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DESCRIPCION
Receptor quimérico de antigenos
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un receptor quimérico de antigenos (CAR) que se une al antigeno canceroso
disialogangliésido (GD2). Los linfocitos T que expresan dicho CAR son utiles en el tratamiento de enfermedades
cancerosas tales como neuroblastoma.

Antecedentes de la invencion

El disialogangliésido (GD2, pubchem: 6450346) es un glucoesfingolipido que contiene acido sidlico expresado
principalmente en la superficie celular. La funcion de este antigeno de carbohidrato no esta completamente
entendida; sin embargo, se cree que desempefia una funcion importante en la adhesion de las células tumorales a
las proteinas de matriz extracelular. GD2 se expresa de forma densa, homogénea y casi universal en
neuroblastoma. En tejidos normales, la expresion de GD2 esta limitada en gran medida a melanocitos de la piel, y
vainas de mielina de las fibras de dolor periféricas. Dentro del SNC, GD2 parece ser un antigeno embrionario, pero
se encuentra expresado vagamente en oligodendrocitos dispersados y dentro de la pituitaria posterior. Esto hace
que GD2 sea muy adecuado para tratamiento antitumoral dirigido.

Se han ensayado ampliamente anticuerpos anti-GD2, como tratamiento en neuroblastoma. Dos clones y sus
derivados estan en uso clinico actual: clon 3F814 y 3F8. Otro clon 14.187 se ha ensayado como una IgG3 de ratén,
después del cambio de isotipo a 1gG2a (14g2a) y finalmente después de quimerizacién con IgG1 humana para
formar ch14.18. Este ultimo anticuerpo ha producido una clara eficacia en un estudio aleatorizado: el US Children's
Oncology Group informo de un estudio en fase Il aleatorio de ch14:18 en nifios con neuroblastoma de alto riesgo
que han conseguido remisién radioldgica después del tratamiento inicial. En estos pacientes, hubo una mejora de un
20 % en EFS en el brazo ch14:18 con un seguimiento medio de 2,1 afios. De forma importante, La neurotoxicidad
muy habitualmente como dolor crénico que induce neuropatia y menos habitualmente una oftalmoplejia es la
toxicidad limitante de dosis principal con estos agentes.

Estos mAb terapéuticos siguen teniendo que refinarse: se ha descrito una inmunocitocina IL-2 derivada de ch14.18.
Es un agente bastante téxico con algun efecto sobre enfermedad residual minima, pero ninguno contra enfermedad
voluminosa. Ch14.18 se ha humanizado completamente y se ha mutado su Fc para inhibir la activacion del
complemento. Esta versién humanizada de Ch14.18 estd en estudio clinico, pero hay uUnicamente datos muy
limitados disponibles. También se ha descrito la humanizacion del anticuerpo 3F8. Aunque los datos clinicos de
seroterapia de GD2 son prometedores, las remisiones completas mantenidas adn estan limitadas y no hay
evidencias de una funcién clinicamente Util para los anticuerpos excepto en un entorno de enfermedad minima.

Por tanto, existe una necesidad de estrategias terapéuticas mejoradas para tratar el neuroblastoma y otros canceres
que expresan GD2.

Receptores quiméricos de antigeno (CAR)

Los receptores quimérico de antigenos son proteinas que, en su formato habitual, injertan la especificidad de un
anticuerpo monoclonal (mAb) con la funcién efectora de un linfocito T. Su forma habitual es la de una proteina de
dominio transmembranario de tipo | con un extremo amino que reconoce antigeno, un espaciador, un dominio
transmembranario, todo ello conectado a un endodominio de compuesto que transmite sefiales de supervivencia y
activacion de linfocitos T (véase la figura 1a).

La forma mas habitual de estas moléculas es fusiones de fragmentos variables de cadena sencilla (scFv) derivados
de anticuerpos monoclonales que reconocen un antigeno diana, fusionados mediante un espaciador y un dominio
transmembranario a un endodominio de sefializacién. Dichas moléculas producen la activacion de los linfocitos T en
respuesta al reconocimiento por el scFv de su diana. Cuando los linfocitos T expresan dicho CAR, reconocen y
eliminan células diana que expresan el antigeno diana. Se han desarrollado varios CAR contra antigenos asociados
a tumor, y las estrategias de transferencia adoptiva usando dichos linfocitos T que expresan CAR estan actualmente
en ensayo clinico para el tratamiento de diversos canceres.

Se han descrito receptores quimérico de antigeno contra GD2 en que el dominio de unién a antigeno se basa en el
scFv 14g2a (documento WO 2013/040371 y Yvon et al., (2009, Clin Cancer Res 15:5852-5860)).

Los linfocitos T humanos que expresan un CAR 14g2a-CD28-OX40- demostraron tener alguna actividad
antitumoral, pero no podian erradicar completamente la enfermedad (Yvon et al., (2009) como anteriormente).

Los autores de la presente invencion buscan generar un CAR dirigido a GD2 alternativo con propiedades mejoradas.
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Descripcion de las figuras

Figura 1 - Disefio del receptor quimérico de antigenos (CAR).

(a) arquitectura generalizada de un CAR: Un dominio de unién reconoce el antigeno; el espaciador eleva el
dominio de unién desde la superficie celular; el dominio transmembranario ancla la proteina a la membrana y
el endodominio transmite sefales. (b) a (d): Diferentes generaciones y permutaciones de endodominios de
CAR: (b) los disefios iniciales transmitian sefiales ITAM en solitario a través de FceR1-y o el endodominio
CD3-Zeta, mientras que los disefios posteriores transmitian una (c) o dos (d) sefales coestimuladores
adicionales en cis.

Figura 2 - Variantes de CAR anti-GD2 construidos (a) CAR anti-GD2 CAR usando anticuerpo de KM666 de raton
como scFv con espaciador de IgG1 humana y endodominio CD28-0OX40-Zeta; (b) CAR anti-GD2 CAR usando
anticuerpo humanizado de Nakamura huKM666 en el mismo formato que (a); (c) mismo formato que (b) excepto
que el dominio Fc estd modificado para eliminar los motivos de reconocimiento del receptor Fc; (d) mismo
formato que (c) excepto que el espaciador es la bisagra de IgG1 - tallo de CD8; (e) igual que (c) excepto que el
espaciador es el tallo de CD8 unicamente; (f) igual que (c) excepto que el espaciador es la bisagra de 1gG1
unicamente.

Figura 3 - Comparacion de CAR basados en muKM666 y huKM666. (a) Expresion en linfocitos T de sangre
periférica de 3 donantes normales; (b) intensidad media de fluorescencia de estos diagramas de facs mostrados
como un histograma; (c) Ensayo de liberacién de cromo usando linfocitos T no transducidos, linfocitos T
transducidos con muKM666 y huKM666, como efectores contra dianas A204 (GD2 negativas), y LAN-1 (GD2
positivas); (d) produccion de IL-2 a partir de la misma exposicion; (e) produccién de interferon-gamma a partir de
la misma exposicion; y (f) proliferacion factorial a partir de la misma exposicion.

Figura 4. (a) Construccion retrovirica que permite coexpresion 1:1 del gen marcador CD34 con CAR; (b) Analisis
de citometria de flujo de la expresion de CAR (marca HA) frente al gen marcador CD34; (c) Ensayo de liberacion
de cromo de linfocitos T no transducidos y linfocitos T transducidos con las 3 diferentes variantes de CAR contra
dianas GD2 positivas (LAN-1) y dianas GD2 negativas (A204); (d) liberacién de interferon gamma; (e) liberacion
de IL-2; y (f) proliferacion de las mismas dianas y efectores.

Figura 5 - Introduccién de mutaciones que alteran la unién a FcR en el espaciador Fc (a) mutaciones
introducidas; (b) Expresion de CAR determinada por tincion anti-Fc: no transducido, wt y mutado; (c) Eliminacion
de dianas GD2 negativas y GD2 positivas con linfocitos T de CAR anti-GD2 no transducidos, con wt Fc y Fc
mutado; (d) Activacion de linfocitos T anti-GD2 no transducidos, con wt Fc y Fc mutado con la linea celular que
expresa FcR THP-1; liberacion de IL-1Beta por la linea celular THP-1 en respuesta a linfocitos T de CAR no
transducidos, con wt Fc y Fc mutado.

Figura 6 - Optimizacion del casete de expresion

(a) optimizaciones del mapa que se introdujeron en el casete: SAR o CHS4; (b) expresion representativa de
CAR con diferentes modificaciones con fase de lectura abierta wt 0 de codones optimizados. La construccion
SAR da un pico estricto de expresion que es lo que se desea. (c) Representacion de diagrama de barras de
estos datos FACS de 3 donantes normales.

Figura 7 - Comparacion de diferentes endodominios

Se compararon tres diferentes receptores quimérico de antigenos. Los receptores que comprendian todos el
scFv huK666, el dominio Fc de IgG1 se mutaron para reducir la unién a FcR y el dominio transmembranario
CD28. ElI CAR "28tmZ" tiene un endodominio CD3 Zeta; "28Z" tiene un endodominio compuesto CD28 -
CD3Zeta; "280XZ" tiene un endodominio compuesto que comprende CD28, OX40 y CD3Zeta, Los linfocitos T de
sangre periférica de donantes normales se transdujeron con estas construcciones con vectores retroviricos de
valoraciones similares. Estas diferentes lineas de linfocitos T se compararon, junto con linfocitos T no
transducidos como controles. Los linfocitos T se expusieron con células A204 (una linea celular de
rabdomiosarcoma que es GD2 negativa) y células LAN-1 (una linea celular de neuroblastoma que es GD2
positiva). La proliferacion y la liberacidon de citocinas muestran que la actividad del receptor es 28tmZ < 287 <
280XZ.

Figura 8 - Coexpresioén con el gen suicida iCasp9

(a) Coexpresion de iCaspQ con CAR anti-GD2 usando la secuencia FMD-2A; (b) expresion de CAR en
linfocitos T NT, linfocitos T transducidos con GD2CAR vy linfocitos T iCasp9-2A-GD2CAR en solitario y
después de tratamiento con CID; (c) Eliminacion de dianas GD2 positivas (LAN-1) y negativas (A204) con
linfocitos T no transducidos, transducidos con GD2CAR vy transducidos con iCasp9-2A-GD2CAR con o sin
tratamiento con CID. Promedio de 5 linfocitos T donadores normales.
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Figura 9 - Coexpresion con el gen suicida RQR8

(a) Se coexpresd CARhuK666Fc con el gen de tipo suicida RQR8 en un vector retrovirico. (b) Los linfocitos T
se transdujeron con este vector retrovirico y se determiné la coexpresion del CAR y RQRS8 por tincion de los
linfocitos T transducidos con un anticuerpo policlonal anti-Fc y el anticuerpo monoclonal QBend10. (c) La
poblaciéon positiva a CAR de estos linfocitos T pudo reducirse en presencia de Rituximab y complemento. (d)
Los linfocitos T reducidos con Rituximab ya no reconocian dianas que expresan GD2.

Figura 10 - (a) Vector bicistronico que expresa sintasa de GM3 y sintasa de GD2. (b) Las células SupT1
transducidas con este vector llegan a ser GD2 positivas (area de grafica vacia no transducido; area de grafica en
gris transducido).

Figura 11 - Curvas de crecimiento de tumores individuales en ratones en las siguientes cohortes: parte superior
izquierda: ratones con tumores CT26 que expresan GD2 que reciben esplenocitos con CAR anti-GD2; parte
superior derecha: tumores CT26 que expresan GD2 que reciben esplenocitos con transduccion simulada; parte
inferior izquierda: tumores CT26 GD2 negativos (wt) con esplenocitos con CAR anti-GD2; parte inferior derecha:
y tumores CT26 que expresan GD2 que no reciben esplenocitos

Figura 12 - Secuencias de aminoacidos

A. CAR anti-GD2 mostrado como (a) en la figura 2 (muKM666-HCH2CH3-CD280XZ - SEQ ID NO 26)

B. CAR anti-GD2 mostrado como (b) en la figura 2 (huKM666-HCH2CH3-CD280XZ - SEQ ID NO 27)

C. CAR anti-GD2 mostrado como (c) en la figura 2 (huKM666-HCH2CH3pvaa-CD280XZ - SEQ ID NO 28)

D. CAR anti-GD2 mostrado como (d) en la figura 2 (huKM666-HSTK-CD280XZ - SEQ ID NO 29)

E. CAR anti-GD2 mostrado como (e) en la figura 2 (huKM666-STK-CD28XOXZ - SEQ ID NO 30)

F. CAR anti-GD2 mostrado como (f) en la figura 2 (huKM666-HNG-CD280XZ - SEQ ID NO 31)

G. CAR anti-GD2 CAR mostrado como (c) en la figura 2, pero con endodominio de 1.2 generacién (huKM666-
HCH2CH3pvaa-CD28tmZ - SEQ ID NO 32)

H. CAR anti-GD2 mostrado como (c) en la figura 2, pero con endodominio de 2.2 generacién (huMK666-
HCH2CH3pvaa-CD28Z - SEQ ID NO 33)

I. CAR anti-GD2 coexpresado con el gen suicida iCasp9 - SEQ ID NO 34

J. CAR anti-GD2 coexpresado con el gen suicida RQR8 - SEQ ID NO 35

Figura 13 - Estructura de GD2

Figura 14 - Comparacion de los CAR huK666 y 14g2a. (a) mapas de construcciones ensayadas: Se ensayaron
dos construcciones en linfocitos T primarios. Ambos son vectores retroviricos que codifican RQR8 y un GD2 CAR
de 2.2 generacion coexpresado con una secuencia de tipo FMD-2A. La Unica diferencia entre las construcciones
es que en una, el scFv es huK666 y en la otra es 14g2a. Los linfocitos T transducidos por estas construcciones
se expusieron 1:1 con A204 (una linea celular de rabdomiosarcoma GD2 negativa) y LAN-1 (una linea celular
GD2 positiva). (b) A las 24 horas, se midid el interferon-gamma del sobrenadante. Los linfocitos T con CAR
huK666 producen mas IF-G. (c) Después de una semana se cuentan los linfocitos T, huK666 muestra mas
proliferacion.

Figura 15 - Analisis de citometria de flujo del cocultivo entre CAR de 2.2 generacién basados en huK666 o 14g2a
y la linea celular de neuroblastoma LAN1. (a) Configuracién del experimento. Después de una semana de
cocultivo, las células se recogieron y se analizaron por citometria de flujo. La expresién de CD45 permitid la
discriminacion de células linfoides y células no linfoides siendo las células CD45- células LAN-1. La tincién
adicional con CD3/QBEND/10 permitié el recuento de los linfocitos T con CAR. (b) linfocitos T en solitario; (c)
linfocitos T NT y células LAN-1; (d) linfocitos T con CAR huK666-28-Z y células LAN-1; (e) linfocitos T con CAR
14g2a-28-Z y células LAN-1. Se observa un residuo de células LAN-1 en el cocultivo de linfocitos T con CAR
14g2a.

Sumario de aspectos de la invencién

Los autores de la presente invencién han construido un nuevo receptor quimérico de antigenos (CAR) dirigido a GD2
que comprende un dominio de unién a GD2 basado en el anticuerpo K666.

El anticuerpo anti-GD2 14g2a puede observarse como tratamiento de referencia, porque se usa como anticuerpo
terapéutico y es el Unico scFv ensayado hasta la fecha en un estudio de CAR (PMID: 18978797). Los autores de la
presente invencion compararon CAR basado en 14g2a y huK666 en un formato de segunda generacion ya que este
es el formato de CAR mas ampliamente usado en estudios clinicos. Se descubrié que los linfocitos T con CAR
huK666 liberan mas IFN-y, proliferan mejor y eliminan mas completamente que los equivalentes 14g2a.

Por tanto, En un primer aspecto, la presente invencién proporciona un receptor quimérico de antigenos (CAR) que
comprende un dominio de union a disialoganglidsido (GD2), que comprende

4
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a) una region variable de cadena pesada (VH) que comprende un dominio VH que tiene la secuencia mostrada
como la SEQIDNO 10y

b) una region variable de cadena ligera (VL) que comprende un dominio VL que tiene la secuencia mostrada
como la SEQ ID NO 12.

El dominio de unién a GD2 puede comprender la secuencia mostrada como la SEQ ID NO 8.
El dominio de uniéon a GD2 y el dominio transmembranario pueden conectarse por un espaciador.

El espaciador puede comprender uno de los siguientes: un dominio Fc de IgG1 humana; una bisagra de IgG1; una
bisagra de IgG1-tallo de CD8; o un tallo de CD8.

El espaciador puede comprender una bisagra de IgG1-tallo de CD8 o un tallo de CD8.
El espaciador puede comprender un dominio Fc de IgG1 o una variante del mismo.

El espaciador puede comprender un dominio Fc de IgG1 que comprende la secuencia mostrada como la SEQ ID NO
23 0 SEQ ID NO 24 o una variante de las mismas que tenga al menos un 80 % de identidad de secuencia.

El CAR puede comprender o asociarse con un dominio de sefializacion de linfocitos T intracelular. EI dominio de
sefalizacion de linfocitos T intracelular puede comprender uno o mas de los siguientes endodominios: endodominio
de CD28; endodominio de OX40 y CD3-Zeta.

El dominio de sefalizacion de linfocitos T intracelular puede comprender todos los siguientes endodominios:
endodominio de CD28; endodominio de OX40 y CD3-Zeta.

El CAR, que comprende un dominio VH y VL que tiene las secuencias mostradas como SEQ ID NO 10 y 12, puede
comprender la secuencia mostrada como cualquiera de las SEQ ID NO 27 a 35 o una variante de las mismas que
tiene al menos un 80 % de identidad de secuencia pero retiene la capacidad de i) unirse a GD2 vy ii) inducir la
sefalizacion de linfocitos T.

En un segundo aspecto, la presente invencién proporciona una secuencia de acido nucleico que codifica un CAR de
acuerdo con el primer aspecto de la invencion.

La secuencia de acido nucleico puede tener los codones optimizados.

La secuencia de acido nucleico, que codifica un CAR de acuerdo con el primer aspecto de la invencién, puede
comprender la secuencia mostrada como SEQ ID NO 25 o una variante de la misma que tiene al menos un 90 % de
identidad de secuencia.

El acido nucleico también puede codificar un gen suicida.

En un tercer aspecto, la presente invencion proporciona un vector que comprende una secuencia de acido nucleico
de acuerdo con el segundo aspecto de la invencion.

En un cuarto aspecto, la presente invenciéon proporciona una célula que expresa un CAR de acuerdo con el primer
aspecto de la invencion. La célula puede ser una célula inmunitaria citolitica, tal como un linfocito T o linfocito
citolitico natural (NK).

La célula puede coexpresar un CAR de acuerdo con el primer aspecto de la invencién y un gen suicida.

El gen suicida puede ser, por ejemplo, iCasp9 o RQRS.

En un quinto aspecto, la presente invencion proporciona un método para generar una célula de acuerdo con el
cuarto aspecto de la invencion, que comprende la etapa de introducir un acido nucleico de acuerdo con el segundo
aspecto de la invencion ex vivo en una célula.

En un sexto aspecto, la presente invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende un vector de
acuerdo con el tercer aspecto de la invencion o una célula de acuerdo con el cuarto aspecto de la invencion, junto
con un vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable.

En un séptimo aspecto, la presente invencion proporciona un método para tratar el cancer, que comprende la etapa
de administrar un vector de acuerdo con el tercer aspecto de la invencion o una célula de acuerdo con el cuarto

aspecto de la invencion a un sujeto.

El cancer puede ser neuroblastoma.
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En un octavo aspecto, la presente invencion proporciona un vector de acuerdo con el tercer aspecto de la invencion
0 una célula de acuerdo con el cuarto aspecto de la invencién para su uso en el tratamiento de un cancer.

Descripcion detallada
RECEPTORES QUIMERICOS DE ANTIGENOS (CAR)

Los receptores quiméricos de antigenos (CAR), también conocidos como receptores quiméricos de linfocitos T,
receptores artificiales de linfocitos T e inmunorreceptores quiméricos, son receptores genomanipulados, que injertan
una especificidad arbitraria en una célula efectora inmunitaria. En un CAR clasico, la especificidad de un anticuerpo
monoclonal se injerta en un linfocitos T. Los acidos nucleicos que codifican CAR pueden transferirse a linfocitos T
usando, por ejemplo, vectores retroviricos. De esta manera, puede generarse una gran cantidad de linfocitos T
especificos de cancer para transferencia celular adoptiva. Los estudios clinicos en fase | de esta estrategia muestran
eficacia.

El dominio de unién a antigeno diana de un CAR se fusiona habitualmente mediante un espaciador y dominio
transmembranario a un endodominio de sefializacion. Cuando el CAR se une al antigeno diana, esto provoca la
transmision de una sefial de activacion al linfocito T sobre el que se expresa.

El CAR de la presente invencién comprende un dominio de unién a GD2 que estd basado en el anticuerpo
monoclonal KM666 (Nakamura et al., (2001) Cancer Immunol. Immunother. 50:275-284).

ElI CAR de la presente invencion comprende un dominio de unién a GD2 que comprende

a) una region variable de cadena pesada (VH) que comprende un dominio VH que tiene la secuencia mostrada
como la SEQ ID NO 10
b) una region variable de cadena ligera (VL) que comprende un dominio VL que tiene la secuencia mostrada
como la SEQ ID NO 12.

El CAR descrito en este documento comprende un dominio de unién a GD2 que comprende

a) una region variable de cadena pesada (VH) que tiene regiones determinantes de complementariedad (CDR)
con las siguientes secuencias:

CDR1 - SYNIH (SEQ ID NO 1);
CDR2 - VIWAGGSTNYNSALMS (SEQ ID NO 2)
CDR3 - RSDDYSWFAY (SEQ ID NO 3); y

b) una region variable de cadena ligera (VL) que tiene CDR con las siguientes secuencias:

CDR1 - RASSSVSSSYLH (SEQ ID NO 4);

CDR2 - STSNLAS (SEQ ID NO 5)

CDR3 - QQYSGYPIT (SEQ ID NO 6). No es parte de la invencion, aunque de acuerdo con la divulgacion
puede ser posible introducir una o mas mutaciones (sustituciones, adiciones o eliminaciones) en cada CDR
sin afectar de forma negativa a la actividad de unién a GD2. Cada CDR puede tener, por ejemplo, una, dos o
tres mutaciones de aminoacido.

La secuencia de KM666 murina tiene la secuencia de aminoacidos mostrada como la SEQ ID NO 7. SEQ ID NO 7
(secuencia de KM666 murina)

QVQLKESGPVLVAPSQTLSITCTVSGFSLASYNIHWVRQPPGKGLEWLGVIWAGGS
TNYNSALMSRLSISKDNSKSQVFLQMNSLQTDDTAMYYCAKRSDDYSWFAYWGQG
TLVTVSASGGGGSGGGGSGGGGSENVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCRASSSVSSS
YLHWYQQKSGASPKVWIYSTSNLASGVPGRFSGSGSGTSYSLTISSVEAEDAATYY
CQQYSGYPITFGAGTKVEVKR

Esta secuencia comprende las siguientes secuencias VH y VL:

SEQ ID NO 9 (secuencia de VH de KM666)
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QVQLKESGPVLVAPSQTLSITCTVSGFSLASYNIHWVRQPPGKGLEWLGVIWAGGS
TNYNSALMSRLSISKDNSKSQVFLQMNSLQTDDTAMYYCAKRSDDYSWFAYWGQG
TLVTVSA

SEQ ID NO 11 (secuencia de VL de KM666)

ENVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCRASSSVSSSYLHWYQQKSGASPKVWIYSTSNLA
SGVPGRFSGSGSGTSYSLTISSVEAEDAATYYCQQYSGYPITFGAGTKVEVK

ElI CAR de la presente invencion puede comprender la siguiente secuencia de aminoacidos:

SEQ ID NO 8 (secuencia de KM666 humanizada)

QVQLQESGPGLVKPSQTLSITCTVSGFSLASYNIHWVRQPPGKGLEWLGVIWAGGS
TNYNSALMSRLTISKDNSKNQVFLKMSSLTAADTAVYYCAKRSDDYSWFAYWGQG
TLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSENQMTQSPSSLSASVGDRVTMTCRASSSVSSS
YLHWYQQKSGKAPKVWIYSTSNLASGVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLQPEDFATYY
CQQYSGYPITFGQGTKVEIKR

El CAR de la presente invencion comprende la siguiente secuencia de VH:

SEQ ID NO 10 (secuencia de VH de KM666 humanizada)

QVQLQESGPGLVKPSQTLSITCTVSGFSLASYNIHWVRQPPGKGLEWLGVIWAGGS
TNYNSALMSRLTISKDNSKNQVFLKMSSLTAADTAVYYCAKRSDDYSWFAYWGQG
TLVTVSS

ElI CAR de la presente invencion comprende la siguiente secuencia de VL:

SEQ ID NO 12 (secuencia de VH de KM666 humanizada)

ENQMTQSPSSLSASVGDRVTMTCRASSSVSSSYLHWYQQKSGKAPKVWIYSTSNL
ASGVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLQPEDFATYYCQQYSGYPITFGQGTKVEIK

El porcentaje de identidad entre dos secuencias polipeptidicas puede determinarse facilmente por programas tales
como BLAST que esta libremente disponible en http://blast.ncbi.nlm.nih.gov.

DOMINIO TRANSMEMBRANARIO

El CAR de la invencion también puede comprender un dominio transmembranario que abarca la membrana. Puede
comprender una hélice alfa hidréfoba. EI dominio transmembranario puede obtenerse de CD28, que da una buena
estabilidad de receptor.

El dominio transmembranario puede comprender la secuencia mostrada como la SEQ ID NO 13.

SEQID NO 13
FWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFIIFWV
DOMINIO DE SENALIZACION DE LINFOCITOS T INTRACELULARES (ENDODOMINIO)

El endodominio es la parte de transmisién de sefiales del CAR. Después del reconocimiento de antigeno, los
receptores se agrupan y se transmite una sefial a la célula. El componente de endodominio mas habitualmente
usado es el de CD3-zeta que contiene 3 ITAM. Este transmite una sefial de activacién a linfocito T después de que
se una el antigeno. CD3-zeta puede no proporcionar una sefial de activacion completamente competente y puede
necesitarse una sefializacién coestimuladora adicional. Por ejemplo, puede usarse CD28 quimérica y OX40 con
CD3-Zeta para transmitir una sefial proliferativa/de supervivencia, o pueden usarse los tras conjuntamente.

El endodominio del CAR de la presente invencion puede comprender el endodominio de CD28 y el endodominio de
0OX40 y CD3-Zeta.
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El dominio transmembranario y de sefializacién de linfocitos T intracelular (endodominio) del CAR de la presente
invencion pueden comprender la secuencia mostrada como las SEQ ID NO 14, 15, 16, 17 o 18 o una variante de las
mismas que tengan al menos un 80 % de identidad de secuencia.

SEQ ID NO 14 (endodominio de CD28)
RSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAY

SEQ ID NO 15 (endodominio de CD40)
RSRDQRLPPDAHKPPGGGSFRTPIQEEQADAHSTLAKI

SEQ ID NO 16 (endodominio de CD3 zeta)

RSRVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRK
NPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQ
ALPPR

SEQ ID NO 17 (CD282)

RSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRSRVKFSRSADAPAYQ
QGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMA
EAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

SEQ ID NO 18 (CD280XZ)

RSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRSRDQRLPPDAHKPPG
GGSFRTPIQEEQADAHSTLAKIRVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGRREEYDV
LDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDG
LYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

Una secuencia variante puede tener al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 % o 99 % de identidad de secuencia
con la SEQ ID NO 13, 14, 15, 16, 17 o 18, con la condicién de que la secuencia proporcione un dominio
transmembranario/dominio de sefializacion de linfocitos T intracelular eficaz.

PEPTIDO SENAL

El CAR de la presente invencién puede comprender un péptido sefial de modo que, cuando el CAR se exprese
dentro de una célula, tal como un linfocito T, la proteina naciente se dirija al reticulo endoplasmatico y
posteriormente a la superficie celular, donde se expresa.

El nucleo del péptido sefal puede comprender un largo tramo de aminoacidos hidréfobos que tiene tendencia a
formar una unica hélice alfa. El péptido sefial puede empezar con un corto tramo cargado positivamente de
aminoacidos, que ayuda a garantizar la topologia apropiada del polipéptido durante el traslado. Al final del péptido
sefial tipicamente hay un tramo de aminoacidos que se reconoce y escinde por peptidasa sefial. La peptidasa sefial
puede escindir durante o después de completarse el traslado para generar un péptido sefial libre y una proteina
madura. Los péptidos sefial libres entonces se digieren por proteasas especificas.

El péptido sefial puede estar en el extremo amino de la molécula.
El CAR de la invenciéon puede tener la formula general:

Péptido sefal - dominio de uniéon a GD2 - dominio espaciador - dominio transmembranario - dominio de
sefalizacion de linfocitos T intracelular.

El péptido sefial puede comprender la SEQ ID NO 19 o una variante de la misma que tiene 5, 4, 3, 2 o 1 mutaciones
de aminoacido (inserciones, sustituciones o adiciones) con la condicién de que el péptido sefial aun funcione
causando la expresién del CAR en la superficie celular.

SEQ ID NO 19: METDTLLLWVLLLWVPGSTG
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El péptido sefial de la SEQ ID NO 19 es compacto y altamente eficaz. Se predice que dara aproximadamente un
95 % de escision después de la glicina terminal, dando una eliminacion eficaz por la peptidasa sefal.

ESPACIADOR

El CAR de la presente invencién puede comprender una secuencia espaciadora para conectar el dominio de unién a
GD2 con el dominio transmembranario y conectar espacialmente el dominio de unién a GD2 desde el endodominio.
Un espaciador flexible permite que el dominio de unidon a GD2 se oriente en diferente direcciones para posibilitar la
union de GD2.

10
La secuencia espaciadora puede comprender, por ejemplo, una regién Fc de IgG1, una bisagra de IgG1 o un tallo de
CD8, o una combinacién de los mismos. El espaciador puede comprender, de forma alternativa, una secuencia
alternativa que tiene longitud y/o propiedades espaciadoras de dominios similares como una regién Fc de IgG1, una
bisagra de IgG1 o un tallo de CD8.

15
Un espaciador de IgG1 humana puede alterarse para eliminar los motivos de unién a Fc.

Los ejemplos de secuencias de aminoacidos para estos espaciadores se dan a continuacion:

20 SEQ ID NO 20 (bisagra CH2CH3 de IgG1 humana)

AEPKSPDKTHTCPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMIARTPEVTCVVVDVSHEDPE
VKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKA
LPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQK
SLSLSPGKKD

SEQ ID NO 21 (tallo de CD8 humana):
25 TTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDI

SEQ ID NO 22 (bisagra de IgG1 humana):
AEPKSPDKTHTCPPCPKDPK

30 SEQ ID NO 23 (bisagra-Fc de IgG1)

AEPKSPDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDP
EVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNK
ALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQK
SLSLSPGKKDPK

SEQ ID NO 24 (bisagra - Fc de IgG1 modificada para eliminar los motivos de reconocimiento del receptor de Fc)
35

AEPKSPDKTHTCPPCPAPPVA*GPSVFLFPPKPKDTLMIARTPEVTCVVVDVSHEDP

EVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNK
ALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQK
SLSLSPGKKDPK

Los restos modificados estan subrayados; * indica una eliminacion.

40 GD2
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GD2 es un disialogangliésido expresado en tumores de origen neuroectodérmico, incluyendo neuroblastoma vy
melanoma humano, con expresion altamente restringida en tejido normales, principalmente al cerebelo y los nervios
periféricos en seres humanos.

La expresion relativamente especifica de tumor de GD2 hace que sea una diana adecuada para inmunoterapia.

SECUENCIA DE ACIDO NUCLEICO

El segundo aspecto de la invencion se refiere a una secuencia de acido nucleico que codifica un CAR del primer
aspecto de la invencion.

La secuencia de acido nucleico puede ser capaz de codificar un CAR que tiene la secuencia de aminoacidos
mostrada como cualquiera de las SEQ ID NO 27-35. La secuencia de acido nucleico puede ser o comprende la

15

20

siguiente secuencia:

SEQ ID NO 25 secuencia de ADN de casete retrovirico que comprende CAR anti-GD2 coexpresado con el gen

suicida RQR8 con una fase de codones optimizados y una regién SAR para potenciar la expresion

1 tgaaagaccc cacctgtagg tttggcaagc tagcttaagt aacgeccattt tgcaaggcat ggaaaaatac
71 ataactgaga atagaaaagt tcagatcaag gtcaggaaca gatggaacag ctgaatatgg gccaaacagg
141 atatctgtgg taagcagtte ctgcceccgge tcagggccaa gaacagatgg aacagctgaa tatgggccaa
211 acaggatatec tgtggtaage agttcetgec ceggctcagg gcocaagaaca gatggtccece agatgeggte
281 cagcecctcag cagtttctag agaaccatca gatgtttcca gggtgocccca aggacctgaa atgaccctgt
351 geccttatttg aactaaccaa tcagtteget tetegettet gttegegege ttatgcteece cgagetcaat
421 aaaagagccc acaaccccte actcggggeg ccagtcectec gattgactga gtegeccggg taccegtgta
491 tccaataaac cctcttgcag ttgcatcega cttgtggtet cgetgttect tgggagggte tectetgagt
561 gattgactac ccgtcagcegg gggtcotttca tttggggget cgteccgggat cgggagacce ctgeccaggg
631 accaccgacc caccaccggg aggtaagetg gccagcaact tatctgtgte tgtcegattg tctagtgtet
701 atgactgatt ttatgcgcct geogteggtac tagttageta actagetctg tatctggegg accegtggtg

10
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gaactgacga gttcggaaca

PshAI

tggceccgace tgagtcctaa

tgtggttctg gtaggagacg

gaccgaagcc gcgcocgegeg

tgtatttgtc tgaaaatatg

gaaagatgtc gagcggatcg

tctgcagaat ggccaacctt

aggttaagat caaggtettt

ggaagccttg gecttttgace

cctecatecg cccegtetet

ccctcactec ttctctagge

aaacttccct gaccctgaca

tacttagtcc agcacgaagt

tacctcaccc ttaccgagtc

ctggaaagga ccttacacag

atacacgccg cccacgtgaa

cagcctgetg tgctggatgg

tctgggccec actggccgge
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cceggeegea accctgggag

aatcccgate gtttaggact

agaacctaaa acagttcceg

tcttgtetge tgcagcatcg

SrfI1

ggcceggget

agcctgttac

ctcacaacca

gtcggtagat
taacgtcgga tggeccgcgag
tcacctggee cgcatggaca
ceeccteeoctg ggtcaagecc

ccecccttgaa cctectegtt

acgtcccagg gacttegggg

ctttggtgca ccccecttag

cctcegtetg aatttttget

ttctgtgttg tctetgtetg

cactcectta agtttgacct

gtcaagaaga gacgttgggt

acggcacctt taaccgagac

cccagaccag gtggggtaca
tttgtacacec ctaagcctce

cgaccccgee tcgatectee

BglIT

gcccccatat ggccatatga

tgacaagagt tactaacagc

ctggagacct ctggcggcag
ggcgacacag tgtgggtccg

tcctgectgac cacccccacce

ggctgccgac cccgggggtg

ccctgtgect gctgggegeoe

gatcttatat ggggcacccc

ccctctctec aagctcactt
cctaccaaga acaactggac
ccgacaccag actaagaacc

gccctcaaag tagacggcat

gaccatcctc tagactgcca

gaccacgccg atgcctgccc

gcegtttttg

aggagggata

tteggtttgg

actgtgttte

taggtcactg
taccttetge
ctcatcacce
tcgtgacctg
gcctectett

ctttatccag

cgocccttgt

acaggctcte

cgaccggtgg

tagaacctcg

cgcagcttgg

acatgggcac
>>, orf.>
>>RORB.>

ctacagcaac

.............. (3 g S T A P g i et P G e e L s

.............. O N R R e e e e W e e e e e

.............. O S i s it e v e a R eI T e e S e e M e o P

acctgtggcg tgctgetget

1"

gagcctggtg atcaccctgt

actgcaacca
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R R I PR L T T TP TP I PN >
e e R e e B e e e e e B Rl e e e RO i ot 5 s TR a0 A s G i >
ccgcaaccge aggcgogtgt gcaagtgecc caggcccgtg gtgagagcecg agggcagagg cageoctgetg
Swin Y i i~ sy e <o ”
L T EMD~2K. ¢ vs 500w >
Necol

acctgcggceg acgtggagga gaacccagge cccatggaga ccgacaccct getgoetgtgg gtgctgetge
S melaa LS ’
o T T PR CAR...cocosennnncnna >

tgtgggtgec aggcagcacc ggcocaggtge agetgcagga gtctggocca ggcoctggtga agoccageca
s e I e A i
gaccctgage atcacctgea ccgtgagcegg cttcagectg gcecagcetaca acatccactg ggtgcggcag
S il o L e~ e i e e il
cccccaggcoa agggoctgga gtggctggge gtgatctggg ctggcggcag caccaactac aacagogocc
ok s i i i e e e
tgatgagccg gctgaccatc agcaaggaca acagcaagaa ccaggtgttc ctgaagatga gcagcctgac
T e s T S e Bt e S o L e
agccgecgac accgecgtgt actactgege caagcggage gacgactaca gotggttege ctactgggge
S L o g N L
cagggcacce tggtgaccgt gagctctgge ggaggeggcet ctggeggagg cggctetgge ggaggeggea
e e i R L g S s
gcgagaacca gatgacccag agccccagea gecttgagcege cagegtgggce gaccgggtga ccatgacctg
e A e e
cagagccagc agcagcgtga gcagcagcta cctgcactgg taccagcaga agagcggcaa ggcocccaaag
R
gtgtggatct acagcaccag caacctggcc agcggcegtge ccagecggtt cageggcage ggcageggea
Bl i e G e e L
ccgactacac cctgaccatc agcagoctgc agocccgagga cttogoccacce tactactgec agcagtacag
e R R

BamHI
cggctaccce atcaccttceg gccagggceac caaggtggag atcaageggt cggacc;cgc cgagcccaaa
e e
Fsel

tctecctgaca aaactcacac atgcccaccg tgcccagcac ctcccgt;;;-:;;;;cqtca gtcttectet
g L g L L R
tccccccaaa acccaaggac accctcatga tegeccggac ccctgaggtce acatgegtgg tggtggacgt
gl oL A e
gagccacgaa gaccctgagg tcaagttcaa ctggtacgtg gacggegtgg aggtgcataa tgccaagaca
o A WAL= B M G AP i

12
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SacII
aag;;;;;;g aggagcagta caacagcacg taccgtgtgg tcagcgtecct caccgtcctg caccaggact
S L W S o g
ggctgaatgg caaggagtac aagtgcaagg tctccaacaa agccctccca goccccatcg agaaaaccat
i s e i e e ik
ctccaaagcc aaagggcagce cccgagaacc acaggtgtac accctgcccc catcccggga tgagctgacce
Sl s e SO Ul
aagaaccagg tcagecctgac ctgcocctggtc aaaggcettct atcccagecga catcgeccogtg gagtgggaga
e
gcaatgggca accggagaac aactacaaga ccacgcctcc cgtgctggac tccgacggcet ccttottect
N el e e e
Ppul0I
‘ez
e
ctacagcaag ctcaccgtgg acaagagcag gtggcagcag gggaacgtct tctcatgcte cgtg;;;;;;
L g i gL gk
Van91I
gaggccctge acaatcacta tacccagaaa tctctgagtc tgagcccagg caagaaggac cccaag;;;;-_
A e e SRR e e (oL e
gggtcctggt ggtggtggga ggcgtgetgg cctgttactce tctcctggtg accgtggect tcatcatctt
o o e L e e
ctgggtgcge tccaagagga gcaggctcct gcacagtgac tacatgaaca tgactccccg ccgecccggg
ot e e e Sl e e e
cccaccegca agcattacca gocctatgec ccaccacgeg acttcgcage ctategcetcc cgggtgaagt
S S S A W o M o W A Yo Yl
tctctegete tgccgatgec ccagcoctatc agcagggoca gaatcagcetg tacaatgaac tgaacctggg
e M A 5
caggcegggag gagtacgacg tgctggataa gocggagagge agagaccccg agatgggcogg caaaccacgg
g i A
cgcaaaaatc cccaggaggg actctataac gagctgcaga aggacaaaat ggccgaggec tattccgaga
o il WS N
tcggcatgaa gggagagaga agacgcggaa agggccacga cggcctgtat cagggattgt ccaccgctac
e R e e e
Mlul ClaI
aaaagataca tatgatgccc tgcacatgca ggccctgeca cccagatg;;-;;;;;:;;;; actgttctca
D 1 ) T 0 A 1 OBE s on v mio i a b wEbre b e ieke s e >>
Piiierin i sss i CAR, ¢ivvvivnsvsnsssnsnnnsss >>
>>..8AR. .>
tcacatcata tcaaggttat ataccatcaa tattgccaca gatgttactt agccttttaa tatttctcta
T o W R 8 R R R, BAR. .. cotrnnrsasnsssnssnsssnssssssnnans >

13
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4551 atttagtgta tatgcaatga tagttctctg atttctgaga ttgagtttct catgtgtaat gattatttag
T = - - >
4621 agtttctectt tcatctgttc aaatttttgt ctagttttat tttttactga tttgtaagac ttetttttat
T T T = - - >
4691 aatctgcata ttacaattct ctttactggg gtgttgcaaa tattttetgt cattctatgg cctgactttt
T R BAR. ..vvvvrvasssasasssansnnsnnsnnnnnnnn >
4761 cttaatggtt ttttaatttt aaaaataagt cttaatattc atgcaatcta attaacaatc ttttetttgt
T I T T T = - >
Sphl
4831 ggttaggact ttgagtcata agaaattttt ctctacactg aagtcatgat ggcatgcttc tatattattt
P i s s s s sttt BAR. ..ovvvsssnsssssssssnsnsssnsnsnsnsns >
4901 tctaaaagat ttaaagtttt gccttctcca tttagactta taattcactg gaattttttt gtgtgtatgg
T T T = - - >
4971 tatgacatat gggttccctt ttatttttta catataaata tatttccctg tttttctaaa aaagaaaaag
T I T T T = - >
5041 atcatcattt tcccattgta aaatgccata tttttttcat aggtcactta catatatcaa tgggtctgtt
P s as s s s as s as s At s a s BAR. .:ovssusssnsssssnsssnsvassnsnnssnsns >
5111 tctgagctct actctatttt atcagcctca ctgtctatcc ccacacatct catgetttge tctaaatett
L T T T R = - >
5181 gatatttagt ggaacattct ttcccatttt gttctacaag aatatttttg ttattgtett tgggetttet
Y L S S O >
5251 atatacattt tgaaatgagg ttgacaagtt cggattagtc caatttgtta aagacaggat atcagtggte
P s SAR. ....ovvvnnnnn >>
5321 caggctctag ttttgactca acaatatcac cagctgaagc ctatagagta cgagccatag ataaaataaa
5391 agattttatt tagtctccag aaaaaggggg gaatgaaaga ccccacctgt aggtttggea agctagetta
g I LTR. ..t v cv v v nannnns >
5461 agtaacgcca ttttgcaagg catggaaaaa tacataactg agaatagaga agttcagatc aaggtcagga
T T T T o - >
5531 acagatggaa cagctgaata tgggccaaac aggatatctg tggtaagecag ttectgecce ggetcaggge
S LTR..vessssnsssnsssssnsnsssnsnsnsnnnnns >
5601 caagaacaga tggaacagct gaatatgggc caaacaggat atctgtggta agcagttcct geccccggete
L R R R R R R T - >
5671 agggccaaga acagatggtc cccagatgcg gtccagccct cagcagtttc tagagaacca tcagatgttt
T T 1 - >
5741 ccagggtgce ccaaggacct gaaatgacce tgtgecttat ttgaactaac caatcagtte getteteget
s s s st sttt r st aaE st E e 1 o >
5811 tctgttcgcg cgcttctget ccccgagectc aataaaagag cccacaaccce ctcactcggg gegccagtec
L R R R R R R R T - >
5881 tcecgattgac tgagtcgece gggtaccegt gtatccaata aaccctettg cagttgeate cgacttgtgg
e L >
5951 tectegetgtt ccttgggagg gtctecctctg agtgattgac tacccgtcag cgggggtett teac
T o 2 T >>

La secuencia de acido nucleico puede codificar la misma secuencia de aminoacidos que la codificada por la SEQ ID
NO 25, pero puede tener una secuencia de acido nucleico diferente, debido a la degeneracion del cédigo genético.
La secuencia de acido nucleico puede tener al menos un 80, 85, 90, 95, 98 o0 99 % de identidad con la secuencia
mostrada como la SEQ ID NO 25, con la condicion de que codifique un CAR como se define en el primer aspecto de
la invencion.
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GENES SUICIDAS

Como los linfocitos T se injertan y son auténomos, se desea un medio de eliminacion selectiva de linfocitos T con
CAR en destinatarios de linfocitos T con CAR anti-GD2. Los genes suicidas son mecanismos genéticamente
codificables que provocan la destruccion selectiva de linfocitos T infundidos haciendo frente a la toxicidad
inaceptable. La experiencia clinica inicial con genes suicidas con la timidina cinasa del virus del herpes (VHS-TK)
que hace que los linfocitos T sean susceptibles a Ganciclovir. La VHS-TK es un gen suicida altamente eficaz. Sin
embargo, las respuestas inmunitarias preformadas pueden restringir su uso a entornos clinicos de inmunosupresion
considerable tal como trasplante de células madre haploidénticas. La caspasa 9 inducible (iCasp9) es un gen suicida
construido por remplazo del dominio de activacién de caspasa 9 con un FKBP12 modificado. La iCasp9 se activa por
un inductor quimico molecular pequefio por lo demas inerte de dimerizaciéon (CID). La iCasp9 se ha ensayado
recientemente en el entorno de HSCT haploidéntico y puede anular GvHD. La mayor limitacion de iCasp9 es la
dependencia en la disponibilidad de CID patentado de calidad clinica. Tanto iCasp9 como HSV-TK son proteinas
intracelulares, de modo que cuando se usaron como unico transgén, se han coexpresado con un gen marcador para
permitir la seleccion de células transducidas.

Una iCasp9 puede comprender la secuencia mostrada como la SEQ ID NO 36 o una variante de la misma que tiene
al menos un 80, 90, 95 0 98 % de identidad de secuencia.

SEQ ID NO 36

MLEGVQVETISPGDGRTFPKRGQTCVVHYTGMLEDGKKVDSSRDRNKPFKFMLGK
QEVIRGWEEGVAQMSVGQRAKLTISPDYAYGATGHPGIIPPHATLVFDVELLKLESG
GGSGVDGFGDVGALESLRGNADLAYILSMEPCGHCLIINNVNFCRESGLRTRTGSNI
DCEKLRRRFSSLHFMVEVKGDLTAKKMVLALLELAQQDHGALDCCVVWVILSHGCQA
SHLQFPGAVYGTDGCPVSVEKIVNIFNGTSCPSLGGKPKLFFIQACGGEQKDHGFEV
ASTSPEDESPGSNPEPDATPFQEGLRTFDQLDAISSLPTPSDIFVSYSTFPGFVSWR
DPKSGSWYVETLDDIFEQWAHSEDLQSLLLRVANAVSVKGIYKQMPGCFNFLRKKL
FFKTSAS

Los autores de la presente invencion han descrito recientemente un gen marcador/suicida novedoso conocido como
RQR8 que puede detectarse con el anticuerpo QBENnd10 y que se expresa en células lisadas con el anticuerpo
terapéutico Rituximab.

Un RQR8 puede comprender la secuencia mostrada como la SEQ ID NO 37 o una variante de la misma que tiene al
menos un 80, 90, 95 o0 98 % de identidad de secuencia.

SEQ ID NO 37

MGTSLLCWMALCLLGADHADACPYSNPSLCSGGGGSELPTQGTFSNVSTNVSPAK
PTTTACPYSNPSLCSGGGGSPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRG
LDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCNHRNRRRVCKCPRPVV

El gen suicida puede expresarse como un Unico polipéptido con el CAR, por ejemplo, usando un péptido de
autoescision entre las dos secuencias.

VECTOR

La presente invencién también proporciona un vector que comprende una secuencia de acido nucleico de acuerdo
con la presente invencion. Dicho vector puede usarse para introducir la secuencia de acido nucleico en una célula
hospedadora de modo que exprese y produzca una molécula de acuerdo con el primer aspecto de la invencion.

El vector puede ser, por ejemplo, un plasmido o un vector virico, tal como un vector retrovirico o un vector lentivirico.

El vector puede ser capaz de transfectar o transducir un linfocito T.
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El vector también puede comprender una secuencia de acido nucleico que codifica un gen suicida, tal como iCasp9
o RQRS.

CELULA HOSPEDADORA

La invencion también proporciona una célula hospedadora que comprende un &cido nucleico de acuerdo con la
invencién. La célula hospedadora puede ser capaz de expresar un CAR de acuerdo con el primer aspecto de la
invencion.

La célula hospedadora puede ser una célula inmunitaria citolitica tal como un linfocito T o linfocito citolitico natural
(NK) humano.

Un linfocito T que pueda expresar un CAR de acuerdo con la invencion puede generarse transduciendo o
transfectando un linfocito T con acido nucleico que codifique CAR.

El linfocito T con CAR puede generarse ex vivo. El linfocito T puede ser de una muestra de células mononucleares
de sangre periférica (PBMC) del paciente o un donante. Los linfocitos T pueden activarse y/o expandirse antes de
transducirse con acido nucleico que codifica CAR, por ejemplo, por tratamiento con un anticuerpo monoclonal anti-
CD3.

COMPOSICION FARMACEUTICA

La presente invencion también se refiere a una composicion farmacéutica que contiene un vector o un linfocito T que
expresa CAR de la invencion junto con un vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable vy,
opcionalmente, uno o mas polipéptidos y/o compuestos farmacéuticamente activos adicionales. Dicha formulacién
puede estar, por ejemplo, en una forma adecuada para infusién intravenosa.

METODO DE TRATAMIENTO

Los linfocitos T que expresan una molécula CAR de la presente invencion pueden eliminar células cancerosas, tales
como células de neuroblastoma. Los linfocitos T que expresan CAR pueden crearse ex vivo a partir de la sangre
periférica del propio paciente (1.2 parte) o en el entorno de un trasplante de células madre hematopoyéticas de
sangre periférica donante (2.2 parte) o de sangre periférica de un donante no relacionado (3.2 parte). Como
alternativa, los linfocitos T con CAR pueden obtenerse de diferenciacion ex-vivo de células progenitoras inducibles o
células progenitoras embrionarias en linfocitos T. En estos casos, los linfocitos T con CAR se generan introduciendo
ADN o ARN que codifica el CAR por uno de muchos medios que incluyen transduccién con un vector virico,
transfeccion con ADN o ARN.

Los linfocitos T que expresan una molécula CAR de la presente invencién pueden usarse para el tratamiento de una
enfermedad cancerosa, en particular, una enfermedad cancerosa asociada con expresion de GD2.

El cancer puede ser un tumor ectodérmico.

Los ejemplos de canceres que se correlacionan con niveles elevados de expresién de GD2 son: neuroblastoma,
melanoma, meduloblastoma, sarcomas de tejido blando, osteosarcoma y canceres broncopulmonares microciticos
tales como NSCLC.

Un método para el tratamiento de enfermedades se refiere al uso terapéutico de un vector o linfocito T de la
invencion. A este respecto, el vector o linfocito T puede administrarse a un sujeto que tiene una enfermedad o
afeccion existente para atenuar, reducir o mejorar al menos un sintoma asociado con la enfermedad y/o para
ralentizar, reducir o bloquear la progresion de la enfermedad. El método de la invencion puede causar o promover la
eliminacion mediada por linfocitos T de células que expresan GD2, tales como células cancerosas.

CELULA QUE EXPRESA GD2
En este documento se describe un método para generar una célula que expresa GD2, que comprende la etapa de
introducir un acido nucleico que codifica la sintasa de GM3 y un acido nucleico que codifica la sintasa de GD2 en

una célula.

El acido nucleico puede introducirse por, por ejemplo, transfeccion o transduccion, usando un vector tal como un
plasmido o vector virico.

En este documento se describe una célula que expresa GD2, que comprende un acido nucleico heterdlogo que
codifica la sintasa de GM3 y un acido nucleico heterdlogo que codifica la sintasa de GD2.

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2673123 T3

El acido nucleico puede ser "heterélogo" en el sentido de que no esta habitualmente presente en la célula. Es una
secuencia de acido nucleico recombinante introducida de forma artificial.

La célula puede ser de una linea celular.

La célula puede usarse para estimular linfocitos T con GD2CAR en cultivo, tales como los linfocitos T de la presente
invencion.

La invencién se describira ahora adicionalmente mediante ejemplos, que pretenden servir para ayudar a un experto
habitual en la materia a poner en practica la invencién y de ninguna manera pretenden limitar el alcance de la
invencion.

Ejemplos

Ejemplo 1- Uso del anticuerpo humanizado huK666 como un agente de unién

Se construyeron CAR con scFv usando secuencias del anticuerpo de raton KM666 o su versiéon humanizada huK666
como se describe por Nakamura et al., (2001 - como anteriormente) (variantes (a) y (b) en la figura 2 anterior). Estos
receptores se compararon para la expresion/estabilidad y se descubrié que eran iguales para ambos receptores. A
continuacion, se ensayo la eliminacion, liberacién de citocinas y proliferacion de linfocitos T transducidos con estos
receptores cuando se exponian a células diana que no expresan o que expresan GD2. Se concluyé que la
eliminacion de ambos receptores era similar, pero el receptor basado en scFv humanizado provocaba una
produccién de IL2 y una proliferacion superior (figura 3).

Ejemplo 2 - Ensayo del efecto de diferentes efectos de formatos de espaciador sobre la expresion y la funcién

Se generaron CAR anti-GD2 con espaciador Fc, bisagra, bisagra-tallo de CD8 y tallo de Cd8 (figura 2 (b), (d), (e) y
(f) respectivamente). Estos CAR se coexpresaron con el gen marcador, CD34 truncada, de una manera 1:1
obligatoria con el péptido de autoescision de fiebre aftosa 2A para permitir una comparacion precisa (figura 4a).
Ademas, el scFv huK666 se marco con una marca HA del extremo amino para permitir la comparacién del transgén
frente a la expresion del CAR.

El analisis citométrico de flujo de linfocitos T donadores normales transducidos con estas construcciones demostro
una expresion de CAR mas clara en el siguiente orden: Fc > Bisagra-tallo = tallo > bisagra (figura 4b).

La eliminacién de dianas GD2 positivas respecto a dianas GD2 negativas se compard usando ensayos de liberacion
de cromo. Esto demostré una eficacia de eliminacion en el siguiente orden: Fc > Bisagra-tallo = tallo > bisagra (figura
4c).

Se compard la liberacion de interferon-gamma e IL-2 cuando los linfocitos T con CAR se exponian a dianas GD2
positivas o negativas. La liberacion de interferon-gamma fue similar en CAR con Fc, bisagra-tallo y tallo, pero menor
en la variante de bisagra. La liberacién de IL2 se detecto en el siguiente orden: Fc, tallo, bisagra-tallo, bisagra (figura
4dye).

Finalmente, se compard la proliferacion de linfocitos T con CAR cuando se exponian linfocitos T con CAR a diana
GD2 positivas o negativas. La proliferacion se detecté en el siguiente orden: Tallo, bisagra-tallo, Fc, bisagra (figura
4dye)

Ejemplo 3 - Mutaciones de FcR anulan la actividad no especifica

Los datos globales de los ejemplos anteriores sugirieron que el espaciador Fc funciona mejor de manera global. Sin
embargo, el dominio Fc in vivo puede dar lugar a activacion no especifica de células que expresan receptores FC.
Para anular este efecto, se introdujeron mutaciones en la region Fc como se muestra en la figura 5(a). Estas
mutaciones no tienen efectos perjudiciales sobre la expresion de CAR, como se muestra en la figura 5(b).

Ademas, se demostré que estas mutaciones no tenian efecto sobre la funcién de eliminacion de CAR (figura 5(c)).
Finalmente, se demostré que estas mutaciones tenian el efecto deseado en términos de eliminacion no especifica de
dianas que expresan FcR (una linea monocitoide llamada THP1) y la liberacién de IL-1Beta por estos monocitos
(figura 5e).

Ejemplo 4 - Optimizacién del casete de expresion

Con vistas a optimizar la expresion del receptor, se ensayo lo siguiente: (a) inclusién de una regiéon de adhesion
estructural (SAR) en el casete; (b) inclusion de aislante de cromatina de hemoglobina beta de pollo (CHS4) en el
LTR3' y (c) optimizacion de codones de la fase de lectura abierta (figura 6a). Se demostré que la inclusion de un
SAR mejoraba la naturaleza de la expresion igual que la optimizacién de codones, mientras que el CHS4 tuvo poco
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efecto (figura 6b). Combinando SAR y la optimizacién de codones, se mejoro la expresion de forma aditiva (figura
6¢)

Ejemplo 5 - Comparacion de diferentes endodominios

Se generaron construcciones con tres endodominios diferentes: dominio transmembranario de CD28 con
endodominio de CD3-zeta (CD28tmZ); dominio transmembranario de CD28 con endodominio de CD28 vy
endodominio de CD3-zeta (CD28Z), y dominio transmembranario de CD28, endodominio de CD28, endodominio de
0OX30 y endodominio de CD3-zeta (CD280XZ) con un CAR en el formato de Fc espaciador. Se observd que la
proliferacion, la liberacién de IFNy y la liberacion de IL-2 aumentaban en el orden de CD28tmZ < CD28Z <
CD280XZ (figura 7).

Ejemplo 6 - Coexpresion con el gen suicida iCasp9

El gen suicida iCasp9 se coexpreso con el CAR anti-GD2 (figura 8a - el CAR estaba en el formato de Fc-espaciador,
CD280XZ elegido arbitrariamente para demostrar la funcién). EI CAR podia expresarse bien a pesar de la
coexpresion con iCasp9 (figura 8b). La activaciéon de iCasp9 con el dimerizador molecular pequefo dio lugar a la
eliminacion de linfocitos T CAR positivos (figura 8b). Los linfocitos T iCasp9-GD2CAR expuestos a este dimerizador
perdian su especificidad de GD2 cuando se exponian al dimerizador (figura 8c).

Ejemplo 7 - Coexpresién con el gen suicida RQR8

El CAR anti-GD2 se coexpreso con el gen de tipo suicida RQRS. (Figura 9a - el CAR esté en el formato de Fc-
espaciador, CD28Z elegido arbitrariamente para demostrar la funcién). Fue posible coexpresar el receptor y CAR
(figura 9b). La activacion de la funcion de gen suicida de RQR8 con Rituximab y el complemento produjo la
eliminacion de linfocitos T transducidos y la pérdida de reconocimiento de GD2 (figura 9c y d).

Ejemplo 8 - La expresion de la sintasa de GD2 y la sintasa de GM3 provoca la expresién de GD2 en cualquier linea
celular

Para estimular los linfocitos T GD2CAR en cultivo, para obtener dianas GD2- o GD2+ ideales y para poder generar
células singénicas para modelos animales pequefos, se desea poder expresar de forma transgénica GD2 en una
linea celular. GD2 no es una proteina y tiene que sintetizarse por un conjunto complejo de enzimas. En esta ocasion,
se demuestra que la expresion transgénica de solamente dos enzimas: sintasa de GM3 y sintasa de GD2 provoca
una expresion clara de GD2 en todas las lineas celulares transducidas hasta ahora (figura 10).

Ejemplo 9 - Funcién in vivo del CAR anti-GD2

La linea celular CT26 se genomanipuld para que expresara GD2 como se describe anteriormente (denominada clon
CT26 n.° 7 0 CT25 n.°7 para acortar). Se inocularon 2 x 10° de células CD26 de tipo silvestre (wt) o GD2 positivas en
los flancos de ratones C57BL/6 (singénicos con CT26). Unos 10 dias después de la exposicion al tumor, se
prepararon esplenocitos singénicos transducidos de forma simulada y transducidos con CAR anti-GD2. Los ratones
de dividieron en la siguientes 4 cohortes: ratones con tumores CT26 que expresan GD2 que reciben esplenocitos
con CAR anti-GD2, tumores CT26 que expresan GD2 que reciben esplenocitos con transduccién simulada; tumores
CT26 GD2 negativos (wt) con esplenocitos con CAR anti-GD2; y tumores CT26 que expresan GD2 que no reciben
esplenocitos. El tumor se midié usando un calibre digital en 3 dimensiones y el volumen se estimo con ello. La figura
11 muestra las curvas de crecimiento de los tumores. Unicamente los tumores GD2 positivos en los ratones que
recibieron linfocitos T con CAR anti-GD2 obtuvieron poco o ninguin crecimiento.

Ejemplo 10 - Comparacién de la funciéon de los CAR que comprenden dominios de unién a antigeno basados en
huK666 y 14g2a

EL dominio de unién a antigeno de un CAR puede afectar a su funcién. En este estudio, se comparé la funcién del
CAR de la invencién con un dominio de unién a antigeno basado en huK666 con un CAR que es con un CAR
equivalente que tiene un dominio de unién a antigeno basado en 14g2a.

El anticuerpo 14g2a puede verse como el anticuerpo de tratamiento de referencia contra GD2 ya que se usa como
un mAb terapéutico y es el unico scFv ensayado en un estudio de CAR.

Se construyeron CAR de segunda generacion y se expresaron basandose en huK666 o 14g2a. Su estructura se
muestra en la figura 14a.

Se produjeron retrovirus por transfeccion transitoria de linfocitos 293T con plasmidos que codifican los CAR de GD2,
gag/pol y la proteina de envuelta RD114. Después de 3 dias, los sobrenadantes se recogieron y se usaron para
transducir PBMC activadas con PHA/IL2 con valoraciones iguales de retrovirus en placas recubiertas con
retronectina. Los CAR diferian Unicamente en su dominio de unién a antigeno. En ambos casos, los dominios de
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union se ligaron a la membrana con un segmento Fc de IgG y contenian motivos activadores intracelulares de CD28
y CD3-zeta. Seis dias después de la transduccion se confirmé la expresion de CAR por citometria de flujo y se
cultivaron las PBMC en una relaciéon 1:1 con células Lan1 GD2 positivas (una linea celular GD2 positiva) o células
A204 GD2 negativas (una linea celular de rabdomiosarcoma GD2 negativa). Después de un dia, se ensayaron los
sobrenadantes de estos cocultivos para los niveles de interferén-y por ELISA y se evalué la proliferacion de linfocitos
T por citometria de flujo después de 6 dias.

Los resultados se muestran en las figuras 14 y 15. A las 24 horas, se midié el interferon-gamma del sobrenadante.
Se demostrd que los linfocitos T con CAR huK666 producen mas IFN-y (figura 14b). Después de una semana, se
contaron los linfocitos T y se demostré que el CAR huK666 tiene mas proliferacion (figura 14c).

Después de una semana de cocultivo con la linea celular de neuroblastoma LAN1, las células se recogieron y se
analizaron por citometria de flujo. La expresion de CD45 permitio la discriminacion de células linfoides y células no
linfoides siendo las células CD45- células LAN-1. La tincion adicional con CD3/QBEND/10 permitié el recuento de los
linfocitos T con CAR. Se descubrié que los linfocitos T con CAR huK666 proliferan mejor y eliminan mas
completamente que los equivalentes 14g2a (figura 15).

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> UCL Business PLC
<120> RECEPTOR QUIMERICO DE ANTIGENOS
<130> P103293PCT

<150> 1403972.1
<151> 06-03-2014

<160> 37
<170> Patentln version 3.5

<210> 1

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR1 de la regién variable de cadena pesada

<400> 1

Ser Tyr Asn Ile His
1 5

<210>2

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR2 de la region variable de cadena pesada

<400> 2

Val Ile Trp Ala Gly Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Ser Ala Leu Met Ser
1 5 10 15

<210>3

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR3 de la region variable de cadena pesada
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<400> 3

Arg Ser Asp Asp Tyr Ser Trp Phe Ala Tyr

1 5

<210>4

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR1 de la regién variable de cadena ligera

<400> 4

Arg Ala Ser Ser Ser Val Ser Ser Ser Tyr Leu His

1 5

<210>5

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR2 de la region variable de cadena ligera

<400> 5

10

Ser Thr Ser Asn Leu Ala Ser

1

<210>6

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR3 de la regioén variable de cadena ligera

<400> 6

5

10

Gln Gln Tyr Ser Gly Tyr Pro Ile Thr

1

<210>7

<211> 243

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de KM666 murina

<400>7

5
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130

Ser
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Ser

Thr

115

Gly

Ala

Val
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Gly
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Ser

Ser

Arg

<213> Secuencia artificial

Leu

Ile
20

Trp

Trp

Ser

Ser

Asp

100

val

Gly

Ser

Ser

Lys

180

Arg

Ser

Gly

Lys

Thr

Vval

Ala

Ile

Leu

85

Asp

Ser

Gly

Pro

Ser

165

val

Phe

Vval

Tyr
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Glu

Cys

Arg

Gly

Ser

70

Gln

Tyr

Ala

Ser

Gly

150

Ser

Trp

Ser

Glu

Pro
230

Ser

Thr

Gln

Gly

Lys

Thr

Ser

Ser

Glu

135

Glu

Tyr

Ile

Gly

Ala

215

Ile

Gly

Val

Pro

40

Ser

Asp

Asp

Trp

Gly

120

Asn

Lys

Leu

Tyr

Ser

200

Glu

Thr

Pro

Ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Phe

105

Gly
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Val
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Ser

185

Gly

Asp

Phe

21

Val

10

Gly

Gly

Asn

Ser

Thr

90

Ala
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Leu
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Ala
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Gly
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Pro
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Glu
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Val
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Gln

110

Gly

Pro
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Lys

Ala
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Tyr

Lys

Ser
15

Ser

Trp
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95

Gly
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Ala
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Ser
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<223> Secuencia de KM666 humanizada

<400> 8

Gln Val Gln Leu Gln Glu

1

Thr

Asn

Gly

Ser

65

Lys

Lys

Leu

Gly

Ser

145

Ser

Ala

Pro

Ile

Tyr

225

Lys

Leu

Ile

val

50

Arg

Met

Arg

val

Gly

130

Ala

vVal

Pro

Ser

Ser

210

Ser

Arg

Ser

His

35

Ile

Leu

Ser

Ser

Thr

115

Gly

Ser

Ser

Lys

Arg

195

Ser

Gly

Ile
20

Trp

Trp

Thr

Ser

Asp

100

Val

Gly

val

Ser

val

180

Phe

Leu

Tyr

5

Thr

Val

Ala

Ile

Leu

85

Asp

Ser

Ser

Gly

Ser

165

Ser

Gln

Pro

Cys

Arg

Gly

Ser

70

Thr

Tyr

Ser

Glu

Asp

150

Tyr

Ile

Gly

Pro

Ile
230

Ser

Thr

Gln

Gly

55

Lys

Ala

Ser

Gly

Asn

135

Arg

Leu

Tyr

Ser

Glu

215

Thr

Gly

Val

Pro
40

Ser

Asp

Ala

Trp

Gly

120

Gln

val

His

Ser

Gly

200

Asp

Phe

Pro

Ser
25

Pro

Thr

Asn

Asp

Phe

105

Gly

Met

Thr

Trp

Thr

185

Ser

Phe

Gly

22

Gly

Gly

Gly

Asn

Ser

Thr

90

Ala

Gly

Thr

Met

Tyr

170

Ser

Gly

Ala

Gln

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Tyr

Ser

Gln

Thr

155

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly
235

Val

Ser

Gly

Asn

60

Asn

Val

Trp

Gly

Ser

140

Cys

Gln

Asp

Tyr
220

Thr

Lys

Leu

Leu

45

Ser

Gln

Tyr

Gly

Gly

125

Pro

Arg

Lys

Ala

Tyr

205

Tyr

Lys

Pro

Ala
30

Glu

Ala

val

Tyr

Gln

110

Gly

Ser

Ala

Ser

Ser

190

Thr

Cys

val

Ser
15

Ser

Trp

Leu

Phe

Cys

95

Gly

Gly

Ser

Ser

Gly

175

Gly

Leu

Gln

Glu

Gln

Tyr

Leu

Met

Leu

80

Ala

Thr

Ser

Leu

Ser

160

Lys

val

Thr

Gln

Ile
240
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15

20

<210>9

<211> 118

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2673123 T3

<223> Secuencia de VH (region variable de cadena pesada) de KM666 murina

<400>9
Gln Val Gln
1

Thr Leu Ser

Asn Ile His
35

Gly Val Ile
50

Ser Arg Leu
65

Gln Met Asn

Lys Arg Ser

Leu Val Thr
115

<210> 10

<211> 118

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu

Ile

20

Trp

Trp

Ser

Ser

Asp

100

Vval

Lys Glu

Thr Cys

Val Arg

Ala Gly

Ile Ser

70

Leu Gln
85

Asp Tyr

Ser Ala

Ser

Thr

Gln

Gly

55

Lys

Thr

Ser

<223> Secuencia de VH de KM666 humanizada

<400> 10

Gly

vVal

Pro

40

Ser

Asp

Asp

Trp

Pro

Ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Phe
105

23

val

10

Gly

Gly

Asn

Ser

Thr

90

Ala

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Tyr

Vval Ala

Ser Leu

Gly Leu

45

Asn Ser

60

Ser Gln

Met Tyr

Trp Gly

Pro

Ala

30

Glu

Ala

Vval

Tyr

Gln
110

Ser
15

Ser

Trp

Leu

Phe

Cys

95

Gly

Gln

Tyr

Leu

Met

Leu

80

Ala

Thr



10

Gln

Thr

Asn

Gly

Ser

65

Lys

Lys

Leu

<210> 11

<211> 108
<212> PRT

val

Leu

Ile

Vval

50

Arg

Met

Arg

val

Gln

Ser

His

35

Ile

Leu

Ser

Ser

Thr
115

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu

Ile
20

Trp

Trp

Thr

Ser

Asp

100

val

Gln

Thr

Vval

Ala

Ile

Leu

85

Asp

Ser

ES 2673 123 T3

Glu

Cys

Arg

Gly

Ser

Thr

Gln

Gly

Ser Lys

70

Thr Ala

Tyr

Ser

Ser

Gly Pro

Val Ser
25

Pro Pro
40

Ser Thr

Asp Asn

Ala Asp

Trp Phe
105

Gly

10

Gly

Gly

Asn

Ser

Thr

90

Ala

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys
75

Ala

Tyr

Val

Ser

Gly

Asn

Asn

Val

Trp

<223> Secuencia de VL (regién variable de cadena ligera) de KM666 murina

<400> 11

Glu

Glu

Tyr

Ile

Gly

65

Ala

Ile

Asn

Lys

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

val

val

His

35

Ser

Gly

Asp

Phe

Leu

Thr
20

Trp

Thr

Ser

Ala

Gly
100

Thr

Met

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Ala

Gln

Thr

Gln

Asn

Thr

70

Thr

Gly

Ser

Cys

Gln

Leu

55

Ser

Tyr

Thr

Pro Ala

Arg Ala
25

Lys Ser
40

Ala Ser

Tyr Ser

Tyr Cys

Lys Val
105

24

Ile

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Glu

Met

Ser

Ala

vVal

Thr

75

Gln

val

Ser

Ser

Ser

Pro

60

Ile

Tyr

Lys

Lys

Leu

Leu

45

Ser

Gln

Tyr

Gly

Ala

val

Pro

45

Gly

Ser

Ser

Pro

Ala

30

Glu

Ala

val

Tyr

Gln
110

Ser

Ser

Lys

Arg

Ser

Gly

Ser
15

Ser

Trp

Leu

Phe

Cys

95

Gly

Pro

15

Ser

Val

Phe

Val

Tyr
95

Gln

Tyr

Leu

Met

Leu

80

Ala

Thr

Gly

Ser

Trp

Ser

Glu

80

Pro
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30

<210> 12
<211> 108
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2673 123 T3

<223> Secuencia de VL de KM666 humanizada

<400> 12

Glu

1

Asp

Tyr

Ile

Gly

Pro

Ile

<210> 13

<211> 27
<212> PRT

Asn

Arg

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

Gln

Val

His

35

Ser

Gly

Asp

Phe

<213> Secuencia artificial

<220>

Met

Thr
20

Trp

Thr

Ser

Phe

Gly
100

Thr

Met

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gln

<223> Dominio transmembranario

<400> 13

Phe Trp Val Leu Val Val Val Gly Gly Val Leu Ala Cys Tyr Ser Leu
15

1

S5

Gln

Thr

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly

Ser

Cys

Gln

Leu

55

Asp

Tyr

Thr

Pro Ser

Arg Ala
25

Lys Ser

40

Ala Ser

Tyr Thr

Tyr Cys

Lys Val
105

Ser

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Glu

10

Leu Ser

Ser Ser

Lys Ala

Val Pro

Gln Tyr

Ile Lys

Leu Val Thr Val Ala Phe Ile Ile Phe Trp Val
20

<210> 14
<211> 39
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Endodominio de CD28

<400> 14

25

25

Ala

val

Pro

45

Ser

Ser

Ser

Ser

Ser

Lys

Arg

Ser

Gly

val

15

Ser

Val

Phe

Leu

Tyr
95

Gly

Ser

Trp

Ser

Gln

Pro
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15

20

<210> 15
<211> 38

ES 2673123 T3

Arg Ser Lys Arg Ser Arg Leu Leu His Ser Asp Tyr Met Asn Met Thr
1 5 10 15

Pro Arg Arg Pro Gly Pro Thr Arg Lys His Tyr Gln Pro Tyr Ala Pro
20 25 30

Pro Arg Asp Phe Ala Ala Tyr
35

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Endodominio de CD40

<400> 15

<210> 16

<211>114

Arg Ser Arg Asp Gln Arg Leu Pro Pro Asp Ala His Lys Pro Pro Gly
1 5 10 15

Gly Gly Ser Phe Arg Thr Pro Ile Gln Glu Glu Gln Ala Asp Ala His
20 25 30

Ser Thr Leu Ala Lys Ile
35

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Endodominio de CD3 zeta

<400> 16

26



10

<210> 17

Gln

Glu

Gly

Gln

65

Glu

Thr

<211> 153
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> CD28Z

<400> 17

Ser

Gly

Tyr

Lys

50

Lys

Arg

Ala

Pro

Arg

Gln

Asp

35

Pro

Asp

Arg

Thr

Arg

Val

Asn

20

Val

Arg

Lys

Lys

Lys

Gln

Leu

Arg

Gly

Asp

100

ES 2673 123 T3

Phe

Leu

Asp

Lys

Ala

70

Lys

Thr

Ser

Tyr

Lys

Asn

55

Glu

Gly

Tyr

Arg

Asn

Arg

40

Pro

Ala

His

Asp

Ser

Glu

25

Arg

Gln

Tyr

Asp

Ala

27

Ala

10

Leu

Gly

Glu

Ser

Gly

Leu

105

Asp

Asn

Arg

Gly

Glu

75

Leu

His

Ala

Leu

Asp

Leu

60

Ile

Tyr

Met

Pro

Gly

Pro

45

Tyr

Gly

Gln

Gln

Ala

Arg

Glu

Asn

Met

Gly

Ala

Tyr
15

Arg

Met

Glu

Lys

Leu

95

Leu

110

Gln

Glu

Gly

Leu

Gly

80

Ser

Pro



10

<210> 18
<211> 189
<212> PRT

Pro

Pro

Ala

Leu

65

Gly

Glu

Ser

Gly

Leu
145

Ser

Arg

Arg

Asp

50

Asn

Arg

Gly

Glu

Leu

130

His

Lys

Arg

Asp

35

Ala

Leu

Asp

Leu

Ile

115

Tyr

Met

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> CD280XZ

<400> 18

Arg

Pro

20

Phe

Pro

Gly

Pro

Tyr

100

Gly

Gln

Gln

ES 2673 123 T3

Ser Arg Leu

Gly

Ala

Ala

Asn

Met

Gly

Ala

Pro

Ala

Tyr

Arg

70

Met

Glu

Lys

Leu

Leu
150

Thr

Tyr

Gln

55

Glu

Gly

Leu

Gly

Ser

135

Pro

Leu His

Arg Lys
25

Arg Ser
40

Gln Gly

Glu Tyr

Gly Lys

Gln Lys

105

Glu Arg
120

Thr Ala

Pro Arg

28

Ser

10

His

Arg

Gln

Asp

Pro

Asp

Arg

Thr

Asp

Tyr

val

Asn

val

75

Arg

Lys

Arg

Lys

Tyr

Gln

Lys

Gln

60

Leu

Arg

Met

Gly

Asp
140

Pro

Phe

45

Leu

Asp

Lys

Ala

Lys

125

Thr

Asn

Tyr

30

Ser

Tyr

Lys

Asn

Glu

110

Gly

Tyr

Met

15

Ala

Arg

Asn

Arg

Pro

Ala

His

Asp

Thr

Pro

Ser

Glu

Arg

80

Gln

Tyr

Asp

Ala



10

15

Pro

Pro

Asp

Glu

65

Phe

Leu

Asp

Lys

Ala

145

Lys

Thr

<210> 19

<211> 20
<212> PRT

Ser

Arg

Arg

Ala

50

Glu

Ser

Tyr

Lys

Asn

130

Glu

Gly

Tyr

Lys

Arg

Asp

His

Gln

Arg

Asn

Arg

115

Pro

Ala

His

Asp

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido senal

<400> 19

Met Glu Thr Asp Thr Leu Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu Trp Val Pro

1

Arg

Pro

20

Phe

Lys

Ala

Ser

Glu

100

Arg

Gln

Tyr

Asp

Ala
180

Ser

Gly

Ala

Pro

Asp

Ala

85

Leu

Gly

Glu

Ser

Gly

165

Leu

5

Gly Ser Thr Gly

20

ES 2673 123 T3

Arg

Pro

Ala

Pro

Ala

70

Asp

Asn

Arg

Gly

Glu

150

Leu

His

Leu Leu His

Thr Arg Lys
25

Tyr Arg Ser
40

Gly Gly Gly
55

His Ser Thr

Ala Pro Ala

Leu Gly Arg
105

Asp Pro Glu
120

Leu Tyr Asn

135

Ile Gly Met

Tyr Gln Gly

Met Gln Ala
185

29

Ser

10

His

Arg

Ser

Leu

Tyr

90

Arg

Met

Glu

Lys

Leu

170

Leu

Asp

Tyr

Asp

Phe

Ala

75

Gln

Glu

Gly

Leu

Gly

155

Ser

Pro

10

Tyr

Gln

Gln

Arg

60

Lys

Gln

Glu

Gly

Gln

140

Glu

Thr

Pro

Met

Pro

Arg

45

Thr

Ile

Gly

Tyr

Lys

125

Lys

Arg

Ala

Arg

Asn

Tyr

30

Leu

Pro

Arg

Gln

Asp

110

Pro

Asp

Arg

Thr

Met

15

Ala

Pro

Ile

val

Asn

95

val

Arg

Lys

Arg

Lys
175

Thr

Pro

Pro

Gln

Lys

80

Gln

Leu

Arg

Met

Gly

160

Asp

15



10

<210> 20
<211> 234
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2673 123 T3

<223> Espaciador de bisagra-CH2CH3 de IgG1 humana

<400> 20

Ala

1

Ala

Lys

val

Asp

Tyr

Asp

Leu

Lys
145

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
225

Glu

Pro

Asp

Asp

50

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

130

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys
210

Leu

Pro

Pro

Thr

35

val

val

Ser

Leu

Ala

115

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu
195

Ser

Ser

Lys

Vval

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

100

Pro

Gln

val

val

Pro
180

Thr

val

Leu

Ser

5

Ala

Met

His

Val

Tyr

85

Gly

Ile

Vval

Ser

Glu

165

Pro

val

Met

Ser

Pro

Gly

Ile

Glu

His

70

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu
150

Trp

val

Asp

His

Pro
230

Asp

Pro

Ala

Asp

55

Asn

Vval

Glu

Lys

Thr

135

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu
215

Gly

Lys Thr

Ser Val
25

Arg Thr
40

Pro Glu

Ala Lys

Val Ser

Tyr Lys
105

Thr Ile
120

Leu Pro

Cys Leu

Ser Asn

185

Ser Arg
200

Ala Leu

Lys Lys

30

His

10

Phe

Pro

val

Thr

val

Cys

Ser

Pro

val

Gly

170

Asp

Trp

His

Asp

Thr

Leu

Glu

Lys

Lys

75

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

155

Gln

Gly

Gln

Asn

Cys

Phe

val

Phe

60

Pro

Thr

Vval

Ala

Arg

140

Gly

Pro

Ser

Gln

His
220

Pro

Pro

Thr

45

Asn

Arg

val

Ser

Lys

125

Asp

Phe

Glu

Phe

Gly
205

Tyr

Pro

Pro

30

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

110

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe
150

Asn

Thr

Cys

15

Lys

val

Tyr

Glu

His

95

Lys

Gln

Leu

Pro

Asn

175

Leu

val

Gln

Pro

Pro

val

val

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

160

Tyr

Tyr

Phe

Lys
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ES 2673123 T3

<210> 21

<211> 46

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Espaciador de tallo de CD8 humana

<400> 21

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

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

Gly Ala Val His Thr Arg Gly Leu Asp Phe Ala Cys Asp Ile
35 40 45

<210> 22

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Espaciador de bisagra de IgG1 humana

<400> 22

Ala Glu Pro Lys Ser Pro Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro
1 5 10 15

Lys Asp Pro Lys
20
<210> 23
<211> 237

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Espaciador de bisagra-Fc de IgG1

<400> 23

31



10

Ala Glu Pro

Ala Pro Glu

Pro Lys Asp
35

Val Val Asp
50

Val Asp Gly
65

Gln Tyr Asn

Gln Asp Trp

Ala Leu Pro
115

Pro Arg Glu
130

Thr Lys Asn
145

Ser Asp Ile

Tyr Lys Thr

Tyr Ser Lys
195

Phe Ser Cys
210

Lys Ser Leu
225

<210> 24

<211> 236

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Espaciador de bisagra de IgG1 - Fc modificado para eliminar los motivos de reconocimiento de Fc

Lys

Leu

20

Thr

val

val

Ser

Leu

100

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

180

Leu

Ser

Ser

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

85

Asn

Pro

Gln

Val

Val

165

Pro

Thr

Val

Leu

ES 2673 123 T3

Pro

Gly

Met

His

val

70

Tyr

Gly

Ile

val

Ser

150

Glu

Pro

Val

Met

Ser
230

Asp

Gly

Ile

Glu

55

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

135

Leu

Trp

val

Asp

His

215

Pro

Lys

Pro

Ser

40

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

120

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

200

Glu

Gly

Thr

Ser

25

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

105

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

185

Ser

Ala

Lys

32

His

10

Vval

Thr

Glu

Lys

Ser

90

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

170

Ser

Arg

Leu

Lys

Thr

Phe

Pro

Val

Thr

75

Val

Cys

Ser

Pro

Vval

155

Gly

Asp

Trp

His

Asp
235

Cys

Leu

Glu

Lys

60

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

140

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn

220

Pro

Pro

Phe

val

45

Phe

Pro

Thr

vVal

Ala

125

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

205

His

Lys

Pro

Pro

30

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

110

Lys

Asp

Phe

Glu

Phe

190

Gly

Tyr

Cys

15

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

95

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

175

Phe

Asn

Thr

Pro

Lys

vVal

Tyr

Glu

80

His

Lys

Gln

Leu

Pro

160

Asn

Leu

vVal

Gln



<400> 24

Ala

1

Ala

Lys

Vval

Asp

65

Tyr

Asp

Leu

Lys

145

Asp

Lys

Ser

Ser

Glu

Pro

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

130

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys
210

Pro

Pro

Thr

35

Vval

Val

Ser

Leu

Ala

115

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

195

Ser

Ser
225

Lys

Val

20

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

100

Pro

Gln

vVal

vVal

Pro

180

Thr

vVal

Leu

Ser

Ala

Met

His

Vval

Tyr

85

Gly

Ile

val

Ser

Glu

165

Pro

Val

Met

Ser

ES 2673 123 T3

Pro

Gly

Ile

Glu

His

70

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu
150

Trp

vVal

Asp

His

Leu

Asp

Pro

Ala

Asp

Asn

Vval

Glu

Lys

Thr

135

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu
215

Ser

Lys

Ser

Arg

40

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

120

Cys

Ser

Asp

Ser

200

Ala

Pro
230

Thr

Vval

25

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

105

Ile

Pro

Asn

Ser
185

Arg

Leu

Gly

33

His

10

Phe

Pro

Val

Thr

Val

90

Cys

Ser

Pro

vVal

Gly

170

Asp

Trp

His

Lys

Thr

Leu

Glu

Lys

Lys

75

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

155

Gln

Gly

Gln

Asn

Lys

Cys

Phe

vVal

Phe

60

Pro

Thr

Vval

Ala

Arg

140

Gly

Pro

Ser

Gln

His

220

Asp

Pro

Pro

Thr

45

Asn

Arg

Vval

Ser

Lys

125

Asp

Phe

Glu

Phe

Gly

205

Tyr

Pro
235

Pro

Pro

30

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

110

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

190

Asn

Thr

Lys

Cys

15

Lys

Vval

Tyr

Glu

His

95

Lys

Gln

Leu

Pro

Asn

175

Leu

Val

Gln

Pro

Pro

vVal

Val

Gln

80

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

160

Tyr

Tyr

Phe

Lys
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<210> 25
<211> 6014
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Casete retrovirico

<400> 25

tgaaagaccc
ggaaaaatac
ctgaatatgg
gaacagatgg
ccggctcagg
agaaccatca
aactaaccaa
aaaagagccc
tacccgtgta
tgggagggtc
cgtececgggat
gccagcaact
gcgteggtac
gttcggaaca
tggcececgace
aggagggata
aatttttget
ttctgtgttg
agcctgttac
ctcacaacca
ggccaacctt
aggttaagat
tcgtgacctg

ctaagcctcce

cacctgtagg

ataactgaga
gccaaacagg
aacagctgaa
gccaagaaca
gatgtttcca
tcagttecgcet
acaacccctce
tccaataaac
tcctetgagt
cgggagaccc
tatctgtgte
tagttagcta
cccggecgea
tgagtcctaa
tgtggttctg
tteggtttgg
tctectgtetg
cactccctta
gtcggtagat
taacgtcgga
caaggtcttt
ggaagccttg

gcctectett

ES 2673 123 T3

tttggcaagc
atagaaaagt
atatctgtgg
tatgggccaa
gatggtcccc
gggtgcccca
tctegettet
actcggggeg
cctettgeag
gattgactac
ctgcccaggg
tgtccgattg
actagctctg
accctgggag
aatcccgatce
gtaggagacg
gaccgaagcce
actgtgtttc
agtttgacct
gtcaagaaga
tggcegegag
tcacctggec
gcttttgacc

ccteccatceg

tagcttaagt
tcagatcaag
taagcagttc
acaggatatc
agatgcggtce
aggacctgaa
gttecgegege
ccagtcctce
ttgcatcega
ccgtcagegg
accaccgacc
tctagtgtcect
tatctggegg
acgtcccagg
gtttaggact
agaacctaaa
gcgccgegeg
tgtatttgtc
taggtcactg
gacgttgggt
acggcacctt
cgcatggaca
ccecteectg

ccecegtetet

34

aacgccattt
gtcaggaaca
ctgceceegge
tgtggtaagce
cagccctcag
atgaccctgt
ttatgctcee
gattgactga
cttgtggtcet
gggtcttteca
caccaccggg
atgactgatt
acccgtggtg

gacttcgggg

ctttggtgceca
acagttcceg
tcttgtectge
tgaaaatatg
gaaagatgtc
taccttectge
taaccgagac
cccagaccag
ggtcaagccc

ccceccttgaa

tgcaaggcat
gatggaacag
tcagggccaa
agttecctgee
cagtttctag
gccttatttg
cgagctcaat
gtegeeecggg
cgectgttect
tttggggget
aggtaagctg
ttatgcgect
gaactgacga
gcegtttttg
ccececcttag
cctecgtetg
tgcagcatcg
ggcceggget
gagcggatcg
tctgcagaat
ctcatcaccc
gtggggtaca
tttgtacacc

cctectegtt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440



cgacceccgec
ggccatatga
tgacaagagt
agcacgaagt
tacctcacce
tagaacctcg
tagacggcat
gaccatccte
gctgggegee
cggcggcage
agccaagccc
aggcagccca
cctgagacce
tttcgeetge
gagcetggtg
caggccegtg
gaacccaggc
aggcagcacc
gaccctgagc
ggtgcggeag
caccaactac
ccaggtgtte
caagcggagce
gagctctgge
gatgacccag
cagagccagce
ggccccaaag
cagcggcage
cttegecace
caaggtggag
atgcccaccg

acccaaggac

tcgatcctee
gatcttatat
tactaacagc
ctggagacct
ttaccgagtc
ctggaaagga
cgcagcttgg
tagactgceca
gaccacgccg
gagctgccca
accaccaccg
gcccccagac
gaggcctgee
gatatctaca
atcaccctgt
gtgagagceg
cccatggaga
ggccaggtge
atcacctgca
cccccaggea
aacagcgccc
ctgaagatga
gacgactaca
ggaggcggct
agccccagca
agcagcgtga
gtgtggatct
ggcagcggcea
tactactgcc
atcaagcggt
tgcccagcac

accctcatga

ES 2673123 T3

ctttatccag
ggggcaccce
ccctetctee
ctggcggeag
ggcgacacag
ccttacacag
atacacgcceg
acatgggcac
atgcctgcecce
cccagggcac
cctgtcctta
cteccaccce
gcccagecge
tctgggcecee
actgcaacca
agggcagagg
ccgacaccct
agctgcagga
cegtgagegg
agggcctgga
tgatgagccg
gcagcctgac
gctggttege
ctggcggagg
gcttgagecge
gcagcagcta
acagcaccag
ccgactacac
agcagtacag
cggatccecge
cteecegtgge

tecgececggac

ccctcactee
cgccecttgt
aagctcactt
cctaccaaga
tgtgggtceg
tcectgetgac
cccacgtgaa
cagcctgcetg
ctacagcaac
cttctccaac
tteccaatcct
agcccccace
cggcggegec
actggcecgge
ccgcaaccge
cagcctgcetg
gctgetgtgg
gtctggececca
cttcagcectg
gtggctggge
gctgaccate
agccgecgac
ctactggggc
cggctctgge
cagegtggge
cctgcactgg
caacctggce
cctgaccatce
cggctaccce
cgagcccaaa
cggccegtea

ccctgaggte

35

ttctetagge
aaacttccct
acaggctctce
acaactggac
ccgacaccag
cacccccacce
ggctgeccgac
tgctggatgg
cccagectgt
gtgtccacca
tccctgtgta
atcgccagcec
gtgcacacca
acctgtggcg
aggcgegtgt
acctgcggceg
gtgctgetge
ggcctggtga
gccagctaca
gtgatctggg
agcaaggaca
accgcecgtgt
cagggcaccc
ggaggcggcea
gaccgggtga
taccagcaga
agcggegtge
agcagcctge
atcaccttcg
tctecctgaca

gtcttectet

acatgegtgg

gcccccatat
gaccctgaca
tacttagtcc
cgaccggtgg
actaagaacc
gccctcaaag
ccegggggtyg
ccetgtgect
gcagcggagg
acgtgagccc
gcggaggggg
agcctctgag
gaggcctgga
tgctgectget
gcaagtgccce
acgtggagga
tgtgggtgee
agcccagcca
acatccactg
ctggcggeag
acagcaagaa
actactgege
tggtgacecgt
gcgagaacca
ccatgacctg
agagcggcaa
ccagccggtt
agcccgagga
gccagggeac
aaactcacac

tccececcaaa

tggtggacgt

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
3300

3360



gagccacgaa
tgccaagaca
caccgtecctg
agccctccceca
acaggtgtac
ctgecctggte
accggagaac
ctacagcaag
cgtgatgcat
caagaaggac
tctecetggtg
gcacagtgac
gcectatgcee
tgcegatgece
caggcgggag
caaaccacgg
ggccgaggcce
cggcctgtat
ggccctgeca
ataccatcaa
tatgcaatga
agtttctett
ttetttttat
cattctatgg
atgcaatcta
ctctacactg
gccttecteca
gggttcectt
atcatcattt
tgggtctgtt

catgctttge

gaccctgagg
aagccgceggg
caccaggact
gceccccateg
accctgcecce
aaaggcttct
aactacaaga
ctcaccgtgg
gaggccctgce
cccaagttct
accgtggecct
tacatgaaca
ccaccacgcg
ccagcctatce
gagtacgacg
cgcaaaaatc
tattccgaga
cagggattgt
cccagatgac
tattgccaca
tagttctcetg
tcatctgtte
aatctgcata
cctgactttt
attaacaatc
aagtcatgat
tttagactta
ttatttttta
tcccattgta
tctgagetct

tctaaatctt

ES 2673123 T3

tcaagttcaa
aggagcagta
ggctgaatgg
agaaaaccat
catcccggga
atcccagcega
ccacgcctce
acaagagcag
acaatcacta
gggtcctggt
tcatcatctt
tgactcceceg
acttcgcage
agcagggcca
tgctggataa
cccaggaggg
tcggcatgaa
ccaccgctac
gcgtatcgat
gatgttactt
atttctgaga
aaatttttgt
ttacaattct
cttaatggtt
ttttetttgt
ggcatgcttce
taattcactg
catataaata
aaatgccata
actctatttt

gatatttagt

ctggtacgtg
caacagcacg
caaggagtac
ctccaaagcce
tgagctgacc
catcgcegtg
cgtgctggac
gtggcagcag
tacccagaaa
ggtggtggga
ctgggtgege
ccgecececggg
ctatecgetce
gaatcagctg
gcggagaggce
actctataac
gggagagaga
aaaagataca
actgttcteca
agccttttaa
ttgagtttct
ctagttttat
ctttactggg
ttttaatttt
ggttaggact
tatattattt
gaattttttt
tatttceccetg
tttttttecat
atcagcctca

ggaacattct

36

gacggcegtgg
taccgtgtgg

aagtgcaagg

aaagggcagc
aagaaccagg
gagtgggaga
tcecgacggcet
gggaacgtct
tctctgagtce
ggcgtgetgg
tccaagagga
cccacccgcea
cgggtgaagt
tacaatgaac
agagacccceg
gagctgcaga
agacgcggaa
tatgatgcce
tcacatcata
tatttctcta

catgtgtaat

tttttactga
gtgttgcaaa
aaaaataagt
ttgagtcata
tctaaaagat
gtgtgtatgg
tttttctaaa
aggtcactta
ctgtctatce

tteccecatttt

aggtgcataa
tcagcgtceccet
tctccaacaa
cccgagaacce
tcagcctgac
gcaatgggca
cottettact
tctcatgetce
tgagcccagg
cctgttactce
gcaggctecct
agcattacca
tctctegete
tgaacctggg
agatgggcgg
aggacaaaat
agggccacga
tgcacatgca
tcaaggttat
atttagtgta
gattatttag
tttgtaagac
tattttctgt
cttaatattc
agaaattttt
ttaaagtttt
tatgacatat
aaagaaaaag
catatatcaa
ccacacatct

gttctacaag

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
4920
4980
5040
5100
5160

5220
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aatatttttg
cggattagtc
acaatatcac
tagtctccag
agtaacgcca
aaggtcagga
ttecctgecece
atctgtggta
gtccagcect
gaaatgaccc
cgcttetget
tcecgattgac
cgacttgtgg

cgggggtctt

<210> 26
<211>719
<212> PRT

ttattgtett
caatttgtta
cagctgaagc
aaaaaggggg
ttttgcaagg
acagatggaa
ggctcaggge
agcagttcct
cagcagtttc
tgtgccttat
ccecegagcete
tgagtcgecce
tctegetgtt

tcac

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2673 123 T3

tgggectttcet
aagacaggat
ctatagagta
gaatgaaaga
catggaaaaa
cagctgaata
caagaacaga
gcecececggete
tagagaacca
ttgaactaac
aataaaagag
gggtaccegt

ccttgggagg

atatacattt
atcagtggtc
cgagccatag
ccccacctgt
tacataactg
tgggccaaac
tggaacagct
agggccaaga
tcagatgttt
caatcagttc
cccacaaccce
gtatccaata

gtctcctetg

<223> CAR anti-GD2, muKM666-HCH2CH3-CD280XZ

<400> 26

Met

1

Gly

Ala

Leu

Glu

Ser

Pro

Ala

Thr Asp

Thr Gly

20

Ser Gln

35

Ser Tyr

50

Leu
65

Ser

Glu

Ala

Trp Leu

Leu Met

Thr Leu Leu

Gln Val Gln

Thr Leu Ser

Ile His

55

Asn

Val
70

Gly Ile

Ser Leu

85

Arg

Leu Trp

10

Leu Lys

25

Ile Thr

40

Trp Val

Ala

Trp

Ser Ile

90

37

Val

Glu

Cys

Arg

Gly

Ser

tgaaatgagg
caggctctag
ataaaataaa
aggtttggca
agaatagaga
aggatatctg
gaatatgggc
acagatggtc
ccagggtgcc
gcttecteget
ctcactcggg
aaccctcttg

agtgattgac

Leu Leu

Ser

Gly

Thr Val

Leu

Pro

Ser

ttgacaagtt
ttttgactca
agattttatt
agctagctta
agttcagatc
tggtaagcag
caaacaggat
cccagatgeg
ccaaggacct
tctgttegeg
gcgecagtec
cagttgcatc

tacccgtcag

Val
15

Trp

Val
30

Leu

Gly Phe

45

Gln Pro

60

Gly Ser

75

Lys Asp

Pro

Thr

Asn

Gly Lys

Asn Tyr

Ser Lys

95

Pro

Val

Ser

Gly

Asn

80

Ser

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6014



Gln

Tyr

Gly

Gly

145

Ser

Cys

Gln

Leu

Ser

225

Tyr

Thr

Asp

Gly

Ile

305

Glu

His

val

Tyr

Gln

130

Gly

Pro

Arg

Lys

Ala

210

Tyr

Tyr

Lys

Lys

Pro

290

Ser

Asp

Asn

Phe

Cys

115

Gly

Gly

Ala

Ala

Ser

195

Ser

Ser

Cys

val

Thr

275

Ser

Arg

Pro

Ala

Leu

100

Ala

Thr

Gly

Ile

Ser

180

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

260

His

vVal

Thr

Glu

Lys
340

Gln

Lys

Leu

Ser

Met

165

Ser

Ala

Val

Thr

Gln

245

vVal

Thr

Phe

Pro

Val

325

Thr

ES 2673123 T3

Met

Arg

val

Gly

150

Ser

Ser

Ser

Pro

Ile

230

Tyr

Lys

Cys

Leu

Glu

310

Lys

Lys

Asn

Ser

Thr

135

Gly

Ala

Val

Pro

Gly

215

Ser

Ser

Arg

Pro

Phe

295

Val

Phe

Pro

Ser

Asp

120

Val

Gly

Ser

Ser

Lys

200

Arg

Ser

Gly

Ser

Pro

280

Pro

Thr

Asn

Arg

Leu

105

Asp

Ser

Gly

Pro

Ser

185

Val

Phe

Val

Tyr

Asp

265

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu
345

38

Gln

Tyr

Ala

Ser

Gly

170

Ser

Trp

Ser

Glu

Pro

250

Pro

Pro

Lys

vVal

Tyr

330

Glu

Thr

Ser

Ser

Glu

155

Glu

Tyr

Ile

Gly

Ala

235

Ile

Ala

Ala

Pro

val

315

Val

Gln

Asp

Trp

Gly

140

Asn

Lys

Leu

Tyr

Ser

220

Glu

Thr

Glu

Pro

Lys

300

val

Asp

Tyr

Asp

Phe

125

Gly

vVal

val

His

Ser

205

Gly

Asp

Phe

Pro

Glu

285

Asp

Asp

Gly

Asn

Thr

110

Ala

Gly

Leu

Thr

Trp

190

Thr

Ser

Ala

Gly

Lys

270

Leu

Thr

vVal

Val

Ser
350

Ala

Tyr

Gly

Thr

Met

175

Tyr

Ser

Gly

Ala

Ala

255

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu

335

Thr

Met

Trp

Ser

Gln

160

Thr

Gln

Asn

Thr

Thr

240

Gly

Pro

Gly

Met

His

320

Val

Tyr



Lys

Glu

385

Tyr

Leu

Trp

val

Asp

465

His

Pro

Val

Trp

Met

545

Ala

Pro

Ile

val

Glu

370

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

450

Lys

Glu

Gly

Leu

val

530

Thr

Pro

Pro

Gln

Val

355

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

435

Asp

Ser

Ala

Lys

Ala

515

Arg

Pro

Pro

Asp

Glu
595

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

420

Asn

Ser

Arg

Leu

Lys

500

Cys

Ser

Arg

Arg

Ala

580

Glu

Val

Cys

Ser

Pro

405

Val

Gly

Asp

Trp

His

485

Asp

Tyr

Lys

Arg

Asp

565

His

Gln

ES 2673123 T3

Leu

Lys

Lys

390

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

470

Asn

Pro

Ser

Arg

Pro

550

Phe

Lys

Ala

Thr

Val

375

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

455

Gln

His

Lys

Ser

535

Gly

Ala

Pro

Asp

val

360

Ser

Lys

Asp

Phe

Glu

440

Phe

Gly

Tyr

Phe

Leu

520

Arg

Pro

Ala

Pro

Ala
600

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

425

Asn

Phe

Asn

Thr

Trp

505

val

Leu

Thr

Tyr

Gly

585

His

39

His

Lys

Gln

Leu

410

Pro

Asn

Leu

Val

Gln

490

Val

Thr

Leu

Arg

Arg

570

Gly

Ser

Gln

Ala

Pro

395

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

475

Lys

Leu

Val

His

Lys

555

Ser

Gly

Thr

Asp

Leu

380

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

460

Ser

Ser

Val

Ala

Ser

540

His

Arg

Ser

Leu

Trp

365

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

445

Lys

Cys

Leu

Val

Phe

525

Asp

Tyr

Asp

Phe

Ala
605

Leu

Pro

Gln

Ala

430

Thr

Leu

Ser

Ser

val

510

Ile

Tyr

Gln

Gln

Arg

590

Lys

Asn

Pro

Gln

Val

415

vVal

Pro

Thr

val

Leu

495

Gly

Ile

Met

Pro

Arg

L)

Thr

Ile

Gly

Ile

val

400

Ser

Glu

Pro

vVal

Met

480

Ser

Gly

Phe

Asn

Tyr

560

Leu

Pro

Arg
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Val

Asn
625

val

Lys

Lys
705

<210> 27
<211>718
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Lys

610

Gln

Leu

Arg

Met

Gly

690

Asp

Phe

Leu

Asp

Lys

Ala

675

Lys

Thr

Ser

Tyr

Lys

Asn

660

Glu

Gly

Tyr

Arg

Asn

Arg

645

Pro

Ala

His

Asp

ES 2673 123 T3

Ser

Glu

630

Arg

Gln

Tyr

Asp

Ala
710

Ala

615

Leu

Gly

Glu

Ser

Gly

695

Leu

Asp

Asn

Arg

Gly

Glu

680

Leu

His

<223> CAR anti-GD2, huKM666-HCH2CH3-CD280XZ

<400> 27

Met
1

Gly

Lys

Leu

Leu

65

Ser

Glu

Ser

Pro

Ala

50

Glu

Ala

Thr Asp Thr

Thr

Ser

35

Ser

Trp

Leu

Gly

Gln

Tyr

Leu

5

Gln

Thr

Asn

Gly

Ser
85

Leu

Val

Leu

Ile

Val

70

Arg

Leu

Gln

Ser

His

55

Ile

Leu

Leu

Leu

Ile
40

Trp

Trp

Thr

Ala

Leu

Asp

Leu

665

Ile

Tyr

Met

Trp

Gln

25

Thr

val

Ala

Ile

40

Pro

Gly

Pro

650

Tyr

Gly

Gln

Gln

val

10

Glu

Cys

Arg

Gly

Ser
90

Ala

Arg

635

Glu

Asn

Met

Gly

Ala
715

Leu

Ser

Thr

Gln

Gly

75

Lys

Tyr

620

Arg

Met

Glu

Lys

Leu

700

Leu

Leu

Gly

val

Pro

60

Ser

Asp

Gln

Glu

Gly

Gly
685

Ser

Pro

Leu

Pro

Ser

45

Pro

Thr

Asn

Gln

Glu

Gly

Gln

670

Glu

Thr

Pro

Trp

Gly

Gly

Gly

Asn

Ser

Gly

Tyr

Lys

655

Lys

Arg

Ala

Arg

val

15

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys
95

Gln

Asp

640

Pro

Asp

Arg

Thr

Pro

Val

Ser

Gly

Asn

80

Asn



Gln

Tyr

Gly

Gly

145

Pro

Lys

Ala

Tyr

225

Tyr

Lys

Lys
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Arg

Val

Gly

150

Ala

Val

Pro

Ser

Ser

230

Ser

Ser

His

55

Ile

Ser

Ser

Thr

135

Gly

Ser

Ser

Lys

Arg

215

Ser

Gly

Ser

Ile
40

Trp

Trp

Thr

Ser

Asp

120

val

Gly

val

Ser

Val

200

Phe

Tyr

Asp

25

Thr

vVal

Ile

Leu

105

Asp

Ser

Ser

Gly

Ser
185

Trp

Ser

Gln

Pro

Pro
265

49

Cys

Arg

Gly

Ser

90

Thr

Tyr

Ser

Glu

Asp

170

Tyr

Ile

Gly

Pro

Ile

250

Thr

Thr

Gln

Gly

75

Lys

Ala

Ser

Gly

Asn

155

Arg

Leu

Tyr

Ser

Glu

235

Thr

Thr

Val

Pro

60

Ser

Asp

Ala

Trp

Gly

140

Gln

Val

His

Ser

Gly

220

Asp

Phe

Thr

Ser

45

Pro

Thr

Asn

Asp

Phe

125

Gly

Met

Thr

Trp

Thr

205

Ser

Phe

Gly

Pro

30

Gly

Gly

Asn

Ser

Thr

110

Ala

Gly

Thr

Met

Tyr

190

Ser

Gly

Ala

Gln

Ala
270

Phe

Lys

Tyr

Lys

95

Ala

Tyr

Ser

Gln

Thr

175

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly

255

Pro

Ser

Gly

Asn

80

Asn

Val

Trp

Gly

Ser

160

Cys

Gln

Leu

Asp

Tyr

240

Thr

Arg



Pro

Pro

Leu

305

val

Trp

Met

Ala

Pro

385

Ile

val

Asn

val

Arg

465

Lys

Lys

Pro

Glu

290

Asp

Leu

val

Thr

Pro

370

Pro

Gln

Lys

Gln

Leu

450

Arg

Met

Gly

Asp

Thr

275

Ala

Phe

Ala

Arg

Pro

355

Pro

Asp

Glu

Phe

Leu

435

Asp

Lys

Ala

Lys

Thr
515

Pro

Cys

Ala

Cys

Ser

340

Arg

Arg

Ala

Glu

Ser

420

Tyr

Lys

Asn

Glu

Gly

500

Tyr

Ala

Arg

Cys

Tyr

325

Lys

Arg

Asp

His

Gln

405

Arg

Asn

Arg

Pro

Ala

485

His

Asp
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Pro

Pro

Asp

310

Ser

Arg

Pro

Phe

Lys

390

Ala

Ser

Glu

Arg

Gln

470

Tyr

Asp

Ala

Thr

Ala

295

Ile

Leu

Ser

Gly

Ala

375

Pro

Asp

Ala

Gly

455

Glu

Ser

Gly

Leu

Ile

280

Ala

Phe

Leu

Arg

Pro

360

Ala

Pro

Ala

Asp

Asn

440

Arg

Gly

Glu

Leu

His
520

Ala

Gly

Trp

val

Leu

345

Thr

Tyr

Gly

His

Ala

425

Leu

Asp

Leu

Ile

Tyr

505

Met

50

Ser

Gly

Val

Thr

330

Leu

Arg

Arg

Gly

Ser

410

Pro

Gly

Pro

Tyr

Gly

490

Gln

Gln

Gln

Ala

Leu

315

val

His

Lys

Ser

Gly

395

Thr

Ala

Arg

Glu

Asn

475

Met

Gly

Ala

Pro

Val

300

Val

Ala

Ser

His

Arg

380

Ser

Leu

Tyr

Arg

Met

460

Glu

Lys

Leu

Leu

Leu

285

His

val

Phe

Asp

Tyr

365

Asp

Phe

Ala

Gln

Glu

445

Gly

Leu

Gly

Ser

Pro
525

Ser

Thr

val

Ile

Tyr

350

Gln

Gln

Arg

Lys

Gln

430

Glu

Gly

Gln

Glu

Thr

510

Pro

Leu

Arg

Gly

Ile

335

Met

Pro

Arg

Thr

Ile

415

Gly

Tyr

Lys

Lys

Arg

495

Ala

Arg

Arg

Gly

Gly

320

Phe

Asn

Tyr

Leu

Pro

400

Arg

Gln

Asp

Pro

Asp

480

Arg

Thr
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<211> 501
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> CAR anti-GD2, huKM666-HNG-CD280XZ

<400> 31

Met

1

Gly

Lys

Leu

Leu

65

Ser

Gln

Tyr

Gly

Gly

145

Pro

Lys

Glu

Ser

Pro

Ala

50

Glu

Ala

Val

Tyr

Gln

130

Gly

Ser

Ala

Ser

Thr

Thr

Ser

35

Ser

Trp

Leu

Phe

Cys

115

Gly

Gly

Ser

Ser

Gly
195

Asp

Gly

Gln

Tyr

Leu

Met

Leu

100

Ala

Thr

Ser

Leu

Ser

180

Lys

Thr

Gln

Thr

Asn

Gly

Ser

85

Lys

Lys

Leu

Gly

Ser

165

Ser

Ala
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Leu

Val

Leu

Ile

Val

70

Arg

Met

Arg

val

Gly

150

Ala

val

Pro

Leu

Gln

Ser

His

55

Ile

Leu

Ser

Ser

Thr

135

Gly

Ser

Ser

Lys

Leu

Leu

Ile
40

Trp

Trp

Thr

Ser

Asp

120

val

Gly

Val

Ser

val
200

Trp

Gln

25

Thr

val

Ala

Ile

Leu

105

Asp

Ser

Ser

Gly

Ser
185

Trp

51

val

10

Glu

Cys

Arg

Gly

Ser

90

Thr

Tyr

Ser

Glu

Asp

170

Tyr

Ile

Leu

Ser

Thr

Gln

Gly

75

Lys

Ala

Ser

Gly

Asn

155

Arg

Leu

Tyr

Leu

Gly

val

Pro

60

Ser

Asp

Ala

Trp

Gly

140

Gln

Val

His

Ser

Leu

Pro

Ser

45

Pro

Thr

Asn

Asp

Phe

125

Gly

Met

Thr

Trp

Thr
205

Trp

Gly

Gly

Gly

Asn

Ser

Thr

110

Ala

Gly

Thr

Met

Tyr

190

Ser

val

15

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys

95

Ala

Tyr

Ser

Gln

Thr

175

Gln

Asn

Pro

Val

Ser

Gly

Asn

80

Asn

Val

Trp

Gly

Ser

160

Cys

Gln

Leu



Ala

Tyr

225

Tyr

Lys

Lys

Leu

val

305

His

Lys

Ser

Gly

Thr

385

Ala

Glu

Asn

Ser

210

Thr

Cys

Val

Thr

val

290

Ala

Ser

His

Arg

Ser

370

Leu

Tyr

Arg

Met

Glu
450

Gly

Leu

Gln

Glu

His

275

Val

Phe

Asp

Tyr

Asp

355

Phe

Ala

Gln

Glu

Gly

435

Leu

val

Thr

Gln

Ile

260

Thr

val

Ile

Tyr

Gln

340

Gln

Arg

Lys

Gln

Glu

420

Gly

Gln

Pro

Ile

Tyr

245

Lys

Cys

Gly

Ile

Met

325

Pro

Arg

Thr

Ile

Gly

405

Tyr

Lys

Lys
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Ser

Ser

230

Ser

Arg

Pro

Gly

Phe

310

Asn

Tyr

Leu

Pro

Arg

390

Gln

Asp

Pro

Asp

Arg

215

Ser

Gly

Ser

Pro

Val
295

Trp

Met

Ala

Pro

Ile

375

Val

Asn

val

Arg

Lys
455

Phe

Leu

Tyr

Asp

Cys

280

Leu

val

Thr

Pro

Pro

360

Gln

Lys

Gln

Leu

Arg

440

Met

Ser

Gln

Pro

Pro

265

Pro

Ala

Arg

Pro

Pro

345

Asp

Glu

Phe

Leu

Asp

425

Lys

Ala

52

Gly

Pro

Ile

250

Ala

Lys

Cys

Ser

Arg

330

Arg

Ala

Glu

Ser

Tyr

410

Lys

Asn

Glu

Ser

Glu

235

Thr

Glu

Asp

Tyr

Lys

315

Arg

Asp

His

Gln

Arg

395

Asn

Arg

Pro

Ala

Gly

220

Asp

Phe

Pro

Pro

Ser

300

Arg

Pro

Phe

Lys

Ala

380

Ser

Glu

Arg

Gln

Tyr
460

Ser

Phe

Gly

Lys

Lys

285

Leu

Ser

Gly

Ala

Pro

365

Asp

Ala

Leu

Gly

Glu

445

Ser

Gly

Ala

Gln

Ser

270

Phe

Leu

Arg

Pro

Ala

350

Pro

Ala

Asp

Asn

Arg

430

Gly

Glu

Thr Asp

Thr Tyr
240

Gly Thr
255

Pro Asp

Trp Val

Val Thr

Leu Leu

320

Thr Arg
335

Tyr Arg

Gly Gly

His Ser

Ala Pro

400

Leu Gly

415

Asp Pro

Leu Tyr

Ile Gly
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Met Lys Gly Glu Arg Arg Arg Gly Lys Gly His Asp Gly Leu Tyr Gln

465

470

475

480

Gly Leu Ser Thr Ala Thr Lys Asp Thr Tyr Asp Ala Leu His Met Gln

485

Ala Leu Pro Pro Arg

<210> 32
<211> 642
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

500

<223> CAR anti-GD2, huKM666-HCH2CH3pvaa-CD28tmZ

<400> 32

Met

i

Gly

Lys

Leu

Leu

65

Ser

Gln

Tyr

Gly

Gly
145

Glu

Ser

Pro

Ala

50

Glu

Ala

val

Tyr

Gln

130

Gly

Thr Asp Thr

Thr

Ser

35

Ser

Trp

Leu

Phe

Cys

115

Gly

Gly

Gly

20

Gln

Tyr

Leu

Leu

100

Ala

Thr

Ser

5

Gln

Thr

Asn

Gly

Ser

85

Lys

Lys

Leu

Gly

Leu

val

Leu

Ile

val

70

Arg

Met

Arg

Val

Gly
150

Leu

Gln

Ser

His

55

Ile

Leu

Ser

Ser

Thr

135

Gly

Leu

Leu

Ile
40

Trp

Trp

Thr

Ser

Asp

120

Val

Gly

Trp

Gln

25

Thr

Val

Ala

Ile

Leu

105

Asp

Ser

Ser

53

490

Val

10

Glu

Cys

Arg

Gly

Ser

90

Thr

Tyr

Ser

Glu

Leu

Ser

Thr

Gln

Gly

75

Lys

Ala

Ser

Gly

Asn
155

Leu

Gly

vVal

Pro

60

Ser

Asp

Ala

Trp

Gly

140

Gln

Leu

Pro

Ser

45

Pro

Thr

Asn

Asp

Phe

125

Gly

Met

Trp

Gly

30

Gly

Gly

Asn

Ser

Thr

110

Ala

Gly

Thr

495

Val

15

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys

95

Ala

Tyr

Ser

Gln

Pro

val

Ser

Gly

Asn

80

Asn

val

Trp

Gly

Ser
160



Pro

Lys

Ala

Tyr

225

Tyr

Lys

Lys

Ser

Arg

305

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

385

Leu

Ser

Ala

Ser

Ser

210

Thr

Cys

vVal

Thr

val

290

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

370

Ile

Pro

Ser

Ser

Gly

195

Gly

Leu

Gln

Glu

His

275

Phe

Pro

vVal

Thr

Val

355

Cys

Ser

Pro

Leu

Ser

180

Lys

vVal

Thr

Gln

Ile

260

Thr

Leu

Glu

Lys

Lys

340

Leu

Lys

Lys

Ser

Ser

165

Ser

Ala

Pro

Ile

Tyr

245

Lys

Cys

Phe

Val

Phe

325

Pro

Thr

Val

Ala

Arg
405
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Ala

Val

Pro

Ser

Ser

230

Ser

Arg

Pro

Pro

Thr

310

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

390

Asp

Ser

Ser

Lys

Arg

215

Ser

Gly

Ser

Pro

Pro

295

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

375

Gly

Glu

val

Ser

Val

200

Phe

Leu

Tyr

Asp

Cys

280

Lys

Val

Tyr

Glu

His

360

Lys

Gln

Leu

Gly

Ser
185

Trp

Ser

Gln

Pro

Pro

265

Pro

Pro

vVal

val

Gln

345

Gln

Ala

Pro

Thr

54

Asp

170

Tyr

Ile

Gly

Pro

Ile

250

Ala

Ala

Lys

Val

Asp

330

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys
410

Arg

Leu

Tyr

Ser

Glu

235

Thr

Glu

Pro

Asp

Asp

315

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

395

Asn

Val

His

Ser

Gly

220

Asp

Phe

Pro

Pro

Thr

300

Val

Val

Ser

Leu

Ala

380

Pro

Gln

Thr

Trp

Thr

205

Ser

Phe

Gly

Lys

Val

285

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

365

Pro

Gln

vVal

Met

Tyr

190

Ser

Gly

Ala

Gln

Ser

270

Ala

His

val

Tyr

350

Gly

Ile

val

Ser

Thr

175

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly

255

Pro

Gly

Ile

Glu

His

335

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu
415

Cys

Gln

Leu

Asp

Tyr

240

Thr

Asp

Pro

Ala

Asp

320

Asn

val

Glu

Lys

Thr

400

Thr



Cys

Ser

Asp

Ser

465

Ala

Lys

Ala

Gln
545

Glu

Gly

Gln

Glu

Thr
625

Pro
<210> 33

<211> 681
<212> PRT

Leu

Asn

Ser

450

Arg

Leu

Lys

Cys

Ser

530

Gly

Tyr

Lys

Lys

Arg

610

Ala

val

Gly

435

Asp

Trp

His

Asp

Tyr

515

Arg

Gln

Asp

Pro

Asp

595

Arg

Thr

Lys

420

Gln

Gly

Gln

Asn

Pro

500

Ser

Val

Asn

val

Arg

580

Lys

Lys

<213> Secuencia artificial

Gly

Pro

Ser

Gln

His

485

Lys

Leu

Lys

Gln

Leu

565

Arg

Met

Gly

Asp
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Phe

Glu

Phe

Gly

470

Tyr

Phe

Leu

Phe

Leu

550

Asp

Lys

Ala

Lys

Thr
630

Tyr

Asn

Phe

455

Asn

Thr

Trp

val

Ser

535

Tyr

Lys

Asn

Glu

Gly

615

Tyr

Pro

Asn

440

Leu

val

Gln

val

Thr

520

Arg

Asn

Pro

Ala

600

His

Asp

Ser

425

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Leu

505

val

Ser

Glu

Gln

585

Tyr

Asp

Ala

55

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser

490

val

Ala

Ala

Leu

Gly

570

Glu

Ser

Gly

Leu

Ile

Thr

Lys

Cys

475

Leu

val

Phe

Asp

Asn

555

Gly

Glu

Leu

His
635

Ala

Thr

Leu

460

Ser

Ser

val

Ile

Ala

540

Leu

Asp

Leu

Ile

Tyr

620

Met

val

Pro

445

Thr

val

Leu

Gly

Ile

525

Pro

Gly

Pro

Tyr

Gly

605

Gln

Gln

Glu

430

Pro

Val

Met

Ser

Gly

510

Phe

Ala

Arg

Glu

Asn

590

Met

Gly

Ala

Trp

Val

Asp

His

Pro

495

val

Trp

Tyr

Arg

Met

575

Glu

Lys

Leu

Leu

Glu

Leu

Lys

Glu

480

Gly

Leu

val

Gln

Glu

560

Gly

Leu

Gly

Ser

Pro
640



<220>
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<223> CAR anti-GD2, huMK666-HCH2CH3pvaa-CD28Z

<400> 33

Met

1

Gly

Lys

Leu

Leu

65

Ser

Gln

Tyr

Gly

Gly

145

Pro

Lys

Ala

Glu

Ser

Pro

Ala

50

Glu

Ala

val

Tyr

Gln

130

Gly

Ser

Ala

Ser

Ser
210

Thr

Thr

Ser

35

Ser

Trp

Leu

Phe

Cys

115

Gly

Gly

Ser

Ser

Gly

195

Gly

Asp

Gly

Gln

Tyr

Leu

Met

Leu

100

Ala

Thr

Ser

Leu

Ser

180

Lys

Val

Thr

Gln

Thr

Asn

Gly

Ser

85

Lys

Lys

Leu

Gly

Ser

165

Ser

Ala

Pro

Leu

Val

Leu

Ile

Val

70

Arg

Met

Arg

val

Gly

150

Ala

Val

Pro

Ser

Leu

Gln

Ser

His

55

Ile

Leu

Ser

Ser

Thr

135

Gly

Ser

Ser

Lys

Arg
215

Leu

Leu

Ile
40

Trp

Trp

Thr

Ser

Asp

120

val

Gly

Val

Ser

val

200

Phe

Trp

Gln

25

Thr

val

Ala

Ile

Leu

105

Asp

Ser

Ser

Gly

Ser
185

Trp

Ser

56

Val

10

Glu

Cys

Arg

Gly

Ser

90

Thr

Tyr

Ser

Glu

Asp

170

Tyr

Ile

Gly

Leu

Ser

Thr

Gln

Gly

75

Lys

Ala

Ser

Gly

Asn

155

Arg

Leu

Tyr

Ser

Leu

Gly

Val

Pro

60

Ser

Asp

Ala

Trp

Gly

140

Gln

Val

His

Ser

Gly
220

Leu

Pro

Ser

45

Pro

Thr

Asn

Asp

Phe

125

Gly

Met

Thr

Trp

Thr

205

Ser

Trp

Gly

Gly

Gly

Asn

Ser

Thr

110

Ala

Gly

Thr

Met

Tyr

190

Ser

Gly

Val

15

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys

95

Ala

Tyr

Ser

Gln

Thr

175

Gln

Asn

Thr

Pro

Val

Ser

Gly

Asn

80

Asn

val

Trp

Gly

Ser

160

Cys

Gln

Leu

Asp



Tyr

225

Tyr

Lys

Lys

Ser

Arg

305

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

385

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser
465

Thr

Cys

val

Thr

val

290

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

370

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

450

Arg

Leu

Gln

Glu

His

275

Phe

Pro

Val

Thr

val

355

Cys

Ser

Pro

val

Gly

435

Asp

Trp

Thr

Gln

Ile

260

Thr

Leu

Glu

Lys

Lys

340

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

420

Gln

Gly

Gln

Ile

Tyr

245

Lys

Cys

Phe

Val

Phe

325

Pro

Thr

Val

Ala

Arg

405

Gly

Pro

Ser

Gln
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Ser

230

Ser

Arg

Pro

Pro

Thr

310

Asn

Arg

vVal

Ser

Lys

390

Asp

Phe

Glu

Phe

Gly
470

Ser

Gly

Ser

Pro

Pro

295

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

375

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

455

Asn

Leu

Tyr

Asp

Cys

280

Lys

val

Tyr

Glu

His

360

Lys

Gln

Leu

Pro

Asn

440

Leu

val

Gln

Pro

Pro

265

Pro

Pro

Val

Val

Gln

345

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

425

Tyr

Tyr

Phe

57

Pro

Ile

250

Ala

Ala

Lys

Vval

Asp

330

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

410

Asp

Lys

Ser

Ser

Glu

235

Thr

Glu

Pro

Asp

Asp

315

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

395

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys
475

Asp

Phe

Pro

Pro

Thr

300

Val

vVal

Ser

Leu

Ala

380

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

460

Ser

Phe

Gly

Lys

vVal

285

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

365

Pro

Gln

val

val

Pro

445

Thr

vVal

Ala

Gln

Ser

270

Ala

Met

His

Val

Tyr

350

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

430

Pro

Val

Met

Thr

Gly

255

Pro

Gly

Ile

Glu

His

335

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu
415

Trp

Val

Asp

His

Tyr

240

Thr

Asp

Pro

Ala

Asp

320

Asn

val

Glu

Lys

Thr

400

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu
480
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Ala

Lys

Ala

Pro
545

Pro

Ala

Leu

Gly

Glu

625

Ser

Gly

Leu

<210> 34

<211> 1103
<212> PRT

Leu

Lys

Cys

Ser

530

Arg

Arg

Asp

Asn

Arg

610

Gly

Glu

Leu

His

His

Asp

Tyr

515

Lys

Arg

Asp

Ala

Leu

595

Asp

Leu

Ile

Tyr

Met
675

Asn

Pro

500

Ser

Arg

Pro

Phe

Pro

580

Gly

Pro

Tyr

Gly

Gln

660

Gln

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> CAR anti-GD2 coexpresado con el gen suicida iCasp9

<400> 34

His

485

Lys

Leu

Ser

Gly

Ala

565

Ala

Arg

Glu

Asn

Met

645

Gly

Ala
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Tyr

Phe

Leu

Arg

Pro

550

Ala

Tyr

Arg

Met

Glu

630

Lys

Leu

Leu

Thr

Trp

val

Leu

535

Thr

Tyr

Gln

Glu

Gly

615

Leu

Gly

Ser

Pro

Gln

val

Thr

520

Leu

Arg

Arg

Gln

Glu

600

Gly

Gln

Glu

Thr

Pro
680

Lys

Leu

505

val

His

Lys

Ser

Gly

585

Tyr

Lys

Lys

Arg

Ala
665

58

Ser

490

val

Ala

Ser

His

Arg

570

Gln

Asp

Pro

Asp

Arg

650

Thr

Leu

vVal

Phe

Asp

Tyr

555

Vval

Asn

val

Arg

Lys

635

Arg

Lys

Ser

val

Ile

Tyr

540

Gln

Lys

Gln

Leu

Arg

620

Met

Gly

Asp

Leu

Gly

Ile

525

Met

Pro

Phe

Leu

Asp

605

Lys

Ala

Lys

Thr

Ser

Gly

510

Phe

Asn

Tyr

Ser

Tyr

590

Lys

Asn

Glu

Gly

Tyr
670

Pro
495

Val

Trp

Met

Ala

Arg

575

Asn

Arg

Pro

Ala

His

655

Asp

Gly

Leu

Val

Thr

Pro

560

Ser

Glu

Arg

Gln

Tyr

640

Asp

Ala



Met

Thr

Leu

Phe

Gly

65

Pro

His

Gly

Leu

Gly

145

Leu

Ala

Gly

Ala

225

Pro

Leu

Phe

Glu

Lys

50

val

Asp

Ala

Gly

Arg

130

His

Arg

Phe

Lys

Ala

210

Ser

val

Glu

Pro

Asp

35

Phe

Ala

Tyr

Thr

Ser

115

Gly

Cys

Thr

Ser

Lys

195

Leu

His

Ser

Gly

Lys

20

Gly

Met

Gln

Ala

Leu

100

Gly

Asn

Leu

Arg

Ser

180

Met

Asp

Leu

vVal

Val

Arg

Lys

Leu

Met

Tyr

85

Val

Val

Ala

Ile

Thr

165

Leu

Val

Cys

Gln

Glu
245
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Gln

Gly

Lys

Gly

Ser

70

Gly

Phe

Asp

Asp

Ile

150

Gly

His

Leu

Cys

Phe

230

Lys

Val

Gln

Val

Lys

55

Val

Ala

Asp

Gly

Leu

135

Asn

Ser

Phe

Ala

val

215

Pro

Ile

Glu

Thr

Asp

40

Gln

Gly

Thr

val

Phe

120

Ala

Asn

Asn

Met

Leu

200

val

Gly

val

Thr

Cys

25

Ser

Glu

Gln

Gly

Glu

105

Gly

Tyr

Val

Ile

val

185

Leu

val

Ala

Asn

59

Ile

10

val

Ser

Val

Arg

His

90

Leu

Asp

Ile

Asn

Asp

170

Glu

Glu

Ile

Val

Ile
250

Ser

vVal

Arg

Ile

Ala

75

Pro

Leu

vVal

Leu

Phe

155

Cys

val

Leu

Leu

Tyr

235

Phe

Pro

His

Asp

Arg

60

Lys

Gly

Lys

Gly

Ser

140

Cys

Glu

Lys

Ala

Ser

220

Gly

Asn

Gly

Tyr

Arg

45

Gly

Leu

Ile

Leu

Ala

125

Met

Arg

Lys

Gly

Gln

205

His

Thr

Gly

Asp

Thr

30

Asn

Trp

Thr

Ile

Glu

110

Leu

Glu

Glu

Leu

Asp

190

Gln

Gly

Asp

Thr

Gly

15

Gly

Lys

Glu

Ile

Pro

95

Ser

Glu

Pro

Ser

Arg

175

Leu

Asp

Cys

Gly

Ser
255

Arg

Met

Pro

Glu

Ser

80

Pro

Gly

Ser

Cys

Gly

160

Arg

Thr

His

Gln

Cys

240

Cys



Pro

Gly

Glu

305

Thr

Ser

Asp

Leu

Pro

385

Ala

Glu

Leu

Ser

Thr

465

Gln

Gly

Ser

Glu

Glu

290

Gly

Pro

Trp

Ile

Arg

370

Gly

Ser

Glu

Leu

Gly

450

val

Pro

Ser

Leu

Gln

27975

Ser

Leu

Ser

Arg

Phe

355

vVal

Cys

Arg

Asn

Leu

435

Pro

Ser

Pro

Thr

Gly

260

Lys

Pro

Arg

Asp

Asp

340

Glu

Ala

Phe

Ala

Pro
420

Trp

Gly

Gly

Gly

Asn

Gly

Asp

Gly

Thr

Ile

325

Pro

Gln

Asn

Asn

Glu

405

Gly

Val

Leu

Phe

Lys

485

Tyr
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Lys

His

Ser

Phe

310

Phe

Lys

Trp

Ala

Phe

390

Gly

Pro

Pro

vVal

Ser

470

Gly

Asn

Pro

Gly

Asn

295

Asp

Val

Ser

Val

375

Arg

Met

Gly

Lys

455

Leu

Ser

Lys

Phe

280

Pro

Gln

Ser

Gly

His

360

Ser

Arg

Gly

Glu

Ser

440

Pro

Ala

Glu

Ala

Leu

265

Glu

Glu

Leu

Tyr

Ser

345

Ser

vVal

Lys

Ser

Thr

425

Thr

Ser

Ser

Trp

Leu

60

Phe

val

Pro

Asp

Ser
330

Trp

Glu

Lys

Lys

Leu

410

Asp

Gly

Gln

Tyr

Leu

490

Met

Phe

Ala

Asp

Ala

315

Thr

Tyr

Asp

Gly

Leu

395

Thr

Gln

Thr

Asn

475

Gly

Ser

Ile

Ser

Ala

300

Ile

Phe

Val

Leu

Ile

380

Phe

Thr

Leu

val

Leu

460

Ile

Val

Gln

Thr

285

Thr

Ser

Pro

Glu

Gln

365

Tyr

Phe

Cys

Leu

Gln

445

Ser

His

Ile

Leu

Ala

270

Ser

Pro

Ser

Gly

Thr

350

Ser

Lys

Lys

Gly

Leu

430

Leu

Ile

Trp

Trp

Thr

Cys

Pro

Phe

Leu

Phe

335

Leu

Leu

Gln

Thr

Asp

415

Trp

Gln

Thr

Val

Ala

495

Ile

Gly

Glu

Gln

Pro

320

Val

Asp

Leu

Met

Ser

400

Val

Val

Glu

Cys

Arg

480

Gly

Ser



Lys

Ala

Ser

545

Gly

Asn

Tyr

625

Ser

Glu

Thr

Glu

Pro

705

Asp

Asp

Asp

Ala
530

Trp

Gly

Gln

Val

His

610

Ser

Gly

Asp

Phe

Pro

630

Pro

Thr

Val

Asn

515

Asp

Phe

Gly

Met

Thr
595

Trp

Thr

Ser

Phe

Gly

675

Lys

val

Leu

Ser

500

Ser

Thr

Ala

Gly

Thr

580

Met

Tyr

Ser

Gly

Ala

660

Gln

Ser

Ala

Met

His
740

Lys

Ala

Tyr

Ser

565

Gln

Thr

Gln

Asn

Thr

645

Thr

Gly

Pro

Gly

Ile

725

Glu
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Asn

Val

Trp

550

Gly

Ser

Cys

Gln

Leu

630

Asp

Tyr

Thr

Asp

Pro

710

Ala

Asp

Gln

Tyr

535

Gly

Gly

Pro

Arg

Lys

615

Ala

Tyr

Tyr

Lys

Lys

695

Ser

Arg

Pro

vVal

520

Tyr

Gln

Gly

Ser

Ala

600

Ser

Ser

Thr

Cys

vVal

680

Thr

Val

Thr

Glu

505

Phe

Cys

Gly

Gly

Ser

585

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

665

Glu

His

Phe

Pro

Val
745

61

Leu

Ala

Thr

Ser

570

Leu

Ser

Lys

Val

Thr

650

Gln

Ile

Thr

Leu

Glu

730

Lys

Lys

Lys

Leu

S595

Gly

Ser

Ser

Ala

Pro

635

Ile

Tyr

Lys

Cys

Phe

715

val

Phe

Met

Arg

540

Val

Gly

Ala

vVal

Pro

620

Ser

Ser

Ser

Arg

Pro

700

Pro

Thr

Asn

Ser

525

Ser

Thr

Gly

Ser

Ser

605

Lys

Arg

Ser

Gly

Ser

685

Pro

Pro

Cys

Trp

510

Ser

Asp

val

Gly

Val

590

Ser

val

Phe

Leu

Tyr

670

Asp

Cys

Lys

val

Tyr
750

Leu

Asp

Ser

Ser

575

Gly

Ser

Trp

Ser

Gln

655

Pro

Pro

Pro

Pro

Val

735

Val

Thr

Tyr

Ser

560

Glu

Asp

Tyr

Ile

Gly

640

Pro

Ile

Ala

Ala

Lys

720

val

Asp
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Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr
755 760 765

Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp
770 o i 780

Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu
785 790 795 800

Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg
805 810 815

Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys
820 825 830

Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp
835 840 845

Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys
850 855 860

Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser
865 870 875 880

Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser
885 890 895

Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser
900 905 910

Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys Lys Asp Pro Lys Phe Trp Val Leu Val
915 920 925

Val Val Gly Gly Val Leu Ala Cys Tyr Ser Leu Leu Val Thr Val Ala
930 935 940

Phe Ile Ile Phe Trp Val Arg Ser Lys Arg Ser Arg Leu Leu His Ser
945 950 955 960

Asp Tyr Met Asn Met Thr Pro Arg Arg Pro Gly Pro Thr Arg Lys His
965 970 975

Tyr Gln Pro Tyr Ala Pro Pro Arg Asp Phe Ala Ala Tyr Arg Ser Arg
980 985 990

Val Lys Phe Ser Arg Ser Ala Asp Ala Pro Ala Tyr Gln Gln Gly Gln
995 1000 1005

62
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Asn

Asp

Lys

Gln

Gly

Leu

Ala

<210> 35
<211> 858
<212> PRT

ES 2673 123 T3

Gln Leu Tyr Asn Glu Leu Asn Leu Gly
1010 1015

Val Leu Asp Lys Arg Arg Gly Arg Asp
1025 1030

Pro Arg Arg Lys Asn Pro Gln Glu Gly
1040 1045

Lys Asp Lys Met Ala Glu Ala Tyr Ser
1055 1060

Glu Arg Arg Arg Gly Lys Gly His Asp
1070 1075

Ser Thr Ala Thr Lys Asp Thr Tyr Asp
1085 1090

Leu Pro Pro Arg

1100

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> CAR anti-GD2 coexpresado con el gen suicida RQR8

<400> 35

Met
1

Asp

Gly

Thr

Asn

65

Pro

Gly Thr Ser Leu

His Ala

Gly Gly
35

Asn Val
50

Pro Ser

Thr Pro

Asp

20

Ser

Ser

Leu

Ala

5

Ala

Glu

Pro

Cys

Pro
85

Leu

Cys

Leu

Ala

Ser

70

Thr

Cys

Pro

Pro

Lys

55

Gly

Ile

Trp

Tyr

Thr

40

Pro

Gly

Ala

Met

Ser

25

Gln

Thr

Gly

Ser

63

Arg Arg
1020

Pro Glu
1035

Leu Tyr
1050

Glu Ile
1065

Gly Leu
1080

Ala Leu
1095

Ala Leu Cys

10

Asn Pro Ser

Gly Thr Phe

Thr Thr Ala

60

Gly Ser Pro

75

Gln Pro Leu

90

Leu

Leu

Ser

45

Cys

Ala

Ser

Glu

Met

Asn

Gly

Tyr

His

Leu

Cys

30

Asn

Pro

Pro

Leu

Glu

Gly

Glu

Met

Gln

Met

Gly

15

Ser

Val

Tyr

Arg

Arg

Tyr

Gly

Leu

Lys

Gly

Gln

Ala

Gly

Ser

Ser

Pro

80

Pro



Glu

Asp

Gly

Asn

145

Gly

Pro

Pro

Val

Ser

225

Gly

Asn

Asn

vVal

Trp
305

Gly

Ser

Ala

Phe

Val

130

Arg

Arg

Met

Gly

Lys

210

Leu

Leu

Ser

Gln

Tyr

290

Gly

Gly

Pro

Cys

Ala

115

Leu

Arg

Gly

Glu

Ser

195

Pro

Ala

Glu

Ala

Val

275

Tyr

Gln

Gly

Ser

Arg

100

Cys

Leu

Arg

Ser

Thr

180

Thr

Ser

Ser

Trp

Leu

260

Phe

Cys

Gly

Gly

Ser
340

Pro

Asp

Leu

Val

Leu

165

Asp

Gly

Gln

Tyr

Leu

245

Met

Leu

Ala

Thr

Ser

325

Leu
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Ala

Ile

Ser

Cys

150

Leu

Thr

Gln

Thr

Asn

230

Gly

Ser

Lys

Lys

Leu

310

Gly

Ser

Ala

Tyr

Leu

135

Lys

Thr

Leu

Val

Leu

215

Ile

Val

Arg

Met

Arg

295

val

Gly

Ala

Gly

Ile

120

Vval

Cys

Cys

Leu

Gln

200

Ser

His

Ile

Leu

Ser

280

Ser

Thr

Gly

Ser

Gly
105

Trp

Ile

Pro

Gly

Leu

185

Leu

Ile

Trp

Trp

Thr

265

Ser

Asp

val

Gly

val
345

64

Ala

Ala

Thr

Arg

Asp

170

Trp

Gln

Thr

Val

Ala

250

Ile

Leu

Asp

Ser

Ser

330

Gly

val

Pro

Leu

Pro

155

Val

val

Glu

Cys

Arg

235

Gly

Ser

Thr

Tyr

Ser

315

Glu

Asp

His

Tyr

140

Val

Glu

Leu

Ser

Thr

220

Gln

Gly

Lys

Ala

Ser

300

Gly

Asn

Arg

Thr

Ala

125

Cys

vVal

Glu

Leu

Gly

205

val

Pro

Ser

Asp

Ala
285

Trp

Gly

Gln

val

Arg

110

Gly

Asn

Arg

Asn

Leu

190

Pro

Ser

Pro

Thr

Asn

270

Asp

Phe

Gly

Met

Thr
350

Gly

Thr

His

Ala

Pro
175

Trp

Gly

Gly

Gly

Asn

255

Ser

Thr

Ala

Gly

Thr

335

Met

Leu

Cys

Arg

Glu

160

Gly

val

Leu

Phe

Lys

240

Tyr

Lys

Ala

Tyr

Ser

320

Gln

Thr



Cys

Gln

Leu

385

Asp

Tyr

Thr

Asp

Pro

465

Ala

Asp

Asn

val

Glu

545

Lys

Thr

Thr

Lys

370

Ala

Tyr

Tyr

Lys

Lys

450

Ser

Arg

Pro

Ala

val

530

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ala

355

Ser

Ser

Thr

Cys

Val

435

Thr

val

Thr

Glu

Lys

515

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu
595

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

420

Glu

His

Phe

Pro

val

500

Thr

val

Cys

Ser

Pro

580

vVal

Ser

Lys

Val

Thr

405

Gln

Ile

Thr

Leu

Glu

485

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

565

Ser

Lys
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Ser

Ala

Pro

390

Ile

Tyr

Lys

Cys

Phe

470

val

Phe

Pro

Thr

val

550

Ala

Arg

Gly

Val

Pro

375

Ser

Ser

Ser

Arg

Pro

455

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

535

Ser

Lys

Asp

Phe

Ser

360

Lys

Arg

Ser

Gly

Ser

440

Pro

Pro

Cys

Trp

Glu

520

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr
600

Ser

Val

Phe

Leu

Tyr

425

Asp

Cys

Lys

val

Tyr

505

Glu

His

Lys

Gln

Leu

585

Pro

65

Ser

Trp

Ser

Gln

410

Pro

Pro

Pro

Pro

Val

490

Val

Gln

Gln

Ala

Pro

570

Thr

Ser

Tyr

Ile

Gly

395

Pro

Ile

Ala

Ala

Lys

475

val

Asp

Tyr

Asp

Leu

555

Arg

Lys

Asp

Leu

Tyr

380

Ser

Glu

Thr

Glu

Pro

460

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

540

Pro

Glu

Asn

Ile

His

365

Ser

Gly

Asp

Phe

Pro

445

Pro

Thr

val

Val

Ser

525

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala
605

Trp

Thr

Ser

Phe

Gly

430

Lys

vVal

Leu

Ser

Glu

510

Thr

Asn

Pro

Gln

val

590

vVal

Tyr

Ser

Gly

Ala

415

Gln

Ser

Ala

Met

His

495

Val

Tyr

Gly

Ile

val

L)

Ser

Glu

Gln

Asn

Thr

400

Thr

Gly

Pro

Gly

Ile

480

Glu

His

Arg

Lys

Glu

560

Tyr

Leu

Trp



Glu

Leu

625

Lys

Glu

Gly

Leu

Val

705

Thr

Pro

Ser

Glu

Arg

785

Gln

Tyr

Asp

Ala

Ser

610

Asp

Ser

Ala

Lys

Ala

690

Arg

Pro

Pro

Leu

770

Gly

Glu

Ser

Gly

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu

Lys

675

Cys

Ser

Arg

Arg

Asp

755

Asn

Arg

Gly

Glu

Leu

835

His

Gly

Asp

Trp

His

660

Asp

Tyr

Lys

Arg

Asp

740

Ala

Leu

Asp

Leu

Ile

820

Tyr

Met

Gln

Gly

Gln

645

Asn

Pro

Ser

Arg

Pro

725

Phe

Pro

Gly

Pro

Tyr

805

Gly

Gln

Gln
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Pro

Ser

630

Gln

His

Lys

Leu

Ser

710

Gly

Ala

Ala

Arg

Glu

790

Asn

Met

Gly

Ala

850

Glu

615

Phe

Gly

Tyr

Phe

Leu

695

Arg

Pro

Ala

Tyr

Arg

775

Met

Glu

Lys

Leu

Leu

Asn

Phe

Asn

Thr

Trp

680

Val

Leu

Thr

Tyr

Gln

760

Glu

Gly
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REIVINDICACIONES

1. Un receptor quimérico de antigenos (CAR) que comprende un dominio de unién a disialogangliésido (GD2) que
comprende

a) una region variable de cadena pesada (VH) que comprende un dominio VH que tiene la secuencia mostrada
como la SEQ ID NO 10; y

b) una region variable de cadena ligera (VL) que comprende un dominio VL que tiene la secuencia mostrada
como la SEQ ID NO 12.

2. Un CAR de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en el que el dominio de unién a GD2 comprende la secuencia
mostrada como la SEQ ID NO 8.

3. Un CAR de acuerdo con cualquier reivindicaciéon precedente, que comprende la secuencia mostrada como
cualquiera de las SEQ ID NO 27 a 35 o una variante de las mismas que tiene al menos un 80 % de identidad de
secuencia, pero retiene la capacidad de i) unirse a GD2 vy ii) inducir sefializacion de linfocitos T.

4. Una secuencia de acido nucleico que codifica un CAR de acuerdo con cualquier reivindicacion precedente.

5. Una secuencia de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 4, que comprende la secuencia mostrada como
la SEQ ID NO 25 o una variante de la misma que tiene al menos un 90 % de identidad de secuencia.

6. Un acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 4 o 5, que también codifica un gen suicida.

7. Un vector que comprende una secuencia de acido nucleico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 4 a
6.

8. Una célula que expresa un CAR de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.
9. Una célula que coexpresa un CAR de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 y un gen suicida.
10. Una célula de acuerdo con la reivindicacion 9, en la que el gen suicida es iCasp9 o RQRS.

11. Un método para generar una célula de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, que comprende la
etapa de introducir un acido nucleico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6 ex vivo en una célula.

12. Una composiciéon farmacéutica que comprende un vector de acuerdo con la reivindicaciéon 7, o una célula de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, junto con un vehiculo, diluyente o excipiente
farmacéuticamente aceptable.

13. Un vector de acuerdo con la reivindicacion 7 o una célula de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 8 a
10 para su uso en el tratamiento de un cancer.

14. Una célula para su uso de acuerdo con la reivindicacién 13, en la que el cancer es neuroblastoma.
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FIGURA 1

(b) Endodominios de primera generacion
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FIGURA 3
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FIGURA 4
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FIGURA 5
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FIGURA 7
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FIGURA 9
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FIGURA 12
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FIGURA 12 continuaciéon
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FIGURA 12 continuacién
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FIGURA 15
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