaactggt
cagttcaaca
aacggcaagqg
accatctcca
caggaggaga
agcgacatcg
cctcececgtge
agcaggtggc
cactacacac
gttggtggag

gtgaggagta

cctgggccca
ggtggcggag
atgagaccag
gaagaaggag
ccegegtace
gagtacgatg
aggaagaacc
tacagtgaga
cagggtctca

cctecgetga

52

cacacccagc
tcattgagga
tggtatggag
acgtgtcaqgg
acaaggtctc
cccagtttgt
acgagtccaa
catcagtctt
aggtcacgtg
acgtggatgg
gcacgtaccg
agtacaagtg
aagccaaagg
tgaccaagaa
ccgtggagtg
tggactccga
aggaggggaa
agaagagcct
tcectggcettyg

agaggagcag

cccgcaagca
gtggcaaacg
tacaaactac
gatgtgaact
agcagggcca
ttttggacaa
ctcaggaagg
ttgggatgaa

gtacagccac

attcctectg
gctggtecaac
catcaacctg
ctgcagtgec
agctgggcag
aaaggacctg
atatggtccc
cctgtteecec
cgtggtggtg
cgtggaggtg
tgtggtcagc
caaggtctcc
gcagccccga
ccaggtcagc
ggagagcaat
cggctccttce
tgtcttctca
ctccctgtcc
ctatagcttg

gggcggacac

ttaccagcce
gggcagaaag
tcaagaggaa
gggaggtggc
gaaccagctc
gagacgtggc
cctgtacaat
aggcgagcgc

caaggacacc

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

1779



<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 41

ggatctgcga
agaagttggg
actgggaaag
atataagtgc
agctgaagct
gccatccacg
cgtcegecgt
cttggagcct
tctacgtctt

ctac

tcgctecggt
gggaggggtc
tgatgtcgtg
agtagtcgcc
tcgagggget
ccggttgagt
ctaggtaagt
acctagactce

tgtttcgttt

5 <210> 42
<211> 1494
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 42

atgcttctce
atcccaggcc
atcacccaga

acagctggca

tggtgacaag
ctgtgecctce
accagaaggc

tgtactgtgce

ES 2553421713

gcccgtcagt
ggcaattgaa
tactggctcc
gtgaacgttc
cgcatctcte
cgcgttctge
ttaaagctca
agccggctct

tctgttctge

ccttctgcte
ctctacagcc
tcecgectectge

agccctggaa

gggcagagcg
ccggtgecta
gcctttttcc
tttttcgcaa
cttcacgcgc
cgcctececegce
ggtcgagacc
ccacgctttg

gccgttacag

tgtgagttac
ctcaggtacc
aatggcagca

tcectgatcea

53

cacatcgccc
gagaaggtgg
cgagggtggg
cgggtttgcc
ccgeccgecct
ctgtggtgcce
gggcctttgt
cctgaccctg

atccaagctg

cacacccagc
tcattgagga
tggtatggag

acgtgtcagg

acagtccccg
cgcggggtaa
ggagaaccgt
gccagaacac
acctgaggcc
tcctgaactg
ccggcgctcc
cttgctcaac

tgaccggcgc

attcctcctg
gctggtcaac
catcaacctg

ctgcagtgcc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

544

60

120

180

240



atcgagaaga
ttttccagcet
ctcttacatt
ccatgcccac
ccaaaaccca
gacgtgagcc
cataatgcca
gtcctcaccg
aacaaaggcc
gagccacagg
ctgacctgcc
gggcagecgg
ttcectetaca
tgctccgtga
ctaggtaaaa
ctaggcatct
ggccagaacc
gacaagagac
gaaggcctgt
atgaaaggcg

gccaccaagg

<210> 43
<211> 268

<212> ADN

cccagaggat
tgcatgtccg
taaagaaact
catgceccagce
aggacactct
aggaagaccc
agacaaagcc
tectgecacca
tcecegtecte
tgtacaccct
tggtcaaagg
agaacaacta
gcaggctaac
tgcatgaggc
tggccctgat
tcttcagagt
agctctataa
gtggccggga
acaatgaact
agcgccggag

acacctacga

<213> Homo sapiens

<400> 43

ES 2553421713

gctgagcgga
agacaccaaa
ttttcgegag
acctgagttc
catgatctcc
cgaggtccag
gcgggaggag
ggactggcetg
catcgagaaa
gcccccatcce
cttctacccc
caagaccacg
cgtggacaag
tctgcacaac
tgtgctgggg
gaagttcagc
cgagctcaat
ccctgagatg
gcagaaagat
gggcaagggyg

cgcccttecac

ttctgcccge
atcgaggtgg
ggacggttca
ctggggggac
cggacccctg
ttcaactggt
cagttcaaca
aacggcaagg
accatctcca
caggaggaga
agcgacatcg
ccteccegtge
agcaggtggc
cactacacac
ggcgtcgccy
aggagcgcag
ctaggacgaa
gggggaaagc
aagatggcgg
cacgatggcc

atgcaggccc

54

acaaggtctc
cccagtttgt
acgagtccaa
catcagtctt
aggtcacgtg
acgtggatgg
gcacgtaccqg
agtacaagtg
aagccaaagg
tgaccaagaa
ccgtggagtyg
tggactccga
aggaggggaa
agaagagcct
gcctecectget
acgcccccgce
gagaggagta
cgagaaggaa
aggcctacag
tttaccaggg

tgceccecteg

agctgggcag
aaaggacctg
atatggtccc
cctgttccee
cgtggtggtg
cgtggaggtg
tgtggtcagc
caaggtctcc
gcagccccga
ccaggtcagc
ggagagcaat
cggctcctte
tgtcttctca
ctccectgtcc
tttcattggg
gtaccagcag
cgatgttttg
gaaccctcag
tgagattggg
tctcagtaca

ctga

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1494



10

gacatgataa gatacattga
tgctttattt gtgaaatttg
ctttatttgt aaccattata
ttatgtttca ggttcagggg

aatgtggtag atccatttaa

ES 2553421713

tgagtttgga caaaccacaa
tgatgctatt gctttatttg
agctgcaata aacaagttaa
gaggtgtggg aggtttttta

atgttagc

ctagaatgca gtgaaaaaaa
tgaaatttgt gatgctattg
caacaacaat tgcattcatt

aagcaagtaa aacctctaca

<210> 44

<211> 748

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 44
gaagaacatg
ggcgttttte
gaggtggcga
cgtgcgctct
gggaagcgtg
tcgetcecaag
cggtaactat
cactggtaac
gtggcctaac
agttaccttc
cggtggtttt
tcctttgate
tttggtecatg

<210> 45

<211>187

<212> ADN

tgagcaaaag
cataggctcc
aacccgacag
cctgttccga
gcgctttcte
ctgggctgtg
cgtcttgagt
aggattagca
tacggctaca
ggaaaaagag
.tttgtttgca
ttttctacgg

gctagttaat

<213> Homo sapiens

<400> 45

gccagcaaaa
gccccectga
gactataaag
ccctgececget
aatgctcacg
tgcacgaacc
ccaacccggt
gagcgaggta
ctagaagaac
ttggtagctc
agcagcagat
ggtctgacge

taagctgce

ggccaggaac
cgagcatcac
ataccaggcg
taccggatac
ctgtaggtat
ccccgttecag
aagacacgac
tgtaggcggt
agtatttggt
ttgatccgge
tacgcgcaga

tcagtggaac

55

cgtaaaaagg
aaaaatcgac
tttecccectg
ctgtccgect
ctcagttcgg
cccgaccgcet
ttatcgccac
gctacagagt
atctgcgete
aaacaaacca
aaaaaaggat

gaaaactcac

ccgcgttget
gctcaagtca
gaagctcecct
ttctccctte
tgtaggtcgt
gcgecttate
tggcagcagc
tcttgaagtg
tgctgaagcce
ccgctggtag
ctcaagaaga

gttaagggat

60
120
180
240

268

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

748
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10

aataaacaat cattattttc attggatctg tgtgttggtt ttttgtgtgg gcttggggga 60
gggggaggcc agaatgactc caagagctac aggaaggcag gtcagagacc ccactggaca 120
aacagtggct ggactctgca ccataacaca caatcaacag gggagtgagc tggatcgagc 180
tagagtc 187
<210> 46

<211>811

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 46

cgttacataa cttacggtaa atggcccgcecc tggctgaccg cccaacgacc cccgcccatt 60

gacgtcaata atgacgtatg ttcccatagt aacgccaata gggactttcc attgacgtca 120

atgggtggag tatttacggt aaactgccca cttggcagta catcaagtgt atcatatgcec 180

aagtacgccc cctattgacg tcaatgacgg taaatggccc gecctggcatt atgeccagta 240

catgacctta tgggactttc ctacttggca gtacatctac gtattagtca tcgctattac 300

catggtgatg cggttttggc agtacatcaa tgggcgtgga tagcggtttg actcacgggg 360

atttccaagt ctccacccca ttgacgtcaa tgggagtttg ttttggcacc aaaatcaacg 420

ggactttcca aaatgtcgta acaactccgce cccattgacg caaatgggeg gtaggcgtgt 480

acggtgggag gtctatataa gcagagctcg tttagtgaac cgtcagatcg cctggagacg 540

ccatccacge tgttttgacc tccatagaag acaccgggac cgatccagcc tccgcggccg 600

ggaacggtgc attggaacgc ggattccccg tgccaagagt gacgtaagta ccgcecctatag 660

agtctatagg cccacctagt tgtgaccggc gcctagtgtt gacaattaat catcggcata 720

gtataatacg actcactata ggagggccac catgtcgact actaaccttc ttctctttec 780

tacagctgag atcaccggta ggagggccat c 811

<210> 47

<211> 2076

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 47

56



atgaaaaagc
agcgtctceccg
gtaggagggc
cgttatgttt
ggggaattca
caagacctgc
gcgatcgcetg
atcggtcaat
cactggcaaa
ctgatgcttt
tccaacaatg
atgttcgggg
tgtatggagc
cggctccggyg

ggcaattteg

gccgggactg

tgtgtagaag

ctgaactcac
acctgatgca
gtggatatgt
atcggcactt
gcgagagcct
ctgaaaccga
cggccgatct
acactacatg
ctgtgatgga
gggccgagga
tcctgacgga
attcccaata
agcagacgcg
cgtatatgct
atgatgcagc
tcgggecgtac

tcgegtetge

ES 2553421713

cgcgacgtct
gctctecggag
cctgegggta
tgcatcggcece
gacctattgc
actgcccgcet
tagccagacg
gcgtgattte
cgacaccgtc
ctgccccgaa
caatggccge
cgaggtcgcec
ctacttcgag
ccgcattggt
ttgggcgcag
acaaatcgcc

gttcgaccag

gtcgcgaagt
ggcgaagaat
aatagctgcg
gcgcteccecega
atctcccgec
gttctgcaac
agcgggttcg
atatgcgcga
agtgcgtccg
gtccggcacc
ataacagcgg
aacatcttct
cggaggcatc
cttgaccaac
ggtcgatgcg
cgcagaagcg

gctgcgegtt

57

ttctgatcga
ctcgtgettt
ccgatggttt
ttccggaagt
gtgcacaggg
ccgtegegga
gcccattegg
ttgctgatcce
tcgcgcaggce
tcgtgcacgce
tcattgactg
tctggaggcece
cggagcttgce
tctatcagag
acgcaatcgt
cggccgtctg

ctcgecggceca

aaagttcgac
cagcttcgat
ctacaaagat
gcttgacatt
tgtcacgttg
gctcatggat
accgcaagga
ccatgtgtat
tctcgatgag
ggatttcggc
gagcgaggcg
gtggttgget
aggatcgccg
cttggttgac
ccgatccgga
gaccgatggc

tagcaaccga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020
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cgtacggcgt
atgcccacgce
acgcaactgc
acttactgge
cgcctecgacc
ataacaatgg
gaggctggga
atcgccgccc
gccgtgetgyg
ggggcccttc
cggctggacc
gtgcggtatc
gcecgtgecge
gacacgttat
aacgtgtttg
atcctggatt
gggatggtcc

cgcacgtttg

<210> 48
<211> 299

<212> ADN

tgcgcccteg
tactgcgggt
tggtggcect
gggtgctggg
agggtgagat
gcatgcctta
gctcacatgc
tcctgtgcta
cgttcgtggce
cggaggacag
tggctatgct
tgcagtgcgg
cccagggtgc
ttaccctgtt
cctgggecctt
acgaccaatc
agacccacgt

cccgggagat

<213> Homo sapiens

<400> 48
gtcgagaatt
tcagcctcga
tccttgacce
tcgecattgte
ggggaggatt

<210> 49

<211>75

<212> ADN

cgctagaggg
ctgtgcctte
tggaaggtgc
tgagtaggtg

gggaagacaa

<213> Secuencia Atrtificial

ES 2553421713

ccggcagcaa
ttatatagac
gggttcgege
ggcttcecgag
atcggecggg
tgcecgtgacce
cccgcccccg
cccggccgcyg
cctcatcccg
acacatcgac
ggctgcgatt
cgggtcgtgg
cgagccecag
tecgggcecccecce
ggacgtcttg
gcccgccggce
caccaccccee

g9999aggct

ccctattcta
tagttgccag
cactcccact
tcattctatt

tagcaggcat

gaagccacgg
ggtcecccacg
gacgatatcg
acaatcgcga
gacgcggcgg
gacgccgttc
gccctcaccc
cggtacctta
ccgaccttgc
cgcctggcca
cgcecgegttt
cgggaggact
agcaacgcgg
gagttgctgg
gccaaacgcc
tgccgggacg
ggcteccatac

aactga

tagtgtcacc
ccatctgttg
gtcctttect
ctggggggtyg

gcgcagggcc

58

aagtccgece
ggatggggaa
tctacgtacce
acatctacac
tggtaatgac
tggctcctca
tcatcttcga
tgggcagcat
ccggcaccaa
aacgccagcg
acgggctact
ggggacagct
gcccacgace
cccccaacgg
tccgttecat
ccctgctgca

cgacgatatg

taaatgctag
tttgeccecte
aataaaatga
gggtggggca

caattgctcg

ggagcagaaa
aaccaccacc
cgagccgatg
cacacaacac
aagcgcccag
tatcgggggg
ccgccatccece
gaccccccag
catcgtgctt
ccecggcegag
tgccaatacg
ttcggggacyg
ccatatcggg
cgacctgtat
gcacgtcttt
acttacctcc

cgacctggcg

agctcgctga
ccececgtgect
ggaaattgca
ggacagcaag

agcggcegce

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2076

60

120

180

240

299
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15

20

25

<220>

<223> oliconucledtido con homologia al gen de la enfermedad de glosopeda

<400> 49

tctagaggag catgccagct gttgaatttt gaccttctta agcttgcggg agacgtcgag

tccaaccctg ggccc

<210> 50

<211>21

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 50

caagaatccc aaactcacca g
<210> 51

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 51

cgttgatatt gctgattaag tcc
<210> 52

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 52

atcccagtaa tggttgtcct gect
<210> 53

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 53

tcttgcttag gttggctgcec tagt

21

23

24

24

ES 2553421713

59

60

75



10
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Reivindicaciones

1. Un receptor antigeno quimérico (CAR) que esta codificada por el ADN de la SEQ ID NO: 37.

2. Un linfocito T asilado que expresa el CAR de la reivindicacion 1.

3. Un linfocito T que expresa el CAR de la reivindicacion 1 para uso en inmunoterapia del cancer.

4. El linfocito T de la reivindicacién 2 para uso en inmunoterapia del cancer.

5. El linfocito T de la reivindicacién 3 o de la reivindicacion 4 en donde dicho cancer es seleccionado del grupo que

consiste de glioblastoma, meduloblastoma, cancer de seno, cancer de cabeza y cuello, cancer de rifién, cancer de
ovario, sarcoma de Kaposi, leucemia mielogenosa aguda, y enfermedades malignas de linaje B.

60
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FIG. 1
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FIG. 2

IL13P1
M AL L L TT VI A L TEC¢CL €6 G F
1 TATGRATTCA TGGCGCTTIT GITGACCACE GICATTGLTC TCACTTGCET TOGCGGCTTT
ATACTTARGT ACCGOGAARA CAACTGGTGC CAGTAACGAG AGTGAACGGA ACCGCCGAAA
IL13P1

4 e e 5 e B 0 A e 0 0 b e e

A e R R A (U8 3 e g B e R S e P A S PR e e

Iplap2
A S P G PV P P S§T A LR Y LI B BL V
61 GCCTCCCCAG GCCCTGTGCC TCCCTCTACA GCCCTCAGGT ACCTCATTGA GGAGCTGGTC
CGGAGGGGTC CGGGACACGG AGGGAGATGT CGGGAGTCCA TGUAGTAACT CCTCGACCAG
N I T Q N Q K A P L £ N G 8 M V W 8 1 N
121  AACATCACCC AGAACCAGAA GGCTCCGOTC TGCAATGGCA GCATGGTATG GAGCATCAAC
TTETAGTGGG TCTTGGTCTT CCGAGGCGAG ACGTTACCGT CGTACCATAC CTCGTAGTIG

P 8 ol 0 P P L Ul U Tl A ) A A S e Y e A R e AL e o Y T

I1L13p2
G e e e e e
1L13P3
‘ L TA &M YC AAL ESIL I NV S G C 8
181  CTGRCAGCTG GCATGTACTG TGCAGCCCTG GARTCCCTGA TCAACGTGTC AGGCTGCAGT
GACTGTCGAC CGTACATGAC ACGTCGGGAC CTTAGGGACT AGTTGCACAG TCCGACGICA
IL13P3
A I B XK T QR M L S G F C P ¥ KV & A C
241  GCCATCGAGA AGACCCAGAG GATGCTGAGC GOATTCTGCC CGCACARGGT CTCAGCTGGE
CGGTAGCTCT TCTGGGTCTC CTACGACTCG CCTAAGACGG GCGTGTTCCA GAGTCGACCC

o s g . ot s g g g B e P

IL13P3
A g 1 S T B g B e o s g s B g o o N g P g B o A o o P o st ot g e e
IL13P4
Q F s & L H V R b 7 K I E VA QF VvV KD
301 CAGTTTTCCA GCTTGCATGT CCGAGACACC AAAATCGAGG TGGCCCAGYTT TGTAAAGGAC
GTCAALAGGT CGAACGTACA GGCTCTGTGG TTTTAGCTCC ACCGGGTCAA ACARTTTCCTG

e g e o ot o P S g Pt 8 g o ot P N N g g o g o g g B

IL13P4

e e e e e g A B e e e

IL13PS

e B S B 0 T B e s S s o g e 45 g o g G e . g g 0 P A Pl s B

IL13PS
L L L B L KU Y L FR& EGR F N - {SEQ ID NO:1)
361  CTGCICTTAC ATTTARAGAA ACTTTTTCGC GAGGGACGGT TCAACTGAGG ATCCGA (SEQ ID NO:2)
GACGAGAATG TAAATTTCTT TGAARAAAGCG CTCCCTGCCA AGTTGACTCC TAGGCT (SEQ ID NO:3)
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121

181

241

301

361

421

481

541

601

ATCTCTAGAG
TAGAGATCTIC

H P A
CACCCAGCAT
GTGGGTCGTA

1 E E
ATTGAGGAGC
TAACTCCTCG

vV W s
GTATGGAGCA
CATACCTCGT

V 8 &
GIGTCAGGCT
CACAGTCCGA

K V s
AAGGTCTCAG
TTCCAGAGTC

Q F Vv
CAGTTTGTAA
GTCAAACATT

E 8 K
GAGTCCAAAT
CTCAGGTTTA

s vV F
TCAGTCTTCC
AGTCAGAAGG

v T C
GTCACGTGCG
CAGTGCACGC

v D G
GTGGATGGCG
CACCTACCGC

ES 2553421713

M
CCGCCACCAT
GGCGGTGETA

F L L I
TCCTCCTGAT
AGGAGGACTA

L Vv N I
TGGTCARCAT
ACCAGTTGTA

I N L T
TCAACCTGAC
AGTTGGACTG

C 3 a 1
GCAGTGCCAT
CGTCACGGTA

A G Q F
CTGGGCAGTT
GACCCGTCAA

K D L L
AGGRCCTGCT
TCCTGGACGA

Y 6 P P
ATGGTCCCCC
TACCAGGGGGE

L F P P
TGTTCCECCE
ACRAGGGGGG

v v v D
TGGTGGTGGA
ACCACCACCT

v E VvV H
TGCAGGTGCA
ACCTCCACGT

FIG.

L L L
GCTTCTCCTG
CGAAGAGGAC

P G P
CCCAGGCCCT
GGGTCCGGGA

T Q@ N
CACCCRGRAC
GTGGGTCTTG

A G M
AGCTGGCATG
TCGACCGTAC

E K T
CGAGARGACC
GCTCTTCIGG

8 8 L
TTCCAGCTTG
AAGGTCGAAC

L H L
CTTACATTTA
GAATGTAART

c P P
ATGCCCACCA
TACGGGTGGT

K P K
ARAACCCAAG
TTTTGGGTTC

v 8§ Q
CGTGAGCCAG
GCACTCGGTC

N A K

TAATGCCAAG
ATTACGGTTC

63

3A

v T 8§
GTGACAAGCC
CACTGTTCGG

v P P
GTGCCTCCCT
CACCGAGGGA

Q K A
CAGAAGGCTC
GICTTCCGAG

Y ¢ A
TACTGTGCAG
ATGACACGTC

Q R M
CAGAGGATGC
GTCTCCTACG

H Vv R
CATGTCCGAG
GTACAGGCTC

K K L
AAGAAACTTT
TTCTTTGAAA

C P A
TGCCCAGCAC
ACGGGTCGTG

D T L
GACACTCTCA
CTGTGAGAGT

E D P
GAAGACCCCG
CTTCTGGGGC

T K P
ACAARGCCGC
TGTTTCGGCG

L L L ¢
TTCTGCICTG
AAGACGAGAC

$ T A L
CTACRGCCCT
GATGTCGGGA

P L C N
CGCTCTGCAA
GCGAGACGTT

A L E B
CCCTGGAATC
GGGACCTTAG

L 8 6 F
TGAGCGGATT
ACTCGCCTAA

0D T K I
ACACCAARAT
TGTGGTTTTA

F R E G
TTCGCGAGGG
AAGCGCTCCC

P E F L
CTGAGTTCCT
GACTCRAGGA

M I § R
TGATCTCCCG
ACTAGAGGGC

E V Q F
AGGTCCAGTT
TCCRGGTCAA

R E E Q@
GGGAGGAGCA
CCCTCCTCGT

E L P
TGAGTTACCA
ACTCARTGGT

R ¥ L
CAGGTACCTC
GTCCATGEAG

G 3 M
TGCCAGCATG
ACCGTCGTAC

L I N
CCTGATCAAC
GGACTAGTTG

C P H
CTGCCCGCAC
GACGGGCGTG

E V A
CGAGGTGGCC
GCTCCACCGG

R F N
ACGGTTCAAC
TGCCAAGTTG

G G P
GGGGGGACCA
CCCCCCTGGT

T P B
GACCCCTGAG
CTGGGGACTC

N W Y
CRACTGGTAC
GTTGACCATG

F N 3
GTTCAACAGC
CRAAGTTGTCG
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721

781

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

T ¥ R
ACGTACCGTG
TGCRTGGCAC

Y K C
TACARGTGCA
ATGITCACGT

A K G
GCCAAAGGEC
CGGTTTCCCG

T K N
ACCARGAACC
TGGTTCITGG

vV E W
GTGGAGTGGG
CACCTCACCC

D 8 D
GACTCCGACG
CTGAGGCTGC

E G N
GAGGGGAATG
CTCCCCTTAC

K 8 L
AAGAGCCTCT
TTCTCGGAGA

L L L
CTCCTGCTTT
GAGGACGAAR

A P A
GCCCCCGCGT
CGGGGGCGCA

E E Y
GAGGAGTACG
CTCCTCATGC

ES 2553421713

v v 5 v
TGGTCAGCGT
ACCAGTCGCA

K v 8 N
AGGTCTCCAA
TCCAGAGGTT

Q P R E
AGCCCCGAGA
TCGGGGCTCT

g Vv § L
AGGTCAGCCT
TCCAGTCGGA

E 8 N G
AGAGCAATGG
TCTCGTTACC

G 8 F F
GCTCCTTCTT
CGAGGAAGAA

v F 8 ¢
TCTTCTCATG
AGAAGAGTAC

§ L 8 L
CCCTGTCTCT
GGGACAGAGA

F I G L
TCATTGGGCT
AGTAACCCGA

Y Q Q@ 6
ACCAGCAGGG
TGGTCGTCCC

D V L D
ATGTTTTGGA
TACAAAACCT

FIG. 38

L T Vv
CCTCACCGTC
GGAGTGGCAG

K ¢ 1L
CARAGGCCTC
GTTTCCGGAG

P Qv
GCCACAGGTG
CGGTGTCCAC

T ¢ L
GACCTGCCTG
CTGEACGGAC

Q P E
GCAGCCGGAG
CGTCGGLCTC

L ¥ 8
CCTCTACAGC
GGAGATGTCGE

5 vV M
CTCCGTGATG
GAGGCACTARC

G K M
GGGTAARATG
CCCATTTTAC

G I F
AGGCATCTTC
TCCGTAGAAG

Q N Q
CCAGARCCAG
GGTCTTIGGTC

K R R

CAAGAGACGT
GTTCTCTGCA

64

L H'Q
CTGCACCAGE
GACGTGGTCC

P 8 3
CCGTCCTCCA
GGCAGGAGGT

¥ T L
TACACCCTGC
ATGTGGGACG

VvV K G
GTCAAAGGCT
CAGTITTCCGA

N N Y
ARCAACTACA
TTGTTGATGT

R L T
AGGCTAACCG
TCCEATTGGC

R E A
CATGAGGCTC
GTACTCCGAG

A L I
GCCCTGATTG
CGGGACTAAC

F R V
TTCAGAGTGA
AAGTCTCACT

L Y N
CTCTATAACG
GAGATATTGC

G R D
GGCCGGGACC
CCGGCCCTCG

D W L N
ACTGGCTGAA
TGACCGACTT

I E K T
TCGAGAAAAC
AGCTCTTTTG

P P 8 Q
CCCCATCCCA
GGGGTAGGGT

F Y P 8
TCTACCCCAG
AGATGGGGTC

K T T p
AGACCACGCC
TCTGGTECEE

vV 0 K §
TGGACAAGAG
ACCTGTTCTC

L H N H
TGCACAACCA
ACGTGTTGGT

v L G G
TGCTGGGGGEGE
ACGACCCCCC

K F 8 R
AGTTCAGCAG
TCAAGTCGTC

E L N L
AGCTCAATCT
TCGAGTTAGA

P E M G
CTGAGATGGG
GACTCTACCC

G K B
CGGCAAGGRG
GCCETTCCTC

I 8 K
CATCTCCARA
GTAGAGGTTT

E E M
GGAGGAGATG
CCTCCTCTAL

B I A
CGACATCGCC
GCTGTAGCGG

P V L
TCCCGTGCTG
AGGGCACGAC

R w @
CAGGTGGCAG |
GTCCACCGTC

Y T @
CTACACACAZ
GATGTGTIGTIC

vV A G
CGTCGCCGEL
GCAGCGGCCG

S A D
GAGCGCAGAC
CTCGCGTCTG

G R R
AGGACGAAGA
TCCTGCTTCT

G K P
GGGARAGCCG.
CCCTTTCGGC



R R K
1321 AGRAGGAAGA
TCTTCCTTCT

A Y 8
1381 GCCTACAGTG
CGGATGTCAC

Y Q@ G
1441 TACCAGGGTC
ATGGTCCCRG

P P R
1501 CCCCCTCGLT
GGGGGAGCEA

ES 2553421713

FiG. 3C

N P Q E 6 L Y N E L Q K DK M A E
ACCCTCAGGA AGGUCTGTAC AATGAACTGC AGAAAGATAA GATGGCGGAG
TGBGAGTCCT TCCGGACATG TTACTTGACE TCTTTCTATT CTACCGCCTC

E I G M XK G E R RR G KGH Db G L
AGATTGGGAT GAAAGGCGAG CGCCGGAGGG GCAAGEGGCA CGATGGCLTT
TCTAACCCTA CTTTCCGCTC GCGGCCTCCC CGTTCCCCGT GCTACCGGAA

L 58 TA T KD T ¥D A L HEM QAL
TCAGTACAGC CACCAAGGAC ACCTACGACG CCCTTCACAT GCAGGCCCTG
AGTCATGTCG GTGGTTICCTG TGOATGCTGC GGGARGTGTA CGTCCGGGAC

* (SEQ ID NO:4}
AAGCGGCCGC AT (SEQ ID NO:5)
TTCGCCGGCG TA  (SEQ 1D NO:8)

péptido de sefalizacion alfa GM-CSFR ( nucledtidos 18-84; SEQ ID NO:7)
IL13 (EmY) (nucleodtidos 85-420; SEQ ID NO:8)

IgG4 (SmP) (nucledtidos 421~1107; SEQ ID NO:3)

CD4tm (nucledtidos 1108-1173; SEQ ID NO:10)

CD3 zeta (nucledtidos 1174-1512:; SEQ ID NO:11)
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FiG. 4
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121

181

241

301

361

421
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ES 2553421713

{(hEF1p=)

TCGAAGGATC
AGCTTCCTAG

CCCCGAGRAG
GGGGCTCTTC

GGTAAACTGG
CCATTTGACC

ACCGTATATA
TGGCATATAT

AACACAGCTG
TTGTGTCGAC

AGGCCGCCAT
TCCGGCGGTA

AACTGCGTCC
TTGACGCAGG

GCTCCCTTGE
CGAGGGAACC

TCRACTCTAC
AGTTGAGATG

GGCGCCTACG
CCGCGGATGE

CACAATTGAT
GTGTTAACTA

TGCGATCGLT
ACGCTAGCGA

TTGGGGGGAG
ARCCCCCeTC

CAMAGTGATG
CTTTCACTAC

AGTGCAGTAG
TCACGTCATC

ARGCTTCGAG
TTCCGRAAGCTC

CCACGCCGGT
GGTGCGGCCA

GCCGTCTAGS
CGGCAGATCC

AGCCTACCTA
TCGGATGGAT

GTCTTTGTTT
CAGARACAAAR

TAAGTGATAT
ATTCACTATA

ACGGATTCAT
TGCCTAAGTA

FIG. 5A

CCGGETGCCCG
GGCCACGGGC

GGETCGGCAA
CCCAGCCGTT

TCGTGTACTG
AGCACATGAC

TCGCCGTGAA
AGCGGCACTT

GGGCTCGCAT
CCCGAGCETA

TGAGTCGCGT
ACTCAGCGCA

TAAGTTTAAR
ATTCAAATTT

GACTCAGCCG
CTGAGTCGGC

CGTTTTCTGT
GCAMARGACA

CTACTAGATT
GATGATCTAA

CGAGAGGGAC
GCTCTCCCTIG

67

TCAGTGGGCA
AGTCACCCGT

TTGAACCGGT
AACTTGGCCA

GCTCCGCCTT
CGAGGCGGRA

CGTICTTTTT
GCAAGARAAN

CTCTCCTTCA
GAGAGGAAGT

TCTGCCGCLT
AGACGGCGGA

GCTCAGGTCG
CGAGTCCAGC

GCTCTCCACG
CGAGAGGTGC

TCTGCGCCGT
AGACGCGGCA

TATCRARAAG
ATAGTTTTTIC

RCGTCGACTA
TGCAGCTGAT

GAGCGCACAT
CTCGCGTGTA

GCCTAGAGAA
CGGATCTCTT

TTTCCCGAGS
AAAGGGCTCC

CGCAACGGGT
GCGTTGCCCA

CGCGLCCLCC
GCGCGGGLGG

CCCGCCTGTG
GGGCGCACAC

AGACCGGGCC
TCTGGCCCGE

CTTTGCCTGA
GAAACGGACT

TACAGATCCA
ATGTCTAGGT

AGTGTTGACT
TCACBACTGA

CTAACCTTCT
GATTGGARGA

CGCCCACAGT
GCGGGTGTCA

GGTEECGOGE
CCACCGCGCT

GTGGGGGAGA
CACCCCCTCT

TTGCCGCCAG
AACGGCGGTC

GCCCTACCTG
CGGGATGGAC

GTGCCTCCTG
CACGGAGGAC

TTTGTCCGGC
ARACAGGCCG

CCCTGCTTGC
GGGACGAACG

AGCTGTGACC
TCGACACTGG

TGTGAGCGCT
ACACTCGCGA

TCTCTTTCCT
AGRGRARAGGA
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721

781

841

801

961

1021

1081

1141

ACAGCTGAGA
TGTCGACTCT

cC E L p
GTGAGTTACC
CACTCRATGG

L R Y L
TCAGGTACCT
AGTCCATGGA

N 6 8 M
ATGGCAGCAT
TACCGTCGTA

8§ L I W
CCCTGATCAA
GGGACTAGTT

F C P H
TCTGCCCGCA
AGRCGGGCGT

I E V A
TCGAGGTGGC
AGCTCCACCG

¢ R F N
GACGGTTCAA
CTGCCAAGTT

L 6 G P
TGGGGGGACC
ACCCCCCTGG

TCACCCTAGA
AGTGGGATCT

H P A
ACACCCAGCA
TGTGGGTCGT

1 E B
CATTGAGGAG
GTAACTCCTC

v W B
GGTATGGAGC
CCATACCTCG

vV 8§ G
CGTGTCAGGC
GCACAGTCCG

K V s
CAAGGTCTCA
GTTCCAGAGT

Q@ F Vv
CCAGTTTGTA
GGTCARACAT

E 5 K
CGAGTCCAAA
GCTCAGGTTT

5 Vv r
ATCAGTCTTC
TAGTCAGARG

ES 2553421713

FIG. 5B

(IL13zetakinaw=)

M L L L
GCCGCCACCA TGCTTCTCCT
CGGECGETGGT ACGAAGAGGA

F L L I P G P
TTCCTCCTEA TCCCAGGCCC
ARGGAGGACT AGGGTCCGGG

L V N I T Q¢ N
CTGGTCAACA TCACCCAGAA
GACCAGTTGT AGTGGGTCTT

I N L T A G M
ATCAACCTGA CAGCTGGCAT
TAGTTGGACT GTCGACCGTA

C 8 A I E K T
TGCAGTGCCA TCGAGAAGAC
ACGTCACGGT AGCTCTTCTG

A G Q F 8 5 1L
GCTGGGCAGT TTTCCAGCTT
CGACCCGTCA AAAGGTCGAA

K D L L L H L
AAGGACCTGC TCTTACATTT
TTCCTGGACG AGAATGTAAA

¥ G P P c P P
TATGGTCCCC CATGCCCACC
ATACCAGGGG GTACGGGTGG

L F P P K P K

CTGTTCCCCC CARAACCCAR
GACAAGGGGG GTTTTGGGTT

68

v T 8
GGTGACRAGC
CCACTGTICG

v B P
TGTGCCTCCC
ACACGGAGGG

Q X &
CCAGAAGGCT
GGTCTTCCGA

Y ¢ A
GTACTGTGCA
CATGACACGT

Q R M
CCAGAGGATG
GGTCTCCTAC

H V R
GCATGTCCGA
CGTACAGGCT

K K L
AAAGAAACTT
TTTCTTTGAR

cC P a
ATGCCCAGCA
TACGGGTCGT

DT L
GGACACTCTC
CCTGTGAGAG

L L L
CTTCTGCTCT
GAAGACGAGA

5§ T A
TCTACAGCCC
AGATGTCGGE

P L C
CCGCTCTGCA
GGCGAGACGT

A L E
GCCCTGGAAT
CGGGACCITA

L 5 G
CTGAGCGGAT
GACTCGCCTA

D T K
GACACCARRA
CTGTGGTTTT

F R E
TTTCGCGAGG
AAAGCGCTCC

P E F
CCTGAGTTCC
GGACTCAAGG

M I s
ATGATCTCCC
TACTAGAGGG



1201

1261

1321

1381

1441

1501

15861

1621

1681

R T P E
GGACCCCTGA
CCTGGGGACT

F N W ¥
TCAACTGGTA
AGTTGACCAT

Q F N 8
AGTTCAACAG
TCRAAGTTIGTC

N G K B
ACGGCAAGGA
TGCCGTTCCT

T I 8 K
CCATCTICCAA
GGTAGAGGTT

Q E E M
BAGGAGGAGAT
TCCTCCTCTA

S DI A
GCGACATCGC
CGCTGTAGCG

P P V L
CTCCCGTGCT
GAGGGCACGA

§ R W Q
GCAGGTGGCA
CGTCCACCGT

ES 2553421713

v 1T ¢
GGTCACGTGC
CCAGTGCACG

V D G
CGTGGATGGC
GCACCTACCE

T Y R
CACGTACCGT
GTGCATGGCA

Y K C
GTACAAGTGC
CATGTTCACG

AR K G
AGCCAARGGG
TCGGTTTCCC

T K N
GACCAAGARC
CTGGTTCTTG

vV E W
CGTGGAGTGG
GCACCTCACC

b § D
GGACTCCGAC
CCTGAGGCTG

E G N
GGAGGGGAAT
CCTCCCCTTA

FIG. 5C

v v Vv D

v 8 qQ

GTGGTGGTGE ACGTGAGCCA
CACCACCACC TGCACTCGGT

vV E V H

N A K

GTGGAGGTGC ATAATGCCAA
CACCTCCACG TATTACGGTT

v v s Vv

L T v

GTGGTCAGCG TCCTCACCGT
CACCAGTCGC AGGAGTGGCA

K v § N

K G L

ARGGTCTCCA ACAAAGGCCT
TTCCAGAGGT TGTTTCCGGA

Q P R E

P Q V

CAGCCCCGAG AGCCACAGGT
GTCGGGGCTC TCGGTGTCCA

Q V § L

T C L

CAGGTCAGCC TGACCTGCCT
GTCCAGTCGG ACTGGACGGA

E 8 N G

Q P E

GAGAGCAATG GGCAGCCGGA
CTCTCGTTAC CCGTCGGCCT

G § F F

L Y s

GGCTCCTTCT TCCTCTACAG
CCGAGGAAGA AGGRGATGTC

v F 8 ¢C

$§ v M

GTCTTCTCAT GCTCCGTGAT
CAGAAGAGTA CGAGGCACTA

69

E D P
GGAAGACCCC
CCTTCTGGGG

T K P
GACAAAGCCG
CTGTTTCGGC

L H Q
CCTGCACCAG
GGACGTGETC

P & 5
CCCGTCCTCC
GGGCAGGAGG

Y T L
GTACACCCTG
CATGTGGGAC

V K G
GGTCAAAGGC
CCAGTTTCCG

N N Y
GAACAACTAC
CTTGTTGATG

R L T
CAGGCTAACC
GTCCGATTGG

H E &
GCATGAGGCT
CGTACTCCGA

E Vv Q
GAGGTCCAGT
CTCCAGGTCA

R E E
CGGGAGGAGC
GCCCTCCTCG

D W L
GACTGGCTGA
CTGACCGACT

I B K
ATCGAGAARA
TAGCTCTTTT

B P S
ccccearTcee
GGGGGTAGGG

F Y P
TTCTACCCCA
AAGATGGGGT

K T 7T
ARGACCACGC
TTCTGETGCG

v D K
GTGGACAAGA
CACCTGTICT

L H N
CTGCACRACC
GACGTGTTGG
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1801

lael

1921

1981

2041

2101

2161

2221

H Y T @
ACTACACACA
TGATGTGIGT

G VvV A G
GCGTCGCCGG
CGCAGCGGCC

R 8 A D
GGAGCGCAGA
CCTCGCGTCT

L G R R
TAGGACGAAG
ATCCTGCTTC

G G K P
GGGGAAAGCC
CCCCTTTCGG

K M A E
AGATGGLCGGA
TCTACCGCCT

H D G L
ACGATGGCCT
TGCTACCGGA

M Q0 A L
TGCAGGCCCT

K § L
GAAGAGCCTC
CTTCTCEGAG

L L L
CCTCCTGCTT
GGAGGACGAA

A P A
CGCCCCLGLa
GCGGGEGGEGL

E E Y
AGAGGAGTAC
TCTCCTCATG

R R K
GRGAAGGAAG
CICTTCCTTC

A Y 8
GGCCTACAGT
CCGGATGTCA

Y g G
TTACCAGGGT
AATGGTCCCA

P P R
GCCCCCTCGe

ACGTCCGGGA CGGGGGAGCG

(SV40pAn- tardio)

AGCTAGCTCG ACATGATAAG
TCGATCGAGC TGTACTATTC

ES 2553421713

FIG. 5D

€ L 8 L G K M
TCCCTGTCCC TAGGTARAAT
AGGGACAGGE ATCCATTTTA

F I 6 L ¢ I F
TTCATTGGGC TAGGCATCTT
AAGTAACCCG ATCCGTAGAA

Y Q Q@ @G C N Q
TACCAGCAGG GCCAGAACCA
ATGGTCGTCC CGGTCTTGGT

P v L D K R R
GATGTTTTGG ACAAGASACG
CTACAAAACC TGITCTCIGE

N P QE G L Y
ARCCCTCAGG AAGGCCTGTA
TTGGGAGTCC TTCCGGACAT

B I 6 M K G E
GAGATTGGGA TGAAAGGCGA
CTCTAACCCT ACTTTCCGCT

L 8§ T A T K D
CTCAGTACAG CCACCAAGGA
GAGTCATGTC GGTGETTCCT

&

TGAGCGGCCG GCGAAGGAGG
ACTCGCCGGC CGCTTCCTCE

ATACATTGAT GAGTTTGGAC
TATGTAACTA CTCARACCTG

70

AL I
GGCCCTGATT -
CCGGGACTAA

F R V
CTTCAGAGTG
GAAGTCTCAC

L ¥ N
GCTCTATAAC

'CGAGATATTG

G R D
TGGCCGGGAC
ACCGGCCCTG

N E L
CAATGAACTG
GTTACTTGAC

R R R
GCGCCGGAGG
CGCGGCCTCC

T Y D
CACCTACGAC
GTGGATGCTG

CCTAGATCTA
GGATCTAGAT

RARCCACAAC
TTTGGTGTTG

vV L ¢
GTGCTGGGEE
CACGACCCCC

K F 8
AAGTTCAGCA
TTCARGTCGT

E L N
GAGCTCAATC
CTCGAGTTAG

P E M
CCTGAGATGG
GGACTCTACC

Q K D
CAGAAAGATA
GTCTTTCTAT

G K G
GGCRAGGGGC
CCGTTCCCCG

A L H
GCCCTTCACA
CGGGAAGTGT

TCGATTGTAC
AGCTAACATG

TAGAATGCAG
ATCTTACGTC



2281

2341

2401

2461

2521

2581

2641

2701

2761

2821

2881

25941

TGAAADARAAT
ACTTTTTTTA

ATGCTATTGC
TACGATAACG

GCATTCATTT
CGTAAGTAAA
ACCTCTACAA

TGGAGATGTT

AGCAAAMAGGC
TCGTTTTCCG

CCCCTGACGA
GGGGACTGCT

TATAAAGATA
ATATTTCTAT

TGCCGCTTAC
ACGGCGAATG
GCTCACGCTG

CGAGTGCGAC

ACGAACCCCC
TGCTTGGGGE

ACCCGGTAAG
TGGGCCATTC

CGAGGTATGT
GCTCCATACH

GCTTTATTTG
CGAAATAAAC

TTTATTTGTA
ARATARACAT

TATGTTTCAG
ATACARAGTC
ATGTGGTAGA

TACACCATCT

CAGGAACCGET
GTCCTTGGCA

GCATCACARA
CGTAGTGTTT

CCAGGCGTTT
GGTCCGCAAA

CGGATACCTG
GCCTATGGAC
TAGGTATCTC

ATCCATAGAG

CGTTCAGCCC
GCAAGTCGGG

ACACGACTTA
TGTGCTGAAT

AGGCGGTGCT
TCCGCCACGA

ES 2553421713

FIG. 5E

TCAAATTTGT
ACTTTAAACA

ACCATTATAA
TGGTAATATT

GTTCAGGGGG

CAAGTCCCCC

TCCATITARA

AGGTAAATTT

ARAAAGGCCG
TTTTTCCGGC

BATCGACGCT
TTAGCTGCGA

CCCCCTGGAA
GGGGGACCTT

TCCGCCTTIC

AGGCGGAAAG

AGTTCGGTGT

TCAAGCCACA

GACCGCTGCG
CTGGCGACGC

TCGCCACTGG
AGCGGTGACC

ACAGAGTTICT
TGTCTCAAGA

GATGCTATTG
CTACGATRAC

GCTGCAATAA
CGACGTTATT

AGGTGTGGGA
TCCACACCCT

CTTTATTIGT
GARATARACA

ACAAGTTAAC
TETTCRATTG

GGTTTTTTAA
CCAARRAAILT

(Ori ColEl-)

TGTTAGCGAA
ACAATCGCTT

CGTTGCTGGC
GCAACGACCG

CARGTCAGAG
GTTCAGTCTC

GCTCCCTCGT
CGAGGGAGCA

TCCCTTCGGG
AGGGAAGCCC
AGGTCGTTCG

TCCAGCAAGC

CCTTATCCGG
GGAATAGGCC

CAGCAGCCAC
GTCGTCGGTG

TGAAGTGGTG
ACTTCACCAC

71

GAACATGTGA
CTTGTACACT

GTTTTTCCAT
CAAARBAGGTA

GTGGCGARAC
CACCGCTTIG

GCGCTeTCCT
CGCGAGAGGA

AAGCGTGGCG
TTCGCACCGC
CTCCAAGCTG

GAGGTTCGAC

TRACTATCGT
ATTGATAGCA

TGGTAACAGG
ACCATTGICC

GCCTAACTAC
CGGATTGATG

GAAATTTGTG
CTTTAARCAC

AACAACAATT
TTGTTCTTAA

AGCAAGTAAA
TCGTTCATIT
GCAAAAGGCC

CGTTTTCCGG

AGGCTCCGCC
TCCGAGECGE

CCGACAGGAC
GGCTGTCCTG

GTTCCGACCC
CAAGGCTGGG

CTTTCTCAAT
GAARGAGTTA
GGCTGTGTGC

CCGACACACG

CTTGAGTCCA
GAACTCAGGT

ATTAGCAGAG
TAATCGTCTC

GGCTACACTA
CCGATGTGAT



3001

3061

3121

3181

3241

3301

3361

3421

3481

3641

3601

GAAGARACAGT
CTTCTTGTCA

GTAGCTCTTG
CATCGAGAAC

AGCAGATTAC
TCGTCTARTG

CTGACGCTCA
GACTGCGAGT

ATTTGGTATC
TAARCCATAG

ATCCGGCAAA
TAGGCCGETIT

GCGCAGAARA
CGCGEICTTIT

GTGGAACGAA
CACCTTGCTT

{SpAn=)

GCTGCAATAR
CGACGTTATT

GGGGAGGGGE
¢ceeTcecee

GGACARACAG
CCTGTTTGTC
CGAGCTAGAG

GCTCGATCTC

CCCCCGCCCa
GGGGGLCGGGT

CCATTGACGT
GGTAACTGCA

GTATCATATG
CATAGTATAC

ACAATCATTA
TGTTAGTAAT

AGGCCAGAAT
TCCGGTCTTA

TGGCTGGACT
ACCGACCTGA

ES 2553421713

FIG. F

TGCGCTCTGC
ACGCGAGACG

CAAALCACCS
GTTTGGTGGC

ARAGGATCTC
TTTCCTAGAG

AACTCACGTT
TTGAGTGCAA

TTTTCATTGG

AARAGTAACC

GACTCCAAGA
CTGAGGTTCT

CTGCACCATA
GACGTGGTAT

{hCMV-1RAprom=~)

TCCGTTACAT
AGGCAATGTA

TTGACGTCAA
AACTGCAGTT

CAATGGGTGG
GTTACCCRCC

CCAAGTACGC
GGTTCATGCG

AACTTACGGT
TTGRATGCCA

TAATGACGTA
ATTACTGCAT

AGTATTTACG
TCATAARTGC

CCCCTATTGA
GGGGATAACT

TGAAGCCAGT TACCTTCGGA ARAAGAGITG

ACTTCGGTCA

CTGGTAGCGG
GACCATCGCC

ARGRAGATCC
TYCTTCTAGG

AAGGGATTTT
TTCCCTAAAR

ATCTGTGIGT

TAGACACACA

GCTACAGGAA
CGATGTCCTT

ACACACAATC
TGTGIGTTAG
ARATGGCCCG

TTTACCGGGC

TGTTCCCATA
ACAAGGGTAT

GTARACTGCC
CATTTGACGG

CGTCAATGAC
GCAGTTACTG

72

ATGGARGCCT

IGGTTTTTIT
ACCAAAARND

TTTGATCTIT

TTTTCTCAAC

GTTTGCAAGC
CAAACGTTCG

TCTACGGGGT

AAACTAGAAA AGATGCCCCA

GGTCATGGCT
CCAGTACCGA

TGGITTTITG

ACCAAAAAMC

GGCAGGTCAG
CCGTCCAGTC

AACAGGGGAG
TTGTCCCCTC
CCTGGCTGAC

GGACCGACTG

GTAACGCCAR
CATTGCGGTT

CACTTGGCAG
GTGAACCGTC

GGTAAATGGC
CCATTTACCG

Pacl

o A A P gt

AGTTAATTAR
TCAATTAATT

TGTGGGCTTG
ACACCCGAAC

AGACCCCACT
TCTGGGGTGA

TGAGCTGGAT
ACTCGACCTA
CGCCCAACGA

GCGGGTTGCT

TAGGGACTTT
ATCCCTGAAA

TACATCAAGT
ATGTAGTTCA

CCGCCTGGCA
GGCGGACCGT



3661

3721

3781

3841

3s01

3961

4021

4081

4141

4201

4261

TTATGCCCAG
AATACGGGTC

CATCGCTATT
GTAGCGATAA

TGACTCACGG
ACTGAGTGCC

CCARRATCAA
GGTTTTAGIT

CGGTAGGCGT
GCCATCCGCA

CGCCTEGAGA
GCGGACCTCT

CCTCCGCGGL
GGAGGCGCCS

TACCGCCTAT
ATGGCGGATA

ATCATCGGCA
TAGTAGCCGT

TCTTCTCTTT
AGAAGAGARAA

T A T
CACCGCGACG
GTGGCGCTGC

TACATGACCT
ATGTACTCGCA

ACCATGGTGA
TGGTACCACT

GGATTTCCAA
CCTAAAGGTT

CGGGACTTTC
GCCCTGAAAG

GTACGGTGGG
CATGCCACCC

CGCCATCCAC
GCGGTAGGTG

CGGGAACGET
GCCCTTGCCA

AGAGTCTATA
TCTCAGATAT

TAGTATAATR
ATCATATTAT

CCTACAGCTG
GGATGTCGAC

S vV A
TCTGTCGCGA
AGACAGCGCT

ES 2553421713

FIG. 6G

TATGGGACTT
ATACCCTGAR

TGCEATTTTG
ACGCCARAAC

GTCTCCACCC
CAGAGGTGGG

CAAAATGTCG
GTTTTACAGC

AGGTCTATAT
TCCAGATATA

GCTGTITTGA
CGACARARCT

GCATTGGAAC
CGTAACCTTG

GGCCCACCTA
CCGGGTGGAT

CGACTCACTA
GCTGAGTGAT

AGATCACCGG
TCTAGTGGCC

K F L 1I
AGTTTCTGAT
TCARAAGACTA

TCCTACTTGG
AGGATGAACC

GCAGTACATC
CGTCATGTAG

CATTGACGTC
GTAACTGCAG

TAACAACTCC
ATTGTTGAGG

AAGCAGAGCT
TICGTCTCGA

CCTCCATAGA
GGAGGTATCT

GCGGATTCCC
CGCCTAAGGG

GTTGTGACCG
CAACACTGGC

TAGGAGGGCC
ATCCTCCCGG

TAGGAGGGCC
ATCCTCCCGG

E K F

CGAARAGTTC
GCTTTTCAAG

73

CAGTACATCT
GTCATGTAGA

AATGGGCGTG
TTACCCGCAC

ARTGGGAGTT
TTACCCTCAR

GCCCCATTGA
CGGGGTAACT

CGTTTAGTGA
GCAAATCACT

AGACACCGGG
TCTGTGGCCC

CGTGCCAAGA
GCACGGTTCT

GCGCCTAGTG
CGCGGATCAC

ACCATGTCGA
TGGTACAGCT

(HYTK=)

M K
ATCATGARAA
TAGTACTTTT

D 5 Vv
GACAGCGICT
CTGTCGCAGA

ACGTATTAGT
TGCATRATCA

GATAGCGGTT
CTATCGCCAA

TGTITTGGCA
ACARAACCGT

CGCAAATGGG
GCGTTTACCC

ACCGTCAGAT
TGGCAGTCTA

ACCGATCCAG
TGGCTAGGCTC

GTGACGTAAG
CACTGCATTC

TTGACARATTA
AACTGTTAAT

CTACTAACCT
GATGATTGGA

K P E L
AGCCTGAACT
TCGGACTTGA

5 D L M
CCGACCTGAT
GGCTGGACTA



4321

4381

4441

4501

4561

4621

4681

4741

4801

@ L 8§
GCAGCTCTCS
CGTCGAGAGC

vV L R
TGTCCTGCGG
ACAGGACGCC

F A 8§
CTTTGCATCG
GAAACGTAGC

L T Y
CCTGACCTAT
GGACTGGATA

E L P
CGAACTGCCC
GCTTGACGGG

L § Q
TCTTAGCCAG
AGAATCGGTC

W R D
ATGGCGTGAT
TACCGCACTA

D DT
GGACGACACC
CCTGCTGTGG

b C P
GGACTGCCCC
CCTGACGGGG

E G E
GAGGGCGAAG
CTCCCGCITC

VvV N 8
GTAAATAGCY
CATTTATCGA

A A L
GeeeeeCTCe
CGGCGCGAGS

¢ I 8
TGCATCTCCC
ACGTAGAGGG

AV L
GCTGTTCTGC
CGACAAGACG

T § G
ACGAGCGGGT
TGCTCGCCCA

F I C
TTCATATGCG
AAGTATACGC

vV 8§ A
GTCAGTGCGT
CAGTCACGCA

E V R
GAAGTCCGGC
CTTCAGGCCG

ES 2553421713

FIG. 5H

E § R &
BATCTCGTGC
TTAGAGCACG

C A DG
GCGCCGATGE
COLGGETACT

P I P E
CGATTCCGGA
GCTARGGCCT

R R A Q
GCCGTGCACA
CGGCACGTGT

Q P V A
ARCCCGTCGC
TTGGGCAGCG

F G P F
TCGGCCCATT
AGCCGGGTAA

A I A D
CGATTGCTGA
GCTAACGACT

§ V A Q
CCGTCGCGCA
GGCAGCGCGT

H L VvV H
ACCTCGTGCA
TGGAGCACGT

F s F
TTTCAGCTTC
AAAGTCGAAG

F Y K
TTTCTACARA
AAAGATGTTT

vV L D
AGTGCTTGAC
TCACGARCTG

G v T
GGGTGTCACG
CCCACAGTGC

E L M
GGAGCTCATG
CCTCGAGTAC

G P Q
CGGACCGCAA
GCCTGGCGTT

P H V
TCCCCATGTG
AGGGGTACAC

A L D
GGCTCTCGAT
CCGAGAGCTA

A D F

CGCGGATTTC
GCGCCTAAAG

74

b V &
GATGTAGGAG
CTACATCCTC

D R Y
GATCGTTATG
CTAGCAATAC

I G E
ATTGGGGAAT
TAACCCCTTA

L ¢ D
TTGCAAGACC
AACGTTCTGG

o A I
GATGCGATCG
CTACGCTAGC

G I G
GGAATCGGTC
CCTTAGCCAG

Y H W
TATCACTGGC
ATAGTGACCG

E L M
GAGCTGATGC
CTCGACTACG

G § N
GGCTCCAACA
CCGAGGTTGT

G R G Y
GGCGTGGATA
CCGCACCTAT

v ¥ & H
TTTATCGGCA
AMAATAGCCGT

F 8 E 38
TCAGCGAGAG
AGTCGCTCTC

L P ET
TGCCTGARAC
ACGGACTTTG

A A A D
CTGCBRGCCGA
GACGCCGELT

Q ¥y T T
AATACACTAC
TTATGTGATG

QT Vv M
ARACTGTGAT
TTTGACACTA

L W A E
TTTGGGCCGA
AMACCCGGCT

N VL T
ATGTCCTGAC
TACAGGACTG



486l

4921

4981

5041

5101

5161

5221

5281

5341

D N G
GGACAATGGC
CCTGTTACCG

Y E V
ATACGAGGTC
TATGCTCCAG

R Y F
GCGCTACTTC

-CGCGATGAAG

L R I
GCTCCGCATT
CGAGGCGTAA

A W A
AGCTTGGGCG
TCGAACCCGC

T Q@ I
TACACAAATC
ATGTGTITAG

A F D
TGCGTTCGAC
ACGCRAGCTG

R R Q
TCGCCGGCAG
AGCGGCCGTC

v ¥ I
GGTTTATATA
CCARATATAT

R I T
CGCATARCAG
GCGTATTGTC

A N I
GCCAACATCT
CGGTTGTAGA

E R R
GAGCGGAGGC
CTCGCCTCCG

G L b
GGTCTTGACC
CCAGAACTGG

Q ¢ R
CAGGGTCGAT
GTCCCAGCTA

A R R
GCCCGCAGAA
CGGGCGTCTT

Q A A
CAGGCTGCGC
GTCCGACGCG

g E A
CARGAAGCCA
GTTCTITCGGT

D G P
GACGGTCCCC
CTGCCAGGGG

ES 2553421713

FIG.

A VvV I D
CGGTCATTGA
GCCAGTAACT

F F W R
TCTTCTGGAG
AGAAGACCTC

H P E L
ATCCGCAGCT
TAGGCCTCGA

QL Y Q
ARCTCTATCA
TTGAGATAGT

C D A I
GCGACGCRAT
CGCTGCGTTA

s A AV
GCGCGGLCGT
CGCGCLGGCA

R 35 R @
GTTCTCGCGG
CAAGAGCGCC

T E V R

CGGAAGTCCG
GCCTTCAGGC

H G M G
ACGGGATGGG
TGCCCTACCC

51

W 3 E
CTGGAGCGAG
GACCTCGCTC

P W L
GCCGTGGTTG
CGGCACCAAC

A G s
TGCAGGATICG
ACGTCCTAGC

$ L v
GAGCTTGGTT
CTCGARCCAA

V R §
CGTCCCGATCC
GCAGGCTAGG

W T D
CTGGACCGAT
GACCTGGCTA

H 8 N
CCATAGCAAC
GGTATCGTTG

P E Q
CCCGGAGCAG
GGGCCTCGTC

K T T

GAAARMCCACC
CTTTTCGTGG

75

a M F
GCGATGITCG
CGCTACAAGC

A C M
GCTTGTATGE
CGAACATACC

P R L
CCGCeeeTCee
GGCGCCGAGGE

D G N
GACGGCAATT
CTGCCGTTAA

G A G
GGAGCCGGGA
CCTCGGCCCT

G Cc v
GGCTGTGTAG
CCGACACATC

R R T
CGACGTACGG
GCTGCATGCC

K M P
APAATGCCCA
TTTTACGGGT

T T Q@
ACCACGCAAC
TGGTGCGTTG

6 b § Q
GGGATTCCCA
CCCTAAGGGT

E Q QT
AGCAGCAGAC
TCGTICGTCTG

R A Y M
GGGCGTATAT
CCCGCATATA

F D D A
TCGATGATGC
AGCTACTACG

T VvV 6 R
CIGTCGGELE
GACAGCCCGC

E VvV A 8§
AAGTCGCGTC
TTCAGCGCAG

A L R P
CGTTGCGCCC
GCAACGCGGG

T L L R
CGCTACTIGCG
GCGATGACGC

L L VvV A
TGCTGGTGGL
ACGACCACCG
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5581

5641

5701
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5821

5881

L 68 8
CCTGGETTCE
GGACCCARGC

G A &
GGEGGECTTCC
CCCCCGAAGG

I § &
GATATCGGCC
CTATAGCCGG

Y AV
TTATGCCETG
AATACGGCAC

A P P
TGCCCCGCCC
ACGGGGCGGG

Y P A
CTACCCGGCC
GATGGGCCGG

A L I
GGCCCTCATC
CCGGGAGTAG

R H I
CAGACACATC
GTCTGTGTAG

L A &
GCTGGCTGCG
CGACCGACGC

R D D
CGCGACGATA
GCGUTGCTAT

E T I
GAGRCAATCG
CTCTGTTAGC

G D A
GGGGACGCGGE
CCCCTIGCGECC

T D A
ACCGACGCCG
TGGCTGLGGC

P A L
CCGGCCCTCA
GGCCGGGAGT

A R Y
GCGCGGTACC
CGCGCCATGG

P P T
CCGCCGACCT
GGCGGCTGGA

D R L
GACCGCCTGG
CTGGCGGACC

I R R
ATTCGCCGCG
TAAGCGGCGC

ES 2553421713

FIG.

r v ¥ v
TCGTCTACGT
AGCAGATGCA

A NI Y
CGAACATCTA
SCTTGTAGAT

A V VvV M
CGGTGLETAAT
GCCACCATTA

vV L A P
TTCTGGCTCC
AAGACCGAGG

T L I F
CCCTCATCTT
GGGAGTAGAA

L M G 8
TTATGGGCAG
ARTACCCGTC

L P G T
TGCCCGGCAC
ACGGGCCGTG

A K R Q
CCRAACGCCA
GGTTTGCGGT

V Y 6 L
TTTACGGGCT
RARTGCCCGA

5J

P E P
ACCCGAGCCG
TGGGECTCGGC

T T Q
CACCACACAA
GTGGTGTETT

T 8 A
GACAAGCGCC
CTGTICGCGG

H I G
TCATATCGGG
AGTATAGCCC

P R H
CGACCGCCAT
GCTGECGGTA

M T P
CATGACCCCC
GTACTGGGGG

N I v
CAACATCGTG
GTTGTAGCAC

R P G
GCGCCCCBGL
CGCGGEGELCE

L A N

ACTTGCCAAT
TGARCGGTTA

76

M T Y
ATGACTTACT
TACTGAATGA

H R L
CACCGCCTCE
GTGGCGEGAGC

Q I T
CAGATAACAA
GTCTATTGTT

G E A
GGGGAGGCTG
CCCCTCCGAC

P I A
CCCATCGCCG
GGGTAGCGGT

Q AV
CAGGCCGTGC
GTCCGGCACG

L 6 A
CTTGGGGCCC
GARCCCCGGG

E R L
GAGCGGCTGG
CTCGCCGACC

T VvV R
ACGGTGCGGT
TGCCACGCCA

¥ R V L
GGCGGGETGCT
CCGCCCACGA

b g G B
ACCRGGGTGA
TGGTCCCACT

M G M P
TGGGCATGCC
ACCCGTACGG

G 5 8 H
GGAGCTCACA
CCTCGAGTGT

AL L C
CCCTCCTGTG
GGGAGGACAC

L A F V
TGGCGCTTCGT
ACCGCAAGCA

L P E D
TTCCGGAGGA
AAGGCCTCCT

D L A M
RACCTGGCTAT
TGGACCGATA

Y L Q ¢
ATCTGCAGTG
TAGACGTCAC



5941

6001

6061

6l21

6181

6241

6301

6361

6421

6481

G G §
CGGCEGATCS
GCCECCCAGC

A E P
TGCCGAGCCC
ACGGCTCGGG

F R A
GTTTCGGGCC
CAARGCCCGG

L DV
CTTGGACGTC
GAACCTGCAG

8§ P A
ATCGCLCGCC
TAGCGGGCGG

v 1T T
CGTCACCACC
GCAGIGGTGG

M G E
GATGGGGGAG
CTACCCCCTC

AAATGCTAGA
TTTACGATCT

TTGCCCCTCC
ARCGGGGAGG

ATAARATGAG
TATTTTACTC

W R E
TGGCGGOAGE
ACCacceTce

Q 8 N
CAGAGCAACG
GTCTCGTTGC

P E L
CCCGAGTTGC
GGGCTCAACG

L A K
TTGGCCAARC
ARCCGGTTTG

G € R
GGCTGCCGGE
CCGACGGLCCC

P G S
CCCGGETCCA

ES 2553421713

FIG. 5K

D W G Q
ACTGGGGACA
TGACCLCCTGT

A G P R
CGGGCCCACG
GCCCEEGTGLC

L A P N
TGGCCCCCAA
ACCGGGGGTT

R L R 8
GCCTCCGTTC
CGGAGGCAAG

b A L L
ACGCCCTGCT
TGCGGGACGA

I P T 1
TACCGACGAT

GGGCCGAGGT ATGGCTGCTA

A N
GCTAACTGAG
CGATTGACTC

GCTCGCTGAT
CGAGCGACTA

CCCGTGCCTT
GGGCACGGAA

GAAATTGCAT
CTTTAACGTA

* (BGh pAn-)

TCGAGAATIC
AGCTCTTARG

CAGCCTCGAC
GTCGGAGCTG

CCTTGACCCT
GGAACTGGGA

CGCATTGTCT
GCGTAACAGA

L 8§ ¢
GCTTICGGGG
CBRAARAGCCTC

P H I
ACCCCATATC
TGGGETATAG

G D L
CGGCGACCTG
GCCGCTGGAC

M H V
CATGCACGTC
GTACGTGCAG

Q L T
GCAACTTACC
CGTTGAATGG

C D L

ATGCGACCTG
TACGCTGGAC

GCTAGAGGGC

CGATCTCCCG

TGTGCCTTCT
ACACGGRAGA

GGAAGGTGCC
CCTTCCACGG

GAGTAGGTGT
CTCATCCACA

77

T AV
ACGGCCGTGC
TECCEGCACG

G D T
GGGGACACST
CCCCTGTGCA

¥ N V
TATAACGTGT
ATATTGCACA

F I L
TTTATCCTGG
ARATAGGACC

8 G M
TCCGGGATGEG
AGGCCCTACC

A R T
GCGCGCACGT
CGCGCGTGCA

CCTATTCTAT

GGATARGATA

AGTITGCCAGC
TCAACGGTCG

ACTCCCACTG
TGAGGGTGAC

CATTCTATTC
GTAAGATAAG

P P Q G
CGCCCCAGGE
GCGGEGTCCC

L F T L
TATTTACCCT
AYAAATGGGA

F A W A
TTGCCTGEEGC
AACGGACCCG

D Y D @
ATTACGACCA
TAATGCTGGT

vV Q T H
TCCAGACCCA
AGGTCTGGGT

F A R E
TTGCCCGGGA
AACGGGCCCT

AGTGTCACCT
TCACAGTGGA

CATCTGTTGT
GTAGACAACA

TCCTTTCCTA
AGGAAAGGAT

TGGGGGGTGG
ACCCCCCACC



6541 GGTGGGGCAG GACAGCAAGS
CCACCCCGTC CTGTCGTICC

6601 AATTGCTCGA GCGGCCGCAA
TTAACGAGCT CGCCGGCGTT

6661 TTGIGTGRAT CGTAACTAAC
AACACACTTA GCATTGATTG

6721 GCARAATAGG CTGTCCCCAG
CGTTTTATCC GACAGGGGTC

ES 2553421713

FIG. 5L
GGGAGGATTG GGAAGACAAT
CCCTCCTAAC CCTTCTGTTA

TAAAATATCT TTATTTTCAT
ATTITATAGA ARTAARAGTA

ATACGCTCTC CATCAARACA
TATGCGAGAG GTAGTTITGT

TGCAAGTGCA GGTGCCAGAA
ACGTTCACGT CCACGGTCTT

AGCAGGCATG
TCGETCCGTAL

TACATCTGTG
ATGTAGACAC

AAACGRAACA
TTTGCTTTGT

CATTTCTCTA
GTARAGAGAT

secuencia de aminoacidos de IL13zetaquina (SEQ ID NO:15).
secuencia de aminoacidos de HyTK{SEQ ID NO:16).

78

CGCAGGGCCe
GCGTCCCGGE

TGTTGGTTTT
ACAACCARRA

ARRCAAACTA
TTTGTTTGAT

(SEQ ID NO:13)
(SEQ ID NO:14)
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FIG. 6
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FIG. 8
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Reconteos

ES 2553421713

FIG, 8

Reconteos

82




ES 2553421713

FIG. 10
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ES 2553421713

FIG. 11
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FIG. 12
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Flujo (fotones/seg)

ES 2553421713

FIG. 13

mControI simulado T

ER R

Dias después de la inyeccion del tumor
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CCTGCTGCTG
TAGCACCGCC
CCCCCTGTGC
CGCCCTGGAA
GCTGTCCGEC
GGACACCAAG
GTTCCGGGAG
CCCAGAGTTC
GATGATCAGC
TGAGGTCCAG
CAGAGAGGAA
GGACTGGCTG
CATCGAARAG
GCCTCCLTICC
CTTCTACCCC
CAAGACCACC
CGTGGACAAG
CCTGCACAAC
GCTGGTGGTG
CATCTTTTGG

CTACCAGCAG
CGACGTCCTG
GAACCCCCAG
CGAGATCGGC
CCTGTCCACC
GTGA (SEQ

TGCGAGCTGC
CTGCGCTACC
ARCGGCAGCA
AGCCTGATCA
TTCTGLCCCC
ATCGAGGTGG
GGCCGGTTCA
CTGGGCGGAC
CGGACCCCTG
TTCAATTGGT
CAGTTCAACA
AACGGCAAAG
ACCATCAGCA
CAGGAAGAGA
AGCGACATCG
CCTCCCGTGC
AGCCGGTGGC
CACTACACCC
GTGGGCGGGGE

ES 2553421713

FIG. 14

CCeAaccecee
TGATCGAGGA
TGETGTGGAG
ACGTGAGCGG
ACAAGGTGTC
CCCAGTTCGT
ACGAGAGCAA
CCAGCGTGTT
AGGTGACCTG
RCGTGGACGGE
GCACCTACCG
AATACAAGTG
AGGCCAAGGH
TGACCAAGAA
CCGTGGAGTG
TGGACAGCGA
RGGRAGGCAA
AGAAGAGCCT
TGCTGGCCTG

CTTTCTGCTG
ACTGGTGAAC
CATCAACCTG
CTGCAGCGCC
CGCCGGACAG
GAAGGACCTG
GTACGGCCCT
CCTGTTCCCC
CGTGGTGGTG
CGTGGAAGTG
GGTGGTGTCT
CARGGTGTCC
CCAGCCTCGL
CCAGGTGTCC
GGAGAGCAAC
CCGCAGCTTC
CGTCTTTAGC
GAGCCTGTCC
CTACAGCCTG

ATGCTGCTGE
ATCCCTGGCC
ATCACCCAGA
ACCGCCGGCA
ATCGAGARAA
TTCRGCAGCC
CTGCTGCACC
cecreeeeee
CCCAAGCCCA
GACGTGAGCC
CACAACGCCA
GTGCTGACCG
AACAAGGGCC
GAGCCCCAGG
CTGACCTGCC
GGCCAGCCTG
TTCCTGTACA
TGCAGCGTGA
CTGGGCAAGA
CTGGTGACAG

TGGTGACCAG
cceTeLcece
RCCAGRARGC
TGTACTGTIGC
CCCAGCGGAT
TGCACGTGCG
TGARAGAAGCT
CTTGLCCTGE
AGGACACCCT
AGGAAGATCC
AGACCAAGCC
TGCTGCACCA
TGCCCAGCAG
TGTACACCCT
TGGTGAAGGG
AGAACARCTA
GCCGGCTGAC
TGCACGAGGC
TGTTCTGGGT
TGGCCTTCAT

GGCCAGAATC
GATARGCGGA
GAAGGCCTGT
ATGRAGGGCG
GCCACCAAGG
ID NO:36)

GAGGGCGGGT
AGCTGTACRA
GAGGCCGGGA
ATAACGAACT
AGCGGAGGCG
ATACCTACGA

GAAGTTCAGC
CGAGCTGAAC

CCCTGAGATG

GCAGARAAGAC
GGCGCARGGGC
CGCCCTGCAC

87

AGAAGCGCCG
CTGGGCAGAA
GGCGGCAAGC
ARGATGGCCG
CACGACGGCC
ATGCAGGCCC

ACGCCCCTGC
GGGAAGAGTA
CTCGGCGGAR
AGGCCTACAG
TGTATCAGGG
TGCCCCCAAG



CCAGCATTCC
GAGGAGCTGG
TGGAGCATCA
TCAGGCTGCA
GTCTCAGCTG
TTTGTAARGG
TCCAAATATG
GTCTTCCTGT
ACGTGCGTEE
GATGGCGTGG
TACCGTGTGG
ARGTGCAAGG
ARAGGGCAGC
AAGRACCAGG
GAGTGGGAGAR
TCCGACGGLT
GGGAATGICT
AGCCTCTCCC
CTGCTTTTCA

ATGCT
TCCTGATCCC
TCARCATCAL
ACCTGACAGC
GTGCCATCGA
GGCAGTTITC
ACCTGCTCTT
GTCCCCCATE
TCCCCCCARA
TGGTGGACGT
AGGTGCATAA
TCAGCGTCCT
TCTCCAACAR
CCCGAGAGCC
TCAGCCTGAC
GCRAATGGGCA
CCTTCTTCCT
TCTCATGCTC
TGTCTCTGGG
TTGGGCTAGG

ES 2553421713

FIG. 15

TCTCCTGATG
AGGCCCTETG
CCAGARCCAG
TGGCATGTAC
GAAGACCCAG
CAGCTTGCAT
ACATTTARAG
CCCACCATGC
ACCCAAGGAC
GAGCCAGGRA
TGCCAAGACA
CACCGTCCTG
AGGCCTCCCE
ACAGGTGTAC
CTGCCTGGIC
GCCGGAGAAC
CTACAGCAGG
CGTGATGCAT
TAARATGGCC
CATCTICTIC

ACAAGCCTTC
CCTCCCTCTA
AAGGCTCCGC
TGTGCAGCSCC
AGGATGCTGA
GTCCGAGACA
AMACTTTTTC
CCAGCACCTG
ACTCTCATGA
GACCCCGAGG
ARGCCGCGEG
CACCAGGACT
TCCTCCATCG
ACCCTGCCCC
ABAGGCTTCT
ARACTACAAGA
CTAACCGTGG
GAGGCTCTGC
CTGATTGTGC

TGCTCTGTGA
CAGCCCICAG
TCTGCAATGE
TGGAATCCCT
GCGGATTCTG
CCAARATCGA
GCGAGGGACG
AGTTCCTGGG
TCTCCCGGAC
TCCAGTTCAA
AGGAGCAGTT
GGCTGAACGG
AGRARACCAT
CATCCCAGGA
ACCCCAGCGA
CCACGCETCC
ACAAGAGCAG
ACAACCACTA
TGGGGGGCGT

GTTACCACAC
GGAGCTCATT
CAGCATGGTA
GATCAACGTG
CCCGCACAAG
GGTGGCCCAG
GTTCAACGAG
GGGACCATCA
CCCTGAGGTC
CYGGTACGTC
CAACAGCACG
CAAGGAGTAC
CTCCARAGCC
GGAGATGACC
CATCGCCGTG
CGTGCTGGAC
GTGGCAGGAG
CACACAGARG
slcislelc clale) o]

CTCCTGTATA
GGCIGTALCT
GTGAAGTTCA
AACGAGCTCA
GACCCTGAGA
CTGCAGAAAG
AGGGGCAAGG
GACGCCCTTC

2 2 k.

A f 1

GCAGGAGCGC
ATCTAGGACG
TGGGGGGAAA
ATARGATGGC
GGCACGATGG
ACATGCAGGC

p b ¥

TATTCARACA ACCATTTATG
GCCGATTTCC AGAAGAAGAR

AGACGCCCCC

ARGAGAGGAG
GCCGAGARGG
GGAGGCCTAC
CCTTTACCAG
CCTGCCCCCT

GCGTACCAGC
TACGATGTTT
AAGAACCCTC
AGTGAGATTG

GGTCTCAGTA

CGCTGA

88

AAACTACTCA
GTUAACTGGG
AGGGCCAGAA
TGGACAAGAG
AGGAAGGCCT
GGATGARAGG
CAGCCACCAA

(8EQ ID NO:37)

RAGAGGAAGAT
AGGTGGCAGA
CCAGCTCTAT
ACGTGGCCGG
GTACARTGAA
CGAGCGCCGG
GGACACCTAC



CACCCAGCAT
ATTGAGGAGC
GTATGGAGCA
GTGTCAGGCT
AAGGTCTCAG
CAGTTTGTAA
GAGTCCAAAT
TCAGTCTTCC
GTCACGTGCG
GTGGATGGCG
ACGTACCGETG
TACAAGTGCA
GCCRAAGGGC
ACCARGARCC
GTGGAGTGGE
GACTCCGACG
GAGGGGAATG
ARGAGCCTCT

aCel I
AGCAGGCTCC
AAGCATTACC
AGGCTGCCCC

AT
TCCTCCTGAT
TGGTCAACAT
TCAACCTGAC
GCAGTGCCAT
CTGGGCRGTT
AGGACCTIGCT
ATGGTCCCCC
TeTTCCCCCL
TGGTGGTGGA
TGGAGGTGCA
TGGTCAGCGT
AGGTCICCAA
AGCCCCGAGA
AGGTCAGCCT
AGAGCAATGG
GCTCCTICTT
TCTTCTCATG
CCCTGICCCT

TGCACAGTGA

AGCCCTATGC

CCGATGCCCA

CCGACGCCCA

CTCCACCCTG GCCAAGATCA GAGTGAAGTT CAGCAGGAGC

ES 2553421713

FIG. 16

GCTTCTCCTG
CCCAGGCCCT
CACCCAGAAC
AGCTGGCATG
CGAGAAGACCT
TTCCAGCTTG
CTTACATTTA
ATGCCCACCA
ARRACCCAAG
CGTGAGCCAG
TAATGCCAAG
CCTCACCGTC
CAAAGGCCTC
GCCACAGGTG
GACCTGCCTG
GCAGCCGGAG
CCTCTACAGC
CTCCGTGATG
AGGTAAA,

wiwA® g

GTGACRAGCC
Grecerecet
CAGAAGGCTC
TACTETECAG
CAGAGGATGC
CATGTCCGAG
AAGARACTTT
TGCCCAGCAC
GACACTCTCA
GAAGRCCCCG
ACAARGCECGC
CTGCACCAGG
CCGTCCTCCA
TACACCCTGC
GTCAAAGGCT
ARCAACTACA
AGGCTAACCG
CATGAGGCTC

n B

TICTGCTCTG
CTACAGCCCT
CGCTCTGCAA
CCCTGGAATC
TGAGCGGATT
ACACCAARAT
TTCGCGAGGG
CTGAGTTCCT
TGATCTCCCG
AGGTCCAGTT
GGGAGGAGCA
ACTGGCTGRA
TCGAGAARAC
CCCCATCCCA
TCTACCCCAG
AGACCACGCC
TGGACARGAG
TGCACAACCA

i

CTACATGAAC ATGACTCCCC GCCGCCCCEG

TGAGTTACCA
CAGGTACCTC
TGGCAGCATG
CCTGATCAAC
CTGCCCGCAS
CGAGGTGGLCL
ACGGTTCAAC
GGGGGGACCA
GACCCCTGAG
CARACTGGTAC
GTTCAACAGC
CGGCAAGGAG
CATCTCCARA
GGAGGAGATG
CGACATCGCC
TCCCGTGCTG
CAGGTGGCAG
CTACACACAG

GAGTAAGAGG
GCCCACCCGC

CCCACCACGC GACTTCGCAG CCTATCGCTC CAGGGACCAG
CAAGCCCCCT GGGUGAGGCA GITTCCGGAC CCCCATCCAA

=g balatal G A Or

(ke ST ey

el Bt A T

89



ATGCTTICTCC
ATCCCAGGCE
ATCACCCAGA
ACAGCTGGCA
ATCGAGAAGA
TTTTCCAGCT
CTCTTACATT
CCATGCCCAC
CCAAAACCCA
GACGTGAGCC
CATARTGCCA
GTCCTCACCG
AACAAAGGCC
GAGCCACAGG
CTGACCTGLC
GGGCAGCCGE
TTCCTCTACA
TGCTCCGTGA
CTAGGTAAAA
CTAGTAACAG

AGAGTGAAGT
TATAACGAGC
CGGGACCCTG
GAACTGCAGA
CGGAGGGGCA
TACGACGCCC

TGGTGACAAG
CTeTGCCTEC
ACCAGAAGGC
TGTACTGTGC
CCCAGAGGAT
TGCATGTCCG
TAAAGAAACT
CAEGCCCAGC
AGGACACTCT
AGGAAGACCC
AGACAAAGCC
TCCTGCACCA
TCCCGTCCTC
TGTACACCCT
TGGTCAAMGG
AGAACAACTA
GCAGGCTAAC
TGCATGAGGC
TGTTTTGGET
TGGCCTTTAT

D S TA

ATATATTCAA ACAACCATIT

GCTECCAATT
TCAGCAGGAG
TCAATCTAGG
AGATGGGGGG
ARGATAAGAT

AGGGGCACGA
TPCACATGCA

ES 2 553

FIG.

CCTTCTGCTC
CTCTACAGCC
TCCGLTCTGE
AGCCCTGGAA
GCTGAGCGGA
AGACACCAAA
TTTTCECGAG
ACCTGAGTTC
CATGATCTCC
CGAGGTCCAG
GCGGGAGGAG
GGACTGGCTG
CATCGAGARA
GCCCCCATCC
CTTCTACCCC
CAAGACCACG
CGTGGACAAG
TCTGCACAAC
GCTGGTGGTG
TATTTTCTGG

o A
Zh] ¥

421 T3

17

TGTGAGTTAC
CTCAGGTACC
AATGGCAGCA
TCCCTGATCA
TTCTGCCCGE
ATCGAGCGTGG
GGACGGTTCA
CTGGGGGGAL
CGGACCCCTE
"TTCAACTCGT
CAGTTCAACA
AACGGCAAGG
ACCATCTCCA
CAGGAGGAGA
AGCGACATCG
CCTCCCGTGC
AGCAGGTGGC
CACTACACAC
GTTGGTGGAG

TCCAGAMNGAA GAAGAAGGAG

CGCAGACGCC
ACGAAGAGAG
AAAGCCGACGA
GGCGGAGGCC
TGGCCTTTAC
GGCCLTGCCC

CCCGCGTACC
GAGTACGATG
AGGAAGAACC
TACAGTGAGA
CAGGGTCTCA
CCTCGCTGR

90

CACACCCAGC
TCATTGAGGA
TGGTATGGAG
ACGTGTCAGG
ACAAGGTCTC
CCCAGTTIGT
ACGAGTCCAA
CATCAGTCTT
AGGTCACGTG
ACGTGGATGG
GCACGTACCG
AGTACAAGTG
AAGCCAAAGG
TGACCAAGAR
CCGTGGAGTG
TGGACTCCGA
AGGAGGGGAA
AGAAGAGCCT
TCCTGGCTTG

GTGGCAAMCE
TACAAACTAC
GATGTGARACT
AGCRGGGCCA
TTTTGGACAR
CTCAGGAAGG
TTGGGATGAR
GTACAGCCAC

(SEQ ID NO:

ATTCCTCCTG
GCTGGTCAAC
CATCAACCTG
CTGCAGTGCC
AGCTGGGCAG
ARAGGACCTG
ATATGGTCCS
CCTGTTCCCC
CGTGGTEETG
CGTGGAGETS
PETGGTCAGE
CAAGGTCTCC
GCAGCCCCGA
CCAGGTCAGC
GGAGAGCAAT
CGGCTCCTTC
TGTCTTCTCA
CTCCCTGTCC
CTATAGCTTG

CGGAGGTGGC
GAACCAGCTC
GAGACGTGGC
CCTGTACAAT
AGGCGAGCGC
CAAGGACACC
39)



TGTGAGTTAC
CTCAGGTACC
AATGGCAGCA
- TCCCTGATCA
TTCTGCCCGC
ATCGAGGTGG
GGACGGTTCA
CTGGGGGGAL
CGGACCCCTG
TTCAACTGGT
CAGTTCAACA
AACGGCAAGG
ACCATCTCCA
CAGGAGGAGA
AGCGACATCG
CCTCCLETGC
AGCAGGTGGC
CACTACACAC
GTTGGTGGAG

CACACCCAGE
TCATTGAGGA
TGGTATGGAG
ACGTGTCAGG
ACARGGTCTC
CCCAGTTTGT
ACGAGTCCAA
CATCAGTCTT
AGGTCACETG
ACGTGGATGG
GCACGTACES
AGTACAAGTG
AAGCCAAAGG
TGACCAAGAA
CCGTGGAGTG
TGGACTCCGA
AGGAGGGGAA
AGAAGAGCCT
TCCTGGCTTG

ES 2553421713

FIG.

AtTCCTCCTG
GCTGGTCAAC
CATCAACCTG
CTGCAGTGCC
AGCTGGGCAG
ABAGGACCTG
ATATGGTCCC
CCTGTTCCCC
CGTGGTGGTG
CGTGGAGGTG
TGTGGTCAGC
CAAGGTCTCC
GCAGCCCCGA
CCAGGTCAGC
GGAGAGCAAT
CGGRTCCTTC
TGTCTTCTCA
CTCCCTGTCC
CTATAGCTTG

18

ATGCTTICTCC
ATCCCAGGCC
ATCACCCAGA
ACAGCTGGCA
ATCGAGAAGA
TTTTCCAGCT
CTCTTACATT
CCATGCCCAC
CCAAAACCCA
GACGTGAGCC
CATAATGCCA
GTCCTCACCG
ARCAAAGGCC
GAGCCACAGG
CTGACCTGCC
GGGCAGCCGG
TTCCTCTACA
TGCTCCGTGA
CTAGGTAAAR
CTAGTAACAG

TGGTGACAAG
CTGTGCCTCC
ACCAGAAGGC
TGTACTGTGC
CCCAGAGGAT
TGCATGTCCG
TAAAGAAACT
CATGCCCAGC
AGGACACTCT
AGGAAGACCC
AGACAAAGCC
TCCTGCACCA
TCCCGTCCTC
TGTACARCCCT
TGGTCAARGG
AGAACAACTA
GCAGGCTAAC
TGCATGAGGC
TGTTTTGGGT

CCTTCTIGCTE
CTCTACAGCC
TCCGCICTGC
AGCCCTGGAA
GCTGAGCGGA
AGACACCAAR
TTTTCGCGAG
ACCTGAGTTC
CATGATCTCC
CGAGGTCCAG
GCGGGAGGAG
GGACTGGCTG
CATCGAGAAA
GCCCCCATCC
CTTCTACCCC
CAACACCACG
CGTGGACAAG
TCTGCACAAC
GCTGETGGTG

TGGCCTTTAT

TATTTTCTGG

GGTGGCGGAG
ATGAGACCAG
GRAGRAAGAAG
CCCGCGTACC
GAGTACGATG
AGGAAGAACC
TACAGTGAGA
CAGGGTCTCA
CCTCGCTGA

GTGGCAAACG
TACARACTAC
GATGTGAACT
AGCAGGGCCA
TTTTGGACAA
CTCAGGARGG
TTGGGATGAA
GTACAGCCAC

(SEQ ID NO:

GGGAGGTGGC
GAACCAGCTC
GAGACGTGGC
CCTGTACAAT
AGGCGAGCGC
CAAGGACACC
40)

GCECAGAARG
TCAAGAZGAM

AAACTCCTGT
GATGGCTGTA
AGRGTGAAGT
TATAACGAGC
CGGGACCCTG
GAACTGCAGA
CGGAGGGGCA
TACGARCGCCC

91

04 SLaB el

GCTGCCGATT
TCAGCAGGAG
TCAATCTAGG
AGATGGGGGG
BAGATAAGAT

AGGGGCACGA
TTCACATGCA

ATATATTCAA

TCCAGAAGAD
CGCAGACGCC
ACGAAGAGAG
AANGCCGAGA
GGCGGAGGCC
TGGCCTTTAC
GGCCCTGLCL
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