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ES 2 688 035 T3

DESCRIPCION

Receptor de antigeno universal que expresa células inmunes para direccionamiento de antigenos multiples
diversos, procedimiento para fabricacion del mismo y utilizacién del mismo para tratamiento de cancer,
infecciones y enfermedades autoinmunes

Ambito técnico

[0001] La presente invencion se refiere a terapias basadas en células inmunes y a procedimientos para utilizar los
agentes terapéuticos en el tratamiento de cancer, infecciones y enfermedades autoinmunes.

Antecedentes de la invencion

[0002] Los receptores de antigenos quiméricos (CAR) son receptores artificiales que consisten en una porcién de
unién que proporciona la especificidad de antigeno y una o varias cadenas de sefializacion derivada/s de
receptores inmunitarios (Cartellieri y col, J.Biomed.Bio-Technol 10D:.. 10.1155 / 2010/956304 (2010)). Estos dos
dominios CAR principales estan conectados por una cadena peptidica de enlace que incluye un dominio de
transmembrana, que ancla el CAR en la membrana plasmatica celular. Las células inmunes, en particular los
linfocitos T y NK, pueden modificarse genéticamente para expresar los CAR insertados en su membrana
plasmatica. Si dicha célula inmune modificada CAR encuentra otras células o estructuras tisulares que expresan o
estan guarnecidas con la diana apropiada de la porcién de unién a CAR, tras la union de la porcion de union CAR
al antigeno diana, la célula inmune modificada con CAR se réticula a la diana. La reticulacion conduce a una
induccién de trayectoria de sefial a través de las cadenas de sefializacion CAR, que cambiaran las propiedades
biologicas de la célula inmune injertada CAR. Por ejemplo, la activacion de CAR en células T efectoras CD4+ y
CD8+, activara las funciones efectoras tipicas, como la secrecion de compuestos liticos y citoquinas que
eventualmente conducirdn a la aniquilacion de la célula diana respectiva. La transferencia adoptiva de células
inmunes disefladas con receptores de antigenos quiméricos (CAR por sus siglas en inglés) se considera
actualmente como una opcion terapéutica muy prometedora para el tratamiento de enfermedades malignas,
infecciosas o auto-inmunes incurables. Primeros ensayos clinicos demostraron tanto la seguridad y la viabilidad de
esta estrategia de tratamiento (Lamers y col. J.Clin.Oncol 24 e20 - e22 (2006), Kershaw y col., Clin.Cancer Res 12
6106 a 6115 (2006)). En ensayos en curso recientes, la mayoria de los pacientes que padecian tumores en etapa
tardia de origen de células B mostraron una respuesta completa o al menos parcial a un tratamiento con células T
autdlogas equipadas con un CAR especifico de CD19, que dur6 varios meses (Brentjens y col., Blood 118 4817 -
4828 (2011), Sci.Transl.Med 20 (5) IDO (identificador de objeto digital): 10.1126 / transimed.3005930 sci- (2013),
Kalos y col 2011 Sci.Transl.Med 3 (95) IDO: 10.1126 / scitransimed.3002842, Grupp y col., N.Engl.J. Med. 368:
1509 - 1518 (2013)).

[0003] Sin embargo, la tecnologia CAR convencional viene acompafiada de una serie de cuestiones criticas que
deben resolverse antes de que esta modalidad de tratamiento pueda aplicarse ampliamente para tratamientos
clinicos. En primer lugar, se deben abordar varios problemas de seguridad. Hasta ahora, las respuestas
inmunitarias de las células T disefiadas con CAR convencionales son dificiles de controlar después de infundirla en
el paciente. La expresion del gen diana especialmente inesperada en el tejido sano puede provocar una reaccion
inmunitaria rapida y severa de las células T disefiadas contra las células sanas, que pueden causar efectos
secundarios (Lamers y col., J.Clin.Oncol. 24 e20 - e22 (2006), Morgan y col. Mol.Ther. 18: p.843 - 851 (2010). Otro
inconveniente de la tecnologia CAR convencional es la restriccion de redireccionado a un antigeno unico de células
T disefiadas. Este enfoque mono-terapéutico implica el riesgo de desarrollo de variantes tumorales de elusién, que
han perdido el antigeno diana durante el tratamiento. La aparicion de variantes tumorales de elusion bajo la terapia
convencional de células T CAR después de varios meses ya fue observada en ensayos clinicos (Grupp y col.,
N.Engl.J. Med. 368: 1509 - 1518 (2013)).

[0004] El documento WO 2013074916 Al describe células T genéticamente modificadas, portantes de un
receptor de antigeno quimérico (CAR) y que han sido manipuladas para alterar su receptor de células T o la
funcién de antigeno de leucocito humano. El dominio de union a antigeno de la célula T de CAR esta dirigido
hacia un antigeno asociado a tumor.

[0005] El documento WO 2013126712 Al describe células T genéticamente modificadas, portantes de un
receptor de antigeno quimérico (CAR) cuya unién a antigeno media una interaccion directa con una célula
tumoral

[0006] Arndt y col. (Leukemia (2014), 28, 59-69) describen un sistema de direccionamiento modular,
consistente en una porcién de unién a célula diana y una porcién de unién de célula efectora separada.
Ambos componentes estan conectados a través de una interaccion scFv epitopo. El epitopo se deriva de la
proteina humana La.

[0007] El documento WO 2012082841 A2 revela células T que expresan receptor de antigeno quimérico anti
marcador universal y procedimientos para tratamiento de enfermedades relacionadas con células, por
ejemplo cancer.

[0008] Ademas, el documento WO 2013044225 Al da a conocer un receptor inmune universal expresado por
células T, para el direccionamiento a antigenos diversos y multiples.

[0009] Ambos procedimientos describen la utilizacion de células T modificadas que expresan receptores
inmunitarios anti-marcador universales. Estas células T pueden redirigirse a antigenos de superficie celular

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 688 035 T3

relacionados con enfermedad aplicando adicionalmente médulos que unen estos antigenos de superficie y
que portan el marcador respectivo.

[0010] EI problema que surge de los procedimientos mencionados anteriormente es que un
redireccionamiento de las células T genéticamente modificadas utilizando marcadores exdégenos es probable
que sea inmunogénica, lo que pondra a los pacientes en peligro y afectard negativamente a la eficacia del
tratamiento. Por lo tanto, es un objeto de la presente invenciéon proporcionar una célula inmune
genéticamente modificada que permita un redireccionamiento contra diversas enfermedades de una manera
segura y eficaz utilizando marcadores endégenos basados en proteinas nucleares. Un objeto adicional de la
presente invencién es proporcionar un procedimiento de tratamiento de diversos trastornos relacionados con
células, en el que la duracioén y la intensidad del tratamiento son ajustables de una manera sencilla.

Sumario de la invencién

[0011] La presente invencién proporciona un sistema modular de receptor de antigeno quimérico ani-
marcador universal, (UniCAR) que permite un redireccionamiento de las células inmunes injertadas UniCAR
contra multiples antigenos. El sistema utiliza una plataforma de terapia génica para generar células inmunes
capaces de reconocer varios antigenos y que tiene amplias y valiosas implicaciones clinicas para la
utilizacion de terapias basadas en células inmunes, en particular terapias basadas en células T y NK.

[0012] En un primer aspecto, la presente invencién proporciona una secuencia de acido nucleico aislada que
codifica un receptor de antigeno de quimérico universal, en el que el receptor comprende tres dominios,
donde el primer dominio es un dominio de unién a marcador, el segundo dominio es una cadena de péptido
de enlace que incluye una bisagra extracelular y un dominio transmembrana y en el que el tercer dominio es
un dominio de transduccién de sefial, donde el dominio de unién a marcador se une a un marcador derivado
de cualquier proteina nuclear humana, donde el marcador es un epitopo lineal corto de la proteina nuclear
La humana (E5B9 ) y en el que el dominio de unién a marcador es un anticuerpo o un fragmento de unién a
antigeno derivado de anticuerpo del mismo y en el que el dominio de unién a marcador se une al respectivo
epitopo de La (5B9). Otros marcadores Utiles son las secuencias peptidicas de antigenos nucleares, a las
que no se puede acceder y ni unirse mediante el dominio de unién a marcador correspondiente en el
contexto de la proteina nativa bajo condiciones fisioldgicas. Ademas, la secuencia peptidica no deberia ser
la diana de auto-anticuerpos en pacientes autoinmunes, por lo que es poco probable que el marcador sea
inmunogénico en el contexto del receptor quimérico universal. Un cuarto dominio opcional es un conector de
péptido corto en la porcion extracelular de UniCARs, que forma un epitopo lineal para un anticuerpo
monoclonal (mMAB) que se une especificamente al cuarto dominio. Este dominio adicional no es necesario
para la funcionalidad del sistema UniCAR, pero puede agregar un beneficio clinico adicional a la invencion.
Preferiblemente, la presente invencion proporciona una secuencia de acido nucleico aislada que codifica un
receptor de antigeno quimérico universal segun la presente invencidn, donde la secuencia de &cido nucleico
codifica una proteina de fusién quimérica artificial y donde la secuencia de acido nucleico se proporciona
como ADNc.

[0013] En un aspecto adicional, la presente invencidon proporciona un modulo diana para utilizar en un
procedimiento para la estimulacion de una respuesta inmune mediada por receptor antigénico quimérico
universal en un mamifero compuesto por una porcién de union especifica para una determinada proteina de
superficie o complejo proteico de célula humana y un marcador, en donde el marcador es un epitopo lineal
corto de la proteina nuclear La humana (E5B9).

[0014] En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona un acido nucleico que codifica un médulo
diana para su utilizacién en un procedimiento para la estimulacion de una respuesta inmunitaria mediada por
receptor antigénico quimérico universal en un mamifero de acuerdo con la presente invencion.
Preferiblemente, la presente invencidn proporciona una secuencia de acido nucleico aislada que codifica un
modulo diana de acuerdo con la presente invencién, en donde el nucleico aislado se proporciona como
ADNCc.

[0015] En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona una célula que comprende un acido
nucleico que codifica un receptor de antigeno quimérico universal de acuerdo con la presente invencién que
comprende tres dominios, en donde el primer dominio es un dominio de unién a marcador, el segundo
dominio es una cadena de péptido de unién incluyendo una bisagra extracelular y un dominio
transmembrana y el tercer dominio es un dominio de transduccién de sefial y en donde el dominio de unién a
marcador se une al epitopo lineal corto E5B9 de la proteina nuclear La humana. En un aspecto adicional, la
presente invencién proporciona un vector que comprende un acido nucleico que codifica un receptor de
antigeno quimérico universal segun la presente invencion, en el que dicho receptor de antigeno quimérico
universal comprende tres dominios, donde el primer dominio es un dominio de union a marcador, el segundo
dominio es una cadena peptidica de enlace que incluye una bisagra extracelular y un dominio
transmembrana y siendo el tercer dominio un dominio de transduccion de sefial, donde el dominio de unién a
marcador se une al epitopo lineal corto E5B9 de la proteina La nuclear humana. En un aspecto adicional, la
presente invencién proporciona un kit que comprende un vector de acuerdo con la presente invencién que
comprende una secuencia de acido nucleico que codifica un receptor de antigeno quimérico universal segln
la presente invencidon y un modulo diana como se definié anteriormente y/o un vector que codifica una
secuencia de acido nucleico aislada que codifica un mdédulo diana como se definié anteriormente. También
se describe una composicién farmacéutica que contiene células de acuerdo con la invencién y mddulos
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diana como se describe en este documento en asociacidn con un agente de diluciobn o vehiculo
farmacolégicamente aceptable. Preferiblemente, la composicion farmacéutica esta presente en una forma
adecuada para administracion intravenosa.

[0016] Preferiblemente, la composicion comprende células comprendiendo un acido nucleico que codifica un
receptor de antigeno quimérico universal de acuerdo con la presente invenciéon y moédulos diana como se
describe en este documento. La composicion farmacéutica comprende diversas formas de administracion.
Las composiciones farmacolégicas se administran preferiblemente por via parenteral, de manera
particularmente preferida por via intravenosa. La composiciéon farmacéutica parenteral puede existir en una
forma de administracion que es adecuada para inyectar. Las composiciones particularmente preferidas son,
por lo tanto, soluciones, emulsiones o suspensiones de la célula y el médulo diana que estan presentes en
un agente o vehiculo de dilucion farmacoloégicamente aceptable.

[0017] Como vehiculo se utilizan, preferiblemente agua, agua tamponada, solucion salina al 0,4%, glicina al 0,3% y
disolventes similares. Las soluciones estan esterilizadas. Las composiciones farmacoldgicas se esterilizan mediante
técnicas convencionales bien conocidas. Las composiciones contienen preferiblemente excipientes
farmacolégicamente aceptables, por ejemplo, los que se requieren para proporcionar condiciones fisiolégicas y/o
para aumentar la estabilidad del anticuerpo, tales como agentes para ajustar el valor del pH y agentes tampon,
agentes para ajustar la toxicidad y similares, preferiblemente seleccionados entre acetato de sodio, cloruro de sodio,
cloruro de potasio, cloruro de calcio y lactato de sodio. Las concentraciones de los anticuerpos de acuerdo con la
invencion en estas formulaciones, dependiendo de la aplicacion, son variables; preferiblemente son menores del
0,01% en peso, preferiblemente menores del 0,1% en peso, méas preferiblemente entre el 1 y el 5% en peso y se
seleccionan principalmente a partir de volimenes de fluido, viscosidad etc., o de acuerdo con el modo de
administracion respectivo.

[0018] Las composiciones farmacolégicas deben ser estériles y estables bajo las condiciones de fabricacion y
almacenamiento. La composicion se puede formular como una solucién, una micro-emulsién, una dispersion, en
liposomas o en otras estructuras ordenadas que son adecuadas para este fin y que conocen los expertos.

[0019] Las células de la invencién y el modulo diana se introducen preferiblemente en una composicién que es
adecuada para administracion parenteral. Preferiblemente, la composicién farmacéutica es una solucién tamponada
inyectable que contiene entre 0,1 y 500 mg/ml de anticuerpo, especialmente preferido entre 0,1 y 250 mg/ml de
anticuerpo, en particular junto con 1 a 500 mMol/l (mM) de un tampdn. La solucion inyectable puede estar presente
en forma liquida. ElI tampdn puede ser preferiblemente histidina (preferiblemente de 1 a 50 mM, especialmente
preferido de 5 a 10 mM) a un valor de pH de 5,0 a 7,0 (especialmente preferido a un pH de 6,0).

[0020] Otros tampones adecuados abarcan, pero no se limitan explicitamente a, succinato de sodio, citrato de sodio,
fosfato de sodio o fosfato de potasio. Preferiblemente, se usa cloruro de sodio entre 0 a 300 mM, especialmente
preferido 150 mM, para una forma de administracion liquida. En formas de administracion liquida, se usan
preferiblemente estabilizadores, especialmente preferidos entre 1 a 50 mM de L-metionina (preferiblemente entre 5y
10 mM). Preferiblemente, la composicion farmacéutica comprende el anticuerpo en una cantidad de dosificacion de
0,1 mg/kg a 10 mg/kg por administracion. Cantidades de dosificacion especialmente preferidas contienen 1 mg/kg de
peso corporal.

[0021] En un aspecto adicional, la invencién proporciona las células de acuerdo con la presente invencién que
comprenden un &cido nucleico que codifica un receptor de antigeno quimérico universal de acuerdo con la presente
invencion y médulos diana para utilizacion en un procedimiento para la estimulacion de una respuesta inmunitaria
mediada por receptor de antigeno quimérico universal en un mamifero Preferiblemente, la invencion proporciona las
células segun la presente invencion que comprenden un acido nucleico que codifica un receptor de antigeno
quimérico universal de acuerdo con la presente invencion y modulos diana como se describe en la presente
memoria para utilizar como medicacion, mas preferiblemente como medicamento para el tratamiento de cancer o
una enfermedad autoinmune. Una enfermedad autoinmune surge de una respuesta inmunitaria anormal del cuerpo
contra sustancias y tejidos normalmente presentes en el cuerpo (autoinmunidad). También se describe la utilizacion
de las células de la invencién y los modulos diana para preparar un medicamento para uso terapéutico y/o
diagndstico en caso de cancer o una enfermedad autoinmune. También se describe un procedimiento para el
tratamiento de un ser humano que padece cancer o una enfermedad autoinmunitaria mediante la administracion de
las células y los médulos diana de la invencién. Para aplicaciones terapéuticas, se administra a un paciente una
composicion farmacéutica estéril que contiene una cantidad farmacolégicamente efectiva de las células y el mddulo
diana de la invencion para tratar las enfermedades mencionadas anteriormente.

[0022] La invencidn se explicara con mas detalle con la ayuda de las siguientes figuras y realizaciones sin limitarse
la invencion a ellas.

Descripcion detallada de las figuras

[0023]

La figura 1 representa una ilustracion esquematica del receptor de antigeno quimérico universal (UniCAR),

La figura 2 muestra una ilustracion esquematica de la plataforma del receptor universal de antigenos quiméricos
(UniCAR) para el redireccionamiento de células inmunes especificas de antigeno,

La figura 3 muestra un mapa esquematico del vector lentiviral pLVX-EF1la-IRES-ZsGreenl,

La figura 4 muestra un mapa esquematico del plasmido de empaquetamiento lentiviral psPAX2,

La figura 5 muestra un mapa esquematico del plasmido pMD2.G de envoltura.
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La figura 6 representa diagramas que muestran la expresion de superficie de UniCAR detectada mediante la
utilizacién de un anticuerpo monoclonal dirigido contra el 4° dominio opcional.

La figura 7 muestra diagramas de funciones efectoras de células T disefiadas UniCAR frente a células tumorales
gue expresan el antigeno de células madre de préstata y el antigeno de membrana de prostata.

La figura 8 muestra diagramas de curvas de concentracion-respuesta para diferentes modulos diana,

La figura 9 muestra diagramas de las funciones efectoras de las células T disefiadas UniCAR frente a la leucemia
mieloide aguda,

La figura 10 representa diagramas que muestran la redireccién de células T injertadas UniCAR contra dos
antigenos simultdneamente y

La figura 11 representa diagramas que muestran la farmacocinética in vivo del médulo diana aCD123-CD33 hi-
especifico.

Descripcion detallada de la invencion
Células efectoras

[0024] Las células efectoras utilizadas en los procedimientos de la presente invencion pueden ser autélogas,
singénicas o alogénicas, dependiendo la seleccion de la enfermedad a tratar y los medios disponibles para hacerlo.
Las poblaciones adecuadas de células efectoras que pueden usarse en los procedimientos incluyen cualquier célula
inmune con actividad citolitica, fagocitica o inmunosupresora, tales como células T, que incluyen células T
reguladoras, células NK y macréfagos. En un aspecto, las células efectoras son de un cierto antecedente HLA y se
utilizan en un sistema aut6logo o alogénico. Las células efectoras se pueden aislar de cualquier fuente, incluyendo
un explante tumoral del sujeto que esta siendo tratado o células intratumorales del sujeto que se esta tratando. A
continuacion, el término "célula efectora” se refiere a cualquier tipo de células inmunes mencionadas anteriormente
genéticamente alteradas para expresar UniCAR en su superficie celular.

Receptor de antigeno quimérico universal (UniCAR)

[0025] The UniCAR expressed by effector cells used in the methods of the present invention allows for a
modular, highly flexible and tightly controllable retargeting of UniCAR expressing immune cells in an antigen-
specific manner. The sole requirements for the UniCARs used in the methods are (i) that the UniCAR has binding
specificity for a particular tag that can be conjugated to a target module, which in turn binds to a cellular surface
protein or an extracellular structure, and (ii) that immune cells can be engineered to express the UniCAR. El
UniCAR expresado por las células efectoras utilizadas en los procedimientos de la presente invencion permite un re-
direccionamiento modular, altamente flexible y estrechamente controlable de las células inmunes que expresan
UniCAR de una manera especifica de antigeno. Los Unicos requisitos para los UniCAR utilizados en los
procedimientos son (i) que el UniCAR tenga especificidad de unidn para un marcador particular que pueda
conjugarse con un modulo diana, que a su vez se une a una proteina de superficie celular o a una estructura
extracelular, y (i) que las células inmunes se pueden disefiar para expresar el UniCAR.

[0026] EI UniCAR comprende tres dominios (figura 1). El primer dominio es el dominio de union a marcador. Este
dominio esta tipicamente presente en el extremo terminal amino del polipéptido que comprende el UniCAR. La
localizacién del dominio de unién a marcador en el extremo amino permite acceso libre del dominio de union a
marcador al médulo diana marcado que esté unido a la célula diana. El dominio de unién a marcador tipicamente es,
pero sin limitarse a, un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo. La identidad del anticuerpo o
fragmento solo esta limitada por la identidad del marcador del médulo diana marcado. EI marcador es un epitopo
lineal corto de la proteina nuclear humana La (E5B9). El anticuerpo puede obtenerse de cualquier especie de
animal, aunque preferiblemente de un mamifero tal como un humano, un simio, un raton, una rata, un conejo, una
cobaya, un caballo, una vaca, una oveja, una cabra, un cerdo, un perro o un gato. Preferiblemente, los anticuerpos
son anticuerpos humanos o humanizados. Tampoco existe una limitacién en la clase particular de anticuerpo que
puede usarse, incluidos los anticuerpos IgG1, 1gG2, 19G3, 1gG4, IgM, IgAl, IgA2, IgD e IgE. Los fragmentos de
anticuerpo incluyen un fragmento variable de cadena sencilla (scFv), anticuerpos de cadena sencilla, fragmentos
F(ab") 2, fragmentos Fab y fragmentos producidos por una biblioteca de expresion Fab, con la Unica limitacion de
que los fragmentos de anticuerpo conserven la capacidad de unirse el marcador seleccionado. Los anticuerpos
también pueden ser anticuerpos policlonales, monoclonales o quiméricos, como cuando una region de unién a
antigeno (por ejemplo, F(ab")2 o region hipervariable) de un anticuerpo no humano se transfiere a la region de un
anticuerpo humano por técnicas de ADN recombinante para producir una molécula sustancialmente humana. Los
fragmentos de unién a antigeno, tales como scFv, se pueden preparar a partir de los mismos. Los anticuerpos para
seleccionar un marcador pueden producirse por inmunizacion de diversos huéspedes, que incluyen, entre otros,
cabras, conejos, ratas, ratones, humanos, mediante inyeccién con una proteina particular o cualquier porcion,
fragmento u oligopéptido que retenga las propiedades inmunogénicas de la proteina .

[0027] Dependiendo de la especie huésped, se pueden usar diversos adyuvantes para aumentar la respuesta
inmunolégica. Dichos adyuvantes incluyen, pero no se limitan a, toxinas labiles a calor detoxificadas de E. coli,
geles minerales de Freund, tales como hidréxido de aluminio, y sustancias tensioactivas tales como lisolecitina,
polioles plurénicos, polianiones, péptidos, emulsiones oleosas, hemocianina de lapa californiana, y dinitrofenol.
También son adyuvantes potencialmente Gtiles BCG (Bacillus Calmette-Guerin) y Corynebacterium parvum.
Los anticuerpos y fragmentos de los mismos se pueden preparar usando cualquier técnica que proporcione la
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produccién de moléculas de anticuerpo, tales como lineas continuas de cultivo celular para la producciéon de
anticuerpos monoclonales. Tales técnicas incluyen, pero no se limitan a, la técnica de hibridoma descrita
originalmente por Koehler y Milstein (Nature 256: 495-497 (1975)), la técnica de hibridoma de células B
humanas (Kosbor y col., Immunol Today 4:72 (1983), Cote y col., Proc Natl. Acad. Sci 80: 2026-2030 (1983)), y
la técnica de hibridoma EBV (Cole y col., Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss Inc, Nueva
York NY, paginas 77-96 (1985)). También se pueden utilizar técnicas desarrolladas para la producciéon de
"anticuerpos quiméricos", es decir, el empalme de genes de anticuerpos de ratdn con genes de anticuerpos
humanos para obtener una molécula con especificidad de antigeno y actividad bioldégica apropiadas (Morrison
y col., Proc Natl. Acad. Sci. 81: 6851 - 6855 (1984); Neuberger y col., Nature 312: 604 - 608 (1984), Takeda y
col., Nature 314: 452 - 454 (1985)). Alternativamente, las técnicas descritas para la produccion de anticuerpos
de cadena sencilla pueden adaptarse para producir anticuerpos de cadena sencilla especificos de marcador.
[0028] En un aspecto, el dominio de unién a marcador es un fragmento variable de cadena sencilla (scFv). Un scFv
comprende las regiones variables de las cadenas pesada (VH) y ligera (VL) de un anticuerpo, unidas tipicamente a
través de un péptido corto de diez hasta aproximadamente 25 aminoacidos. El conector puede conectar el terminal-
N de la VH con el terminal-C de la VL, o viceversa.

[0029] Como se indic6 anteriormente, la especificidad de unién del dominio de unién a marcador dependera de la
identidad del marcador que esta conjugada con la proteina que se usa para unir las estructuras diana.

[0030] De acuerdo con la presente invencion, el marcador es un epitopo lineal corto de la proteina nuclear humana
La (E5B9), el dominio de union a marcador puede constituir un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno
derivado de anticuerpo, por ejemplo un fragmento variable de cadena sencilla (scFv) que se une al epitopo de La
(5B9) respectivo. El uso del epitopo anti-La 5B9 en el sistema UniCAR es ventajoso debido al hecho de que el
epitopo anti-La scFv no interacciona con la proteina La nativa unida a la superficie de las células en condiciones
fisiolégicas normales. Por lo tanto, la interacciébn no deseada de células inmunes que expresan UniCAR, por
ejemplo, células T o NK, con epitopo 5B9 en La nativa, es imposible. Esto conduce a minimizar el riesgo de
toxicidades fuera de sitio en diana incontroladas por UniCAR que expresa células inmunes como la liberaciéon de
niveles toxicos de citocinas, a las que se hace referencia como tormentas de citocinas o sindrome de liberacion de
citocinas (CRS). Se confirmd la reactividad del mAB respectivo con proteina La desnaturalizada en una Western blot
(electrotransferencia), pero no con la proteina de La nativa en un experimento de inmunoprecipitacion (figura 3).
Ademas, aunque el sindrome de Sjogren y los pacientes con lupus eritematoso sistémico generan autoanticuerpos
contra una variedad de epitopos La, no se han identificado autoanticuerpos contra E5B9, lo que sugiere que este
epitopo no es inmunogénico (Yiannaki y col., Clin Exp Immunol., 112 (1): 152 - 8 (1998).

[0031] El segundo dominio del UniCAR es una bisagra extracelular y un dominio transmembrana (TM). El dominio
de bisagra permite que el UniCAR sobresalga de la superficie de la célula efectora para una unién éptima a su
marcador. El dominio TM ancla el UniCAR en la membrana celular de la célula efectora. Los dominios de bisagra y
los TM ejemplares incluyen, pero no se limitan a, las regiones bisagra y de transmembrana de la molécula CD28
humana, la cadena CD8a, receptores de células NK como el grupo asesino natural 2D (NKG2D) o partes de la
region constante de un anticuerpo como asi como combinaciones de varios dominios de bisagra y TM.

[0032] El tercer dominio, cuando esta presente, es el dominio de transduccion de sefial. Este dominio transmite una
sefial celular en la célula efectora portadora de UniCAR tras el reticulado de la célula efectora a una célula o
estructura extracelular. El reticulado entre la célula efectora y la célula diana estd mediado y depende de la
presencia de (i) un médulo diana que se une a su porcién de union particular en la célula diana o estructura
extracelular diana y soporta un marcador y (ii) el UniCAR expresado en el la superficie de la célula efectora puede
reconocer y unirse al marcador incluido en el médulo diana. La activacion de células efectoras incluye la induccion
de citoquinas o quimiocinas, asi como la activacion de la actividad citolitica, fagocitica o supresora de la célula
efectora. Los dominios de transduccién de sefiales de células efectoras ejemplares incluyen, pero sin limitarse a, las
regiones citoplasmaticas de CD28, CD137 (41BB), CD134 (0OX40), DAP10 y CD27, que sirven para mejorar la
supervivencia y proliferacion de células T; receptores inhibitorios como muerte celular programada 1 (PD-1) y
antigeno linfocitico citotoxico 4 (CTLA-4), asi como regiones citoplasmaticas de las cadenas CD3 (por ejemplo,
CD3zeta), receptores Fc y DAP12 que inducen activacion de células T y NK. En el UniCAR se pueden incluir uno o
mas dominios de transduccién de sefal, tales como dos, tres, cuatro o mas dominios activadores o co-estimulantes
de las células inmunes.

[0033] En una realizacion adicional, el UniCAR comprende un cuarto dominio que es un conector de péptido corto
en la porcion extracelular de UniCAR (figura 1). Se requiere, por su funcionalidad, que este cuarto dominio forme un
epitopo lineal que permita la uniéon de un anticuerpo monoclonal especifico con una afinidad razonable. En | cuarto
dominio se pueden incluir uno 0 mas epitopos lineales y se pueden localizar como conector en el dominio de unién a
marcador, entre el dominio de unién a marcador y el conector extracelular o una parte integral del dominio de la
bisagra extracelular. Con la ayuda del cuarto dominio opcional, las células inmunes injertadas UniCAR pueden
estimularse especificamente, de modo que las células inmunes injertadas UniCAR proliferan de forma preferencial y
persisten mas tiempo en comparacion con las células inmunes sin injertar in vitro o in vivo. El cuarto dominio
también se puede usar para purificar células inmunes injertadas UniCAR de poblaciones de células mixtas. También
se puede usar para amortiguar la respuesta inmunitaria mediada por células inmunes injertadas UniCAR y para
eliminar las células inmunes de UniCAR injertadas in vivo.

[0034] Para permitir la expresion en la superficie celular de una célula efectora, un péptido de sefial (a veces
también denominado secuencia de sefial, sefial de direccionamiento o péptido lider) se coloca delante del dominio
de unién a marcador en el extremo terminal-N de la secuencia de acido nucleico UniCAR. Los péptidos de sefial
apuntan a las proteinas hacia la trayectoria secretora, ya sea de forma co-translacional o pos-translacional. Para
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este proposito, pueden utilizarse péptidos sefial de proteinas de diversas especies, sin embargo, preferentemente se
usan péptidos lider de proteinas como CD28, CD8alfa, IL-2 o la cadena pesada o ligera de anticuerpos de origen
humano para evitar reacciones inmunogénicas.

Maédulos diana

[0035] Los médulos diana para utilizar en un procedimiento para la estimulacién de una respuesta inmunitaria
mediada por receptor de antigeno quimérico universal en un mamifero, estan compuestos de una porcion de unién
especifica para una cierta proteina o complejo de proteina de superficie de célula humana y un marcador, siendo el
marcador un epitopo lineal corto E5B9 de la proteina nuclear humana La. Los moédulos diana se administran a un
sujeto antes de, o concurrentemente con, o después de la administracion de las células efectoras que expresan
UniCAR. Alternativamente, las células efectoras que expresan UniCAR pueden guarnecerse con modulos diana
antes de la infusion en el receptor. La porcion de unién de los médulos diana incluye, pero no se limita a, anticuerpos
o fragmentos de los mismos que se unen a antigenos de superficie como CD2, CD3, CD4, CD8, CD10, CD19,
CD20, CD22, CD23, CD33, CD38, CD44, CD52, CD99, CD123, CD274 y TIM-3, miembros de la familia de
receptores del factor de crecimiento epidérmico (erbl, erb2, erb3, erb4 y mutantes de los mismos), miembros de la
familia del receptor de efrina (EphA1-10, EphB1-6), los llamados antigenos protaticos especificos (por ejemplo,
antigeno prostatico de células madre PSCA, antigeno prostatico especifico de membrana PSMA), antigenos
embrionarios (por ejemplo, antigeno carcinoembrionario CEA, receptor de acetilcolina fetal), miembros de la familia
del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGFR 1-3), molécula de adhesion de célula epitelial EpCAM ,
alfafetoproteina AFP, miembros de la familia de proteinas mucinas (por ejemplo, MUC1, MUC16), receptor de
hormona foliculo estimulante (FSHR), antigeno asociado a melanoma de alto peso molecular (HMW-MAA), proteina
de unién a folato FBP, receptor a-folato, ligandos del receptor NKG2D, miembros de la familia de glicoproteinas del
epitelio (por ejemplo EGP-2, EGP-4), diasialogangliésidos (por ejemplo, GD2, GD3), miembros de la familia de
anhidrasa carbdnica (por ejemplo, CAIX) y miembros de la familia del antigeno carbohidrato (por ejemplo, Ley), que
incluyen mutantes de las proteinas y familias proteicas mencionadas. Ademas, la porcion de unién de médulos diana
incluye, pero no se limita a, anticuerpos o fragmentos de los mismos que se unen a antigenos citoplasmaticos o
nucleares como el antigeno La / SSB, miembros de la familia Rho de GTPasas, miembros de las proteinas del grupo
de alta movilidad y otros. Asimismo, la porcién de uniéon de un médulo diana puede estar compuesta de las cadenas
alfa y beta o gamma y delta de un receptor de célula T (TCR) o fragmentos de las mismas. Dichas porciones de
union derivados de TCR reconocen y se unen a péptidos presentados por complejos de proteina de clase de
antigeno leucocitario humano (HLA) | y 1. Los ejemplos son, pero no se limitan a, TCR especificos para péptidos
derivados de proteinas como la familia EGFR, survivina, familia de proteinas de caja de gran motilidad (SOX) de tipo
sry, antigenos asociados a melanoma (por ejemplo, antigeno autoinmunogénico de cancer/testiculo NY-ESO- 1,
miembros de la familia de antigenos de melanoma A MAGEA, el antigeno expresado preferentemente en melanoma
PRAME) y antigenos asociados a leucemia (por ejemplo, gen de tumor de Wilms, 1 WT1). La porcion de unién de
moddulos diana también puede comprender ligandos para proteinas y complejos proteinicos, ademas referidos como
receptores. Tales ligandos se pueden unir a, pero no se limitan a, receptores de citoquina (por ejemplo, receptor de
IL-13), ligandos del receptor NKG2D, ligandos a los miembros de la familia EGFR o TCR auto-reactivos.

[0036] Las porciones de union de los modulos diana pueden comprender especificidad de antigeno Unico
(monoespecifico), dos, tres o mas especificidades de antigeno (bi- y multi-especificos). Los ejemplos de
especificidades de antigenos biespecificos y multiespecificos incluyen, entre otros, médulos diana que se unen a
antigenos PSCA y PSMA, antigenos CD19 y CD20, antigenos CD19, CD20 y CD22, antigenos CD33 y CD123,
CD33y CD99, CD33y TIM -3, erb-1y -2, PSCA y erb-2 y otras combinaciones. Las porciones de unién de mddulos
diana también pueden comprender union monovalente asi como sitios de unién bivalente y multivalente. Los
ejemplos de estrategias de direccionamiento bivalente y multivalente incluyen, pero no se limitan a, médulos diana
que incorporan dos scFv que reconocen diferentes epitopos de PSCA, CD19 y CD33, y combinaciones de ligando
scFv que reconocen diferentes epitopos del receptor erbl.

[0037] Los moédulos diana también pueden llevar ligandos adicionales, que no estan implicados en la union al
antigeno diana, mas adelante denominados cargas utiles. Dichas cargas Utiles pueden comprender, pero no se
limitan a, ligandos co-estimulatorios o citoquinas fusionadas al termnal N o C del médulo diana, en particular el
dominio extracelular de CD28, CD137 (41BB), CD134 (OX40) y CD27, asi como IL-2, IL-7, IL-12, IL-15, IL-17 y
11-21, que estimulan diferentes tipos de células inmunes. Otras cargas Utiles pueden ser radio-nucléidos o
compuestos quimicos que inducen la muerte celular en la diana y las células vecinas.

Procedimiento

[0038] Un procedimiento para estimular una respuesta inmunitaria mediada por receptor antigénico quimérico
universal en un mamifero, comprendiendo el procedimiento:

- administrar a un mamifero una cantidad efectiva de una célula efectora genéticamente modificada para expresar
un receptor de antigeno quimérico universal, en donde el receptor de antigeno quimérico universal comprende tres
dominios, en donde el primer dominio es un dominio de unién a marcador, el segundo dominio es una bisagra
extracelular y un dominio transmembrana y el tercer dominio es un dominio de transduccion de sefial, en el que el
dominio de unién a marcador se une a un marcador, en el que el marcador es un epitopo E5B9 lineal corto de la
proteina nuclear humana La y
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- administrar un médulo diana compuesto por un porcidon de unién especifica para una determinada proteina o
complejo proteico de superficie de célula humana y un marcador, en el que el marcador es un epitopo E5B9 lineal
corto de la proteina nuclear humana La,

en el que los moédulos diana se administran a un sujeto antes, o en concurrencia con, o después de la
administracion de las células efectoras que expresan el receptor antigénico quimérico universal.

[0039] En una realizacion preferida, las células efectoras y el médulo diana se administran a seres humanos.
[0040] Produccion de células efectoras de UniCAR.

[0041] En una realizacién de la invencion, las células inmunes pueden modificarse genéticamente para expresar
UniCAR mediante diversos procedimientos. En general, un vector de polinucleétido que codifica el UniCAR y todos
los elementos necesarios para asegurar su expresion en la célula inmune genéticamente modificada se transfiere a
la célula. La transferencia del vector se puede realizar por, pero sin limitarse a, electroporacion o transfeccion de
acidos nucleidos o la ayuda de sistemas de vectores virales, tales como, entre otros, adeno, adeno-asociado, retro,
espumoso o transferencia de genes virales lentiviral.

[0042] En una realizacién adicional, la transferencia de gen lentiviral se puede aplicar para la expresién estable de
UniCAR en células inmunes construyendo primero un vector lentiviral que codifica para un UniCAR seleccionado.
Un vector lentiviral ejemplar incluye, pero sin limitarse a, el vector pLVX-EFlalpha UniCAR 28/ (Clontech, Takara
Bio Group) como se muestra en la figura 3, en el que las partes lentivirales del vector se derivan del virus de
inmunodeficiencia humana (VIH).

[0043] Para la aplicacion descrita, la parte MSC/IRES/ZxGreenl fue reemplazada por el constructo UniCAR. En
relacién a la figura 3 se utiliza la abreviatura siguiente:

5' LTR: repeticion terminal largo 5', PBS: sitio de union a cebador, ¥: sefial de empaquetamiento, RRE: elemento
de respuesta Rev, cPPT/CTS: secuencia central de polipurina / secuencia de terminacién central, PEF1a: promotor
alfa de factor de elongacién humana 1, MCS: sitio de clonacion mdltiple, IRES: sitio interno de entrada de
ribosoma, ZsGreenl: codon humano optimizado, WPRE: elemento regulador pos-transcripcional del virus de la
hepatitis Woodchuck, 3'LTR: repeticion terminal larga 3', pUC: origen de replicacion, Ampr: gen resistente a
ampicilina; B-lactamasa.

[0044] Las particulas lentivirales se producen tipicamente mediante transfeccion transitoria de células
embrionarias de riién humano (HEK) 293T (ACC 635) con el plasmido de vector lentiviral que codifica UniCAR y
cotransfeccion con un antigeno especifico de grupo (gag) y pladsmido que codifica polimerasa (pol) (por ejemplo
psPAX2, plasmido addgen 12260) como se representa en la figura 4 mas un plasmido que codifica para una
envoltura (por ejemplo pMD2.G, pldsmido addgen 12259) como se muestra en la figura 5. Después de la
transfeccion, el plasmido de empaguetamiento expresa proteinas Gag y Pol del VIH-1. Las abreviaturas utilizadas
en la figura 4 son las siguientes: CMVenh: potenciador y promotor de CMV, SD: donante de empalme, SA: aceptor
de empalme, Gag: antigeno especifico de grupo, Pro: proteina precursora que codifica la proteina de proteasa, Pol:
proteina que codifica la transcriptasa inversa e integrasa, RRE: elemento de respuesta rev, Amp: ampicilina.

[0045] El plasmido MD2.G (figura 5) codifica la glicoproteina del virus de la estomatitis vesicular (VSV-G). La
proteina VSV-G se usa para vectores lentivirales para transducir una amplia gama de células de mamifero. Las
abreviaturas utilizadas en la figura 5 son las siguientes: CMV: potenciador y promotor de CMV, beta-globina intror:
intrén de beta-globina, pA de beta-globina: parte final poli-adenosina de beta-globina.

[0046] Para este propésito se pueden utilizar diversas envolturas de diferentes especies de virus. Los vectores
lentivirales pueden hacer pseudotipo exitosamente, pero sin limitarse a, con las glicoproteinas de envoltura (Env)
del virus de la leucemia murina anfotropica (MLV) o la proteina G del virus de la estomatitis vesicular (VSV-G), una
envoltura modificada del virus espumoso prototipico ( PFV) o variantes de glicoproteinas de envoltura quimérica
derivadas del virus de la leucemia del mono gibén (GaLV) y MLV. Los sobrenadantes de las células HEK293T,
transfectadas pueden recolectarse de 24 h a 96 h después de la transfeccion y las particulas de virus pueden, pero
no necesariamente deben, concentrarse a partir del sobrenadante mediante ultra-centrifugacion u otros
procedimientos. Para la transduccion lentiviral de células inmunes se pueden aplicar varios protocolos
establecidos. En un aspecto, las células mono-nucleares de sangre periférica (PBMC) o las células T aisladas
pueden activarse con mAB especifico para el complejo CD3, por ejemplo clonar OKT3 o UCHT1, dado en solucién
o recubierto con placas de cultivo de células plasticas o perlas magnéticas. La activacion de PBMC o células T
aisladas se puede potenciar ain més estimulando vias co-estimuladoras con mABs o ligandos especificos para
CD27, CD28, CD134 o CD137, ya sea solos o en varias combinaciones, y el suministro de citocinas recombinantes
exdgenas tales como, pero sin limitarse a, interleuquina (IL) -2, IL-7, IL-12, IL-15 e IL-21. Particulas de virus
concentradas o sin concentrar se afiaden a cultivos de PBMC o de células T 24 h a 96 h después de la
administracion inicial de anticuerpos de CD3 activadores y/o citocinas recombinantes como dosis Unicas o
multiples. La transduccién estable de células T puede determinarse mediante citometria de flujo después de la
tincion con moédulos diana conteniendo marcador para la expresion superficial de UniCARs o mABs dirigidos contra
el cuarto dominio de UniCAR desde tercer dia 3 en adelante después de la administracion final del sobrenadante
del virus. Las células T transducidas UniCAR pueden reproducirse in vitro cultivindolas bajo suministro de citocinas
recombinantes y activando mabs anti-CD3.

[0047] En caso que el UniCAR contenga el cuarto dominio opcional, una secuencia peptidica que forma un epitopo
lineal para un mAB, las células inmunes genéticamente modificadas para expresar UniCAR pueden reproducirse
especificamente in vitro mediante el recubrimiento de un mAB o fragmentos de anticuerpo del mismo que se unen
al cuarto dominio UniCAR a la superficie de los platos de cultivo o a las perlas de cualquier tipo, que se afiaden al
cultivo celular en una proporcién definida de, pero no limitada a, 1 perla a 1 a 4 células efectoras injertadas
UniCAR. La unién de mABs recubiertos superficialmente al dominio peptidico de UniCAR induce la reticulacién de
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UniCARs expresados en superficie celular y formacién de una sinapsis inmunitaria, lo que conduce a la activacion
de vias de sefial activadas especificamente por el dominio de sefial de UniCAR. Dependiendo de las vias de sefial
inducidas, esto puede conducir a mejorar la proliferacion y la resistencia sostenida contra muerte celular inducida
por activacion de las células inmunes que llevan UniCAR vy, por lo tanto, el enriquecimiento de las células inmunes
genéticamente modificadas de UniCAR en una poblaciéon mixta.

[0048] EIl cuarto dominio opcional, una secuencia peptidica que forma un epitopo lineal para un mAB, se puede
utilizar ademas para enriquecer y purificar las células inmunes que expresan UniCAR de poblaciones mixtas. El
enriquecimiento y la purificacién se pueden realizar con la ayuda de un mAB o fragmentos de anticuerpo del mismo
que se unen al cuarto dominio UniCAR para marcar las células que expresan UniCAR para clasificaciéon celular o
para unir transitoriamente la célula inmune que expresa UniCAR a particulas pequefias, que pueden utilizarse para
aislamiento de célula. En un aspecto, las células inmunes injertadas de UniCAR se incuban con el mAB que
reconoce el cuarto dominio. A continuacién, se agregan perlas magnéticas, que se conjugan con anticuerpos o
fragmentos de los mismos dirigidos contra las cadenas pesadas y livianas especificas de especie e isotipo de la
unién de mAB al cuarto dominio opcional. Por lo tanto, las células inmunes y las perlas magnéticas que expresan
UniCAR estan unidas y se pueden atrapar y separar de otras células inmunes en un campo magnético.

[0049] En una realizacion adicional de la invencion, el cuarto dominio opcional puede utilizarse para la deteccion
de la expresion de superficie de UniCAR como se muestra en la figura 6. La figura 6 (A) representa que la
expresion de superficie de UniCAR puede detectarse usando un anticuerpo monoclonal dirigido contra el 4°
dominio opcional y posteriormente tifiendo con un anticuerpo secundario anti-especie fluorocromo conjugado. El
cuarto dominio opcional puede usarse adicionalmente para purificar hasta alta pureza las células T injertadas de
UniCAR como se representa en la figura 6) en la

[0050] Administracion de células inmunes de UniCAR.

[0051] Las poblaciones de células inmunes que expresan UniCAR pueden formularse para administracion a un
sujeto usando técnicas conocidas por los expertos en la técnica.

[0052] Las formulaciones que comprenden poblaciones de células inmunes que expresan UniCAR, pueden incluir
excipiente(s) farmacolégicamente aceptable(s). Los excipientes incluidos en las formulaciones tendran diferentes
propésitos dependiendo, por ejemplo, de la naturaleza del dominio de unién a marcador que comprende los
UniCAR, la poblacion de células inmunes utilizadas y el modo de administracion. Ejemplos de excipientes utilizados
generalmente incluyen, sin limitarse a: solucion salina, solucion salina tamponada, dextrosa, agua para infeccion,
glicerol, etanol y combinaciones de los mismos, agentes estabilizantes, agentes solubilizantes y tensioactivos,
tampones y conservantes, agentes de tonicidad, agentes de carga y agentes lubricantes. Las formulaciones que
comprenden poblaciones de células inmunes que expresan UniCAR se habran preparado y cultivado tipicamente
con ausencia de cualquier componente no humano, tal como suero animal (por ejemplo, albimina de suero
bovino).

[0053] Una formulacién puede incluir una poblacién o mas de una, tal como dos, tres, cuatro, cinco, seis 0
mas poblaciones de células inmunes que expresan UniCAR. Las diferentes poblaciones de células inmunes
injertadas de UniCAR pueden variar en funcion de la identidad del dominio de uniéon a marcador, la identidad
del dominio de transduccién de sefial, la identidad de las subpoblaciones, el modo de generacion y cultivo o
una combinacion de los mismos. Por ejemplo, una formulaciéon puede comprender poblaciones de células T
y NK que expresan UniCAR que reconocen y se unen a una, o mas de una, tal como dos, tres, cuatro, cinco,
seis 0 mas proteinas marcadas diferentes.

[0054] Las formulaciones que comprenden la(s) poblacion(es) de células inmunes de UniCAR pueden
administrarse a un sujeto usando modos y técnicas conocidas por los expertos en la técnica. Los modos
ejemplares incluyen, pero no se limitan a, inyeccién intravenosa. Otros modos incluyen, sin limitacién,
intratumoral, intradérmico, subcutaneo (s.c., s.q., sub-Q, Hipo), intramuscular (i.m.), intraperitoneal (i.p.), intra-
arterial, intramedular, intracardiaca, intra-articular (articulacién), intrasinovial (area del liquido articular),
intracraneal, intra-espinal e intratecal (fluidos espinales). Se puede usar cualquier dispositivo conocido Uutil
para inyeccion o infusién parenteral de las formulaciones para efectuar tal administracion. Las inyecciones se
pueden realizar como inyecciones a granel o inyecciones de flujo continuo.

[0055] Las formulaciones que comprenden la(s) poblacion(es) de las células inmunes que expresan UniCAR
que se administran a un sujeto comprenden varias células inmunes que expresan UniCAR que son eficaces
para el tratamiento y/o la profilaxis de la indicacién o enfermedad especifica. Por lo tanto, las poblaciones
terapéuticamente efectivas de las células inmunes que expresan UniCAR se administran a los sujetos cuando
se practican los procedimientos de la presente invencién. El nimero de células inmunes que expresan
UniCAR administradas a un sujeto variara entre amplios limites, dependiendo de la ubicacién, fuente,
identidad, extension y gravedad de la enfermedad, la edad y el estado del individuo a tratar, etc. Un médico
en Ultima instancia, determina las dosis apropiadas para ser utilizada. En caso de eventos adversos, las
células inmunes injertadas de UniCAR pueden disminuirse de un individuo mediante la administracién de un
mAB dirigido contra el dominio peptidico (cuarto dominio) de UniCAR formando un epitopo lineal para el
anticuerpo respectivo.

Produccién del médulo diana

[0056] Los modulos diana comprenden dos dominios, una porcion de union especifica a una determinada proteina
de superficie celular humana o complejo proteico y un marcador, contra el cual se dirige el dominio de unién a
marcador de UniCAR. Los moédulos diana pueden fabricarse mediante técnicas conocidas por los expertos en la
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técnica. Estas técnicas incluyen, pero sin limitarse a, expresion recombinante en células procariotas o eucariotas o
sintesis artificial de cadenas polipeptidicas.

[0057] En un aspecto, un médulo diana puede expresarse en células de ovario de hamster (CHO, ACC-110), que
son adecuadas para sintetizar una gran cantidad de proteinas recombinantes en sus formas biolégicamente activas.
Una secuencia de acido nucleico que codifica un médulo diana puede transferirse a células CHO mediante técnicas
establecidas de ingenieria genética, como, pero sin limitarse a, transfeccién con &cido nucleico desnudo,
electroporacion o transferencia génica viral. Se pueden seleccionar clones de una sola célula altamente productivos
a partir de lineas parentales usando, por ejemplo, el sistema de seleccion de dihidrofolato reductasa (DHFR). En
este sistema, mutantes de células CHO deficientes en DHFR (por ejemplo, sublinea CHO DXB11l o DG44) se
modifican genéticamente por co-transfeccion de una copia funcional del gen DHFR en adicion a la secuencia de
acido nucleico que codifica un mddulo diana. La seleccion clonal se realiza luego mediante crecimiento en medios
desprovistos de glicina, hipoxantina y timidina. Clones altamente productivos pueden seleccionarse adicionalmente
cultivando las células en niveles altos de metotrexato (MTX), un analogo de acido félico que bloquea la actividad
DHFR. Como las células modificadas genéticamente deben hacer frente a la disminucién de la actividad DHFR, que
no puede ser rescatada por la mera presencia de una Unica copia del DHFR, en estas condiciones se favorecen los
clones con copias amplificadas del gen DHFR. El enlace genético entre DHFR y el gen de interés asegura que el
transgén también se amplifica conjuntamente, mejorando asi las posibilidades de asegurar un clon celular de alta
produccion. Los clones celulares seleccionados se cultivan en buenas condiciones de fabricacién preferentemente
en ausencia de cualquier tipo de suero animal. Los mdodulos diana se pueden aislar a partir de sobrenadantes de
cultivo celular mediante procedimientos de purificacion de proteina preparativa establecidos que incluyen etapas
preliminares como precipitacion o ultra-centrifugacion y diversas técnicas de purificacion como, pero sin limitarse a,
exclusién por tamafio o cromatografia de intercambio iénico. En un aspecto, la secuencia de &cido nucleico de un
médulo diana porta una secuencia codificante de seis a ocho aminoécidos de histidina sucesivos que forman un
marcador de polihistidina. La polihistidina se une fuertemente a los iones metalicos divalentes, tales como niquel y
cobalto. El sobrenadante del cultivo celular se puede pasar a través de una columna que contiene iones de niquel
inmovilizados que se unen al marcador de polihistidina, mientras que todas las proteinas no marcadas pasan a
través de la columna. El médulo diana puede eluirse con imidazol, que compite con el marcador de polihistidina por
unirse a la columna, o mediante una disminucion en el pH, lo que disminuye la afinidad del marcador por la resina.

Administracién del médulo diana

[0058] Se puede formular un o mas moédulos, tal como dos, tres, cuatro o mas mddulos diana para la
administracion a un sujeto usando técnicas conocidas por los expertos en la técnica.

[0059] Las formulaciones que contienen uno 0 mas mas modulos diana pueden incluir excipiente(s)
farmacol6gicamente aceptable(s). Los excipientes incluidos en las formulaciones tendran diferentes
propdsitos dependiendo, por ejemplo, de la naturaleza de los modulos diana y el modo de administracion.
Ejemplos de excipientes utilizados generalmente incluyen, sin limitarse a: solucién salina, solucion salina
tamponada, dextrosa, agua para infeccion, glicerol, etanol y combinaciones de los mismos, agentes
estabilizantes, agentes solubilizantes y tensioactivos, tampones y conservantes, agentes de tonicidad,
agentes de carga, y agentes lubricantes. Las formulaciones que comprenden médulos diana tipicamente se
habran preparado y cultivado en ausencia de cualquier componente no humano, tal como suero animal (por
ejemplo, albumina de suero bovino).

[0060] Una formulacion puede incluir uno o mas maédulos diana o, por ejemplo dos, tres, cuatro, cinco, seis o
mas maédulos diana. Los mdédulos diana pueden variar en funcion de la identidad de la porcion de unién, la
identidad del marcador, el modo de generacion o una combinacion de los mismos. Por ejemplo, una
formulacién puede comprender moédulos diana que reconocen y se unen a una, o0 mas de una, tal como dos,
tres, cuatro, cinco, seis 0 mas proteinas de superficie de células humanas diferentes, complejos proteinicos o
estructuras de matriz extracelular.

[0061] Las formulaciones que comprenden la(s) poblacién(es) de células inmunes que expresan UniCAR
pueden incubarse ex vivo con una formulacidon que incluye uno o mas modulos diana, para guarnecer las
células inmunes que expresan UniCAR con modulos diana antes de la administracion a un sujeto.
Alternativamente, las formulaciones que incluyen uno o mas modulos diana pueden administrarse
directamente a un sujeto o se puede elegir una combinacién de ambas estrategias. La ruta y la dosis variaran
entre amplios limites, dependiendo de la ubicacion, fuente, identidad, extension y gravedad de la enfermedad,
la edad y el estado del individuo a tratar, etc. Un médico finalmente determinard las rutas de aplicacion y las
dosis apropiadas para ser utilizada.

[0062] En una realizacién, las células T modificadas genéticamente UniCAR pueden redirigirse
especificamente contra células tumorales que expresan PSCA y/o PSMA como se detecta con frecuencia en
biopsias, por ejemplo de tumores de prostata, vejiga, pancreas y mama (figura 7). Las células T humanas
fueron objeto de transduccién simuladamente (barras blancas) o transducidas con vectores lentivirales que
codifican UniCAR conteniendo un dominio de sefializacion dual CD28/CD3zeta (barras negras) o que carecen
de cualquier dominio de sefalizacion (barras sombreadas) o que expresan solo proteina marcadora EGFP
(barras a franjas). La lisis especifica de las células tumorales de préstata (PC3) modificadas genéticamente
para expresar ya el antigeno de células madre de la prostata (PC3-PSCA) o el antigeno de la membrana
prostatica (PC3-PSMA) en presencia de células T humanas disefiadas y médulos diana se analizaron en un
ensayo de liberacion de Cr 51. Las células T se incubaron a una relacion efector a diana (e:t) de 5:1 o0 1:1 con
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células diana PC3 cargadas con 51 Cr. Los modulos diana (TM) especificos para PSCA (aPSCA TM) o PSMA
(aPSMA TM) se afiadieron a una concentracion de 15 nmol. Después de 20 h, se midid la lisis celular objetivo
de cultivo (liberacién de cromo). Las gréaficas muestran media y d.s. (desviacion estandar) de experimentos
con tres donantes de células T individuales (figura 7A). Del mismo modo, se demostraron las capacidades de
destruccion de células T disefiadas por UniCAR frente a células madre tumorales LNCap-4-2B que expresan
antigeno PSCA y PSMA en presencia de PSCA o PSMA TM (1 nMol) mediante ensayos de liberacién de 51
Cr en la indicada relacién e:t. La media y d.s. de experimentos con tres donantes de células T individuales se
muestran (figura 7B). El experimento de la figura 7B se repitid para una relacion e:it mas baja de 1:2,
afiadiendo 1nMol de TM especifico de PSCA o de PSMA o combinando ambos TM a una concentracion total
de 1 nmol. La lisis especifica determinada por la liberacion de Cr 51 se midi6é después de 24 h'y 48 h. La
media y la d.s de experimentos con tres donantes sanos de células T individuales se muestra (figura 7C).
Este experimento demuestra que la combinacién de dos TM diferentes mejora las habilidades de destruccion
de las células T redirigidas de UniCAR contra las células tumorales en comparacion con una estrategia de re-
direccionado de antigeno Unico, incluso si la cantidad total de ambos TM en la muestra de doble direccionado
es igual a la cantidad total de cada TM en la muestra de control de re-direccionado de antigeno unico (figura
7C). Ademas, las células T humanas armadas con las citocinas inflamatorias y proliferativas secretas de
UniCAR se reticulan con células tumorales que expresan antigeno en presencia de la TM correspondiente
(figura 7D). Se incubaron células T humanas con células PC3 que expresan antigeno PSCA o PSMA en
presencia o ausencia de TM especificas para PSCA o PSMA. Después de 24 h, se recogi6 el sobrenadante
exento de células de cultivo y posteriormente se analizé la liberacidén de citocinas especificas de células T
usando kits ELISA disponibles comercialmente. El analisis estadistico para las figuras 7C, D se realizé
utiizando ANOVA no paramétrico de una via (Ensayo Kruskal-Wallis) y ensayo de comparcién multiple de
Dunn post hoc (**p < 0.01).

[0063] En una realizacion adicional, la figura 8 muestra curvas de concentracion-respuesta para células T humanas
genéticamente modificadas UniCAR en presencia de moédulos diana que se unen a diversos antigenos en la
superficie de células tumorales de diferentes origenes. Las células T humanas fueron objeto de transduccién con
vectores lentivirales que codifican el UniCAR conteniendo un dominio dual de sefializacion CD28/CD3zeta. Las
células T injertadas con UniCAR se incubaron en una relacion e:t de 5:1 con células diana PC3 cargadas con 51Cr
modificadas genéticamente para expresar antigeno PSCA o PSMA. Los médulos diana (TM) especificos para PSCA
(TM aPSCA) o PSMA (TM aPSMA) se afiadieron en concentraciones crecientes (figura 7A). Se determind que la
mitad de la dosis efectiva maxima (EC50) era de aproximadamente 12 pMol para ambos TM. Se realizaron
experimentos adicionales como en la figura 7A, pero se eligié una relacion e:t de 1:1 y como células tumorales diana
se utilizé la linea celular de leucemia mieloide aguda MOLM-13. Se afiadieron TM especificos para el antigeno CD33
(TM aCD33) o el antigeno CD123 (TM aCD123) en concentraciones crecientes y se determinaron valores de EC50
de 137 pMol para TM aoCD33 y 45 pMol para TM aCD123. Estos experimentos demuestran que las células T
injertadas de UniCAR son efectivas a concentraciones muy bajas de TM, que son 10 a 100 veces menores en
valores de EC50 determinados experimentalmente para farmacos de anticuerpos monoclonales aprobados para
terapia de cancer (por ejemplo, Herter y col., Mol Cancer Ther 12 (10): 2031-2042 (2013)).

[0064] En una realizacién adicional, la figura 9 demuestra que las células T disefiadas de UniCAR pueden matar de
forma eficaz blastos de leucemia mieloide aguda (AML). Las células T humanas fueron transducidas simuladamente
(peso, rombos) o fueron transducidas con vectores lentivirales que codificaban el U-CAR conteniendo un dominio
dual de sefializacion CD28/CD3zeta (CAR 28/, circulos abiertos y cerrados) o que carecian de cualquier dominio de
sefializacion (CAR STOP, tridngulo apuntando hacia arriba) o expresando solo proteina marcadora EGFP (vc,
triangulo apuntando hacia abajo). Las células T se incubaron con 2 x 10" Alexa eFluor 674 marcadas con células
diana de 3 lineas celulares AML (MOLM-13, MV4-11, OCI-AML3) en presencia (+) o ausencia (-) de 0,1 nMol de
modulos diana (TM) especifico de CD33 (TM aCD33, panel superior) o especifico de CD123 (TM aCD123 panel
inferior) en una relacion e:t de 1:1 durante 24 h (figura 9A). El nUmero de células vivas, yoduro de propidio (PI)
negativas, excepto células diana Alexa eFluor 674 positivas se determinaron mediante citometria de flujo usando un
analizador MACSQuant®. El numero de células diana leucémicas vivas se normaliz6 a una muestra de control con
células diana pero sin células T. Este experimento demuestra que las células T injertadas UniCAR rompen
eficazmente los blastos de AML después del reticulado con el TM correspondiente independientemente de la
densidad del antigeno, que para CD33 es alta en MOLM-13, intermedia en MV4-1,1 y baja en OCI-AML3 mientras
que densidad de antigeno para CD123 se encuentra en orden inverso en las 3 lineas celulares. Ademas, los blastos
AML son eliminados mediante células T injertadas de UniCAR sobre la reticulacién mediada por TM, incluso a bajas
relaciones e:t como se encuentran tipicamente en muestras de pacientes (figura 9B). La configuracion experimental
fue similar a la figura 9A, pero se eligié una baja relacion e:t de 1:5. El nimero de células T negativas Pl vivas y
células diana se determindé mediante citometria de flujo usando un analizador MACSQuant® en los instantes
temporales indicados. El numero de células diana leucémicas vivas se normaliz6 a una muestra de control con
células diana pero sin células T (figura 9B). Tras la activacion a través de la sefializacion mediada por CAR, las
células T injertadas UniCAR comienzan a proliferar como se muestra en la figura 9C. La configuracién experimental
fue como se describi6 para la figura 9B y los numeros de células T se determinaron mediante citometria de flujo
usando un analizador MACSQuant®. La expansién de las células T se calculé6 como la relacion de células T
presentes en las muestras después de 144 h (d6) respecto del nimero sembrado al inicio del experimento (d0). El
analisis estadistico para las figuras 8A y B se realiz6 usando ANOVA no paramétrico de una via (prueba de Kruskal-
Wallis) y prueba de comparaciéon multiple de Dunn post-hoc. Para la figura 9A, se indican resultados estadisticos
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significativos, para la figura 9B, los resultados se dan en la tabla por debajo de la figura (ns = no significativo, * p
<0,05,** p <0.01, *** p <0.001).

[0065] En una realizacion adicional, la figura 10 muestra el re-direccionamiento de células T injertadas con
UniCARs simultdneamente contra dos antigenos. Debido a su naturaleza modular, la tecnologia UniCAR
permite un re-direccionamiento de las células inmunes injertadas UniCAR (por ejemplo, células T) contra dos
antigenos de manera simultanea o consecutiva utilizando dos TM individuales (TM 1 + TM 2, figura 10A lado
izquierdo) o TM combinados bi-especificos (TM1-2, figura 10A lado derecho) dispuestos como constructos en
tandem de cadena sencilla bi-especificos (figura 10A). La utilizacién de un TM bi-especifico dirigido a dos
antigenos puede ser incluso mas eficaz que usar una combinacién de dos TM especificos de antigeno Unico,
como lo demuestran las curvas de concentracion-respuesta para el re-direccionamiento combinado de CD33 y
CD123 de células T injertadas UniCAR contra lineas celulares de AML (figura 10B). Las células T humanas
fueron transducidas con un vector lentiviral que codifica el UniCAR conteniendo un dominio dual de
sefializacion CD28/CD3zeta. Las células T injertadas UniCAR se incubaron en una relacion e:t de 1:1 con
MOLM-13 etiquetado con Cr51 (media de experimentos con células T de 4 donantes humanos sanos
diferentes, triangulos) y OCI-AML3 (media de experimentos con células T de 2 diferentes donantes humanos
sanos, circulos abiertos) durante 24 horas. Se afadieron médulos diana (TM) especificos para CD33 (TM
aCD33), CD123 (TM aCCD123) o TM CD33 - CD123 bhi-especifico (TM aCD123} - CD33) a concentraciones
crecientes. Se determiné que los valores de EC50 eran:

TM aCD33 + aCD123: EC50 MOLM-13 = 70,2 pMol, EC50 OCI-AML3 = 80,2 pMol. TM aCD33-aCD123: EC50
MOLM- 13 = 2,9 pMol, EC50 OCI-AML3 = 11,7 pMol. A continuacion podria demostrarse que las células T
injertadas UniCAR tanto de donantes humanos sanos como de pacientes con AML pueden redirigirse con éxito
contra lineas de AML asi como contra blastos de AML aislados de pacientes en crisis blastica (figuras 10C, D,
E, F). Las células T humanas fueron transducidas simuladamente (circulos cerrados de las figuras 10C, D,
barras abiertas en las figuras 10E, F) o fueron transducidas con vectores lentivirales que codifican UniCAR
conteniendo un dominio de sefializacion dual CD28/CD3zeta (triangulos en las figuras 10C, D, barras negras
en las figuras 10E, F) o que carecen de cualquier dominio de sefalizaciéon (rombos en las figuras 10C, D,
barras grises en E, F). La eliminacién altamente eficaz de células AML esta mediada por las células T
injertadas UniCAR en presencia de la combinacion de TM aCD33 y TM aCD123 o el TM de direccionamiento
dual aCD123-CD33, pero no en ausencia de los TM, demostrando nuevamente que para redireccion especifica
de antigeno de células T injertadas UniCAR, la reticulacién a través de un TM es indispensable (figuras 10C, D,
E). Las células T se incubaron con 2*10* Alexa eFluor 674 marcadas con células diana de 3 lineas celulares
AML (MOLM-13, MV4-11, OCI-AML3) en presencia (+) o ausencia (-) de una cantidad total de 100 pMol de TM
en una relacion e:t de 1:5 para 144h. Los TM se actualizaron después de 48 h. Se determin6 el nimero de
células diana vivas positivas pero negativas a Alexa eFluor 674 mediante citometria de flujo usando un
analizador MACSQuant® y se comparé con muestras de control con células diana pero sin ninguna célula T
(figura 10C, circulos abiertos). La expansion de las células T se calculé como la proporciéon de células T
presentes en las muestras después de 144 h (d6) con respecto al nUmero sembrado al inicio del experimento
(d0) en la figura 10D. Se muestran los resultados de experimentos con 6 donantes, indicAndose media y SD
(desviacién estandar). Estos resultados demuestran convincentemente que la activacion a través de la
sefializacion UniCAR sobre la reticulacion mediada por TM no solo conduce a la destruccion de células diana,
sino que ademas las células T injertadas de UniCAR reciben un estimulo proliferativo mediante la cadena de
sefializacion UniCAR combinada CD28/CD3C y comienzan a dividirse. A continuacion, las células T
genéticamente modificadas de donantes sanos se incubaron con 5*10* células leucémicas Alexa eFluor 674
etiquetadas de pacientes con AML en presencia (+) o ausencia (-) de TM 0,5 nMol a una relacién e:t de 1:1
(figura 10E). Numero de células positivas Alexa EFluor 674 positivas se determind mediante citometria de flujo
usando un analizador MACSQuant® después de 24 h (panel izquierdo) y 48 h (panel derecho). El nUmero de
células diana leucémicas vivas se normalizé a una muestra de control con células diana pero sin células T. Los
resultados de 5 experimentos de emparejamiento de la figura 9E demuestran que las células T disefiadas
UniCAR son capaces de lisis de la AML de los pacientes a lo largo del tiempo. También podria demostrarse
que las células T genéticamente modificadas UniCAR de un paciente con AML pueden atacar y llevar a cabo
lisis de las células AML mediante la adicion de TML especificas de antigeno. Las células T modificadas se
incubaron con 2*10* de Alexa EFluor 674 marcadas con células diana de 3 lineas celulares AML (MOLM-13,
MV4-11, OCI-AML3) durante 24 h en presencia (+) o ausencia (-) de la cantidad total de 0, 5 nMol de TM en
una relacion e:t de 1:1. Se determind el niumero de células diana vivas positivas excepto Alexa eFluor 674
negativas mediante citometria de flujo usando un analizador MACSQuant®.

[0066] En una realizacion adicional, la figura 11 representa diagramas que muestran la farmaco-cinética in vivo del
médulo diana aCD123-CD33 bi-especifico. Se inyectaron ratones NSG (NOD/SCID IL2Ry-/-) con 250 mg/g de peso
corporal de TM aCD123-CD33 ya por via intravenosa (i.v. en la figura 11A) ya intra-peritoneal (i.p. en la figura 11B) y
se tomaron muestras de suero en el momento indicado. Se us6 un ELISA de captura para determinar la
concentracion de TM en las muestras. El resultado muestra la media y la desviacion estandar (n = 3). El deterioro a
mitad de vida se determing para inyeccién i.v., usando un modelo de deterioro exponencial de una fase (software
GraphPad Prism).

[0067] En una realizacién adicional, se proporciona una secuencia de acido nucleico aislada que codifica un
receptor de antigeno quimérico universal de acuerdo con SEQ. ID 1. La secuencia de acido nucleico aislada que
codifica un péptido lider IL-2m humano de acuerdo con SEQ. ID 2, una cadena pesada de la region variable anti - La
5B9 humanizada de acuerdo con SEQ. ID 3, una cadena ligera de regién variable anti-La 5B9 humanizada de
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acuerdo con SEQ. ID 4, un epitopo de La 7B6 segun la SEQ. ID 5, un CD28 humano de acuerdo con SEQ. ID 6 a 8,
incluyendo una parte extracelular de CD28 humana con motivo de unién mutado de acuerdo con SEQ. ID 6, un
dominio transmembrana CD28 segun la SEQ. ID 7, y una parte intracelular de CD28 humano incluyendo un motivo
de internalizacién mutado de acuerdo con SEQ. ID 8 y un dominio intracelular CD3zeta humano segin SEQ. ID 9.
[0068] El producto de la expresion proteica de la secuencia de &cido nucleico aislada de acuerdo con SEQ. ID 1 se
puede obtener en SEQ. ID 27. La secuencia de acido nucleico de la cadena pesada de region variable de anti-La
5B9 humanizada segin SEQ. ID3 codifica una proteina de acuerdo con SEQ. ID 33, mientras que la cadena ligera
de la region variable anti-La 5B9 humanizada de acuerdo con SEQ. ID 4 codifica una proteina de acuerdo con SEQ.
ID 34.

[0069] La secuencia de acido nucleico del epitopo humano de La 7B6 segln la SEQ. ID 5 codifica para un dominio
de proteina de acuerdo con SEQ. ID 35.

[0070] En una realizacion adicional de la invencién, en la SEQ. ID 10, se proporciona una secuencia de acido
nucleico aislada que codifica un médulo diana con una porcién de unioén a antigenos especificos de prdstata PSCA.
La secuencia de acido nucleico aislada que codifica un péptido lider IgGkappa de acuerdo con SEQ. ID 11, una
cadena ligera humanizada de un scFv anti-PSCA de acuerdo con SEQ. ID 12, una cadena pesada humanizada de
un scFv anti-PSCA de acuerdo con SEQ. ID 13, un epitopo La 5B9 segun la SEQ. ID 14, un marcador Myc de
acuerdo con SEQ. ID 15 y un marcador His segin la SEQ. ID 16.

[0071] El producto de la expresion proteica del acido nucleico segun la SEQ. ID 10 se puede obtener a partir de
SEQ. ID La secuencia de acido nucleico de la cadena ligera humanizada de un scFv anti-PSCA de acuerdo con
SEQ. ID 12 codifica un dominio de proteina de acuerdo con SEQ. ID 36, mientras que la cadena pesada
humanizada de un scFv anti-PSCA segun la SEQ. ID 13 codifica un dominio de proteina de acuerdo con SEQ. ID 37.
El epitopo de La 5B9 de acuerdo con SEQ. ID 14 codifica una proteina de acuerdo con SEQ. ID 44.

[0072] En una realizacién adicional de la invencién, en la SEQ. ID 17 se proporciona una secuencia de acido
nucleico aislada que codifica un mddulo diana con una porcidén de union a antigenos especificos de préstata PSMA.
La secuencia de acido nucleico aislada que codifica un péptido lider IgGkappa de acuerdo con SEQ. ID 11, una
cadena pesada humanizada de un scFv anti-PSMA de acuerdo con SEQ. ID 18, una cadena ligera humanizada de
un scFv anti-PSMA de acuerdo con SEQ. ID 19, un epitopo de La 5B9 segin la SEQ. ID 14, un marcador Myc de
acuerdo con SEQ. ID 15 y un marcador His segun la SEQ. ID 16.

[0073] El producto de la expresion proteica del &cido nucleico segun la SEQ. ID 17 se puede obtener a partir de
SEQ. ID 29. La secuencia de &acido nucleico de la cadena pesada humanizada de un scFv anti-PSMA de acuerdo
con SEQ. ID18 codifica para un dominio de proteina de acuerdo con SEQ. ID 38, mientras que la cadena ligera
humanizada de un scFv anti-PSMA segun la SEQ. ID 19 codifica un dominio de proteina de acuerdo con SEQ. ID
39. El epitopo de La 5B9 segln la SEQ. ID 14 codifica a una proteina de acuerdo con SEQ. ID 44.

[0074] En una realizacion adicional de la invencion, en la SEQ. ID 20 se proporciona una secuencia de acido
nucleico aislada que codifica un modulo diana con una porcion de union a antigeno anti-CD33. La secuencia de
acido nucleico aislada que codifica un péptido lider IgGkappa de acuerdo con SEQ. ID 11, una cadena ligera
humanizada de un scFv anti-CD33 de acuerdo con SEQ. ID 21, una cadena pesada humanizada de un scFv anti-
CD33 de acuerdo con SEQ. ID 22, un epitopo de La 5B9 segun la SEQ. ID, 14 un marcador Myc segun SEQ. ID 15
y un marcador His segin SEQ. ID 16.

[0075] El producto de expresion proteica del acido nucleico segun la SEQ. ID 20 se puede obtener a partir de SEQ.
ID 30. La secuencia de acido nucleico de la cadena ligera humanizada de un scFv anti-CD33 de acuerdo con SEQ.
ID 21 codifica un dominio de proteina de acuerdo con SEQ. ID 40, mientras que la cadena pesada humanizada de
un scFv anti-CD33 de acuerdo con SEQ. ID 22 codifica un dominio de proteina de acuerdo con SEQ. ID 41. El
epitopo de La 5B9 segun la SEQ. ID 14 codifica una proteina de acuerdo con SEQ. ID 44.

[0076] En una realizacion adicional de la invencién, en la SEQ. IDv23, se proporciona una secuencia de acido
nucleico aislada que codifica un médulo diana con una porcién de union para antigeno anti-CD123. La secuencia de
acido nucleico aislada que codifica un péptido lider IgGkappa de acuerdo con SEQ. ID 11, una cadena pesada
humanizada de un scFv anti-CD123 de acuerdo con SEQ. ID 24, una cadena ligera humanizada de un scFv anti-
CD123 de acuerdo con SEQ. ID 25, un epitopo de La 5B9 segun SEQ. ID 14, un marcador Myc de acuerdo con
SEQ. ID 15 y un marcador His segun SEQ. ID 16.

[0077] El producto de la expresion proteica del acido nucleico segun la SEQ. ID 23 se puede obtener de SEQ. ID 31.
La secuencia de acido nucleico de la cadena pesada humanizada de un scFv anti-CD123 segun la SEQ. ID 24
codifica un dominio de proteina de acuerdo con SEQ. ID 42, mientras que la cadena ligera humanizada de un scFv
anti-CD123 de acuerdo con SEQ. ID 25 codifica un dominio de proteina de acuerdo con SEQ. ID 43. El epitopo de
La 5B9 segun SEQ. ID 14 codifica una proteina de acuerdo con SEQ. ID 44.

[0078] En una realizacion adicional de la invencién, en la SEQ. ID 26, se proporciona una secuencia de acido
nucleico aislada que codifica un médulo diana con una porcién de unién para antigeno anti-CD123-anti-CD33. La
secuencia de acido nucleico aislada que codifica un péptido lider IgGkappa de acuerdo con SEQ. ID 11, una cadena
pesada humanizada de un scFv anti-CD123 de acuerdo con SEQ. ID 24, una cadena ligera humanizada de un scFv
anti-CD123 de acuerdo con SEQ. ID 25, un epitopo de La 5B9 segin la SEQ. ID 14, una cadena pesada
humanizada de un scFv anti-CD33 de acuerdo con SEQ. ID 22, una cadena ligera humanizada de un scFv anti-
CD33 de acuerdo con SEQ. ID 21, un marcador Myc de acuerdo con SEQ. ID 15 y un marcador His segun SEQ. ID
16.

[0079] El producto de expresién proteica del acido nucleico segun la SEQ. ID 26 se puede obtener a partir de SEQ.
ID 32. La secuencia de acido nucleico de la cadena pesada humanizada de un scFv anti-CD123 segun SEQ. ID 24
codifica un dominio de proteina de acuerdo con SEQ. ID 42, mientras que la cadena ligera humanizada de un scFv

13
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anti-CD123 de acuerdo con SEQ. ID 25 codifica un dominio de proteina de acuerdo con SEQ. ID 43. El epitopo de
La 5B9 segln la SEQ. ID 14 codifica una proteina de acuerdo con SEQ. ID 44. La secuencia de acido nucleico de la
cadena pesada humanizada de un scFv anti-CD33 de acuerdo con SEQ. ID 22 codifica un dominio de proteina de
acuerdo con SEQ. ID 41, mientras que la cadena ligera humanizada de un scFv anti-CD33 de acuerdo con SEQ. ID
21 codifica para un dominio de proteina de acuerdo con SEQ. ID 40.

14
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[0080]
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<110> GEMoaB Monoclonals GmbH
<120> Antigeno quimérico universal que expresa células inmunes para direccionamiento de antigenos multiples
diferentes y procedimiento fabricarlo y utilizacién del mismo para tratamiento de cancer, infecciones y enfermedades

autoinmunes

<130> 01281P0002EP

<160> 44

<170> Version 3.5 Patentin

<210>1
<211> 2685
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia ADN quimérico raton/humano

<400>1
atgcgccgea

gaattccagg
aaggtgagcet
caggctecceg
cacttcaacg
gcttacatgg
agcgagtacg
agctctggag
atgacccagt
aagagcagcc
cagaagcctg
gtgcccgaca
ctgcaggctg
ggaggcggaa
atcatcgagg
ggcagcaaga
ctgagttgea
ggactggatt
gtgtacagca

tatctgcaga

tgcagctgct
tgcagctggt
gcaaggcette
gacagggcct
agaagttcaa
agctgagccg
attacggact
gcggaggcag
ctectgatag
agagcctgcet
gacagccccece
gattctctgg
aggacgtggc
ccaaggtgga
atcagcagga
tecetggtcaa
aatatagtta
ctgcggttga
aaacaggctt

acctgtacgt

gcttctgatce
gcagagcgga
tggctacace
ggagtggatg
gtctegegtyg
cctgecgetet
gggcttcgee
cggaggecggce
cctggetgtg
gaactctege
taagctgetg
cagcggaagc
cgtgtactac
gatcaaggct
ggctctgaac
acagtccecct
caacctgttt
ggtttgtgtg
taactgcgac

taaccaaaca

gctctgagcece
gccgaggtga
ttcacccact
ggaggcgtga
accatgaccce
gatgataccg

tactggggcc

ggatctggag
agcctgggeg
acccctaaga
atctactggg
ggcaccgatt
tgcaagcagt
gccgetectgg
aagtgggctg
atgectggtceg
agccgggaat
gtctatggca
gggaaactcg

gatatttact

15

tggctcttgt
agaagcctgg
actacatcta
accccagcaa
gcgacaccag
ctgtgtacta
agggaaccct
gcggaggaag
agagagctac
actaccttgce
cttectacceg
tcaccctgac
cttacaacct
agaaggaggc
ccgetgggece
cttacgacaa
ttecgegeate
attatagcca
ggaacgaatc

tctgcaagat

gaccaactct
agcctctgtg
ctgggtgaga
cggaggcacc
catctctacc
ctgcgectege
ggtgaccgtg
cgatatcgtg
catcaactge
ttggtaccag
caagagcggc
catcagcagc
gctgaccttce
cctgaagaag
cggaggaggc
cgccegttaat
tctecacaag
gcaactgcaa
agtgacctte

agaggtgatg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200
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gctecacege
aagcatctgt
gtagttggcg
tgggtcagat
cggcctggec
tatecggagtg
aggtcagetg
ctgggacgte
ggtgggaage
aagatggccg
catgacgggt
atgcaagcac
acatgcggtg
gaggagctgt
cacaagttca
aagttcatct
acctacggecg
aagtccgcca
aactacaaga
ctgaagggca
tacaacagcc
ttcaagatcc
aacaccccca
tcecgecctga
accgccgecg

<210>2
<211> 60
<212> ADN

cagcactgga
gtectteecece
gggtattggce
ctaagaggtc
ccactcgcaa
gtggcggegg
atgcteccege
gggaggagta
ctaggcgcaa
aagcctacag
tgtatcaggg
tgccacctag
acgtggagga
tcaccggggt
gcgtgteegg
gcaccaccgg
tgcagtgcectt
tgcccgaagg
cccgegecga
tcgacttcaa
acaacgtcta
gccacaacat
tcggegacgg
gcaaagaccc

ggatcactct

<213> Homo sapiens

<400> 2

ES 2 688 035 T3

taacgagaag
gttgttecect
ctgctattcce
taggggcggg
acactaccag
gtcaggaggt
ctatcagcaa
cgacgtgetg
gaatccccag
cgagattgge
tctttecact
aggatccggc
gaatcccgge
ggtgcccatc
cgagggcgag
caagctgccc
cagccgctac
ctacgtccag
ggtgaagttc
ggaggacggc
tatcatggcc
cgaggacggc
cceegtgetg
caacgagaag

cggcatggac

tccaatggaa
gggccgagea
cttctcgtaa
catagcgact
ccatacgcac
ggagctageg
ggtcagaacce
gataaacgaa
gaaggcctcet
atgaaagggg
gcgacaaagg
tcgageggtyg
ccaccggteg
ctggtcgagc
ggcgatgcca
gtgccctggce
cccgaccaca
gagcgcacca
gagggcgaca
aacatcctgg
gacaagcaga
agcgtgcagc
ctgceccgaca
cgcgatcaca

gagctgtaca

atgcgccgcea tgcagcetgct gettctgate getctgagec tggctettgt gaccaactct 60

<210> 3
<211> 360
<212> ADN
<213> ratén

16

ccatcattca
aacccttttg
ctgtggcctt
acatgaacat
caccaagaga
gtggaggagg
agctctacaa
gaggacgcga
acaatgaact
agcgacggag
atacctatgg
agggcagagg
ccaccatggt
tggacggcga
cctacggcaa
ccaccctegt
tgaagcagca
tcttectteaa
ccctggtgaa
ggcacaagct
agaacggcat
tcgcecgacca
accactacct
tggtecectget

agtaa

cgtcaagggg
ggtgcttgtg
catcatcttc
gacacccagg
ctttgcecgea
ttecttetet
tgagctgaat
teccegagatg
gcagaaagac
aggaaaggga
ggctctgcecac
aagtcttcta
gagcaagggc
cgtaaacggc
gctgaccctg
gaccaccctg
cgacttcttc
ggacgacggc
ccgcatcgag
ggagtacaac
caaggtgaac
ctaccagcag

gagcacccag

ggagttcgtg

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2685
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<400> 3

caggtgcage tggtgcagag cggagccgag gtgaagaage ctggagecte tgtgaaggtg

agctgecaagg cttetggeta caccettcace cactactaca tectactgggt gagacagget

cccggacagg gcctggagtg gatgggaggce gtgaacccca gcaacggagg cacccacttce

aacgagaagt tcaagtctcg cgtgaccatg acccgcgaca ccagcatctce taccgettac

atggagctga gccgecctgeg ctctgatgat accgetgtgt actactgege tcgcagecgag

tacgattacg gactgggcett cgectactgg ggeccagggaa ccctggtgac cgtgagetcet

<210>4

<211> 336

<212> ADN

<213> ratéon

<400> 4

gatatcgtga tgaccecagtc tcctgatage ctggetgtga gectgggega gagagctace

atcaactgca agagcagoca gagectgetg aactctogea ccocctaagaa ctaccttget

tggtaccage agaagcctgg acagcccecct aageotgetga tctactggge ttectaceege

aagagcggceg tgoccoccgacag attectctgge agoggaagocg gcaccgattt caccctgace

atcagcagece tgcaggctga ggacgtggece gtgtactact gecaagcagte ttacaacctg

ctgacctteg gaggeggaac caaggtggag atcaag

<210>5

<211>60

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 5

ctggagaagg aggccctgaa gaagatcatc gaggatcagc aggaggctct gaacaagtgg 60

<210> 6

<211> 399

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 6
aagatcctgg tcaaacagtec ccctatgetg gtegettacg acaacgecgt taatctgagt
tgcaaatata gttacaacct gtttagccgg gaatttegeg catcteotcea caagggactyg
gattetgegg ttgaggtttg tgtggtectat ggecaattata gecagecaact gecaagtgtac
agcaaaacag gctttaactg cgacgggaaa ctocgggaacg aatcagtgac cttectatetg
cagaacctgt acgttaacca aacagatatt tacttctgca agatagaggt gatggctcca
ccgocagecac tggataacga gaagtcocaat ggaaccatca ttcacgtcaa ggggaagoat

ctgtgtoectt ccoccoccogttgtt ceocctgggoog agoaaaccoco

<210>7
<211>81
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400>7

17

60

120

180

240

300

360

60

120

180

240

300

336

&0
120
180
240
300

360

358%
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ttttgggtge ttgtggtagt tggecggggta ttggcctget attccettet cgtaactgtg

gccttecateca tettetgggt c

<210>8
<211>123
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 8
agatctaaga

ggccccactce

agt
<210>9
<211> 327
<212> ADN

ggtctagggg

gcaaacacta

<213> Homo sapiens

<400> 9
ttetetaggt

ctgaatctgg
gagatgggtg
aaagacaaga
aagggacatg

ctgcacatgce
<210> 10
<211>981
<212> ADN

cagctgatge
gacgtcggga
ggaagcctag
tggccgaagce
acgggttgta

aagcactgece

<213> Secuencia artificial

<220>

cgggcatagc

ccagccatac

tececegectat
ggagtacgac
gcgcaagaat
ctacagcgag
tcagggtett

acctaga

<223> Secuencia ADN quimérico raton/humano

<400> 10

atggagacag acacactcct gctatgggta

gacgcggece agecggecgg atccgatate

gcatcagtgg gagaccgggt gaccattaca

ctcaactggt atcagcagaa gccaggcaaa

gactacatga

gcaccaccaa

cagcaaggtce
gtgctggata
ccccaggaag
attggcatga

tecactgega

ctgctgctcect
cagatgactc
tgcggtacat

gttcctaagt

18

acatgacacc

gagactttgc

agaaccagcet
aacgaagagg
gcctctacaa
aaggggagcg

caaaggatac

gggttccagg
aaagtcctag
cccaagacat

tattaatcta

caggcggcct

cgcatatcgg

ctacaatgag
acgcgatccce
tgaactgcag
acggagagga

ctatgggget

ttccactggt
ttcecetgtet
caataattat

ctacacatcc

60

81

60
120

123

60

120

180

240

300

327

60

120

180

240
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aggctgecatt
ctaaccatat
acattaccat
ggtggaggag
caggtgcagce
tcatgtgeeg
cctggcaagg
ccggacacgg
ttacagatga
tattatggca
tcttcgggag
gctcgaggag
catcatcatc
<210> 11

<211>63
<212> ADN

ceggggtgee

cttececectgea
ggacatttgg
ggagcggagc
tagtggagtc
catcaggatt
gattggaatg
ttaaaggtag
atagcectgeg
atagtcactg
gaggaggatc
ggcccgaaca

atcatcattg

<213> Homo sapiens

<400> 11
atggagacag

gac
<210> 12
<211> 321
<212> ADN
<213> ratéon
<400> 12
gatatccaga

attacatgcg
ggcaaagtte
cgettttegg
gaagacgttg

gggacgcaac
<210> 13
<211> 366
<212> ADN
<213> ratén
<400> 13

acacactcct

tgactcaaag
gtacatccca
ctaagttatt
gcteecgggte
caacgtacta

tcactgtact

ES 2 688 035 T3

ctececegettt
gcctgaagac
tggtgggacyg
aagtgccget
cggtggcgge
cacattetec
ggtctegtac
atttaccatc
tgcagaggat
gcactttgac
cgcggccget
aaaactcatc

a

gctatgggta

tcctagttcece
agacatcaat
aatctactac
gggaaccgac
ttgtcagcag

t

tegggetecg
gttgcaacgt
caactcactg
ggaggcggag
ctecgttaage
agttactcta
attaatgatt
agcegtgata
actgctgtat
gtctggggec
aaacccctac

tcagaagagg

ctgctgectcet

ctgtctgecat
aattatctca
acatccagge
tttaccctaa

tcaaagacat

19

ggtcgggaac

actattgtca
tacttggtgg
gttcaggcgg
cgggcggatc
tgtcatggat
caggtggaag
acgcgaagaa
attattgegce
agggcacgac
ctgaagtgac

atctgaatag

gggttccagg

cagtgggaga
actggtatca
tgcattcegg
ccatatette

taccatggac

cgactttace
gcagtcaaag
aggtggcagt
tggtggaagc
gctgegectt
teggecaggeca
tacattctat
tagcttgtac
tecgacgtatg
agttactgtc
tgatgagtat

cgccgtegac

ttccactggt

ccgggtgacce
gcagaagcca
ggtgceccectee
cctgecagect

atttggtggt

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

981

60

63

60

120

180

240

300

321
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caggtgcagce
tcatgtgecg
cctggcaagg
ccggacacgg
ttacagatga
tattatggca

tctteg
<210> 14
<211> 30
<212> ADN

tagtggagte
catcaggatt
gattggaatg
ttaaaggtag
atagcctgcg

atagtcactg

<213> Homo sapiens

<400> 14

ES 2 688 035 T3

cggtggcgge
cacattctce
ggtctcgtac
atttaccatc
tgcagaggat

gcactttgac

aaacccctac ctgaagtgac tgatgagtat 30

<210> 15
<211>30
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 15

gaacaaaaac tcatctcaga agaggatctg 30

<210> 16
<211> 18
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 16

catcatcatc atcatcat 18

<210> 17
<211>909
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> constructo ADN quimérico humano/ratén

<400> 17
atggagacag

gacgcggccc
gggacttcag
cactgggtga
aatggtggta

tecctecagta

acacactcct
agccggccga
tgaggatatc
agcagagcca
ccacctacaa

cagcctacat

gctatgggta
ggtgcagctg
ctgcaagact
tggaaagagc
tcagaagtte

ggagctcege

ctegttaage
agttactcta
attaatgatt
agccgtgata
actgctgtat

gtetggggee

ctgetgetet
cagcagtcag
tctggataca
cttgagtgga

gaggacaagyg

agcctaacat

20

cgggcggatc
tgtcatggat
caggtggaag
acgcgaagaa
attattgcgc

agggcacgac

gggttccagg
gacctgaact
cattcactga
ttggaaacat
ccacattgac

ctgaggattc

gectgegecett
teggcaggea
tacattctat
tagcttgtac
tcgacgtatg

agttactgte

ttecactggt
ggtgaagcct
atataccata
caatcctaac
tgtagacaag

tgcagtcectat

60

120

180

240

300

360

366

60

120

180

240

300

360
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tattgtgecag

tcaggtggag
acccagtctc
gccagtcaag
aaactactga
agtggatctg
gattatttet
gacctgaaag
cccgaacaaa
catcattga
<210> 18
<211> 345
<212> ADN
<213> ratéon
<400> 18
gaggtgcagc
tecectgeaaga
catggaaaga
aatcagaagt
atggagctcc
aactttgact
<210> 19
<211>321
<212> ADN
<213> raton
<400> 19
gacattgtga
atcatctgta
ggacaatcte
cgcttcacag
gaagacttgg
gggaccatgc
<210> 20

<211> 972
<212> ADN

ctggttggaa
gtggatcagg
acaaattcat
atgtgggtac
tttattggge
ggacagactt
gtcagcaata
cggcecgctaa

aactcatctc

tgcagcagte
cttetggata
gccttgagtg
tcgaggacaa
gcagcctaac

actggggcca

tgacccagtc
aggccagtca
ctaaactact
gcagtggatc
cagattattt

tggacctgaa

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 688 035 T3

ctttgactac
tggaggtgga
gtccacatca
tgctgtagac
atccactecgg
cactctcacce
taacagctat
acccctacct

agaagaggat

aggacctgaa
cacattcact
gattggaaac
ggccacattg
atctgaggat

agggaccacg

tcacaaattc
agatgtgggt
gatttattgg
tgggacagac
ctgtcagcaa

a

<223> Secuencia ADN quimérico raton/humano

<400> 20

tggggccaag
tctggtggag
gtaggagaca
tggtatcaac
cacactggag
attactaatg
ccectecacgt
gaagtgactg

ctgaatagcg

ctggtgaagce
gaatatacca
atcaatccta
actgtagaca
tctgcagtcect

gtcaccgtct

atgtccacat
actgctgtag
gcatccacte
ttcactctca

tataacagct

21

ggaccacggt
gtggatctga
gggtcagcat
agaaaccagg
tcectgateg
ttcagtetga
tcggtgetgg
atgagtatgce

ccgtegacca

ctgggactte
tacactgggt
acaatggtgg
agtcctccag
attattgtgc

cctca

cagtaggaga
actggtatca
ggcacactgg
ccattactaa

atccecteac

cacecgtetece
cattgtgatg
catctgtaag
acaatctcct
cttecacagge
agacttggca
gaccatgctg
tcgaggaggg

tcatcatcat

agtgaggata
gaagcagagce
taccacctac

tacagcctac

agctggttgg

cagggtcagc
acagaaacca
agtccctgat
tgttcagtct

gttcggtget

420

480

540

600

660

720

780

840

900

909

60

120

180

240

300

345

60

120

180

240

300

321



10

atggagacag
gacgcggccce
gtatccccag
cattggtacc
gtcgegtecg
actatcaatc
taccccttga
ggaggaggga
gtacaactgg
tgcaaggcgt
ggtcaagggc
gagaagttta
gaactgagtc
tacgaggttt
ggaggaggat
gggcccgaac

catcatcatt
<210> 21
<211> 318
<212> ADN
<213> ratén
<400> 21
gatatagttt

ataacctgea
caaccgccga
ttcagcggca
gatactgcga

actaaactag
<210> 22
<211> 360
<212> ADN
<213> raton
<400> 22

acacactcct
agccggecgg
gccagagggce
agcagaaacc
gggtgcctge
cagtggaagc
catttggcca
gcggagcaag
tccaatctgg
ctgggtatac
ttgaatggat
agggtagagt
gtctccggtce
acggcatgga
ccgcggecge
aaaaactcat

ga

taacccaatce
ctgcaagete
aacttctgat
gcggatcagg
actactactg

agataaaa

ES 2 688 035 T3

gctatgggta

atccgatata
tactataacc
tggacaaccg
tcgattcage
gaacgatact
aggtactaaa
tggcgcegga
agccgaagtce
attcacagat
gggatatatt
aactatgacc
tgatgacacc
ctattggggc
taaaccccta

ctcagaagag

ccctgetagt
atctgtcaac
atacgacacc
tactgacttc

ccagcaatgg

ctgctgetcet
gttttaaccc
tgcactgcaa
ccgaaacttc
ggcagcggat
gcgaactact
ctagagataa
ggcggaggtt
aagaaaccag
tacgtagtac
aatccgtaca
agggacacaa
gctgtctatt
caaggcactc
cctgaagtga

gatctgaata

ctggecegtat
tacatcecatt
agcaaggtcg
actttgacta

aggtcgtacc

22

gggttccagg

aatccceccetge
gctcatctgt
tgatatacga
caggtactga
actgccagceca
aaggtggagg
caggcggtgg
gagcttctgt
actgggttag
acgacggaac
gcatcagtac
attgtgcaag
tcgttacegt
ctgatgagta

gcgcececgtega

ccccaggeca
ggtaccagca
cgtccggggt
tcaatccagt

ccttgacatt

ttccactggt
tagtctggcecce
caactacatc
caccagcaag
cttcactttg
atggaggtcg
tggcagtggt
tggaagccag
gaaagtcagt
gcaagctcct
aaaatataac
agcgtatatg
agattaccgt
gtcaagcgga
tgctcgagga

ccatcatcat

gagggctact
gaaacctgga
gcctgectega
ggaagcgaac

tggccaaggt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

972

60

120

180

240

300

318



10

caggtacaac
agttgcaagg
cctggtcaag
aacgagaagt
atggaactga

cgttacgagg
<210> 23
<211> 963
<212> ADN

tggtccaate
cgtctgggta
ggcttgaatg
ttaagggtag

gtegteteeg

tttacggeat

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 688 035 T3

tggagccgaa
tacattcaca
gatgggatat
agtaactatg
gtetgatgac

ggactattgg

<223> Secuencia ADN quimérico ratbn/humano

<400> 23
atggagacag

gacgcggccce
ggcgccagcg
aagtgggtca
aacggcgcca
agcagcagca
tactgcacca
ctggtcacag
ggtggctctg
aaagtgacca
tacctgacct
agcaccagag
accctgacaa
tacagctacc
tccgeggecg
caaaaactca
tga

<210> 24
<211> 357
<212> ADN

<213> ratén
<400> 24

acacactcct
agccggecga
tgaagatgag
agcagagcca
ccttctacaa
ccgcctacat
gaagccatct
tgtctgccge
acttcgtgat
tgagctgcaa
ggtatctgca
aaagcggcgt
tcagcagcgt
cctacacctt
ctaaacccct

tctcagaaga

gctatgggta
agtgcagctg
ctgcaaggcece
cggcaagagc
ccagaagttc
gcacctgaac
gctgegggee
ctctggagga
gacccagagc
gagcagccag
gaagcccgga
gcccgataga
gcaggccgag
cggaggcggg
acctgaagtg

ggatctgaat

gtcaagaaac
gattacgtag
attaatccgt
accagggaca
accgetgtet

ggccaaggea

ctgctgectcet
cagcagtctg
agcggctaca
ctggaatgga
aagggcaagg
agcctgacca
agttggttcg
ggaggtagtg
cctagcagcec
agcctgctga
cagcccccca
ttcacaggca
gacctggeceg
accaagctgg
actgatgagt

agcgccgteg

23

caggagctte
tacactgggt
acaacgacgg
caagcatcag
attattgtgce

ctetegttac

gggttccagg
gccccgaget
ccttcaccga
tcggcgacat
ccaccctgac
gcgaggacag
cttattgggg
gcggaggtgg
tgaccgtgac
actccggcaa
agctgctgat
gcggcagcgg
tgtactattg
aaatcaaggg
atgctcgagg

accatcatca

tgtgaaagtce
taggcaagct
aacaaaatat
tacagcgtat
aagagattac

cgtgtecaage

ttccactggt
ggtcaaacca
ctactacatg
catccccage
cgtggacaga
cgccgtgtac
ccagggcacc
gtccggtgge
agccggcgag
ccagaagaac
ctactgggce
caccgacttc
ccagaacgac
aggaggagga
agggcccgaa

tcatcatcat

60

120

180

240

300

360

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

963



10

gaagtgcage
agctgcaagg
cacggcaaga
aaccagaagt

atgcacctga

ctgetgeggg
<210> 25
<211> 339
<212> ADN
<213> ratén
<400> 25
gacttegtga

atgagctgea
tggtatctgce
gaaagcggcg
atcagcageg
ccctacacct
<210> 26

<211> 1671
<212> ADN

tgcagcagte
ccagcggcta
gcctggaatg
tcaagggcaa

acagcctgac

ccagttggtt

tgacccagag
agagcagcca
agaagcccgg
tgcccgatag
tgcaggececga

tcggaggegyg

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 688 035 T3

tggecceegag
caccttcacc
gatcggcgac
ggccaccctg
cagcgaggac

cgettattgg

ccctageage
gagcctgetg
acagccccecce
attcacaggc
ggacctggece

gaccaagctg

<223> Secuencia ADN quimérico raton/humano

<400> 26

ctggtcaaac
gactactaca
atcatcccca
accgtggaca
agcgeegtgt

ggccagggca

ctgaccgtga
aactccggcea
aagctgctga
agcggcagcg
gtgtactatt

gaaatcaag

24

caggcgccag
tgaagtgggt
gcaacggcgc
gaagcagcag
actactgecac

ccctggteac

cagccggcega
accagaagaa
tctactggge
gcaccgactt

gccagaacga

cgtgaagatg
caagcagagc
caccttctac
caccgcctac
cagaagccat

agtgtet

gaaagtgacce
ctacctgacce
cagcaccaga
caccctgaca

ctacagctac

60

120

180

240

300

357

60

120

180

240

300

339



atggagacag
gacgcggecce
ggcgcecageg
aagtgggtca
aacggcgceca
agcagcagca
tactgcacca
ctggtcacag

ggtggctctg

aaagtgacca
tacctgacct

agcaccagag
accctgacaa
tacagctacc
cccctaccetg
gccgaagtea
ttcacagatt
ggatatatta
actatgacca
gatgacaccg
tattggggcc
ggttccggag
tcccecaggece
tggtaccagc
gcgtecgggyg
atcaatccag
cccttgacat
tcagaagagg

<210> 27
<211> 894
<212> PRT

acacactcct
agccggecga
tgaagatgag
agcagagcca
ccttctacaa
ccgcectacat
gaagccatct
tgtetgeege
acttcgtgat

tgagctgeaa
ggtatctgca

aaagcggcegt
tcagecagegt
cctacacctt
aagtgactga
agaaaccagg
acgtagtaca
atccgtacaa
gggacacaag
ctgtctatta
aaggcactct
gaggcggatc
agagggctac
agaaacctgg
tgcctgectceg
tggaagcgaa
ttggccaagg

atctgaatag

<213> Secuencia atrtificial

ES 2 688 035 T3

gctatgggta
agtgcagctg
ctgcaaggec
cggcaagagc
ccagaagttc
gcacctgaac
gctgegggec
ctectggagga
gacccagagce

gagcagccag
gaagcccgga

gcccgataga
gcaggccgag
cggaggcggg
tgagtatgcet
agcttetgtg
ctgggttagg
cgacggaaca
catcagtaca
ttgtgcaaga
cgttaccgtg
cgatatagtt
tataacctgc
acaaccgccg
attcagcggc
cgatactgcg
tactaaacta

cgecegtegac

ctgetgetet
cagcagtctg
agcggctaca
ctggaatgga
aagggcaagg
agcctgacca
agttggtteg
ggaggtagtg
cctagecagece

agcctgetga
cagcccccca

ttcacaggca
gacctggecg
accaagctgg
cgaggacagg
aaagtcagtt
caagctecctg
aaatataacg
gcgtatatgg
gattaccgtt
tcaagcggcg
ttaacccaat
actgcaagct
aaacttctga
agcggatcag
aactactact
gagataaaag

catcatcatc

25

gggttccagg
gccccecgaget
ccttecacega
tcggegacat
ccacecctgac
gcgaggacag
cttattgggg
gcggaggtgg
tgaccgtgac

actcecggecaa
agctgctgat

gcggcagcgyg
tgtactattg
aaatcaaggc
tacaactggt
gcaaggcgte
gtcaagggcet
agaagtttaa
aactgagtcg
acgaggttta
gcggeggatce
cccetgetag
catctgtcaa
tatacgacac
gtactgactt
gccagcaatg
ggcccgaaca

atcatcattg

ttecactggt
ggtcaaacca
ctactacatg
catccecage
cgtggacaga
cgccgtgtac
ccagggcace
gtceggtgge
agccggegag

ccagaagaac
ctactgggcc

caccgactte
ccagaacgac
ggccgctaaa
ccaatctgga
tgggtataca
tgaatggatg
gggtagagta
tcteccggtcet
cggcatggac
cggcggtgge
tctggcegta
ctacatccat
cagcaaggtc
cactttgact
gaggtcgtac
aaaactcatc

a

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600
660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1671
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<220>

<223> proteina de fusién quimérica ratdn/humano
<400> 27

Met Arg Arg Met Gln Leu Leu

1 5

Val Thr Asn Ser Glu Phe Gln
20

Val Lys Lys Pro Gly Ala Ser
35

Tyr Thr Phe Thr His Tyr Tyr
50 55

Leu

val

Vval

40

Ile

26

Leu

Gln

25

Lys

Tyr

Ile Ala Leu
10

Leu Val Gln

Val Ser Cys

Trp Val Arg
60

Ser

Ser

Lys

45

Gln

Leu Ala
15

Gly Ala
30

Ala Ser

Ala Pro

Leu

Glu

Gly

Gly



Gln

65

His

Ser

Thr

FPhe

Gly

145

Thr

Lys

Leu

Fhe

225

Leu

Leu

Leu

Leu

Leu
305

Gly

Fhe

Ile

Ala

Ala

130

Gly

Thr

Ile

Asn

Leu

210

Ser

Gln

Leu

Glu

Asn

290

val

Leu

Asn

Ser

val

115

Tyr

Ser

Gln

Asn

Tyr

195

Ile

Gly

Ala

Thr

Lys

275

Lys

Lys

Glu

Glu

Thr

100

Tyr

Trp

Gly

Ser

Cys

180

Leu

Tyr

Ser

Glu

Phe

260

Glu

Trp

Gln

Trp

Lys

85

Ala

Tyr

Gly

Gly

Fro

165

Lys

Ala

Trp

Gly

Asp

245

Gly

Ala

BAla

Ser

ES 2 688 035 T3

Met

70

Phe

Tyr

Cys

Gln

Gly

150

Asp

Ser

Trp

Ala

Ser

230

val

Gly

Ala

Pro
310

Gly

Lys

Ala

Gly

135

Gly

Ser

Ser

Tyr

Ser

215

Gly

Ala

Gly

Lys

Ala

295

Met

Gly

Ser

Glu

Arg

120

Thr

Ser

Leu

Gln

Gln

200

Thr

Thr

Val

Thr

Lys

280

Gly

Leu

27

Val

Arg

Leu

105

Ser

Gly

Ala

Ser

185

Gln

Arg

Asp

Tyr

Lys

265

Ile

Pro

val

Asn

Val

90

Ser

Glu

Val

Gly

val

170

Leu

Lys

Lys

Fhe

Tyr

250

Val

Ile

Gly

Ala

Fro

75

Thr

Arg

Tyr

Thr

Gly

155

Ser

Leu

Fro

Ser

Thr

235

Cys

Glu

Glu

Gly

Tyr
315

Ser

Met

Leu

Asp

Val

140

Gly

Leu

Asn

Gly

Gly

220

Leu

Lys

Ile

Asp

Gly

300

Asp

Asn

Thr

Arg

Tyr

125

Ser

Ser

Gly

Ser

Gln

205

Val

Thr

Gln

Lys

Gln

285

Gly

Asn

Gly

Arg

Ser

110

Gly

Ser

Glu

Arg

130

Pro

Pro

Ile

Ser

Ala

270

Gln

Ser

Ala

Gly

Asp

95

Asp

Leu

Gly

Ile

Arg

175

Thr

Pro

Asp

Ser

Tyr

255

Ala

Glu

Lys

val

Thr

80

Thr

Asp

Gly

Gly

val

160

Ala

Fro

Lys

Arg

Ser

240

Asn

Ala

Ala

Ile

Asn
320



Leu

Ser

Gly

Cys

Leu

385

Ala

His

Ser

Tyr

Lys

465

Asp

Ser

Gln

Glu

545

Gly

Ser

Leu

Asn

Asp

370

Tyr

Pro

val

Lys

Ser

450

Arg

Pro

Phe

Gly

Gln

530

Glu

Gly

Cys

His

Tyr

355

Gly

val

Pro

Lys

Pro

435

Leu

Ser

Gly

Ala

Gly

515

Gly

Tyr

Lys

Lys

Lys

340

Ser

Lys

Asn

Pro

Gly

420

Phe

Leu

Arg

Pro

Ala

500

Gly

Gln

Asp

Pro

Tyr

325

Gly

Gln

Leu

Gln

Ala

405

Lys

Trp

Val

Gly

Thr

485

Tyr

Gly

Asn

Val

Arg
565
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Ser

Leu

Gln

Gly

Thr

330

His

Val

Thr

Gly

470

Arg

Ser

Gln

Leu
550

Arg

Tyr

Asp

Leu

Asn

375

Asp

Asgp

Leu

Leu

Val

455

His

Lys

Ser

Phe

Leu

535

Asp

Lys

Asn

Ser

Gln

360

Glu

Ile

Asn

Cys

Val

440

Ala

Ser

His

Gly

Ser

520

Tyr

Lys

Asn

Leu

Ala

345

val

Ser

Tyr

Glu

Fro

425

Val

Phe

Asp

Tyr

Gly

505

Arg

Asn

Arg

Pro

28

Phe

330

val

Tyr

Val

FPhe

Lys

410

Ser

Val

Ile

Tyr

Gln

450

Gly

Ser

Glu

Gln
570

Ser

Glu

Ser

Thr

Cys

385

Ser

Fro

Gly

Ile

Met

475

Pro

Gly

Ala

Leu

Gly

555

Glu

Arg

val

Lys

Phe

380

Lys

Asn

Gly

Phe

460

Asn

Tyr

Ser

Asp

Asn

540

Arg

Gly

Glu

Cys

Thr

365

Tyr

Ile

Gly

Phe

Val

445

Irp

Ala

Gly

Ala

525

Leu

Asp

Leu

FPhe

Val

350

Gly

Leu

Glu

Thr

Fro

430

Leu

Val

Thr

Bro

Gly

510

Fro

Gly

Fro

Tyr

Arg

335

Val

Phe

Gln

Val

Ile

415

Gly

Ala

Pro

Pro

495

Gly

Ala

Ala

Tyr

Asn

Asn

Met

400

Ile

Fro

Cys

Ser

Arg

480

Arg

Ala

Tyr

Arg Arg

Glu

Asn
375

Met
560

Glu



Leu

Gly

Ser

Fro

625

Thr

Val

Glu

Gly

Thr

705

Thr

His

Thr

Lys

Asp

785

Tyr

Ile

Gln

Glu

Thr

610

Pro

Cys

Ser

Leu

Glu

630

Thr

Tyr

Asp

Ile

Phe

770

Phe

Asn

Lys

Lys

585

Ala

Arg

Gly

Lys

Asp

675

Gly

Gly

Gly

Fhe

Phe

755

Glu

Lys

Ser

Val

Asp

580

Arg

Thr

Gly

Asp

Gly

660

Gly

AsSp

Lys

Val

Phe

740

Phe

Gly

Glu

His

Asn

Lys

Arg

Lys

Ser

Val

645

Glu

Asp

Ala

Leu

Gln

725

Lys

Lys

Asp

hsp

Asn

B0S

Phe

Gly

Asp

Gly

630

Glu

Glu

Val

Thr

Fro

710

Cys

Ser

Asp

Thr

Gly

730

Val

Lys

ES 2 688 035 T3

Ala

Lys

Thr

615

Ser

Glu

Leu

Asn

Tyr

695

Val

Fhe

Ala

Asp

Leu

775

Asn

Tyr

Ile

Glu

Gly

600

Tyr

Ser

Asn

Phe

Gly

680

Gly

Fro

Ser

Met

Gly

760

Val

Ile

Ile

Arg

Ala

585

His

Gly

Gly

Fro

Thr

665

His

Lys

Trp

Arg

Pro

745

Asn

Asn

Leu

Met

His

29

Tyr

Asp

Ala

Glu

Gly

650

Gly

Lys

Leu

Pro

Tyr

730

Glu

Tyr

Arg

Gly

Ala

810

Asn

Ser

Gly

Leu

Gly

635

Pro

Val

Phe

Thr

Thr

715

Pro

Gly

Lys

ITle

His

795

Asp

Ile

Glu

Lau

His

620

Pro

Val

Ser

Leu

700

Leu

Asp

Tyr

Thr

Glu

780

Lys

Lys

Glu

Ile

Tyr

605

Met

Gly

Val

Pro

Val

685

Lys

Val

His

Val

Arg

765

Leu

Leu

Gln

Asp

Gly

590

Gln

Gln

Ser

Ala

Ile

670

Ser

Phe

Thr

Gln

750

BRla

Lys

Glu

Lys

Gly

Gly

Ala

Leu

Thr

655

Leu

Gly

Ile

Thr

Lys

735

Glu

Glu

Gly

Tyr

AsSn

815

Ser

Lys

Leu

Leu

Leu

640

Met

Val

Glu

Cys

Leu

720

Gln

Arg

Val

Ile

Asn

800

Gly

Val



ES 2 688 035 T3

820 825 830

Gln Leu Ala Asp His Tyr Gln Gln Asn Thr Pro Ile Gly Asp Gly Pro
835 840 845

Val Leu Leu Pro Asp Asn His Tyr Leu Ser Thr Gln Ser Ala Leu Ser
850 855 860

Lys Asp Pro Asn Glu Lys Arg Asp His Met Val Leu Leu Glu Phe Val
865 870 875 880

Thr Ala Ala Gly Ile Thr lLeu Gly Met Asp Glu Leu Tyr Lys

885 890
<210> 28
<211> 326
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Proteina de fusiéon quimérica ratdn/humano
<400> 28
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Thr

Ile

Gln

65

Arg

Thr

Thr

Gly

Glu

Ser

Gln

Thr

50

Gln

Leu

Asp

Tyr

Thr
130

Thr

Thr

Ser

35

Cys

Lys

His

Phe

Tyr

115

Gln

Asp

Gly

20

Pro

Pro

Ser

Thr

100

Cys

Leu

Thr

Asp

Ser

Thr

Gly

Gly

85

Leu

Gln

Thr

Leu

Ala

Ser

Ser

Lys

70

vVal

Thr

Gln

Val

ES 2 688 035 T3

Leu

Ala

Leu

Gln

55

Val

Pro

Ile

Ser

Leu
135

Leu

Gln

Ser

40

Asp

Pro

Ser

Ser

Lys

120

Gly

Trp

Pro

25

Ala

Ile

Lys

Arg

Ser

105

Thr

Gly

31

Val

10

Ala

Ser

Asn

Leu

Phe

90

Leu

Leu

Gly

Leu

Gly

Vval

Asn

Leu

75

Ser

Gln

Pro

Gly

Leu

Ser

Gly

Tyr

60

Ile

Gly

Pro

Trp

Ser
140

Leu

Asp

Asp

45

Leu

Tyr

Ser

Glu

Thr

125

Gly

Trp

Ile

30

Arg

Asn

Tyr

Gly

Asp

110

Phe

Gly

Val

15

Gln

Val

Trp

Thr

Ser

95

Val

Gly

Gly

Pro

Met

Thr

Tyr

Ser

80

Gly

Ala

Gly

Gly



Ser

145

Gln

Ser

Ser

Ser

Lys

225

Leu

Ala

Gly

Ala

Pro

305

His

Gly

Val

Leu

Met

Tyr

210

Gly

Gln

Arg

Gln

Ala

290

Glu

His

<210> 29
<211> 302
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

Ala

Gln

Arg

Ser

195

Ile

Arg

Met

Arg

Gly

275

Lys

Gln

His

Ser Ala

Leu Val

Leu
180

Trp

165

Ser

Ile

Asn Asp

Phe

Asn

Met

260

Thr

Pro

Lys

His

Thr

Ser

245

Tyr

Thr

Leu

Leu

His
325

Ala

150

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

230

Leu

Tyr

Val

Pro

Ile

310

His

ES 2 688 035 T3

Gly

Ser

Ala

Gln

Gly

215

Ser

Arg

Gly

Thr

Glu

295

Ser

<223> Proteina de fusion quimérica ratbn/humano

Gly

Gly

Ala

Ala

200

Gly

Arg

Ala

Asn

Val

280

Val

Glu

Gly

Ser

185

Pro

Ser

Asp

Glu

Ser

265

Ser

Thr

Glu

32

Gly

Gly

170

Gly

Thr

Asn

Asp

250

His

Ser

Asp

Asp

Ser

155

Leu

Phe

Lys

Phe

Ala

235

Thr

Trp

Gly

Glu

Leu
315

Gly

Val

Thr

Gly

Tyr

220

Lys

Ala

His

Gly

Tyr

300

Asn

Gly

Lys

Phe

Leu

205

Pro

Asn

Val

Phe

Gly

285

Ala

Ser

Gly

Pro

Ser

190

Glu

Asp

Ser

Tyr

Asp

270

Gly

Arg

Ala

Gly

Gly

175

Ser

Trp

Thr

Leu

Tyr

255

Val

Ser

Gly

Val

Ser

160

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

240

Cys

Trp

Ala

Gly

Asp
320
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<400> 29
Met Glu Thr Asp Thr Leu Leu lLeu Trp Val Leu Leu Leu Trp Val Pro

1 5 10 15
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Gly

Ser

Lys

Gln

65

Asn

Thr

Thr

Asp

Gly

145

Thr

Ile

Gln

Thr

Thr

225

Asp

Gly

Ser

Gly

Thr

50

Ser

Gly

val

Ser

Tyr

130

Ser

Gln

Ile

Gln

Arg

210

Asp

Tyr

Thr

Thr

Pro

35

Ser

His

Gly

Asp

Glu

115

Trp

Gly

Ser

Cys

Lys

195

His

Phe

Phe

Met

Gly

20

Glu

Gly

Gly

Thr

Lys

100

Asp

Gly

Gly

His

Lys

180

Pro

Thr

Thr

Cys

Leu
260

Asp

Leu

Tyr

Lys

Thr

85

Ser

Ser

Gln

Gly

Lys

165

Gly

Gly

Leu

Gln

245

Asp
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Ala

val

Thr

Ser

70

Tyr

Ser

Ala

Gly

Gly

150

Phe

Ser

Gln

val

Thr

230

Gln

Leu

Ala

Lys

Fhe

55

Leu

Asn

Ser

Val

Thr

135

Ser

Met

Gln

Ser

Pro

215

Ile

Tyr

Lys

Gln

Pro

40

Thr

Glu

Gln

Thr

Tyr

120

Thr

Gly

Ser

Asp

Pro

200

Asp

Thr

Asn

Ala

Pro

25

Gly

Glu

Trp

Lys

Ala

105

Tyr

Val

Gly

Thr

Val

185

Lys

Arg

Agsn

Ser

Ala
265

34

Ala

Thr

Tyr

Ile

Fhe

30

Tyr

Cys

Thr

Gly

Ser

170

Gly

Leu

Phe

Val

Tyr

250

Ala

Glu

Ser

Thr

Gly

75

Glu

Met

Ala

Val

Gly

155

val

Thr

Leu

The

Gln

235

Pro

Lys

Val

Val

Ile

&0

Asn

Asp

Glu

Ala

Ser

140

Ser

Gly

Ala

Ile

Gly

220

Ser

Leu

Pro

Gln

Arg

45

His

Ile

Lys

Leu

Gly

125

Ser

AsSp

Asp

vVal

Tyr

205

Ser

Glu

Thr

Leu

Leu
30

Ile

Trp

Asn

ARla

Arg
110

Trp

Gly

Ile

Arg

Asp

130

Trp

Gly

Agp

Phe

Pro
270

Gln

Ser

Val

Pro

Thr

85

Ser

Asn

Gly

Val

val
175

Trp

Ala

Ser

Leu

Gly

255

Glu

Gln

Cys

Lys

Asn

80

Leu

Leu

Phe

Gly

Met

160

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

240

Rla

val
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Thr Asp Glu Tyr Ala Arg Gly Gly Pro Glu Gln Lys Leu Ile Ser Glu
275 280 285

Glu Asp Leu Asn Ser Ala Val Asp His His His His His His

290 295 300
<210> 30
<211> 323
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Constructo quimérico
<400> 30
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Thr

Ile

Gln

65

Val

Asp

Tyr

Thr

Gly

145

Val

Glu

Ser

Gln

Thr

50

Lys

Ala

Phe

Tyr

Lys

130

Ala

Gln

Thr

Thr

Ser

35

Cys

Pro

Ser

Thr

Cys

115

Leu

Ser

Leu

Asp

Gly

20

Pro

Thr

Gly

Leu

100

Gln

Glu

Gly

Val

Thr

Asp

Ala

Ala

Gln

Val

85

Thr

Gln

Ile

Ala

Gln
165

Leu

Ala

Ser

Ser

Pro

70

Pro

Ile

Trp

Lys

Gly

150

Ser
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Leu

Ala

Leu

Ser

55

Pro

Ala

Asn

Arg

Gly

135

Gly

Gly

Leu

Gln

Ala

40

Ser

Lys

Arg

Pro

Ser

120

Gly

Ala

Trp

Pro

25

Val

Val

Leu

Phe

Val

105

Tyr

Gly

Glu

36

Val

10

Ala

Ser

Asn

Leu

Ser

90

Glu

Pro

Ser

Val
170

Leu

Gly

Pro

Tyr

Ile

75

Ala

Leu

Ser

Gly

155

Lys

Leu

Ser

Gly

Ile

60

Tyr

Ser

Asn

Thr

Gly

140

Gly

Lys

Leu

Asp

Gln

45

His

Asp

Asp

Phe

125

Gly

Pro

Trp

Ile

30

Arg

Trp

Thr

Ser

Thr

110

Gly

Gly

Gly

Val

15

Val

Ala

Tyr

Ser

Gly

95

Ala

Gln

Gly

Ser

Ala
175

Pro

Leu

Thr

Gln

Lys

Thr

Asn

Gly

Ser

Gln

160

Ser



Val

Val

Tyr

Gly

225

Glu

Arg

Thr

Pro

Lys

305

His

Lys

His

Ile

210

Arg

Leu

Asp

Leu

Leu

290

Leu

His

<210> 31

<211> 320
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

Val

Trp

195

Asn

Val

Ser

Tyr

Val

275

Pro

Ile

His

Ser

180

Val

Pro

Thr

Arg

Arg

260

Thr

Glu

Ser

Cys

Arg

Tyr

Met

Leu

245

Tyr

Val

Val

Glu

Lys

Gln

Asn

Thr

230

Arg

Glu

Ser

Thr

Glu
310
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Ala

Ala

Asp

215

Arg

Ser

Val

Ser

Asp

295

Asp

<223> Proteina de fusion quimérica raton/humano
<400> 31

Ser

Pro

200

Gly

Asp

Asp

Tyr

Gly

280

Glu

Leu

Gly

185

Gly

Thr

Thr

Asp

Gly

265

Tyr

Asn

37

Tyr

Gln

Lys

Ser

Thr

250

Met

Ala

Ser

Thr

Gly

Tyr

Ile

235

Ala

Asp

Arg

Ala
315

Phe

Leu

Asn

220

Ser

Val

Tyr

Ser

Gly

300

Val

Thr

Glu

205

Glu

Thr

Tyr

Trp

Ala

285

Asp

Asp

190

Trp

Lys

Ala

Tyr

Gly

270

Ala

Pro

His

Tyr

Met

Phe

Tyr

Cys

255

Gln

Ala

Glu

His

Val

Gly

Lys

Met

240

Ala

Gly

Lys

Gln

His
320
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Met Glu Thr Asp Thr Leu Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu Trp Val Pro
1 5 10 15

Gly Ser Thr Gly Asp Ala Ala Gln Pro Ala Glu Val Gln Leu Gln Gln
20 25 30

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

Gln

65

Asn

Thr

Thr

Ser

145

Gly

Thr

Leu

Pro

Ser

225

Thr

Cys

Leu

Glu

Ala

50

Ser

Gly

Val

Ser

Ala

130

Ala

Gly

Ala

Asn

Gly

210

Gly

Leu

Gln

Glu

Vval
290

Ser

His

Ala

Asp

Glu

115

Ser

Ala

Ser

Gly

Ser

195

Gln

val

Thre

Asn

Ile

275

Thr

Gly

Gly

Thr

Arg

100

hsp

Trp

Ser

Asp

Glu

180

Gly

Pro

Pro

Ile

Asp

260

Lys

Asp

Tyr

Lys

Phe

85

Ser

Ser

Phe

Gly

Phe

165

Lys

Asn

Pro

hsp

Ser

245

Tyr

Gly

Glu
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Thr

Ser

70

Tyr

Ser

Ala

Ala

Gly

150

Val

Val

Gln

Lys

Arg

230

Ser

Ser

Gly

Tyr

FPhe

55

Leu

Asn

Ser

Val

Tyr

135

Gly

Met

Thr

Lys

Leu

215

Phe

Val

Tyr

Gly

Bla
295

Thr

Glu

Gln

Thr

Tyr

120

Gly

Thr

Met

Asn

200

Leu

Thr

Gln

Pro

Gly

280

Arg

Asp

Trp

Lys

Ala

105

Tyr

Gly

Ser

Gln

Ser

185

Tyr

Ile

Gly

Ala

Tyr

265

Ser

Gly

39

Tyr

Ile

Phe

30

Tyr

Cys

Gln

Gly

Ser

170

Cys

Leu

Tyr

Ser

Glu

250

Thr

Ala

Gly

Tyr

Gly

75

Lys

Met

Thr

Gly

Gly

155

Pro

Lys

Thr

Trp

Gly

235

Asp

Phe

Ala

Pro

Met

60

Asp

Gly

His

Arg

Thr

140

Gly

Ser

Ser

Trp

Ala

220

Ser

Leu

Gly

Ala

Glu
300

Lys

Ile

Lys

Leu

Ser

125

Leu

Gly

Ser

Ser

Tyr

205

Ser

Gly

Ala

Gly

Lys

285

Gln

Trp

Ile

Ala

Asn

110

His

Val

Ser

Leu

Gln

190

Leu

Thr

Thr

Val

Gly

270

Pro

Lys

Val

Pro

Thr

95

Ser

Leu

Thr

Gly

Thr

175

Ser

Gln

Arg

Asp

Tyr

255

Thr

Leu

Leu

Lys

Ser

80

Leu

Leu

Leu

Val

Gly

160

Val

Leu

Lys

Glu

Phe

240

Tyr

Lys

Pro

Ile
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Ser Glu Glu Asp Leu Asn Ser Ala Val Asp His His His His His His

305 310
<210> 32

<211> 556

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Proteina de fusion quimerica raton/humano
<400> 32

40

315

320



Ser

Lys

Gln

65

Asn

Thr

Thr

Arg

Ser

145

Gly

Thr

Glu

Ser

Gly

Ala

50

Ser

Val

Ser

Ala

130

Ala

Gly

Ala

Thr

Thr

Pro

35

Ser

His

Ala

Asp

Glu

115

Ser

Ala

Ser

Gly

Asp

Gly

20

Glu

Thr

Arg

100

Asp

Trp

Ser

Asp

Glu
180

Thr

Asp

Leu

Tyr

Lys

Phe

85

Ser

Ser

Phe

Gly

Phe

165

Lys

Leu

Ala

Val

Thr

Ser

70

Tyr

Ser

Ala

Ala

Gly

150

Vval

Vval
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Leu

Ala

Lys

Phe

55

Leu

Asn

Ser

Val

Tyr

135

Gly

Met

Thr

Leu

Gln

Pro

40

Thr

Glu

Gln

Thr

Tyr

120

Trp

Gly

Thr

Met

Trp

Pro

25

Gly

Asp

Trp

Lys

Ala

105

Tyr

Ser

Gln

Ser
185

41

Val

10

Ala

Ala

Tyr

Ile

Phe

90

Tyr

Cys

Gln

Gly

Ser

170

Cys

Leu

Glu

Ser

Tyr

Gly

75

Lys

Met

Thr

Gly
155

Pro

Lys

Leu

Val

Val

Met

60

Asp

His

Arg

Thr

140

Gly

Ser

Ser

Leu

Gln

Lys

45

Lys

Ile

Lys

Leu

Ser

125

Leu

Gly

Ser

Ser

Trp

Leu

30

Met

Trp

Ile

Ala

Asn

110

His

Val

Ser

Leu

Gln
190

Val

15

Gln

Ser

Val

Pro

Thr

95

Ser

Leu

Thr

Gly

Thr

175

Ser

Pro

Gln

Cys

Lys

Ser

80

Leu

Leu

Leu

Val

Gly

160

Val

Leu



Leu

Pro

Ser

225

Thr

Cys

Leu

Tyr

Lys

305

Phe

Leu

Asn

Ser

val

385

Tyr

Ser

Gln

Asn

Gly

210

Gly

Leu

Gln

Glu

Ala

290

Pro

Thr

Glu

Glu

Thr

370

Tyr

Trp

Gly

Ser

Ser

195

Gln

Val

Thr

Asn

Ile

275

Arg

Gly

Asp

Trp

Lys

355

Ala

Tyr

Gly

Gly

Pro
435

Gly

Pro

Fro

Ile

Asp

260

Lys

Gly

Ala

Tyr

Met

340

Fhe

Tyr

Cys

Gln

Gly

420

Ala

Asn

Pro

Asp

Ser

245

Tyr

Ala

Gln

Ser

Val

325

Gly

Lys

Met

Ala

Gly

405

Gly

Ser
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Gln

Lys

Arg

230

Ser

Ser

Ala

val

Val

310

Val

Tyr

Gly

Glu

Arg

390

Thr

Ser

Leu

Lys

Leu

215

FPhe

Val

Tyr

Ala

Gln

2895

Lys

His

Ile

Arg

Leu

375

Asp

Leu

Gly

Ala

Asn Tyr
200

Leu Ile

Thr Gly

Gln Ala

Fro Tyr
265

Lys Pro
280

Leu Val

Val Ser

Trp Val

Asn Pro
345

Val Thr
360

Ser Arg

Tyr Arg

Val Thr

Gly Gly
425

Val Ser
440

42

Leu

Tyr

Ser

Glu

250

Thr

Leu

Gln

Cys

Arg

330

Tyr

Leu

Tyr

Val

410

Gly

Pro

Thr

Trp

Gly

235

Asp

Phe

Pro

Ser

Lys

315

Gln

Asn

Thr

Arg

Glu

395

Ser

Ser

Gly

Trp

Ala

220

Ser

Leu

Gly

Glu

Gly

300

Ala

Ala

Asp

Arg

Ser

380

Val

Ser

Asp

Gln

Tyr

205

Ser

Gly

Ala

Gly

val

285

Ala

Ser

Pro

Gly

Asp

365

Asp

Tyr

Gly

Ile

Arg
445

Leu

Thr

Thr

Vval

Gly

270

Thr

Glu

Gly

Gly

Thr

350

Thr

Asp

Gly

Gly

Val

430

Ala

Gln

Arg

Asp

Tyr

255

Thr

Asp

val

Tyr

Gln

335

Lys

Ser

Thr

Gly
415

Leu

Thr

Lys

Glu

Phe

240

Tyr

Lys

Glu

Lys

Thr

320

Gly

Tyr

Ile

Ala

Asp

400

Gly

Thr

Ile



Thr

Lys

465

Ala

Phe

Tyr

Lys

Leu
545

Cys

450

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu

530

Asn

<210> 33
<211> 120
<212> PRT
<213> ratén
<400> 33

Thr

Gly

Gly

Leu

Gln

515

Glu

Ser

Ala

Gln

Val

Thr

500

Gln

Ile

Ala

Ser

Pro

Pro

485

Ile

Trp

Lys

Val

Ser

Pro

470

Ala

Asn

Arg

Asp
550
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Ser

455

Lys

Arg

Pro

Ser

Pro

535

His

Val

Leu

Phe

Val

Tyr

520

Glu

His

Asn

Leu

Ser

Glu

505

Pro

Gln

His

43

Tyr

Ile

Gly

490

Ala

Leu

Lys

His

Ile

Tyr

475

Ser

Asn

Thr

Leu

His
555

His

460

Asp

Gly

Asp

Phe

Ile

540

His

Trp

Thr

Ser

Thr

Gly

525

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

510

Gln

Glu

Gln

Lys

Thr

495

Asn

Gly

Glu

Gln

Val

480

Asp

Tyr

Thr

Asp



Gln

Ser

Tyr

Lys
65

Met

Ala

Val

Val

Ile

Gly

50

Ser

Glu

Arg

<210> 34
<211> 112
<212> PRT
<213> ratén
<400> 34

Gln

Lys

Tyr

35

Vval

Arg

Leu

Ser

Leu

Val

20

Trp

Asn

Val

Ser

Glu
100

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Arg

85

Tyr

Gln

Cys

Arg

Ser

Met

70

Leu

Asp
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Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Tyr

Gly

Ala

Ala

40

Arg

Ser

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Leu
105

44

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp
20

Val

Tyr

Gln

His

Ser

75

Thr

Phe

Lys

Thr

Gly

Phe

60

Ile

Ala

Ala

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

vVal

Tyr

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Trp
110

Gly

15

His

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gly

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gln



10

Asp

Glu

Arg

Pro

Pro

65

Ile

Ser

Ile

Arg

Thr

Pro

50

Asp

Ser

Tyr

<210> 35
<211>20
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 35
Leu Glu Lys

1

Val

Ala
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REIVINDICACIONES

1. Acido nucleico que codifica un receptor quimérico universal, en el que el receptor comprende tres dominio,
donde

- el primer dominio es una dominio de unién a marcador,

- el segundo dominio es una bisagra extracelular y un dominio de transmembrana y

- el tercer dominio es un dominio de transduccién de seiial

en el que el dominio de unién a marcador esta unido a un marcador derivado de una proteina nuclear humana en el que el
marcador es un epitopo lineal corto E5B9 de la proteina nuclear humana La y en el que el dominio de unién a marcador
es un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo y donde el dominio de unién a marcador esta unido al
epitopo La 5B9 respectivo.

2. Acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el fragmento de unién a antigeno es un scFv
de epitopo anti-La codificado por SEQ. ID 3y 4.

3. Acido nucleico de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 o 2, donde la region de transmembrana y de
bisagra se selecciona entre regiones de transmembrana y de bisagra de molécula CD28 humana, cadena
CD8a, receptores de célula NK, grupo asesino natural NKG2D o partes la regién constante de un anticuerpo
asi como combinaciones de diferentes dominios de transmembrana y de bisagra de los mismos.

4. Acido nucleico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el dominio de transduccién
de sefal se selecciona a partir de regiones citoplasmaticas de CD28, CD137 (41BB), CD134 (OX40), DAP10 y
CD27, muerte células programada-1 (PD-1), antigeno 4 de linfocitos T citotoxicos (CTLA-4) y regiones
citoplasméticas de cadenas CD3, activacion de células DAP12 y T que inducen receptores Fc.

5. Acido nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el receptor comprende un cuarto dominio
gue es un segmento de enlace peptidico corto en la parte extracelular del receptor.

6. Acido nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 segin la SEQ. ID 1.

7. Médulo diana para utilizacion en un procedimiento para la estimulacion de una respuesta inmunitaria con
mediacion por un receptor de antigeno quimérico universal de un mamifero, compuesto de un fragmento de unién
especifico de una proteina de superficie celular humana o de un determinado complejo proteinico y un marcador,
siendo el marcador el epitopo lineal corto E5B9 de la proteina nuclear humana La.

8. Mddulo diana para utilizacion en un procedimiento para la estimulacion de respuesta inmunitaria mediada por un
receptor de antigeno quimérico universal de mamifero segun la reivindicacion 7, en el que el fragmento de unioén de
modulos diana comprenden anticuerpos o fragmentos de los mismos que se unen a antigenos de superficie CD2,
CD3, CD4, CD8, CD10, CD19, CD20, CD22, CD23, CD33, CD38, CD44, CD52, CD99, CD123, CD274, TIM-3,
miembros de la familia de receptores del factor de crecimiento epidérmico y sus mutantes, miembros de familia de
receptores de efrina, antigenos especificos de prostata PSCA o PSMA, antigenos embrionarios, miembros de la
familia de factores de crecimiento endotelial vascular, la molécula de adhesion de célula epitelial EpCAM,
alfafetoproteina AFP, miembros de la familia de proteinas mucinicas, el receptor hormonal estimulante de foliculos,
el antigeno asociado con el melanoma humano de alta masa molecular, la proteina de unién de folatos FBP,
receptor a-folato, ligandos del receptor NKG2D, miembros de la familia de epitelios glicoproteinicos,
disialogangliésidos, miembros de la familia de la anhidrasa carbdnica, miembros de la familia de antigeno
carbohidratos, miembros de la familia Rho de GTPasas, miembros proteinas del grupo de alta movilidad y mutantes
de las mismas y en donde el fragmento de unién de médulos diana estdn compuestos por las cadenas alfa y beta o
gamma y delta de un receptor de células T o fragmentos del mismo, en particular receptores derivados de
receptores de células T auto-reactivos, en los que estos fragmentos de unién derivados de receptores de células T
reconocen y se unen a los péptidos presentados por los complejos proteinicos de antigeno de leucocitos humanos
de clase | y Il.

9. Mddulo diana para utilizacion en un procedimiento para la estimulacion de una respuesta inmunitaria mediada por
un receptor de antigeno quimérico universal de un mamifero segun cualquiera de las reivindicaciones 7 a 8, en el
que el fragmento de unidon de modulos diana comprende ligandos a proteinas y complejos proteinicos que se unen a
receptores de citocinas, ligandos del receptor NKG2D o ligandos a miembros de la familia de EGFR.

10. Médulo diana para utilizacién en un procedimiento para la estimulaciéon de una respuesta inmunitaria mediada
por un receptor de antigeno quimérico universal de un mamifero segun cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9, en
el que el fragmento de unién de mddulos diana comprende especificidades de antigeno bi- y multi-especificas,
incluido la unién al antigeno PSCA y al antigeno PSMA, al antigeno CD19 y CD20, al antigeno CD19, CD20 y CD22,
al antigeno CD33 y CD123, CD33 y CD99, CD33y TIM-3, erb-1y -2, PSCA Yy erb-2.

11. Médulo diana para utilizacién en un procedimiento para la estimulacién de una respuesta inmunitaria mediada
por un receptor de antigeno quimérico universal de un mamifero de acuerdo con una cualquiera de las
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reivindicaciones 7 a 10, en el que el fragmento de unién de médulos diana comprende anticuerpos o fragmentos de
los mismos que se unen al antigeno La, preferiblemente de acuerdo con SEQ. ID 28, 29, 30, 31y 32.

12. Acido nucleico que codifica un mddulo diana como el definido en una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 11,
preferiblemente con una secuencia de acuerdo con SEQ. ID. 10, 17, 20, 23 y 26, para utilizacion en un
procedimiento para la estimulaciéon de una respuesta inmunitaria mediada por un receptor de antigeno quimérico
universal en un mamifero.

13. Célula o vector que comprende un acido nucleico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6.

14. Célula segun la reivindicacion 13, en la que dicha célula se selecciona del grupo de células inmunes que
comprende una célula T, una célula asesina natural, un linfocito T citotéxico y una célula T reguladora.

15. Kit que comprende:

un vector de acuerdo con la reivindicacion 13y

un médulo diana como el definido en cualquiera de las reivindicaciones 7 a 11 y/o un vector que comprende
un &cido nucleico como el definido en la reivindicacién 12.

16. Célula segun cualquiera de las reivindicaciones 13 o0 14 y el médulo diana como se define en cualquiera de las

reivindicaciones 7 a 11 para utilizacién en un procedimiento para la estimulacién de una respuesta inmunitaria
mediada por un receptor de antigeno quimérico universal en un mamifero.
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