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DESCRIPCION
Tratamiento del cancer utilizando un receptor de antigeno quimérico anti-CD19 humanizado

[0001] Esta solicitud reivindica prioridad de la US No de serie: 61/802.629, presentada el 16 de marzo de 2013 y la
US No de Serie: 61/838.537 presentada el 24 de junio de 2013.

LISTADO DE SECUENCIAS

[0002] La presente solicitud contiene una lista de secuencias que se ha presentado electrénicamente en formato
ASCIl y se incorpora aqui por referencia en su totalidad. Dicha copia ASCII, creada el 14 de marzo de 2014, se
denomina N2067-7002WO_SL.txt y tiene 228.415 bytes de tamafio.

CAMPO DE LA INVENCION

[0003] La presente invencidn se refiere en general al uso de células T modificadas genéticamente para expresar un
receptor de antigeno quimérico (CAR) para tratar una enfermedad asociada con la expresiéon de la proteina del
Cluster de Diferenciacion 19 (CD19).

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0004] Muchos de los pacientes con neoplasias de células B son incurables con la terapia estandar. Ademas, las
opciones de tratamiento tradicionales a menudo tienen efectos secundarios graves. Se han hecho intentos en la
inmunoterapia del cancer, sin embargo, varios obstaculos hacen de este un objetivo muy dificil para lograr
efectividad clinica. Aunque se han identificado cientos de los denominados antigenos tumorales, éstos se derivan
generalmente de uno mismo y por lo tanto son poco inmunogénicos. Ademas, los tumores utilizan varios
mecanismos para hacer que ellos mismos sean hostiles a la iniciacién y propagacion del ataque inmunitario.

[0005] Los acontecimientos recientes utilizando terapia de células T autélogas (CART) modificadas con receptor de
antigeno quimérico (CAR), que se basa en la reorientacion de las células T a una molécula de la superficie celular
adecuada en las células cancerosas, tales como tumores malignos de células B, muestran resultados prometedores
en el aprovechamiento del poder del sistema inmune para tratar tumores malignos de células B y otros tipos de
cancer (véase, por ejemplo, Sadelain et al, Cancer Discovery 3: 388-398 (2013)). Los resultados clinicos de el
CART19 derivado de murino (es decir, "CTL0O19") se han mostrado prometedores en el establecimiento de
remisiones completas en pacientes que sufren de CLL, asi como en la ALL infantil (véase, por ejemplo, Kalos et al,
Sci Transl Med. 3: 95ra73 (2011), Porter et al, NEJM 365: 725-733 (2011), Grupp et al, NEJM 368: 1509-1518
(2013)). Ademas de la capacidad del receptor de antigeno quimérico en las células T modificadas genéticamente
para reconocer y destruir las células diana, una terapia exitosa con células T necesita tener la capacidad de
proliferar y persistir en el tiempo, y para controlar aiin mas los escapes de células leucémicas. La calidad variable de
las células T si es un resultado de la anergia, la supresion o agotamiento tendra efectos sobre el rendimiento de las
células T transformadas con CAR, pero para la que los médicos expertos tienen un control limitado sobre ello
actualmente. Para ser eficaz, las células T de pacientes transformadas con CAR necesitan persistir y mantener la
capacidad de proliferar en respuesta al antigeno del CAR. Se ha demostrado que las células T de pacientes con ALL
pueden hacer esto con CART19 que comprende un scFv murino (véase, por ejemplo, Grupp et al, NEJM 368: 1509-
1518 (2013)). W0O2009/091826 se refiere a composiciones y procedimientos relacionados con un receptor de
antigeno quimérico especifico de CD19 humano. En Brentjens et al, Hematology (2012); 2012: 145-151, se
describen terapias celulares para la leucemia que implican el uso de las células T modificadas con CAR dirigidas al
antigeno CD19. W0O2010/095031 se refiere a anticuerpos humanizados que se unen a CD19 y sus usos. En Zhao et
al, J Immunol (2009); 183: 5563-5574 se describe un receptor de antigeno quimérico basado en Herceptin con
dominios de sefializacién modificados.

CARACTERISTICAS DE LA INVENCION

[0006] La invencion se dirige a controlar una respuesta inmunitaria en pacientes proporcionando fragmentos de
anticuerpos optimizados y humanizados (por ejemplo, scFv) que se unen a la proteina del Cluster de Diferenciacion
19 (CD19) integrada en una construccién de receptor de antigeno quimérico (CAR) que no va a provocar una
respuesta inmunitaria en los pacientes, es segura de usar a largo plazo y mantiene o tiene mejor eficacia clinica en
comparacion con la terapia CART conocida para el tratamiento de los canceres derivados de células B. La invencion
ademas se refiere al uso de las células T modificadas genéticamente para expresar un fragmento de anticuerpo
humanizado que se une a CD19 integrada en un CAR para el tratamiento de un cancer hematoldgico asociado con
la expresion de CD19 (OMIM Acc. No. 107265, Swiss Prot. Acc No. P15391).

[0007] En un aspecto, la presente descripcion se refiere a una molécula de acido nucleico aislada que codifica un
receptor de antigeno quimérico (CAR), en la que el CAR comprende un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que
incluye un dominio de unién anti-CD19 humanizado, un dominio transmembrana y un dominio de sefializacién
intracelular (por ejemplo, un dominio de sefializacién intracelular que comprende un dominio coestimuladoro y/o un
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dominio primario de sefializacion). En un ejemplo, el CAR comprende un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que
incluye un dominio de unién anti-CD19 humanizado descrito en el presente documento, un dominio transmembrana
descrito en el presente documento y un dominio de sefializacion intracelular descrito en el presente documento (por
ejemplo, un dominio de sefializacion intracelular que comprende un dominio coestimulador y/o un dominio primario
de sefializacion).

[0008] En un ejemplo, el dominio de unién anti-CD 19 humanizado codificado comprende una o mas (por ejemplo,
las tres) de la region determinante de la complementariedad de cadena ligera 1 (LC CDR1), la region determinante
de la complementariedad de cadena ligera 2 (LC CDR2) y la regién determinante de la complementariedad de
cadena ligera 3 (LC CDR3) de un dominio de unién anti-CD 19 humanizado descrito en el presente documento y/o
una o mas (por ejemplo, las tres) la regién determinante de la complementariedad de cadena pesada 1 (HC CDR1),
la region determinante de la complementariedad de cadena pesada 2 (HC CDR2) y la region determinante de la
complementariedad de cadena pesada 3 (HC CDR3) de un dominio de union anti-CD 19 humanizado descrito en el
presente documento, por ejemplo, un dominio de unién anti-CD 19 humanizado que comprende una o mas, por
ejemplo, las tres, LC CDR y una o mas, por ejemplo, las tres, HC CDR. En un ejemplo, el dominio de unién anti-
CD19 humanizado comprende al menos HC CDR2. En un ejemplo, el dominio de unién anti-CD19 humanizado
codificado comprende una o mas (por ejemplo, las tres) de la region determinante de la complementariedad de
cadena pesada 1 (HC CDR1), la region determinante de la complementariedad de cadena pesada 2 (HC CDR2) y la
regién determinante de la complementariedad de cadena pesada 3 (HC CDR3) de un dominio de unién anti-CD 19
humanizado descrito en el presente documento, por ejemplo, el dominio de unién anti-CD 19 humanizado codificado
tiene dos regiones de cadena pesada variables, comprendiendo cada una una HC CDR1, una HC CDR2 y una HC
CDR3 descritas en el pesente documento. En un ejemplo, el dominio de unién anti-CD 19 humanizado comprende al
menos HC CDR2. En un ejemplo, la region variable de cadena ligera codificada comprende una, dos, tres o las
cuatro regiones de estructura (“framework”) de la secuencia de la linea germinal VK3_L25. En un ejemplo, la region
variable de la cadena ligera codificada tiene una modificacién (por ejemplo, una sustitucién, por ejemplo, una
sustituciéon de uno o mas aminoacidos que se encuentran en la posicién correspondiente en la region variable de la
cadena ligera de la SEQ ID NO: 58, por ejemplo, una sustitucién en una o mas de las posiciones 71 y 87). En un
ejemplo, la region variable de la cadena pesada codificada comprende una, dos, tres o las cuatro regiones de
estructura de la secuencia de la linea germinal VH4_4-59. En un ejemplo, la regién variable de la cadena pesada
codificada tiene una modificacién (por ejemplo, una sustitucion, por ejemplo, una sustitucion de uno o mas
aminoacidos que se encuentran en la posicién correspondiente en la region variable de la cadena pesada de SEQ ID
NO: 58, por ejemplo, una sustitucién en una o mas de las posiciones 71, 73 y 78). En un ejemplo, el dominio de
unioén anti-CD 19 humanizado codificado comprende una region variable de cadena ligera humanizada descrita en el
presente documento (por ejemplo, en la Tabla 3) y/o una regidn variable de cadena pesada humanizada descrita en
el presente documento (por ejemplo, en la Tabla 3). En un ejemplo, el dominio de unién anti-CD 19 humanizado
codificado comprende una region de la cadena pesada variable humanizada descrita en el presente documento (por
ejemplo, en la Tabla 3), por ejemplo, al menos dos regiones variables de cadena pesada humanizadas descritas en
el presente documento (por ejemplo, en la Tabla 3). En un ejemplo, el dominio de unién anti-CD19 codificado es un
scFv que comprende una cadena ligera y una cadena pesada de una secuencia de aminoacidos de la Tabla 3. En
un ejemplo, el dominio de unién anti-CD19 (por ejemplo, un scFv) comprende: una region variable de cadena ligera
que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos una, dos o tres modificaciones (por ejemplo,
sustituciones), pero no mas de 30, 20 o 10 modificaciones (por ejemplo, sustituciones) de una secuencia de
aminoacidos de una region variable de cadena ligera proporcionada en la Tabla 3, o una secuencia con una
identidad del 95-99% con una secuencia de aminoacidos de la Tabla 3; y/o una region variable de cadena pesada
gue comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos una, dos o tres modificaciones (por ejemplo,
sustituciones), pero no mas de 30, 20 o 10 modificaciones (por ejemplo, sustituciones) de una secuencia de
aminoacidos de una region variable de cadena pesada proporcionada en la Tabla 3, o una secuencia con una
identidad del 95-99% con una secuencia de aminoacidos de la Tabla 3. En un ejemplo, el dominio de unién anti-CD
19 codificado comprende una secuencia seleccionada de un grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2,
SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID
NO: 10, SEQ ID NO: 11 y SEQ ID NO: 12, o una secuencia con una identidad del 95-99% de las mismas. En un
ejemplo, la secuencia de acido nucleico que codifica el dominio de unién anti-CD 19 humanizado comprende una
secuencia seleccionada de un grupo que consiste en SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO:
64, SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 71 y SEQ ID NO:
72, 0 una secuencia con una identidad del 95-99% con las mismas. En un ejemplo, el dominio de union anti-CD 19
humanizado codificado es un scFv, y una regiéon variable de cadena ligera que comprende una secuencia de
aminoéacidos descrita en el presente documento, por ejemplo, en la Tabla 3, esta unida a una region variable de
cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos descrita en el presente documento, por ejemplo, en
la Tabla 3, a través de un enlazador, por ejemplo, un enlazador descrito en el presente documento. En un ejemplo, el
dominio de unién anti-CD 19 humanizado codificado incluye un enlazador (Glys-Ser)n, enelquenes 1, 2, 3,4,5,0
6, preferiblemente 3 0 4 (SEQ ID NO: 53). La regién variable de cadena ligera y la regién variable de cadena pesada
de un scFv pueden estar, por ejemplo, en cualquiera de las siguientes orientaciones: region variable de cadena
ligera-enlazador-region variable de cadena pesada o region variable de cadena pesada-enlazador-region variable de
cadena ligera.

[0009] En un ejemplo, el dominio transmembrana codificado es un dominio transmembrana de una proteina
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seleccionada del grupo que consiste en la cadena alfa, beta o zeta del receptor de células T, CD27, CD28, CD3
epsilon, CD45, CD4, CD5 , CD8, CD9, CD16, CD22, CD33, CD37, CD64, CD80, CD86, CD134, CD137 y CD154. En
un ejemplo, el dominio transmembrana codificado comprende una secuencia de SEQ ID NO: 15. En un ejemplo, el
dominio transmembrana codificado comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos una, dos o tres
modificaciones (por ejemplo, sustituciones), pero no mas de 20, 10 o 5 modificaciones (por ejemplo, sustituciones)
de una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 15, o una secuencia con una identidad del 95-99% con una
secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 15. En un ejemplo, la secuencia de acido nucleico que codifica el
dominio transmembrana comprende una secuencia de SEQ ID NO: 56, o una secuencia con una 95-99% de
identidad de la misma.

[0010] En un ejemplo, el dominio de unién anti-CD 19 codificado esta conectado al dominio de transmembrana por
una region bisagra, por ejemplo, una region bisagra descrita en el presente documento. En un ejemplo, la regién
bisagra codificada comprende la SEQ ID NO: 14 o SEQ ID NO: 45 o SEQ ID NO: 47, o una secuencia con una
identidad del 95-99% de las mismas. En un ejemplo, la secuencia de acido nucleico que codifica la regién bisagra
comprende una secuencia de SEQ ID NO: 55 o SEQ ID NO: 46 o SEQ ID NO: 48, o una secuencia con una
identidad del 95-99% de las mismas.

[0011] En un ejemplo, la molécula de acido nucleico aislada comprende ademas una secuencia que codifica un
dominio coestimulador. En un ejemplo, el dominio coestimulador es un dominio de sefializacion funcional obtenido a
partir de una proteina seleccionada del grupo que consiste en OX40, CD2, CD27, CD28, CDS, ICAM-1, LFA-1
(CD11a/CD18), ICOS (CD278) y 4-1BB (CD137). En un ejemplo, el dominio coestimulador codificado comprende
una secuencia de SEQ ID NO: 16. En un ejemplo, el dominio coestimulador codificado comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos una, dos o tres modificaciones (por ejemplo, sustituciones), pero no mas de 20, 10
0 5 modificaciones (por ejemplo, sustituciones) de una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16, o una
secuencia con un 95-99% de identidad con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16. En un ejemplo, la
secuencia de acido nucleico que codifica el dominio coestimulador comprende una secuencia de SEQ ID NO: 60, o
una secuencia con un 95-99% de identidad de la misma. En un ejemplo, la molécula de acido nucleico aislada
comprende ademas una secuencia que codifica un dominio de sefalizacion intracelular, por ejemplo, un dominio de
sefializacion intracelular descrito en el presente documento. En un ejemplo, el dominio de sefializacion intracelular
codificado comprende un dominio de sefializacion funcional de 4-1BB y/o un dominio de sefializacién funcional de
CD3 zeta. En un ejemplo, el dominio de sefializacién intracelular codificado comprende un dominio de sefializacion
funcional de CD27 y/o un dominio de sefializacion funcional de CD3 zeta. En un ejemplo, el dominio de sefializacion
intracelular codificado comprende la secuencia de SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 51 y/o la secuencia de SEQ ID NO:
17 o SEQ ID NO: 43.En un ejemplo, el dominio de sefializacién intracelular comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos una, dos o tres modificaciones (por ejemplo, sustituciones), pero no mas de 20, 10
o 5 modificaciones (por ejemplo, sustituciones) de una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 16 o SEQ ID
NO: 51 y/o una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 17 o SEQ ID NO: 43, o una secuencia con un 95-99% de
identidad con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 51 y/o una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 17 o SEQ ID NO: 43. En un ejemplo, el dominio de sefializacién intracelular codificado
comprende la secuencia de SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 51 y la secuencia de SEQ ID NO: 17 o SEQ ID NO: 43,
en el que las secuencias que comprenden el dominio de sefializacién intracelular se expresan en el mismo marco y
como una sola cadena polipeptidica. En un ejemplo, la secuencia de acido nucleico que codifica el dominio de
sefializacion intracelular comprende una secuencia de SEQ ID NO: 60, o una secuencia con un 95-99% de identidad
de la misma, y/o una secuencia de SEQ ID NO: 101 o la SEQ ID NO: 44, o una secuencia con un 95-99% de
identidad de las mismas. En un ejemplo, la secuencia de acido nucleico que codifica el dominio de sefializacion
intracelular comprende una secuencia de SEQ ID NO: 52, o una secuencia con un 95-99% de identidad de la misma,
y/o una secuencia de SEQ ID NO: 101 o la SEQ D NO: 44, o una secuencia con un 95-99% de identidad de las
mismas.

[0012] En otro aspecto, la presente descripcion se refiere a una molécula de acido nucleico aislada que codifica una
construccién de CAR que comprende una secuencia lider, por ejemplo, una secuencia lider descrita en el presente
documento, por ejemplo, de SEQ ID NO: 13; un dominio de unién anti-CD19 humanizado descrito en el presente
documento, por ejemplo, un dominio de unién anti-CD19 humanizado que comprende una LC CDR1, una LC CDR?2,
una LC CDR3, una HC CDR1, una HC CDR2 y una HC CDR3 descritas en el presente documento, por ejemplo, un
dominio de unién anti-CD19 humanizado descrito en la Tabla 3, o una secuencia con un 95-99% de identidad de las
mismas; una regién bisagra descrita en el presente documento, por ejemplo, de SEQ ID NO: 14 o SEQ ID NO:
45; un dominio transmembrana descrito en el presente documento, por ejemplo, un dominio transmembrana que
comprende la SEQ ID NO: 15; y un dominio de sefializacion intracelular, por ejemplo, un dominio de sefializacion
intracelular descrito en el presente documento. En un ejemplo, el dominio de sefalizacion intracelular codificado
comprende un dominio coestimulador, por ejemplo, un dominio coestimulador descrito en el presente documento,
por ejemplo, un dominio coestimulador de 4-1BB que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 51, y/o
una dominio primario de sefializacién, por ejemplo, un dominio primario de sefializacién descrito en el presente
documento, por ejemplo, un dominio estimulador de CD3 zeta que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 17 o SEQ ID
NO: 43. En un ejemplo, la molécula de acido nucleico aislada que codifica la construccién de CAR incluye una
secuencia lider codificada por la secuencia de acido nucleico de la SEQ ID NO: 54, o0 una secuencia con un 95-99%
de identidad de la misma. En un ejemplo, la molécula de acido nucleico aislada que codifica la construcciéon de CAR
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incluye una secuencia de dominio de union anti-CD 19 humanizado codificado por la secuencia de acido nucleico de
la SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO:
67, SEQ ID NO: 69, SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 71y SEQ ID NO: 72, 0 una secuencia con un 95-99%de identidad
de las mismas. En un ejemplo, la molécula de acido nucleico aislada que codifica la construccion de CAR incluye
una secuencia transmembrana codificada por la secuencia de acido nucleico de la SEQ ID NO: 56, o una secuencia
con un 95-99% de identidad de la misma. En un ejemplo, la molécula de &cido nucleico aislada que codifica la
construccién de CAR incluye una secuencia de dominio de sefalizacion intracelular codificada por la secuencia de
acido nucleico de la SEQ ID NO: 60, o una secuencia con un 95-99% de identidad de la misma y/o una secuencia de
acido nucleico de SEQ ID NO: 101 o la SEQ ID NO: 44, o una secuencia con un 95-99% de identidad de las mismas.

[0013] En un ejemplo, la molécula de acido nucleico aislada comprende (por ejemplo, consiste en) un acido nucleico
gue codifica una secuencia de aminoacidos de CAR de la SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID
NO : 34, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 40, SEQ ID
NO: 41 o SEQ ID NO: 42, o una secuencia de aminoacidos que tiene al menos una, dos, tres, cuatro, cinco, 10, 15,
20 o 30 modificaciones (por ejemplo, sustituciones), pero no mas de 60, 50 o 40 modificaciones (por ejemplo,
sustituciones) de una secuencia de aminoacidos de, o una secuencia de aminoacidos que tiene un 85%, 90%, 95%,
96%, 97%, 98% 0 99% de identidad con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 32, SEQ ID
NO: 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 39, SEQ ID
NO: 40, SEQ ID NO : 41 0 SEQ ID NO: 42.

[0014] En un ejemplo, la molécula de acido nucleico aislada comprende (por ejemplo, consiste en) una secuencia de
acido nucleico de la SEQ ID NO: 85, SEQ ID NO: 86, SEQ ID NO: 87, SEQ ID NO: 88, SEQ ID NO: 89, SEQ ID NO:
90, SEQ ID NO: 91, SEQ ID NO: 92, SEQ ID NO: 93, SEQ ID NO: 94, SEQ ID NO: 95, o SEQ ID NO: 96 o un
secuencia de acido nucleico que tiene un 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% de identidad con una secuencia
de acido nucleico de la SEQ ID NO: 85, SEQ ID NO: 86, SEQ ID NO: 87, SEQ ID NO : 88, SEQ ID NO: 89, SEQ ID
NO: 90, SEQ ID NO: 91, SEQ ID NO: 92, SEQ ID NO: 93, SEQ ID NO: 94, SEQ ID NO: 95, 0 SEQ ID NO: 96.

[0015] En un aspecto, la presente descripcion se refiere a una molécula de acido nucleico aislada que codifica un
dominio de unién anti-CD 19 humanizado, en el que el dominio de unién anti-CD 19 comprende una o mas (por
ejemplo, las tres) de la region determinante de la complementariedad de la cadena ligera 1 (LC CDR1), la region
determinante de la complementariedad de la cadena ligera 2 (LC CDR2), y la regiéon determinante de la
complementariedad de la cadena ligera 3 (LC CDR3) de un dominio de unién anti-CD19 descrito en el presente
documento, y una o mas (por ejemplo, las tres) de la regién determinante de la complementariedad de la cadena
pesada 1 (HC CDR1), la region determinante de la complementariedad de la cadena pesada 2 (HC CDR2) y la
regién determinante de la complementariedad de la cadena pesada 3 (HC CDR3) de un dominio de unién anti-CD19
descrito en el presente documento, por ejemplo, un dominio de union anti-CD19 humanizado que comprende una o
mas, por ejemplo, las tres, LC CDR y una o mas, por ejemplo, las tres, HC CDR. En un ejemplo, el dominio de unién
anti-CD19 humanizado comprende al menos HC CDR2.En un ejemplo, la region variable de cadena ligera
comprende una, dos, tres o las cuatro regiones de estructura de la secuencia de la linea germinal VK3_L25. En un
ejemplo, la region variable de cadena ligera tiene una modificacién (por ejemplo, una sustitucién, por ejemplo, una
sustitucion de uno 0 mas aminodacidos que se encuentran en la posicion correspondiente en la regién variable de
cadena ligera murina de SEQ ID NO: 58, por ejemplo, una sustitucion en una o mas de las posiciones 71 y 87). En
un ejemplo, la region variable de la cadena pesada comprende una, dos, tres o las cuatro regiones de estructura de
la secuencia de la linea germinal VH4_4-59. En un ejemplo, la region variable de la cadena pesada tiene una
modificacién (por ejemplo, una sustitucién, por ejemplo, una sustitucion de uno o mas aminoacidos que se
encuentran en la posicién correspondiente en la region variable de cadena pesada murina de la SEQ ID NO: 58, por
ejemplo, una sustitucion en una o mas de las posiciones 71, 73 y 78). En un ejemplo, el dominio de unién anti-CD 19
humanizado codificado comprende una regién variable de cadena ligera descrita en el presente documento (por
ejemplo, enlas SEQID NO: 1, 2, 3,4,5,6, 7, 8,9, 10, 11 o 12) y/o una region variable de cadena pesada descrita
en el presente documento (por ejemplo, en las SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8,9, 10, 11 0 12). En un ejempilo, el
dominio de union anti-CD 19 humanizado codificado es un scFv que comprende una cadena ligera y una cadena
pesada de una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8: 9, 10, 11 0 12. En un ejemplo, el
dominio de unién anti-CD 19 humanizado (por ejemplo, un scFv) comprende: una region variable de cadena ligera
gue comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos una, dos o tres modificaciones (por ejemplo,
sustituciones), pero no mas de 30, 20 o 10 modificaciones (por ejemplo, sustituciones) de una secuencia de
aminoacidos de una regioén variable de cadena ligera proporcionada en las SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8, 9, 10,
11 o 12, o una secuencia con un 95-99% de identidad con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4,
5,6,7,8,9, 10, 11 o0 12; y/o una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos
que tiene al menos una, dos o tres modificaciones (por ejemplo, sustituciones), pero no mas de 30, 20 o 10
modificaciones (por ejemplo, sustituciones) de una secuencia de aminoacidos de una region variable de cadena
pesada proporcionada en las SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 0 12, o una secuencia con un 95-99% de
identidad con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 0 12. En un ejemplo, el
dominio de unién anti-CD19 humanizado comprende una secuencia seleccionada de un grupo que consiste en las
SEQIDNO:1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11 0 12, o una secuencia con un 95-99% de identidad de las mismas. En un
ejemplo, la secuencia de acido nucleico que codifica el dominio de unién anti-CD 19 humanizado comprende una
secuencia seleccionada de un grupo que consiste en SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO:
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64, SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 69, SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO:
71y SEQ ID NO: 72, 0 una secuencia con un 95-99% de identidad de las mismas.

[0016] En otro aspecto, la presente descripcion se refiere a una molécula de polipéptido aislada codificada por la
secuencia de acido nucleico. En un ejemplo, la molécula de polipéptido aislada comprende una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID
NO: 35, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 41y SEQ ID
NO: 42. En un ejemplo, el polipéptido aislado comprende una secuencia de SEQ ID NO: 31. En un ejemplo, el
polipéptido aislado comprende una secuencia de SEQ ID NO: 32. En un ejemplo, la molécula de polipéptido aislada
que comprende una secuencia de SEQ ID NO: 35. En un ejemplo, la molécula de polipéptido aislada comprende una
secuencia de SEQ ID NO: 36. En un ejemplo, la molécula de polipéptido aislada comprende una secuencia de SEQ
ID NO: 37.

[0017] En otro aspecto, la presente descripcion se refiere a una molécula de receptor de antigeno quimérico (CAR)
aislada que comprende un dominio de unién anti-CD 19 humanizado (por ejemplo, un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo humanizado que se une especificamente a CD19), un dominio transmembrana y un dominio de
sefializacidon intracelular (por ejemplo, un dominio de sefializacion intracelular que comprende un dominio
coestimulador y/o un dominio primario de sefalizacion). En un ejemplo, el CAR comprende un anticuerpo o
fragmento de anticuerpo que incluye un dominio de unién anti-CD19 humanizado descrito en el presente documento
(por ejemplo, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo humanizado que se une especificamente a CD19 tal como se
describe en el presente documento), un dominio transmembrana descrito en el presente documento y un dominio de
sefializacion intracelular descrito en el presente documento (por ejemplo, un dominio de sefializacion intracelular que
comprende un dominio coestimulador y/o un dominio primario de sefializacién descrito en el presente documento).

[0018] En un ejemplo, el dominio de unién anti-CD19 humanizado comprende una o mas (por ejemplo, las tres) de la
regién determinante de la complementariedad de la cadena ligera 1 (LC CDR1), la regién determinante de la
complementariedad de la cadena ligera 2 (LC CDR2) y la region determinante de la complementariedad de la
cadena ligera 3 (LC CDR3) de un dominio de unién anti-CD19 descrito en el presente documento, y una 0 mas (por
ejemplo, las tres) de la regién determinante de la complementariedad de la cadena pesada 1 (HC CDR1), la region
determinante de la complementariedad de la cadena pesada 2 (HC CDR2) y la regién determinante de la
complementariedad de la cadena pesada 3 (HC CDR3) de un dominio de union anti-CD19 descrito en el presente
documento, por ejemplo, un dominio de unién anti-CD19 humanizado que comprende una o mas, por ejemplo, las
tres, LC CDR y una o mas, por ejemplo, las tres, HC CDR. En un ejemplo, el dominio de unién anti-CD19
humanizado comprende al menos HC CDR2. En un ejemplo, el dominio de unién anti-CD19 humanizado comprende
una o0 mas (por ejemplo, las tres) de la region determinante de la complementariedad de la cadena pesada 1 (HC
CDR1), la region determinante de la complementariedad de la cadena pesada 2 (HC CDR?2) y la regi6n determinante
de la complementariedad de la cadena pesada 3 (HC CDR3) de un dominio de unién anti-CD19 humanizado descrito
en el presente documento, por ejemplo, el dominio de unién anti-CD19 humanizado tiene dos regiones variables de
cadena pesada que comprende cada una una HC CDR1, una HC CDR2 y una HC CDR3 descritas en el presente
documento. En un ejemplo, el dominio de unién anti-CD19 humanizado comprende al menos HC CDR2. En un
ejemplo, la region variable de cadena ligera comprende una, dos, tres o las cuatro regiones de estructura de la
secuencia de la linea germinal VK3_L25. En un ejemplo, la region variable de cadena ligera tiene una modificacion
(por ejemplo, una sustitucion, por ejemplo, una sustitucion de uno o mas aminoacidos que se encuentran en la
posicion correspondiente en la regiéon variable de cadena ligera murina de SEQ ID NO: 58, por ejemplo, una
sustitucion en una o mas de las posiciones 71y 87). En un ejemplo, la regién variable de cadena pesada comprende
una, dos, tres o las cuatro regiones de estructura de la secuencia de la linea germinal VH4_4-59. En un ejemplo, la
region variable de cadena pesada tiene una modificacion (por ejemplo, una sustitucién, por ejemplo, una sustitucion
de uno o mas aminoacidos que se encuentran en la posicién correspondiente en la regién variable de cadena
pesada murina de la SEQ ID.

[0019] NO: 58, por ejemplo, una sustitucion en una o mas de las posiciones 71, 73 y 78). En un ejemplo, el dominio
de union anti-CD19 humanizado comprende una regién variable de cadena ligera descrita en el presente documento
(por ejemplo, en la Tabla 3) y/o una region variable de cadena pesada descrita en el presente documento (por
ejemplo, en la Tabla 3). En un ejemplo, el dominio de unién anti-CD19 humanizado es un scFv que comprende una
cadena ligera y una cadena pesada de una secuencia de aminoacidos de la Tabla 3. En un ejemplo, el dominio de
unién anti-CD19 humanizado (por ejemplo, un scFv) comprende: una regién variable de cadena ligera que
comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos una, dos o tres modificaciones (por ejemplo,
sustituciones), pero no mas de 30, 20 o 10 modificaciones (por ejemplo, sustituciones) de una secuencia de
aminoéacidos de una region variable de cadena ligera proporcionada en la Tabla 3, 0 una secuencia con un 95-99%
de identidad con una secuencia de aminoacidos de la Tabla 3;y/o una regién variable de cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos una, dos o tres modificaciones (por ejemplo,
sustituciones), pero no mas de 30, 20 o 10 modificaciones (por ejemplo, sustituciones) de una secuencia de
aminoacidos de una region variable de cadena pesada proporcionada en la Tabla 3, o una secuencia con un 95-99%
de identidad con una secuencia de aminoacidos de la Tabla 3. En un ejemplo, el dominio de unién anti-CD19
humanizado comprende una secuencia seleccionada de un grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2,
SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID
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NO: 10, SEQ ID NO: 11 y SEQ ID NO: 12, o una secuencia con un 95-99% de identidad de las mismas. En un
ejemplo, el dominio de unién anti-CD19 humanizado es un scFv, y una region variable de cadena ligera que
comprende una secuencia de aminoacidos descrita en el presente documento, por ejemplo, en la Tabla 3, esta unida
a una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos descrita en el presente
documento, por ejemplo, en la Tabla 3, a través de un enlazador, por ejemplo, un enlazador descrito en el presente
documento. En un ejemplo, el dominio de unién anti-CD19 humanizado incluye un enlazador (Glys-Ser)n, en el que n
es 1, 2, 3,4,5, 06, preferiblemente 3 0 4 (SEQ ID NO: 53). La regién variable de cadena ligera y la region variable
de cadena pesada de un scFv pueden estar, por ejemplo, en cualquiera de las siguientes orientaciones: region
variable de cadena ligera-enlazador-region variable de cadena pesada o region variable de cadena pesada-
enlazador-region variable de cadena ligera.

[0020] En un ejemplo, la molécula de CAR aislada comprende un dominio transmembrana de una proteina
seleccionada del grupo que consiste en la cadena alfa, beta o zeta del receptor de células T, CD28, CD3 epsilon,
CD45, CD4, CD5, CD8, CD9, CD16, CD22, CD33, CD37, CD64, CD80, CD86, CD134, CD137 y CD154. En un
ejemplo, el dominio transmembrana comprende una secuencia de SEQ ID NO: 15. En un ejemplo, el dominio
transmembrana comprende una secuencia de aminodacidos que tiene al menos una, dos o tres modificaciones (por
ejemplo, sustituciones), pero no mas de 20, 10 o 5 modificaciones (por ejemplo, sustituciones) de una secuencia de
aminoéacidos de la SEQ ID NO: 15, o una secuencia con un 95-99% de identidad con una secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 15.

[0021] En un ejemplo, el dominio de unién anti-CD19 humanizado se conecta al dominio de transmembrana
mediante una region bisagra, por ejemplo, una region bisagra descrita en el presente documento. En un ejemplo, la
region bisagra codificada comprende SEQ ID NO: 14 o SEQ ID NO: 45, o una secuencia con un 95-99% de
identidad de las mismas.

[0022] En un ejemplo, la molécula de CAR aislada comprende ademas una secuencia que codifica un dominio
coestimulador, por ejemplo, un dominio coestimulador descrito en el presente documento. En un ejemplo, el dominio
coestimulador comprende un dominio de sefializacion funcional de una proteina seleccionada del grupo que consiste
en OX40, CD2, CD27, CD28, CDS, ICAM-1, LFA-1 (CD11a/CD18) y 4-1BB (CD137). En un ejemplo, el dominio
coestimulador comprende una secuencia de SEQ ID NO: 16. En un ejemplo, el dominio coestimulador comprende
una secuencia de SEQ ID NO: 51. En un ejemplo, el dominio coestimulador comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos una, dos o tres modificaciones (por ejemplo, sustituciones), pero no mas de 20, 10
o0 5 modificaciones (por ejemplo, sustituciones) de una secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 16 o SEQ ID
NO: 51, o una secuencia con un 95-99% de identidad con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16 o0 SEQ
ID NO: 51.

[0023] En un ejemplo, la molécula de CAR aislada comprende ademas una secuencia que codifica un dominio de
sefializacion intracelular, por ejemplo, un dominio de sefializacién intracelular descrito en el presente documento. En
un ejemplo, el dominio de sefializacién intracelular comprende un dominio de sefializacién funcional de 4-1BB y/o un
dominio de sefializacion funcional de CD3 zeta. En un ejemplo, el dominio de sefializacién intracelular comprende la
secuencia de SEQ ID NO: 16 y/o la secuencia de SEQ ID NO: 17. En un ejemplo, el dominio de sefalizacion
intracelular comprende la secuencia de SEQ ID NO: 16 y/o la secuencia de SEQ ID NO: 43. En un ejemplo, el
dominio de sefializacion intracelular comprende un dominio de sefializacién funcional de CD27 y/o un dominio de
sefializacion funcional de CD3 zeta. En un ejemplo, el dominio de sefializacién intracelular comprende la secuencia
de SEQ ID NO: 51 y/o la secuencia de SEQ ID NO: 17. En un ejemplo, el dominio de sefializacion intracelular
comprende la secuencia de SEQ ID NO: 51 y/o la secuencia de SEQ ID NO: 43. En un ejemplo, el dominio de
sefializacion intracelular comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos una, dos o tres
modificaciones (por ejemplo, sustituciones), pero no mas de 20, 10 o 5 modificaciones (por ejemplo, sustituciones)
de una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 51 y/o una secuencia de aminodacidos de
SEQ ID NO: 17 o0 SEQ ID NO: 43, o0 una secuencia con un 95-99% de identidad con una secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 51 y/o una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 17 o SEQ ID NO: 43. En un
ejemplo, el dominio de sefializacién intracelular comprende la secuencia de SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 51y la
secuencia de la SEQ ID NO: 17 o SEQ ID NO: 43, en el que las secuencias que comprenden el dominio de
sefializacion intracelular se expresan en el mismo marco y como una sola cadena polipeptidica.

[0024] En un ejemplo, la molécula de CAR aislada comprende ademas una secuencia lider, por ejemplo, una
secuencia lider descrita en el presente documento. En un ejemplo, la secuencia lider comprende una secuencia de
aminoéacidos de SEQ ID NO: 13, o una secuencia con un 95-99% de identidad con una secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 13.

[0025] En otro aspecto, la presente descripcion se refiere a una molécula de CAR aislada que comprende una
secuencia lider, por ejemplo, una secuencia lider descrita en el presente documento, por ejemplo, una secuencia
lider de la SEQ ID NO: 13, o que tiene un 95-99% de identidad de la misma; un dominio de unién anti-CD19
humanizado descrito en el presente documento, por ejemplo, un dominio de unién anti-CD19 humanizado que
comprende una LC CDR1, una LC CDR2, una LC CDR3, una HC CDR1, una HC CDR2 y una HC CDR3 descritas
en el presente documento, por ejemplo, un dominio de unién anti-CD19 humanizado descrito en la Tabla 3, o una
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secuencia con un 95-99% de identidad de las mismas; una regioén bisagra, por ejemplo, una region bisagra descrita
en el presente documento, por ejemplo, una region bisagra de la SEQ ID NO: 14 o que tiene un 95-99% de identidad
de la misma; un dominio transmembrana, por ejemplo, un dominio transmembrana descrita en el presente
documento, por ejemplo, un dominio transmembrana que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 15 o una secuencia
gue tiene un 95-99% de identidad de la misma; un dominio de sefializacién intracelular, por ejemplo, un dominio de
sefializacion intracelular descrito en el presente documento (por ejemplo, un dominio de sefializacion intracelular que
comprende un dominio coestimulador y/o un dominio primario de sefalizacién). En un ejemplo, el dominio de
sefializacion intracelular comprende un dominio coestimulador, por ejemplo, un dominio coestimulador descrito en el
presente documento, por ejemplo, un dominio coestimulador de 4-1BB que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 16 o
SEQ ID NO: 51, o que tiene un 95-99 % de identidad de las mismas, y/o un dominio primario de sefializacion, por
ejemplo, un dominio primario de sefializacién descrita en el presente documento, por ejemplo, un dominio de
estimulacion de CD3 zeta que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 17 o SEQ ID NO: 43, o que tiene un 95-99% de
identidad de las mismas.

[0026] En un ejemplo, la molécula de CAR aislada comprende (por ejemplo, consiste en) una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO : 35, SEQ ID NO: 36,
SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 41 o SEQ ID NO: 42, o una
secuencia de aminoacidos que tiene al menos una, dos, tres, cuatro, cinco, 10, 15, 20 o 30 modificaciones (por
ejemplo, sustituciones), pero no mas de 60, 50 o 40 modificaciones (por ejemplo, sustituciones) de una secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO : 31, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO:
36, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 41 o SEQ ID NO: 42, o una
secuencia de aminoacidos que tiene un 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad con una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 36,
SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 41 0 SEQ ID NO: 42.

[0027] En un aspecto, la presente descripcion se refiere a un dominio de unién anti-CD 19 humanizado que
comprende una 0 mas (por ejemplo, las tres) de la region determinante de la complementariedad de la cadena ligera
1 (LC CDR1), la region determinante de la complementariedad de la cadena ligera 2 (LC CDR2 ) y la regién
determinante de la complementariedad de la cadena ligera 3 (LC CDR3) de un dominio de unién anti-CD19 descrito
en el presente documento, y una o0 mas (por ejemplo, las tres) de la region determinante de la complementariedad
de la cadena pesada 1 (HC CDR1), la regién determinante de la complementariedad de la cadena pesada 2 (HC
CDR2) y la regién determinante de la complementariedad de la cadena pesada 3 (HC CDR3) de un dominio de
unién anti-CD19 humanizado descrito en el presente documento, por ejemplo, un dominio de unién anti-CD19
humanizado que comprende una o mas, por ejemplo, las tres, LC CDR y una o0 mas, por ejemplo, las tres, HC
CDR. En un ejemplo, el dominio de unién anti-CD19 humanizado tiene al menos HC CDR2. En un ejemplo, la region
variable de cadena ligera comprende una, dos, tres o las cuatro regiones de estructura de la secuencia de la linea
germinal VK3_L25. En un ejemplo, la regién variable de cadena ligera tiene una modificacion (por ejemplo, una
sustitucion, por ejemplo, una sustitucion de uno o0 mas aminoacidos que se encuentra en la posicion correspondiente
en la regién variable de la cadena ligera murina de SEQ ID NO: 58, por ejemplo, una sustitucién en una o mas de las
posiciones 71 y 87). En un ejemplo, la regién variable de la cadena pesada comprende una, dos, tres o las cuatro
regiones de estructura de la secuencia de la linea germinal VH4_4-59. En un ejemplo, la region variable de la
cadena pesada tiene una modificacion (por ejemplo, una sustitucién, por ejemplo, una sustitucion de uno o mas
aminoacidos que se encuentran en la posicidn correspondiente en la regién variable de cadena pesada de SEQ ID
NO: 58, por ejemplo, una sustitucion en una o mas de las posiciones 71, 73 y 78). En un ejemplo, el dominio de
unién anti-CD19 humanizado comprende una regién variable de cadena ligera descrita en el presente documento
(por ejemplo, en la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO: 6, SEQ
ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11 y SEQ ID NO: 12) y/o una region variable
de cadena pesada descrita en el presente documento (por ejemplo, en la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO:
3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ
ID NO: 11y SEQ ID NO: 12). En un ejemplo, el dominio de unién anti-CD 19 humanizado es un scFv que comprende
una cadena ligera y una cadena pesada de una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID
NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10,
SEQ ID NO: 11 y SEQ ID NO: 12. En un ejemplo, el dominio de unién anti-CD 19 humanizado (por ejemplo, un scFv)
comprende: una regién variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos
una, dos o tres modificaciones (por ejemplo, sustituciones), pero no mas de 30, 20 o 10 modificaciones (por ejemplo,
sustituciones) de una secuencia de aminoacidos de una region variable de cadena ligera proporcionada en la SEQ
ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO:
8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11 y SEQ ID NO: 12 o0 una secuencia con un 95-99% de identidad
con una secuencia de aminoacidos en la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO:
5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11 y SEQ ID NO:
12; y/lo una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos
una, dos o tres modificaciones (por ejemplo, sustituciones), pero no mas de 30, 20 o 10 modificaciones (por ejemplo,
sustituciones) de una secuencia de aminoacidos de una regién variable de cadena pesada proporcionada en la SEQ
ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO:
8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11 y SEQ ID NO: 12, o una secuencia con un 95-99% de identidad
con una secuencia de aminoacidos en la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO:
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5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11y SEQ ID NO: 12.

[0028] En otro aspecto, la presente descripcion se refiere a un vector que comprende una secuencia de acido
nucleico que codifica un CAR. En un ejemplo, el vector se selecciona del grupo que consiste en un ADN, un ARN, un
plasmido, un vector de lentivirus, un vector adenoviral o un vector de retrovirus.

[0029] En un ejemplo, el vector es un vector de lentivirus. En un ejemplo, el vector comprende ademas un
promotor. En un ejemplo, el promotor es un promotor EF-1. En un ejemplo, el promotor EF-1 comprende una
secuencia de SEQ ID NO: 100.

[0030] En un ejemplo, el vector es un vector transcrito in vitro, por ejemplo, un vector que transcribe el ARN de una
molécula de acido nucleico descrita en el presente documento. En un ejemplo, la secuencia de acido nucleico en el
vector comprende ademas una cola de poli (A), por ejemplo, una cola de poli A descrita en el presente documento,
por ejemplo, que comprende aproximadamente 150 bases de adenosina (SEQ ID NO: 104). En un ejemplo, la
secuencia de acido nucleico en el vector comprende ademas un 3'UTR, por ejemplo, 3’ UTR descrita en el presente
documento, por ejemplo, que comprende al menos una repeticion de una 3'UTR derivada de beta-globulina
humana. En un ejemplo, la secuencia de acido nucleico en el vector comprende ademas un promotor, por ejemplo,
un promotor T2A.

[0031] En otro aspecto, la presente descripcion se refiere a una célula que comprende el vector. En un ejemplo, la
célula es una célula T humana. En un ejemplo, la célula es una célula descrita en el presente documento, por
ejemplo, una célula T humana, por ejemplo, una célula T humana descrita en el presente documento. En un ejemplo,
la célula T humana es una célula T CD8+.

[0032] En otro ejemplo, la célula que expresa CAR descrita en el presente documento puede expresar ademas otro
agente, por ejemplo, un agente que mejora la actividad de una célula que expresa CAR. Por ejemplo, en un ejemplo,
el agente puede ser un agente que inhibe una molécula inhibidora. Ejemplos de moléculas inhibidoras incluyen PD1,
PD-L1, CTLA4, TIM3, LAGS, VISTA, BTLA, TIGIT, LAIR1, CD160, 2B4 y TGFR beta. En un ejemplo, el agente que
inhibe una molécula inhibidora comprende un primer polipéptido, por ejemplo, una molécula inhibidora, asociado con
un segundo polipéptido que proporciona una sefial positiva a la célula, por ejemplo, un dominio de sefializacion
intracelular descrito en el presente documento. En un ejemplo, el agente comprende un primer polipéptido, por
ejemplo, de una molécula inhibidora, tal como PD1, LAG3, CTLA4, CD160, BTLA, LAIR1, TIM3, 2B4 y TIGIT, o un
fragmento de cualquiera de éstas (por ejemplo, al menos una porcion del dominio extracelular de cualquiera de
éstas), y un segundo polipéptido que es un dominio de sefializacion intracelular descrito en el presente documento
(por ejemplo, que comprende un dominio coestimulador (por ejemplo, 41BB, CD27 o CD28, por ejemplo, como se
describe en el presente documento) y/o un dominio primario de sefializacion (por ejemplo, un dominio de
sefializacion CD3 zeta descrito en el presente documento). En un ejemplo, el agente comprende un primer
polipéptido de PD1 o un fragmento del mismo (por ejemplo, al menos una porcién del dominio extracelular de PD1),
y un segundo polipéptido de un dominio de sefializacion intracelular descrito en el presente documento (por ejemplo,
un dominio de sefializacion de CD28 descrito en el presente documento y/o un dominio de sefializacion de CD3 zeta
descrito en el presente documento).

[0033] En otro aspecto, la presente descripcion se refiere a un procedimiento de fabricacion de una célula que
comprende transducir una célula T con un vector que comprende un acido nucleico que codifica un CAR, por
ejemplo, un CAR descrito en el presente documento.

[0034] La presente descripcion también proporciona un procedimiento de generacién de una poblacion de células
modificadas con ARN, por ejemplo, células descritas en el presente documento, por ejemplo, células T, que
expresan transitoriamente ARN exdgeno. El procedimiento comprende introducir un ARN transcrito in vitro o ARN
sintético en una célula, en el que el ARN comprende un &cido nucleico que codifica una molécula de CAR descrita
en el presente documento.

[0035] En otro aspecto, la presente descripcion se refiere a un procedimiento para proporcionar una inmunidad anti-
tumoral en un mamifero que comprende administrar al mamifero una cantidad eficaz de una célula que comprende
una molécula de CAR, por ejemplo, una célula que expresa una molécula de CAR descrita en el presente
documento. En un ejemplo, la célula es una célula T aut6loga. En un ejemplo, la célula es una célula T alogénica. En
un ejemplo, el mamifero es un ser humano.

[0036] En otro aspecto, la presente descripcion se refiere a un procedimiento de tratamiento de un mamifero que
tiene una enfermedad asociada con la expresion de CD 19, que comprende administrar al mamifero una cantidad
efectiva de la célula que comprende una molécula de CAR, por ejemplo, una molécula de CAR descrita en el
presente documento.

[0037] En un ejemplo, la enfermedad asociada con la expresion de CD19 se selecciona de una enfermedad

proliferativa, tal como un cancer o tumor maligno o una afeccién precancerosa, tal como una mielodisplasia, un
sindrome mielodisplasico o una preleucemia, o es una indicacién no relacionada con el cancer asociada con la
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expresion de CD19. En un ejemplo, la enfermedad es un cancer hematoldgico. En un ejemplo, el cancer
hematoldgico es la leucemia. En un ejemplo, el cancer se selecciona del grupo que consiste en uno o mas de
leucemias agudas incluyendo ,pero no limitado a, la leucemia linfoide aguda de células B ("BALL"), leucemia linfoide
aguda de células T ("TALL"), leucemia linfoide aguda (ALL); una o mas leucemias cronicas incluyendo, pero no
limitado a, leucemia mielégena crénica (CML), leucemia linfocitica crénica (CLL); canceres hematoldgicos
adicionales o condiciones hematolégicas, incluyendo, pero no limitado a, leucemia prolinfocitica de células B,
neoplasma de células dendriticas plasmocitoides blasticas, linfoma de Burkitt, linfoma de células B grandes difusas,
linfoma folicular, leucemia de células pilosas, linfoma folicular de células pequefias o células grandes, afecciones
linfoproliferativas malignos, linfoma MALT, linfoma de células del manto, linfoma de la zona marginal, mieloma
multiple, mielodisplasia y sindrome mielodisplasico, linfoma no Hodgkin, linfoma plasmablastico, neoplasma de
células dendriticas plasmacitoides, macroglobulinemia de Waldenstrom, y "preleucemia”, que son una coleccién
diversa de afecciones hematolégicas unidas por la produccion ineficaz (o displasia) de células sanguineas mieloides,
y a enfermedad asociada con la expresion de CD 19 incluyen, pero no limitado a, canceres atipicos y/o no clasicos,
malignidades, afecciones precancerosas o enfermedades proliferativas que expresan CD 19;y cualquier
combinacion de las mismas.

[0038] En un ejemplo, la infusion de linfocitos, por ejemplo infusién de linfocitos alogénicos, se utiliza en el
tratamiento del cancer, en el que la infusion de linfocitos comprende al menos una célula que expresa CAR contra
CD19. En un ejemplo, la infusién de linfocitos autélogos se utiliza en el tratamiento del cancer, en el que la infusion
de linfocitos autélogos comprende al menos una célula que expresa CD19.

[0039] En un ejemplo, la célula que expresa CAR contra CD19, por ejemplo, células T, se administra a un sujeto que
ha recibido un trasplante de células madre anteriormente, por ejemplo, un trasplante autélogo de células madre.

[0040] En un ejemplo, la célula que expresa CAR contra CD19, por ejemplo, células T, se administra a un sujeto que
ha recibido una dosis previa de melfalan.

[0041] En un ejemplo, las células que expresan una molécula de CAR, por ejemplo, una molécula de CAR descrita
en el presente documento, se administran en combinacién con un agente que aumenta la eficacia de una célula que
expresa una molécula de CAR, por ejemplo, un agente descrito en el presente documento.

[0042] En un ejemplo, las células que expresan una molécula de CAR, por ejemplo, una molécula de CAR descrita
en el presente documento, se administran en combinacién con un agente que mejora uno o mas efectos secundarios
asociados con la administraciéon de una célula que expresa una molécula de CAR, por ejemplo, un agente descrito
en el presente documento.

[0043] En un ejemplo, las células que expresan una molécula de CAR, por ejemplo, una molécula de CAR descrita
en el presente documento, se administran en combinacién con un agente que trata la enfermedad asociada con
CD19, por ejemplo, un agente descrito en el presente documento.

[0044] En un ejemplo, las células que expresan una molécula de CAR, por ejemplo, una molécula de CAR descrita
en el presente documento, se administran a una dosis y/o programa de dosificacién descrito en el presente
documento.

[0045] En un ejemplo, la molécula de CAR se introduce en las células T, por ejemplo, utilizando la transcripcion in
vitro, y el sujeto (por ejemplo, humano) recibe una administracion inicial de células que comprenden una molécula de
CAR, y una o mas administraciones posteriores de células que comprenden una molécula de CAR, en el que las una
0 mas administraciones posteriores se administran menos de 15 dias, por ejemplo, 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4,
3, 0 2 dias después de la administracién anterior. En un ejemplo, mas de una administracion de células que
comprenden una molécula de CAR se administra al sujeto (por ejemplo, humano) por semana, por ejemplo, 2, 3, 0 4
administraciones de células que comprenden una molécula de CAR se administran por semana. En un ejemplo, el
sujeto (por ejemplo, sujeto humano) recibe mas de una administracion de células que comprenden una molécula de
CAR por semana (por ejemplo, 2, 3 0 4 administraciones por semana) (también denominado aqui como un ciclo),
seguido de una semana de ninguna administracion de células que comprenden una molécula de CAR, y a
continuacion una o mas administraciones adicionales de células que comprenden una molécula de CAR (por
ejemplo, mas de una administracién de las células que comprenden una molécula de CAR por semana) se
administran al sujeto. En otro ejemplo, el sujeto (por ejemplo, sujeto humano) recibe mas de un ciclo de células que
comprenden una molécula de CAR, y el tiempo entre cada ciclo es menor de 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 0 3 dias. En un
ejemplo, las células que comprenden una molécula de CAR se administran cada dos dias durante 3
administraciones por semana. En un ejemplo, las células que comprenden una molécula de CAR se administran
durante al menos dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho o mas semanas.

[0046] En un ejemplo, las células que expresan una molécula de CAR, por ejemplo, una molécula de CAR descrita
en el presente documento, se administran como una primera linea de tratamiento para la enfermedad, por ejemplo,
el cancer, por ejemplo, el cancer descrito en el presente documento. En otro ejemplo, las células que expresan una
molécula de CAR, por ejemplo, una molécula de CAR descrita en el presente documento, se administran como una
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segunda, tercera, cuarta linea de tratamiento para la enfermedad, por ejemplo, el cancer, por ejemplo, el cancer
descrito en el presente documento.

[0047] En un ejemplo, se administra una poblacion de células descritas en el presente documento.

[0048] En otro aspecto, la presente descripcion se refiere a la molécula de acido nucleico aislada que codifica un
CAR de la descripcién, la molécula de polipéptido aislado de un CAR de la descripcién, el vector que comprende un
CAR de la descripcidn, y la célula que comprende un CAR de la descripcién para su uso como un medicamento.

[0049] En otro aspecto, la presente descripcién se refiere a una molécula de acido nucleico aislada que codifica un
CAR de la descripcion, la molécula de polipéptido aislada de un CAR de la descripcion, el vector que comprende un
CAR de la descripcion, y la célula que comprende un CAR de la descripcién para su uso en el tratamiento de una
enfermedad que expresa CD19.

[0050] En un aspecto, la presente descripcion incluye una poblacion de células autélogas que son transfectadas o
transducidas con un vector que comprende una molécula de acido nucleico que codifica una molécula de CAR
contra CD19, por ejemplo, tal como se describe en el presente documento. En un ejemplo, el vector es un vector
retroviral. En un ejemplo, el vector es un vector lentiviral de auto-inactivante, tal como se describe en otra parte en el
presente documento. En un ejemplo, se libera el vector (por ejemplo, mediante transfeccion o electroporacién) a una
célula, por ejemplo, una célula T, en el que el vector comprende una molécula de acido nucleico que codifica una
molécula de CAR contra CD19, tal como se describe en el presente documento, que se transcribe como una
molécula de ARNm, y la molécula de CAR contra CD19 se traduce de la molécula de ARN y se expresa en la
superficie de la célula.

[0051] En otro aspecto, la presente descripcion proporciona una poblacion de células que expresan CAR, por
ejemplo, células CART. En algunos casos, la poblacién de células que expresan CAR comprende una mezcla de
células que expresan diferentes CAR. Por ejemplo, en un ejemplo, la poblaciéon de células CART puede incluir una
primera célula que expresa un CAR que tiene un dominio de union anti-CD19 descrito en el presente documento, y
una segunda célula que expresa un CAR que tiene un dominio de unién a anti-CD19 diferente, por ejemplo, un
dominio de unién anti-CD19 descrito en el presente documento que difiere del dominio de unién anti-CD19 en el
CAR expresado por la primera célula. Como otro ejemplo, la poblaciéon de células que expresan CAR puede incluir
una primera célula que expresa un CAR que incluye un dominio de unién a anti-CD19, por ejemplo, tal como se
describe en el presente documento, y una segunda célula que expresa un CAR que incluye un dominio de unién a
antigeno para una diana distinta de CD19 (por ejemplo, CD123). En un ejemplo, la poblacién de células que
expresan CAR incluye, por ejemplo, una primera célula que expresa un CAR que incluye un dominio primario de
sefializacion intracelular y una segunda célula que expresa un CAR que incluye un dominio de sefializacion
secundaria.

[0052] En otro aspecto, la presente descripciéon proporciona una poblacién de células en la que al menos una célula
en la poblacion expresa un CAR que tiene un dominio anti-CD19 descrito en el presente documento y una segunda
célula que expresa otro agente, por ejemplo, un agente que mejora la actividad de una célula que expresa CAR. Por
ejemplo, en un ejemplo, el agente puede ser un agente que inhibe una molécula inhibidora. Ejemplos de moléculas
inhibidoras incluyen PD1, PD-L1, CTLA4, TIM3, LAG3, VISTA, BTLA, TIGIT, LAIR1, CD160, 2B4 y TGFR beta. En
un ejemplo, el agente que inhibe una molécula inhibidora comprende un primer polipéptido, por ejemplo, una
molécula inhibidora, asociado con un segundo polipéptido que proporciona una sefial positiva a la célula, por
ejemplo, un dominio de sefializacion intracelular descrito en el presente documento. En un ejemplo, el agente
comprende un primer polipéptido, por ejemplo, de una molécula inhibidora, tal como PD1, LAG3, CTLA4, CD160,
BTLA, LAIR1, TIM3, 2B4 y TIGIT, o un fragmento de cualquiera de éstas (por ejemplo, al menos una parte de un
dominio extracelular de cualquiera de éstas), y un segundo polipéptido que es un dominio de sefializacion
intracelular descrito en el presente documento (por ejemplo, que comprende un dominio coestimulador (por ejemplo,
41BB, CD27 o CD28, por ejemplo, tal como se describe en el presente documento) y/o un dominio primario de
sefializacion (por ejemplo, un dominio de sefializacion CD3 zeta descrito en el presente documento). En un ejemplo,
el agente comprende un primer polipéptido de PD1 o un fragmento del mismo (por ejemplo, al menos una porcién
del dominio extracelular de PD1), y un segundo polipéptido de un dominio de sefializacién intracelular descrito en el
presente documento (por ejemplo, un dominio de sefializacion de CD28 descrito en el presente documento y/o un
dominio de sefializacion CD3 zeta descrito en el presente documento).

[0053] En un ejemplo, la molécula de acido nucleico que codifica una molécula de CAR contra CD19, por ejemplo,
tal como se describe en el presente documento, se expresa como una molécula de ARNm. En un ejemplo, las
células que expresan CAR contra CD19 modificadas genéticamente, por ejemplo, las células T, pueden generarse
mediante la transfeccién o electroporacion de una molécula de ARN que codifica los CAR deseados (por ejemplo,
sin una secuencia de vector) en la célula. En un ejemplo, una molécula de CAR contra CD19 se traduce de la
molécula de ARN, una vez que se incorpora y expresa en la superficie de la célula recombinante.

[0054] Ciertos ejemplos de la presente descripcion proporcionan realizaciones de la presente invencion. Mas
particularmente, la presente invencién proporciona lo siguiente:
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1. Un dominio de unién anti-CD19 humanizado, en el que dicho dominio de unién anti-CD 19 humanizado
comprende una secuencia de aminoacidos de un scFv seleccionada de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO:
3,SEQID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ
ID NO: 11, 0o SEQ ID NO: 12.

2. Una molécula de acido nucleico aislada que codifica un receptor de antigeno quimérico (CAR), en la que el CAR
comprende un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que incluye un dominio de unién anti-CD19 humanizado, tal
como se define en 1, un dominio transmembrana y un dominio de sefalizacion intracelular que comprende un
dominio estimulante.

3. La molécula de acido nucleico aislada de 2, que comprende:

(i) una secuencia de acido nucleico de un dominio de unién anti-CD19 humanizado de acuerdo con cualquiera de las
SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 67,
SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 69, SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 71 y SEQ ID NO : 72, o una secuencia con un 95-
99% de identidad con las mismas;

(ii) un acido nucleico que codifica una secuencia de aminoacidos de CAR de la SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 32,
SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 39,
SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 41 o SEQ ID NO: 42, 0 una secuencia de aminoacidos que tiene un 85%, 90%, 95%,
96%, 97%, 98% 0 99% de identidad con las mismas; y/o

(iii) una secuencia de acido nucleico de la SEQ ID NO: 85, SEQ ID NO: 86, SEQ ID NO: 87, SEQ ID NO: 88, SEQ ID
NO: 89, SEQ ID NO: 90, SEQ ID NO: 91, SEQ ID NO: 92, SEQ ID NO: 93, SEQ ID NO: 94, SEQ ID NO: 95, 0 SEQ
ID NO: 96, o una secuencia de acido nucleico que tiene al menos un 95% de identidad con la misma.

4. La molécula de acido nucleico aislada de 2 0 3, en la que:

(i) el CAR codificado incluye un dominio transmembrana que comprende un dominio de transmembrana de una
proteina seleccionada del grupo que consiste en la cadena alfa, beta o zeta del receptor de células T, CD28, CD3
epsilon, CD45, CD4, CD5, CD8, CD9, CD16, CD22, CD33, CD37, CD64, CD80, CD86, CD134, CD137 y CD154;

(i) el dominio transmembrana codificado comprende una secuencia de SEQ ID NO: 15;

(iii) el dominio transmembrana codificado comprende una secuencia de aminoacidos que comprende al menos una,
dos o tres modificaciones, pero no mas de 20, 10 o 5 modificaciones de una secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID
NO: 15, o una secuencia con un 95-99% de identidad con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 15;

(iv) la secuencia de acido nucleico que codifica el dominio transmembrana comprende una secuencia de SEQ ID
NO: 56, 0 una secuencia con un 95-99% de identidad con la misma; y/o

(v) el dominio de unién anti-CD19 codificado estd conectado al dominio transmembrana por una regién bisagra,
opcionalmente en la que:

(a) la regioén bisagra codificada comprende SEQ ID NO: 14 o SEQ ID NO: 102, o una secuencia con un 95-99% de
identidad con las mismas; o

(b) la secuencia de acido nucleico que codifica la regién bisagra comprende una secuencia de SEQ ID NO: 55, o una
secuencia con un 95-99% de identidad con la misma.

5. La molécula de acido nucleico aislada de una cualquiera de 2 a 4, que comprende ademas una secuencia que
codifica un dominio coestimulador, por ejemplo, un dominio coestimulador que es un dominio de sefalizacion
funcional obtenido a partir de una proteina seleccionada del grupo que consiste en OX40, CD2, CD27, CD28, CDS,
ICAM-1, LFA-1 (CD11a/CD18), ICOS (CD278), y 4-1BB (CD137), opcionalmente en la que:

(i) el dominio coestimulador codificado comprende una secuencia de SEQ ID NO: 16;

(i) el dominio coestimulador codificado comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos una, dos o
tres modificaciones, pero no mas de 20, 10 o 5 modificaciones de una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
16, o una secuencia con un 95-99 % de identidad con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16; o

(iii) la secuencia de acido nucleico que codifica el dominio coestimulador comprende una secuencia de SEQ ID NO:
60, 0 una secuencia con un 95-99% de identidad con la misma.

6. La molécula de acido nucleico aislada de una cualquiera de 2 a 5, en la que:

() el dominio de sefializacion intracelular codificado comprende un dominio de sefializacion funcional de 4-1BB y/o
un dominio de sefalizacién funcional de CD3 zeta;

(i) el dominio de sefializacion intracelular codificado comprende la secuencia de SEQ ID NO: 16 y/o la secuencia de
SEQ ID NO: 17 0 SEQ ID NO: 43;

(iii) el dominio de sefializacién intracelular comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos una, dos o
tres modificaciones, pero no mas de 20, 10 o 5 modificaciones de una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
16 y/o una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 17 o SEQ ID NO: 43, o una secuencia con un 95-99% de
identidad con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16 y/o una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
17 0 SEQ ID NO: 43;

(iv) el dominio de sefializacion intracelular codificado comprende la secuencia de SEQ ID NO: 16 y la secuencia de
la SEQ ID NO: 17 o SEQ ID NO: 43, en el que las secuencias que comprenden el dominio de sefializacién
intracelular se expresan en el mismo marco y como una cadena polipeptidica Unica;

(v) la secuencia de acido nucleico que codifica el dominio de sefializacién intracelular comprende una secuencia de
SEQ ID NO: 60, o una secuencia con un 95-99% de identidad con la misma, y/o una secuencia de SEQ ID NO: 101
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ola SEQ ID NO: 44 , 0 una secuencia con un 95-99% de identidad con las mismas; y/o

(vi) dicha molécula de acido nucleico aislada codifica ademas una secuencia lider, opcionalmente en la que la
secuencia lider comprende la SEQ ID NO: 13, o una secuencia con un 95-99% de identidad con una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 13.

7. Una molécula de polipéptido aislada codificada por la molécula de acido nucleico de una cualquiera de 2-6.

8. Una molécula receptor de antigeno quimérico (CAR) aislada que comprende un dominio de unién anti-CD19
humanizado de 1, un dominio transmembrana y un dominio de sefializacion intracelular.

9. La molécula de CAR aislado de 8, en la que:

(i) dicho CAR es un CAR tal como se define en una cualquiera de 2-7; o

(ii) dicho CAR comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 32,
SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 39,
SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 41 y SEQ ID NO: 42, 0 una secuencia con un 95-99% de identidad con las mismas.

10. Un vector que comprende una molécula de &cido nucleico que codifica un CAR de cualquiera de 1-9,
opcionalmente en el que:

(i) el vector se selecciona del grupo que consiste en un ADN, un ARN, un plasmido, un vector de lentivirus, vector
adenoviral, o un vector de retrovirus;

(ii) el vector comprende ademas un promotor, por ejemplo, un promotor EF-1 o un promotor EF-1 que comprende
una secuencia de SEQ ID NO: 100;

(iii) el vector es un vector transcrito in vitro;

(iv) la secuencia de acido nucleico en el vector comprende ademas una cola de poli (A); y/o

(v) la secuencia de acido nucleico en el vector comprende ademas un 3'UTR.

11. Una célula que comprende el vector de 10, opcionalmente en el que la célula es una célula T humana, por
ejemplo una célula T CD8+.

12. Un procedimiento de:

(i) preparar una célula que comprende transducir una célula T con un vector de 10; o

(ii) generar una poblacion de células modificadas con ARN que comprende introducir un ARN transcrito in vitro o
ARN sintético en una célula, en el que el ARN comprende un acido nucleico que codifica una molécula de CAR de
cualquiera de 1-11.

13. Una célula que expresa una molécula de CAR, en la que dicha molécula de CAR es una molécula de CAR tal
como se define en cualquiera de 1-12, para usar en:

(@) un procedimiento para proporcionar una inmunidad antitumoral en un mamifero, comprendiendo dicho
procedimiento administrar al mamifero una cantidad efectiva de la célula que expresa la molécula de CAR,
opcionalmente en el que:

(i) la célula es una célula T autéloga;

(ii) la célula es una célula T alogénica; y/o

(iii) la célula se administra a un ser humano; o

(b) un procedimiento de tratamiento de un mamifero que tiene una enfermedad asociada con la expresion de CD19,
comprendiendo dicho procedimiento administrar al mamifero una cantidad eficaz de la célula.

14. La célula, por el uso de 13 (b), en la que:

() la enfermedad asociada con la expresion de CD19 se selecciona de una enfermedad proliferativa, tal como un
cancer o tumor maligno o una afeccién precancerosa, tal como una mielodisplasia, un sindrome mielodisplasico o
una preleucemia, o es una indicacién no relacionada con el cancer asociada con la expresion de CD19;

(i) la enfermedad es un cancer hematolégico seleccionado del grupo que consiste en uno o mas leucemias agudas
incluyendo ,pero no limitado a, la leucemia linfoide aguda de células B ("BALL"), leucemia linfoide aguda de células T
("TALL"), leucemia linfoide aguda (ALL); una o mas leucemias cronicas incluyendo, pero no limitado a, leucemia
mielégena crénica (CML), leucemia linfocitica crénica (CLL); canceres hematolégicos adicionales o condiciones
hematolégicas, incluyendo, pero no limitado a, leucemia prolinfocitica de células B, neoplasma de células dendriticas
plasmocitoides blasticas, linfoma de Burkitt, linfoma de células B grandes difusas, linfoma folicular, leucemia de
células pilosas, linfoma folicular de células pequefias o células grandes, afecciones linfoproliferativas malignas,
linfoma MALT, linfoma de células del manto, linfoma de la zona marginal, mieloma multiple, mielodisplasia y
sindrome mielodisplasico, linfoma no Hodgkin, linfoma plasmablastico, neoplasma de células dendriticas
plasmacitoides, macroglobulinemia de Waldenstrom, y "preleucemia”, que son una coleccion diversa de afecciones
hematolégicas unidas por la produccién ineficaz (o displasia) de células sanguineas mieloides, y a enfermedad
asociada con la expresion de CD 19 incluyen, pero no limitado a, canceres atipicos y/o no clasicos, malignidades,
afecciones precancerosas o enfermedades proliferativas que expresan CD 19;y cualquier combinacion de las
mismas;

(iii) las células que expresan una molécula de CAR se administran en combinacion con un agente que aumenta la
eficacia de una célula que expresa una molécula de CAR;
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(iv) las células que expresan una molécula de CAR se administran en combinacion con un agente que mejora uno o
mas efectos secundarios asociados con la administracién de una célula que expresa una molécula de CAR; y/o

(v) las células que expresan una molécula de CAR se administran en combinacién con un agente que trata la
enfermedad asociada con la expresién CD19.

15. El dominio de unién anti-CD 19 de 1, la molécula de acido nucleico aislada de cualquiera de 2-6, la molécula de
polipéptido aislada de 7, la molécula de CAR aislada de 8 o0 9, el vector de 10, o la célula de 11, para usar en el
tratamiento de una enfermedad asociada con la expresion de CD19, o para usar en el tratamiento del cancer, por
ejemplo un cancer hematol6gico.

16. El dominio de unién anti-CD19 de 1, la molécula de acido nucleico aislada de cualquiera de 2-6, la molécula de
polipéptido aislada de 7, la molécula de CAR aislada de 8 0 9, el vector de 10, o la célula de 11, para usar como un
medicamento.

17. Una célula de 11, que expresa ademas una molécula inhibidora que comprende un primer polipéptido que
comprende al menos una porcion de una molécula inhibidora, asociado con un segundo polipéptido que comprende
una sefial positiva de un dominio de sefializacion intracelular, opcionalmente en el que la molécula inhibidora
comprende un primer polipéptido que comprende al menos una porciéon de PD1 y un segundo polipéptido que
comprende un dominio coestimulador y un dominio primario de sefializacion.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0055] Las figuras 1A, 1B y 1C son representaciones graficas de la citotoxicidad como se ensay6 en células T
ND317 (donante normal) transducidas con CAR anti-CD19 de ratéon o los CAR anti-CD19 humanizados de la
invencion y cultivadas con células K562 de control que no expresan CD19 (K562cc) tal como se muestra en la
figura. 1A, las células K562 transformadas con CD19 (K562.CD19), tal como se muestra en la figura 1B o células
malignas B aisladas de un paciente con CLL (aislado de células B Pt 14), tal como se muestra en la figura. 1C.

Las figuras 2A y 2B son graficos que muestran la respuesta proliferativa de células que expresan anti-CD19CAR
humanizado y de ratén a las células CD19+, en los que un mayor numero de células T CAR+ viables se correlaciona
con poblaciones que muestran la proliferacion méaxima de células T CD4+ y CD8+ a las células de CLL primarias.

La figura 3 es una representacién grafica de los espectros de masas HPLC desplegados para scFv de la invencion,
donde la fila superior representa scFv sin tratar y la fila inferior representa el scFv desglicosilada similar.

La figura 4 es una representacion grafica de la estabilidad de la conformacion tal como se mide por fluorimetria de
barrido diferencial. La Tf de scFv de raton fue 57°C (linea gruesa). Todas las variantes de scFv humanizadas
muestran mayor Tf alrededor de 70°C en comparacién con el scFv de ratdn parental. Los residuos introducidos por
humanizacion han mejorado la Tf en mas de 10°C.

La figura 5 es una representacién gréafica de la proliferacion de células T transducidas con CD19 CAR, en donde las
células CART19 estan dirigidas hacia (a) una linea celular de leucemia mielégena crénica ("CML") que es negativa
para la expresién de CD19, y por lo tanto se utiliza como un contol negativo; (b) células K562 recombinantes
positivas para la expresion de CD19, y por lo tanto utilizadas como un control positivo; o (c) a células B Pt14 aisladas
de un paciente con CLL y que expresan CD19 en la superficie celular.

Las figuras 6A y 6B son diagramas esquematicos de CAR representativos.

La figura 7 representa la progresion de la enfermedad ALL primaria HALLX5447 en ratones NSG después del
tratamiento con células T CAR transducidas a CD19. El crecimiento de células ALL humanas primarias en ratones
NSG después del tratamiento con células T CAR especificas para CD19 demostrd el control de la progresion de la
enfermedad. El porcentaje promedio de células ALL humanas CD19* era un indicador de la carga de la enfermedad
en la sangre periférica en ratones NSG hasta el dia 65 después del implante del tumor. Circulos negros: los ratones
tratados con 100 ul de PBS a través de la vena de la cola; cuadrados rojos: los ratones tratados con células T
transducidas simuladas; triangulos azules: los ratones tratados con células T transducidas con CD19 CAR murinas; y
los triangulos invertidos puarpura: los ratones tratados con células T transducidas con CD19 CAR
humanizadas. Significancia calculada por ANOVA; * indica P <0,01.

La figura 8 representa la expresion de CD19 en las células tumorales de un paciente. Las ceélulas tumorales
CD138* CD454 ™ se tifieron para CD19 (eje xX) y CD38 (eje y).

DESCRIPCION DETALLADA
Definiciones

[0056] A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente
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documento tienen el mismo significado que se entiende comUnmente por un experto ordinario en la técnica a la que
pertenece la invencion.

[0057] EI término "un" y "una" se refiere a uno 0 a mas de uno (es decir, a al menos uno) del objeto gramatical del
articulo. A modo de ejemplo, "un elemento" significa un elemento o0 mas de un elemento.

[0058] El término "aproximadamente" cuando se refiere a un valor medible, tal como una cantidad, una duracién
temporal, y similares, se entiende que abarca variaciones de + 20% o en algunos casos + 10%, o en algunos casos
+ 5 %, 0 en algunos casos + 1%, o en algunos casos + 0,1% del valor especificado, ya que tales variaciones son
apropiadas para llevar a cabo los procedimientos descritos.

[0059] EI término "Receptor de antigeno quimérico" o, alternativamente, un "CAR" se refiere a una construccion de
polipéptido recombinante que comprende al menos un dominio de uniéon a antigeno extracelular, un dominio
transmembrana y un dominio de sefializacion citoplasmico (también denominado aqui como "un dominio de
sefializacion intracelular") que comprende un dominio de sefializacion funcional derivado de una molécula
estimuladora, tal como se define a continuaciéon. En un aspecto, la molécula de estimulacion es la cadena zeta
asociada con el complejo de receptor de células T.En un aspecto, el dominio de sefalizacion citoplasmico
comprende ademas uno o mas dominios de sefializacion funcionales derivados de al menos una molécula
coestimuladora, tal como se define a continuacién. En un aspecto, la molécula coestimuladora se elige de 4-1BB (es
decir, CD137), CD27 y/o CD28. En un aspecto, el CAR comprende una proteina de fusiéon quimérica que comprende
un dominio de reconocimiento de antigeno extracelular, un dominio transmembrana y un dominio de sefializacién
intracelular que comprende un dominio de sefalizacion funcional derivado de una molécula estimuladora. En un
aspecto, el CAR comprende una proteina de fusion quimérica que comprende un dominio de reconocimiento de
antigeno extracelular, un dominio transmembrana y un dominio de sefializacion intracelular que comprende un
dominio de sefalizacion funcional derivado de una molécula coestimuladora y un dominio de sefializacién funcional
derivado de una molécula estimuladora. En un aspecto, el CAR comprende una proteina de fusiébn quimérica que
comprende un dominio de reconocimiento del antigeno extracelular, un dominio transmembrana y un dominio de
sefializacion intracelular que comprende dos dominios de sefializacion funcionales derivados de una o mas
moléculas coestimuladoras y un dominio de sefializacion funcionales derivado de una molécula estimuladora. En un
aspecto, el CAR comprende una proteina de fusion quimérica que comprende un dominio de reconocimiento de
antigeno extracelular, un dominio transmembrana y un dominio de sefializacion intracelular que comprende al menos
dos dominios de sefializacién funcionales derivados de una o mas moléculas coestimuladoras y un dominio de
sefializacién funcional derivado de una molécula estimuladora. En un aspecto el CAR comprende una secuencia
lider opcional en el extremo amino terminal (N-ter) de la proteina de fusién de CAR. En un aspecto, el CAR
comprende, ademas, una secuencia lider en el extremo N-terminal del dominio de reconocimiento de antigeno
extracelular, en el que la secuencia lider se escinde opcionalmente del dominio de reconocimiento de antigeno (por
ejemplo, como scFv) durante el procesamiento celular y la localizacion del CAR en la membrana celular.

[0060] EI término "dominio de sefializacion" se refiere a la porcion funcional de una proteina que actia mediante la
transmisién de informacion dentro de la célula para regular la actividad celular a través de rutas de sefializacion
definidas mediante la generacion de segundos mensajeros o funcionando como efectores mediante la respuesta a
tales mensajeros.

[0061] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "CD19" se refiere a la proteina del Cluster de
Diferenciacion 19, que es un determinante antigénico detectable en las células precursoras de leucemia. Las
secuencias de aminoacidos y acidos nucleicos humanas y murinas se pueden encontrar en una base de datos
publica, tales como GenBank, UniProt y Swiss-Prot. Por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de CD19 humana se
puede encontrar como UniProt/Swiss-Prot N° de acceso P15391 y la secuencia de nucleétidos que codifica la CD19
humana se puede encontrar en el N° de Acceso NM_001178098. CD19 se expresa en la mayoria de los canceres de
linaje B, incluyendo, por ejemplo, leucemia linfoblastica aguda, leucemia de linfocitos crénica y linfoma no Hodgkin. A
continuacién, se proporcionan otras células que expresan CD19 en la definicion de "enfermedad asociada con la
expresion de CD19." También es un marcador precoz de progenitores de células B. Véase, por ejemplo, Nicholson
et al. Mol. Immun. 34 (16-17): 1157-65 (1997). En un aspecto, la porciéon de union a antigeno de CART reconoce y
se une a un antigeno en el dominio extracelular de la proteina CD19. En un aspecto, la proteina CD19 se expresa en
una célula de cancer.

[0062] EI término "anticuerpo”, tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a una proteina o secuencia
de polipéptido derivado de una molécula de inmunoglobulina que se une especificamente con un antigeno. Los
anticuerpos pueden ser inmunoglobulinas policlonales o monoclonales, cadenas multiples o de una sola cadena, o
intactas, y pueden derivar de fuentes naturales o de fuentes recombinantes. Los anticuerpos pueden ser tetrameros
de moléculas de inmunoglobulina.

[0063] El término "fragmento de anticuerpo” se refiere a al menos una porcion de un anticuerpo intacto, o variantes
recombinantes del mismo, y se refiere al dominio de unién a antigeno, por ejemplo, una regién variable determinante
antigénica de un anticuerpo intacto, que es suficiente para conferir el reconocimiento y la unién especifica del
fragmento de anticuerpo a una diana, tal como un antigeno. Ejemplos de fragmentos de anticuerpos incluyen, pero
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no se limitan a, fragmentos Fab, Fab', F(ab)> y Fv, fragmentos de anticuerpos scFv, anticuerpos lineales,
anticuerpos de dominio Unico, tales como sdAb (ya sea VL o VH), dominios VHH de camélidos y anticuerpos multi-
especificos formados a partir de fragmentos de anticuerpos. El término "scFv" se refiere a una proteina de fusion que
comprende al menos un fragmento de anticuerpo que comprende una region variable de una cadena ligera y al
menos un fragmento de anticuerpo que comprende una region variable de una cadena pesada, en el que las
regiones variables de cadena ligera y pesada estan unidas de manera contigua a través de un enlazador
polipeptidico flexible corto y es capaz de ser expresado como un polipéptido de cadena Unica, y en el que el scFv
conserva la especificidad del anticuerpo intacto del que deriva. A menos que se especifique, tal como se utiliza en el
presente documento, un scFv puede tener las regiones variables VL y VH en cualquier orden, por ejemplo, con
respecto a los extremos N-terminales y C-terminales del polipéptido, el scFv puede comprender VL-enlazador-VH o
puede comprender VH-enlazador-VL.

[0064] La porcion de la composiciéon de CAR de la invencion que comprende un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo del mismo pueden existir en una variedad de formas en las que el dominio de unién a antigeno se
expresa como parte de una cadena polipeptidica contigua incluyendo, por ejemplo, un fragmento de anticuerpo de
dominio Unico (sdAb), un anticuerpo de cadena Unica (scFv) y un anticuerpo humanizado (Harlow et al, 1999, en:
Using Antibodies: a Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY; Harlow et al, 1989, en: Antibodies:
A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, Nueva York; Houston et al, 1988, Proc Natl Acad Sci USA. 85: 5879-5883;
Bird et al, 1988, Science 242: 423-426). En un aspecto, el dominio de unién a antigeno de una composiciéon de CAR
de la invencién comprende un fragmento de anticuerpo. En un aspecto adicional, el CAR comprende un fragmento
de anticuerpo que comprende un scFv.

[0065] EI término "cadena pesada de anticuerpo,” se refiere a la mayor de los dos tipos de cadenas de polipéptidos
presentes en las moléculas de anticuerpo en sus conformaciones de origen natural, y que normalmente determina la
clase ala que pertenece el anticuerpo.

[0066] El término "cadena ligera de anticuerpo,” se refiere a la mas pequefia de los dos tipos de cadenas de
polipéptidos presentes en las moléculas de anticuerpos en sus conformaciones naturales. Las cadenas ligeras kappa
(k) y lambda (A) se refieren a los dos principales isotipos de cadena ligera de anticuerpo.

[0067] EI término "anticuerpo recombinante" se refiere a un anticuerpo que se genera usando tecnologia de ADN
recombinante, tal como, por ejemplo, un anticuerpo expresado por un sistema de expresion bacteriéfago o de
levadura. El término también debe interpretarse en el sentido de un anticuerpo que se ha generado mediante la
sintesis de una molécula de ADN que codifica el anticuerpo y cuya molécula de ADN expresa una proteina de
anticuerpo, o una secuencia de aminoacidos que especifica el anticuerpo, en donde la secuencia de ADN o de
aminoacidos se ha obtenido utilizando la tecnologia recombinante de secuencias de ADN o de aminoacidos que esta
disponible y es bien conocida en la técnica.

[0068] El término "antigeno” o "Ag" se refiere a una molécula que provoca una respuesta inmunitaria. Esta respuesta
inmunitaria puede implicar la produccién de anticuerpos o la activacion de células inmunolégicamente competentes
especificos, o0 ambas. El experto en la técnica entendera que cualquier macromolécula, incluyendo practicamente
todas las proteinas o péptidos, pueden servir como antigeno. Ademas, los antigenos pueden derivar de ADN
recombinante o gendémico. Un experto en la técnica entendera que cualquier ADN, que comprende una secuencia de
nucleétidos o una secuencia de nucleétidos parcial que codifica una proteina que provoca, por lo tanto, una
respuesta inmunitaria codifica un "antigeno", tal como se utiliza este término en el presente documento. Ademas, un
experto en la técnica entendera que un antigeno no tiene que ser codificado exclusivamente por una secuencia de
nucleétidos de longitud completa de un gen. Es facilmente evidente que la presente descripcién incluye, pero no se
limita a, el uso de secuencias de nucleétidos parciales de mas de un gen y que estas secuencias de nucleétidos
estan dispuestas en varias combinaciones para codificar polipéptidos que provocan la respuesta inmunitaria
deseada. Ademas, un experto en la materia entendera que un antigeno no tiene que ser codificado en absoluto por
un "gen". Es facilmente evidente que un antigeno se puede generar por sintesis 0o puede derivar de una muestra
bioldgica, o podria ser macromolécula, ademas de un polipéptido. Una muestra biolégica de este tipo puede incluir,
pero no esta limitado a, una muestra de tejido, una muestra de tumor, una célula o un fluido con otros componentes
bioldgicos.

[0069] El término "efecto antitumoral” se refiere a un efecto biolégico que se puede manifestar por diversos medios,
incluyendo, pero no limitado a, por ejemplo, una disminucion en el volumen del tumor, una disminucién en el nimero
de células tumorales, una disminucion en el nimero de metastasis, un aumento en la esperanza de vida, una
disminucion en la proliferacién de células tumorales, una disminucién en la supervivencia de células tumorales, o
una mejora de varios sintomas fisioldgicos asociados con la afeccién cancerosa. Un "efecto antitumoral" también se
puede manifestar por la capacidad de los péptidos, polinuclettidos, células y anticuerpos de la invencién en la
prevencion de la aparicion del tumor en el primer lugar.

[0070] EI término "autélogo” se refiere a cualquier material derivado del mismo individuo al que mas tarde se le
reintroduce.
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[0071] El término "alogénico" se refiere a cualquier material derivado de un animal diferente de la misma especie que
el individuo al que se introduce el material. Dos 0 mas individuos se dice que son alogénicos entre si cuando los
genes en uno o0 mas loci no son idénticos. En algunos aspectos, el material alogénico de individuos de la misma
especie puede ser suficientemente diferente genéticamente para interactuar antigénicamente.

[0072] EIl término "xenogénico" se refiere a un injerto procedente de un animal de una especie diferente.

[0073] El término "cancer" se refiere a una enfermedad caracterizada por el crecimiento rapido e incontrolado de
células aberrantes. Las células cancerosas pueden diseminarse localmente o a través del torrente sanguineo y del
sistema linfatico a otras partes del cuerpo. Ejemplos de diversos tipos de cancer descritos se describen en el
presente documento e incluyen, pero no se limitan a, cancer de mama, cancer de prostata, cancer de ovario, cancer
cervical, cancer de piel, cancer pancreatico, cancer colorrectal, cancer renal, cancer de higado, cancer de cerebro,
linfoma, leucemia, cancer de pulmén y similares.

[0074] La frase "enfermedad asociada con la expresion de CD19" incluye, pero no esta limitado a, una enfermedad
asociada con la expresion de CD19 o afeccion asociada con las células que expresan CD19, incluyendo, por
ejemplo, enfermedades proliferativas, tales como un cancer o tumor maligno o una afeccion precancerosa, tal como
una mielodisplasia, un sindrome mielodisplasico o una preleucemia; o una indicaciéon no relacionada con el cancer
asociada con células que expresan CD19. En un aspecto, un cancer asociado con la expresion de CD19 es un
cancer hematoldgico. En un aspecto, el cancer hematolégico es una leucemia o un linfoma. En un aspecto, un
cancer asociado con la expresién de CD19 incluye canceres y tumores malignos, incluyendo, pero no limitado a, por
ejemplo, uno o0 mas aguda leucemias, incluyendo pero no limitado a, por ejemplo, leucemia linfoide aguda de células
B ("BALL"), leucemia linfoide aguda de células T ("TALL"), leucemia linfoide aguda (ALL); una o mas leucemias
cronicas incluyendo, pero no limitado a, leucemia mielégena crénica (CML), leucemia linfocitica crénica (CLL);
canceres hematoldgicos adicionales o condiciones hematolégicas, incluyendo, pero no limitado a, leucemia
prolinfocitica de células B, neoplasma de células dendriticas plasmocitoides blasticas, linfoma de Burkitt, linfoma de
células B grandes difusas, linfoma folicular, leucemia de células pilosas, linfoma folicular de células pequefias o
células grandes, afecciones linfoproliferativas malignas, linfoma MALT, linfoma de células del manto, linfoma de la
zona marginal, mieloma mdultiple, mielodisplasia y sindrome mielodisplasico, linfoma no Hodgkin, linfoma
plasmablastico, neoplasma de células dendriticas plasmacitoides, macroglobulinemia de Waldenstrom, y
"preleucemia”, que son una coleccién diversa de afecciones hematoldgicas unidas por la produccién ineficaz (o
displasia) de células sanguineas mieloides y similares. Otras enfermedades asociadas con la expresién de CD19
incluyen, pero no se limitan a, por ejemplo, canceres atipicos y/o no clasicos, tumores malignos, afecciones
precancerosas o enfermedades proliferativas asociadas con la expresion de CD19. Las indicaciones no relacionadas
con cancer asociadas con la expresién de CD19 incluyen, pero no se limitan a, por ejemplo, enfermedad
autoinmune, (por ejemplo, lupus), trastornos inflamatorios (alergia y asma) y trasplante.

[0075] EI término "secuencia de modificaciones conservadoras" se refiere a modificaciones de aminoacidos que no
afectan de manera significativa o alteran las caracteristicas de unidn del anticuerpo o fragmento de anticuerpo que
contiene la secuencia de aminoéacidos. Tales modificaciones conservadoras incluyen sustituciones, adiciones y
deleciones de aminoéacidos. Las modificaciones pueden ser introducidas en un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
de la invencién mediante técnicas estandar conocidas en el sector, tales como mutagénesis dirigida al sitio y
mutagénesis mediada por PCR. Las sustituciones de aminoacidos conservativas son aquellas en las que el residuo
de aminoacido se reemplaza por un residuo de aminoacido que tiene una cadena lateral similar. Las familias de
residuos de aminoéacidos que tienen cadenas laterales similares han sido definidas en la técnica. Estas familias
incluyen aminoacidos con cadenas laterales béasicas (por ejemplo, lisina, arginina, histidina), cadenas laterales
acidas (por ejemplo, acido aspartico, acido glutamico), cadenas laterales polares no cargadas (por ejemplo, glicina,
asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina , cisteina, triptéfano), cadenas laterales no polares (por ejemplo,
alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina), cadenas laterales ramificadas en beta (por
ejemplo, treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales aromaticas (por ejemplo, tirosina, fenilalanina, triptéfano,
histidina). Por lo tanto, uno o0 mas residuos de aminoacidos dentro de un CAR de la invenciéon pueden estar
sustituidos por otros residuos de aminoacidos de la misma familia de cadena lateral y el CAR alterado puede
ensayarse usando los ensayos funcionales descritos en el presente documento.

[0076] El término "estimulacion”, se refiere a una respuesta primaria inducida por la unién de una molécula
estimuladora (por ejemplo, un complejo TCR/CD3) con su ligando afin mediando de este modo un evento de
transduccién de sefiales, tal como, pero no limitado a, la transduccién de sefiales a través del complejo
TCR/CD3. La estimulacion puede mediar la expresién alterada de ciertas moléculas, tales como regulacién por
disminucion de TGF-f y/o la reorganizacion de las estructuras del citoesqueleto, y similares.

[0077] El término "molécula estimuladora,” se refiere a una molécula expresada por una célula T que proporciona la
secuencia o0 secuencias primarias de sefializacion citoplasmatica que regulan la activacion primaria del complejo
TCR de una manera estimuladora para al menos algun aspecto de la via de sefializacion de células T. En un
aspecto, la sefial primaria se inicia mediante, por ejemplo, la unién de un complejo TCR/CD3 con una molécula de
MHC cargada con péptido, y que conduce a la mediacion de una respuesta de células T, incluyendo, pero no
limitado a, la proliferacién, activacion, diferenciacién, y similares. Una secuencia primaria de sefalizacion
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citoplasmatica (también referida como un "dominio primario de sefializacion") que actia de una manera estimuladora
puede contener un motivo de sefializacidn que se conoce como motivo de activacion basado en tirosina
inmunoreceptor o ITAM. Ejemplos de un ITAM que contiene la secuencia primaria de sefializacion citoplasmica que
es de uso particular en la invencién incluye, pero no se limita a, los derivados de TCR zeta, FcCR gamma, FcR beta,
CD3 gamma, CD3 delta, CD3 epsilon, CD5, CD22, CD79a, CD79b, CD278 (también conocido como "ICOS") y
CD66d. En un CAR especifico de la invencion, el dominio de sefializacion intracelular en una cualquiera o mas de
CAR de la invencién comprende una secuencia de sefializacion intracelular, por ejemplo, una secuencia primaria de
sefializacidon de CD3-zeta. En un CAR especifico de la invencidn, la secuencia primaria de sefializacion de CD3-zeta
es la secuencia proporcionada como SEQ ID NO: 17 o los residuos equivalentes de una especie no humana, por
ejemplo, raton, roedor, mono y similares. En un CAR especifico de la invencién, la secuencia primaria de
sefializacion de CD3-zeta es la secuencia proporcionada en la SEQ ID NO: 43, o los residuos equivalentes de una
especie no humana, por ejemplo, ratén, roedor, mono y similares.

[0078] El término "célula presentadora de antigenos" o "APC" se refiere a una célula del sistema inmunitario, tal
como una célula accesoria (por ejemplo, una célula B, una célula dendritica, y similares) que muestra un antigeno
exdgeno complejado con complejos mayores de histocompatibilidad (MHC) en su superficie. Las células T pueden
reconocer estos complejos usando sus receptores de células T (TCR). Las APC procesan antigenos y los presentan
acélulas T.

[0079] Un "dominio de sefializacion intracelular," tal como se utiliza el término en el presente documento, se refiere a
una porcién intracelular de una molécula. El dominio de sefializacion intracelular genera una sefial que promueve
una funcién efectora inmune de la célula que contiene CAR, por ejemplo, una célula CART. Los ejemplos de la
funcién efectora inmune, por ejemplo, en una célula CART, incluyen la actividad citolitica y la actividad auxiliar,
incluyendo la secrecién de citoquinas.

[0080] En una realizacién, el dominio de sefializacion intracelular puede comprender un dominio primario de
sefializacion intracelular. Los dominios primarios de sefializacion intracelular de ejemplo incluyen aquellos derivados
de las moléculas responsables de la estimulacion primaria o estimulacién dependiente de antigeno. En una
realizacién, el dominio de sefializacion intracelular puede comprender un dominio intracelular coestimulador. Los
dominios de sefializacion intracelular coestimuladores de ejemplo incluyen los derivados de moléculas responsables
de sefiales coestimuladoras o estimulacion independiente de antigeno. Por ejemplo, en el caso de una CART, un
dominio primario de sefializacién intracelular puede comprender una secuencia citoplasmica de un receptor de
células T, y un dominio de sefializacion intracelular coestimulador puede comprender la secuencia citoplasmatica de
una molécula coreceptora o coestimuladora.

[0081] Un dominio primario de sefializacion intracelular puede comprender un motivo de sefializacion que se conoce
como un motivo de activacion basado en tirosina inmunoreceptor o ITAM. Ejemplos de ITAM que contienen
secuencias primarias de sefializacién citoplasmatica incluyen, pero no se limitan a, aquellas derivadas de CD3 zeta,
FcR gamma, FcR beta, CD3 gamma, CD3 delta, CD3 epsilon, CD5, CD22, CD79a, CD79b, y CD66d DAP10 y
DAP12.

[0082] El término "zeta" o alternativamente "cadena zeta", "CD3-zeta" o "TCR-zeta" se define como la proteina
proporcionada como GenBan Acc. No. BAG36664.1, o los residuos equivalentes de una especie no humana, por
ejemplo, ratén, roedor, mono y similares, y un "dominio estimulador zeta" o, alternativamente, un "dominio
estimulados CD3-zeta" o un "dominio estimulador TCR-zeta" se define como los residuos de aminoéacidos del
dominio citoplasmico de la cadena zeta que son suficientes para transmitir funcionalmente una sefial inicial
necesaria para la activacion de células T. En un aspecto, el dominio citoplasmico de zeta comprende los residuos 52
a 164 de GenBank Acc. No. BAG36664.1 o los residuos equivalentes de una especie no humana, por ejemplo, raton,
roedor, mono y similares, que son ortélogos funcionales de los mismos. En un aspecto, el "dominio estimulador zeta"
0 "dominio estimulador CD3-zeta" es la secuencia proporcionada como SEQ ID NO: 17. En un aspecto, el "dominio
estimulador zeta" o "dominio estimulador CD3-zeta" es la secuencia proporcionada como SEQ ID NO: 43.

[0083] El término "molécula coestimuladora” se refiere a la pareja de unién afin en una célula T que se une
especificamente con un ligando coestimulador, mediando de este modo una respuesta coestimuladora por la célula
T, tal como, pero no limitado a, la proliferacion. Las moléculas coestimuladoras son moléculas de la superficie celular
distintas de receptores de antigenos o sus ligandos que se requieren para una respuesta inmunitaria eficaz. Las
moléculas coestimuladoras incluyen, pero no se limitan a, una molécula MHC clase I, BTLA y un receptor de ligando
Toll, asi como OX40, CD2, CD27, CD28, CDS, ICAM-1, LFA-1 (CD11a/CD18) y 4-1BB (CD137).

[0084] Un dominio de sefializacion intracelular coestimulador puede ser la porcion intracelular de una molécula
coestimuladora. Una molécula coestimuladora puede representarse en las siguientes familias de proteinas: las
proteinas del receptor de TNF, las proteinas de tipo inmunoglobulina, receptores de citoquinas, integrinas, moléculas
de activacion linfocitica de sefializacion (proteinas SLAM) y receptores de células NK de activacion. Ejemplos de
tales moléculas incluyen CD27, CD28, 41BB (CD137), OX40, GITR, CD30, CD40, ICOS, BAFFR, HVEM, antigeno-1
asociado a la funcién de linfocitos (LFA-1), CD2, CD7, LIGHT, NKG2C , SLAMF7, NKp80, CD160, B7-H3, y un
ligando que se une especificamente con CD83, y similares.
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[0085] El dominio de sefializacién intracelular puede comprender la parte intracelular completa o el dominio de
sefializacion intracelular nativa completa, de la molécula de la que se deriva, o un fragmento funcional del mismo.

[0086] El término "4-1BB" se refiere a un miembro de la superfamilia de TNFR con una secuencia de aminoacidos
proporcionada como GenBank Acc. No. AAA62478.2, o los residuos equivalentes de una especie no humana, por
ejemplo, ratén, roedor, mono y similares; y un "dominio coestimulador de 4-1BB" se define como los residuos de
aminoéacidos 214-255 de GenBank Acc No. AAA62478.2, o los residuos equivalentes de una especie no humana,
por ejemplo, raton, roedor, mono y similares. En un aspecto, el "dominio coestimulador de 4-1BB" es la secuencia
proporcionada como SEQ ID NO: 16 o los residuos equivalentes de una especie no humana, por ejemplo, ratén,
roedor, mono y similares.

[0087] EI término "que codifica” se refiere a la propiedad inherente de secuencias especificas de nucleétidos en un
polinucleétido, tal como un gen, un ADNc o un ARNm, para servir como plantillas para la sintesis de otros polimeros
y macromoléculas en procesos biolégicos que tienen una secuencia definida de nucleétidos (por ejemplo, ARNT,
ARNt y ARNm) o una secuencia definida de aminoéacidos y las propiedades bioldgicas resultantes de los
mismos. Por lo tanto, un gen, ADNc, o ARN, codifica una proteina si la transcripcion y la traduccion del ARNm
correspondiente a ese gen produce la proteina en una célula u otro sistema biolégico. Tanto la cadena codificante, la
secuencia de nucledtidos de la cual es idéntica a la secuencia de ARNm y que por lo general se proporciona en los
listados de secuencias, y la cadena no codificante, usada como plantilla para la transcripcion de un gen o ADNc,
pueden denominarse como codificantes de la proteina u otro producto de ese gen o ADNc.

[0088] A menos que se especifique lo contrario, una "secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de
aminoacidos" incluye todas las secuencias de nucledtidos que son versiones degeneradas entre si y que codifican la
misma secuencia de aminoécidos. La frase secuencia de nucledtidos que codifica una proteina o un ARN también
pueden incluir intrones en la medida en que la secuencia de nucleétidos que codifica la proteina puede en alguna
version contener un intrén o intrones.

[0089] EI término "cantidad eficaz" o "cantidad terapéuticamente eficaz" se usan indistintamente en el presente
documento, y se refieren a una cantidad de un compuesto, formulaciéon, material o composicién, tal como se
describen en el presente documento, eficaz para conseguir un resultado biolégico particular.

[0090] El término "enddgeno” se refiere a cualquier material de o producen en un organismo, célula, tejido o sistema.

[0091] EIl término "exdgeno"” se refiere a cualquier material introducido desde o producidos fuera de un organismo,
célula, tejido o sistema.

[0092] EI término "expresion” se refiere a la transcripcion y/o traduccion de una secuencia de nucleétidos particular
dirigidas por un promotor.

[0093] El término "vector de transferencia" se refiere a una composicion de materia que comprende un acido
nucleico aislado y que puede ser utilizado para liberar el acido nucleico aislado al interior de una célula. Numerosos
vectores son conocidos en la técnica incluyendo, pero no limitado a, polinucledtidos lineales, polinucleétidos
asociados con compuestos iénicos o anfifilicos, plasmidos y virus. Por lo tanto, el término "vector de transferencia”
incluye un plasmido de replicacién autbnoma o un virus. El término también debe interpretarse que incluye, ademas,
compuestos no plasmidos y compuestos no virales que facilitan la transferencia del acido nucleico en células, tales
como, por ejemplo, un compuesto de polilisina, liposomas, y similares. Los ejemplos de vectores de transferencia
virales incluyen, pero no se limitan a, vectores adenovirales, vectores de virus adeno-asociados, vectores
retrovirales, vectores lentivirales, y similares.

[0094] EI término "vector de expresion” se refiere a un vector que comprende un polinucleétido recombinante que
comprende secuencias de control de expresion unidas operativamente a una secuencia de nucleétidos a
expresar. Un vector de expresion comprende suficientes elementos que actlan en cis para la expresion; otros
elementos para la expresion pueden ser suministrados por la célula huésped o en un sistema de expresion in
vitro. Los vectores de expresion incluyen todos los conocidos en la técnica, incluyendo césmidos, plasmidos (por
ejemplo, desnudos o contenidos en liposomas) y virus (por ejemplo, lentivirus, retrovirus, adenovirus y virus
adenoasociados) que incorporan el polinucleétido recombinante.

[0095] EIl término "lentivirus" se refiere a un género de la familia Retroviridae. Los lentivirus son Unicos entre los
retrovirus al ser capaces de infectar células que no se dividen; pueden liberar una cantidad significativa de
informacién genética en el ADN de la célula huésped, por lo que son uno de los procedimientos mas eficaces de un
vector de liberacion de gen. VIH, SIV, FIV y son todos ejemplos de lentivirus.

[0096] EI término "vector lentiviral" se refiere a un vector derivado de al menos una porciéon de un genoma de

lentivirus, incluyendo especialmente un vector lentiviral de auto-inactivacion, segln se proporciona en Milone et al.,
Mol. Ther. 17 (8): 1453-1464 (2009). Otros ejemplos de vectores de lentivirus que pueden ser utilizados en la clinica

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2734549 T3

incluyen pero no se limitan a, por ejemplo, la tecnologia de suministro de genes LENTIVECTOR® de Oxford
BioMedica, el sistema vector LENTIMAX™ de Lentigen y similares. Los tipos no clinicos de vectores lentivirales
también estan disponibles y serian conocidos para un experto en la técnica.

[0097] El término "homélogo" o "identidad" se refiere a la identidad de secuencia de la subunidad entre dos
moléculas poliméricas, por ejemplo, entre dos moléculas de acido nucleico, tales como, dos moléculas de ADN o dos
moléculas de ARN, o entre dos moléculas de polipéptido. Cuando una posiciéon de subunidad en las dos moléculas
esta ocupada por la misma subunidad monomérica; por ejemplo, si una posicién en cada una de dos moléculas de
ADN esta ocupada por adenina, entonces son homélogas o idénticas en esa posicion. La homologia entre dos
secuencias es una funcion directa del numero de posiciones coincidentes u homologas; por ejemplo, si la mitad (por
ejemplo, cinco posiciones en un polimero de diez subunidades de longitud) de las posiciones en dos secuencias son
homologas, las dos secuencias son 50% homologas; si el 90% de las posiciones (por ejemplo, 9 de 10), se
emparejan o son homologas, las dos secuencias son 90% homoélogas.

[0098] Las formas "humanizadas" de anticuerpos no humanos (por ejemplo, murinos) son inmunoglobulinas
quiméricas, cadenas de inmunoglobulinas o fragmentos de las mismas (tales como Fv, Fab, Fab', F(ab")2 u otras
subsecuencias de unidon a antigeno de anticuerpos) que contienen una secuencia minima derivada de
inmunoglobulina no humana. En su mayor parte, los anticuerpos humanizados y fragmentos de anticuerpo de los
mismos son inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor o fragmento de anticuerpo) en las que residuos de una
region determinante de la complementariedad (CDR) del receptor se sustituyen por residuos de una CDR de una
especie no humana (anticuerpo donante) tal como ratén, rata o conejo que tienen la especificidad, afinidad y
capacidad deseadas. En algunos casos, los residuos de la region estructural Fv (FR) de la inmunoglobulina humana
se sustituyen por los correspondientes residuos no humanos. Ademas, un anticuerpo/fragmento de anticuerpo
humanizado puede comprender residuos que no se encuentran ni en el anticuerpo receptor ni en las secuencias
CDR o de la estructura importadas. Estas modificaciones pueden refinar y optimizar adicionalmente el rendimiento
del anticuerpo o fragmento de anticuerpo. En general, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo humanizado del
mismo comprendera sustancialmente todos de al menos uno, y tipicamente dos, dominios variables, en los que
todas o sustancialmente todas las regiones CDR corresponden a las de una inmunoglobulina no humana y la
totalidad o una significativa porcién de las regiones FR son las de una secuencia de inmunoglobulina humana. El
anticuerpo o fragmento de anticuerpo humanizado puede comprender también al menos una porcién de una region
constante de inmunoglobulina (Fc), tipicamente de una inmunoglobulina humana. Para mas detalles, véase Jones et
al, Nature, 321: 522-525, 1986; Reichmann et al, Nature, 332: 323-329, 1988;. Presta, Curr. Op. Struct. Biol., 2: 593-
596, 1992.

[0099] "Completamente humano" se refiere a una inmunoglobulina, tal como un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo, donde toda la molécula es de origen humano o consiste en una secuencia de aminoacidos idéntica a una
forma humana del anticuerpo o inmunoglobulina.

[0100] EIl término "aislado" significa alterado o extraido del estado natural. Por ejemplo, un acido nucleico o un
péptido presente de forma natural en un animal vivo no esta "aislado"”, pero el mismo acido nucleico o péptido parcial
0 completamente separado de los materiales coexistentes de su estado natural esta "aislado". Un acido nucleico o
proteina aislados pueden existir en forma sustancialmente purificada, o pueden existir en un medio no nativo, tal

como, por ejemplo, una célula huésped.

[0101] En el contexto de la presente invencién, se usan las siguientes abreviaturas para las bases de acidos
nucleicos que aparecen cominmente. "A" se refiere a la adenosina, "C" se refiere a la citosina, "G" se refiere a
guanosina, "T" se refiere a la timidina, y "U" se refiere a uridina.

[0102] El término "unido operativamente" o "control transcripcional® se refiere a un enlace funcional entre una
secuencia reguladora y una secuencia de acido nucleico heteréloga que da lugar a la expresion de esta Ultima. Por
ejemplo, una primera secuencia de acido nucleico esta unida operativamente con una segunda secuencia de acido
nucleico cuando la primera secuencia de &cido nucleico se coloca en una relacién funcional con la segunda
secuencia de acido nucleico. Por ejemplo, un promotor esta unido operativamente a una secuencia codificante si el
promotor afecta a la transcripcion o expresion de la secuencia codificante. Las secuencias de ADN unidas
operativamente pueden estar contiguas entre si y, por ejemplo, cuando es necesario para unir dos regiones
codificantes de proteina, estan en el mismo marco de lectura.

[0103] El término administracion "parenteral” de una composicién inmunogénica incluye, por ejemplo, inyeccién
subcutanea (sc), intravenosa (iv), intramuscular (im), o intraesternal, intratumoral, o técnicas de infusion.

[0104] EI término "acido nucleico” o "polinucleétido” se refiere a acidos desoxirribonucleicos (ADN) o acidos
ribonucleicos (ARN) y polimeros de los mismos en forma monocatenaria o bicatenaria. A menos que se limite
especificamente, el término abarca acidos nucleicos que contienen analogos conocidos de nucleétidos naturales que
tienen propiedades de union similares al acido nucleico de referencia y se metabolizan de una manera similar a
nucleétidos de origen natural. A menos que se indique lo contrario, una secuencia de acido nucleico particular
también abarca implicitamente variantes modificadas de manera conservadora del mismo (por ejemplo, sustituciones
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de codones degenerados), alelos, ortélogos, SNPs, y secuencias complementarias, asi como la secuencia indicada
explicitamente. Especificamente, las sustituciones de codones degenerados se pueden conseguir mediante la
generacion de secuencias en las que la tercera posicion de uno o mas (o todos) los codones seleccionados estan
sustituidos por residuos de base mixta y/o residuos desoxiinosina (Batzer et al, Nucleic Acid Res. 19: 5081 (1991);
Ohtsuka et al, J. Biol Chem 260: 2605-2608 (1985); y Rossolini et al, Mol Cell Sondas 8: 91-98 (1994)).

[0105] Los términos "péptido”, "polipéptido” y "proteina” se utilizan indistintamente, y se refieren a un compuesto
formado de residuos de aminoacidos unidos covalentemente mediante enlaces peptidicos. Una proteina o péptido
debe contener al menos dos aminodcidos, y no existe limitacién en el nimero maximo de aminoacidos que puede
comprender la secuencia de un péptido o proteina. Los polipéptidos incluyen cualquier péptido o proteina que
comprenda dos o mas aminoacidos unidos entre si por enlaces peptidicos. Tal como se utiliza en el presente
documento, el término se refiere tanto a cadenas cortas, que también habitualmente se denominan en la técnica
como péptidos, oligopéptidos y oligdbmeros, por ejemplo, como a cadenas mas largas, que generalmente se
denominan en la técnica como proteinas, de las cuales hay muchos tipos. "Polipéptidos" incluyen, por ejemplo,
fragmentos bioldgicamente activos, polipéptidos sustancialmente homélogos, oligopéptidos, homodimeros,
heterodimeros, variantes de polipéptidos, polipéptidos modificados, derivados, analogos, proteinas de fusion, entre
otros. Un polipéptido incluye un péptido natural, un péptido recombinante o una combinaciéon de los mismos.

[0106] El término "promotor” se refiere a una secuencia de ADN reconocida por la maquinaria sintética de la célula, o
maguinaria sintética introducida, requerido para iniciar la transcripcion especifica de una secuencia de polinucleétido.

[0107] EI término "secuencia promotora/reguladora” se refiere a una secuencia de acido nucleico que se requiere
para la expresién de un producto génico operativamente unido a la secuencia promotora/reguladora. En algunos
casos, esta secuencia puede ser la secuencia promotora central y en otros casos, esta secuencia también puede
incluir una secuencia potenciadora y otros elementos reguladores que son necesarios para la expresion del producto
génico. La secuencia promotora/reguladora puede ser, por ejemplo, ser una que expresa el producto génico de una
manera especifica de tejido.

[0108] El término promotor "constitutivo" se refiere a una secuencia de nucleétidos que, cuando se une
operativamente con un polinucledtido que codifica o especifica un producto génico, provoca la produccion del
producto génico en una célula bajo la mayoria o todas las condiciones fisiologicas de la célula.

[0109] El término promotor “inducible" se refiere a una secuencia de nucleétidos que, cuando se une operativamente
con un polinucleétido que codifica o especifica un producto génico, provoca la produccion del producto génico en
una célula sustancialmente solo cuando un inductor que corresponde al promotor esta presente en la célula.

[0110] EI término promotor "especifico de tejido" se refiere a una secuencia de nucleétidos que, cuando se une
operativamente con un polinucleétido que codifica o es especificado por un gen, provoca la produccion del producto
génico en una célula sustancialmente solo si la célula es una célula del tipo de tejido que corresponde al promotor.

[0111] EI término "polipéptido enlazador flexible" o "enlazador”, tal como se usa en el contexto de un scFv se refiere
a un enlazador peptidico que consiste en los aminoéacidos, tales como residuos de glicina y/o serina, usados solo o
en combinacién, para enlazar regiones variables de cadena pesada y ligera. En un ejemplo, el polipéptido enlazador
flexible es un enlazador Gly/Ser y comprende la secuencia de aminoéacidos (Gly-Gly-Gly-Ser)n, donde n es un entero
positivo igual o mayor que 1. Por ejemplo,n=1,n=2,n=3,n=4,n=5yn=6,n=7,n=8n=9yn=10 (SEQ ID
NO: 105). En un ejemplo, los polipéptidos enlazadores flexibles incluyen, pero no se limitan a, (GlysSer)s (SEQ 1D
NO: 106) o (GlysSer)s (SEQ ID NO: 107). En otro ejemplo, los enlazadores incluyen mdltiples repeticiones de
(GlyzSer), (GlySer) o (GlysSer) (SEQ ID NO: 108). También se incluyen dentro del alcance de la descripcién los
enlazadores descritos en W02012/138475.

[0112] Tal como se usa en el presente documento, una caperuza 5' (también denominada una caperuza de ARN,
una caperuza de ARN 7-metilguanosina o una caperuza de ARN m’G) es un nucleétido guanina modificado que se
ha agregado a la “parte delantera” o extremo 5' de un ARN mensajero eucariota poco después del inicio de la
transcripcion. La caperuza 5' consiste en un grupo terminal que estad unido al primer nucleétido transcrito. Su
presencia es fundamental para el reconocimiento por el ribosoma y la proteccion frente a RNasas. La adicion de la
caperuza esta acoplada a la transcripcion y se produce de forma cotranscripcional, de manera que cada una influye
en la otra. Poco después del inicio de la transcripcion, el extremo 5' del ARNm que se sintetiza esta unido por un
complejo de sintesis de caperuza asociado a la ARN polimerasa. Este complejo enzimatico cataliza las reacciones
quimicas que se requieren para el bloqueo de ARNm. La sintesis procede como una reaccion bioquimica de varias
etapas. El resto de bloqueo puede ser modificado para modular la funcionalidad del ARNm, tal como su estabilidad o
eficacia de traduccion.

[0113] Tal como se utiliza en el presente documento, "ARN transcrito in vitro" se refiere a ARN, preferiblemente
ARNmM, que se ha sintetizado in vitro. Generalmente, el ARN transcrito in vitro se genera a partir de un vector de
transcripcion in vitro. El vector de transcripcién in vitro comprende una plantilla que se utiliza para generar el ARN
transcrito in vitro.
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[0114] Tal como se utiliza en el presente documento, un "poli (A)" es una serie de adenosinas unidas mediante
poliadenilacién al ARNm. En la realizacion preferida de una construccién para la expresion transitoria, un poliA es de
entre 50 y 5000 (SEQ ID NO: 109), preferiblemente mayor que 64, mas preferiblemente, mayor que 100, mas
preferiblemente, mayor que 300 o 400. Las secuencias de poli (A) pueden modificarse quimica o enzimaticamente
para modular la funcionalidad de ARNm, tal como la localizacion, la estabilidad o la eficiencia de la traduccion.

[0115] Tal como se utiliza en el presente documento, "poliadenilacién” se refiere a la union covalente de un resto
poliadenililo, o su variante modificada, a una molécula de ARN mensajero. En los organismos eucariotas, la mayoria
de moléculas de ARN mensajero (ARNm) se poliadenilan en el extremo 3'. La cola 3' poli (A) es una larga secuencia
de nucleétidos de adenina (a menudo varios cientos) afiadidos al pre-ARNm a través de la accion de una enzima, la
poliadenilato polimerasa. En eucariotas superiores, se afiade la cola de poli (A) en las transcripciones que contienen
una secuencia especifica, la sefial de poliadenilacion. La cola de poli (A) y la proteina unida a la misma ayudan en la
proteccion de ARNm frente a la degradacién por exonucleasas. La poliadenilacién también es importante para la
terminacion de la transcripcion, exportacion del ARNm desde el nicleo y la traduccion. La poliadenilacion tiene lugar
en el nicleo inmediatamente después de la transcripcion de ADN en ARN, pero, ademas, también puede ocurrir mas
tarde en el citoplasma. Después de que la transcripcién se haya terminado, la cadena de ARNm se escinde
mediante la acciéon de un complejo de endonucleasa asociado con la ARN polimerasa. El sitio de escision se
caracteriza generalmente por la presencia de la secuencia de bases AAUAAA cerca del sitio de escision. Después
de que el ARNm se haya escindido, se afiaden residuos de adenosina al extremo 3’ libre en el sitio de escision.

[0116] Tal como se utiliza en el presente documento, "transitoria” se refiere a la expresién de un transgén no
integrado durante un periodo de horas, dias o0 semanas, en el que el periodo de tiempo de la expresion es menor
que el periodo de tiempo para la expresion del gen si se integra en el genoma o esta contenido dentro de un replicon
de plasmido estable en la célula huésped.

[0117] El término "via de transduccién de sefales" se refiere a la relacion bioquimica entre una variedad de
moléculas de transduccion de sefiales que desempefian un papel en la transmisiéon de una sefial de una porcion de
una célula a otra parte de una célula. La frase "receptor de superficie celular" incluye moléculas y complejos de
moléculas capaces de recibir una sefial y transmitir la sefial a través de la membrana de una célula.

[0118] EI término "sujeto" pretende incluir organismos vivos en los que puede obtenerse una respuesta inmunitaria
(por ejemplo, mamiferos, humanos).

[0119] EI término, una célula "sustancialmente purificada" se refiere a una célula que esta esencialmente libre de
otros tipos de células. Una célula sustancialmente purificada se refiere también a una célula que ha sido separada
de otros tipos de células con las que estd normalmente asociada en su estado de origen natural. En algunos casos,
una poblaciéon de células sustancialmente purificada se refiere a una poblacién homogénea de células. En otros
casos, este término se refiere simplemente a las células que se ha separado de las células con las que estan
asociadas de forma natural en su estado natural. En algunos aspectos, las células se cultivan in vitro. En otros
aspectos, las células no se cultivan in vitro.

[0120] El término "terapéutico”, tal como se usa en el presente documento significa un tratamiento. Un efecto
terapéutico se obtiene por reduccion, supresion, remision o erradicacion de un estado patolégico.

[0121] EI término "profilaxis”, tal como se usa en el presente documento significa la prevenciéon o tratamiento de
proteccion para un estado patoldgico o enfermedad.

[0122] En el contexto de la presente invencién, "antigeno tumoral" o "antigeno de trastorno hiperproliferativo" o
"antigeno asociado con un trastorno hiperproliferativo" se refiere a antigenos que son comunes a trastornos
hiperproliferativos especificos. En ciertos aspectos, los antigenos de trastorno hiperproliferativo de la presente
invencion derivan de canceres que incluyen, pero no se limitan a, melanoma primario 0 metastasico, timoma,
linfoma, sarcoma, cancer de pulmén, cancer de higado, linfoma de Hodgkin, linfoma no de Hodgkin, leucemias,
cancer uterino, cancer cervical, cancer de vejiga, cancer de rifién y adenocarcinomas, tales como cancer de mama,
cancer de prostata, cancer de ovario, cancer de pancreas, y similares.

[0123] El término "transfectado” o "transformado” o "transducido” se refiere a un proceso por el cual el &cido nucleico
exdgeno se transfiere o se introduce en la célula huésped. Una célula "transfectada" o "transformada" o
"transducidaa” es una que ha sido transfectada, transformada o transducida con acido nucleico exégeno. La célula
incluye la célula en cuestion primaria y su progenie.

[0124] El término "se une especificamente” se refiere a un anticuerpo, o un ligando, que reconoce y se une con una
proteina compafiera de unién andloga (por ejemplo, una molécula estimuladora y/o coestimuladora presente en una
célula T) presente en una muestra, pero cuyo anticuerpo o ligando no reconoce o se une sustancialmente a otras
moléculas en la muestra.
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[0125] Intervalos: a lo largo de esta descripcidn, se pueden presentar diversos aspectos de la invencién en un
formato de intervalo. Debe entenderse que la descripcidon en formato de intervalo es meramente por conveniencia y
brevedad, y no debe interpretarse como una limitacion inflexible sobre el alcance de la invencién. En consecuencia,
la descripcion de un intervalo debe considerarse que ha descrito especificamente todos los posibles subintervalos,
asi como los valores numéricos individuales dentro de ese intervalo. Por ejemplo, la descripcién de un intervalo, tal
como de 1 a 6, se debe considerar que tiene los subintervalos especificamente descritos, talescomode 1a3,de la
4,delab5,de2a4, de2a6,de3ab etc., asi como los nimeros individuales dentro de ese intervalo, por ejemplo,
1,2,27, 3,4,5,53y 6. Como otro ejemplo, un intervalo tal como 95-99% de identidad, incluye algo con 95%, 96%,
97%, 98% 0 99% de identidad, e incluye los subintervalos, tales como 96-99%, 96-98%, 96-97%, 97-99%, 97-98% y
98-99 % de identidad. Esto se aplica independientemente de la amplitud del intervalo.

Descripcion

[0126] En el presente documento se proporcionan composiciones de materia y procedimientos de uso para el
tratamiento de una enfermedad, tal como el cancer, utilizando receptores de antigeno quimérico (CAR) anti-CD19
humanizados.

[0127] En un aspecto, la presente descripcion proporciona una serie de receptores de antigenos quiméricos (CAR)
que comprenden un anticuerpo o fragmento de anticuerpo modificado para mejorar la unién a una proteina CD19. En
un aspecto, la presente descripcién proporciona una célula (por ejemplo, células T) modificada para expresar un
CAR, en donde la célula T CAR T ("CART") muestra una propiedad antitumoral. En un aspecto, una célula se
transforma con el CAR y el CAR se expresa en la superficie celular. En algunos casos, la célula (por ejemplo, células
T) se transduce con un vector viral que codifica un CAR. En algunos casos, el vector viral es un vector retroviral. En
algunos casos, el vector viral es un vector lentiviral. En algunos de tales casos, la célula puede expresar de forma
estable el CAR. En otro ejemplo, la célula (por ejemplo, células T) se transfecta con un acido nucleico, por ejemplo,
ARNm, ADNc, ADN, que codifica un CAR. En algunos de tales casos, la célula puede expresar transitoriamente el
CAR.

[0128] En un aspecto, la porcion de union a anti-proteina CD19 del CAR es un fragmento de anticuerpo scFv. En un
aspecto, tales fragmentos de anticuerpos son funcionales en que retienen la afinidad de unién equivalente, por
ejemplo, se unen al mismo antigeno con una eficacia comparable al del anticuerpo IgG del que deriva. En un
aspecto, tales fragmentos de anticuerpos son funcionales en cuanto a que proporcionan una respuesta bioldgica que
puede incluir, pero no se limita a, la activacién de una respuesta inmunitaria, la inhibiciéon de la originacion de
transduccién de sefiales de su antigeno diana, la inhibicion de la actividad quinasa, y similares, tal como se
comprendera por un experto en la materia. En un aspecto, el dominio de unién a antigeno anti-CD 19 del CAR es un
fragmento de anticuerpo scFv que es humanizado en comparacion con la secuencia murina del scFv a partir de la
cual deriva. En un aspecto, la secuencia de scFv murino parental es la construccion de CAR19 proporcionada en la
publicacion PCT W02012/079000 y proporcionada en el presente documento como SEQ ID NO: 58.

[0129] En algunos aspectos, los anticuerpos de la descripcién se incorporan en un receptor de antigeno quimérico
(CAR). En un aspecto, el CAR comprende la secuencia del polipéptido proporcionada como SEQ ID No: 12 en la
publicacion PCT W02012/079000, y proporcionada en el presente documento como SEQ ID NO: 58, en donde el
dominio scFv esta sustituido por una o mas secuencias seleccionadas de SEQ ID NOS: 1-12. En un aspecto, los
dominios scFv de SEQ ID NOS: 1-12 son variantes humanizadas del dominio scFv de SEQ ID NO: 59, que es un
fragmento scFv de origen murino que se une especificamente a CD19 humano. La humanizacion de este scFv de
raton puede ser deseable para el entorno clinico, donde los residuos especificos de raton pueden inducir una
respuesta de antigeno anti-ratdbn humano (HAMA) en pacientes que reciben tratamiento con CART19, por ejemplo,
el tratamiento con células T transducidas con la construccion de CAR19.

[0130] En un aspecto, el dominio de unién anti-CD19, por ejemplo, scFv humanizado, parte de un CAR de la
invencion esta codificado por un transgén cuya secuencia se ha optimizado en codones para la expresién en una
célula de mamifero. En un aspecto, la totalidad de la construccién de CAR de la invencion esta codificada por un
transgén cuya secuencia completa ha sido optimizada en codones para la expresion en una célula de mamifero. La
optimizacion de codones se refiere al descubrimiento de que la frecuencia de aparicion de codones sinénimos (es
decir, los codones que codifican para el mismo aminoacido) en el ADN de codificacién esta sesgada en diferentes
especies. Dicha degeneracién de codones permite que un polipéptido idéntico sea codificado por una gran variedad
de secuencias de nucleodtidos. En la técnica se conocen una variedad de procedimientos de optimizacion de
codones, e incluyen, por ejemplo, procedimientos descritos en, al menos, las patentes de Estados Unidos Nos.
5,786,464 y 6,114,148.

[0131] En un aspecto, el CAR19 humanizado comprende la porciéon de scFv proporcionada en la SEQ ID NO: 1. En
un aspecto, el CAR19 humanizado comprende la porcion de scFv proporcionada en la SEQ ID NO: 2. En un
aspecto, el CAR19 humanizado comprende la porcion de scFv proporcionada en la SEQ ID NO: 3. En un aspecto, el
CAR19 humanizado comprende la porcién de scFv proporcionada en la SEQ ID NO: 4. En un aspecto, el CAR19
humanizado comprende la porcién de scFv proporcionada en la SEQ ID NO: 5.En un aspecto, el CAR19
humanizado comprende la porcién de scFv proporcionada en la SEQ ID NO: 6. En un aspecto, el CAR19
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humanizado comprende la porcién de scFv proporcionada en la SEQ ID NO: 7.En un aspecto, el CAR19
humanizado comprende la porcién de scFv proporcionada en la SEQ ID NO: 8. En un aspecto, el CAR19
humanizado comprende la porcion de scFv proporcionada en la SEQ ID NO: 9. En un aspecto, el CAR19
humanizado comprende la porciéon de scFv proporcionada en la SEQ ID NO: 10. En un aspecto, el CAR19
humanizado comprende la porciéon de scFv proporcionada en la SEQ ID NO: 11. En un aspecto, el CAR19
humanizado comprende la porcién de scFv proporcionada en la SEQ ID NO: 12.

[0132] En un aspecto, los CAR de la descripcion combinan un dominio de uniéon a antigeno de un anticuerpo
especifico con una molécula de sefalizacion intracelular. Por ejemplo, en algunos aspectos, la molécula de
sefializacion intracelular incluye, pero no se limita a, los modulos de sefializaciéon de la cadena CD3-zeta, 4-1BB y
CD28 y combinaciones de los mismos. En un aspecto, el dominio de unién a antigeno se une a CD19. En un
aspecto, la CD19 CAR comprende un CAR seleccionado a partir de la secuencia proporcionada en una o mas de
SEQ ID NOS: 31 - 42. En un aspecto, la CD19 CAR comprende la secuencia proporcionada en la SEQ ID NO:
31. En un aspecto, la CD19 CAR comprende la secuencia proporcionada en la SEQ ID NO: 32. En un aspecto, la
CD19 CAR comprende la secuencia proporcionada en la SEQ ID NO: 33. En un aspecto, la CD19 CAR comprende
la secuencia proporcionada en la SEQ ID NO: 34.En un aspecto, la CD19 CAR comprende la secuencia
proporcionada en la SEQ ID NO: 35. En un aspecto, la CD19 CAR comprende la secuencia proporcionada en la
SEQ ID NO: 36. En un aspecto, la CD19 CAR comprende la secuencia proporcionada en la SEQ ID NO: 37. En un
aspecto, la CD19 CAR comprende la secuencia proporcionada en la SEQ ID NO: 38. En un aspecto, la CD19 CAR
comprende la secuencia proporcionada en la SEQ ID NO: 39. En un aspecto, la CD19 CAR comprende la secuencia
proporcionada en la SEQ ID NO: 40. En un aspecto, la CD19 CAR comprende la secuencia proporcionada en la
SEQ ID NO: 41. En un aspecto, la CD19 CAR comprende la secuencia proporcionada en la SEQ ID NO: 42.

[0133] Ademas, la presente descripcion proporciona composiciones de CD19 CAR y su uso en medicamentos o
procedimientos para tratar, entre otras enfermedades, cancer o cualquier enfermedad maligna o enfermedades
autoinmunes que implican células o tejidos que expresan CD19.

[0134] En un aspecto, el CAR de la invencién se puede utilizar para erradicar las células normales que expresan
CD19, por lo tanto son aplicables para su uso como una terapia de acondicionamiento celular antes del trasplante de
células. En un aspecto, la célula normal que expresa CD19 es una célula madre normal que expresa CD19 y el
trasplante de células es un trasplante de células madre.

[0135] En un aspecto, la presente descripcién proporciona una célula (por ejemplo, células T) modificadas para
expresar un receptor de antigeno quimérico (CAR), donde la célula T CAR ("CART") muestra una propiedad
antitumoral. Un antigeno preferido es CD19. En un aspecto, el dominio de unién a antigeno de CAR comprende un
fragmento de anticuerpo anti-CD 19 parcialmente humanizado. En un aspecto, el dominio de unién a antigeno de
CAR comprende un fragmento de anticuerpo anti-CD 19 parcialmente humanizado que comprende un scFv. En
consecuencia, la presente descripciéon proporciona un CD19-CAR que comprende un dominio de unién anti-CD 19
humanizado y se modifica en una célula T y procedimientos para su uso para terapia adoptiva. En los casos de la
presente descripcion que son formas de realizacion de la invencion, el dominio de unién anti-CD19 humanizado
comprende una secuencia de aminoacidos de un scFv seleccionada de SEQ ID NO: 1-12.

[0136] En un aspecto, CD19-CAR comprende al menos un dominio intracelular seleccionado del grupo de un
dominio de sefializacion CD137 (4-1BB), un dominio de sefializacion CD28, un dominio de sefalizacion CD3zeta, y
cualquier combinacién de los mismos. En un aspecto, CD19-CAR comprende al menos un dominio de sefializacién
intracelular de una o mas moléculas coestimuladoras que no es CD137 (4-1BB) o CD28.

Receptor de Antigeno Qumérico (CAR)

[0137] La presente descripcion abarca una construccion de ADN recombinante que comprende secuencias que
codifican un CAR, en el que el CAR comprende un fragmento de anticuerpo humanizado que se une
especificamente a CD19, por ejemplo, CD19 humana, donde la secuencia del fragmento de anticuerpo es contigua y
en el mismo marco de lectura que una secuencia de acido nucleico que codifica un dominio de sefializacién
intracelular. El dominio de sefializacion intracelular puede comprender un dominio de sefializacion coestimuladora
y/o un dominio primario de sefializacién, por ejemplo, una cadena zeta. El dominio de sefializacion coestimuladora
se refiere a una porcién del CAR que comprende al menos una porciéon del dominio intracelular de una molécula
coestimuladora.

[0138] En aspectos especificos, una construccion de CAR de la invencion comprende un dominio scFv seleccionado
del grupo que consiste en SEQ ID NOS: 1-12, en el que el scFv puede estar precedido por una secuencia lider
opcional, tal como la proporcionada en la SEQ ID NO: 13, y seguido por una secuencia de bisagra opcional, tal como
la proporcionada en la SEQ ID NO: 14 o SEQ ID NO: 45 o SEQ ID NO: 47 o SEQ ID NO: 49, una regién
transmembrana, tal como la proporcionada en la SEQ ID NO: 15, un dominio de sefializacion intracelular que incluye
SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 51 y una secuencia de CD3 zeta que incluye SEQ ID NO: 17 o SEQ ID NO: 43, en la
que los dominios son contiguos con y en el mismo marco de lectura para formar una proteina de fusion
Unica. También se incluye en la presente descripcidon una secuencia de nucledtidos que codifica el polipéptido de
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cada uno de los fragmentos de scFv seleccionados del grupo que consiste en SEQ SE NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ
ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEC ES NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO:
10, SEQ ID NO: 11 y SEQ ID NO: 12. También se incluye en la presente descripcion una secuencia de nucleétidos
gue codifica el polipéptido de cada uno de los fragmentos scFv seleccionados del grupo que consiste en SEQ IS NO:
1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEC IS NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ
ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11 y SEQ ID NO: 12, y cada uno de los dominios de SEQ ID NOS: 13-17,
ademas de la proteina de fusién CD19CAR codificada de la presente descripcién. En un aspecto, una construccion
de CD19CAR de ejemplo comprende una secuencia lider opcional, un dominio de unién a antigeno extracelular, una
bisagra, un dominio transmembrana, y un dominio estimulador intracelular. En un aspecto, una construccion de
CD19CAR de ejemplo comprende una secuencia lider opcional, un dominio de unién a antigeno extracelular, una
bisagra, un dominio transmembrana, un dominio coestimulador intracelular y un dominio estimulador intracelular. Las
construcciones de CD19 CAR especificas que contienen dominios scFv humanizados de la invenciéon se
proporcionan como SEQ ID NOS: 31-42.

[0139] Las secuencias de CAR de longitud completa también se proporcionan en el presente documento como SEQ
ID NOS: 31-42, tal como se muestran en la Tabla 3.

[0140] Una secuencia lider de ejemplo se proporciona como SEQ ID NO: 13. Una secuencia de bisagra/espaciador
de ejemplo se proporciona como SEQ ID NO: 14 o SEQ ID NO: 45 o SEQ ID NO: 47 o0 SEQ ID NO: 49. Una
secuencia de dominio transmembrana de ejemplo se proporciona como SEQ ID NO: 15. Una secuencia del dominio
de sefializacion intracelular de ejemplo de la proteina 4-1BB se proporciona como SEQ ID NO: 16. Una secuencia de
del dominio de sefializacion intracelular de CD27 de ejemplo se proporciona como SEQ ID NO: 51. Una secuencia
de dominio CD3zeta de ejemplo se proporciona como SEQ ID NO: 17 o SEQ ID NO: 43.

[0141] En un aspecto, la presente descripcion abarca una construccién de acido nucleico recombinante que
comprende una molécula de acido nucleico que codifica un CAR, en la que la molécula de acido nucleico comprende
la secuencia de acido nucleico que codifica un dominio de unién anti-CD 19, por ejemplo, descrito en el presente
documento, que es contiguo con y en el mismo marco de lectura que una secuencia de acido nucleico que codifica
un dominio de sefializacién intracelular. En un aspecto, el dominio de unién anti-CD 19 se selecciona de una o mas
de SEQ ID NOS: 1-12. En un aspecto, el dominio de union anti-CD19 esta codificada por los residuos de nucleétidos
64 a 813 de la secuencia proporcionada en una o mas de SEQ ID NOS: 61-72. En un aspecto, el dominio de unién
anti-CD19 esta codificado por los residuos de nucleétidos 64 a 813 de la SEQ ID NO: 61. En un aspecto, el dominio
de union anti-CD19 esta codificado por los residuos de nucle6tidos 64 a 813 de la SEQ ID NO: 62. En un aspecto, el
dominio de unién anti-CD19 estéa codificado por los residuos de nucleétidos 64 a 813 de la SEQ ID NO: 63. En un
aspecto, el dominio de unién anti-CD 19 esta codificado por los residuos de nucleétidos 64 a 813 de la SEQ ID NO:
64. En un aspecto, el dominio de union anti-CD 19 esta codificado por los residuos de nucleétidos 64 a 813 de la
SEQ ID NO: 65. En un aspecto, el dominio de unién anti-CD19 esta codificado por los residuos de nucleétidos 64 a
813 de la SEQ ID NO: 66. En un aspecto, el dominio de union anti-CD19 esta codificado por los residuos de
nucleétidos 64 a 813 de la SEQ ID NO: 67. En un aspecto, el dominio de union anti-CD19 esta codificado por los
residuos de nucleétidos 64 a 813 de la SEQ ID NO: 68. En un aspecto, el dominio de unién anti-CD 19 esta
codificado por los residuos de nucle6tidos 64 a 813 de la SEQ ID NO: 69. En un aspecto, el dominio de unién anti-
CD 19 esta codificado por los residuos de nucleétidos 64 a 813 de la SEQ ID NO: 70. En un aspecto, el dominio de
unioén anti-CD19 estéa codificado por los residuos de nucleétidos 64 a 813 de la SEQ ID NO: 71. En un aspecto, el
dominio de union anti-CD19 estéa codificado por los residuos de nucleétidos 64 a 813 de la SEQ ID NO: 72.

[0142] En un aspecto, la presente descripcion abarca una construccion de acido nucleico recombinante que
comprende un transgén que codifica un CAR, en la que la molécula de acido nucleico comprende una secuencia de
acido nucleico que codifica un dominio de unién anti-CD19 seleccionado de uno o mas de las SEQ ID NOS: 61-72,
en el que la secuencia es contigua y en el mismo marco de lectura que la secuencia de acido nucleico que codifica
un dominio de sefializacion intracelular. Un dominio de sefializacion intracelular de ejemplo que se puede utilizar en
el CAR incluye, pero no se limita a, uno 0 mas dominios intracelulares de sefializacion de, por ejemplo, CD3-zeta,
CD28, 4-1BB, y similares. En algunos casos, el CAR puede comprender cualquier combinacién de CD3-zeta, CD28,
41BB, y similares. En un aspecto, la secuencia de acido nucleico de una construccién de CAR de la invencion se
selecciona de uno o méas de SEQ ID NOS: 85-96. En un aspecto, la secuencia de acido nucleico de una construccion
de CAR es la SEQ ID NO: 85. En un aspecto, la secuencia de &cido nucleico de una construccion de CAR es la SEQ
ID NO: 86. En un aspecto, la secuencia de acido nucleico de una construccion de CAR es la SEQ ID NO: 87. En un
aspecto, la secuencia de acido nucleico de una construccién de CAR es la SEQ ID NO: 88. En un aspecto, la
secuencia de acido nucleico de una construccién de CAR es la SEQ ID NO: 89. En un aspecto, la secuencia de
acido nucleico de una construccion de CAR es la SEQ ID NO: 90. En un aspecto, la secuencia de acido nucleico de
una construccion de CAR es la SEQ ID NO: 91. En un aspecto, la secuencia de acido nucleico de una construccién
de CAR es la SEQ ID NO: 92. En un aspecto, la secuencia de acido nucleico de una construccion de CAR es la SEQ
ID NO: 93. En un aspecto, la secuencia de acido nucleico de una construccion de CAR es la SEQ ID NO: 94. En un
aspecto, la secuencia de acido nucleico de una construccion de CAR es la SEQ ID NO: 95. En un aspecto, la
secuencia de acido nucleico de una construccién de CAR es la SEQ ID NO: 96. En un aspecto, la secuencia de
acido nucleico de una construccion de CAR es la SEQ ID NO: 97. En un aspecto, la secuencia de acido nucleico de
una construccion de CAR es la SEQ ID NO: 98. En un aspecto, la secuencia de acido nucleico de una construccién
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de CAR es la SEQ ID NO: 99.

[0143] Las secuencias de acido nucleico que codifican las moléculas deseadas se pueden obtener usando
procedimientos recombinantes conocidos en la técnica, tales como, por ejemplo, mediante el cribado de bibliotecas
de células que expresan el gen, derivando el gen a partir de un vector conocido por incluir el mismo, o mediante el
aislamiento directamente de células y tejidos que contienen el mismo, utilizando técnicas estandar. Alternativamente,
el acido nucleico de interés puede producirse sintéticamente, en lugar de clonarse.

[0144] La presente invencién incluye construcciones de vectores retrovirales y lentivirales que expresan un CAR que
pueden transducirse directamente en una célula.

[0145] La presente invencidn también incluye una construccion de ARN que se pueden transfectar directamente en
una célula. Un procedimiento para generar ARNm para el uso en la transfeccién implica la transcripcion in vitro (IVT)
de una plantilla con cebadores disefiados especialmente, seguido de adicion de poliA, para producir una
construccidon que contiene secuencia no traducida 3'y 5' (UTR'), una caperuza 5' y/o sitio interno de entrada al
ribosoma (IRES), el acido nucleico a expresar y una cola de poliA, tipicamente de 50-2000 bases de longitud (SEQ
ID NO: 118). ElI ARN asi producido puede transfectar eficientemente diferentes tipos de células. En una realizacién,
la plantilla incluye secuencias para el CAR. En una realizacion, un vector de ARN de CAR se transduce en una
célula T mediante electroporacion.

Dominio de union a antigeno

[0146] En un aspecto, el CAR de la presente descripciébn comprende un elemento de unién especifica a diana
referido de otro modo como un dominio de unién a antigeno. La eleccion del resto depende del tipo y el nimero de
ligandos que definen la superficie de una célula diana. Por ejemplo, el dominio de unién a antigeno puede ser
escogido para reconocer un ligando que actia como un marcador de superficie celular en las células diana
asociadas con un estado patolégico particular. De este modo, ejemplos de marcadores de superficie celular que
pueden actuar como ligandos para el dominio de union a antigeno en un CAR de la presente descripcion incluyen los
asociados con infecciones virales, bacterianas y parasitarias, enfermedades autoinmunes y células cancerosas.

[0147] En un aspecto, la respuesta de células T mediada por CAR puede ser dirigida a un antigeno de interés por
medio de la modificacién de un dominio de unién a antigeno que se une especificamente a un antigeno deseado en
el CAR.

[0148] En un aspecto, la porcién del CAR que comprende el dominio de unién a antigeno comprende un dominio de
unién a antigeno que reconoce CD19. En un aspecto, el dominio de unién a antigeno reconoce CD19 humano. En
un aspecto, el dominio de unién a antigeno del CAR tiene la misma o una especificidad de unién similar que el
fragmento scFv FMC63 descrito en Nicholson et al. Mol. Immun. 34 (16-17): 1157-65 (1997).

[0149] El dominio de unién a antigeno puede ser cualquier dominio que se une al antigeno incluyendo, pero no
limitado a, un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo policlonal, un anticuerpo recombinante, un anticuerpo humano,
un anticuerpo humanizado y un fragmento funcional de los mismos, incluyendo, pero no limitado a, un anticuerpo de
dominio Unico, tal como un dominio variable de cadena pesada (VH), un dominio variable de cadena ligera (VL) y un
dominio variable (VHH) de nanoanticuerpo derivado de camélido, y un andamio alternativo conocido en la técnica
para funcionar como dominio de unién a antigeno, tal como un dominio de fibronectina recombinante, y similares. En
algunos casos, es beneficioso para el dominio de unién a antigeno que se derive de la misma especie en la que en
ultima instancia se utilizara el CAR. Por ejemplo, para uso en seres humanos, puede ser beneficioso que el dominio
de unién a antigeno del CAR comprendas residuos humanos o humanizados para el dominio de unién a antigeno de
un anticuerpo o fragmento de anticuerpo.

[0150] Por lo tanto, en un aspecto, el dominio de unién a antigeno comprende un anticuerpo humanizado o un
fragmento de anticuerpo. En un ejemplo, el dominio de unién anti-CD 19 humanizado comprende una o mas (por
ejemplo, las tres) de la regién determinante de la complementariedad de cadena ligera 1 (LC CDR1), la region
determinante de la complementariedad de cadena ligera 2 (LC CDR2) y la region determinante de la
complementariedad de cadena ligera 3 (LC CDR3) de un dominio de unién anti-CD 19 humanizado descrito en el
presente documento y/o una o mas (por ejemplo, las tres) de la regién determinante de la complementariedad de
cadena pesada 1 (HC CDR1), la region determinante de la complementariedad de cadena pesada 2 (HC CDR2) y la
regién determinante de la complementariedad de cadena pesada 3 (HC CDR3) de un dominio de unién anti-CD 19
humanizado descrito en el presente documento, por ejemplo, un dominio de unién anti-CD 19 humanizado que
comprende una 0 mas, por ejemplo, las tres, LC CDR y una o mas, por ejemplo, las tres, HC CDR. En un ejemplo, el
dominio de unién anti-CD19 humanizado comprende una 0 mas (por ejemplo, las tres) de la regiéon determinante de
la complementariedad de cadena pesada 1 (HC CDR1), la regién determinante de la complementariedad de cadena
pesada 2 (HC CDR2) y la region determinante de la complementariedad de cadena pesada 3 (HC CDR3) de un
dominio de unién anti-CD 19 humanizado descrito en el presente documento, por ejemplo, el dominio de unién anti-
CD 19 humanizado tiene dos regiones de cadena pesada variables, comprendiendo cada una una HC CDR1, una
HC CDR2 y una HC CDR3 descritas en el pesente documento. En un ejemplo, el dominio de unién anti-CD 19
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humanizado comprende una regién variable de cadena ligera humanizada descrita en el presente documento (por
ejemplo, en la Tabla 3) y/o una regién variable de cadena pesada humanizada descrita en el presente documento
(por ejemplo, en la Tabla 3). En un ejemplo, el dominio de unién anti-CD 19 humanizado comprende una regién
variable de la cadena pesada variable humanizada descrita en el presente documento (por ejemplo, en la Tabla 3),
por ejemplo, al menos dos regiones variables de cadena pesada humanizadas descritas en el presente documento
(por ejemplo, en la Tabla 3). En un ejemplo, el dominio de unién anti-CD19 es un scFv que comprende una cadena
ligera y una cadena pesada de una secuencia de aminoacidos de la Tabla 3. En un ejemplo, el dominio de unién
anti-CD19 (por ejemplo, un scFv) comprende: una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia
de aminoacidos que tiene al menos una, dos o tres modificaciones (por ejemplo, sustituciones), pero no mas de 30,
20 o 10 modificaciones (por ejemplo, sustituciones) de una secuencia de aminoacidos de una region variable de
cadena ligera proporcionada en la Tabla 3, o una secuencia con una identidad del 95-99% con una secuencia de
aminoacidos de la Tabla 3;y/o una regién variable de cadena pesada que comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos una, dos o tres modificaciones (por ejemplo, sustituciones), pero no mas de 30, 20
o 10 modificaciones (por ejemplo, sustituciones) de una secuencia de aminoacidos de una region variable de cadena
pesada proporcionada en la Tabla 3, o una secuencia con una identidad del 95-99% con una secuencia de
aminoéacidos de la Tabla 3. En un ejemplo, el dominio de unién anti-CD 19 humanizado comprende una secuencia
seleccionada de un grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO:
5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11y SEQ ID NO: 12, 0
una secuencia con una identidad del 95-99% de las mismas. En un ejemplo, la secuencia de acido nucleico que
codifica el dominio de unién anti-CD 19 humanizado comprende una secuencia seleccionada de un grupo que
consiste en SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 66, SEQ
ID NO: 67, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 71 y SEQ ID NO: 72, o una secuencia con una identidad
del 95-99% con las mismas. En un ejemplo, el dominio de unién anti-CD 19 humanizado es un scFv, y una regién
variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos descrita en el presente documento, por
ejemplo, en la Tabla 3, esta unida a una regién variable de cadena pesada que comprende una secuencia de
aminoacidos descrita en el presente documento, por ejemplo, en la Tabla 3, a través de un enlazador, por ejemplo,
un enlazador descrito en el presente documento. En un ejemplo, el dominio de unién anti-CD 19 humanizado incluye
un enlazador (Glys-Ser)n, en el que nes 1, 2, 3, 4, 5, o 6, preferiblemente 3 0 4 (SEQ ID NO: 53). La region variable
de cadena ligera y la region variable de cadena pesada de un scFv pueden estar, por ejemplo, en cualquiera de las
siguientes orientaciones: region variable de cadena ligera-enlazador-region variable de cadena pesada o region
variable de cadena pesada-enlazador-region variable de cadena ligera.

[0151] En un aspecto, la parte de dominio de unién a antigeno comprende una o0 mas secuencias seleccionadas de
las SEQ ID NOS: 1-12. En un aspecto, el CAR humanizado se selecciona de una o mas secuencias seleccionadas
de las SEQ ID NOS: 31-42. En algunos aspectos, un anticuerpo no humano se humaniza, donde las secuencias o
regiones especificas del anticuerpo de modifican para aumentar la similitud con un anticuerpo producido de manera
natural en un ser humano o fragmento del mismo. En un aspecto, el dominio de unién a antigeno estad humanizado.

[0152] Un anticuerpo humanizado se puede producir usando una variedad de técnicas conocidas en el sector de la
técnica, incluyendo, pero no limitado a, injerto de CDR (véase, por ejemplo, la Patente Europea No. EP 239400;
Publicacion Internacional N© WO 91/09967; y las patentes de Estados Unidos Nos. 5.225.539, 5.530.101, y
5.585.089), recubrimiento o “resurfacing” (véase, por ejemplo, las Patentes Europeas Nos. EP 592.106 y EP
519.596; Padlan, 1991, Molecular Immunology, 28 (4/5): 489-498; Studnicka et al, 1994, Protein Engineering, 7 (6):
805-814; y Roguska et al, 1994, PNAS, 91: 969-973), barajado de cadenas (véase, por ejemplo, la patente de
Estados Unidos N° 5.565.332), y técnicas descritas en, por ejemplo, la solicitud de patente de Estados Unidos No.
US2005/0042664, la publicacion de la Solicitud de Patente de Estados Unidos N° US2005/0048617, la patente de
los Estados Unidos. No. 6.407.213, la patente de los Estados Unidos. No. 5.766.886, la Publicacion Internacional No.
WO 9317105, Tan et al, J. Immunol., 169: 1119-1125 (2002), Caldas et al, Protein Eng, 13 (5): 353-60 (2000), Morea
et al, Methods, 20 (3): 267-79 (2000), Baca et al, J. Biol. Chem., 272 (16): 10678-84 (1997), Roguska et al, Protein
Eng, 9 (10): 895-904 (1996), Couto et al, Cancer Res, 55 (23 Supl): 5973s-5977s (1995), Couto et al, Cancer Res, 55
(8): 1717-1722 (1995), Sandhu JS, gene, 150 (2): 409-10 (1994), y Pedersen et al., J. Mol. Biol., 235 (3): 959-73
(1994). A menudo, los residuos de la estructura en las regiones de estructura se sustituirdn con el residuo
correspondiente del anticuerpo donante de CDR para alterar, por ejemplo mejorar, la unién al antigeno. Estas
sustituciones estructurales se identifican mediante procedimientos bien conocidos en la técnica, por ejemplo,
mediante modelado de las interacciones de la CDR y los residuos estructurales para identificar residuos
estructurales importantes para la uniébn a antigeno y comparacidon de secuencias para identificar residuos
estructurales inusuales en posiciones particulares. (Véase, por ejemplo, Queen et al, Patente de Estados Unidos No.
5.585.089; y Riechmann et al, 1988, Nature, 332: 323, que se incorporan en el presente documento por referencia
en su totalidad).

[0153] Un anticuerpo humanizado o fragmento de anticuerpo tiene uno o mas residuos de aminoacidos restantes en
él de una fuente que es no humana. Estos residuos de aminoacidos no humanos se denominan frecuentemente
como residuos "importados", que tipicamente se toman de un dominio variable “de importacién”. Tal como se
establece en el presente documento, los anticuerpos humanizados o fragmentos de anticuerpos comprenden una o
mas CDR de las moléculas de inmunoglobulina no humana y regiones de estructura en las que los residuos de
aminoacidos que comprenden la estructura derivan completamente o en su mayoria de la linea germinal
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humana. Son bien conocidas en el estado de la técnica multiples técnicas para la humanizacién de anticuerpos o
fragmentos de anticuerpos y esencialmente se pueden realizar siguiendo el procedimiento de Winter y colaboradores
(Jones et al, Nature, 321: 522-525 (1986); Riechmann et al, Nature, 332: 323-327 (1988); Verhoeyen et al, Science,
239: 1534-1536 (1988)), mediante la sustitucion de CDR o secuencias de CDR de roedor por secuencias
correspondientes de un anticuerpo humano, es decir, un injerto de CDR (EP 239.400; publicacion PCT No. WO
91/09967; y las patentes de Estados Unidos N° 4.816.567; 6.331.415; 5.225.539; 5.530.101; 5.585.089;
6.548.640). En tales anticuerpos humanizados y fragmentos de anticuerpos, sustancialmente menos de un dominio
variable humano intacto ha sido sustituido por la secuencia correspondiente de una especie no humana. Los
anticuerpos humanizados son a menudo anticuerpos humanos en los que algunos residuos CDR y posiblemente
algunos residuos de estructura (FR) estan sustituidos por residuos de sitios analogos en anticuerpos de roedores. La
humanizacion de anticuerpos y fragmentos de anticuerpos también se puede lograr mediante recubrimiento o
“resurfacing” (EP 592.106; EP 519.596; Padlan, 1991, Molecular Immunology, 28 (4/5): 489-498; Studnicka et al,
Protein Engineering, 7 (6): 805-814 (1994); y Roguska et al, PNAS, 91: 969-973 (1994)) o mezcla aleatoria de
cadenas (patente de Estados Unidos No. 5.565.332).

[0154] La eleccion de dominios variables humanos, tanto ligeros como pesados, para ser usados en la fabricacion de
los anticuerpos humanizados es para reducir la antigenicidad. Segun el procedimiento denominado "mejor ajuste”, la
secuencia del dominio variable de un anticuerpo de roedor se criba frente a toda la biblioteca de secuencias de
dominios variables humanos conocidos. La secuencia humana que esta mas proxima a la del roedor se acepta
entonces como la estructura humana (FR) para el anticuerpo humanizado (Sims et al, J. Immunol, 151: 2296 (1993);
Chothia et al, J. mol Biol, 196: 901 (1987)). Otro procedimiento utiliza una estructura particular derivada de la
secuencia consenso de todos los anticuerpos humanos de un subgrupo particular de cadenas ligeras o pesadas. La
misma estructura se puede utilizar para varios anticuerpos humanizados diferentes (véase, por ejemplo, Nicholson et
al Mol Immun 34 (16-17): 1157-1165 (1997); Carter et al, Proc Natl Acad Sci. USA, 89: 4285 (1992); Presta et al, J.
Immunol, 151: 2623 (1993)). En algunos casos, la region de estructura, por ejemplo, las cuatro regiones de
estructura, de la regién variable de cadena pesada derivan de una secuencia de linea germinal VH4_4-59. En un
ejemplo, la region de estructura puede comprender una, dos, tres, cuatro o cinco modificaciones, por ejemplo,
sustituciones, por ejemplo, del aminoacido en la secuencia murina correspondiente (por ejemplo, de la SEQ ID NO:
58). En un ejemplo, la regién de estructura, por ejemplo, las cuatro regiones de estructura de la regién variable de
cadena ligera derivan de una secuencia de linea germinal VK3_1.25. En un ejemplo, la region de estructura puede
comprender una, dos, tres, cuatro o cinco modificaciones, por ejemplo, sustituciones, por ejemplo, del aminoacido en
la secuencia murina correspondiente (por ejemplo, de la SEQ ID NO: 58).

[0155] En algunos aspectos, la porcién de una composicion de CAR de la presente descripcion que comprende un
fragmento de anticuerpo se humaniza con retencién de alta afinidad para el antigeno diana y otras propiedades
biologicas favorables. Segun un aspecto de la presente descripcion, los anticuerpos humanizados y fragmentos de
anticuerpos se preparan mediante un proceso de andlisis de las secuencias parentales y diversos productos
humanizados conceptuales usando modelos tridimensionales de las secuencias parentales y humanizadas. Los
modelos tridimensionales de inmunoglobulina estan cominmente disponibles y son familiares para los expertos en la
técnica. Estan disponibles programas informaticos que ilustran y expresan estructuras conformacionales
tridimensionales probables de secuencias de inmunoglobulina candidatas seleccionadas. La inspeccién de estas
expresiones permite el analisis del probable papel de los residuos en el funcionamiento de la secuencia de
inmunoglobulina candidata, por ejemplo, el analisis de residuos que influyen en la capacidad de la inmunoglobulina
candidata para unirse al antigeno diana. De esta manera, los residuos de FR pueden seleccionarse y combinarse a
partir de las secuencias receptoras y de importacion de manera que se consigue el anticuerpo o fragmento de
anticuerpo deseado caracteristico, tal como una mayor afinidad por el antigeno diana. En general, los residuos CDR
estan directamente y mas sustancialmente implicados en influenciar la unién al antigeno.

[0156] Un anticuerpo humanizado o fragmento de anticuerpo puede retener una especificidad antigénica similar a la
del anticuerpo original, por ejemplo, en la presente invencion, la capacidad de unirse a CD19 humano. En algunas
realizaciones, un anticuerpo humanizado o fragmento de anticuerpo puede tener una afinidad y/o especificidad
mejoradas de unién a CD19 humano.

[0157] En un aspecto, el dominio de unién anti-CD19 se caracteriza por las caracteristicas o propiedades funcionales
particulares de un anticuerpo o fragmento de anticuerpo. Por ejemplo, en un aspecto, la porcién de una composicién
de CAR de la presente descripcién que comprende un dominio de unién a antigeno se une especificamente a CD19
humano. En un aspecto, el dominio de unién a antigeno tiene la misma o una especificidad de unién similar a CD19
humano como el scFv FMC63 descrito en Nicholson et al. Mol. Immun. 34 (16-17): 1157-65 (1997). En un aspecto, la
presente descripcion se refiere a un dominio de unién a antigeno que comprende un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo, en el que el dominio de unién a anticuerpo se une especificamente a una proteina CD19 o fragmento de
la misma, en el que el anticuerpo o fragmento de anticuerpo comprende una cadena ligera variable y/o una cadena
pesada variable que incluye una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1-12. En un aspecto, el dominio de
unién a antigeno comprende una secuencia de aminoacidos de un scFv seleccionado de las SEQ ID NOs: 1-12. En
ciertos aspectos, el scFv es contiguo con y en el mismo marco de lectura que una secuencia lider. En un aspecto, la
secuencia lider es la secuencia del polipéptido proporcionada como SEQ ID No: 13.
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[0158] En un aspecto, el dominio de unién anti-CD19 es un fragmento, por ejemplo, un fragmento variable de cadena
Unica (scFv). En un aspecto, el dominio de unién anti-CD19 es un Fv, un Fab, un (Fab')2 o un anticuerpo hibrido
bifuncional (por ejemplo, biespecifico) por ejemplo, Lanzavecchia et al., Eur. J. Immunol. 17, 105 (1987)). En un
aspecto, los anticuerpos y fragmentos de los mismos de la presente descripcion se unen una proteina CD19 con
afinidad de tipo salvaje o mejorada.

[0159] En algunos casos, los scFv se pueden preparar segun el procedimiento conocido en la técnica (ver, por
ejemplo, Bird et al, (1988) Science 242: 423-426 y Huston et al, (1988) Proc Natl Acad Sci USA. 85: 5879-5883). Las
moléculas de scFv se pueden producir mediante la unién de las regiones VH y VL utilizando enlazadores
polipeptidicos flexibles. Las moléculas de scFv comprenden un enlazador (por ejemplo, un enlazador de Ser-Gly)
con una longitud y/o composicion de aminoacidos optimizada. La longitud del enlazador puede afectar en gran
medida a cémo las regiones variables de un scFv se pliegan e interactian. De hecho, si se emplea un enlazador
polipeptidico corto (por ejemplo, entre 5-10 aminoacidos) se evita el plegado intracatenario. También se requiere el
plegado intercatenario para unir las dos regiones variables para formar un sitio de unién a epitopo funcional. Para
ejemplos de orientacion de enlazador y tamafio, véase, por ejemplo, Hollinger et al. 1993 Proc Natl Acad. Sci. USA.
90: 6444-6448, solicitudes de patente de Estados Unidos No. 2005/0100543, 2005/0175606, 2007/0014794, y las
publicaciones PCT Nos. W0O2006/020258 y W0O2007/024715.

[0160] Un scFv puede comprender un enlazador de al menos 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, o0 mas residuos de aminoacidos entre sus regiones VL y VH. La secuencia de
enlazador puede comprender cualquier aminoacido de origen natural. En algunas realizaciones, la secuencia de
enlazador comprende los aminoacidos glicina y serina. En otra realizacion, la secuencia de enlazador comprende
conjuntos de repeticiones de glicina y serina, tal como (GlysSer)n, donde n es un entero positivo igual a o mayor que
1 (SEQ ID NO: 18). En una realizacion, el enlazador puede ser (GlysSer)s (SEQ ID NO: 106) o (GlysSer)s (SEQ ID
NO: 107). La variaciéon en la longitud del enlazador puede mantener o mejorar la actividad, dando lugar a una
eficacia superior en los estudios de actividad.

Estabilidad y mutaciones

[0161] La estabilidad de un dominio de unién anti-CD19, por ejemplo, las moléculas de scFv (por ejemplo, scFv
soluble) puede evaluarse en referencia a las propiedades biofisicas (por ejemplo, estabilidad térmica) de una
molécula scFv de control convencional o un anticuerpo de longitud completa. En un ejemplo, el scFv humanizado
tiene una estabilidad térmica que es mayor que aproximadamente 0,1, aproximadamente 0,25, aproximadamente
0,5, aproximadamente 0,75, aproximadamente 1, aproximadamente 1,25, aproximadamente 1,5, aproximadamente
1,75, aproximadamente 2, aproximadamente 2,5, aproximadamente 3, aproximadamente 3,5 , aproximadamente 4,
aproximadamente 4,5, aproximadamente 5, aproximadamente 5,5, aproximadamente 6, aproximadamente 6,5,
aproximadamente 7, aproximadamente 7,5, aproximadamente 8, aproximadamente 8,5, aproximadamente 9,
aproximadamente 9,5, aproximadamente 10 grados, aproximadamente 11 grados, aproximadamente 12 grados,
aproximadamente 13 grados, aproximadamente 14 grados o aproximadamente 15 grados Celsius que una molécula
de union de control (por ejemplo, una molécula de scFv convencional) en los ensayos descritos.

[0162] La estabilidad térmica mejorada del dominio de uniéon anti-CD19, por ejemplo, scFv, se confiere
posteriormente a toda la construccion CART19, lo que conduce a mejores propiedades terapéuticas de la
construccion CART19. La estabilidad térmica del dominio de unién anti-CD 19, por ejemplo, scFv, se puede mejorar
en al menos aproximadamente 2°C o 3°C en comparacion con un anticuerpo convencional. En un ejemplo, el
dominio de union anti-CD19, por ejemplo, scFv, tiene una estabilidad térmica mejorada de 1°C en comparacion con
un anticuerpo convencional. En otro ejemplo, el dominio de unién anti-CD19, por ejemplo, scFv, tiene una estabilidad
térmica mejorada de 2°C en comparacion con un anticuerpo convencional. En otro ejemplo, el scFv tiene una
estabilidad térmica mejorada de 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15°C en comparaciéon con un anticuerpo
convencional. Se pueden hacer comparaciones, por ejemplo, entre las moléculas de scFv descritas en el presente
documento y las moléculas de scFv o fragmentos Fab de un anticuerpo del que derivaban las VH y VL de scFv. La
estabilidad térmica se puede medir usando procedimientos conocidos en la técnica. Por ejemplo, en un ejemplo, se
puede medir la Tf. Los procedimientos para medir Tf y otros procedimientos de determinacion de la estabilidad de
proteinas se describen con mas detalle a continuacion.

[0163] Las mutaciones en scFv (que surgen a través de la humanizacion o mutagénesis directa del scFv soluble)
alteran la estabilidad del scFv y mejoran la estabilidad general del scFv y la construccion CART19. La estabilidad del
scFv humanizado se compara con el scFv murino usando mediciones, tales como la Tf, la temperatura de
desnaturalizacion y la temeratura de agregacion.

[0164] La capacidad de unién de los scFv mutantes se puede determinar usando ensayos descritos en los Ejemplos.
[0165] En un ejemplo, el dominio de unién anti-CD19, por ejemplo, scFv, comprende al menos una mutacién
resultante del proceso de humanizacion, tal que el scFv mutado confiere una mejor estabilidad a la construccion

CART19. En otro ejemplo, el dominio de union anti-CD19, por ejemplo, scFv, comprende al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8, 9, 10 mutaciones derivadas del proceso de humanizacion, tal que el scFv mutado confiere una estabilidad
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mejorada a la construcciéon CART19.
Procedimientos de evaluacion de la estabilidad de las proteinas

[0166] La estabilidad de un dominio de union a antigeno puede ser evaluada usando, por ejemplo, los
procedimientos descritos a continuacion. Tales procedimientos permiten la determinacion de multiples transiciones
de desplegamiento térmico donde el dominio menos estable o bien se despliega primero o limita el umbral de
estabilidad total de una unidad de multidominio que se despliega de manera cooperativa (por ejemplo, una proteina
multidominio que muestra una Unica transicion de despliegue). EI dominio menos estable puede ser identificado en
un nimero de maneras adicionales. La mutagénesis puede llevarse a cabo para investigar qué dominio limita la
estabilidad general. Adicionalmente, la resistencia a la proteasa de una proteina multidominio se puede realizar bajo
condiciones en las que se sabe que el dominio menos estable se despliega intrinsecamente a través de DSC u otros
procedimientos espectroscépicos (Fontana, et al, (1997) Fold Des., 2: R17-26; Dimasi et al (2009) J. Mol Biol 393:
672-692). Una vez identificado el dominio menos estable, la secuencia que codifica este dominio (o una parte del
mismo) se puede emplear como una secuencia de prueba en los procedimientos.

a) Estabilidad térmica

[0167] La estabilidad térmica de las composiciones se puede analizar utilizando un nimero de técnicas biofisicas o
bioquimicas, no limitantes, conocidas en la técnica. En ciertos casos, la estabilidad térmica se evalu6 mediante
espectroscopia analitica.

[0168] Un procedimiento de espectroscopia analitica de ejemplo es la calorimetria diferencial de barrido (DSC). La
DSC emplea un calorimetro que es sensible a las absorbancias de calor que acompafian al despliegue de la mayoria
de las proteinas o dominios de proteinas (véase, por ejemplo, Sanchez-Ruiz, et al, Biochemistry, 27: 1648-52,
1988). Para determinar la estabilidad térmica de una proteina, una muestra de la proteina se inserta en el
calorimetro y se eleva la temperatura hasta que despliega el Fab o scFv. La temperatura a la que se despliega la
proteina es indicativa de la estabilidad general de la proteina.

[0169] Otro procedimiento de espectroscopia de analisis de ejemplo es la espectroscopia de dicroismo circular
(CD). La espectrometria CD mide la actividad Optica de una composicién en funcién del aumento de la
temperatura. La espectroscopia de dicroismo circular (CD) mide las diferencias en la absorcion de la luz polarizada a
la izquierda frente a la luz polarizada a la derecha que surgen debido a la asimetria estructural. Una estructura
desordenada o desplegada resulta en un espectro de CD muy diferente de la de una estructura ordenada o
plegada. El espectro de CD refleja la sensibilidad de las proteinas a los efectos desnaturalizantes de aumento de la
temperatura y por lo tanto es indicativo de la estabilidad térmica de una proteina (véase van Mierlo y Steemsma, J.
Biotechnol, 79 (3): 281-98, 2000).

[0170] Otro procedimiento de espectroscopia analitica de ejemplo para medir la estabilidad térmica es la
espectroscopia de emisiéon de fluroescencia (véase van Mierlo y Steemsma, supra). Aun otro procedimiento de
espectroscopia analitica de ejemplo para medir la estabilidad térmica es la espectroscopia de resonancia magnética
nuclear (RMN) (véase, por ejemplo van Mierlo y Steemsma, supra).

[0171] La estabilidad térmica de una composicion se puede medir bioquimicamente. Un procedimiento bioquimico de
ejemplo para evaluar la estabilidad térmica es un ensayo de desafio térmico. En un "ensayo de desafio térmico", una
composicion se somete a un interalo de temperaturas elevadas durante un periodo de tiempo establecido. Por
ejemplo, en un ejemplo, a moléculas de scFv de prueba o moléculas que comprenden moléculas de scFv se sometn
a una serie de temperaturas crecientes, por ejemplo, durante 1-1,5 horas. La actividad de la proteina se ensaya a
continuacién mediante un ensayo bioquimico pertinente. Por ejemplo, si la proteina es una proteina de unién (por
ejemplo, un scFv o polipéptido que contiene scFv) la actividad de uniéon de la proteina de unién puede determinarse
mediante un ELISA funcional o cuantitativo.

[0172] Dicho ensayo se puede realizar en un formato de alto rendimiento y los descritos en los Ejemplos que utilizan
E. coli y cribado de alto rendimiento. Se puede crear una biblioteca de dominios de unién anti-CD 19, por ejemplo,
las variantes de scFv puede usando los procedimientos conocidos en la técnica. El dominio de unién anti-CD19, por
ejemplo, la expresion de scFv puede ser inducida y el dominio de unién anti-CD19, por ejemplo, scFv se puede
someter a desafio térmico. Las muestras de ensayo desafiadas pueden ensayarse para la uniéon y los dominio de
unién anti-CD19, por ejemplo, scFv que son estables pueden ser ampliados y caracterizados.

[0173] La estabilidad térmica se evaludé mediante la medicion de la temperatura de fusion (Tf) de una composicién
utilizando cualquiera de las técnicas anteriores (por ejemplo, técnicas de espectroscopia analitica). La temperatura
de fusion es la temperatura en el punto medio de una curva de transicion térmica en la que 50% de las moléculas de
una composicion estan en un estado plegado (véase, por ejemplo, Dimasi et al (2009) J. Mol Biol 393: 672-692). En
un ejemplo, los valores de Tf para un dominio de unién anti-CD19, por ejemplo, scFv son aproximadamente 40°C,
41°C, 42°C, 43°C, 44°C, 45°C, 46°C, 47°C , 48°C, 49°C, 50°C, 51°C, 52°C, 53°C, 54°C, 55°C, 56°C, 57°C, 58°C,
59°C, 60°C, 61°C, 62°C, 63°C, 64°C, 65°C, 66°C, 67°C, 68°C, 69°C, 70°C, 71°C, 72°C , 73°C, 74°C, 75°C, 76°C,
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77°C, 78°C, 79°C, 80°C, 81°C, 82°C, 83°C, 84°C, 85°C, 86°C, 87°C, 88°C, 89°C, 90°C, 91°C, 92°C, 93°C, 94°C,
95°C, 96°C, 97°C , 98°C, 99°C, 100°C. En un ejemplo, los valores de Tf para una IgG son de aproximadamente
40°C, 41°C, 42°C, 43°C, 44°C, 45°C, 46°C, 47°C, 48°C, 49°C , 50°C, 51°C, 52°C, 53°C, 54°C, 55°C, 56°C, 57°C,
58°C, 59°C, 60°C, 61°C, 62°C, 63°C, 64°C, 65°C, 66°C, 67°C, 68°C, 69°C, 70°C, 71°C, 72°C, 73°C, 74°C , 75°C,
76°C, 77°C, 78°C, 79°C, 80°C, 81°C, 82°C, 83°C, 84°C, 85°C, 86°C, 87°C, 88°C, 89°C, 90°C, 91°C, 92°C, 93°C,
94°C, 95°C, 96°C, 97°C, 98°C, 99°C , 100°C. En un ejemplo, los valores de Tf para un anticuerpo multivalente son de
aproximadamente 40°C, 41°C, 42°C, 43°C, 44°C, 45°C, 46°C, 47°C, 48°C, 49°C, 50°C, 51°C, 52°C, 53°C, 54°C,
55°C, 56°C, 57°C, 58°C, 59°C, 60°C, 61°C, 62°C, 63°C, 64°C, 65°C, 66°C, 67°C, 68°C, 69°C, 70°C, 71°C, 72°C,
73°C, 74°C, 75°C, 76°C, 77°C, 78°C, 79°C, 80°C, 81°C, 82°C, 83°C, 84°C, 85°C, 86°C, 87°C, 88°C, 89°C, 90°C,
91°C, 92°C, 93°C, 94°C, 95°C, 96°C, 97°C, 98°C, 99°C, 100°C.

[0174] La estabilidad térmica también se evalla mediante la medicién el calor especifico o capacidad de calor (Cp)
de una composicion usando una técnica analitica calorimétrica (por ejemplo, DSC). El calor especifico de una
composicion es la energia (por ejemplo, en kcal/mol) que se requiere para aumentar en 1°C la temperatura de 1 mol
de agua. Como una Cp grande es una caracteristica de una composicion de proteina desnaturalizada o inactivo, el
cambio en la capacidad calorifica (ACp) de una composicion se mide determinando el calor especifico de una
composicion antes y después de su transicién térmica. La estabilidad térmica también se puede evaluar mediante la
medicién o determinacion de otros parametros de estabilidad termodinamica, incluyendo la energia libre de Gibbs de
despliegue (AG), la entalpia de despliegue (AH), o entropia de despliegue (AS). Se utilizan uno o mas de los ensayos
bioquimicos anteriores (por ejemplo un ensayo de desafio térmica) para determinar la temperatura (es decir, el valor
de Tc) a la que 50% de la composicion conserva su actividad (por ejemplo, actividad de union).

[0175] Ademas, las mutaciones en el dominio de unién anti-CD19, por ejemplo, scFv, alteran la estabilidad térmica
del dominio de unién anti-CD19, por ejemplo, scFv, en comparacion con el dominio de unién anti-CD19 dominio no
mutado, por ejemplo, scFv. Cuando el dominio de unién anti-CD19 humanizado, por ejemplo, scFv, se incorpora en
una construccion CART19, el dominio de unién anti-CD19, por ejemplo, scFv humanizado confiere estabilidad
térmica a la construccion global CART anti-CD19. En un ejemplo, el dominio de unién anti-CD19, por ejemplo, scFv
comprende una Unica mutacién que confiere estabilidad térmica al dominio de unién anti-CD19, por ejemplo,
scFv. En otro ejemplo, el dominio de unién anti-CD19, por ejemplo, scFv comprende mudltiples mutaciones que
confieren estabilidad térmica al dominio de unién anti-CD19, por ejemplo, scFv. En un ejemplo, las mdltiples
mutaciones en el dominio de union anti-CD19, por ejemplo, scFv tienen un efecto aditivo en la estabilidad térmica del
dominio de union anti-CD19, por ejemplo, scFv.

b) % de agregacion

[0176] La estabilidad de una composicién se puede determinar mediante la medicion de su propension a
agregarse. La agregacion puede medirse mediante un numero de técnicas bioquimicas o biofisicas no
limitativas. Por ejemplo, la agregacién de una composicion puede evaluarse usando cromatografia, por ejemplo,
cromatografia de exclusién por tamafio (SEC). La SEC separa las moléculas en base a su tamafio. Una columna se
llena con particulas semi-sélidas de un gel polimérico que admite iones y pequefias moléculas en su interior, pero no
las grandes. Cuando una composicion de proteina se aplica a la parte superior de la columna, las proteinas
plegadas compactas (es decir, proteinas no agregadas) se distribuyen a través de un mayor volumen de disolvente
que esta disponible para los agregados de proteina grandes. En consecuencia, los agregados grandes se mueven
mas rapidamente a través de la columna, y de esta manera, la mezcla se puede separar o fraccionar en sus
componentes. Cada fraccion puede ser cuantificada por separado (por ejemplo, por dispersion de la luz) a medida
gue se eluye del gel. Por consiguiente, el % de agregacion de una composicién se puede determinar mediante la
comparacion de la concentracion de una fraccion con la concentracion total de proteina aplicada al gel. Las
composiciones estables se eluyen de la columna esencialmente como una sola fraccién y aparecen esencialmente
como un solo pico en el perfil de elucidon o cromatograma.

c) Afinidad de unién

[0177] La estabilidad de una composicion puede evaluarse mediante la determinacién de su afinidad de unién a una
diana. En la técnica se conoce una amplia variedad de procedimientos para determinar la afinidad de union. Un
procedimiento de ejemplo para determinar la afinidad de union emplea resonancia de plasmén superficial. La
resonancia de plasmén superficial es un fendmeno 6ptico que permite el analisis de interacciones bioespecificas en
tiempo real mediante la deteccion de alteraciones en concentraciones de proteina dentro de una matriz de
biosensores, por ejemplo usando el sistema BlAcore (Pharmacia Biosensor AB, Uppsala, Suecia y Piscataway,
NJ). Para descripciones adicionales, véase Jonsson, U., et al. (1993) Ann. Biol. Clin. 51: 19-26; Jonsson, U., (1991)
Biotechniques 11: 620-627; Johnsson, B., et al. (1995) J. Mol. Recognit. 8: 125-131; y Johnnson, B., et al. (1991)
Anal. Biochem. 198: 268-277.

[0178] En un aspecto, el dominio de unién a antigeno del CAR comprende una secuencia de aminoacidos que es
homologa a una secuencia de aminoacidos de dominio de unién a antigeno descrita en el presente documento, y el
dominio de unién a antigeno retiene las propiedades funcionales deseadas de los fragmentos de anticuerpos anti-
CD19 descrito en el presente documento. En un aspecto especifico, la composicion de CAR de la presente
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descripcion comprende un fragmento de anticuerpo. En un aspecto adicional, el fragmento de anticuerpo comprende
un scFv.

[0179] En varios aspectos, el dominio de unién al antigeno del CAR se modifica mediante la modificacion de uno o
mas aminoacidos dentro de una o ambas regiones variables (por ejemplo, VH y/o VL), por ejemplo dentro de una o
mas regiones CDR y/o en una o mas regiones de estructura. En un aspecto especifico, la composicion de CAR de la
presente descripcion comprende un fragmento de anticuerpo. En un aspecto adicional, el fragmento de anticuerpo
comprende un scFv.

[0180] Se entendera por un experto en la técnica que el anticuerpo o fragmento de anticuerpo de la presente
descripcion puede ademas ser modificado de tal manera que varian en la secuencia de aminoacidos (por ejemplo,
de tipo salvaje), pero no en la actividad deseada. Por ejemplo, se pueden realizar sustituciones adicionales de
nucleétidos que conducen a sustituciones de aminoacidos en residuos de aminoacidos "no esenciales" a la proteina,
por ejemplo, un residuo de aminoacido no esencial en una molécula puede ser sustituido por otro residuo de
aminoacido de la misma familia de cadenas laterales. En otro ejemplo, una cadena de aminoacidos puede ser
sustituida con una cadena estructuralmente similar que difiere en el orden y/o la composicion de los miembros de la
familia de cadena lateral, por ejemplo, una sustitucion conservadora, en la que un residuo de aminoacido se
reemplaza por un residuo de aminoacido que tiene una cadena lateral similar.

[0181] Las familias de residuos de aminoacidos que tienen cadenas laterales similares han sido definidas en la
técnica, incluyendo cadenas laterales basicas (por ejemplo, lisina, arginina, histidina), cadenas laterales acidas (por
ejemplo, acido aspartico, acido glutamico), cadenas laterales polares no cargadas (por ejemplo, glicina, asparagina,
glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina), cadenas laterales no polares (por ejemplo, alanina, valina, leucina,
isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano), cadenas laterales ramificadas en beta (por ejemplo, treonina,
valina, isoleucina) y cadenas laterales aromaticas (por ejemplo, tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina).

[0182] EI porcentaje de identidad en el contexto de dos 0 mas acidos nucleicos o secuencias polipeptidicas, se
refiere a dos o mas secuencias que son la misma. Dos secuencias son "sustancialmente idénticas" si dos
secuencias tienen un porcentaje especificado de residuos de aminoacidos o nucleétidos que son iguales (por
ejemplo, 60% de identidad, opcionalmente 70%, 71%. 72%. 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%,
82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92% , 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% de identidad
sobre una region especificada, 0, cuando no se especifica, sobre toda la secuencia), cuando se comparan y alinean
para correspondencia maxima sobre una ventana de comparacion o region designada tal como se mide usando uno
de los siguientes algoritmos de comparacién de secuencias o mediante alineamiento manual e inspeccion
visual. Opcionalmente, la identidad existe sobre una regiéon que tiene al menos aproximadamente 50 nucledtidos (o
10 aminoécidos) de longitud, o mas preferiblemente sobre una regién que tiene de 100 a 500 o 1000 o mas
nucleétidos (o 20, 50, 200 o mas aminoacidos) de longitud.

[0183] Para la comparacién de secuencias, tipicamente una secuencia actia como secuencia de referencia, con la
que las secuencias de prueba se comparan. Cuando se usa un algoritmo de comparaciéon de secuencias, las
secuencias de ensayo y de referencia se introducen en un ordenador, se designan las coordenadas de
subsecuencia, si es necesario, y se designan los parametros del programa de algoritmo de secuencias. Se puende
utilizar los parametros del programa por defecto o se pueden designar parametros alternativos. El algoritmo de
comparacion de secuencias calcula entonces la identidad de secuencia en porcentaje para las secuencias de
ensayo con relacion a la secuencia de referencia, basandose en los parametros del programa. Los procedimientos
de alineacién de secuencias para comparacion son bien conocidos en la técnica. La alineacion 6ptima de secuencias
para la comparacion puede llevarse a cabo, por ejemplo, mediante el algoritmo local de homologia de Smith y
Waterman, (1970) Adv. Appl. Mates. 2: 482c, mediante el algoritmo de alineaciéon de homologia de Needleman y
Wunsch, (1970) J. Mol. Biol. 48: 443, mediante la busqueda del procedimiento de similitud de Pearson y Lipman,
(1988) Proc. Nacional. Acad. Sci. USA. 85: 2444, mediante implementaciones computarizadas de estos algoritmos
(GAP, BESTFIT, FASTA, y TFASTA en el Paquete de Software de Wisconsin Genetics, Genetics Computer Group,
575 Science Dr., Madison, WI), o mediante alineamiento manual e inspeccion visual (véase por ejemplo, Brent et al.,
(2003) Current Protocols in Molecular Biology).

[0184] Dos ejemplos de algoritmos que son adecuados para determinar el porcentaje de identidad de secuencia y
similitud de secuencia son los algoritmos de BLAST y BLAST 2.0, que se describen en Altschul et al., (1977)
Nuc. Acids Res. 25: 3389-3402; y Altschul et al., (1990) J. Mol. Biol. 215: 403-410, respectivamente. El software para
realizar el analisis BLAST esta disponible publicamente a través del Centro Nacional de Informacion Biotecnolégica.

[0185] El porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoacidos también puede determinarse utilizando el
algoritmo de E. Meyers y W. Miller, (1988) Comput. Appl. Biosci. 4: 11-17) que ha sido incorporado en el programa
ALIGN (version 2.0), usando una tabla de residuos de peso PAM120, una penalizacion de longitud de hueco de 12 y
una penalizacion por hueco de 4. Ademas, el porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoacidos se
puede determinar usando el algoritmo de Needleman y Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48: 444-453) que se ha
incorporado en el programa GAP en el paquete de software GCG (disponible en www.gcg.com), usando una matriz
de Blossom 62 o0 una matriz PAM250, y un peso de hueco de 16, 14, 12, 10, 8, 6, 0 4 y un peso de longitud de 1, 2,
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3,4,506.

[0186] En un aspecto, la presente descripcion contempla modificaciones de la secuencia de aminoacidos del
anticuerpo de partida o fragmento (por ejemplo, scFv) que generan moléculas funcionalmente equivalentes. Por
ejemplo, el VH o VL de un dominio de unién anti-CD 19, por ejemplo, scFv, comprendido en el CAR pueden ser
modificados para retener al menos aproximadamente 70%, 71%. 72%. 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%,
81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89% , 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% de
identidad de la region estructural de VH o VL de partida del dominio de unién anti-CD 19, por ejemplo, scFv. La
presente descripcién contempla modificaciones de toda la construccion de CAR, por ejemplo, las modificaciones en
una 0 mas secuencias de aminoéacidos de los diversos dominios de la construccion de CAR con el fin de generar
moléculas funcionalmente equivalentes. La construccion de CAR puede ser modificada para retener al menos
aproximadamente 70%, 71%. 72%. 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%,
87%, 88%, 89% , 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% de identidad de la construccion CAR de
partida.

Dominio transmembrana

[0187] Con respecto al dominio transmembrana, en diversas realizaciones, un CAR puede ser disefiado para
comprender un dominio transmembrana que se une al dominio extracelular del CAR. Un dominio transmembrana
puede incluir uno o mas aminoacidos adicionales adyacentes a la regién transmembrana, por ejemplo, uno o mas
aminoacidos asociados con la region extracelular de la proteina de la que deriva el dominio transmembrana (por
ejemplo, 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10 hasta 15 aminoacidos de la region extracelular) y/o uno o mas aminoacidos
adicionales asociados con la region intracelular de la proteina de la que deriva la proteina transmembrana (por
ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 hasta 15 aminoacidos de la region intracelular). En un aspecto, el dominio
transmembrana es uno que esta asociado con uno de los otros dominios que se utiliza del CAR. En algunos casos,
el dominio transmembrana puede ser seleccionado o modificado por sustitucién de aminoacidos para evitar la union
de dichos dominios a los dominios transmembrana de las mismas o diferentes proteinas de la membrana superficial,
por ejemplo, para minimizar las interacciones con otros miembros del complejo de receptor. En un aspecto, el
dominio transmembrana es capaz de homodimerizar con otro CAR en la superficie celular de CART. En un aspecto
diferente, la secuencia de aminoacidos del dominio transmembrana puede ser modificada o sustituida a fin de
minimizar las interacciones con los dominios de unién de la pareja de union nativa presente en la misma CART.

[0188] El dominio transmembrana puede derivarse de una fuente natural o de una fuente recombinante. Cuando la
fuente es natural, el dominio puede derivarse de cualquier proteina unida a la membrana o transmembrana. En un
aspecto, el dominio transmembrana es capaz de sefializar al o a los dominios intracelulares siempre que el CAR se
ha unido a una diana. Un dominio transmembrana de uso particular en esta invencién puede incluir al menos la
region o regiones transmembrana de, por ejemplo, la cadena alfa, beta o zeta del receptor de células T, CD28, CD3
epsilon, CD45, CD4, CD5, CD8, CD9, CD16, CD22, CD33, CD37, CD64, CD80, CD86, CD134, CD137, CD154.

[0189] En algunos casos, el dominio transmembrana se puede unir a la region extracelular de el CAR, por ejemplo,
el dominio de union a antigeno del CAR, a través de una bisagra, por ejemplo, una bisagra de una proteina
humana. Por ejemplo, en una realizacién, la bisagra puede ser una bisagra de Ig humana (inmunoglobulina), por
ejemplo, una bisagra de IgG4, o una bisagra CD8a. En una realizacién, la bisagra o espaciador comprende (por
ejemplo, consiste en) la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14. En un aspecto, el dominio transmembrana
comprende (por ejemplo, consiste en) un dominio transmembrana de la SEQ ID NO: 15.

[0190] En un aspecto, la bisagra o espaciador comprende una bisagra IgG4. Por ejemplo, en una realizacion, la
bisagra o espaciador comprende una bisagra de la secuencia de aminoacidos
ESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNW
YVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEK
TISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYK
TTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGKM (SEQ ID NO: 45). En algunas
realizaciones, la bisagra o espaciador comprende una bisagra codificada por una secuencia de nucledtidos de
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GAGAGCAAGTACGGCCCTCCCTGCCCCCCTTGCCCTGCCCCCGAGTTCCTGGGCGG
ACCCAGCGTGTTCCTGTTCCCCCCCAAGCCCAAGGACACCCTGATGATCAGCCGGA
CCCCCGAGGTGACCTGTGTGGTGGTGGACGTGTCCCAGGAGGACCCCGAGGTCCA
GTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCACAACGCCAAGACCAAGCCCCGG
GAGGAGCAGTTCAATAGCACCTACCGGGTGGTGTCCGTGCTGACCGTGCTGCACCA
GGACTGGCTGAACGGCAAGGAATACAAGTGTAAGGTGTCCAACAAGGGCCTGCCC

AGCAGCATCGAGAAAACCATCAGCAAGGCCAAGGGCCAGCCTCGGGAGCCCCAGG
TGTACACCCTGCCCCCTAGCCAAGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTGTCCCTGAC
CTGCCTGGTGAAGGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAAC
GGCCAGCCCGAGAACAACTACAAGACCACCCCCCCTGTGCTGGACAGCGACGGCA
GCTTCTTCCTGTACAGCCGGCTGACCGTGGACAAGAGCCGGTGGCAGGAGGGCAA
CGTCTTTAGCTGCTCCGTGATGCACGAGGCCCTGCACAACCACTACACCCAGAAGA
GCCTGAGCCTGTCCCTGGGCAAGATG (SEQ ID NO:46).

[0191] En un aspecto, la bisagra o espaciador comprende una bisagra de IgD. Por ejemplo, en una realizacién, la
bisagra o espaciador comprende una bisagra de la secuencia de aminoacidos
RWPESPKAQASSVPTAQPQAEGSLAKATTAPATTRNTGRGGEEKKKEKEKEEQEERET
KTPECPSHTQPLGVYLLTPAVQDLWLRDKATFTCFVVGSDLKDAHLTWEVAGKVPTG
GVEEGLLERHSNGSQSQHSRLTLPRSLWNAGTSVTCTLNHPSLPPQRLMALREPAAQA
PVKLSLNLLASSDPPEAASWLLCEVSGFSPPNILLMWLEDQREVNTSGFAPARPPPQPG
STTFWAWSVLRVPAPPSPQPATYTCVVSHEDSRTLLNASRSLEVSYVTDH (SEQ ID NO: 47).En algunas
realizaciones, la bisagra o espaciador comprende una bisagra codificada por una secuencia de nucleétidos de
AGGTGGCCCGAAAGTCCCAAGGCCCAGGCATCTAGTGTTCCTACTGCACAGCCCCA
GGCAGAAGGCAGCCTAGCCAAAGCTACTACTGCACCTGCCACTACGCGCAATACT
GGCCGOGTGCGUCGGGGAGGAGAAGAAAAAGGAGAAAGAGAAAGAAGAACAGGAAGA
GAGGGAGACCAAGACCCCTGAATGTCCATCCCATACCCAGCCGCTGGGCGTCTATC
TCTTGACTCCCGCAGTACAGGACTTGTGGCTTAGAGATAAGGCCACCTTTACATGT
TTCGTCGTGGGCTCTGACCTGAAGGATGCCCATTTGACTTGGGAGGTTGCCGGAAA
GGTACCCACAGGGGOGGGGGTTGAGGAAGGGTTGCTGGAGCGCCATTCCAATGGCTCT
CAGAGCCAGCACTCAAGACTCACCCTTCCGAGATCCCTGTGGAACGCCGGGACCTC
TGTCACATGTACTCTAAATCATCCTAGCCTGCCCCCACAGCGTCTGATGGCCCTTAG
AGAGCCAGCCGCCCAGGCACCAGTTAAGCTTAGCCTGAATCTGCTCGCCAGTAGTG
ATCCCCCAGAGGCCGCCAGCTGGCTCTTATGCGAAGTGTCCGGCTTTAGCCCGCCC
AACATCTTGCTCATGTGGCTGGAGGACCAGCGAGAAGTGAACACCAGCGGCTTCG
CTCCAGCCCGGCCCCCACCCCAGCCGOGGTTCTACCACATTCTGGGCCTGGAGTGTC
TTAAGGCGGTCCCAGCACCACCTAGCCCCCAGCCAGCCACATACACCTGTGTTGTGTC

CCATGAAGATAGCAGGACCCTGCTAAATGCTTCTAGGAGTCTGGAGGTTTCCTACG
TGACTGACCATT (SEQ ID NO:48).

34



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2734549 T3

[0192] En un aspecto, el dominio transmembrana puede ser recombinante, en cuyo caso comprendera los residuos
predominantemente hidréfobos, tales como leucina y valina. En un aspecto, se puede encontrar un triplete de
fenilalanina, triptéfano y valina en cada extremo de un dominio transmembrana recombinante.

[0193] Opcionalmente, un enlazador corto de oligopéptido o polipéptido, de entre 2 y 10 aminoacidos de longitud,
puede formar el enlace entre el dominio transmembrana y la region citoplasmica del CAR. Un doblete glicina-serina
proporciona un enlazador particularmente adecuado. Por ejemplo, en un aspecto, el enlazador comprende la
secuencia de aminoacidos de GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 49). En algunas realizaciones, el enlazador es
codificado por una secuencia de nucleétidos de GGTGGCGGAGGTTCTGGAGGTGGAGGTTCC (SEQ ID NO: 50).

Dominio citoplasmico

[0194] EI dominio citoplasmico o regién del CAR incluye un dominio de sefializacion intracelular. Un dominio de
sefializacion intracelular es generalmente responsable de la activacién de al menos una de las funciones efectoras
normales de la célula inmune en la que se ha introducido el CAR. El término "funcién efectora" se refiere a una
funcién especializada de una célula. La funcién efectora de una célula T, por ejemplo, puede ser la actividad citolitica
o0 actividad ayudante, incluyendo la secrecién de citoquinas. Asi, el término "dominio de sefializacion intracelular” se
refiere a la porcién de una proteina que transduce la sefial de la funcién efectora y dirige la célula para realizar una
funcién especializada. Aunque por lo general todo el dominio de sefalizacion intracelular se puede emplear, en
muchos casos no es necesario usar toda la cadena. En la medida en que se utiliza una porcién truncada del dominio
de sefializacion intracelular, tal porcion truncada puede ser usada en lugar de la cadena intacta, siempre que
transduzca la sefal de la funcion efectora. El término dominio de sefializacién intracelular por lo tanto pretende
incluir cualquier porcion truncada del dominio de sefializacién intracelular suficiente para transducir la sefial de la
funcion efectora.

[0195] Los ejemplos de dominios de sefializacion intracelular para uso en el CAR de la invencién incluyen las
secuencias citoplasmaticas de los receptores de células T (TCR) y co-receptores que actllian en concierto para
iniciar la transduccion de sefales tras el acoplamiento del receptor de antigeno, asi como cualquier derivado o
variante de estas secuencias y cualquier secuencia recombinante que tiene la misma capacidad funcional.

[0196] Se sabe que las sefiales generadas a través de solo el TCR son insuficientes para la activacion completa de
la célula T y que también se requiere una sefial secundaria y/o coestimuladora. Por lo tanto, la activacion de células
T se puede decir que estar mediada por dos clases distintas de secuencias de sefializacion citoplasmaticas: aquellas
gue inician la activacion primaria dependiente de antigeno a través de los TCR (dominios primarios de sefalizacion
intracelular) y los que actian de una manera independiente de antigeno para proporcionar una sefial secundaria o
coestimuladora (dominio citoplasmico secundario, por ejemplo, un dominio coestimulador).

[0197] Un dominio de sefializacién primario regula la activacién primaria del complejo TCR ya sea en una forma
estimuladora o de una manera inhibidora. Los dominios de sefializacion intracelulares primarios que actiian de una
manera estimuladora pueden contener motivos de sefializacibn que se conocen como motivos de activaciéon
basados en tirosina inmunoreceptores o ITAM.

[0198] Ejemplos de ITAM que contiene dominios primarios de sefalizacion intracelular que son de uso particular en
la invencién incluyen los de TCR zeta, FcR gamma, FcR beta, CD3 gamma, CD3 delta, CD3 epsilon, CD5, CD22,
CD79a, CD79b y CD66d. En una realizacion, un CAR de la invencion comprende un dominio de sefializacion
intracelular, por ejemplo, un dominio primario de sefializacién de CD3-zeta.

[0199] En una realizacién, un dominio primario de sefializacion comprende un dominio ITAM modificado, por
ejemplo, un dominio ITAM mutado que tiene una actividad alterada (por ejemplo, aumento o disminucion) en
comparacion con el dominio ITAM nativo. En una realizacion, un dominio primario de sefializacion comprende un
dominio primario modificado de sefializacién intracelular que contiene ITAM, por ejemplo, un dominio primario de
sefializacion intracelular que contiene ITAM optimizado y/o truncado. En una realizacién, un dominio primario de
sefializacion comprende uno, dos, tres, cuatro 0 mas motivos ITAM.

[0200] El dominio de sefializacion intracelular del CAR puede comprender el dominio de sefializaciéon CD3-zeta por
si mismo o se puede combinar con cualquier otro dominio de sefializacion intracelular deseado (s) util en el contexto
de un CAR de la invencion. Por ejemplo, el dominio de sefializacion intracelular del CAR puede comprender una
porcion de la cadena CD3 zeta y un dominio de sefializacion coestimuladora. EI dominio de sefializacion
coestimuladora se refiere a una porcion del CAR que comprende el dominio intracelular de una molécula
coestimuladora. Una molécula coestimuladora es una molécula de superficie celular que no sea un receptor de
antigeno o sus ligandos que se requiere para una respuesta eficaz de linfocitos a un antigeno. Ejemplos de tales
moléculas incluyen CD27, CD28, 41BB (CD137), OX40, CD30, CD40, PD1, ICOS, linfocitos asociado a la funcién de
antigeno-1 (LFA-1), CD2, CD7, LIGHT, NKG2C, B7-H3, y un ligando que se une especificamente con CD83, y
similares. Por ejemplo, CD27 coestimulacion se ha demostrado para mejorar la expansion, la funcién efectora, y
supervivencia de células de CART humanos in vitro y aumenta la persistencia de células T humanas y la actividad
antitumoral in vivo (Song et al Blood 2012; 119 (3): 696- 706).
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[0201] Las secuencias de sefializacion intracelular dentro de la porcion citoplasmatica del CAR de la invencién
pueden estar unidas entre si en un orden aleatorio o especificado. Opcionalmente, un enlazador oligopeptidico o
polipeptidico corto, por ejemplo, entre 2 y 10 aminoacidos (por ejemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, o 10 aminoéacidos) de
longitud puede formar el enlace entre las secuencias de sefializacion intracelular. En una realizacion, se puede
utilizar un doblete de glicina-serina como enlazador adecuado. En una realizaciéon, se puede utilizar un solo
aminoacido, por ejemplo, una alanina, una glicina, como enlazador adecuado.

[0202] En un aspecto, el dominio de sefalizacién intracelular esta disefiado para comprender dos o mas, por
ejemplo, 2, 3, 4, 5, 0 mas, dominios de sefializacion coestimuladores. En una realizacién, los dos o mas, por
ejemplo, 2, 3, 4, 5, 0 mas, dominios de sefializacion coestimuladores estan separados por una molécula enlazadora,
por ejemplo, una molécula enlazadora descrita en el presente documento. En una realizacion, el dominio de
sefializacion intracelular comprende dos dominios de sefializacién coestimuladores. En algunas realizaciones, la
molécula enlazadora es un residuo de glicina. En algunas realizaciones, el enlazador es un residuo de alanina.

[0203] En un aspecto, el dominio de sefializacion intracelular esta disefiado para comprender el dominio de
sefializacion de CD3-zeta y el dominio de sefializacion de CD28. En un aspecto, el dominio de sefializacion
intracelular esta disefiado para comprender el dominio de sefializacién de CD3-zeta y el dominio de sefalizacion de
41BB. En un aspecto, el dominio de sefializacién de 41BB es un dominio de sefializacion de la SEQ ID NO: 16. En
un aspecto, el dominio de sefializacién de CD3-zeta es un dominio de sefializacion de la SEQ ID NO: 17.

[0204] En un aspecto, el dominio de sefializacion intracelular estd disefiado para comprender el dominio de
sefializacion de CD3-zeta y el dominio de sefializacion de CD27. En un aspecto, el dominio de sefializacién de CD27
comprende una secuencia de aminoacidos de
QRRKYRSNKGESPVEPAEPCRYSCPREEEGSTIPIQEDYRKPEPACSP (SEQ ID NO: 51). En un aspecto, el
dominio de sefializacién de CD27 esta codificado por una secuencia de acido nucleico de

AGGAGTAAGAGGAGCAGGCTCCTGCACAGTGACTACATGAACATGACTCCCCGCC
GCCCCGGGCCCACCCGCAAGCATTACCAGCCCTATGCCCCACCACGCGACTTCGCA
GCCTATCGCTCC (SEQ ID NO:52).

[0205] En un aspecto, la célula que expresa CAR descrita en el presente documento puede comprender ademas un
segundo CAR, por ejemplo, un segundo CAR que incluye un dominio de unién a antigeno diferente, por ejemplo, con
la misma diana (CD19) o una diana diferente (por ejemplo, CD123). En un ejemplo, cuando la célula que expresa
CAR comprende dos o mas CARs diferentes, los dominios de unién a antigeno de CARs diferentes pueden ser tal
gue los dominios de unién al antigeno no interactian uno con el otro. Por ejemplo, una célula que expresa una
primera y segunda CAR puede tener un dominio de unién a antigeno de la primera CAR, por ejemplo, como un
fragmento, por ejemplo, un scFv, que no forma una asociacién con el dominio de unién a antigeno de la segunda
CAR, por ejemplo, el dominio de union a antigeno de la segunda CAR es un VHH.

[0206] En otro aspecto, la célula que expresa CAR descrito en el presente documento puede expresar ademas otro
agente, por ejemplo, un agente que mejora la actividad de una célula que expresa CAR. Por ejemplo, en un ejemplo,
el agente puede ser un agente que inhibe una molécula inhibidora. Moléculas inhibidoras, por ejemplo, PD1, pueden,
en algunas realizaciones, disminuir la capacidad de una célula que expresa CAR de montar una respuesta efectora
inmune. Ejemplos de moléculas inhibidoras incluyen PD1, PD-L1, CTLA4, TIM3, LAG3, VISTA, BTLA, TIGIT, LAIR1,
CD160, 2B4 y TGFR beta. En un ejemplo, el agente que inhibe una molécula inhibidora comprende un primer
polipéptido, por ejemplo, una molécula inhibidora, asociado con un segundo polipéptido que proporciona una sefial
positiva a la célula, por ejemplo, un dominio de sefalizacion intracelular se describe en el presente documento. En
un ejemplo, el agente comprende un primer polipéptido, por ejemplo, de una molécula inhibidora tal como PD1,
LAG3, CTLA4, CD160, BTLA, LAIR1, TIM3, 2B4 y TIGIT, o un fragmento de cualquiera de éstos (por ejemplo, al
menos una parte de un dominio extracelular de cualquiera de estos), y un segundo polipéptido que es un dominio de
sefializacion intracelular se describe en el presente documento (por ejemplo, que comprende un dominio
coestimulador (por ejemplo, 41BB, CD27 o CD28, por ejemplo, como se describe en el presente documento) y/o una
primaria dominio de sefializacién (por ejemplo, un dominio de sefializacion CD3 zeta que describe en el presente
documento). en un ejemplo, el agente comprende un primer polipéptido de PD1 o un fragmento del mismo (por
ejemplo, al menos una parte de un dominio extracelular de PD1), y un segundo polipéptido de un dominio de
sefializacion intracelular se describe en el presente documento (por ejemplo, un CD28 sefializacion dominio describe
en el presente documento y/o un dominio de sefializacién CD3 zeta describe en el presente documento). PD1 es un
miembro de inhibidor de la familia CD28 de receptores, que también incluye CD28, CTLA-4, ICOS, y BTLA. PD-1 se
expresa en células B activadas, células T y células mieloides (Agata et al. 1996 Int. Immunol 8: 765-75). Dos
ligandos para PD1, PD-L1 y PD-L2 se han demostrado para regular a la baja la activacion de células T tras la unién
a PD1 (Freeman et un 2000 J Exp Med 192:.. 1027-1034; Latchman et al 2001 Nat Immunol 2: 261-. 8; Carter et al
2002 Eur J Immunol 32: 634-43). PD-L1 es abundante en canceres humanos (Dong et al 2003 J Mol Med 81: 281-7;
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Blank et al 2005 Cancer Immunol Immunother 54: 307-314; Konishi et al 2004 Clin Cancer Res 10: 5094.). La
supresion inmune puede ser revertida mediante la inhibicion de la interaccion local de PD1 con PD-L1.

[0207] En un ejemplo, el agente comprende el dominio extracelular (ECD) de una molécula inhibidora, por ejemplo,
muerte programada de 1 (PD1), puede fusionarse con un dominio transmembrana y dominios de sefializacién
intracelulares, tales como 41BB y CD3 zeta (también denominado en la presente memoria como un CAR PD1). En
un ejemplo, el CAR PD1, cuando se utiliza en combinacién con un CAR CD19 descrito en el presente documento,
mejora la persistencia de la célula T. En un ejemplo, el CAR es un CAR PD1 que comprende el dominio extracelular
de PD1 indicadaocomo subrayada en la SEQ ID NO: 121. En un ejemplo, el CAR PD1 comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEQ ID NO: 121.

Malpvtalllplalllhaarppgwfldspdrpwnpptfspallvvtegdnatftesfsntsesfvinwyrmspsngtdk

laafpedrsqpeqderfrvtglpngrdfhmsvvrarrndsgtylegaislapkaqgikeslraelrvterracvptahpspsprpaggfatl

vtttpaprpptpaptiasqplslrpeacrpaaggavhtrgldfacdiyiwaplagtegvllislvitlyckrgrkkllyifkqpfmrpvqttq
cedgescripeeceggeelrvkfsrsadapaykqggnglynelnlgrreeydvldkrrgrdpemggkprrknpgeglynel gkdk
maeayseigmkgerrrgkghdglyqglstatkdtydalhmqalppr (SEQ ID NO:121).

[0208] En un ejemplo, el PD1 CAR comprende la secuencia de aminoacidos proporcionada a continuacion (SEQ ID
NO: 119).

pewfldspdrpwnpptfspallvvtegdnatftesfsntsesfvlnwyrmspsngtdklaafpedrsgpegderfrvt

glpngrdfthmsvvrarrdsgtylegaislapkagikeslraelrvterracvptahpspsprpaggfgtlvtttpaprpptpaptiasqpl
slrpeacrpaaggavhtrgldfacdiyiwaplagtegvlllslvitlyckrgrkkllyifkqpfmrpvqttqeedgescrfpeeeeggcel

rvkfsrsadapaykqgqnglynelnlgrreeydvldkrrgrdpemggkprrknpgeglynelgkdkmaeayseigmkgerrrgk
ghdglyqglstatkdtydalhmqalppr (SEQ 1D NO:119).

[0209] En un ejemplo, el agente comprende una secuencia de acido nucleico que codifica la PD1 CAR, por ejemplo,
PD1 CAR descrita en el presente documento. En un ejemplo, la secuencia de acido nucleico para PD1 CAR se
muestra a continuacion, con la PD1 ECD subrayada a continuacion en la SEQ ID NO: 120

atggccctecctgtcactgecctgetictecceectegeactectgetecacgecgetagaccaceeggatggtttctggac

tctecgoatcgeccgtegaatececccaacctictcaceggeactettggttgtgactgagoocgataatgegaccticacgtgctegticte

caacacctccgaatcaticgtoctgaactgotaccgcatgagccegtcaaaccagaccgacaagetcgeccgegtitccgoaagateggat

cgcaaccggpacaggattgtcgotteccgegtpactcaactgecgaatggcagagacticcacatgageptootccgegetaggcraaa

cgactccggegacctacctgtgecgoagecatctegetggegectaaggeccaaatcaaagagagctigaggoccgaactgagagtoac

cgagcgcagagctgagetoccaactgcacatccatecccatcgectegeectgcggggcagtitcagacectggtcacgaccactecg

gcgeegegeccaccgacteceggecccaactatcgegagecagecccetgtegetgaggecggaageatgecgeectgecgeeggagg
tgetgtgeatacceggggatiggacticgeatgegacatcetacattigggcetecictcgecggaactigiggegtgetectictgtecetggt

catcaccctgtactgcaageggggteggaaaaagcetictgtacattttcaageageccttcatgaggocegtgecaaaccacccaggagea
ggacggtigeteectgeeggttccocgaagaggaagaaggaggtitgegagetgegegtgaagtictcccggagegocgacgcccooge
ctataagcagggccagaaccagetgtacaacgaactgaacctgggacggegggaagagtacgatgtgetggacaagcggcgeggce
gggacceccgaaatggoeggoaagectagaagaaagaaccectcaggaaggectgtataacgagetgecagaaggacaagatggecga

ggectactcegaaatigggatgaaggoapag CgEcggagggoaaaggoocacgacggectgtaccaaggactgtccaccgecace

aaggacacatacgatgcecctgeacatgeaggeccttececectege (SEQ 1D NO: 120).
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[0210] En otro aspecto, la presente invencidn proporciona una poblacién de células que expresan CAR, por ejemplo,
células de la compra. En algunos casos, la poblacion de células CAR que expresan comprende una mezcla de
células que expresan diferentes CARs. Por ejemplo, en un ejemplo, la poblaciéon de células de CART puede incluir
una primera célula que expresa un CAR que tiene un dominio de unién anti-CD 19 descrito en el presente
documento, y una segunda célula que expresa un CAR que tiene un dominio de unién anti-CD19 diferente, por
ejemplo, un dominio de union anti-CD19 descrito en el presente documento que difiere de el dominio de unién anti-
CD19 en el CAR expresada por la primera célula. Como otro ejemplo, la poblacién de células que expresan CAR
puede incluir una primera célula que expresa un CAR que incluye un dominio de unién anti-CD 19, por ejemplo,
como se describe en el presente documento, y una segunda célula que expresa un CAR que incluye un dominio de
unién a un antigeno diana distinta de CD19 (por ejemplo, CD123). En un ejemplo, la poblacion de células que
expresa CAR incluye, por ejemplo, una primera célula que expresa un CAR que incluye un dominio primario de
sefializacion intracelular, y una segunda célula que expresa un CAR que incluye un dominio de sefializacion
secundario.

[0211] En otro aspecto, la presente descripciéon proporciona una poblacién de células en la que al menos una célula
en la poblacién expresa una CAR que tiene un dominio anti-CD19 descrito en el presente documento, y una segunda
célula que expresa otro agente, por ejemplo, un agente que mejora la actividad de una célula que expresa CAR. Por
ejemplo, en un ejemplo, el agente puede ser un agente que inhibe una molécula inhibidora. Moléculas inhibidoras,
por ejemplo, pueden, en algunos casos, disminuir la capacidad de una célula que expresa CAR de montar una
respuesta efectora inmune. Ejemplos de moléculas inhibidoras incluyen PD1, PD-L1, CTLA4, TIM3, LAG3, VISTA,
BTLA, TIGIT, LAIR1, CD160, 2B4 y TGFR beta. En un ejemplo, el agente que inhibe una molécula inhibidora
comprende un primer polipéptido, por ejemplo, una molécula inhibidora, asociado con un segundo polipéptido que
proporciona una sefial positiva a la célula, por ejemplo, un dominio de sefializacién intracelular se describe en el
presente documento. En un ejemplo, el agente comprende un primer polipéptido, por ejemplo, de una molécula
inhibidora tal como PD1, CTLA4, TIM3, LAG3, VISTA, BTLA, TIGIT, LAIR1, CD160, 2B4 y TGFR beta, 0 un
fragmento de cualquiera de éstos (por ejemplo, al menos una parte de un dominio extracelular de cualquiera de
éstos), y un segundo polipéptido que es un dominio de sefializacidn intracelular se describe en el presente
documento (por ejemplo, que comprende un dominio coestimulador (por ejemplo, 41BB, CD27 o CD28, por ejemplo,
como se describe en el presente documento) y/o un dominio primario de sefializacion (por ejemplo, un dominio de
sefializacion CD3 zeta describe en el presente documento). en un ejemplo, el agente comprende un primer
polipéptido de PD1 o un fragmento del mismo (por ejemplo, al menos una porcién del dominio extracelular de PD1),
y un segundo polipéptido de un dominio de sefializacion intracelular se describe en el presente documento (por
ejemplo, un dominio de sefializacion de CD28 descrito en el presente documento y/o un dominio de sefializacién
zeta CD3 describe en el presente documento).

Transfecciéon de ARN

[0212] Se describen en el presente documento procedimientos para la produccion de un ARN transcrito in vitro
CAR. La presente invencion también incluye una construccion de ARN que codifica CAR que se puede transfectar
directamente en una célula. Un procedimiento para generar ARNm para el uso en la transfecciéon puede implicar la
transcripcion in vitro (IVT) de una plantilla con cebadores disefiados especialmente, seguido de adicién de poliA,
para producir una construccion que contiene 3'y 5' la secuencia no traducida ('UTR'), una caperuza 5' y/o del sitio
interno de entrada al ribosoma (IRES), el acido nucleico que va a expresarse, y una cola de poliA, tipicamente 50-
2000 bases de longitud (SEQ ID NO: 118). EI ARN asi producido puede transfectar eficientemente diferentes tipos
de células. En un aspecto, la plantilla incluye secuencias para el CAR.

[0213] En un aspecto, el CAR anti-CD19 esta codificado por un ARN mensajero (ARNm). En un aspecto, el ARNm
gue codifica el CAR anti-CD19 se introduce en una célula T para la produccion de una célula CART.

[0214] En una realizacion, el CAR con ARN transcrito in vitro puede ser introducido en una célula como una forma de
transfeccién transitoria. EI ARN se produce por transcripcion in vitro utilizando una plantilla generada por reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR). EI ADN de interés a partir de cualquier fuente puede ser directamente convertida
por PCR en una plantilla para la sintesis de ARNm in vitro usando cebadores apropiados y la ARN polimerasa. La
fuente del ADN puede ser, por ejemplo, ADN genémico, ADN plasmidico, ADN de fago, ADNc, secuencia de ADN
sintética o cualquier otra fuente apropiada de ADN. El templo deseado para la transcripcion in vitro es un CAR de la
presente invencion. Por ejemplo, el molde para el ARN dle CAR comprende una regién extracelular que comprende
una cadena unico dominio variable de un anticuerpo anti-tumor; una regioén bisagra, un dominio transmembrana (por
ejemplo, un dominio transmembrana de CD8a);y una regién citoplasmatica que comprende un dominio de
sefializacion intracelular, por ejemplo, que comprende el dominio de sefalizacion de CD3-zeta y el dominio de
sefializacion de 41BB.

[0215] En una realizacion, el ADN para ser utilizado para la PCR contiene un marco de lectura abierto. EI ADN
puede ser de una secuencia de ADN de origen natural del genoma de un organismo. En una realizacién, el acido
nucleico puede incluir algunos o todos de los 5' y/o 3' no traducidas (UTRs). El acido nucleico puede incluir exones e
intrones. En una realizacion, el ADN para ser utilizado para la PCR es una secuencia de acido nucleico humana. En
otra realizacion, el ADN para ser utilizado para la PCR es una secuencia de acido nucleico humano, incluido el 5'y 3'
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UTRs. ElI ADN puede ser alternativamente una secuencia de ADN artificial que normalmente no se expresa en un
organismo de origen natural. Una secuencia de ADN artificial de ejemplo es uno que contiene porciones de genes
gue se ligan entre si para formar un marco de lectura abierto que codifica una proteina de fusion. Las porciones de
ADN que se ligan juntos pueden ser de un solo organismo o de mas de un organismo.

[0216] Se utiliza PCR para generar una plantilla para la transcripcion in vitro de ARNm que se usa para la
transfeccién. Los procedimientos para realizar la PCR son bien conocidos en la técnica. Los cebadores para uso en
PCR estan disefiados para tener regiones que son sustancialmente complementarios a las regiones del ADN para
ser utilizado como una plantilla para la PCR. "Sustancialmente complementaria”, tal como se utiliza en el presente
documento, se refiere a secuencias de nucleétidos donde una mayoria o la totalidad de las bases en la secuencia
del cebador son complementarios, 0 una o mas bases no son complementarias, o no coincidentes. Las secuencias
sustancialmente complementarias son capaces de hibridarse o hibridar con la diana de ADN destinado en
condiciones de recocido utilizados para la PCR. Los cebadores pueden ser disefiados para ser sustancialmente
complementaria a cualquier parte de la plantilla de ADN. Por ejemplo, los cebadores pueden ser disefiados para
amplificar la porcién de un acido nucleico que normalmente se transcribe en las células (el marco de lectura abierto),
incluyendo 5'y 3' UTRs. Los cebadores también se pueden disefiar para amplificar una porcién de un acido nucleico
que codifica un dominio particular de interés. En una realizacion, los cebadores se disefiaron para amplificar la
regiéon de codificacion de un ADNc humano, incluyendo la totalidad o porciones de los 5'y 3' UTRs. Los cebadores
Utiles para la PCR se pueden generar por procedimientos sintéticos que son bien conocidos en la
técnica. "Cebadores hacia adelante” son cebadores que contienen una regién de nucle6tidos que son
sustancialmente complementarias a los nucleétidos en la plantilla de ADN que estan aguas arriba de la secuencia de
ADN que se va a amplificar. "En direccion 5™ se utiliza en el presente documento para referirse a una localizacion 5,
a la secuencia de ADN a amplificar con relacién a la hebra de codificacion. "Los cebadores inversos" son cebadores
que contienen una regiéon de nucledtidos que son sustancialmente complementarios a una plantilla de ADN de doble
cadena que estan aguas abajo de la secuencia de ADN que se va a amplificar. "En direccién 3™ se utiliza en el
presente documento para referirse a un lugar 3' de la secuencia de ADN que va a amplificarse con respecto a la
cadena de codificacion.

[0217] Cualquier ADN polimerasa util para la PCR se puede utilizar en los procedimientos descritos en el presente
documento. Los reactivos y la polimerasa estan disponibles comercialmente de un nimero de fuentes.

[0218] Las estructuras quimicas con la capacidad de promover la estabilidad y/o la eficacia de traduccién también se
pueden usar. EI ARN tiene preferiblemente 5' y 3' UTRs. En una realizacién, el 5' UTR es entre uno y 3000
nucleétidos de longitud. La longitud de 5'y 3' UTR secuencias que se afiaden a la region de codificacion puede ser
alterado por diferentes procedimientos, incluyendo, pero no limitado a, el disefio de cebadores para PCR que
hibridan con diferentes regiones de las UTRs. Usando este enfoque, un experto ordinario en la técnica puede
modificar las longitudes de 5' y 3' UTR necesarias para lograr la eficacia de traduccion optima después de la
transfeccion del ARN transcrito.

[0219] Las 5' y 3' UTRs pueden ser los de origen natural, endégena 5' y 3' UTRs para el acido nucleico de
interés. Alternativamente, las secuencias UTR que no son enddgenos al acido nucleico de interés se pueden afadir
mediante la incorporacién de las secuencias de UTR en los cebadores directo e inverso o por cualquier otra
modificacion de la plantilla. El uso de secuencias UTR que no son enddgenos al acido nucleico de interés puede ser
util para la modificacion de la estabilidad y/o eficacia de la traduccion del ARN. Por ejemplo, se sabe que los
elementos ricos en AU en secuencias 3' UTR pueden disminuir la estabilidad del ARNm. Por lo tanto, 3' UTRs
pueden ser seleccionados o disefiados para aumentar la estabilidad del ARN transcrito basado en propiedades de
UTRs que son bien conocidos en la técnica.

[0220] En wuna realizacion, la UTR 5' puede contener la secuencia de Kozak del &cido nucleico
endogeno. Alternativamente, cuando un 5 UTR que no es endégeno al acido nucleico de interés esta siendo
afiadida por PCR como se describié anteriormente, una secuencia Kozak consenso puede ser redisefiado por la
adicion de la secuencia 5' UTR. Secuencias de Kozak pueden aumentar la eficiencia de la traduccion de algunas
transcripciones de ARN, pero no parece ser necesario para todos los ARN para permitir la traduccion eficiente. El
requisito para secuencias de Kozak para muchos mRNAs se conoce en la técnica. En otras realizaciones UTR 5'
puede ser 5 'UTR de un virus de ARN, cuyo genoma de ARN es estable en las células. En otras formas de
realizacién diferentes analogos de nucleétidos se pueden utilizar en el 3' 0 5' UTR para impedir la degradacion de la
exonucleasa del ARNm.

[0221] Para permitir la sintesis de ARN a partir de una plantilla de ADN sin necesidad de clonacion de genes, un
promotor de la transcripcion debe estar unido a la plantila de ADN aguas arriba de la secuencia que se
transcribe. Cuando una secuencia que funciona como un promotor para una ARN polimerasa se afiade al extremo 5'
del cebador hacia adelante, el promotor de la ARN polimerasa se incorpora en el producto de PCR en direccion 5’
del marco de lectura abierto que va a ser transcrita. En una realizacion preferida, el promotor es un promotor de
polimerasa de T7, como se describe en otra parte en el presente documento. Otros promotores Utiles incluyen, pero
no se limitan a, y promotores de ARN polimerasa T3 y SP6. Las secuencias de nucleétidos de consenso para
promotores T7, T3 y SP6 son conocidas en la técnica.
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[0222] En una realizacion preferida, el ARNm tiene tanto una tapa en el extremo 5' y una 3' cola de poli (A) que
determinan de unién al ribosoma, la iniciacion de la traduccion y la estabilidad del mRNA en la célula. En un molde
de ADN circular, por ejemplo, ADN de plasmido, ARN polimerasa produce un producto concatemérica largo que no
es adecuado para la expresion en células eucariotas. La transcripcion del ADN del plasmido linealizado en el
extremo de la 3' UTR se traduce en ARNm de tamafio normal, que no es eficaz en la transfeccién eucariota incluso
si esta poliadenilado después de la transcripcion.

[0223] En un molde de ADN lineal, la ARN polimerasa de fago T7 puede extender el extremo 3' de la transcripcién
mas alla de la dltima base de la plantilla (Schenborn y Mierendorf, Nuc Acids Res., 13: 6223-36 (1985); Nacheva y.
Berzal-Herranz, Eur J. Biochem, 270: 1485-1465 (2003).

[0224] EI procedimiento convencional de integracion de poliA/T se extiende en un molde de ADN es la clonacion
molecular. Sin embargo secuencia poliA/T integrado en el ADN plasmido puede causar inestabilidad del plasmido,
por lo que las plantillas de ADN de plasmidos obtenidos a partir de células bacterianas son a menudo altamente
contaminados con deleciones y otras aberraciones. Esto hace que los procedimientos de clonacion no sélo
laboriosos y lentos pero a menudo no fiables. Es por ello que un procedimiento que permite la construccion de
moldes de ADN con tramo de poliA/T 3' sin clonacién altamente deseable.

[0225] EI segmento de poliA/T de la plantilla de ADN de la transcripcién se puede producir durante la PCR usando
un cebador inverso que contiene una cola de poli T, tales como 100T cola (SEQ ID NO: 110) (tamafio puede ser 50-
5000 T (SEQ ID nO: 111)), o después de la PCR por cualquier otro procedimiento, incluyendo, pero no limitado a, la
ligadura de ADN o en la recombinacion in vitro. Poli (A) colas también proporcionan estabilidad al ARN y reducir su
degradacion. Generalmente, la longitud de una cola de poli (A) se correlaciona positivamente con la estabilidad del
ARN transcrito. En una realizacion, el poli (A) de la cola es de entre 100 y 5000 adenosinas (SEQ ID NO: 112).

[0226] Las colas de poli (A) de ARN pueden extenderse aun mas después de la transcripcion in vitro con el uso de
un poli (A) polimerasa, tal como E. coli poliA polimerasa (E-PAP). En una realizacién, el aumento de la longitud de
una (A) de la cola poli de 100 nucledtidos a entre 300 y 400 nucleétidos (SEQ ID NO: 113) da como resultado un
aumento de dos veces en la eficiencia de traduccion del ARN. Ademas, la unién de diferentes grupos quimicos al
extremo 3' puede aumentar la estabilidad del mMRNA. Dicha unién puede contener modificado/nucleétidos artificiales,
aptameros y otros compuestos. Por ejemplo, analogos de ATP pueden ser incorporados en la cola de poli (A)
utilizando poli polimerasa (A). Los analogos de ATP pueden aumentar aun mas la estabilidad del ARN.

[0227] Las caperuzas 5' también proporcionan estabilidad a las moléculas de ARN. En una realizacion preferida, los
ARN producidos por los procedimientos descritos en el presente documento incluyen una caperuza 5'. La caperuza
5' se proporciona usando técnicas conocidas en la técnica y se describe en el presente documento (Cougot, et al,
Trends in Biochem Sci, 29: 436-444 (2001); Stepinski, et al, ARN, 7: 1468-95 (2001); Elango, et al, Biochim Biophys
Res Commun, 330: 958-966 (2005)).

[0228] Los ARN producidos por los procedimientos descritos en el presente documento también puede contener una
secuencia de sitio de entrada de ribosoma interno (IRES).La secuencia IRES puede ser cualquier viral,
cromosémica o una secuencia disefiada artificialmente que inicia la union a ARNm al ribosoma tapa independiente y
facilita la iniciacion de la traduccion. Cualquier solutos adecuados para la electroporaciéon de células, que pueden
contener factores que facilitan la permeabilidad celular y la viabilidad tales como azlcares, péptidos, lipidos,
proteinas, antioxidantes, y agentes tensioactivos pueden ser incluidos.

[0229] ARN se puede introducir en células diana usando cualquiera de un numero de diferentes procedimientos, por
ejemplo, los procedimientos disponibles en el comercio que incluyen, pero no se limitan a, electroporacion (Amaxa
Nucleofector-1l (Amaxa Biosystems, Colonia, Alemania)), (ECM 830 (BTX) (Harvard Instruments, Boston, Mass.) o el
gene Pulser Il (BioRad, Denver, Colo.), Multiporator (Eppendort, Hamburg Alemania), catidénicos liposoma
transfeccién mediada por el uso de la lipofeccion, la encapsulacion de polimero, péptido transfeccion mediada o
sistemas de suministro de particula biolisticos tales como "pistolas de genes" (véase, por ejemplo, Nishikawa, et al
Hum gene Ther, 12 (8):.. 861-70 (2001).

Construcciones de acidod nucleico gue codifican un CAR

[0230] La presente descripcion también proporciona moléculas de acido nucleico que codifican una o mas
construcciones de CAR descritas en el presente documento. En un aspecto, la molécula de acido nucleico se
proporciona como un transcrito de ARN mensajero. En un aspecto, la molécula de acido nucleico se proporciona
como una construccién de ADN.

[0231] Por consiguiente, en un aspecto, la presente descripcién se refiere a una molécula de acido nucleico aislada
gue codifica un receptor de antigeno quimérico (CAR), en el que el CAR comprende un anti-CD19 dominio de unién
(por ejemplo, un dominio de union anti-CD19 humanizado), un dominio transmembrana, y un dominio de
sefializacion intracelular que comprende un dominio de estimulacién, por ejemplo, un dominio de sefalizacion
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coestimuladora y/o un dominio primario de sefializacion, por ejemplo, la cadena zeta. En un ejemplo, el dominio de
unioén anti-CD19 es un dominio de unién de anticuerpo anti-CD19 descrito en el presente documento, por ejemplo,
un dominio de unién anti-CD19 que comprende una secuencia seleccionada de un grupo que consiste en SEQ ID
NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8,
SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11 y SEQ ID NO: 12, o una secuencia con un 95-99% identifican los
mismos. En un ejemplo, el dominio transmembrana es de dominio de transmembrana de una proteina seleccionada
del grupo que consiste de la alfa, beta o de la cadena zeta del receptor de células T, CD28, epsilon CD3, CD45,
CD4, CD5, CD8, CD9, CD16, CD22, CD33, CD37, CD64, CD80, CD86, CD134, CD137 y CD154. En un ejemplo, el
dominio transmembrana comprende una secuencia de SEQ ID NO: 15, o una secuencia con un 95-99% de identidad
con las mismas. En un ejemplo, el dominio de unién anti-CD19 esta conectado al dominio de transmembrana por
una region bisagra, por ejemplo, una bisagra se describe en el presente documento. En un ejemplo, la regién bisagra
comprende la SEQ ID NO: 14 o0 SEQ ID NO: 45 0 SEQ ID NO: 47 o SEQ ID NO: 49, o una secuencia con un 95-99%
de identidad con las mismas. En un ejemplo, la molécula de acido nucleico aislada comprende ademas una
secuencia que codifica un dominio coestimulador. En un ejemplo, el dominio coestimulador es un dominio de
sefializacion funcional de una proteina seleccionada del grupo que consiste de OX40, CD27, CD28, CDS, ICAM-1,
LFA-1 (CD11a/CD18), ICOS (CD278), y 4- 1BB (CD137). En un ejemplo, el dominio coestimulador comprende una
secuencia de SEQ ID NO: 16, o una secuencia con un 95-99% de identidad con las mismas. En un ejemplo, el
dominio de sefializacién intracelular comprende un dominio de sefializacién funcional de 41BB y un dominio de
sefializacién funcional de CD3 zeta. En un ejemplo, el dominio de sefializacion intracelular comprende la secuencia
de SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 51, o una secuencia con un 95-99% de identidad con la misma, y la secuencia de
la SEQ ID NO: 17 o SEQ ID NO: 43, o una secuencia con un 95-99% de identidad con la misma, en el que las
secuencias que comprenden el dominio de sefializacién intracelular se expresan en el mismo marco y como una sola
cadena polipeptidica.

[0232] En otro aspecto, la presente descripcion se refiere a una molécula de acido nucleico aislada que codifica una
construccién de CAR que comprende una secuencia lider de la SEQ ID NO: 13, un dominio de scFv que tiene una
secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4,
SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11y SEQ
ID NO: 12, (o una secuencia con un 95-99% de identidad con las mismas), una regién bisagra de la SEQ ID NO: 14
0 SEQ ID NO: 45 0 SEQ ID NO: 47 0 SEQ ID NO: 49 (o una secuencia con un 95-99% de identidad con las mismas),
un dominio transmembrana que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 15 (o una secuencia con un 95-99% de
identidad con las mismas), un dominio coestimulador de 4-1BB que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 16 o un
dominio coestimuladro de CD27 que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 51 (o una secuencia con un 95-99% de
identidad con la misma), y un dominio estimulador de CD3 zeta que tiene una secuencia de SEQ ID NO : 17 o SEQ
ID NO: 43 (0 una secuencia con un 95-99% de identidad con las mismas).

[0233] En otro aspecto, la presente descripcion se refiere a una molécula de polipéptido aislada codificada por la
molécula de &cido nucleico. En un ejemplo, la molécula de polipéptido aislada comprende una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID
NO: 35, SEQ ID NO : 36, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 41y SEQ
ID NO: 42 o una secuencia con un 95-99% de identidad con las mismas.

[0234] En otro aspecto, la presente descripcién se refiere a una molécula de acido nucleico que codifica una
molécula de receptor de antigeno quimérico (CAR) que comprende un dominio de unién anti-CD 19, un dominio
transmembrana y un dominio de sefializacion intracelular que comprende un dominio estimulador, y en el que dicho
dominio de unién anti-CD19 comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ
ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO:
9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11 y SEQ ID NO: 12, o una secuencia con un 95-99% de identidad con las mismas.

[0235] En un ejemplo, la molécula de CAR codificada comprende ademas una secuencia que codifica un dominio
coestimulador. En un ejemplo, el dominio coestimulador es un dominio de sefializacion funcional de una proteina
seleccionada del grupo que consiste de OX40, CD27, CD28, CDS, ICAM-1, LFA-1 (CD11a/CD18) y 41BB
(CD137). En un ejemplo, el dominio coestimulador comprende una secuencia de SEQ ID NO: 16. En un ejemplo, el
dominio transmembrana es un dominio de transmembrana de una proteina seleccionada del grupo que consiste en
la cadena alfa, beta o zeta del receptor de células T, CD28, CD3 epsilon, CD45, CD4, CD5, CD8, CD9, CD16 ,
CD22, CD33, CD37, CD64, CD80, CD86, CD134, CD137 y CD154. En un ejemplo, el dominio transmembrana
comprende una secuencia de SEQ ID NO: 15. En un ejemplo, el dominio de sefializacién intracelular comprende un
dominio de sefializacion funcional de 41BB y un dominio de sefializacion funcional de zeta. En un ejemplo, el
dominio de sefializacién intracelular comprende la secuencia de SEQ ID NO: 16 y la secuencia de la SEQ ID NO: 17,
en el que las secuencias que comprenden el dominio de sefializacién intracelular se expresan en el mismo marco y
como una sola cadena polipeptidica. En un ejemplo, el dominio de unién anti-CD19 estd conectado al dominio
transmembrana por una region bisagra. En un ejemplo, la regiéon bisagra comprende la SEQ ID NO: 14. En un
ejemplo, la regién bisagra comprende la SEQ ID NO: 45 o SEQ ID NO: 47 o SEQ ID NO: 49.

[0236] En otro aspecto, la presente descripcion se refiere a una molécula de CAR codificada que comprende una
secuencia lider de la SEQ ID NO: 13, un dominio de scFv que tiene una secuencia seleccionada del grupo que
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consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEC ID NO: 6, SEQ ID
NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11y SEQ ID NO: 12, 0 una secuencia con un 95-
99% de identidad con las mismas, una region bisagra de la SEQ ID NO: 14 o SEQ ID NO: 45 o SEQ ID NO: 47 o
SEQ ID NO: 49, un dominio transmembrana que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 15, un dominio coestimulador
de 4-1BB que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 16 o un dominio coestimulador de CD27 que tiene una secuencia
de SEQ ID NO: 51, y un dominio estimulador de CD3 zeta que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 17 o SEQ ID NO:
43. En un ejemplo, la molécula de CAR codificada comprende una secuencia seleccionada de un grupo que consiste
en SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO:
37, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 41 y SEQ ID NO: 42, o una secuencia con un 95-
99% de identidad con las mismas.

[0237] Las secuencias de éacido nucleico que codifican las moléculas deseadas se pueden obtener usando
procedimientos recombinantes conocidos en la técnica, tales como, por ejemplo, mediante el cribado de bibliotecas
de células que expresan el gen, derivando el gen a partir de un vector conocido por incluir el mismo, o mediante el
aislamiento directamente de células y tejidos que contienen el mismo, utilizando técnicas estandar. Alternativamente,
el gen de interés puede producirse sintéticamente, en lugar de clonarse.

[0238] La presente invencidon también proporciona vectores en los que se inserta un ADN de la presente
invencion. Los vectores derivados de retrovirus, tales como los lentivirus, son herramientas adecuadas para lograr la
transferencia de genes a largo plazo, ya que permiten la integraciéon estable a largo plazo de un transgén y su
propagacion en células hijas. Los vectores lentivirales tienen la ventaja afiadida sobre los vectores derivados de
onco-retrovirus, tales como virus de leucemia murina, en que pueden transducir células no proliferantes, tales como
los hepatocitos. También tienen la ventaja afiadida de una baja inmunogenicidad.

[0239] En otra realizacion, el vector que comprende el acido nucleico que codifica el CAR deseado de la invencién
es un vector adenoviral (A5/35). En otra realizacion, la expresion de acidos nucleicos que codifican los CAR se
puede realizar usando transposones, tales como la bella durmiente, crisper, CAS9, y nucleasas de dedos de
zinc. Ver abajo June et al. 2009 Nature Reviews Immunology 9.10: 704-716.

[0240] Resumidamente, la expresion de acidos nucleicos naturales o sintéticos que codifican los CAR se consigue
tipicamente mediante unién operativa de un acido nucleico que codifica el polipéptido CAR o partes del mismo a un
promotor, y la incorporacion de la construccién en un vector de expresién. Los vectores pueden ser adecuados para
la replicacion e integracién en eucariotas. Los vectores de clonacion tipicos contienen terminadores de transcripcion
y traduccion, secuencias de iniciacién y promotores Utiles para la regulacion de la expresién de la secuencia de
acidos nucleicos deseada.

[0241] Las construcciones de expresion de la presente invencion también pueden usarse para la inmunizacion de
acidos nucleicos y terapia génica, usando protocolos estandar de liberacién de genes. Los procedimientos para la
liberacion de genes son conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, las patentes de los Estados Unidos. Nos.
5.399.346, 5.580.859, 5.589.466. En otra realizacion, la invencion proporciona un vector de terapia génica.

[0242] El acido nucleico puede clonarse en un cierto nimero de tipos de vectores. Por ejemplo, el &cido nucleico
puede clonarse en un vector que incluye, pero no limitado a, un plasmido, un fagémido, un derivado de fago, un virus
animal y un césmido. Los vectores de particular interés incluyen vectores de expresion, vectores de replicacion,
vectores de generacién de sondas y vectores de secuenciacion.

[0243] Ademas, el vector de expresion se puede proporcionar a una célula en forma de un vector viral. La tecnologia
de vectores virales es bien conocida en la técnica y se describe, por ejemplo, en Sambrook et al, 2012, Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, volimenes 1-4, Cold Spring Harbor Press, NY), y en otros manuales de virologia y
biologia molecular. Los virus que son Utiles como vectores incluyen, pero no se limitan a, retrovirus, adenovirus, virus
adenoasociados, virus del herpes y lentivirus. En general, un vector adecuado contiene un origen de replicacion
funcional en al menos un organismo, una secuencia de promotor, sitios de endonucleasas de restriccion
convenientes, y uno o mas marcadores seleccionables, (por ejemplo, WO 01/96584; WO 01/29058; y la patente de
Estados Unidos. No. 6.326.193).

[0244] Se ha desarrollado un nimero de sistemas basados en virus para la transferencia génica en células de
mamifero. Por ejemplo, los retrovirus proporcionan una plataforma conveniente para sistemas de liberaciéon de
genes. Puede insertarse un gen seleccionado en un vector y empaquetarse en particulas retrovirales usando
técnicas conocidas en el estado de la técnica. El virus recombinante puede entonces aislarse y liberarse a células
del sujeto ya sea in vivo 0 ex vivo. En la técnica se conocen un numero de sistemas retrovirales. En algunas
realizaciones, se usan vectores de adenovirus. En la técnica se conocen un nimero de vectores de adenovirus. En
una realizacion, se usan vectores de lentivirus.

[0245] Los elementos promotores adicionales, por ejemplo, potenciadores, regulan la frecuencia de iniciacion de la

transcripcion. Tipicamente, éstos se encuentran en la regién de 30-110 pb en direccion 5’ del sitio de inicio, aunque
se ha observado que un nuimero de promotores contienen elementos funcionales en direccion 3’ del sitio de inicio
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también. El espaciado entre los elementos promotores frecuentemente es flexible, de modo que la funcion del
promotor se conserva cuando los elementos se invierten o se desplazan uno respecto al otro. En el promotor de la
timidina quinasa (tk), el espaciado entre elementos promotores puede aumentarse a 50 pb antes de que la actividad
comience a declinar. Dependiendo del promotor, parece que los elementos individuales pueden funcionar ya sea
cooperativamente o independientemente para activar la transcripcion.

[0246] Un ejemplo de un promotor que es capaz de expresar un transgén de CAR en una célula T de mamifero es el
promotor EFla. ElI promotor EFla nativo conduce la expresion de la subunidad alfa del complejo de factor-1 de
elongacién, que es responsable de la liberacién enzimatica de ARNt de aminoacilo al ribosoma. El promotor EFla se
ha utilizado ampliamente en los plasmidos de expresién de mamiferos y ha demostrado ser eficaz en conducir la
expresion de CAR a partir de transgenes clonados en un vector lentiviral. Véase, por ejemplo, Milone et al., Mol.
Ther. 17 (8): 1453-1464 (2009). En un aspecto, el promotor EF1la comprende la secuencia proporcionada como SEQ
ID NO: 100.

[0247] Otro ejemplo de un promotor es la secuencia de promotor inmediato temprano de citomegalovirus
(CMV). Esta secuencia promotora es una secuencia promotora constitutiva fuerte capaz de conducir altos niveles de
expresion de cualquier secuencia de polinucleétido ligada operativamente al mismo. Sin embargo, otras secuencias
de promotores constitutivos también se pueden usar, incluyendo, pero no limitado a, el virus de simio 40 (SV40), el
promotor temprano, el virus de tumor mamario de raton (MMTV), el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), el
promotor de repeticion terminal larga (LTR), MoMuLV promotor, un promotor aviar virus de la leucemia, un virus de
Epstein-Barr promotor temprano inmediato, un promotor del virus del sarcoma de Rous, asi como promotores de
genes humanos tales como, pero no limitado a, el promotor de la actina, el promotor de miosina, el factor de
elongacién-1a , el promotor de la hemoglobina, y el promotor de la creatina quinasa. Ademas, la invencion no debe
limitarse al uso de promotores constitutivos. Los promotores inducibles también se contemplan como parte de la
invencioén. El uso de un promotor inducible proporciona un interruptor molecular capaz de girar sobre la expresion de
la secuencia de polinucleétido al que estd unido operativamente cuando se desea tal expresion, o apagar la
expresion cuando no se desea la expresion. Ejemplos de promotores inducibles incluyen, pero no se limitan a un
promotor de metalotionina, un promotor de glucocorticoides, un promotor de la progesterona, y un promotor de
tetraciclina.

[0248] Con el fin de evaluar la expresion de un polipéptido CAR o porciones con las mismas, el vector de expresion
para ser introducido en una célula también puede contener un gen marcador seleccionable o un gen indicador o
ambos para facilitar la identificacion y seleccion de células que expresan a partir de la poblacién de células buscado
ser transfectadas o infectadas a través de vectores virales. En otros aspectos, el marcador seleccionable se puede
llevar en un trozo separado de ADN y usarse en un procedimiento de transfeccion CO-. Ambos marcadores
seleccionables y genes informadores pueden ser flanqueados con secuencias reguladoras apropiadas para permitir
la expresion en las células huésped. Los marcadores seleccionables dUtiles incluyen, por ejemplo, genes de
resistencia a antibiéticos, tales como neo y similares.

[0249] Los genes indicadores se usan para identificar células potencialmente transfectadas y para evaluar la
funcionalidad de secuencias reguladoras. En general, un gen indicador es un gen que no esta presente en o
expresado por el organismo o tejido receptor y que codifica un polipéptido cuya expresion se manifiesta por alguna
propiedad facilmente detectable, por ejemplo, la actividad enzimatica. La expresion del gen indicador se ensaya en
un momento adecuado después de que el ADN se ha introducido en las células receptoras. Genes indicadores
adecuados pueden incluir genes que codifican la luciferasa, beta-galactosidasa, cloranfenicol acetil transferasa,
fosfatasa alcalina secretada, o el gen de la proteina verde fluorescente (por ejemplo, Ui-Tei et al, 2000 FEBS Letters
479:. 79-82). Los sistemas de expresion adecuados son bien conocidos y se pueden preparar usando técnicas
conocidas u obtenerse comercialmente. En general, la construccion con la minima region flanqueante 5' que muestra
el nivel mas alto de expresién de gen indicador se identifica como el promotor. Tales regiones promotoras pueden
estar ligados a un gen indicador y utilizarse para evaluar agentes por su capacidad para modular la transcripcion
promotor impulsado.

[0250] Los procedimientos para introducir y expresar genes en una célula se conocen en la técnica. En el contexto
de un vector de expresion, el vector puede introducirse facilmente en una célula huésped, por ejemplo, de mamifero,
bacteriana, de levadura o célula de insecto mediante cualquier procedimiento en la técnica. Por ejemplo, el vector de
expresion se puede transferir en una célula huésped por medios biolégicos, fisicos o quimicos.

[0251] Los procedimientos fisicos para la introduccién de un polinucleétido en una célula huésped incluyen
precipitacion con fosfato de calcio, lipofeccion, bombardeo de particulas, microinyeccion, electroporacion, y
similares. Los procedimientos para producir células que comprenden los vectores y/o acidos nucleicos exdgenos son
bien conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Sambrook et al, 2012, Molecular cloning: A Laboratory Manual,
volimenes 1-4, Cold Spring Harbor Press, Nueva York). Un procedimiento preferido para la introduccién de un
polinucleétido en una célula huésped es la transfeccién con fosfato de calcio

[0252] Los procedimientos bioldgicos para la introduccion de un polinucleétido de interés en una célula huésped
incluyen el uso de vectores de ADN y ARN. Los vectores virales, y especialmente vectores retrovirales, se han
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convertido en el procedimiento mas ampliamente usado para insertar genes en, por ejemplo, células humanas de
mamifero. Otros vectores virales pueden derivar de lentivirus, poxvirus, virus de herpes simplex |, adenovirus y virus
adeno-asociados, y similares. Véase, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos. Nos. 5.350.674 y 5.585.362.

[0253] Los medios quimicos para la introduccion de un polinucleétido en una célula huésped incluyen sistemas de
dispersion coloidal, tales como complejos de macromoléculas, nanocapsulas, microesferas, microparticulas y
sistemas basados en lipidos que incluyen emulsiones de aceite en agua, micelas, micelas mixtas y liposomas. Un
sistema coloidal a modo de ejemplo para su uso como un vehiculo de suministro in vitro e in vivo es un liposoma (por
ejemplo, una vesicula de membrana artificial). Estan disponibles otros procedimientos de suministro dirigido del
estado de la técnica de acidos nucleicos, tales como el suministro de polinucleétidos con nanoparticulas dirigidas u
otro sistema de suministro de tamafio de submicras adecuado.

[0254] En el caso en que se utiliza un sistema de administracion no viral, un vehiculo de entrega a modo de ejemplo
es un liposoma. El uso de formulaciones de lipidos se contempla para la introduccién de los acidos nucleicos en una
célula huésped (in vitro, ex vivo o in vivo). En otro aspecto, el acido nucleico puede estar asociado con un lipido. El
acido nucleico asociado con un lipido se puede encapsular en el interior acuoso de un liposoma, entremezclado
dentro de la bicapa lipidica de un liposoma, unido a un liposoma mediante una molécula de unién que esta asociado
con tanto el liposoma y el oligonucleétido, atrapado en un liposoma , complejado con un liposoma, dispersado en
una solucién que contiene un lipido, mezclado con un lipido, combinado con un lipido, contenido como una
suspension en un lipido, contenido o complejado con una micela, o de otra manera asociado con un
lipido. Composiciones vector asociado lipido, lipido/ADN o lipido/de expresion no se limitan a ninguna estructura
particular en solucion. Por ejemplo, pueden estar presentes en una estructura bicapa, como micelas, o con una
estructura de "plegada". Pueden también simplemente intercalarse en una solucion, posiblemente formando
agregados que no son uniformes en tamafio o forma. Los lipidos son sustancias grasas que pueden ser de origen
natural o lipidos sintéticos. Por ejemplo, los lipidos incluyen las gotitas grasas que se producen naturalmente en el
citoplasma asi como la clase de compuestos que contienen hidrocarburos alifaticos de cadena larga y sus derivados,
tales como acidos grasos, alcoholes, aminas, aminoalcoholes, y aldehidos.

[0255] Los lipidos adecuados para su uso se pueden obtener de fuentes comerciales. Por ejemplo, dimiristil
fosfatidilcolina ("DMPC") puede obtenerse de Sigma, St. Louis, MO; fosfato de dicetilo ( "DCP") se puede obtener a
partir de K & K Laboratorios (Plainview, NY); colesterol ( "Choi") se puede obtener a partir de Calbiochem-
Behring; dimiristilo fosfatidilglicerol ( "DMPG") y otros lipidos se pueden obtener de Avanti Polar Lipids, Inc.
(Birmingham, AL.). Las soluciones madre de lipidos en cloroformo o cloroformo/metanol pueden almacenarse a
aproximadamente - 20°C. El cloroformo se usa como el Unico disolvente ya que es mas facilmente evapor6 el
metanol. "Liposoma" es un término genérico que abarca una variedad de vehiculos individuales y multilamelares de
lipidos formados por la generacion de bicapas o agregados de lipidos encerradas. Los liposomas se pueden
caracterizar por tener estructuras vesiculares con una membrana bicapa de fosfolipidos y un medio acuoso
interno. Los liposomas multilamelares tienen multiples capas de lipidos separadas por medio acuoso. Se forman
espontaneamente cuando los fosfolipidos se suspenden en un exceso de solucién acuosa.Los componentes
lipidicos experimentan auto-antes de la formacién de estructuras cerradas y atrapan agua y solutos disueltos entre
las bicapas lipidicas (Ghosh et al, 1991 Glycobiology 5:. 505-10). Sin embargo, las composiciones que tienen
diferentes estructuras en solucion de la estructura vesicular normal, también estan abarcados. Por ejemplo, los
lipidos pueden asumir una estructura micelar o simplemente existir como agregados no uniformes de moléculas de
lipidos. También se contemplan complejos de acido lipofectamina-nucleicos.

[0256] Independientemente del procedimiento utilizado para introducir acidos nucleicos exdgenos en una célula
huésped o la expone una célula al inhibidor de la presente descripcién, con el fin de confirmar la presencia de la
secuencia de ADN recombinante en la célula huésped, una variedad de ensayos puede ser realizada. Tales ensayos
incluyen, por ejemplo, los ensayos "moleculares bioldgicos" bien conocidos por los expertos en la técnica, tal como
el sur y transferencia de Northern, RT-PCR y PCR; ensayos bioquimicos "™, tales como la deteccién de la presencia
0 ausencia de un péptido particular, por ejemplo, por medios inmunoldgicos (ELISA y transferencias Western) o por
ensayos descritos en la presente memoria para identificar agentes que caen dentro del alcance de la invencion.

[0257] La presente invencion proporciona ademas un vector que comprende un CAR que codifica molécula de acido
nucleico. En un aspecto, un vector del CAR se puede transducir directamente en una célula, por ejemplo, una célula
T. En un aspecto, el vector es un vector de clonacién o expresion, por ejemplo, un vector que incluye, pero no
limitado a, uno o mas plasmidos (por ejemplo, plasmidos de expresién, vectores de clonacion, minicircles,
minivectors, cromosomas dobles minuto), vector retroviral y lentiviral constructos. En un aspecto, el vector es capaz
de expresar la construccién de CAR en las células T de mamiferos. En un aspecto, la célula T de mamifero es una
célula T humana.

Fuentes de células T
[0258] Antes de la expansion y la modificacion genética, se obtiene una fuente de células T de un sujeto. El término

"sujeto” pretende incluir organismos vivos en los que una respuesta inmunitaria puede ser obtenido (por ejemplo,
mamiferos). Ejemplos de sujetos incluyen humanos, perros, gatos, ratones, ratas, y especies transgénicas con las
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mismas. Las células T pueden obtenerse de un nimero de fuentes, incluyendo las células de sangre periférica
mononucleares, médula 6sea, tejido de ganglio linfatico, sangre del cordon umbilical, el tejido del timo, el tejido de un
sitio de infeccién, ascitis, derrame pleural, tejido de bazo, y tumores. En ciertos aspectos de la presente invencion,
cualquier nimero de lineas de células T disponibles en la técnica, puede ser utilizado. En ciertos aspectos de la
presente invencion, las células T pueden obtenerse de una unidad de sangre recogida de un sujeto usando cualquier
namero de técnicas conocidas por el experto en la técnica, tales como separacion de Ficoll ™. En un aspecto
preferido, las células de la sangre circulante de un individuo se obtienen mediante aféresis. El producto de aféresis
tipicamente contiene linfocitos, incluyendo las células T, monocitos, granulocitos, células B, otras células blancas de
la sangre nucleadas, células rojas de la sangre y plaquetas. En un aspecto, las células recogidas por aféresis
pueden lavarse para eliminar la fraccion de plasma y para colocar las células en un tampoén o medio adecuado para
las etapas de procesamiento posteriores. En un aspecto de la invencion, las células se lavaron con solucion salina
tamponada con fosfato (PBS). En un aspecto alternativo, la solucién de lavado carece de calcio y puede carecer de
magnesio o puede carecer de muchos, si no todos los cationes divalentes. Pasos de activacion iniciales en ausencia
de calcio puede conducir a la activacion ampliada. Como los expertos ordinarios en la técnica seria facilmente
apreciar una etapa de lavado puede llevarse a cabo por procedimientos conocidos por expertos en la técnica, tales
como mediante el uso de una centrifuga "flujo a través" semi-automatizado (por ejemplo, el procesador celular Cobe
2991, la Baxter CytoMate, o la célula Haemonetics Ahorro 5) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Después del lavado, las células se pueden resuspendieron en una variedad de tampones biocompatibles,
tales como, por ejemplo, Ca-libre, Mg-PBS libre, Plasmalyte A, u otra solucion de solucion salina con o sin
tampon. Alternativamente, los componentes no deseados de la muestra de aféresis pueden ser quitados y las
células directamente resuspendieron en medios de cultivo.

[0259] En un aspecto, las células T estan aislados de linfocitos de sangre periférica mediante la lisis de las células
rojas de la sangre y agotando los monocitos, por ejemplo, por centrifugacion a través de un gradiente PERCOLLTF o
por elutriacion centrifuga. Una subpoblacién especifica de células T, tales como CD3 +, CD28 +, CD4 +, CD8 +,
CD45RA +, y células T CD45RO +, se puede aislar adicionalmente mediante técnicas de selecciéon positiva o
negativa. Por ejemplo, en un aspecto, las células T son aisladas mediante incubacién con anti-CD3/anti-CD28 (por
ejemplo, 3x28) y conjugado con microparticulas, tales como Dynabeads® M-450 CD3/CD28 T, para un periodo de
tiempo suficiente para la seleccion positiva de las células T deseados. En un aspecto, el periodo de tiempo es de
unos 30 minutos. En un aspecto adicional, el periodo de tiempo varia desde 30 minutos a 36 horas o0 mas y todos los
valores enteros entre ellos. En un aspecto adicional, el periodo de tiempo es al menos 1, 2, 3, 4, 5, 0 6 horas. En ain
otro aspecto preferido, el periodo de tiempo es de 10 a 24 horas. En un aspecto, el periodo de tiempo de incubacion
es de 24 horas. Tiempos de incubacion mas largos pueden ser utilizados para aislar células T en cualquier situacion
donde hay células T unos en comparacién con otros tipos de células, tales en el aislamiento de los linfocitos
infiltrantes de tumor (TIL) de tejido tumoral o a partir de individuos inmunocomprometidos. Ademas, el uso de
tiempos de incubacién mas largos puede aumentar la eficacia de la captura de las células T CD8 +. Por lo tanto,
simplemente acortando o alargando el tiempo se dej6 que las células T de unirse a las microparticulas CD3/CD28
y/o aumentando o disminuyendo la relacion de microparticulas a las células T (como se describe adicionalmente en
el presente documento), subpoblaciones de células T se pueden seleccionar preferentemente favor o en contra a la
iniciacién del cultivo o en otros puntos de tiempo durante el proceso. Ademas, aumentando o disminuyendo la
relacion de anticuerpos anti-CD28 en las microparticulas o otra superficie anti-CD3 y/o, subpoblaciones de células T
se pueden seleccionar preferentemente a favor o en contra al inicio del cultivo o en otros puntos de tiempo
deseados. El experto en la técnica reconoceria que multiples rondas de seleccién también se pueden utilizar en el
contexto de esta invencién. En ciertos aspectos, puede ser deseable llevar a cabo el procedimiento de seleccion y el
uso de las células "no seleccionadas" en el proceso de activacion y expansion. Células "no seleccionadas" también
pueden ser sometidas a rondas adicionales de seleccion.

[0260] EIl enriquecimiento de una poblacion de células T mediante seleccién negativa se puede lograr con una
combinacién de anticuerpos dirigidos a marcadores Unicos a las celdas seleccionadas negativamente la
superficie. Un procedimiento es la clasificacion de células y/o la seleccion a través de inmunoadherencia magnética
negativa o citometria de flujo que utiliza un cdctel de anticuerpos monoclonales dirigidos a marcadores de superficie
celular presentes en las células seleccionadas negativamente. Por ejemplo, para enriquecer las células CD4 + por
seleccién negativa, un coéctel de anticuerpos monoclonales tipicamente incluye anticuerpos para CD14, CD20,
CD11b, CD16, HLA-DR, y CDS8. En ciertos aspectos, puede ser deseable para enriqguecer o seleccionar
positivamente para las células T reguladoras que normalmente expresan CD4 +, CD25 +, CD62Lhi, GITR +, y FoxP3
+. Alternativamente, en ciertos aspectos, las células T reguladoras se agotan por microparticulas conjugadas anti-
C25 u otro procedimiento similar de seleccién.

[0261] En una realizacion, una poblacion de células T se puede seleccionar que expresa una o0 mas de IFN-y, TNF,
IL-17A, IL-2, IL-3, IL-4, GM-CSF, IL-10, IL-13, granzima B, y perforina, u otras moléculas apropiadas, por ejemplo,
otras citoquinas. Los procedimientos para la deteccion de la expresion de células se pueden determinar, por
ejemplo, por los procedimientos descritos en la publicacion PCT No.: WO 2013/126712.

[0262] Para el aislamiento de una poblacion deseada de células mediante seleccion positiva o negativa, la

concentracion de células y la superficie (por ejemplo, particulas tales como microparticulas) puede ser variada. En
ciertos aspectos, puede ser deseable disminuir significativamente el volumen en el que los granos y las células se
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mezclan entre si (por ejemplo, aumentar la concentracion de células), para asegurar el contacto maximo de las
células y los granos. Por ejemplo, en un aspecto,/ml se utiliza una concentracién de 2 mil millones de células. En un
aspecto,/ml se utiliza una concentracion de 1 mil millones de células. En un aspecto adicional, se utilizan mas de 100
millones de células/ml. En un aspecto adicional, una concentracion de células de 10, 15, 20, 25, 30, se utiliza 35, 40,
45, o 50 millones de células/ml. En adn un aspecto, una concentracion de células de 75, 80, 85, 90, 95, o 100
millones de células/ml se utiliza. En aspectos adicionales,/ml se pueden usar concentraciones de 125 o 150 millones
de células. El uso de concentraciones altas puede provocar un aumento de rendimiento celular, activacion celular, y
la expansion de células. Ademas, el uso de concentraciones celulares elevadas permite la captura mas eficiente de
células que pueden antigenos diana débilmente expresas de interés, tales como células T CD28-negativas, 0 a partir
de muestras en las que hay muchas células tumorales presentes (por ejemplo, sangre leucémica, tejido tumoral,
etc..). Tales poblaciones de células pueden tener valor terapéutico y seria deseable obtener. Por ejemplo, utilizando
alta concentracion de células permite una seleccion mas eficaz de células T CD8 + que normalmente tienen
expresion CD28 mas débiles.

[0263] En un aspecto relacionado, puede ser deseable utilizar concentraciones mas bajas de células. Al diluir
significativamente la mezcla de las células T y la superficie (por ejemplo, particulas tales como microparticulas), las
interacciones entre las particulas y las células se reduce al minimo. Esto selecciona para células que expresan
grandes cantidades de antigenos deseados para ser unido a las particulas. Por ejemplo, las células T CD4 +
expresan altos niveles de CD28 y son capturados de manera mas eficiente que las células T CD8 + en
concentraciones diluidas. En un aspecto, la concentracion de células utilizado es 5 X 10E6/ml. En otros aspectos, la
concentracion usada puede ser de aproximadamente 1 X 10 5/ml a 1 X 10 ®/ml, y cualquier valor entero en el medio.

[0264] En otros aspectos, las células se pueden incubar en un rotador durante distintos periodos de tiempo a
distintas velocidades en cualquiera de 2-10°C o a temperatura ambiente.

[0265] Las células T para la estimulacién también se pueden congelar después de una etapa de lavado. No se
desea estar ligado por la teoria, la congelacion y posterior descongelacién paso proporciona un producto mas
uniforme mediante la eliminacién de los granulocitos y en algin grado monaocitos en la poblacion celular. Después de
la etapa de lavado que elimina el plasma y las plaquetas, las células pueden suspenderse en una solucion de
congelacién. Mientras que muchas soluciones de congelaciéon y parametros son conocidos en la técnica y seran
utiles en este contexto, un procedimiento implica el uso de PBS que contenia 20% de DMSO y albumina de suero
humano al 8%, o de medios de cultivo que contenian 10% de dextrano 40 y 5% de dextrosa, 20% albumina de suero
humano y 7,5% de DMSO, o 31,25% Plasmalyte-A, 31,25% de dextrosa 5%, 0,45% de NaCl, 10% de dextrano 40 y
5% de dextrosa, 20% albumina de suero humano, y 7,5% de DMSO o de otros medios de congelacion celular
adecuados que contiene, por ejemplo, Hespan y Plasmalyte a, las células luego se congelan a -80°C a una
velocidad de 1° por minuto y se almacenan en la fase de vapor de un tanque de almacenamiento de nitrogeno
liquido. Otros procedimientos de congelacion controlada se pueden utilizar, asi como la congelacién no controlada
inmediatamente a -20°C o en nitrogeno liquido.

[0266] En ciertos aspectos, las células criopreservadas se descongelan y se lavan como se describe en el presente
documento y se les permite reposar durante una hora a temperatura ambiente antes de la activacién usando los
procedimientos de la presente invencion.

[0267] También se contemplan en el contexto de la invencion es la coleccién de muestras de sangre o producto de
aféresis de un sujeto en un periodo de tiempo antes de cuando podrian ser necesarias las células expandidas como
descrito en el presente documento. Como tal, la fuente de las células para ser expandido se puede recoger en
cualquier punto de tiempo necesario, y las deseadas células, tales como células T, aislados y congelados para su
uso posterior en la terapia de células T para cualquier nimero de enfermedades o afecciones que se beneficiarian
de la terapia de células T, tales como los descritos en el presente documento. En un aspecto una muestra de sangre
0 un aféresis se toma de un sujeto generalmente sano. En ciertos aspectos, una muestra de sangre o un aféresis es
tomada de un sujeto sano en general que esta en riesgo de desarrollar una enfermedad, pero que ain no se ha
desarrollado una enfermedad, y las células de interés son aislados y congelados para su uso posterior. En ciertos
aspectos, las células T pueden expandirse, congelados, y se utilizan en un momento posterior. En ciertos aspectos,
las muestras se recogen de un paciente poco después del diagnéstico de una enfermedad particular tal como se
describe en el presente documento, pero antes de cualquier tratamiento. En un aspecto adicional, las células se
aislan de una muestra de sangre o una aféresis a partir de un sujeto antes de cualquier nimero de modalidades de
tratamiento pertinentes, incluyendo pero no limitado al tratamiento con agentes tales como natalizumab, efalizumab,
agentes antivirales, quimioterapia, radiacién, inmunosupresor agentes, tales como ciclosporina, azatioprina,
metotrexato, micofenolato, y FK506, anticuerpos, u otros agentes immunoablative tales como CAMPATH, los
anticuerpos anti-CD3, Cytoxan, fludarabina, ciclosporina, FK506, rapamicina, acido micofendlico, esteroides,
FR901228, y la irradiacion.

[0268] En un aspecto adicional de la presente invencion, las células T se obtienen de un paciente directamente
después del tratamiento que deja al sujeto con las células T funcionales. En este sentido, se ha observado que
después de ciertos tratamientos de cancer, en determinados tratamientos con farmacos que dafian el sistema
inmune, poco después del tratamiento durante el periodo en que los pacientes normalmente se recuperan a partir
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del tratamiento, la calidad de las células T obtenido puede ser éptimo 0 mejorado por su capacidad para expandir ex
vivo. Del mismo modo, después de la manipulacidon ex vivo utilizando los procedimientos descritos en el presente
documento, estas células pueden estar en un estado preferido para el injerto mejorado y la expansién in vivo. Por lo
tanto, se contempla dentro del contexto de la presente invencion para recoger las células sanguineas, incluyendo
células T, células dendriticas u otras células del linaje hematopoyético, durante esta fase de recuperacion. Ademas,
en ciertos aspectos, la movilizacion (por ejemplo, de movilizacién con GM-CSF) y regimenes de acondicionamiento
se pueden utilizar para crear una condicién en un sujeto en el que la repoblacién, la recirculacion, la regeneracion
ylo expansién de tipos de células particulares se favorece, especialmente durante una ventana de tiempo definido
después de la terapia. Tipos celulares ilustrativos incluyen células T, células B, células dendriticas y otras células del
sistema inmune.

Activacion y expansion de células T

[0269] Las células T pueden ser activadas y expandidas normalmente usando los procedimientos, tal como se
describen, por ejemplo, en las patentes de Estados Unidos 6,352,694; 6.534.055; 6.905.680; 6.692.964; 5.858.358;
6.887.466; 6.905.681; 7.144.575; 7.067.318; 7.172.869; 7.232.566; 7.175.843; 5.883.223; 6.905.874; 6.797.514;
6.867.041; y la solicitud de patente US No. 20060121005.

[0270] En general, las células T de la invencién pueden ser expandido en contacto con una superficie tiene unido al
mismo un agente que estimula una sefial asociada complejo CD3/TCR y un ligando que estimula una molécula
coestimuladora en la superficie de las células T. En particular, las poblaciones de células T pueden ser estimuladas
como se describe en el presente documento, tal como por contacto con un anticuerpo anti-CD3, o antigeno-
fragmento de unién del mismo, o un anticuerpo anti-CD2 inmovilizado sobre una superficie, o por contacto con una
proteina quinasa C activador (por ejemplo, briostatina) en conjuncién con un ionéforo de calcio. Para co-estimulacién
de una molécula accesoria en la superficie de las células T, un ligando que se une se utiliza la molécula
accesoria. Por ejemplo, una poblacion de células T puede contactarse con un anticuerpo anti-CD3 y un anticuerpo
anti-CD28, en condiciones apropiadas para estimular la proliferacion de las células T. Para estimular la proliferacion
de cualquiera de las células T CD4 + o células T CD8 +, un anticuerpo anti-CD3 y un anticuerpo anti-CD28. Los
ejemplos de un anticuerpo anti-CD28 incluyen 9,3, B-T3, XR-CD28 (Diaclone, Besancon, Francia) puede ser usado

3975-3977, 1998; Haanen et al, J. Exp Med 190 (9):. 13191328, 1999; Garland et al, J. Immunol Meth 227 (1-2): 53-
63, 1999).

[0271] En ciertos aspectos, la sefial de estimulacion primaria y la sefial coestimuladora para la célula T puede ser
proporcionada por los diferentes protocolos. Por ejemplo, los agentes que proporcionan cada sefial pueden estar en
solucién o acoplado a una superficie. Cuando se acopla a una superficie, los agentes pueden estar acoplados con la
misma superficie (es decir, en la formacion "cis") o para separar las superficies (es decir, en la formacion de
"trans"). Alternativamente, un agente puede acoplarse a una superficie y el otro agente en solucién. En un aspecto,
el agente que proporciona la sefial coestimuladora se une a una superficie de la célula y el agente que proporciona
la sefial de activacion primaria esta en soluciéon o acoplado a una superficie. En ciertos aspectos, los dos agentes
pueden estar en solucién. En un aspecto, los agentes pueden estar en forma soluble, y luego reticulado a una
superficie, tal como una célula que expresa receptores de Fc 0 un anticuerpo u otro agente de unién que se unira a
los agentes. A este respecto, véase, por ejemplo, la solicitud de patente de Estados Unidos. Nos. 20040101519 y
20060034810 para las células presentadoras de antigeno artificiales (AAPCS) que se contemplan para su uso en la
activacion y expansion de células T en la presente invencion.

[0272] En un aspecto, los dos agentes se inmovilizan sobre microparticulas, ya sea en la misma microparticula, es
decir, "cis", o para separar las microparticulas, es decir, "trans". A modo de ejemplo, el agente que proporciona la
sefial de activacién primaria es un anticuerpo anti-CD3 o un fragmento de unién a antigeno del mismo y el agente
que proporciona la sefal coestimuladora es un anticuerpo anti-CD28 o fragmento de unién a antigeno del mismo; y
ambos agentes son co-inmovilizados a la misma microparticula en cantidades moleculares equivalentes. En un
aspecto, se usa una relacion 1:1 de cada anticuerpo unido a las microparticulas para la expansién de células T CD4
+ y el crecimiento de células T. En ciertos aspectos de la presente invencién, una proporcion de anticuerpos anti-
CD3:CD28 unidos a las microparticulas se utiliza de tal manera que se observa un aumento en la expansion de
células T en comparacion con la expansion observada usando una relacién de 1:1. En un aspecto particular un
aumento de aproximadamente 1 a aproximadamente 3 veces se observa en comparacion con la expansion
observada usando una relacién de 1:1. En un aspecto, la proporcion de anticuerpo CD3:CD28 unido a las
microparticulas varia de 100:1 a 1:100 y todos los valores enteros entre ellos. En un aspecto de la presente
invencion, el anticuerpo anti-CD28 se une mas a las particulas que anticuerpo anti-CD3, es decir, la relaciéon de CD3:
CD28 es menor que uno. En ciertos aspectos de la invencion, la relacion de anticuerpo anti CD28 a anticuerpo anti
CD3 unido a las microparticulas es mayor que 2:1. En un aspecto particular, se utiliza relaciéon 1:100 de CD3:CD28
de anticuerpo unido a las microparticulas. En un aspecto, se utiliza una relacion un 1:75 de CD3:CD28 de anticuerpo
unido a las microparticulas. En un aspecto adicional, se utiliza relacion CD3:CD28 1:50 de anticuerpo unido a las
microparticulas. En un aspecto, se utiliza una relacion 1:30 de CD3:CD28 de anticuerpo unido a las
microparticulas. En un aspecto preferido, se utiliza una relacion 1:10 de CD3:CD28 de anticuerpo unido a las
microparticulas. En un aspecto, se utiliza una relacion de 1:3 de CD3:CD28 de anticuerpo unido a las
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microparticulas. En aun un aspecto, se utiliza una relacion 3:1 de CD3:CD28 de anticuerpo unido a las
microparticulas.

[0273] Las proporciones de particulas a células de 1: 500 a 500: 1 y cualesquiera valores enteros en el medio puede
ser usado para estimular las células T u otras células diana. Como los expertos ordinarios en la técnica puede
apreciar facilmente, la proporcién de particulas a las células puede depender del tamafio de particula con respecto a
la célula diana. Por ejemplo, pequefias microparticulas de tamafio sélo podian unirse unas pocas células, mientras
que los granos mas grandes podrian obligar a muchos. En ciertos aspectos la relacién de células a las particulas
varia de 1:100 a 100:1 y cualesquiera valores enteros en el medio y en otros aspectos, la relacion comprende 1:9 a
9:1 y cualquier nimero entero valores en el medio, también puede ser utilizado para estimular células T. La relacion
de anti-CD3 y las particulas anti-CD28 acoplado a las células T que dan como resultado la estimulacion de células T
pueden variar como se sefialé anteriormente, sin embargo ciertos valores preferidos incluyen 1:100, 1:50, 1:40, 1:30,
1:20, 1:10, 1:9, 1:8, 1:7, 1:6, 1:5, 1:4, 1:3, 1:2, 1:1, 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 6:1, 7:1, 8:1, 9:1, 10:1, y 15:1 con una relacién
preferida de al menos 1: 1 particulas por célula T. En un aspecto, se utiliza una relacion de particulas a células de
1:1 o menos. En un aspecto particular, una particula preferida: proporcion de células es de 1:5. En aspectos
adicionales, la relacién de particulas a células se puede variar dependiendo del dia de la estimulacion. Por ejemplo,
en un aspecto, la relacion de particulas a células es de 1: 1 a 10: 1 en el primer dia y las particulas adicionales se
afiadieron a las células cada dia o cada dos dias a partir de entonces por hasta 10 dias, a las relaciones finales de 1:
1 a 1:10 (basado en los recuentos de células en el dia de la adicién). En un aspecto particular, la relacion de
particulas a células es de 1:1 en el primer dia de la estimulacion y se ajustdé a 1:5 en el tercer y quinto dias de
estimulacion. En un aspecto, se afiaden particulas en un diario o cada dos dias base a una relacion final de 1:1 en el
primer dia, y 1:5 en el tercer y quinto dias de estimulaciéon. En un aspecto, la relacion de particulas a células es de
2:1 en el primer dia de la estimulacion y se ajusté a 1:10 en el tercer y quinto dias de estimulaciéon. En un aspecto,
se afiaden particulas en un diario o cada dos dias base a una relacion final de 1:1 en el primer dia, y 1:10 en el
tercer y quinto dias de estimulacion. Un experto en la técnica apreciara que una variedad de otras relaciones puede
ser adecuadas para su uso en la presente invencion. En particular, las proporciones pueden variar dependiendo del
tamarfio de las particulas y del tamafio de la célula y el tipo. En un aspecto, las proporciones mas tipicas de uso en la
vecindad de 1:1, 2:1y 3:1 en el primer dia.

[0274] En aspectos adicionales de la presente invencion, las células, como las células T, se combinan con
microparticulas recubiertas de agente, las microparticulas y las células se separan posteriormente, y luego las
células se cultivan. En un aspecto alternativo, antes del cultivo, las microparticulas y las células de agente recubierto
no se separaron, pero se cultivan juntos. En un aspecto adicional, las microparticulas y las células se concentran en
primer lugar mediante la aplicacién de una fuerza, como una fuerza magnética, que resulta en aumento de ligacién
de marcadores de superficie celular, induciendo de este modo la estimulacién de células.

[0275] A modo de ejemplo, las proteinas de la superficie celular se pueden ligar al permitir microparticulas
paramagnéticas al que estan unidos anti-CD3 y anti-CD28 (microparticulas 3x28) para ponerse en contacto con las
células T. En un aspecto de las células (por ejemplo, 10 % a 10 ° T células) y los granos (por ejemplo, Dynabeads®
M-450 CD3/CD28 microparticulas paramagnéticas T a una relacion de 1: 1) se combinan en un tampdn, por ejemplo
PBS (sin cationes divalentes tales como, calcio y magnesio). Una vez mas, los expertos ordinarios en la técnica
pueden apreciar facilmente cualquier concentracion de células puede ser utilizado. Por ejemplo, la célula diana
puede ser muy raro en la muestra y comprender solamente 0,01% de la muestra o toda la muestra (es decir, 100%)
puede comprender la célula diana de interés. En consecuencia, cualquier nimero de células esta dentro del contexto
de la presente invencion. En ciertos aspectos, puede ser deseable disminuir significativamente el volumen en el que
las particulas y las células se mezclan entre si (es decir, aumentar la concentracion de células), para asegurar el
contacto maximo de las células y particulas. Por ejemplo, en un aspecto,/ml se utiliza una concentracion de
alrededor de 2 mil millones de células. En un aspecto, mayor que 100 millones de células/ml se utiliza. En un
aspecto adicional, una concentracion de células de 10, 15, 20, 25, 30, se utiliza 35, 40, 45, o 50 millones de
células/ml. En aun un aspecto, una concentracion de células de 75, 80, 85, 90, 95, o 100 millones de células/ml se
utiliza. En aspectos adicionales,/ml se pueden usar concentraciones de 125 o 150 millones de células. El uso de
concentraciones altas puede provocar un aumento de rendimiento celular, activacion celular, y la expansion de
células. Ademas, el uso de concentraciones celulares elevadas permite la captura mas eficaz de células que pueden
antigenos diana débilmente expresas de interés, tales como células T CD28-negativas. Tales poblaciones de células
pueden tener valor terapéutico y seria deseable obtener en ciertos aspectos. Por ejemplo, utilizando alta
concentracion de células permite una seleccién mas eficaz de células T CD8 + que normalmente tienen expresion
CD28 maés débiles.

[0276] En un aspecto de la presente invencion, la mezcla puede ser cultivada durante varias horas (alrededor de 3
horas) a aproximadamente 14 dias o cualquier valor entero por hora en el medio. En un aspecto, la mezcla puede
ser cultivada durante 21 dias. En un aspecto de la invencion, las microparticulas y las células T se cultivan juntos
durante aproximadamente ocho dias. En un aspecto, las microparticulas y las células T se cultivan juntos durante 2-
3 dias. Varios ciclos de estimulacion también pueden ser deseables de tal manera que el tiempo de cultivo de las
células T puede ser de 60 dias o mas. Las condiciones apropiadas para el cultivo de células T incluyen un medio
apropiado (por ejemplo, medio esencial minimo o medio RPMI 1640 o, X-vivo 15, (Lonza)) que pueden contener
factores necesarios para la proliferacion y viabilidad, incluyendo suero (por ejemplo, bovino fetal o humana suero), la
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interleucina-2 (IL-2), insulina, IFN-y, IL-4, IL-7, GM-CSF, IL-10, IL-12, IL-15, TGF, y TNF-a o cualquier otros aditivos
para el crecimiento de células conocidos por el experto en la materia. Otros aditivos para el crecimiento de células
incluyen, pero no se limitan a, agente tensioactivo, plasmanato, y agentes tales como N-acetil-cisteina y 2-
mercaptoetanol reductor. Los medios pueden incluir RPMI 1640, AIM-V, DMEM, MEM, a-MEM, F-12, X-Vivo 15, y X-
Vivo 20, Optimizer, con acidos afiadidos aminoacidos, piruvato de sodio, y vitaminas, ya sea libre de suero o
complementado con una cantidad adecuada de suero (o plasma) o un conjunto definido de hormonas, y/o una
cantidad de citocina (s) suficiente para el crecimiento y expansién de células T. Los antibiéticos, por ejemplo,
penicilina y estreptomicina, se incluyen sélo en cultivos experimentales, no en cultivos de células que han de ser
infundida en un sujeto. Las células diana se mantienen en condiciones necesarias para sostener el crecimiento, por
ejemplo, una temperatura apropiada (por ejemplo, 37°C) y la aTfésfera (por ejemplo, aire mas 5% de CO 2).

[0277] Las células T que han sido expuestas a los tiempos de estimulacién variadas pueden presentar
caracteristicas diferentes. Por ejemplo, la sangre tipico o productos de células mononucleares de sangre periférica
apheresed tienen una poblacion de células T auxiliares (TH, CD4 +) que es mayor que el citotdxico o supresor T
poblacién celular (TC, CD8 +). La expansion ex vivo de las células T mediante la estimulacion de los receptores CD3
y CD28 produce una poblacién de células T que antes sobre los dias 8-9 consta predominantemente de células TH,
mientras que después de aproximadamente 8-9 dias, la poblacion de células T comprende una poblacién cada vez
mayor de células TC. En consecuencia, dependiendo de la finalidad del tratamiento, la infusién de un sujeto con una
poblacién de células T que comprende predominantemente de células TH puede ser ventajosa. Del mismo modo, si
se ha aislado un subconjunto especifico de antigeno de células TC puede ser beneficioso para expandir este
subconjunto en un grado mayor.

[0278] Ademas, adicionalmente a los marcadores CD4 y CD8, otros marcadores fenotipicos varian
significativamente, pero en gran parte, de forma reproducible durante el curso del proceso de expansion celular. Por
lo tanto, tal reproducibilidad permite la capacidad de adaptar un producto de células T activadas para propositos
especificos.

[0279] Una vez que se construye un CD19 CAR, varios ensayos se pueden usar para evaluar la actividad de la
molécula, tal como, pero no limitado a, la capacidad de expandir las células T después de la estimulacion del
antigeno, mantener la expansion de células T en ausencia de re- estimulacién, y anti-cancer de actividades en
apropiada en modelos in vitro y animales. Los ensayos para evaluar los efectos de un CD19 CAR se describen en
mayor detalle mas adelante

[0280] El andlisis de transferencia Western de la expresiéon CAR en las células T primarias se puede utilizar para
detectar la presencia de monémeros y dimeros. Véase, por ejemplo, Milone et al, Molecular Terapia 17 (8): 1453-
1464 (2009). Muy brevemente, células T (mezcla 1: 1 de CD4 *y CD8 * células T) que expresan los CARs se
expandieron in vitro durante mas de 10 dias, seguido de la lisis y la SDS-PAGE en condiciones reductoras. Los
CARs que contienen la longitud completa de dominio citoplasmatico TCR-{ y la cadena TCR-{ endbgena son
detectados por Western Blot utilizando un anticuerpo a la cadena TCR-C. Los mismos subconjuntos de células T se
utilizan para el analisis SDS-PAGE bajo condiciones no reductoras para permitir la evaluacion de la formaciéndel
dimero covalente.

[0281] En vitro expansion de CAR * células T después de la estimulacion del antigeno se puede medir por citometria
de flujo. Por ejemplo, una mezcla de CD4 *y CD8 * células T son estimuladas con CD3/aCD28 AAPCS seguido de
la transduccidon con vectores lentivirales que expresan GFP bajo el control de los promotores para ser
analizados. Promotores de ejemplo incluyen el gen de CMV IE, EF-1a, ubiquitina C, o promotores (PGK)
phosphoglycerokinase. La fluorescencia de GFP se evalla en el dia 6 de cultivo en el CD4 * CD8 y/o * subconjuntos
de células T por citometria de flujo.. Véase, por ejemplo, Milone et al, Molecular Terapia 17 (8): 1453-1464
(2009). Alternativamente, una mezcla de CD4 *y CD8 * células T son estimuladas con microparticulas magnéticas
CD3/aCD28 recubiertas en el dia 0, y transducidas con CAR en el dia 1 utilizando un vector lentiviral que expresa
bicistrénico CAR junto con eGFP usando un ribosomal 2A saltarse secuencia. Los cultivos se re-estimularon con
CD19 * células K562 (K562-CD19), de tipo salvaje células K562 (K562 tipo salvaje) o células K562 que expresan
hCD32 y 4-1BBL en presencia de antiCD3 y anticuerpo anti-CD28 (K562 -BBL -3/28) después del lavado. Exégena
de IL-2 se afiade a los cultivos cada dos dias a 100 Ul/ml. GFP * células T se enumeran por citometria de flujo
utilizando el recuento basado en microparticulas.. Véase, por ejemplo, Milone et al, Molecular Terapia 17 (8): 1453-
1464 (2009).

[0282] La expansién de células T+ CAR sostenida en ausencia de re-estimulacién también se puede medir. Véase,
por ejemplo, Milone et al, Molecular Terapia 17 (8): 1453-1464 (2009). Brevemente, el volumen medio de células T
(fl) se mide en el dia 8 de cultivo usando un contador de particulas Coulter Multisizer 11l después de la estimulacién
con microparticulas CD3/aCD28 recubiertas magnéticas en dia 0, y transduccion con el CAR se indica en el dia 1.

[0283] Los modelos animales también pueden ser utilizados para medir una actividad CART. Por ejemplo, puede
utilizarse un modelo de xenoinjerto utilizando células T CAR+ especificas de CD19 humanas para el tratamiento de
una ALL pre-B primaria humana en ratones inmunodeficientes. Véase, por ejemplo, Milone et al, Molecular Terapia
17 (8): 1453-1464 (2009). Muy brevemente, tras el establecimiento de todo, los ratones se asignaron al azar a
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grupos de tratamiento como. Diferentes ndmeros de aCD19-( y aCD19-BB-{ disefiados células T se inyectan
conjuntamente en una relacion 1: 1 en NOD-SCID-y 7 ratones que llevan B-ALL. El nimero de copias de aCD19-C y
vector aCD19-BB-C en el ADN de bazo de ratones se evalla en diversos momentos después de la inyeccion de
células T. Los animales son evaluados para la leucemia a intervalos semanales. Peripheral CD19 sangre * recuentos
de células B-ALL hornos se miden en los ratones que se inyectan con el CAR aCD19-C * células T o células T de
forma simulada transducidas. Las curvas de supervivencia para los grupos se compararon mediante la prueba de
log-rank. Ademas, la sangre periférica absoluta CD4 *y CD8 * T de células 4 semanas después de la inyeccion de
las células T en ratones NOD-SCID-y * ratones pueden también ser analizados. Los ratones son inyectados con
células leucémicas y 3 semanas mas tarde, se inyectan con células T ingenieria genética para expresar CAR por un
vector lentiviral bicistrénico que codifica el CAR vinculado a eGFP. Las células T se normalizan a 45-50% GFP de
entrada * células T mediante la mezcla con las células transducidas de forma simulada antes de la inyeccion, y se
confirmaron por citometria de flujo. Los animales son evaluados para la leucemia en intervalos de 1 semana. Las
curvas de supervivencia para el CAR * grupos de células T se compararon mediante la prueba de log-rank.

[0284] dependiente de la dosis la respuesta al tratamiento CAR puede ser evaluada. Véase, por ejemplo, Milone et
al, Molecular Terapia 17 (8): 1453-1464 (2009). Por ejemplo, se obtiene sangre periférica 35-70 dias después de
establecer la leucemia en ratones inyectados en el dia 21 con células CAR T, un niumero equivalente de células T de
forma simulada transducidas, o no hay células T.Los ratones de cada grupo se sangran al azar para la
determinacién de periférica CD19 sangre * Todos los recuentos BLAST y luego murié el dia 35 y 49. El resto de los
animales son evaluados en los dias 57 y 70.

[0285] La evaluacion de la proliferacion celular y la producciéon de citoquinas ha sido descrito previamente, por
ejemplo, en Milone et al, Molecular Terapia 17 (8):. 1453-1464 (2009). Brevemente, la evaluacion de la proliferacion
CAR mediada se lleva a cabo en placas de microtitulacion mediante la mezcla se lavé las células T con células K562
que expresan CD19 (K19) o CD32 y CD137 (KT32-BBL) para una célula T final: relaciéon K562 de 2: 1. Células K562
se irradian con radiacion gamma antes de su uso. Anti-CD3 (OKT3 clon) y CD28 anti- (clon 9.3) Los anticuerpos
monoclonales se afadieron a los cultivos con células KT32-BBL para servir como un control positivo para la
estimulacion de la proliferacion de células T, ya que estas sefiales apoyan CD8 largo plazo * expansion de células T
ex vivo. Las células T se enumeran en cultivos usando microparticulas fluorescentes CountBright ™ (Invitrogen,
Carlsbad, CA) y citometria de flujo como se describe por el fabricante. CAR * células T se identifican por la expresion
de GFP usando células T que se han disefiado con eGFP-2A vinculado vectores lentivirales CAR que
expresan. Para las células CAR + T que no expresan GFP, el CAR + T se detectaron células con biotina proteina
CD19 recombinante y un conjugado de avidina-PE secundario. CD4 +y CD8 * expresion en las células T también se
detectan simultaneamente con anticuerpos monoclonales especificos (BD Biosciences). Mediciones de citoquinas se
realizan en sobrenadantes recogidos 24 horas después de re-estimulacion usando el TH1 humano/TH2 de
citoquinas por citometria de matriz de microparticulas kit (BD Biosciences, San Diego, CA) segun las instrucciones
del fabricante. La fluorescencia se evalu6 a través de un citémetro de flujo FACSCalibur, y los datos se analizaron de
acuerdo con las instrucciones del fabricante.

[0286] La citotoxicidad puede ser evaluada por un ensayo de liberacién de 51Cr estandar. Véase, por ejemplo,
Milone et al, Molecular Terapia 17 (8): 1453-1464 (2009). Brevemente, las células diana (lineas K562 y primarias
pro-B-células) se cargan con 51Cr (como NaCrO4, New England Nuclear, Boston, MA) a 37°C durante 2 horas con
agitacion frecuente, se lavaron dos veces en RPMI completo y se sembraron en placas de microtitulacién. Células T
efectoras se mezclan con células diana en los pocillos en RPMI completo en relaciones variables de célula efectora:
célula diana (E: T). (Liberacion total, TR) también se preparan pozos adicionales que contienen medios de
comunicacioén solo (liberacion espontanea, SR) o una solucién al 1% de Triton-X 100 detergente. Después de 4
horas de incubacion a 37°C, se recoge el sobrenadante de cada pocillo. Autorizacién de 51Cr se mide entonces
usando un contador de particulas gamma (Packard Instrument Co., Waltham, MA). Cada condicién se realiza al
menos por triplicado, y el porcentaje de lisis se calcul6é usando la férmula: % de lisis = (ER- SR)/(TR - SR), donde ER
representa el promedio de 51Cr liberado para cada condicion experimental.

[0287] Las tecnologias de la imagen se pueden utilizar para evaluar el trafico especifico y la proliferacion de las CAR
en modelos animales portadores de tumores. Dichos ensayos se han descrito, por ejemplo, en Barrett et al, Human
Gene Therapy 22:. 1575-1586 (2011). Brevemente,//? C NOD SCID 7~ IV (NSG) ratones se inyectan con Nalm-6
células seguido de 7 dias mas tarde con células T 4 horas después de la electroporacién con las construcciones de
CAR. Las células T son transfectadas de forma estable con una construccion lentiviral para expresar la luciferasa de
luciérnaga, y los ratones son imagenes de bioluminiscencia. Alternativamente, la eficacia terapéutica y la
especificidad de una sola inyeccién de CAR * células T en Nalm-6 modelo de xenoinjerto se pueden medir como la
siguiente: los ratones del NSG son inyectados con Nalm-6 transducidas para expresar de forma estable la luciferasa
de luciérnaga, seguido de una sola cola-vena la inyeccion de las células T a electroporacién con CD 19 CAR 7 dias
mas tarde. Los animales son imagenes en diversos puntos de tiempo de inyeccién posterior. Por ejemplo, los mapas
de calor fotén densidad de leucemia luciérnaga luciferasepositive en ratones representante en dias 5 (2 dias antes
del tratamiento) y el dia 8 (24 h después de CAR * PBLs) se pueden generar.

[0288] Otros ensayos, incluyendo los descritos en la seccion de Ejemplos en el presente documento, asi como los
que se conocen en la técnica, también se pueden utilizar para evaluar las construcciones CD19 CAR de la invencion.
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Aplicacion terapéutica
Enfermedades y/o trastornos asociados a CD19

[0289] En un aspecto, la presente descripcion proporciona procedimientos para tratar una enfermedad asociada con
la expresion de CD19. En un aspecto, la presente descripcion proporciona procedimientos para tratar una
enfermedad en la que una parte del tumor es negativa para CD19 y parte del tumor es positiva para CD19. Por
ejemplo, el CAR de la presente descripcion es Util para el tratamiento de sujetos que se han sometido a tratamiento
para una enfermedad asociada con la elevada expresiéon de CD19, en donde el sujeto que ha experimentado
tratamiento para niveles elevados de CD19 muestra una enfermedad asociada con niveles elevados de CD19.

[0290] En un aspecto, la invencion se refiere a un vector que comprende CD19 CAR unido operativamente al
promotor para la expresién en células T de mamiferos. En un aspecto, la invencién proporciona una célula T
recombinante que expresa el CD19 CAR para su uso en el tratamiento de tumores de expresion de CD19, donde la
célula T recombinante que expresa el CD19 CAR se denomina un CAR CD19. En un aspecto, la CART CD19 de la
invencién es capaz de poner en contacto una célula tumoral con al menos un CD19 CAR de la invencién expresa en
su superficie de tal manera que CART se dirige a la célula tumoral y el crecimiento del tumor es inhibido.

[0291] En un aspecto, la presente descripcion se refiere a un procedimiento de inhibir el crecimiento de una célula
tumoral que expresa CD19, que comprende poner en contacto la célula tumoral con una célula CART CD19 de la
presente invencion, de tal manera que el CART se activa en respuesta al antigeno y reconoce la célula de céancer,
en el que el crecimiento del tumor es inhibido.

[0292] En un aspecto, la presente descripcion se refiere a un procedimiento de tratamiento de cancer en un
sujeto. El procedimiento comprende administrar al sujeto una célula CART CD19 de la presente invencion tal que el
cancer es tratado en el sujeto. Un ejemplo de un cancer que es tratable por la célula CART CD19 de la invencién es
un cancer asociado con la expresion de CD19. En un aspecto, el cancer asociado con la expresion de CD19 es un
cancer hematoldgico. En un aspecto, el cancer hematolical es una leucemia o un linfoma. En un aspecto, un cancer
asociado con la expresion de CD19 incluye canceres y tumores malignos, incluyendo, pero no limitado a, por
ejemplo, una o mas leucemias agudas, incluyendo, pero no limitadas a, por ejemplo, la leucemia linfoide aguda de
células B ("BALL"), leucemia linfoide aguda de células T ("TALL"), leucemia linfoide aguda (ALL); una o mas
leucemias cronicas incluyendo, pero no limitado a, leucemia mielégena crénica (CML), leucemia linfocitica crénica
(CLL); canceres hematolégicos adicionales o condiciones hematolégicas, incluyendo, pero no limitado a, leucemia
prolinfocitica de células B, neoplasma de células dendriticas plasmocitoides blasticas, linfoma de Burkitt, linfoma de
células B grandes difusas, linfoma folicular, leucemia de células pilosas, linfoma folicular de células pequefias o
células grandes, afecciones linfoproliferativas malignos, linfoma MALT, linfoma de células del manto, linfoma de la
zona marginal, mieloma mdultiple, mielodisplasia y sindrome mielodisplasico, linfoma no Hodgkin, linfoma
plasmablastico, neoplasma de células dendriticas plasmacitoides, macroglobulinemia de Waldenstrom, y
"preleucemia”, que son una coleccion diversa de afecciones hematoldgicas unidas por la produccién ineficaz (o
displasia) de células sanguineas mieloides, y similares. Ademas una enfermedad asociada con la expresion de CD
19 incluyn, pero no limitado a, canceres atipicos y/o no clasicos, malignidades, afecciones precancerosas o
enfermedades proliferativas ascoiadas con la expresion de CD19.

[0293] En algunas realizaciones, un cancer que puede ser tratado con un CAR CD19, por ejemplo, descrito en el
presente documento, es el mieloma mdltiple. El mieloma mdltiple es un cancer de la sangre, caracterizado por la
acumulacion de un clon de células plasmaticas en la médula 6sea. Las terapias actuales para el mieloma multiple
incluyen, pero no se limitan a, el tratamiento con lenalidomida, que es un analogo de la talidomida. La lenalidomida
tiene actividades que incluyen la actividad anti-tumoral, inhibicion de la angiogénesis, y la
inmunomodulacién. Generalmente, se cree que las células de mieloma son negativas para la expresion CD19
mediante citometria de flujo. La presente invencidn abarca el reconocimiento de que un pequefio porcentaje de
células tumorales de mieloma expresan CD19, tal como se demuestra en el Ejemplo 6. De este modo, en algunas
realizaciones, un CAR C19, por ejemplo, como se describe en el presente documento, se puede utilizar para
reconocer las células de mieloma. En algunas realizaciones, la terapia con CAR CD19 se puede usar en
combinacién con una o mas terapias adicionales, por ejemplo, tratamiento con lenalidomida.

[0294] La invencién incluye un tipo de terapia celular donde las células T se modifican genéticamente para expresar
un receptor de antigeno quimérico (CAR) y la célula T con CAR se infunde a un receptor en necesidad del mismo. La
célula infundida es capaz de matar las células tumorales en el receptor. A diferencia de las terapias con anticuerpos,
las células T modificadas con CAR son capaces de replicarse in vivo dando lugar a una persistencia a largo plazo
gue puede conducir a control tumoral sostenido. En diversos aspectos, las células T administradas al paciente, o su
progenie, persisten en el paciente durante al menos cuatro meses, cinco meses, seis meses, siete meses, ocho
meses, nueve meses, diez meses, once meses, doce meses, trece meses, catorce meses, quince meses, dieciséis
meses, diecisiete meses, dieciocho meses, diecinueve meses, veinte meses, veintiln meses, veintidés meses,
veintitrés meses, dos afios, tres afios, cuatro afios, o cinco afio después de la administracién de la célula T al
paciente.
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[0295] La invencién también incluye un tipo de terapia celular donde se modifican las células T, por ejemplo, por el
ARN transcrito in vitro, para expresar transitoriamente un receptor de antigeno quimérico (CAR) y la célula T con
CAR se infunde a un receptor en necesidad del mismo. La célula infundida es capaz de matar células tumorales en
el receptor. Por lo tanto, en varios aspectos, las células T administradas al paciente estan presentes durante menos
de un mes, por ejemplo, tres semanas, dos semanas, una semana, después de la administracion de las células T al
paciente.

[0296] Sin desear estar ligado por ninguna teoria en particular, la respuesta de inmunidad anti-tumoral provocada
por las células T modificadas con CAR puede ser una respuesta inmunitaria activa o pasiva, o0 alternativamente
puede ser debido a una respuesta inmunitaria directa vs indirecta. En un aspecto, las células T transducidas con
CAR muestran la secrecion especifica de citoquinas proinflamatorias y una potente actividad citolitica en respuesta a
células de cancer humano que expresan CD19, resistir la inhibicion de CD19 soluble, mediar la destruccion
circundante y mediar en la regresion de un tumor humano establecido. Por ejemplo, las células tumorales sin
antigeno menos dentro de un campo heterogéneo de tumores que expresan CD19 pueden ser susceptibles a la
destruccion indirecta por las células T redirigidas a CD19 que ha reaccionado previamente contra las células
cancerosas positivas al antigeno adyacentes.

[0297] En un aspecto, las células T modificadas con CAR completamente humanas de la invencién pueden ser un
tipo de vacuna para la inmunizacién ex vivo y/o en la terapia in vivo en un mamifero. En un aspecto, el mamifero es
un ser humano.

[0298] Con respecto a la inmunizacién ex vivo, al menos una de las siguientes situaciones tiene lugar in vitro antes
de la administraciéon de la célula en un mamifero: i) expansion de las células, ii) la introduccién de un acido nucleico
que codifica un CAR a las células o iii) crioconservacion de las células.

[0299] Los procedimientos ex vivo son bien conocidos en la técnica y se discuten mas completamente a
continuacion. Brevemente, las células se aislan de un mamifero (por ejemplo, un ser humano) y se modifican
genéticamente (es decir, se transducen o transfectan in vitro) con un vector que expresa un CAR descrito en el
presente documento. La célula modificada con CAR puede administrarse a un receptor mamifero para proporcionar
un beneficio terapéutico. El receptor mamifero puede ser un ser humano y la célula modificada con CAR puede ser
autologa con respecto al receptor. Alternativamente, las células pueden ser alogénicas, singénicas o xenogénicas
con respecto al receptor.

[0300] El procedimiento para la expansion ex vivo de células madre y progenitoras hematopoyéticas que se describe
en la patente de los Estados Unidos. No. 5.199.942, se puede aplicar a las células de la presente invencion. Otros
procedimientos adecuados son conocidos en la técnica, por lo tanto, la presente invenciéon no se limita a ningin
procedimiento particular de la expansion ex vivo de las células. Brevemente, el cultivo y la expansion ex vivo de
células T comprende: (1) recoger células madre y progenitoras hematopoyéticas CD34+ de un mamifero de la
recogida de sangre periférica o de explantes de médula ésea; y (2) expandir tales células ex vivo. Ademas de los
factores de crecimiento celular descritos en la patente de los Estados Unidos. No. 5.199.942, otros factores, tales
como flt3-L, IL-1, IL-3 y el ligando c-kit, se pueden utilizar para el cultivo y la expansion de las células.

[0301] Ademas de usar una vacuna basada en células en términos de inmunizacion ex vivo, la presente descripcion
también proporciona composiciones y procedimientos para la inmunizacién in vivo para provocar una respuesta
inmunitaria dirigida contra un antigeno en un paciente.

[0302] En general, las células activadas y expandidas como se describen en el presente documento se pueden
utilizar en el tratamiento y prevencion de enfermedades que aparecen en individuos que estan
inmunocomprometidos. En particular, las células T modificadas con CAR de la invencidn se utilizan en el tratamiento
de enfermedades, trastornos y afecciones asociadas con la expresion de CD19. En ciertos aspectos, las células de
la invencion se utilizan en el tratamiento de pacientes en riesgo de desarrollar enfermedades, trastornos y afecciones
asociadas con la expresion de CD19. Por lo tanto, la presente descripcion proporciona procedimientos para el
tratamiento o la prevencion de enfermedades, trastornos y afecciones asociadas con la expresién de CD19 que
comprende administrar a un sujeto en necesidad del mismo, una cantidad terapéuticamente eficaz de las células T
modificadas con CAR de la invencion.

[0303] En un aspecto, las células CART de las invenciones pueden utilizarse para tratar una enfermedad
proliferativa, tal como un cancer o tumor maligno o es una afeccién precancerosa, tal como una mielodisplasia, un
sindrome mielodisplasico o una preleucemia. En un aspecto, el cancer es un cancer hematolical. En un aspecto, el
cancer hematolical es una leucemia o un linfoma. En un aspecto, las células CART de la invencién pueden usarse
para tratar canceres y tumores malignos tales como, pero no limitado a, por ejemplo, leucemias agudas incluyendo,
pero no limitados a, por ejemplo, la leucemia linfoide aguda de células B ("BALL"), leucemia linfoide aguda de
células T ("TALL"), leucemia linfoide aguda (ALL); una o mas leucemias cronicas incluyendo, pero no limitado a,
leucemia mielégena crénica (CML), leucemia linfocitica créonica (CLL); canceres hematoldgicos adicionales o
condiciones hematolégicas, incluyendo, pero no limitado a, leucemia prolinfocitica de células B, neoplasma de
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células dendriticas plasmocitoides blasticas, linfoma de Burkitt, linfoma de células B grandes difusas, linfoma
folicular, leucemia de células pilosas, linfoma folicular de células pequefias o células grandes, afecciones
linfoproliferativas malignos, linfoma MALT, linfoma de células del manto, linfoma de la zona marginal, mieloma
multiple, mielodisplasia y sindrome mielodisplasico, linfoma no Hodgkin, linfoma plasmablastico, neoplasma de
células dendriticas plasmacitoides, macroglobulinemia de Waldenstrom, y "preleucemia”, que son una coleccién
diversa de afecciones hematolégicas unidas por la produccion ineficaz (o displasia) de células sanguineas mieloides,
y similares. Ademas una enfermedad asociada con la expresién de CD 19 incluyen, pero no limitada a, por ejemplo,
canceres atipicos y/o no clasicos, tumores malignos, afecciones precancerosas o enfermedades proliferativas que
expresan CD19. Las indicaciones no relacionadas con cancer asociadas con la expresion de CD19 incluyen, pero no
se limitan a, por ejemplo, enfermedad autoinmune, (por ejemplo, lupus), trastornos inflamatorios (alergiay asma) y el
trasplante.

[0304] Las células T modificadas con CAR de la presente invencién se pueden administrar ya sea solas, 0 como una
composicion farmacéutica en combinacion con diluyentes y/o con otros componentes, tales como IL-2 u otras
citoquinas o poblaciones de células.

Céancer hematoldgico

[0305] Las afecciones de cancer hematoldgico son los tipos de cancer, tales como leucemia y afecciones
linfoproliferativas malignas que afectan a la sangre, la médula 6sea y el sistema linfatico.

[0306] La leucemia puede ser clasificada como leucemia aguda y leucemia crénica. La leucemia aguda puede
clasificarse adicionalmente como leucemia mielégena aguda (AML) y leucemia linfoide aguda (ALL). La leucemia
cronica incluye la leucemia mielégena crénica (CML) y la leucemia linfoide crénica (CLL). Otras enfermedades
relacionadas incluyen sindromes mielodisplasicos (MDS, anteriormente conocidos como "preleucemia”), que son
una coleccién diversa de afecciones hematoldgicas unidas por la produccion ineficaz (o displasia) de células
sanguineas mieloides y el riesgo de transformacion a AML.

[0307] La presente descripcion proporciona composiciones y procedimientos para tratar el cancer. En un aspecto, el
cancer es un cancer hematolégico que incluye, pero no se limita a, cancer hematolical, es una leucemia o un
linfoma. En un aspecto, las células CART de la invencion pueden usarse para tratar canceres y tumores malignos
tales como, pero no limitado a, por ejemplo, leucemias agudas incluyendo, pero no limitado a, por ejemplo, la
leucemia linfoide aguda de células B ("BALL"), leucemia linfoide aguda de células T (“TALL"), leucemia linfoide
aguda (ALL); una o mas leucemias cronicas incluyendo, pero no limitado a, leucemia mielégena crénica (CML),
leucemia linfocitica crénica (CLL); canceres hematol6gicos adicionales o condiciones hematolégicas, incluyendo,
pero no limitado a, leucemia prolinfocitica de células B, neoplasma de células dendriticas plasmocitoides blasticas,
linfoma de Burkitt, linfoma de células B grandes difusas, linfoma folicular, leucemia de células pilosas, linfoma
folicular de células pequefias o células grandes, afecciones linfoproliferativas malignos, linfoma MALT, linfoma de
células del manto, linfoma de la zona marginal, mieloma multiple, mielodisplasia y sindrome mielodisplasico, linfoma
no Hodgkin, linfoma plasmablastico, neoplasma de células dendriticas plasmacitoides, macroglobulinemia de
Waldenstrom, y "preleucemia”, que son una coleccion diversa de afecciones hematoldgicas unidas por la produccion
ineficaz (o displasia) de células sanguineas mieloides, y similares. Ademas una enfermedad asociada con la
expresion de CD19 incluye, pero no limita a, por ejemplo, canceres atipicos y/o no clasicos, tumores malignos,
afecciones precancerosas o enfermedades proliferativas que expresan CD19.

[0308] La presente descripcion también proporciona procedimientos para inhibir la proliferacion o reducir una
poblacién de células que expresan CD19, comprendiendo los procedimientos poner en contacto una poblacion de
células que comprende una célula que expresa CD19 con una célula CART anti-CD19 de la invencién que se une a
la célula que expresa CD19. En un aspecto especifico, la presente descripcidon proporciona procedimientos para
inhibir la proliferacion o reducir la poblacién de células cancerosas que expresan CD19, comprendiendo los
procedimientos poner en contacto la poblacién de células del cancer que expresan CD19 con una célula CART anti-
CD19 de la invencidn que se une a células que expresan CD19. En un aspecto, la presente descripcién proporciona
procedimientos para inhibir la proliferacion o reducir la poblacion de células cancerosas que expresan CD19,
comprendiendo los procedimientos poner en contacto la poblacion de células cancerosas que expresan CD19 con
una célula CART anti-CD19 de la invencion que se une a la célula que expresa CD19. En ciertos aspectos, la célula
CART anti-CD19 de la invencion reduce la cantidad, nimero, cantidad o porcentaje de células y/o células de cancer
en al menos 25%, al menos 30%, al menos 40%, al menos 50%, al menos 65%, al menos 75%, al menos 85%, al
menos 95%, o al menos 99% en un sujeto con o modelo animal para la leucemia mieloide u otro cancer asociado
con células que expresan CD19 respecto a un control negativo. En un aspecto, el sujeto es un ser humano.

[0309] La presente descripcién también proporciona procedimientos para prevenir, tratar y/o gestionar una
enfermedad asociada con células que expresan CD19 (por ejemplo, un cancer hematolégico o cancer atipico que
epresa CD19), comprendiendo los procedimientos administrar a un sujeto en necesidad de una célula CART anti-
CD19 de la invencién que se une a la célula que expresa CD19. En un aspecto, el sujeto es un ser
humano. Ejemplos no limitantes de trastornos asociados con células que expresan CD19 incluyen trastornos
autoinmunes (tales como lupus), trastornos inflamatorios (tales como alergias y asma) y canceres (tales como
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canceres hematol6gicos o canceres atipicos que expresan CD19).

[0310] La presente descripcion también proporciona procedimientos para prevenir, tratar y/o gestionar una
enfermedad asociada con células que expresan CD19, comprendiendo los procedimientos administrar a un sujeto en
necesidad de una célula CART anti-CD19 de la invencién que se une a la célula que expresa CD19. En un aspecto,
el sujeto es un humano.

[0311] La presente descripcion proporciona procedimientos para prevenir la recaida de cancer asociado con células
que expresan CD19, comprendiendo los procedimientos administrar a un sujeto en necesidad de la misma una
célula CART anti-CD19 de la invencion que se une a la célula que expresa CD19. En un aspecto, los procedimientos
comprenden administrar al sujeto en necesidad de la misma una cantidad eficaz de una célula CART anti-CD19
descrita en el presente documento que se une a la célula que expresa CD19 en combinaciéon con una cantidad
eficaz de otra terapia.

Terapias de combinacién

[0312] Una célula que expresa CAR descrito en el presente documento puede usarse en combinacién con otros
agentes y terapias conocidos. Administrado "en combinacion”, como se usa en el presente documento, significa que
dos (o mas) diferentes tratamientos se aplican al sujeto durante el transcurso de la afeccidon del sujeto con el
trastorno, por ejemplo, los dos 0 mas tratamientos se aplican después de que el sujeto ha sido diagnosticado con el
trastorno y antes de que el trastorno se haya curado o eliminado o el tratamiento haya cesado por otras razones. En
algunas realizaciones, la aplicacién de un tratamiento aln tiene lugar cuando empieza la aplicacion del segundo, de
modo que hay una superposicion en términos de administracion. Esto a veces se denomina aqui como "simultaneo"
0 "aplicacion o liberacion concurrente”. En otras realizaciones, la aplicaciéon de un tratamiento termina antes de que
comience la aplicacion del otro tratamiento. En algunas realizaciones de cualquiera de los casos, el tratamiento es
mas eficaz debido a la administracién combinada. Por ejemplo, el segundo tratamiento es mas eficaz, por ejemplo,
se observa un efecto equivalente con menos del segundo tratamiento, o el segundo tratamiento reduce los sintomas
en mayor medida, que la que se observaria si el segundo tratamiento se administra en ausencia del primer
tratamiento, o se observa una situacién analoga con el primer tratamiento. En algunas realizaciones, la aplicacion es
tal que la reduccién de un sintoma, o de otro parametro relacionado con el trastorno, es mayor que la que se
observa con un solo tratamiento administrado en ausencia del otro. El efecto de los dos tratamientos puede ser
parcialmente aditivo, en su totalidad aditivo, 0 mayor que aditivo. La aplicacion puede ser tal que un efecto del primer
tratamiento aplicado es todavia detectable cuando se aplica el segundo.

[0313] Una célula que expresa CAR descrito en el presente documento y el al menos un agente terapéutico adicional
se pueden administrar simultdneamente, en la misma o en composiciones separadas, o secuencialmente. Para la
administracion secuencial, la célula que expresa CAR descrito en el presente documento se puede administrar
primero y el agente adicional se puede administrar segundo, o puede invertirse el orden de administracion.

[0314] En aspectos adicionales, una célula que expresa CAR descrito en el presente documento puede usarse en un
régimen de tratamiento en combinacién con cirugia, quimioterapia, radiacién, agentes inmunosupresores, tales como
ciclosporina, azatioprina, metotrexato, micofenolato, y FK506, anticuerpos, u otros agentes inmunoablativos, tales
como CAMPATH, anticuerpos anti-CD3 u otras terapias de anticuerpos, citoxina, fludarabina, ciclosporina, FK506,
rapamicina, acido micofendlico, esteroides, FR901228, citoquinas, y la irradiacién, vacuna de péptido, tal como la
descrita en Izumoto et al. 2008 J Neurosurg 108: 963-971.

[0315] En un ejemplo, una célula que expresa CAR descrito en el presente documento puede usarse en
combinacién con un agente quimioterapéutico. Los agentes quimioterapéuticos de ejemplo incluyen una antraciclina
(por ejemplo, doxorubicina (por ejemplo, doxorrubicina liposomal)), un alcaloide de vinca (por ejemplo, vinblastina,
vincristina, vindesina, vinorelbina), un agente alquilante (por ejemplo, ciclofosfamida, decarbazina, melfalan,
ifosfamida, temozolomida), un anticuerpo de células inmunitarias (por ejemplo, alemtuzamab, gemtuzumab,
rituximab, tositumomab), un antimetabolito (incluyendo, por ejemplo, antagonistas del acido félico, analogos de
pirimidina, analogos de purina e inhibidores de adenosina desaminasa (por ejemplo, fludarabina)), un inhibidor de
mTOR, un agonista de la proteina relacionada con TNFR inducida por glucocorticoides de TNFR (GITR), un inhibidor
de proteasomas (por ejemplo, aclacinomicina A, gliotoxina o bortezomib), un inmunomodulador, tal como talidomida
o un derivado de la talidomida (por ejemplo, lenalidomida).

[0316] Los agentes quimioterapéuticos general considerados para su uso en terapias de combinacion incluyen
anastrozol (Arimidex®), bicalutamida (Casodex®), sulfato de bleomicina (Blenoxane®), busulfan (Myleran®),
inyeccion busulfan (Busulfex®), capecitabina (Xeloda®) , N4-pentoxicarbonilo-5-desoxi-5-fluorocitidina, carboplatino
(Paraplatin®), carmustina (BICNU®), clorambucilo (Leukeran®), cisplatino (Platinol®), cladribina (Leustatin®),
ciclofosfamida (Cytoxan® o Neosar®), citarabina, arabindsido de citosina (Cytosar-U®), citarabina liposoma
inyeccion (DepoCyt®), dacarbazina (DTIC-Dome®), dactinomicina (actinomicina D, Cosmegan), clorhidrato de
daunorubicina (Cerubidine®), la inyeccion de liposomas de citrato de daunorrubicina (DaunoXome ®),
dexametasona, docetaxel (Taxotere®), hidrocloruro de doxorrubicina (Adriamycin®, Rubex®), etopésido (VePesid®),
fosfato de fludarabina (Fludara®), 5-fluorouracilo (Adrucil®, Efudex®), flutamida (Eulexin®) , tezacitibine,

54



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2734549 T3

gemcitabina (difluorodeoxicitidina), hidroxiurea (Hydrea®), idarrubicina (Idamycin®), ifosfamida (Ifex®), irinotecan
(Camptosar®), L-asparaginasa (Elspar®), calcio leucovorina, melfalan (Alkeran®), 6-mercaptopurina (Purinethol®),
metotrexato (Folex ®), mitoxantrona (Novantrone®), Mylotarg, paclitaxel (Taxol®), Phoenix (itrio90/MX-DTPA),
pentostatina, polifeprosan 20 con implante de carmustina (Gliadel®), citrato de tamoxifeno (Nolvadex®), tenipdsido
(Vumon®) , 6-tioguanina, tiotepa, tirapazamina (Tirazone®), hidrocloruro de topotecan para inyeccién (Hycamptin®),
vinblastina (Velban®), vincristina (Oncovin®), y vinorelbina (Navelbine®).

[0317] Los ejemplos de agentes alquilantes incluyen, sin limitacién, mostazas de nitrégeno, derivados de etilenimina,
alquil sulfonatos, nitrosoureas y triazenos): mostaza de uracilo (aminouracilo Mustard®, Chlorethaminacil®,
Demethyldopan®, Desmethyldopan®, Haemanthamine®, Nordopan®, mostaza nitrogenada de uracilo ®,
Uracillost®, Uracilmostaza®, Uramustin®, Uramustine®), clormetina (Mustargen®), ciclofosfamida (Cytoxan®,
Neosar®, Clafen®, Endoxan®, Procytox®, Revimmune ™), ifosfamida (Mitoxana®), melfalan ( Alkeran®),
clorambucilo (Leukeran®), pipobroman (Amedel®, Vercyte®), trietlenmelamina (Hemel®, Hexalen®, Hexastat®),
Trietilentiofosforamina, temozolomida (Temodar®), tiotepa (Thioplex®), busulfan (Busilvex®, Myleran®), carmustina
(BICNU®), lomustina (CeeNU®), estreptozocina (Zanosar®) y dacarbazina (DTIC-Dome®). Agentes de alquilacion
de ejemplo adicionales incluyen, sin limitacion, el oxaliplatino (Eloxatin); Temozolomida (Temodar® vy
Temodal®); Dactinomicina (también conocido como actinomicina-D, Cosmegen®); Melfalan (también conocido como
L-PAM, L-sarcolisina, y mostaza de fenilalanina, Alkeran®); Altretamina (también conocido como hexametilmelamina
(HMM), Hexalen®); La carmustina (BIiCNU®); Bendamustina (Treanda®); Busulfan (Busulfex® 'y
Myleran®); Carboplatino (Paraplatin®); Lomustina (también conocido como CCNU, CeeNU®); El cisplatino (también
conocido como CDDP, Platinol® y Platinol®-AQ); Clorambucilo (Leukeran®); Ciclofosfamida (Cytoxan® vy
Neosar®); Dacarbazina (también conocido como DTIC, DIC y carboxamida imidazol, DTIC-Dome®); Altretamina
(también conocido como hexametilmelamina (HMM), Hexalen®); [fosfamida (Ifex®); Prednumustine; Procarbazina
(Matulane®); Mecloretamina (también conocido como mostaza de nitrdgeno, mustina e hidrocloruro de
mecloroetamina, Mustargen®); Estreptozocina (Zanosar®); Tiotepa (también conocido como thiophosphoamide,
TESPA y TSPA, Thioplex®); La ciclofosfamida (Endoxan®, Cytoxan®, Neosar®, Procytox®, Revimmune®);y
bendamustina HCI (Treanda®).

[0318] Los inhibidores de mTOR de ejemplo incluyen, por ejemplo, temsirolimus; ridaforolimus (formalmente
conocido como deferolimus, dimetilfosfinato de (1R, 2R, 4S)-4-[(2R)-2[(1R, 9S, 12S, 15R, 16E, 18R, 19R, 21R, 23S,
24E, 26E, 287, 30S, 32S, 35R)-1,18-dihidroxi-19,30-dimetoxi-15,17,21,23,29,35-hexametil-2,3,10,14,20-pentaoxo-
11,36-dioxa-4-azatriciclo  [30.3.1.0*°]hexatriaconta-16,24,26,28-tetraen-12-ilJpropil]-2-metoxiciclohexilo,  también
conocido como AP23573 y MK8669, y descrito en la publicacién PCT No. WO 03/064383); everolimus (Afinitor® o
RADOQO01); rapamicina (AY22989, Sirolimus®); simapimod (CAS 164301-51-3); emsirolimus, (5-{2,4-bis[(3S)-3-
metilmorfolin-4-illpirido  [2,3-d] pirimidin-7-il}-2-metoxifenil)metanol (AZD8055); 2-amino-8-[trans-4-(2-hidroxietoxi)
ciclohexil]-6-(6-metoxi-3-piridinil)-4-metil-pirido[2,3-d] pirimidin-7(8H)-ona (PF04691502, CAS 1013101-36-4);y N2-
[1,4-dioxo-4-[[4-(4-ox0-8-fenil-4H-1-benzopiran-2-il)morfolinio-4-iljmetoxi]butil]-L-arginilglicil-L-a-aspartyil-serina,  sal
interna (SF1126, CAS 936487-67-1) y XL765.

[0319] Los inmunomoduladores de ejemplo incluyen, por ejemplo, afutuzumab (disponible de Roche®); pedfilgrastim
(Neulasta®); lenalidomida (CC-5013, Revlimid®); talidomida (Thalomid®), actimid (CC4047);y IRX-2 (mezcla de
citoquinas humanas, incluyendo la interleucina 1, interleucina 2 e interferén y, CAS 951209-71-5, disponible de IRX
Therapeutics).

[0320] Las antraciclinas de ejemplo incluyen, por ejemplo, doxorrubicina (Adriamycin® y Rubex®); bleomicina
(lenoxane®); daunorrubicina (clorhidrato de dauorubicina, daunomicina y clorhidrato de rubidomicina, Cerubidine®);
daunorrubicina liposomal (liposomas de citrato de daunorrubicina, DaunoXome®); mitoxantrona (DHAD,
Novantrone®); epirubicina (Ellence™); idarrubicina (Idamycin®, Idamycin PFS®); mitomicina C
(Mutamycin®); geldanamicina; herbimicina; ravidomicina; y desacetilravidomicina.

[0321] Los alcaloides de vinca de ejemplo incluyen, por ejemplo, tartrato de vinorelbina (Navelbine®), vincristina
(Oncovin®), y vindesina (Eldisine®)); vinblastina (también conocido como sulfato de vinblastina, vincaleucoblastina y
VLB, Alkaban-AQ® y Velban®); y vinorelbina (Navelbine®).

[0322] Los inhibidores de proteosomas de ejemplo incluyen bortezomib (Velcade®); carfilzomib (PX-171-007, (S) -4-
metil-N-((S)-1-(((S)  -4-metil-1-((R)-2-metiloxiran-2-il)-1-oxopentan-2-il)Jamino)-1-oxo-3-fenil-propan-2-il)-2-((S)-2-(2-
morfolinoacetamido)-4-fenilbutanamido)pentanamida); marizomib ~ (NPI-0052); citrato  de  ixazomib ~ (MLN-
9708); delanzomib (CEP-18770); y O-metil-N-[(2-metil-5-tiazolil) carbonil]-L-seril-O-metil-N-[(1S)-2-[(2R)-2-metil-2-
oxiranilo]-2-oxo-1-(fenilmetil)etil]-L-serinamida (ONX-0912).

[0323] Los agonistas de GITR de ejemplo incluyen, por ejemplo, proteinas de fusion GITR y anticuerpos anti-GITR
(por ejemplo, anticuerpos bivalentes anti-GITR) tales como, por ejemplo, una proteina de fusion GITR describe en la
Patente de Estados Unidos No.: 6.111.090, la Patente Europea No.: 090505B1, Patente de Estados Unidos No.:
8.586.023, la publicacion PCT Nos.: WO 2010/003118 y 2011/090754, o un anticuerpo anti-GITR describe, por
ejemplo, en la patente US No.: 7.025.962, la Patente Europea No.: 1947183B1, Patente de Estados Unidos. No.:
7.812.135, Patente de Estados Unidos No.: 8.388.967, Patente de Estados Unidos No.: 8.591.886, la Patente
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Europea No.: EP 1.866.339, la publicacion PCT No.: WO 2011/028683, la publicacion PCT No.: WO 2013/039954, la
publicacion PCT No.: W02005/007190, PCT Publication No.. WO 2007/133822, la publicacion PCT No.:
WQ02005/055808, la publicacion PCT No.: WO 99/40196, publicacion PCT No.: WO 2001/03720, la publicacién de
PCT No.: W099/20758, la publicacién PCT No.: WO2006/083289, PCT Publication No.: WO 2005/115451, patente
de Estados Unidos No.: 7.618.632, y la publicacion PCT No.: WO 2011/051726.

[0324] En un ejemplo, una célula que expresa CAR descrito en el presente documento se administra a un sujeto en
combinacién con un inhibidor de mTOR, por ejemplo, un inhibidor de mMTOR descrito en el presente documento, por
ejemplo, un rapdalogo, tal como everolimus. En un ejemplo, el inhibidor de mTOR se administra antes de la célula que
expresa CAR. Por ejemplo, en un ejemplo, el inhibidor de mTOR puede ser administrado antes de la aféresis de las
células. En un ejemplo, el sujeto tiene CLL.

[0325] En un ejemplo, una célula que expresa CAR descrita en el presente documento se administra a un sujeto en
combinacién con un agonista de GITR, por ejemplo, un agonista de GITR descrito en el presente documento. En un
ejemplo, el agonista de GITR se administra antes de la célula que expresa CAR. Por ejemplo, en un ejemplo, el
agonista de GITR se puede administrar antes de la aféresis de las células. En un ejemplo, el sujeto tiene CLL.

[0326] Los farmacos que inhiben o bien la calcineurina fosfatasa dependiente de calcio (ciclosporina y FK506) o
inhiben la cinasa p70S6 que es importante para la sefializacién inducida por factor de crecimiento (rapamicina). (Liu
et al, Cell 66: 807-815, 1991; Henderson et al, Immun., 73: 316-321, 1991; Bierer et al, Curr Opin Immun 5:...... 763-
773, 1993) pueden también ser utilizado. En un aspecto adicional, las composiciones celulares de la presente
invencion se pueden administrar a un paciente en combinacion con (por ejemplo, antes, simultaneamente o
después), la terapia ablativa de células T usando agentes de quimioterapia tales como, fludarabina, la radiacion
trasplante de médula ésea de haz externo terapia (XRT), ciclofosfamida, y/o anticuerpos como OKT3 o
CAMPATH. En un aspecto, las composiciones celulares de la presente invencién se administran después de la
terapia ablativa de células B tales como agentes que reaccionan con CD20, por ejemplo, Rituxan. Por ejemplo, en
una realizacion, los sujetos pueden someterse a un tratamiento estandar con quimioterapia de alta dosis seguida de
sangre periférica trasplante de células madre. En ciertas realizaciones, tras el trasplante, los sujetos reciben una
infusion de las células inmunes expandidas de la presente invencién. En una realizacion adicional, las células
expandidas se administran antes o después de la cirugia.

[0327] En una realizacion, el sujeto se puede administrar un agente que reduce o mejora un efecto secundario
asociado con la administracion de una célula que expresa CAR. Los efectos secundarios asociados con la
administracion de una célula que expresa CAR incluyen, pero no se limitan a CRS, y linfohistiocitosis hemofagocitica
(HLH), también denominado sindrome de activacién de macréfagos (MAS). Los sintomas de la CRS incluyen fiebre
alta, nauseas, hipotension transitoria, hipoxia, y similares. En consecuencia, los procedimientos descritos en el
presente documento pueden comprenden la administracion de una célula que expresa CAR describe en el presente
documento a un sujeto y la administracion ademas un agente para controlar los niveles elevados de un factor soluble
que resulta del tratamiento con una célula que expresa CAR. En una realizacion, el factor soluble elevado en el
sujeto es uno 0 mas de IFN-y, TNF, IL-2 e IL-6. Por lo tanto, un agente administrado para el tratamiento de este
efecto secundario puede ser un agente que neutraliza uno o mas de estos factores solubles. Tales agentes incluyen,
pero no se limitan a un esteroide, un inhibidor de TNF, y un inhibidor de IL-6. Un ejemplo de un inhibidor de TNF es
entanercept. Un ejemplo de un inhibidor de IL-6 es tocilizumab (toc).

[0328] En una realizacion, el sujeto se puede administrar un agente que mejora la actividad de una célula que
expresa CAR. Por ejemplo, en una realizacion, el agente puede ser un agente que inhibe una molécula
inhibidora. Moléculas inhibidoras, por ejemplo, muerte programada de 1 (PD1), pueden, en algunas realizaciones,
disminuir la capacidad de una célula que expresa CAR de montar una respuesta efectora inmune. Ejemplos de
moléculas inhibidoras incluyen PD1, PD-L1, CTLA4, TIM3, LAG3, VISTA, BTLA, TIGIT, LAIR1, CD160, 2B4 y TGFR
beta. La inhibiciéon de una molécula inhibidora, por ejemplo, por la inhibicién a nivel de ADN, ARN o proteina, puede
optimizar un rendimiento de la célula que expresa CAR. En realizaciones, un acido nucleico inhibidor, por ejemplo,
un &cido nucleico inhibidor, por ejemplo, un dsRNA, por ejemplo, un siARN o shRNA, se puede utilizar para inhibir la
expresion de una molécula inhibidora en la célula que expresa CAR. En una realizacion, el inhibidor es un
shRNA. En una realizacion, la molécula inhibidora es inhibida dentro de una célula que expresa CAR. En estas
realizaciones, una molécula de dsRNA que inhibe la expresion de la molécula inhibidora esta vinculada con el acido
nucleico que codifica un componente, por ejemplo, todos los componentes, de el CAR. En una realizacion, el
inhibidor de una sefial inhibidora puede ser, por ejemplo, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que se une a una
molécula inhibidora. Por ejemplo, el agente puede ser un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que se une a PD1,
PD-L1, PD-L2 o CTLA4 (por ejemplo, ipilimumab (también referido como MDX-010 y MDX-101, y comercializado
como Yervoy®; Bristol -Myers Squibb;.. tremelimumab (anticuerpo monoclonal 1gG2 disponible de Pfizer,
anteriormente conocido como ticilimumab, CP-675206)) En una realizacion, el agente es un anticuerpo o fragmento
de anticuerpo que se une a TIM3 En una realizacién, el agente es un. anticuerpo o fragmento de anticuerpo que se
une a LAG3.

[0329] PD1 es un miembro de inhibidor de la familia CD28 de receptores, que también incluye CD28, CTLA-4, ICOS,
y BTLA. PD1 se expresa en células B activadas, células T y células mieloides (Agata et al 1996 Int Immunol. 8:. 765-
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75). Dos ligandos para PD1, PD-L1 y PD-L2 se han demostrado para regular a la baja la activacion de células T tras
la unién a PD1 (Freeman et un 2000 J Exp Med 192:.. 1027-1034; Latchman et al 2001 Nat Immunol 2: 261-. 8;
Carter et al 2002 Eur J Immunol 32: 634-43). PD-L1 es abundante en canceres humanos (Dong et al 2003 J Mol Med
81: 281-7; Blank et al 2005 Cancer Immunol Immunother 54: 307-314; Konishi et al 2004 Clin Cancer Res 10:
5094.). La supresion inmune puede ser revertida mediante la inhibicion de la interaccion local de PD1 con PD-
L1. Los anticuerpos, fragmentos de anticuerpos, y otros inhibidores de PD1, PD-L1 y PD-L2 estan disponibles en la
técnica y pueden ser utilizados combinaciéon con un CD19 CAR descrito en el presente documento. Por ejemplo,
nivolumab (también referido como BMS-936558 o MDX1106; Bristol-Myers Squibb) es un anticuerpo IgG4
monoclonal totalmente humano que expresamente bloquea PD1. Nivolumab (clon 5C4) y otros anticuerpos
monoclonales humanos que se unen especificamente a PD1 se describen en US 8.008.449 vy
W02006/121168. Pidilizumab (CT-011; Cure Tech) es un anticuerpo monoclonal humanizado que se une IgG1k a
PD1 Pidilizumab y otros anticuerpos monoclonales anti-PD1 humanizados se describen en
WQ02009/101611. Lambrolizumab (también referido como MK03475; Merck) es un anticuerpo monoclonal 1gG4
humanizado que se une a PD1. Lambrolizumab y otros anticuerpos anti-PD1 humanizados se describen en US
8.354.509 y W02009/114335. MDPL3280A (Genentech/Roche) es un Fc humano optimizado anticuerpo monoclonal
IgG1 que se une a PD-L1. MDPL3280A y otros anticuerpos monoclonales humanos para PD-L1 se describen en la
Patente de Estados Unidos No.: 7.943.743 y la Publicacion de Estados Unidos No.: 20120039906. Otros agentes de
unioén anti-PD-L1 incluyen YW243.55.S70 (se muestran regiones variables de cadena pesada y ligera en la SEQ ID
NOs 20 y 21 en W0O2010/077634) y MDX-1 105 (también referido como BMS-936559, y, por ejemplo, agentes de
unién anti-PD-L1 dan a conocer en el documento W02007/005874). AMP-224 (B7-DCIG; Amplimmune; por ejemplo,
se describe en W02010/027827 y W02011/066342), es una fusion del receptor soluble PD-L2 Fc que bloquea la
interaccion entre PD1 y B7-H1. Otros anticuerpos anti-PD1 incluyen AMP 514 (Amplimmune), entre otros, por
ejemplo, anticuerpos anti-PD1 descritos en US 8609089, US 2010028330, y/o US 20120114649.

[0330] En algunas realizaciones, el agente que potencia la actividad de una célula que expresa CAR puede ser, por
ejemplo, una proteina de fusién que comprende un primer dominio y un segundo dominio, en el que el primer
dominio es una molécula inhibidora, o fragmento del mismo, y el segundo dominio es un polipéptido que se asocia
con una sefial positiva, por ejemplo, un polipéptido comrpsing un dominio de sefializacién antracellular como se
describe en el presente documento. En algunas realizaciones, el polipéptido que se asocia con una sefial positiva
puede incluir un dominio coestimulador de CD28, CD27, ICOS, por ejemplo, un dominio de sefializacién intracelular
de CD28, CD27 y/o ICOS, y/o un dominio primario de sefializacion, por ejemplo, de CD3 zeta, por ejemplo, se
describe en el presente documento. En una realizacién, la proteina de fusion se expresa por la misma célula que
expresa el CAR. En otra realizacion, la proteina de fusion se expresa por una célula, por ejemplo, una célula T que
no expresa un anticuerpo anti-CD19 CAR.

[0331] En una realizacion, el agente que mejora la actividad de una célula que expresa CAR descrita en el presente
documento es miR-17-92.

Composiciones farmacéuticas y tratamientos

[0332] Las composiciones farmacéuticas de la presente descripcion pueden comprender una célula que expresa
CAR, por ejemplo, una pluralidad de células que expresan CAR, tal como se describen en el presente documento,
en combinacién con uno o mas vehiculos farmacéuticamente o fisiol6gicamente aceptable vehiculos, diluyentes o
excipientes. Tales composiciones pueden comprender tampones tales como solucién salina tamponada neutra,
solucién salina tamponada con fosfato y similares; carbohidratos tales como glucosa, manosa, sacarosa o dextranos,
manitol; proteinas; polipéptidos o aminoacidos tales como glicina; antioxidantes; agentes quelantes tales como
EDTA o glutation; adyuvantes (por ejemplo, hidroxido de aluminio); y conservantes.Las composiciones de la
presente invencién son, en un aspecto formulado para administracion intravenosa.

[0333] Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion se pueden administrar de una manera apropiada
a la enfermedad a tratar (0 prevenir). La cantidad y frecuencia de administracion seran determinadas por factores,
tales como la condicion del paciente, y el tipo y gravedad de la enfermedad del paciente, aunque se pueden
determinar las dosis apropiadas mediante ensayos clinicos.

[0334] En una realizacion, la composicion farmacéutica esta sustancialmente libre de, por ejemplo, no hay niveles
detectables de un contaminante, por ejemplo, seleccionados del grupo que consiste en endotoxina, micoplasma, la
replicacién lentivirus competente (RCL), p24, VSV-G acido nucleico, gag de VIH, microparticulas recubiertas anti-
CD3/anti-CD28 residuales, anticuerpos de ratdn, suero humano agrupado, albimina de suero bovino, suero bovino,
los componentes de medios de cultivo, células de empaquetamiento de vectores o componentes de plasmido, una
bacteria y un hongo. En una realizacion, la bacteria es al menos uno seleccionado del grupo que consiste de
Alcaligenes faecalis, Candida albicans, Escherichia coli, Haemophilus influenza, Neisseria meningitidis,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae y Streptococcus pyogenes grupo A.

[0335] Cuando se indica "una cantidad inmunolégicamente eficaz", "una cantidad eficaz anti-tumor", "una cantidad
eficaz inhibidora de tumores” o "cantidad terapéutica”, la cantidad precisa de las composiciones de la presente
invenciéon a administrar puede ser determinado por un médico con la consideracién de las diferencias individuales en
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edad, peso, tamafio del tumor, extension de la infeccién o metastasis y estado del paciente (sujeto). Por lo general,
se puede afirmar que una composicion farmacéutica que comprende las células T descritos en el presente
documento se puede administrar a una dosis de 10 *a 10 ° células/kg de peso corporal, en algunos casos 10 ° a
10 8 células/kg de peso corporal, incluyendo todo niimero entero valores dentro de esos rangos. Composiciones de
células T también se pueden administrar varias veces en estas dosis. Las células se pueden administrar mediante el
uso de técnicas de infusién que se conocen cominmente en la inmunoterapia (ver, por ejemplo, Rosenberg et al,
New Eng J. of Med 319: 1676, 1988).

[0336] En ciertos aspectos, puede ser deseable administrar las células T activadas a un sujeto y, posteriormente,
volver a extraer sangre (o realizar una aféresis), activar las células T de las mismas de acuerdo con la presente
invencion, y reinfundir al paciente con estas células T activadas y expandidas. Este proceso puede llevarse a cabo
varias veces cada pocas semanas. En ciertos aspectos, las células T pueden ser activadas a partir de extracciones
de sangre de desde 10 cc a 400 cc. En ciertos aspectos, las células T se activan desde extracciones de sangre de
20 cc, 30 cc, 40 cc, 50 cc, 60 cc, 70 cc, 80 cc, 90 cc o 100 cc.

[0337] La administracion de las presentes composiciones se puede llevar a cabo de cualquier manera conveniente,
incluyendo por inhalacién de aerosol, inyeccion, ingestién, transfusion, implante o transplante. Las composiciones
descritas en el presente documento se pueden administrar a un arterialmente trans paciente, por via subcutanea, por
via intradérmica, por via intratumoral, intranodal, intramedular, intramuscular, por (iv) la inyeccion intravenosa, o
intraperitoneal. En un aspecto, las composiciones de células T de la presente invencién se administran a un paciente
mediante inyeccion intradérmica o subcutanea. En un aspecto, las composiciones de células T de la presente
invencion se administran por inyeccion iv. Las composiciones de células T pueden ser inyectadas directamente en
un tumor, nédulo linfatico o sitio de la infeccion.

[0338] En un aspecto particular, a modo de ejemplo, los sujetos pueden someterse a leucoféresis, en el que los
leucocitos se recogen, enriquecido, o agotan ex vivo para seleccionar y/o aislar las células de interés, por ejemplo,
las células T. Estos aislados de células T pueden expandirse mediante procedimientos conocidos en la técnica y se
tratan de tal manera que una o mas construcciones CAR de la invencion pueden ser introducidos, creando de este
modo una célula CAR T de la invencion. Los sujetos en necesidad con las mismas pueden someterse
posteriormente tratamiento estandar con quimioterapia de alta dosis seguida de sangre periférica trasplante de
células madre. En ciertos aspectos, siguientes o concurrentes con el trasplante, los sujetos reciben una infusion de
las células CAR T expandidas de la presente invencion. En un aspecto adicional, las células expandidas se
administran antes o después de la cirugia.

[0339] La dosificacién de los tratamientos anteriores para ser administrada a un paciente variara con la naturaleza
precisa de la condicién a tratar y el receptor del tratamiento. El escalado de las dosificaciones para administracion
humana se puede realizar de acuerdo con las practicas aceptadas en la técnica. La dosis para CAMPATH, por
ejemplo, generalmente estara en el intervalo de 1 a aproximadamente 100 mg para un paciente adulto,
generalmente administrados diariamente durante un periodo entre 1 y 30 dias. La dosis diaria preferida es de 1 a 10
mg por dia, aunque en algunos casos las dosis mas grandes de hasta 40 mg por dia puede ser utilizado (describen
en la Patente de Estados Unidos N° 6.120.766).

[0340] En una realizacion, el CAR se introduce en las células T, por ejemplo, utilizando la transcripcion in vitro, y el
sujeto (por ejemplo, humano) recibe una administracién inicial de células CAR T de la invencién, y uno o mas
posteriores administraciones de las células CAR T de la invencién, en el que las una o mas administraciones
posteriores se administran menos de 15 dias, por ejemplo, 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 0 2 dias después de
la administracién anterior. En una realizacién, mas de una administracion de las células CAR T de la invencion se
administra al sujeto (por ejemplo, humano) por semana, por ejemplo, 2, 3, 0 4 administraciones de las células CAR T
de la invencién se administran por semana. En una realizacion, el sujeto (por ejemplo, sujeto humano) recibe mas de
una administracion de las células CAR T por semana (por ejemplo, 2, 3 0 4 administraciones por semana) (también
denominado aqui como un ciclo), seguido de una semana de no CAR T administraciones células, y luego una o mas
administracion adicional de las células T CAR (por ejemplo, mas de una administracion de las células T CAR por
semana) se administra al sujeto. En otra realizacion, el sujeto (por ejemplo, sujeto humano) recibe mas de un ciclo
de las células T CAR, y el tiempo entre cada ciclo es inferior a 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, o 3 dias. En una realizacion, las
células T CAR se administran cada dos dias durante 3 administraciones por semana. En una realizacion, las células
CAR T de la invencién se administran durante al menos dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho o mas semanas.

[0341] En un aspecto, las CART de CD19 se generan utilizando vectores virales lentivirales, tales como
lentivirus. Los CART generados de esta manera tendran una expresion del CAR estable.

[0342] En un aspecto, los CART expresan transitoriamente vectores CAR durante 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15 dias después de la transduccion. La expresion transitoria de los CAR puede efectuarse mediante la liberacion del
vector de ARN de CAR. En un aspecto, el ARN CAR se transduce en la célula T mediante electroporacion.

[0343] Un problema potencial que puede surgir en pacientes que estan siendo tratados mediante células CART que
se expresan transitoriamente (particularmente con scFv murinos que contienen CART) es la anafilaxia después de
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multiples tratamientos.

[0344] Sin desear quedar ligado por esta teoria, se cree que una respuesta tan anafilactica podria ser causada por
un paciente desarrolle respuesta anti-CAR humoral, es decir, los anticuerpos anti-CAR que tienen un isotipo anti-
IgE. Se cree que las células productoras de anticuerpos de un paciente se someten a un cambio de clase de isotipo
IgG (que no causa anafilaxia) a isotipo IgE cuando hay una rotura de diez a catorce dias en la exposicién a antigeno.

[0345] Si un paciente tiene un alto riesgo de generar una respuesta de anticuerpos anti-CAR durante el curso de la
terapia con CAR transitoria (tales como los generados por transducciones de ARN), las pausas de infusion de CART
no deben durar méas de diez a catorce dias.

EJEMPLOS

[0346] La invencién se describe adicionalmente en detalle por referencia a los siguientes ejemplos
experimentales. Estos ejemplos se proporcionan para fines de ilustracion solamente y no pretenden ser limitativos, a
menos que se especifique lo contrario. De este modo, la invencién de ninguna manera deberia ser interpretada
como limitada a los siguientes ejemplos. La invencién es como se define en las reivindicaciones adjuntas.

[0347] Sin mas descripcidn, se cree que un experto ordinario en la amteria puede, usando la descripcién precedente
y los siguientes ejemplos ilustrativos, realizar y utilizar los compuestos de la presente invencién y realizar los
procedimientos reivindicados. Los siguientes ejemplos de trabajo sefialan especificamente diversos aspectos de la
presente invencioén, y no deben interpretarse como limitantes en modo alguno del resto de la descripcion.

Ejemplo 1: Humanizacion de anticuerpo anti-CD19 muri  no

[0348] Se desea la humanizacion del anticuerpo CD19 murino para el entorno clinico, donde los residuos especificos
de raton pueden inducir un antigeno anti-ratén humano (HAMA) en pacientes que reciben tratamiento CART19, es
decir, el tratamiento con las células T transducidas con la construccion CAR19. Secuencias de VH y VL del
anticuerpo CD19 murino hibridoma derivado se extrajeron de la literatura publicada (Nicholson et al, 1997, supra). La
humanizacion se llevé a cabo mediante el injerto de las regiones de CDR de anticuerpo CD19 murino en la linea
germinal de los marcos aceptores VH4_4-59 humana y (base de datos VBASE) VK3_L25. Ademas de las regiones
CDR, cinco restos del marco, es decir VH # 71, # 73, # 78 y VL # 71 # 87, que se piensa para apoyar la integridad
estructural de las regiones CDR fueron retenidos de la secuencia murina. Ademas, los elementos J humanos JH4 y
JK2 se utilizaron para la cadena pesada y ligera, respectivamente. Las secuencias de aminoacidos resultantes del
anticuerpo humanizado se designaron FMC63_VL _hz y FMC63_VH_hzl, respectivamente, y se muestran a
continuacion en la Tabla 1. La numeracion de los residuos sigue Kabat (Kabat EA et al, 1991, supra). Para las
definiciones de CDR, se usaron tanto Kabat asi como Chothia et al, 1987 supra). Los residuos procedentes de CD19
de ratdbn se muestran en negrita/cursiva. Posiciones # 60/61/62 en caja indican el potencial sitio de modificacion
post-traduccional (PTF) en CDR H2, también denominado HCDR?2.

Tabla 1: Secuencias de aminoacidos de dominios variables de CD19 humanizados (SEQ ID NOS: 114-117,
respectivamente, en orden de aparicién).
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[0349] Estas IgG CD19 humanizadas se utilizaron para generar scFv solubles para la prueba de expresion y scFv
para las construcciones completas de CART CD19 (ver ejemplos a continuacion). De interés fue que durante la
humanizacion, la posiciéon 62 en la region CDRH2 prefiere ser un residuo de serina en lugar de la alanina presente
en el murino CDRH2. La secuencia murina carece de una modificacién post-traduccional (PTF), y tiene asparagina-
serina-alanina en las posiciones 60/61/62, respectivamente, en CDRH2. Esto genera potencial motivos PTF
(indicado como la caja citan en CDRH2) durante el curso de la humanizacion. Si el sitio PTF generada durante el
proceso de humanizacion era en realidad un "verdadero" sitio de PTF o meramente una teérica fue probada. Se
planted la hipotesis de que la asparagina motivo de aminoacidos seguido por serina (NS) puede ser susceptible a la
desamidacion después de la traduccién, pero no es algo que era facilmente aparente. También se planted6 la
hipotesis de que la asparagina seguido de cualquier aminoacido excepto prolina y luego seguido por serina (NxS, x #
P) pueden ser susceptibles a post-translacional N-glicosilacion. Para probar esta hipotesis, dos variantes de 1gG, se
generaron en la que la asparagina en la posicién 60 (conocido por ser un sitio de glicosilacién) se muté a serina o
glutamina y designado FMC63_VH_hz2 (N60S) y FMC63_VH_hz2 (N60Q), respectivamente. Estas construcciones
se generaron con el fin de eliminar el potencial sitio de modificaciéon postraduccional (PTF) y la prueba para la
actividad retenida (Véase el Ejemplo 2 a continuacion).

Clonacion:

[0350] Se obtuvieron secuencias de ADN que codifican los domnios VL y VH de ratén y humanizados y los codones
para las construcciones fueron optimizados para la expresion en células de Homo sapiens.

[0351] Las secuencias que codifican VL y dominio VH se subclonaron a partir de los vectores de clonacion en
vectores adecuados para la secrecién en células de mamifero expresion. Las cadenas pesada y ligera se clonaron
en vectores de expresion individuales para permitir la co-transfeccion. Elementos del vector de expresion incluyen un
promotor (citomegalovirus (CMV) potenciador-promotor), una secuencia sefial para facilitar la secrecién, una sefial
de poliadenilaciéon y el terminador de la transcripcién (hormona de crecimiento bovina (BGH) de genes), una
replicacién episomal elemento que permita y la replicacién en procariotas (por ejemplo, origen SV40 y ColE1 o otros
conocidos en la técnica) y elementos para permitir la seleccién (gen de resistencia a ampicilina y el marcador de
zeocina).

Expresion:

[0352] Se expresaron candidatos de IgG quiméricos y humanizados en células de mamifero HEK293F a escala de 1
ml. Sobrenadantes clarificados se utilizaron para estudios de unién FACS. Mas precisamente, se diluyeron las
células HEK293F a 5E5 células/ml en medio de FreeStyle complementado con Pen/Strep y 1 ml transferidos en 24
ronda placa de pocillos profundos inferior. 0,5 g de la luz y 0,5 g de la cadena pesada de plasmidos de expresion de
mamifero se diluyeron en el mismo medio junto con 4 ul de FUGENE HD (Roche REF 04709705001). Después de 15
min de incubacioén a temperatura ambiebnte, se afiadié la mezcla de ADN/Fugene gota a gota a las células y se
coloca en una incubadora de CO2 5% a 250 rpm, 37°C durante cinco dias. El sobrenadante se separd a
continuacién de las células por centrifugacién. Para medir el contenido de IgG, partes alicuotas de 200 ul se
colocaron en los pocillos de placas de microtitulacion de 96 pocillos. Todas las muestras y los patrones se miden por
duplicado utilizando la proteina A de inmersién y lectura biosensores (Fortebio Cat No 18-5010). La placa se colocé
en un instrumento Octeto (ForteBio) y se dejé equilibrar a 27°C en la camara de termostatizado. Los datos se
procesaron automaticamente usando la version de software del usuario Octeto 3,0 y la concentracion determinada
por comparacion con una curva estandar de 1gG.

Andlisis de uniéon mediante FACS:

[0353] Los anticuerpos humanizados y quimeras fueron evaluados con una citometria de flujo ensayo de unién
utilizando la linea de células 300.19-hsCD19FL. Esta linea celular se gener6 por transfeccion de la linea celular de
ratén preB 300.19 con un vector (hCD19 FL/pEF4-myc-His A) que codifica la longitud completa CD 19 secuencia de
codificacién humana y el promotor natural, asi como un gen de resistencia a zeocina. En breve, 300.19 células se
electroporaron con el plasmido linealizado y luego las células que expresan altos niveles de hsCD19 se identificaron
utilizando un CD19 Ab (HIB19 clon de BD 555415) anti-humano conjugado con APC y posteriormente ordenados
usando un FACS Aria citdmetro de flujo. Las células hsCD19 + segun se cultivaron y se confirmé que expresaban de
forma estable altos niveles de hsCD19.

[0354] El ensayo de union se puede realizar directamente con el medio de cultivo libre de suero que contiene la IgG
expresada. Todas las IgG evaluados se normalizaron con la misma concentracion (85 nm), antes de ser diluido por
una dilucién en serie 3 veces hasta 13:04. Luego, en una placa de 96 pocillos, alicuotas de 5x10 5 células/pocillo se
incubaron durante 30 min a 4°C con IgG diluidas. Las células se lavaron dos veces con tampén FACS (0,5% de BSA
en PBS) antes de la adicion del anticuerpo de deteccién, un APC conjugado de cabra anti-hu 1gG, Fc fragmento
especifico (Dianova # 109-136-098), diluido 1: 1000 en tampdn FACS. Las células se incubaron otros 30 min a 4°C,
luego se lavaron dos veces en tampdn FACS y se analizaron utilizando FACS Calibur (BD Bioscience). Las curvas
de union de trazado (mediana de intensidad de fluorescencia frente a la concentracion de 1gG) y CE so determinacion
se realizaron con el software GraphPad PRISMTF 3,0 con andlisis de regresion no lineal, dosis-respuesta sigmoidal
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(pendiente variable).

[0355] El andlisis por FACS muestra que la union aparente para todas las 1gG evaluados puede variar ampliamente,
con algunas construcciones que muestran un cambio de pliegue de 5 a 10 en EC50 como una IgG frente a un
scFv. En base a los valores de CEso, se eligen los candidatos lideres que tienen una afinidad de union dentro de un
factor de 2 o mejor en comparacion con la referencia quimérica.

Ejemplo 2: Caracterizacion de fragmentos scFv solubl es anti-CD19 derivados de anticuerpos IgG de CD19
humanizados

[0356] Se generaron fragmentos de scFv solubles a partir de las IgG CD19 humanizadas descritas en el Ejemplo 1
utilizando técnicas de biologia molécula estandar. Estos scFv solubles se utilizaron en los estudios de
caracterizacion para examinar la estabilidad, la expresiéon de la superficie celular, y propiedades de unién de los
scFv. Ademas, también se llevaron a cabo experimentos para investigar el impacto del PTF potencial introducido
durante el proceso de humanizacion.

Expresion y purificacion de scFv

[0357] Para la transfeccién de cada construccion de scFv, se transfectaron alrededor de 3E8 células 293F con 100
ug de plasmido utilizando PEI como el reactivo de transfeccion en una proporcion de 3:1 (PEl: ADN). Las células
fueron cultivadas en 100 ml de Medio de Expresién EXPi293 (Invitrogen) en un matraz agitador a 37°C, 125 rpm, 8%
de CO:. El cultivo se recogio después de seis dias y se utilizo para la purificacion de proteinas.

[0358] Las células 293F se recogieron por centrifugar a 3500 g durante 20 minutos. El sobrenadante se recogié y se
filtré a través de la Unidad de filtro VacuCap90 PF (w/0.8/0.2um de Super membrana, PALL). Alrededor de 400 ul de
microparticulas de agarosa Ni-NTA (Qiagen) se afiadieron al sobrenadante. La mezcla se hizo girar y se incubé
durante 4 horas a 4°C. Se cargd en una columna de purificacién y se lavé con tampdn de lavado con 20 mM de
histidina. La proteina se eluy6é con 500? L de tampén de elucion con 300 mM de histidina. Las muestras se dializaron
frente a tampon PBS a 4°C durante la noche. Las muestras de proteina se cuantificaron utilizando 2000c NanoDrop.

Conformacion de scFv y andlisis de estabilidad coloidal

[0359] La termoestabilidad de los scFv se determiné mediante DSF: Mezcla de 10-20 ul de muestra de proteina con
el colorante Sypro Orange (Invitrogen Cat # S6650) de una dilucidn final de 1:1000, en un volumen total de 25 ul en
PBS, realizar BioRad CFX1000 (25°C durante 2 min, a continuacion, incrementar 0,5°C durante 30 segundos, de 25
a 95°C).

[0360] Para el experimento SEC analitico, se inyectaron alrededor de 15-20 ug de muestra de proteina de scFv en
20 pl de PBS en TSKgel Super SW2000 a un caudal de 0,3 ml/min en Agilent serie 1100.

EC50 mediante la unién FACS

[0361] Ratones de linea celular 300.CD19 se cultivaron en RPMI 1640 con 0,5 mg/ml de Zeocin. Alrededor de las
células 5E5/por pocillo se transfirieron a la placa de pocillos BD Falcon 96. Las células se giran hacia abajo a 900
rpm (Sorval Leyenda XT centrifuga) durante 3 minutos. El sobrenadante se eliminé. Muestras de proteinas Anti-
CD19 scFv se diluyeron en DPBS con 5% de FBS. Las muestras se afiadieron a los pocillos, se mezclaron bien con
las células y se incubaron durante 1 hora. Las células se lavaron dos veces en los DPBS con 5% de FBS. Las
células se incubaron con antipoly Su PE (R & D) durante 1 hora, se lavaron dos veces antes del analisis FACS
(LSRII de BD Biosciences).

Anadlisis cinético por Proteon

[0362] La cinética se determiné utilizando Bio-Rad Proteon. La inmovilizacion se realizé usando acoplamiento de
amina estandar en un chip sensor GLC. Las muestras de scFv se diluyeron a 0,03 mg/ml en acetato de pH 4,5y se
aplican al chip a un caudal de 30 ul/min durante 300 segundos. El ligando de CD19 era entonces de serie diluido en
PBS-Tween y se inyecta a un caudal de 50 ul/min durante 120 segundos con un tiempo de disociacion de 480
segundos. La superficie del chip se regeneré con glicina pH 2,5. Datos se ajustaron mediante un modelo 1:1 de
Langmuir.

Expresion en superficie de las construcciones de CART19 y tincién por FACS

[0363] Las células en suspension HEK293F transfectadas transitoriamente con diferentes CART anti-hCD19 se
recogieron 2 dias después de la transfeccion. Alrededor de las células 1E6 se colocaron en cada pocillo de una
placa de forma de V 96 (Greiner Bio-One, Alemania) y se lavo tres veces con 0,2 ml de tampon FACS (1X PBS que
contienen 4% de albimina de suero bovino (BSA) (BSA fracciéon V, Roche Diagnostics, Indianapolis, IN). las células
se resuspendieron en 0,2 ml del tampén de FCAS, ya sea con 0,2 g de proteina biotinilada L (GenScript, Piscataway,
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NJ) o 100 nM de hCD19 (AA 1-291) -hlgG1 Fc (generada en NIBRI ) y se incubaron a 4°C durante 30 minutos.
después, las células se lavaron con 0,2 ml de tampdn FACS tres veces, y se incubaron con 1 | de estreptavidina
Alexa Fluor 488 (Life Technologies, Grand Island, NY) en 0,2 ml de tampén FACS para muestras con la proteina L, o
2 ul de PE Fc anti-humano (Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA) en 0,2 ml de tampén FACS
para muestras con hCD19-hlgG1 Fc durante 30 minutos a 4°C en la oscuridad. Después de lavar con 0,2 ml de
tampon de FACS tres veces, se analizaron las células en un LSRIl (BD Biosciences, San Jose, CA) utilizando la
maquina FACSDiva Software (BD Biosciences, San Jose, CA). La tincion de inmunofluorescencia se analizé como el
logariTfo de la fluorescencia relativa de las células vivas, y el porcentaje de las células positivas positivas o PE Alexa
Fluor 488 se midieron.

Andlisis de PMT potenciales generados durante el proceso de humanizacién

[0364] De interés fue que durante la humanizacion, la posicién 62 en la region CDRH2 prefiere ser un residuo de
serina en lugar de la alanina presente en la CDRH2 murina como se describe en el Ejemplo 1. Se ensayo si el sitio
PTF generado durante el proceso de humanizacion era en realidad un "verdadero" sitio de PTF o meramente
tedrica. Dos variantes de IgG se generaron en la que la asparagina en la posicién 60 (conocida por ser un sitio de
glicosilacion) se muté a serina o glutamina y se designaron FMC63_VH_hz2 (N60S) y FMC63_VH_hz2 (N60Q),
respectivamente. Estas construcciones se generaron con el fin de eliminar el potencial sitio de modificacién
postraduccional (PTF) y analizar la actividad retenida.

Resultados

[0365] scFv anti-CD 19 humanizados y scFv de raton se expresaron en células 293F y se purificaron por medio de
etiqueta de His. La expresioén y el rendimiento de todos los scFv humanizados fue mucho mayor que el scFv de raton
original (datos no mostrados).

[0366] Para confirmar la identidad y evaluar la integridad, las construcciones de scFV se analizan con o sin
incubacién con N-glicanasa F (PNGasa F) seguido por espectrometria de masas-cromatografia liquida de alto
rendimiento (HPLC-MS) (Ver Figura 3) y SDS PAGE (datos no mostrados). PNGasaF es una enzima especifica para
la extraccion de estructuras de glicanos unidos a N de la secuencia consenso NXS/T/C, donde X es cualquier
aminoacido excepto prolina. Brevemente, las muestras se diluyen en agua a 0,1 ug/ul y se dejaron sin tratar o se
incubaron con PNGasaF en una relacién 1:2 (p/p) PNGasaF:scFV durante 3 horas a 37°C.

[0367] El andlisis SDS-PAGE se realiza usando un 4-12% de gel de Bis-Tris NUPAGE de Novex. Aproximadamente
2 ug de scFV se cargan en cada carril y la electroforesis se lleva a cabo a 200 V constante durante 40
minutos. Después de la electroforesis, el gel se tifie usando tincién de PhastGel Blue R 250 (Amersham Pharmacia)
y se destifidé con acido acético al 10%, 30% de metanol.

[0368] El analisis por HPLC-MS se lleva a cabo en el sistema Acquity UPLC del agua acoplado a un espectrometro
de masas Xevo-Tof. Aproximadamente 1 g de cada muestra se carga en una R 1/10 2,1 x mm 10 m de columna 100
POROS (Applied Biosciences) ajustado a 60°C a una velocidad de flujo de 0,5 ml/min. Las fases moviles se
componen de 0,1% de acido formico (A) y acido férmico al 0,1%, 75% de isopropanol, 25% de acetonitrilo (B). La
proteina se eluyé de la columna con un gradiente de fase inversa de 25% -90% de B en 12 minutos. La adquisicién
se realiza utilizando exploracién electrospray positivo en el rango de m/z de 600-4000 Da con una rampa de voltaje
de cono fuente 20-50V. Los espectros resultantes se deconvoluted usando MaxEnt1.

[0369] El sitio de glicosilacion se introdujo durante el proceso de humanizacion. La no PTF variantes (VH: N60S o
N60Q) eran sin esta forma adicional. La construccién fue el Gnico con un sitio de consenso de glicosilacién ligada a
N en HC CDR2. A partir del andlisis SDS-PAGE, las muestras no tratadas migran como bandas individuales
consistentes con los pesos moleculares aproximados de las secuencias para todos los constructos excepto 103101-
WT (S/N) para los que se observa doblete. Esta construccion es el Unico con un sitio de consenso de glicosilacion
ligada a N en H-CDR2. Cuando se trata con PNGasaF, la banda de mayor peso molecular del doblete ya no esta
presente lo que sugiere la ocupacién parcial del sitio. Del mismo modo, los pesos moleculares observados a partir de
los espectros de masas deconvoluted son consistentes con los predichos a partir de las secuencias de
aminoacidos. Sin embargo, mientras que las otras construcciones demostraron una Unica especie molecular
primarios, 103101-WT (S/N) también tenia una poblacion 1217 Daltons mayor que la predicha a partir de la
secuencia que ya no esta presente después del tratamiento con PNGasaF. Esto es consistente con la presencia de
un Unico predominante glicoforma unida a N, probablemente oligomanosa 5 basado en la masa. La presencia de la
forma glicosilada fue confirmada por el analisis de MS como se muestra en la figura. 3.

[0370] La estabilidad de la conformacion se midié por barrido diferencial Fluorimetria (DSF). Como se muestra en la
Fig. 4, la Tf de ratén scFv fue de 57°C, mientras que las variantes humanas mostraron una mayor Tf en alrededor de
70°C. La Tf para todo el scFv humanizado es mucho mejor que el scFv murino, mostrando claramente que todo el
scFv humanizado son mas estables que el scFv murino. Esta estabilidad probablemente se traducira en la
construccion CART19, probable que conduce a propiedades terapéuticas mejoradas.
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[0371] La actividad de la scFv purificada fue medida mediante la unién a células de expresién hCD19, asi como
mediante la unién a antigeno hCD19 utilizando el procedimiento de deteccién basado SPR. Linea celular de ratén
300 se utilizd para determinar la unién de scFv. La CE so de raton scFv para hCD19 fue de alrededor de 06 a 1,6
nM. Las variantes humanizadas mostraron CE so de la misma gama en la nM CE bajo o sub so s gama.

Ejemplo 3: Construcciones de CD19 CAR

[0372] Los ScFv que se utilizara en la construccion final de CAR se derivaron de la IgG humanizada descrita en el
Ejemplo 1. El orden en que los dominios VL y VH aparecen en el scFv se varid (es decir, orientacion VL-VH, o VH-
VL), y donde tres o cuatro copias de la subunidad de "G4S" (SEQ ID NO: 18), en el que cada subunidad comprende
la secuencia de GGGGS (SEQ ID NO: 18) (por ejemplo, (G4S)s (SEQ ID NO: 107) o (G4S)4 (SEQ ID NO: 106)),
conectan los dominios variables para crear la totalidad del dominio de scFv, tal como se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Construcciones de scFv de CD19 humanizadas que muestran la orientacion de VH y VL y la longitud del
enlazador (“3G4S” se describe como SEQ Id NO: 107 y “4G4S” se describe como SEQ ID NO: 106)

ID de construccion Longitud de aa anotacion Cambio de Vh
mscFvCTL019 486 VL-VH, 3G4S

104879 491 VL- VH, 4G4S N/S
104880 491 VL-VH, 4G4S N/Q
104881 491 VH-VL, 4G4S N/S
104882 491 VH-VL, 4G4S N/Q
104875 486 VL-VH, 3G4S N/S
104876 486 VL-VH, 3G4S N/Q
104877 486 VH-VL, 3G4S N/S
104878 486 VH-VL, 3G4S N/Q
105974 491 VL-VH, 4G4S S/N
105975 491 VH-VL, 4G4S S/N
105976 486 VL-VH, 3G4S S/N
105977 486 VH-VL, 3G4S S/N

[0373] Las secuencias de los fragmentos de scFv humanizados (SEQ ID NOS: 1-12) se proporcionan a continuacion
en la Tabla 3. Se generaron construcciones de CAR completas usando SEQ ID NOs: 1-12 con secuencias
adicionales, SEQ ID NOs: 13-17, que se muestran a continuacion, para generar construcciones de CAR completas
con SEQ ID NOs: 31-42.

- lider (secuencia de aminoacidos) (SEQ ID NO: 13)
MALPVTALLLPLALLLHAARP
- lider (secuencia de acido nucleico) (SEQ ID NO: 54)

ATGGCCCTGCCTGTGACAGCCCTGCTGCTGCCTCTGGCTCTGCTGCTGCATGCCGCTAGACC

C
- bisagra CD8 (secuencia de aminoacidos) (SEQ ID NO: 14)

TTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACD

- bisagra CD8 (secuencia de acido nucleico) (SEQID N O: 55)
ACCACGACGCCAGCGCCGUCGACCACCAACACCGGCGCCCACCATCGCGTCGCAGCCCCTG
TCCCTGCGCCCAGAGGCGTGCCGGCCAGCOGGCOGOGGGGCGCAGTGCACACGAGGGGGCTG
GACTTCGCCTGTGAT

- CD8 transmembrana (secuencia de aminoécidos) (SEQ ID NO: 15)
IYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYC
- transmembrana (secuencia de acido nucleico) (SEQ ID NO: 56)

ATCTACATCTGGGCGCCCTTGGCCGGGACTTGTGGGGTCCTTCTCCTGTCACTGGTTATCAC
CCTTTACTGC

- dominio intracelular 4-1BB (secuencia de aminoacidos) (SEQ ID NO: 16)
KRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCEL
- dominio intracelular 4-1BB (secuencia de acido nucl eico) (SEQ ID NO: 60)
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AAACGGGGCAGAAAGAAACTCCTGTATATATTCAAACAACCATTTATGAGACCAGTACAA
ACTACTCAAGAGGAAGATGGCTGTAGCTGCCGATTTCCAGAAGAAGAAGAAGGAGGATGT
GAACTG

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

RVKFSRSADAPAYKQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNE
LOQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

CD3 zeta (secuencia de acido nucleico) (SEQ ID NO: 10 1)

AGAGTGAAGTTCAGCAGGAGCGCAGACGCCCCCGCGTACAAGCAGGGCCAGAACCAGCTC
TATAACGAGCTCAATCTAGGACGAAGAGAGGAGTACGATGTTTTGGACAAGAGACGTGGC
CGGGACCCTGAGATGGGGGGAAAGCCOAGAAGGAAGAACCCTCAGGAAGGCCTGTACAA
TGAACTGCAGAAAGATAAGATGGCGGAGGCCTACAGTGAGATTGGGATGAAAGGCGAGCG
CCGGAGGGGCAAGGGGCACGATGGCCTTTACCAGGGTCTCAGTACAGCCACCAAGGACAC
CTACGACGCCCTTCACATGCAGGCCCTGCCCCCTCGC

- dominio CD3 zeta (secuencia de aminoacido; NCBI R  eferencia de secuencia NM_000734.3) (SEQ ID NO: 43)

RVKFSRSADAPAYQQGQONQLYNELNLGRREEY DVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNE
LOKDEMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

- CD3 zeta (secuencia de acido nucleico; NCBI secuenc  ia de Referencia NM_000734.3); (SEQ ID NO: 44)

AGAGTGAAGTTCAGCAGGAGCGCAGACGCCCCCGCGTACCAGCAGGGCCAG
AACCAGCTCTATAACGAGCTCAATCTAGGACGAAGAGAGGAGTACGATGTTT
TGGACAAGAGACGTGGCCGGGACCCTGAGATGGGGGGAAAGCCGAGAAGGA
AGAACCCTCAGGAAGGCCTGTACAATGAACTGCAGAAAGATAAGATGGCGG
AGGCCTACAGTGAGATTGGGATGAAAGGCGAGCGCCGGAGGGGCAAGGGGC
ACGATGGCCTTTACCAGGGTCTCAGTACAGCCACCAAGGACACCTACGACGC

CCTTCACATGCAGGCCCTGCCCCCTCGC
Bisagra IgG4 (secuencia de aminoacidos) (SEQ ID NO: 1 02)

ESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWY VDGV
EVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPRE
PQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSR
LTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNHY TQKSLSLSLGKM

Bisagra IgG4 (secuencia de nucle6tidos) (SEQ ID NO: 1 03)
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GAGAGCAAGTACGGCCCTCCCTGCCCCCCTTGCCCTGCCCCCGAGTTCCTGGGCGGACCCA
GCGTGTTCCTGTTCCCCCCCAAGCCCAAGGACACCCTGATGATCAGCCGGACCCCCGAGGT
GACCTGTGTGGTGGTGGACGTGTCCCAGGAGGACCCCGAGGTCCAGTTCAACTGGTACGTG
GACGGCGTGGAGGTGCACAACGCCAAGACCAAGCCCCOGGOAGGAGCAGTTCAATAGCACC
TACCGGGTGGTGTCCGTGCTGACCGTGCTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAATAC
AAGTGTAAGGTGTCCAACAAGGGCCTGCCCAGCAGCATCGAGAAAACCATCAGCAAGGCC
AAGGGCCAGCCTCGGGAGCCCCAGGTGTACACCCTGCCCCCTAGCCAAGAGGAGATGACC
AAGAACCAGGTGTCCCTGACCTGCCTGGTGAAGGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGG
AGTGGGAGAGCAACGGCCAGCCCGAGAACAACTACAAGACCACCCCCCCTGTGCTGGACA
GCGACGGCAGCTTCTTCCTGTACAGCCGGCTGACCGTGGACAAGAGCCGGTGGCAGGAGG
GCAACGTCTTTAGCTGCTCCGTGATGCACGAGGCCCTGCACAACCACTACACCCAGAAGAG
CCTGAGCCTGTCCCTGGGCAAGATG

[0374] Todos estos clones contenian un cambio residuo Q/K en el dominio de sefial del dominio coestimulador
derivado de 4-1BB.

Tabla 3: Construcciones de CD19 CAR humanizadas

Nombre SEQ Secuencia
ID
CAR1
Dominio 1 EIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRASQDISKYLNWYQQKPGOAPRLLIYHT
scFv de
CAR1 SRLHSGIPARFSGSGSGTDYTLTISSLOPEDFAVYFCQQGNTLPYTFGQGT
ELETKGGGGSGGGGSGGEESOVQLOESGPGLVEPSETLSLTCTVSGVSLPD
YGVSWIRQPPGEGLEWIGVIWGSETTYYSSSLESRVTISKDNSKNQVSLEL
SSVTARDTAVYYCAKHYYYGGSYAMDYWGOGTLVTVSS
103101 61 atggccecteocctgtecacegoocctgoetgettocogetggetettectgetocacgeocge
CAR1 tcggcocccgaaattgtgatgacccagtcacccecgecactecttagecttitcacceggtyg
igﬁx*gt agcgcgcaaccctgtcttgocagagecctccoccaagacatctcaaaataccttaattgyg

tatcaacagaagcccggacaggetcctegecttetgatectaccacaccageegget
ccattctggaatccocctgccaggttcagcocggtageoggatctgggaccgactacacco
tcactatcagctcactgcagecagaggacttegetgtetatttetgtecageaaggyg
aacaccctgeccctacacctttggacagggecaccaagetcgagattaaaggtggagg
tggcagcggaggagotgggtoccggecggtggaggaagecaggtccaactccaagaaa

geggacegggtcttgtgaagecatcagaaactetttecactgacttgtactgtgage
ggagtgtctctececcegattacggggtgtettggatcagacageocaccggggaaggyg
tetggaatggattggagtgatttggggetetgagactacttactactetteatece
tcaagtcacgcgtcaccatctcaaaggacaactctaagaatcaggtgtcactgaaa
ctgtcatctgtgacegeagecgacacecgecgtgtactattgegetaagecattacta
ttatggcgggagcetacgcaatggattactggggacagggtactctggtcacegtgt

ccagccaccaccatcatcaccatcaccat
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103101
CAR1
ScFv-aa
soluble

73

MALPVTALLLPLALLLHAARPeivmtgspatlslspgeratlscrasgdiskylnw

vagkpggaprllivhtsrlhsgiparfsgsgsgtdytltisslgpedfavyfecqgg
ntlpytfgggtkleikggggsggggsggggsquglgesgpglvkpsetlslictvs
gvslpdyvgvswirgppgkglewigviwgsettyyssslksrvtiskdnskngvslk
lssvtaadtavyycakhyyyggsyamdywgggt lvivashhhhhhhh

104875
CAR1
Completa-
nt

85

atggececteectgtecacegeecetgetgettecgetggetettetgetecacgeege
tcggoccgaaattgtgatgacccagtcaccegecactettagectttcacceggtyg
agcgegeaacoctgtottgoagagectoccaagacatetcaaaatacettaattygy
tatcaacagaagcccggacaggcectectegecttetgatetaccacaccagecgget
ccattctggaatceoctygecaggttcageggtageggatetgggacegactacacce
tcactatcagctcactgcageccagaggactteogetgtectatttctgtcagecaaggg
aacaccctgeoctacacetttggacagggcaccaagetegagattaaaggtggagy
tggcagecggaggaggtgggtccggeggtggaggaagecaggteccaactccaagaaa
goggaccgggtocttgtgaageccatcagaaactetttcactgacttgtactgtgage
ggagtgtctcteocecgattacggggtgtettggatcagacagecaccggggaaggyg
tctggaatggattggagtgatttggggectctgagactacttactactecttecatecce
tcaagtcacgcogtcaccatctcaaaggacaactctaagaatcaggtgtcactgaaa
ctgtcatctgtgaccgecagecgacaccgecgtgtactattgegetaageattacta
ttatggecgggagctacgecaatggattactggggacagggtactetggtcacegtgt
ccagcaccactaccccagcacogaggocaccecaccocggctecctaccatogecteo
cagecctetgteectgegteceggaggeatgtagaccegeagetggtggggecgtgea
tacccggggtcttgacttegectgegatatctacatttgggecectectggetggta
cttgecggggtoctgetgetttecactegtgatcactetttactgtaagegeggtogy
aagaagctgctgtacatctttaagecaacccttcatgaggectgtgecagactactea
agaggaggacggctgttecatgecggtteccagaggaggaggaaggeggetgegaac
tgcgeogtgaaattcagecogeagegecagatgetecagectacaagcaggggoagaac
cagctctacaacgaactcaatettggteggagagaggagtacgacgtgetggacaa
gcggagaggacgggacccagaaatgggcgggaagecgegcagaaagaatcocecaag
agggcctgtacaacgagctcocaaaaggataagatggecagaagoectatagogagatt
ggtatgaaaggggaacgcagaagaggcaaaggcecacgacggactgtaccagggact

cagcaccgccaccaaggacacctatgacgctettocacatgeaggeactgecgecte

99

104875
CAR1
Completa-
aa

31

MALPVTALLLPLALLLHAARPeivmtgspatlslspgeratlscrasqgdiskylnw
vaggkpggaprlliyvhtsrlhsgiparfsgsgsgtdytltisslapedfavyfoeggg
ntlpytfgagtkleikggggsggggsggggsavalaesgpyglvkpsetlsltctvs
gvslpdygvswirgppgkglewigviwgsettyyssslksrvtiskdnskngvslk
lssvtaadtavyycakhyyyggsyamdywgggt lvtvsstttpaprpptpaptias
gplslrpeacrpaaggavhtrgldfacdiyiwaplagtegvlllslvitlyckrgr
kkllyvifkgpfmrpvgttgeedgescripeeeeggeelrvkisrsadapayvkgggn
glynelnlgrreeydvldkrrgrdpemggkprrknpgeglynelgkdkmasaysei
gmkgerrrgkghdglygglstatkdtydalhmgalppr

CAR2

Dominio
scFv de
CAR2

eivmtgspatlslspgeratlscrasadiskylnwygakpggaprllivhtsrlhs
giparfsgsgsgtdytltisslgpedfavyfcgggntlpytfgggtkleikggggs
ggggsggggsagvglgesgpglvkpsetlsltctvsagvslpdygvswirgppgkgle
wigviwgsettyyvgsslksrvtiskdnskngvslklssvtaadtavyycakhyyyyg

geyamdywgggtlvtvss
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103102 62 atggecectecctgtecaccgoectgetgeticogetggetetictgetecacgeege
CAR2 tcggoccocgaaattgtgatgacccagtcaccogecactettagectttcaccocggtyg
ScFv-nt agcgegeaaccctgtettgeagagecteccaagacatctecaaaataccttaattgy
soluble tatcaacagaagccecggacaggctectegecttetgatctaccacaccageecgget
ccattctggaatcectgecaggttcageggtageggatetgggaccgactacacce
tcactatcagctcactgecagcoccagaggacttogetgtetatttotgtcagoaaggy
aacaccctgccctacacctttggacagggeaccaagetegagattaaaggtggagyg
tggcagcggaggaggtgggteccggcggtggaggaagecaggtccaactccaagaaa
goggacegggtottgtgaagecatcagaaactetttecactgacttgtactgtgage
ggagtgtcoctetoccogattacyggggtgtettggatcagacagecaccgygggaaggy
tctggaatggattggagtgatttggggectectgagactacttactaccaatcatcce
tcaagtcacgegtcaccatctcaaaggacaactctaagaatcaggtgtcactgaaa
ctgtcatctgtgaccgecagecgacaccgecgtgtactattgegetaageattacta
ttatggegggagctacgcaatggattactggggacagggtactectggtecaccgtgt
ccagccaccaccatcatcaccatcaccat
103102 74 MALPVTALLLPLALLLHAARPeivmtgspatlslspgeratlscrasgdiskylnw
S(glf‘\fﬁa vagkpggaprllivhterlhagiparfagsgsgtdytltisslgpedfavyfcggg
soluble ntlpytfgggtkleikggggsggggsggggsgvglgesgpglvkpsetlsltctvs
gvslpdygvewirgppgkglewigviwgsettyygsslksrvtiskdnskngvslk
lssvtaadtavyycakhyyyggsyamdywgggtlvtvsshhhhhhhh
104876 86 atggecectocctgtcacegeectgetgottecgetggetettetgetecacgeoge
Co%'t)l?;zta- tcggoccgaaattgtgatgacccagtcaccogecactecttagectttcaccecggtyg
nt
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agcgcgcaaccctgtcecttgecagagecteccaagacatctcaaaataccttaattgy
tatcaacagaagcccocggacaggctectocgecctteoctgatctaccacaccagocecgget
ccattctggaatcectgeccaggttcageggtageggatctgggaccgactacacce
tcactatcagetecactgeagecagaggacttegetgtetatttetgtecageaaggy
aacaccctgecctacacctttggacagggecaccaagetocgagattaaaggtggagy
tggragecggaggaggtgggtecggeggtggaggaagecaggtecaactecaagaaa
gcggaccgggtettgtgaagecatcagaaactetttecactgacttgtactgtgage
ggagtgtctetecececcgattacggggtgtettggatcagacagecaccggggaaggyg
tctggaatggattggagtgatttggggetetgagactacttactaccaatcatece
tcaagtcacgecgtcaccatctcaaaggacaactctaagaatcaggtgtcactgaaa
ctgtcatctgtgaccgcagecgacaccgeegtgtactattgegetaagecattacta
ttatggcgggagctacgcaatggattactggggacagggtactcectggtcacegtgt
ccagcaccactaccccagcaccgaggecacccaccceggetcctaccategecteo
cagocctotgtococctgogtcoggaggecatgtagacocogecagetggtggggoogtgea
tacccocggggtcttgacttcogectgecgatatctacatttgggececctectggetggta
cttgocggggtoctgotgetttcactegtgatcactetttactgtaagegoggtogg
aagaagctgctgtacatctttaageaacccttecatgaggectgtgecagactactca
agaggaggacggctgttcatgccggtteccagaggaggaggaaggcggctgcgaac
tgcgegtgaaattcagecgoagegcagatgectecagectacaagcaggggcagaac
cagctctacaacgaactcaatcttyggtocggagagaggagtacgacgtgctggacaa
gcggagaggacgggacccagaaatgggcgggaagecgegcagaaagaatecccaag
agggcctgtacaacgagctccaaaaggataagatggcagaagectatagegagatt
ggtatgaaaggggaacgcagaagaggcaaaggccacgacggactgtaccagggact

cagcaccgecaccaaggacacctatgacgetettecacatgecaggecctgeecgocte

104876 32 MAL(;%{FTALLLPLALLLHAARPeivmthpatlslspgeratlscrasgt_lisky_lnw
céﬁﬁiﬁa_ vagkpggaprllivhtsrlhsgiparfsgsgsgtdytltisslgpedfavyfceggg
aa ntlpytfgggtkleikggggsggggsggggsgvglaesgpglvkpsetlsltctys
gvslpdygvswirgppgkglewigviwgsettyygsslksrvtiskdnskngvslk
lsavtaadtavyycakhyyyggsyamdywgggt lvtvsstttpaprpptpaptias
gplslrpeacrpaaggavhtrgldfacdiyiwaplagtegvlllslvitlyckrgr
kkllyvifkgpfmrpvgttgeedgecscripeeeeggecelrvkisrsadapavkgogn
glyvnelnlgrresydvldkrrgrdpemggkprrknpgeglynelgkdkmaeaysel
gmkgerrrgkghdglygglstatkdtvdalhmgalppr
CAR3
Dominio 3 gvglgesgpglvkpsetlsltetvagvslpdygvswirgppgkglewigviwgset
sg;&gf tyyesslksrvtiskdnskngvslklssvtaadtavyycakhyyyggsyandywgg

gtlvtvsasggggsggggsggggseivmtgspatlslaspgeratlacrasgdiskyl

nwygakpggaprllivhtsrlhsgiparfsgsgsgtdytltisslgpedfavyicg
ggntlpvtfgggtkleik
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103104
CAR3

ScFv-nt

soluble

63

atggctctgeccgtgacegeactectectgecactggetetgetgettecacgeege
tcgeecacaagtecagettcaagaatcagggectggtetggtgaagecatctgaga
ctctgtccoctcacttgecaccgtgageggagtgtecectecocagactacggagtgage
tggattagacagcctcococcggaaagggactggagtggatcggagtgatttggggtag
cgaaaccacttactattcatcttcectgaagtcacgggtcaccatttcaaaggata
actcaaagaatcaagtgagcctcaagetctecatcagtcacegeegetgacacegee
gtgtattactgtgccaagcattactactatggagggtcectacgecatggactactg
gggccagggaactctggtcactgtgtcatectggtggaggaggtageggaggaggeg
ggagcggtggaggtggectoccgaaategtgatgacccagagecctgecaaccetgtee
ctttcteccocggggaacgggectaccectttettgtegggecatcacaagatatctcaaa
atacctcaattggtatcaacagaageccgggacaggeocccctaggettottatectace
acacctctegectgeatagegggattececgeacgetttagegggtetggaageggg
accgactacactctgaccatctcatctectccageccgaggacttecgecgtctactt
ctgccagcagggtaacaccctgocgtacacctteggecagggecaccaagettgaga

tcaaacatcaccaccatcatcaccatcac

103104
CAR3
ScFv-aa
soluble

75

MALPVTALLLPLALLLHAARPqvglgesgpglvkpsetlsltctvagvslpdygvs

wirgepgkglewigviwgsettyyssslkesrvtiskdnskngvslklssvtaadta
vyycakhyyyggsyandywgqggt lvtvssggggsggggsggggseivmtgspatls
lspgeratlscrasgdiskylnwyggkpggaprllivhtsrlhsgiparfagsgsg
tdytltisslgpedfavyfcgggntlpytfgggtkleikhhhhhhhh

104877
CAR3
Completa-
nt

87

atggctctgecegtgacegeactectectgecactggetetgetgettecacgecge
tcgoccoccacaagtoccagecttcaagaatcagggoctggtotggtgaagecatoctgaga
ctetgteccteacttgecacegtgageggagtgteccteccagactacggagtgage
tggattagacagccteccggaaagggactggagtggatecggagtgatttggggtag
cgaaaccacttactattcatcttecctgaagtcacgggtcaccatttcaaaggata
actcaaagaatcaagtgagectcaagetcetcatcagtcacegecgetgacacegee
gtgtattactgtgccaagcattactactatggagggteoctacgeccatggactactyg
gggccagggaactctggtcactgtgtcatetggtggaggaggtageggaggaggeyg
ggagcggtggaggtggetccgaaategtgatgacccagagecctgecaacectgtee
ctttcteccggggaacgggetaccetttettgtegggcatcacaagatatcteaaa
atacctcaattggtatcaacagaagcogggacaggeoecctaggettottatctace
acacctctecgectgeatagegggatteccgecacgetttagegggtetggaageggyg
accgactacactctgaccatctcatctetecageccgaggacttegeegtetactt
ctgccagoagggtaacaccctgecgtacaccttoggecagggcaccaagoktgaga
tcaaaaccactactcccgetecaaggecacccaccoctgecccgaccategectet

cagccgetttococtgogtooggaggecatgtagaccecgcagetggtggggeocgtgea

taccocggggtettgacttegectgegatatctacatttgggececteotggotggta
cttgcggggtoctgetgetttcactegtgatcactectttactgtaagegeggtegy
aagaagctgetgtacatetttaageaaccetteatgaggectgtgeagactactca
agaggaggacggcetgttocatgecggttoccagaggaggaggaaggoggetgegaac
tgcgegtgaaattcageogeagegecagatgotecagectacaageaggggoagaac
cagctetacaacgaactcaatettggteggagagaggagtacgacgtgctggacaa
gocggagaggacgggacccagaaatgggogggaagocgogoagaaagaatcooccaayg
agggcctgtacaacgagctccaaaaggataagatggcagaagectatagegagatt
ggtatgaaaggggaacgcagaagaggcaaaggccacgacggactgtaccagggact
cagcaccgecaccaaggacacctatgacgetettcacatgeaggecctgeogecte

g9
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104877 33 MALPVTALLLPLALLLHAARPgvglgesgpglvkpsetlsltctvsgvslpdygvs
Cgiﬁiia- wirgppgkglewigviwgsettyyssslksrvtiskdnskngvslklssvtaadta
aa vyyvcakhyyyggsyamdywgggt lvt vssggggsggggsggggseivmtgspatls
lspgeratlscrasqdiskylnwyqgkpggqaprlliyhtsrlhsgiparfsgsgsg
tdyvtltisslgpedfavyfcgggntlpytfgggtkleiktttpaprpptpaptias
gelslrpeacrpaaggavhtrgldfacdiyiwaplagtegvlllslvitlyckrgr
kkllyifkgpfmrpvgttgeedgescripeeeeggeelrvkisrsadapavkgggn
glynelnlgrreeydvldkrrgrdpemnggkprrknpgeglynelgkdkmaesaysei
gmnkgerrrgkghdglygglstatkdtydalhmgalppr
CAR4
Domiréio 4 gvglgssgpglvkpsetlsltctvasgvslpdyvgvswirgppgkglewigviwgset
SEFAVRf tyvygsslksrvtiskdnskngvslklssvtaadtavyycakhyyyggsyamdywgg
gtlvtvssggggeggggsggggseivmtgspatlslspgeratlscrasgdiskyl
nwygakpggaprllivhtsrlhsgiparfsgsgsgtdyvtltisslgpedfavvicg
ggntlpyvtfgggtkleik
103106 64 atggctctgccogtgacegeactoctectgocactggetetgetgettecacgeoge
CAR4 tcgcececacaagtceccagetteocaagaatcagggoectggtectggtgaagececatctgaga
s;ﬁﬁi;_ ctctgteoccteacttgecaccgtgageggagtgteccteccagactacggagtgage
nt tggattagacagecctceecggaaagggactggagtggateggagtgatttggggtag
cgaaaccacttactatcaatcttcectgaagtcacgggtcaccatttcaaaggata
actcaaagaatcaagtgagcctcaagctctcatcagtcaccgecgectgacaccgoo
gtgtattactgtgccaagcattactactatggagggtcctacgecatggactactg
gggccagggaactctggtcactotgtecatetggtggaggaggtageggaggaggeyg
gygagcggtggaggtggctccgaaatcgtgatgaccecagagecctgeaaccctgteo
ctttcteoccggggaacgggotaccetttettgtegggecatcacaagatatetecaaa
atacctcaattggtatcaacagaagccegggacaggeecctaggettottatotace
acacctctcgectgecatagecgggattcocegecacgetttagegggtetggaageggg
accgactacactctgaccatctecatetetecageccgaggacttegecgtetactt
ctgccagcagggtaacaccctgecgtacacctteggecagggcaccaagettgaga
tcaaacatcaccaccatcatcaccatcac
103106 76 MALPVTALLLPLALLLHAARPgvglgesgpglvkpsetlsltctvasgvslpdygvs
%ﬁﬁ: wirgppgkglewigviwgsettyvgsslksrvtiskdnskngvslklssvtaadta
soluble - vyycakhyyyggsyandywgggtlvtvssggggsggggsggggseivmtgspatls
aa

lspgeratlscrasgdiskylnwyggkpggaprllivhtsrlhsgiparfagsgsg
tdyvtltisslgpedfavyfcgggntlpytfgggtkleikhhhhhhhh
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104878
CAR4
Completa-
nt

88

atggctctgececgtgaccegeactectectgecactggetetgetgettcacgeege
tcgeocccacaagtccagettocaagaatcagggectggtectggtgaageccatectgaga
ctctgtcoctcacttgeaccgtgageggagtgteccteccagactacggagtgage
tggattagacagcctcocoecggaaagggactggagtggatecggagtgatttggggtag
cgaaaccacttactatcaatcttcocctgaagtcacgggtcaccatttcaaaggata
actcaaagaatcaagtgagectcaagetetecatcagtcacegecgetgacaccgeo
gtgtattactgtgccaagecattactactatggagggtcocctacgeccatggactacty
gggccagggaactctggtcactgtgtcatectggtggaggaggtageggaggaggeyg
ggagcggtggaggtggetcecogaaategtgatgacccagagecctgeaaccotgtee
ctitctccocggggaacgggetaccectittecttgtogggcatcacaagatatctcaaa
atacctcaattggtatcaacagaagccgggacaggoccoccctaggecttcttatctace
acacctctegectgecatagegggattecegeacgetttagegggtectggaageggg
accgactacactctgaccatctcatctctcoccageccgaggacttegecegtoctactt
ctgccagcagggtaacaccctgecgtacaccttoeggecagggecaccaagettgaga
tcaaaaccactactcceogcectccaaggceccacccacccetgeccogaccatcgectet
cagcoccgettteooctgegteoocggaggeatgtagaccecgecagetggtggggeogtgea
tacccggggtettgacttegectgegatatctacatttgyggeccctetggetggta
cttgcggggteoctgetgetttcactegtgatcactetttactgtaagegeggtogyg
aagaagctgctgtacatcectttaagcaacccttcatgaggectgtgecagactactca
agaggaggacggctgttcatgceggttcoccagaggaggaggaaggeggetgegaac
tgcgegtgaaattcagecgcagoegeagatgoetecagectacaageaggggcagaac
cagctctacaacgaactcaatcttggtoggagagaggagtacgacgtgectggacaa
goggagaggacgggaccecagaaatgggegggaagecgegcagaaagaatoocccaag
agggcctgtacaacgagctccaaaaggataagatggcagaagectatagcgagatt
ggtatgaaaggggaacgcagaagaggcaaaggccacgacggactgtaccagggact

cagcaccgecaccaaggacacctatgacgetettcacatgcaggecctgeegecte

99

104878
CAR4
Completa-
aa

34

MALPVTALLLPLALLLHAARPgvglgesgpglvkpsetlsltctvsgvslpdygvs
wirgppgkglewigviwgsettyygsslksrvtiskdnskngvslklssvtaadta

vyycakhyyyggsyamdywgqot lvtvssggggsgaggsggggseivmtgspatls

lspgeratlscrasgdiskylnwyqgkpggaprllivhtsrlhsgiparfagsgsg
tdytltisslgpedfavyfcgggntlpytfgggtkleiktttpaprpptpaptias
gplzslrpeacrpaaggavhtrgldfacdiviwaplagtegvlllslvitlyckrgr
kkllyvifkgpimrpvgttgeedgescripeeseggeelrvkisrsadapayvkggan
glynelnlgrreeydvldkrrgrdpenggkprrknpgeglynelgkdkmasaysei
gmkgerrrgkghdglygglstatkdtydalhmgal ppr

CAR5

Dominio
scFv de
CAR5

eivmtgspatlslspgeratlscrasgdiskylnwyggkpggaprllivhtsrlhs
giparfsgsgsgtdytltisslgpedfavyfcqgggntlpytfgggtkleikggggs
ggggsgggygsggggsgvglgesgpglvkpsetlsltctvegvelpdyvgvswirgpe
gkglewigviwgsettyyssslksrvtiskdnskngvslklssvtaadtavyycak
hvyvvggsyamdywgggtlvtvss
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99789 65 atggcccteccagtgaccgetetgetgetgectetegeacttettetecatgecge
czgﬁiifFv tcggecctgagatcgtoatgacccaaageccegetacectgtecocctgtecacceggog
nt ) agagggcaaccctttecatgcagggecagecaggacatttctaagtacctecaactygy
tatcagcagaagccagggeaggeteccoctogectgetgatctaccacaccagecgect
ccacagceggtatcceccgecagattttecgggagegggtectggaaccgactacacce
tcaccatctecttctetgcageccgaggatttegecgtectatttetgocagecagggyg
aatactctgecgtacacctteggtcaaggtaccaagetggaaatcaagggaggegy
aggatcaggcggtggeggaageggaggaggtggetceggaggaggaggtteccaag
tgcagcttcaagaatcaggacceggacttgtgaagecatcagaaacccteteectyg
acttgtaccgtgtccggtgtgagectecocccgactacggagtetettggattegeca
gectooggggaagggtottgaatggattggggtgatttggggatcagagactactt
actactcttcatcacttaagtcacgggtcaccatcagcaaagataatagcaagaac
caagtgtcacttaagctgtcatctgtgaccgecgetgacaccgeegtgtactattg
tgccaaacattactattacggagggtcttatgetatggactactggggacagggga
ccctggtgactgtetcoctagecatcaccatcaccaccatcatcac
99789 77 MALPVTALLLPLALLLHAARPeivmtgspatlslspgeratlscrasgdiskylnw
ngﬁij:FV vagkpggaprllivhtsrlhsgiparfsgsgsgtdyvtltisslgpedfavvicagg
aa ntlpytfgqgtkleikggggsggggsggggsggggsqgvglgesgpglvkpsetlsl
tctvsgvslpdyvgvswirgppgkglewigviwgsettyyssslksrvtiskdnskn
gvslklssvtaadtavyyvcakhyyvggsyamdywgggt lvtvasshhhhhhhh
104879 89 atggccctoecctgtecaccgecctgetgeticegetggetettctgoctccacgacge
CogQgZi- tcggececcgaaattgtgatgacccagtcacccgecactettagectttcacceggty
nt

agcgcgcaaccctgtottgecagagectoecaagacatetbcaaaataccttaattgy
tatcaacagaageccoccggacaggcetectogecttotgatoctaccacaccagooggot
ccattetggaatecctgecaggttcageggtageggatctgggacegactacaccee
tcactatcagctcactgcagccagaggacttocgectgtctatttectgtcagecaaggyg
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aacaccctgccctacacctttggacagggecaccaagetcegagattaaaggtagagg
tggcagcggaggaggtgggteccggeggtggaggaageggeggaggcgggagecagy
tccaactccaagaaagceggaccegggtottgtgaagecatcagaaactetticactg
acttgtactgtgagecggagtgtctecteccccgattacggggtgtocttggatcagaca
gccaccggggaagggtotggaatggattggagtgatttggggetetgagactactt
actactcttcatcectcaagtcacgegtcaccatectcaaaggacaactctaagaat
caggtgtcactgaaactgtcatctgtgaccgeageecgacaccgecgtgtactattyg
cgctaagecattactattatggegggagectacgecaatggattactggggacagggta
ctetggtoacegtgtocageaccactacceocageacegaggecaccecaccocgget
cctaccatcgecteccagectetgtecctgegtecggaggecatgtagaccogeage
tggtggggccgtgecatacccggggtettgacttegectgegatatctacatttggg
ccectetggetggtacttgoggggtectgetgetttecactegtgateoactotttac
tgtaagcgcggtcggaagaagctgectgtacatectttaagecaaccettecatgaggee
tgtgcagactactcaagaggaggacggetgttcatgecggttoccagaggaggagg
aaggcggetgegaactgegegtgaaattcageegeagegeagatgoteccagectac
aagcaggggcagaaccagctctacaacgaactcaatcttggtocggagagaggagta
cgacgtgctggacaagecggagaggacgggacccagaaatgggecgggaagecgegea
gaaagaatccccaagagggcectgtacaacgagceteccaaaaggataagatggecagaa
gcctatagecgagattggtatgaaaggggaacgcagaagaggcaaaggeccacgacgg

actgtaccagggactcagecaccgecaccaaggacacctatgacgetecttcacatge

aggcoccctgccocgectegg
104879 35 MALPVTALLLPLALLLHAARPeivmtgspatlslspgeratlscrasqdiskylnw
CAR5 ) ,
completa - vggkpggaprllivhtsrlhsgiparfsgsgsgtdytltisslgpedfavyfcggg
aa ntlpytfgqgotkleikggggsggggsgggagsggggsgvglgesgpglvkpsetlsl
tetvsgvslpdygvswirgppgkglewigviwgsettyyssslksrvtiskdnskn
gvslklssvtaadtavyycakhyyyggsyamdywgggtlvtvsstttpaprpptpa
ptiasgplslrpeacrpaaggavhtrgldfacdiviwaplagtegvlllslvitly
ckrgrkkllyifkgpfmrpvgttaeedgcescrfpeeceggeelrvkfsrsadapay
kgggnglynelnlgrreeydvldkrrgrdpemggkprrknpgeglynelgkdknas
avseignkgerrrgkghdglygglstatkdtydalhmgalppr
CARG6
DOWWSO 6 eivmtgspatlslspgeratlscrasqgdiskylnwyggkpggaprllivhtsrlhs
scFv de
CAR6 giparfsgsgsgtdytltisslgpedfavyfcgggntlpytfgggtkleikggggs
ggggsggggsggggsgvglgesgpglvkpsetlsltcectvagvaslpdygvawirgpp
gkglewigviwgsettyygsslksrvtiskdnskngvslklssvtaadtavyycak
hyvyvyggsvyvamdywgoggtlvtvss
99790 66 atggcectcoccagtgacegetetgetgotgoctetegeacttottotecatgecge
CARG scFv
soluble -nt tcggecectgagatcgtcatgacccaaageooccgetaccctgtccctgtcaccoggoyg
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agagggcaaccctttcatgcagggeccagecaggacatttectaagtacctecaactgg
tatcagcagaagccagggcaggctectogectgetgatctaccacaccageecgect
ccacagcggtatcccegecagattttecgggagegggtoetggaaccgactacaccee
tcaccatctottototgcageoccgaggatttocgoogtetatttoctgocageaggygy
aatactctgccecgtacacctteggtcaaggtaccaagetggaaatcaagggaggegyg
aggatcaggcggtggcggaagcggaggaggtggctccggaggaggaggttcccaag
tgcagcettcaagaatcaggacceggacttgtgaageccatcagaaacccteteectyg
acttgtaccgtgtecggtgtgagectececgactacggagtetettggattegeea
gccteecggggaagggtettgaatggattggggtgatttggggatecagagactactt
actaccagtcatcacttaagtcacgggtcaccatcagcaaagataatagcaagaac
caagtgtcacttaagctgtcatctgtgaccgeegetgacacecgeegtgtactattyg
tgccaaacattactattacggagggtcttatgctatggactactggggacagggga

cectggtgactgtetetagecatcaccatecaccaccatcateac

99790 78 MALPVTALLLPLALLLHAARPeivmtgspatlslspgeratlscrasgdiskylnw
CARG6 scFv . . .
soluble -aa vaggkpggaprllivhtsrlhsgiparfsgsgsgtdytltisslgpedfavyicggg
ntlpyvtfgggtkleikggggsggggsggggsggggsgvglgesgpglvkpsetlsl
tctvsgvslpdygveswirgppgkglewigviwgsettyygsslksrvtiskdnskn
gvslklssvtaadtavyycakhyyyggsyamdywgggt lvtvsshhhhhhhh
104880 90 atggccctcectgtecaccgeoectgetgettecgetggetettetgetecacgeege
CARG6
completa - tcggcccgaaattgtgatgacccagtcaccogecactettagoctttcacceggtyg
nt agcgegeaaccctgtecttigecagagecteccaagacatctcaaaataccttaatigg

tatcaacagaagcccocggacaggctectegecttetgatectaccacaccageoocgget
ccattetggaatcectgecaggttcagegagtageggatctgggaccgactacaccee
tcactatcagctcactgcagccagaggacttocgetgtctatttectgtcagecaaggy
aacaccctgecctacacctttggacagggcaccaagetcgagattaaaggtggagg
tggcagcggaggaggtgggtecggeggtggaggaagecggaggeggagggagecagg
tccaactcocaagaaageggaccgggtettgtgaagecatcagaaactetttcactyg
acttgtactgtgagcggagtgtctctoececegattacggggtgtecttggatcagaca
gccaccggggaagggtctggaatggattggagtgatttggggetetgagactactt
actaccaatcatccctcaagtcacgecgtcaccatctcaaaggacaactctaagaat
caggtgtcactgaaactgtcatctgtgacegeagecgacacegeegtgtactattyg
cgctaageattactattatggecgggagectacgcaatggattactggggacagggta
ctctggtcaccgtgtecagecaccactaccecagecaccgaggecacccacccoggoet
cctaccatcgecteccagectectgtccctgegtcocggaggcatgtagaccocgeage
tggtggggeegtgeataccoggggtettgacttegectgegatatetacatttggy
ccoctetggetggtacttgoggggtectgetgetttecactegtgatcactetttac
tgtaagcgcggtcggaagaagctgetgtacatetttaagecaacccttecatgaggee
tgtgcagactactcaagaggaggacggctgttcatgeccggttoccagaggaggagyg

aaggcggctgegaactgegegtgaaattcagecgecagegecagatgetecagectac
aagcaggggcagaaccagctctacaacgaactcaatcettggtcggagagaggagta
cgacgtgctggacaagcggagaggacgggacccagaaatgggegggaagecgegea
gaaagaatccccaagagggoctgtacaacgagetccaaaaggataagatggcagaa
gcctatagegagattggtatgaaaggggaacgcagaagaggcaaaggecacgacgyg
actgtaccagggactcagcaccgecaccaaggacacctatgacgetettecacatge

aggccctgecgoctogyg
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104880 36 MALPVTALLLPLALLLHAARPeivmtgspatlslspgeratlscrasqdiskylnw
CARG vagkpggaprllivhtsrlhsgiparfsgsgsgtdytltisslgpedfavyfcgygyg
Comgfta B ntlpytfgggtkleikggggsggggsggggsggagsavglgesgpglvkpsetlsl
tetvsgvslpdygvswirgppgkglewigviwgsettyygsslksrvtiskdnskn
gvslklssvtaadtavyycakhyyyggsyamdywgagtlvtvsstttpaprpptpa
ptiasgplslrpeacrpaaggavhtrgldfacdiviwaplagtegvlllslvitly
ckrgrkkllyifkgpimrpvgttgeedgescripesseggeelrvkisrsadapay
kgggnglynelnlgrreeydvldkrrgrdpemggkprrknpgeglynelgkdkmae
ayselgmkgerrrgkghdglyvgglstatkdtydalhmgalppr
CAR7
DOIr:nir(ljiO 7 gvglgesgpglvkpsetlsltctvsgvslpdygvswirgppgkglewigviwgset
Séﬁkf tyvssslksrvtiskdnskngvslklssvtaadtavyycakhyyyvggsyamdywgg
gtlvtvssggggsggggsggggsggggseivmtgspatlslspgeratlscrasgd
iskylnwyggkpggaprllivhtsrlhsgiparfsgsgsgtdytltisslgpedfa
vyfeqgagntlpytfgggtkleik
100796 67 atggcactgcctgtcactgeectectgetgectetggecctecttetgeatgecge
CARY7 scFv caggccccaagtccagctgecaagagtcaggacccggactggtgaagecgtectgaga
soluble -nt ctctetcactgacttgtaccgtcageggegtgtecctecccgactacggagtgtea
tggatccgccaaccteoccgggaaagggettgaatggattggtgtecatetgggotte
tgaaaccacctactactcatcttecectgaagtecagggtgaccatcagcaaggata
attccaagaaccaggtcagceccttaagectgtcocatctgtgaccecgectgectgacaccgee
gtgtattactgcgeccaagecactactattacggaggaagctacgectatggactattg
gggacagggcactctcgtgactgtgagcageggecggtggagggtetggaggtggag
gatccggtggtggtgggtcaggcggaggagggagegagattgtgatgactcagtea
ccageccaccetttetetttecacceggegagagagraacectgagetgtagagecag
ccaggacatttctaagtacctcaactggtatcagraaaaaccggggecaggececte
gccteccoctgatctaccatacctcacgecttcactectggtateccoccgetecggtttage
ggatcaggatctggtaccgactacactctgaccatttecagectgecageccagaaga
tttcgcagtgtatttoctgecageagggecaatacccttecttacacctteggtecagy
gaaccaagctecgaaatcaagcaccatcaccatcatcaccaccat
100796 79 MALPVTALLLPLALLLHAARPqvglgesgpglvkpsetlsltetvsgvslpdygvs
CARY7 scFv
soluble -aa

wirgepgkglewigviwgsettyyssslksrvtiskdnskngvslklssvtaadta
vyyvcakhyyvggsyvamdywgagt lvtvssggggsgggysggyggsggggseivmigs
patlslspgeratlscrasgdiskylnwyggkpggaprllivhtsrlhsgiparfs
gsgsgtdvtltisslgpedfavyicagggntlpyvtfgggtkleikhhhhhhhh
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104881
CAR7
completa -
nt

91

atggctctgeccecgtgaccgecactectectgecactggetetgetgettcacgecge
tcgoccacaagtccagettcaagaatcagggectggtotggtgaagecatctgaga
ctctgtccectcacttgecaccgtgageggagtgtecctceccagactacggagtgage
tggattagacagecctoccococggaaagggactggagtggatcggagtgatttggggtag
cgaaaccacttactattcatcttcecctgaagtcacgggtcaccatttcaaaggata
actcaaagaatcaagtgagoctcaagetcectcecatcagtcacegecgectgacacacgec
gtgtattactgtgeccaageattactactatggagggtectacgecatggactactg
gggccagggaactetggtcactgtgtcatctggtggaggaggtageggaggaggeyg
ggagcggtggaggtggcetoecggaggtggeggaagegaaategtgatgacccagage
cctgcaaccctgtecctttcecteccggggaacgggetacecetttettgtegggeate
acaagatatctcaaaatacctcaattggtatcaacagaagecgggacaggecocta
ggcttcttatctaccacacctetegectgeatagegggattecccgecacgetttage
gggtctggaagogggaccgactacactoctgaccatctcatctoctoccagoccocgagga
cttecgecgtcetacttetgecagecagggtaacacectgeegtacacetteggecagyg
gcaccaagcttgagatcaaaaccactactceccegetceccaaggecacceaccecctgee
ccgaccatcgectetcageocgettteoctgegtocggaggeatgtagaccocgeage
tggtggggccgtgcataccocggggtcttgacttegectgogatatctacatttggy
ccoctetggetggtacttgeggggtectgetgettteactegtgatecactetttac
tgtaagcgeggtcggaagaagetgetgtacatetttaagecaaccettecatgaggee
tgtgcagactactcaagaggaggacggctgttcatgecoggttcccagaggaggagy
aaggcggctgegaactgegegtgaaattecagecgecagegeagatgetecagectac
dagcaggggcagaaccagetictacaacgaactcaatettggtocggagagaggagta
cgacgtgctggacaageggagaggacgggacecagaaatgggegggaagecgegea
gaaagaatccccaagagggcecctgtacaacgagectccaaaaggataagatggecagaa
gcctatagegagattggtatgaaaggggaacgcagaagaggoaaaggcocacgacgyg
actgtaccagggactcagcaccgecaccaaggacacctatgacgetcttcacatge

aggccctgeococgeectogyg

104881
CAR7
completa -
aa

37

MALPVTALLLPLALLLHARRPgvglgesgpglvkpsetlsltctvsgvslpdygvs
wirgppgkglewigviwgsettyyssslksrvtiskdnsknguslklssvtaadta

vyycakhyyyggsyamdywgqgot Lvtvssggggsggggsggggsggggseivmtgs
patlslspgeratlscrasqgdiskylnwygakpggaprllivhtsrlhsgiparfs
gsgsgtdytltisslgpedfavyfcgggntlpytfgggtkleiktttpaprpptpa
ptiasgplslrpeacrpaaggavhtrgldfacdiviwaplagtegvlllslvitly
ckrgrkkllyifkgpfmrpvgttgeedgescr fpeessggeelrvkfasrsadapay

kgggnglynelnlgrreeydvldkrrgrdpenggkprrknpgeglynelgkdkmae
ayseigmkgerrrgkghdglygglstatkdtydalhmgalppr

CARS8

Dominio
scFv de
CARS8

grglagesgpglvkpsetlsltetvsgvslpdygvswirgppgkglewigviwgset
tyvvgsslksrvtiskdnskngvslklssvtaadtavyycakhyvvvyggsyamdywgg
gtlvtvssggggsggggsggggsggggseivmtgspatlslspgeratlscrasgd
iskvlnwyggkpggaprllivhtsrlhsgiparfsgsgsgtdytltisslgpedfa
vyfeqggntlpyvtfgggtkleik
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100798
CARS8 scFv
soluble -
nt

68

atggcactgcctgtcactgeecteoctgetgectetggecctecttetgeatgecge
caggccccaagtccagetgecaagagtecaggacceggactggtgaageegtctgaga
ctctetcactgacttgtaccgtcageggegtgteccteccegactacggagtgtea
tggatcocgecaacctoeocgggaaagggettgaatggattggtgtecatetggggtte
tgaaaccacctactaccagtcttecectgaagtecagggtgaccatcageaaggata
attccaagaaccaggtcagecttaagetgtecatctgtgacegetgetgacacegeo
gtgtattactgcgccaagcactactattacggaggaagectacgetatggactatty
gggacagggcactctegtgactgtgagcageggeggtggagggtetggaggtggag
gatccggtggtggtgggtcaggeggaggagggagegagattgtgatgactcagtca
ccagccaccctttetetttcacccggegagagagcaaccctgagetgtagagecag
ccaggacatttctaagtacctcaactggtatcagcaaaaaccggggcaggececte
gcctectgatctaccatacctecacgecttecactetggtateccegeteggtttage
ggatcaggatctggtaccgactacactctgaccatttccagectgecagecagaaga
tttcgcagtgtatttctgecagecagggecaatacecttecttacacctteggteagy

gaaccaagctcgaaatcaagcaccatcaccatcatcatcaccac

100798
CARS8 scFv
soluble -
aa

80

MALPVTALLLPLALLLHAARPqgvglgesgpglvkpsetlsltetvsgvslpdygvs

wirgppgkglewigviwgsettyyvgsslksrvtiskdnskngvslklssvtaadta
vyycakhyvyyggsvandywgggt lvtvssggggsgggygsggyggsggggseivmtgs
patlslspgeratlscrasqdiskylnwyggkpggaprllivhtsrlhsgiparfs
gagsgtdytltisslgpedfavyfcggontlpyvtfgggtkleikhhhhhhhh

104882
CARS8
Completa -
nt

92

atggctctgeccgtgacegeactoctectgocactggetetgetgettcacgeege
tcgeoccacaagtccagettcaagaatcagggectggtetggtgaagecatectgaga
ctetgteccteacttgeaccgtgageggagtgtcecteccagactacggagtgage
tggattagacagcctocococggaaagggactggagtggatcggagtgatttggggtag
cgaaaccacttactatcaatcttocctgaagtcacgggtcaccatttecaaaggata
actcaaagaatcaagtgagcctocaagectctcatcagtecacegocogetgacaccgoo
gtgtattactgtgccaageattactactatggagggtectacgecatggactacty
gggccagggaactctggtcactgtgtcatectggtggaggaggtageggaggaggeg
ggagcggtggaggtggcetcecggaggeggtgggtcagaaategtgatgacccagage
cctgcaaccctgtecctttotecocggggaacgggetaccetttettgtegggeate

acaagatatctcaaaatacctcaattggtatcaacagaageccgggacaggceccecta
ggcttcttatctaccacaccteotecgectgecatagegggattecoccgecacgetttage
gggtctggaagcgggaccgactacactctgaccatctcatetoteccageacgagga
cttegeegtetacttetgecageagggtaacacectgecgtacacctteggecagy
gcaccaagcttgagatcaaaaccactactcccgectoccaaggeccacccacccctgee
ccgaccatcgoctoctocagocgetttecocctgegtecggaggcatgtagaccocgecage
tggtggggeegtgeataccecggggtettgacttegectgegatatctacatttgag
ccoctetggetggtacttgeggggtectgetgetttcactegtgatcactetttac
tgtaagcgcggtcggaagaagetgetgtacatectttaagecaaccecttecatgaggee
tgtgcagactactcaagaggaggacggctgttcatgecggttecccagaggaggagy
aaggcggctgcgaactgcgegtgaaattcagecgecagegcagatgetecagectac
aagcaggggcagaaccagctctacaacgaactecaatettggtoggagagaggagta
cgacgtgctggacaagcggagaggacgggacccagaaatgggogggaageocgegea
gaaagaatccccaagagggectgtacaacgagetcoccaaaaggataagatggecagaa
gcctatagcgagattggtatgaaaggggaacgcagaagaggcaaaggcecacgacgy
actgtaccagggactcagcaccgecaccaaggacacctatgacgetcttecacatge

aggccctgecgoctogg
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104882 38 MALPVTALLLPLALLLHARRPgvglgesgpglvkpsetlsltctvsgvslpdygvs
COﬁQiiz- wirgppgkglewigviwgsettyygsslksrvtiskdnskngvslklssvtaadta
aa vyycakhyyyggsyamdywgqggt lvtvssggggsggggsggggsggggseivmtgs
patlslspgeratlscrasqgdiskylnwyggkpggaprllivhtsrlhsgiparfs
gsgsgtdytltisslgpedfavyfcgggntlpytfgggtkleiktttpaprpptpa
ptiasgplslrpeacrpaaggavhtrgldfacdiviwaplagtegvlllslvitly
ckrgrkkllvifkgpfnrpvgttgeedgcscripeseseggecelrvkisrsadapay
kgggnglynelnlgrreeydvldkrrgrdpemggkprrknpgeglynelgkdkmae
ayvseigmkgerrrgkghdglvgglstatkdtvdalhmgalppr
CAR9
Dominio 9 eivmtgspatlslspgeratlscrasqgdiskylnwyggkpggaprllivhtsrlhs
Sg;&gf giparfsgsgsgtdytltisslgpedfavyfcgggntlpytfgggtkleikggags
ggggsgggysggggsgvglagesgpglvkpsetlsltctvagvslpdygvawirgpp
gkglewigviwgsettyynsslksrvtiskdnsknguslklssvtaadtavyycak
hyyyggsyamdywgggtlvtvss
99789 69 atggcccteccagtgaccgetetgetgetgectetegecacttettectecatgecge
CZgEiifFV tcggoectgagategtcatgacccaaagoeccgetaceoctgtecctgtecacceggeg
nt agagggcaaccctttecatgoagggocagecaggacatttectaagtacetcaactygy
tatcagcagaagccagggeaggcetectegectgetgatctaccacaccageegect
ccacageggtatceccegecagattttoccgggagegggtctggaaccgactacacee
tcaccatctcttetectgecageccgaggatttegecgtetatttetgecagecagggyg
aatactctgccgtacacctteggtcaaggtaccaagetggaaatcaagggaggcgyg
aggatcaggcggtggcggaagcggaggaggtggctccggaggaggaggttceccaag
tgcagcttcaagaatcaggacceggacttgtgaagecatcagaaacectectecctg
acttgtaccgtgtcoggtgtgagecteccegactacggagtcteottggattegeca
gcctocggggaagggtcttgaatggattggggtgatttggggatcagagactactt
actacaattcatcacttaagtcacgggtcaccatcagcaaagataatagcaagaac
caagtgtcacttaagctgtcatctgtgaccgecgetgacaccgecgtgtactattyg
tgccaaacattactattacggagggtcecttatgectatggactactggggacagggga
ccotggtgactgteteotageocatcaccatcaccaccatcatcac
99789 81 MALPVTALLLPLALLLHAARP=ivmtgspatlslspgeratlscrasgdiskylnw
ngﬁiiffv vagkpggaprllivhtsrlhsgiparfsgsgsgtdytltisslgpedfavyfoggg
aa ntlpytfgggtkleikggggsggggsggggsggggsquglgesgpglvkpsetlsl

tctvasgvslpdyvgvswirgppgkglewigviwgsettyynsslksrvtiskdnskn
gvslklssvtaadtavyycakhyvyggsyandywgggt lvtvsshhhhhhhh
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105974
CAR9
completa -
nt

93

atggcecteecctgtecacegeectgetgettecgetggetecttetgetecacgeecge
tcggcccgaaattgtgatgacccagtcaccocgeccactecttagecctttcaccecggtyg
agegegcaacectgtcttgecagagecteccaagacatetcaaaatacecttaattgyg
tatcaacagaagccocggacaggctcctogoccttctgatctaccacaccagoccgget
ccattctggaatcceotgecaggttcageggtageggatctgggaccgactacacce
tcactatcageteactgcagecagaggacttogetgtetatttotgtcageoaagygy
aacaccctgccctacacctttggacagggcaccaagectcgagattaaagotggagyg
tggcageggaggaggtgggteceggeggtggaggaageggaggeggtgggagecagy
tccaactccaagaaageggaccgggtettgtgaagecatcagaaactetttcactyg
acttgtactgtgageggagtgtctceteoccegattacggggtgtettggatcagaca
goocaccggggaagggtotggaatggattggagtgatttggggotetgagactactt
actacaactcatccctcaagtcacgegtcaccatctcaaaggacaactctaagaat
caggtgtcactgaaactgtcatcectgtgacogcagocgacacoegeocgtgtactattyg
cgctaagcecattactattatggegggagetacgcaatggattactggggacagggta
ctctggtecaccgtgtoccageoaccactaccoccageaccgaggooacccaccocgget
cctaccategecteccagectetgtecctycgtecggaggecatgtagaccegecage
tggtggggccgtgcataccoggggtcttgacttcgoctgeogatatctacatttggy
cecectetggetggtacttgeggggtectgetgetttcactegtgatcactetttac
tgtaagcgecggtecggaagaagectgetgtacatcectttaagecaacccttecatgaggeo
tgtgecagactactcaagaggaggacggctgttecatgecggttooccagaggaggagyg
aaggcggctgcgaactgegegtgaaattcagecgcagegecagatgetecagectac
aagcaggggcagaaccagcectctacaacgaactcaatettggtcggagagaggagta
cgacgtgetggacaagcggagaggacgggacccagaaatgggegggaagecgegea

gaaagaatccccaagagggectgtacaacgagetccaaaaggataagatggcagaa

gcectatagogagattggtatgaaaggggaacgcagaagaggceaaaggoecacgacyg
actgtaccagggactcageaccgoecaccaaggacacctatgacgetettecacatge

aggccctgeccgoctogyg

105974
CAR9
completa -
aa

39

MALPVTALLLPLALLLHARRPeivmtgspatlslspgeratlscrasqdiskylnw
vagkpggaprlliyhtsrlhsgiparfsgsgsgtdytltisslgpedfavyfcgqg
ntlEgEfgqgtkleikggqgsgqggsqgggsggggsqvqlqesgpglvkpsetlsl
tctvsgvslpdygvswirgppgkglewigviwgsettyynsslksrvtiskdnskn

gvslklssvtaadtavyycakhyyyggsyamdywgggtlvtvsstttpaprpptpa
ptiasgplslrpeacrpaaggavhtrgldfacdiviwaplagtegvlllslvitly
ckrgrkkllyifkgqpimrpvgttgeedgescripesceggcelrvkisrsadapay
kgggnglynelnlgrreeydvldkrrgrdpemggkprrknpgeglynelgkdkmae
avseignkgerrrgkghdglvgglstatkdtydalhmgalppr

CAR10

Dominio
scFv de
CAR10

10

gvglgesgpglvkpsetlsltctvaegvslpdygvaswirgppgkglewigviwgset
tyvnsslksrvtiskdnskngvslklssvtaadtavyycakhyyyggsyandywgg
gtlvtvessggggsggggsggggsggggseivmtgspatlslspgeratlscrasgd
iskylnwyqggkpggaprlliyvhtsrlhsgiparfsgsgsgtdytltisslgpedfa
vyfogggntlpytfggotkleik
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100796 70 atggcactgcctgtcactgeectectgetgectetggecctecttetgeatgecge
CAR10 caggcocccaagtccagetgoaagagtcaggaceoggactggtgaageegtictgaga
scﬂjgiy-nt ctctetcactgacttgtaccgtecageggegtgtecctecoccgactacggagtgtea
tggatccgocaacctococgggaaagggetigaatggattggtgtcatetggggtite
tgaaaccacctactacaactettoocctgaagtecagggtgaccatcageaaggata
attccaagaaccaggtcagocttaageotgtocatctgtgacegotgotgacacegee
gtgtattactgcgccaagcactactattacggaggaagctacgectatggactattyg
gggacagggcactctcgtgactgtgagcagecggeggtggagggtetggaggtggag
gatcoggtggtggtgggtcaggeggaggagggagegagattgtgatgactcagtea
ccagecaccetttetotttcacceggecgagagagcaaccctgagetgtagagecag
ccaggacatttctaagtacctcaactggtatcagecaaaaaccggggecaggcecoctoe
gectoctgatctaccatacctecacgecttecactetggtateccegeteggtttage
ggatcaggatctggtaccgactacactctgaccatttccagecctgecageccagaaga
tttecgeoagtgtatttcectgocagecagggeaatacccoctteocttacaccttaeggtecagyg
gaaccaagctcgaaatcaagcaccatcaccatcatcaccaccat
100796 82 MATLPVTALLLPLALLLHAARPqgvqlgesgpglvkpsetlsltctvsgvslpdygvs
iiiio wirgppgkglewigviwgsettyynsslksrvtiskdnskngvslklssvtaadta
soluble -aa vyycakhyyyggsyamdywgggt lvtvssggggsggggsggggsggggseivmtgs

patlslspgeratlscrasgdiskylnwyggkpggaprllivhtsrlhsgiparfs
gsgsgtdytltisslgpedfavyicggontlpytfgggtkleikhhhhhhhh
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105975
CAR10
completa -
nt

94

atggeectecctgteacegeectgetgettecgetggectettetgetecacgecge
tcggececcgaaattgtgatgacccagtecaccegecactecttageoectttecaccecggtyg
agcgcgcaaccctgtecttgocagagectocecaagacatetcaaaataccttaattygyg
tatcaacagaagccoccggacaggectectegecttetgatectaccacaccagocgget
ccattctggaatcecetgecaggttecagoggtageggatotgggacegactacacce
tcactatcagcectcactgcagecagaggacttecgetgtctatttetgtcageaaggyg
aacaccctgeectacacctttggacagggecaccaagectogagattaaaggtggagg
tggcagcggaggaggtgggtecggeggtggaggaageggaggeggtgggagccagg
tccaacteorcaagaaagecggacegggtettgtgaagecatcagaaactetttecactyg
acttgtactgtgageggagtgtctetecoeccgattacggggtgtcecttggatcagaca
gccaccgqggaagggt-::tggaatggattggagtgatttqgggctctgagactactt
actacaactcatccctcaagtcacgegtcaccatctcaaaggacaactctaagaat
caggtgtcactgaaactgtcatctgtgaccegragecgacaccgecgtgtactattyg
cgctaageattactattatggegggagectacgcaatggattactggggacagggta
ctctggtecaccgtgtocagraccactaccccageaccgaggecacocaccocgget
cctaccategecteccagectetgtecoctgegtecggaggeatgtagaccogoage
tggtggggecgtgecataccoggggtcttgacttegectgegatatetacatttgygyg
cceoctoetggetggtacttgocggggtectgetgetttcactegtgatcactetttac
tgtaagcgcggtoggaagaagetgetgtacatcetttaagcaaccecttcatgaggee
tgtgcagactactcaagaggaggacggctgttcatgeocggttecccagaggaggagy
aaggcggctgoegaactgegoegtgaaattcagecgecagegecagatgectocagectac
aagcaggggcagaaccagctctacaacgaactecaatettggtcggagagaggagta
cgacgtgctggacaagcggagaggacgggacccagaaatgggecgggaagcoccgagea
gaaagaatccccaagagggectgtacaacgagcetoccaaaaggataagatggeagaa
goctatagogagattggtatgaaaggggaacgcagaagaggocaaaggocacgacgyg
actgtaccagggactcageacegocaccaaggacacctatgacgetettecacatge

aggccctgecgectegyg

105975
CAR10
completa -
aa

40

MALPVTIALLLPLALLLHAARRPEIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRASQDI SKYLNW
ETOOKPGOAPRLLIYHTSRLHSGIPARE SGSGSGTIDYTLTISSLOPEDEAVYECQOG
NTLPYTFGQGTRLEIKGGGGE5GGGG5GGEGEESGGGESQVOLQESGPGLVEPSETLSL
TCIVSGVSLPDYGVSWIROPPGEGLEWIGVIWGSETTYYNSSLEKSRVT ISKDNSKEN

QVSLELSSVIAADTAVYYCAKHYYYGGSYAMDYWGQGTLVIVSSTITPAPRPETPA
PFTIASQPLSLEPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLY
CERGREELLYIFKQPFMRPVQTTOQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVEF SRSADAPRY
KQGONQLYNELNLGRREEY DVLDERRGRDPEMGGEPRRENPQEGLYNELQKDEMAE
AYSEIGMEGERRRGEGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALEPR

CAR11

Dominio
scFv de
CAR11

11

eivmtgspatlslspgeratlscrasagdiskylnwygqgkpggaprllivhtsrlhs
giparfsgsgsgtdytltisslgpedfavyfcgggntlpytfgggtkleikggggs
ggggsggggegvglagesgpglvkpsetlsltcectvagvslpdygvswirgppgkgle
wigviwgsettyynsslksrvtiskdnskngvslklssvtaadtavyycakhyyyg

gesyvamdywgggtlvtvss
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103101 71 Atggccctceoctgtcacegeectgetgettocgetggetettetgetecacgeege
CAR11 tcggecocgaaattgtgatgacccagtcacoccgecactettagectttcaccegaty
séﬁﬂ;ﬁ_ agcgcgcaaccctgtottgoagagectecccaagacatctcaaaataccttaattygg
nt tatcaacagaagcccggacaggctectegecttectgatctaccacaccagecgget
ccattctggaatcectgecaggttcageggtageggatctgggaccgactacacce
tcactatcagctcactgecagecagaggacttogetgtctatttcectgtcagecaaggg
aacaccctgcoctacacctttggacagggoaccaagetcgagattaaaggtggagy
tggcagecggaggaggtgggtecggeggtggaggaagecaggteccaacteccaagaaa
gocggaccgggtcttgtgaagecatcagaaactetttcactgacttgtactgtgage
ggagtgtctctcceccgattacggggtgtettggatcagacagecaccggggaaggg
tctggaatggattggagtgatttggggetetgagactacttactacaattecatcce
tcaagtcacgegtcaccatctcaaaggacaactctaagaatcaggtgtcactgaaa
ctgtcatctgtgaccgcageccgacaccgecgtgtactattgegetaageattacta
ttatggcgggagetacgecaatggattactggggacagggtactetggtcacegtgt
ccagccaccaccatcatcaccatcaccat
éoséfi 83 | MALPVTALLLPLALLLHAARPeivmtgspatlslspgeratlscrasqgdiskylnw
scFv vagkpggaprllivhtsrlhsgiparfsgsgsgtdytltisslgpedfavyicggg
SO|u;);6 ntlpyvtfgggtkleikggggsggggsggggsgvglgesgpglvkpsetlsltctvs
gvslpdygveswirgppgkglewigviwgsettyynsslksrvtiskdnskngvslk
lssvtaadtavyyvcakhyvyvggsyamdywgggt lvtvsshhhhhhhh
105976 95 atggctctgeccgtgacecgeactoctectgeocactggetetgetgettecacgecge
CAR11 tegeoccacaagtecagettocaagaatcagggoctggtetggtgaageratotgaga
Con1?:Ha - ctetgtecctecacttgcacegtgageggagtgteccteccagactacggagtgage

tggattagacagcctecceggaaagggactggagtggatecggagtgatttggggtag
cgaaaccacttactataactettocctgaagteacgggtcaccatttcaaaggata
actcaaagaatcaagtgagecctcaagetetecatcagtecaccgocgotgacaccgee
gtgtattactgtgccaagecattactactatggagggtectacgecatggactactyg
gggcecagggaactcectggtcactgtgtcatectggtggaggaggtageggaggaggeyg
ggagcggtggaggtggectcecggaggtggeggaagegaaatcgtgatgacccagage
cctgcaaccctgtccctttoctecccggggaacgggctaccetitettgtegggecate
acaagatatctcaaaatacctcaattggtatcaacagaagcecgggacaggecccta

ggcttettatctaccacacctetegectgecatagegggatteocgeacgetttage

gggtctggaagcgggaccgactacactcetgaccatctecatetctecageccgagga
cttogeoogtcotacttoctgecocagecagggtaacaccoctgoogtacaccttoeggecagy
gcaccaagcttgagatcaaaaccactactcocogetccaaggecacccaccoctgoo
ccgaccatcgectetecagecgetttecectgegtecggaggcatgtagaccegeage
tggtggggcegtgecatacceggggtettgacttegectgegatatctacatttggg
ccecctetggetggtacttgoggggtectgetgetttecactegtgatecactetttac
tgtaagcgeggtcggaagaagetgetgtacatetttaagcaaceettecatgaggee
tgtgcagactactcaagaggaggacggctgttecatgecggtteccagaggaggagyg
aaggcggctgcgaactgegegtgaaattecagecgecagegecagatgetecagectac
aagcaggggcagaaccagctctacaacgaactcaatecttggtcggagagaggagta
cgacgtgctggacaagcggagaggacgggacccagaaatgggegggaagecgegea
gaaagaatccccaagagggectgtacaacgagetccaaaaggataagatggecagaa
gcctatagcecgagattggtatgaaaggggaacgcagaagaggeaaaggecacgacgy
actgtaccagggactcagcaccgccaccaaggacacctatgacgetcttcacatge

aggccctgeccgectecygg
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105976
CAR11
completa -
aa

41

MALPVTALLLPLALLLHARRPOQVOLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGVSLPDYGVS
WIRQPPGEGLEWIGVIWGSETTYYNSSLESRVTISKEDNSENQVSLELSSVIAADTA
VYYCAKHYYYGGSYAMDYWGQGTLVTVISGGGEEGGGGEEGGGGSGGGGSEIVMTOS
PATLSLSPGERATLSCRASQDISKYLNWY QOKPGOAPRLLIYHTSRLHSGIPARES

GSGSGTDYTLTISSLOPEDFAVYFCOQGNTLPYTFGQGTKLEIKTTTFAPRFPTPA
PTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLY
CKRGREELLY IFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVEF SRSADAPAY
EQGONQLYMNELNLGRREEYDVLDERRGRDPEMGGKFPRRENPQEGLYNELOKDEMAE
AYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDT YDALHMQALPPR

CAR12

Dominio
scFv de
CAR12

12

gvglagesgpglvkpsetlsltctvsesgvelpdygvswirgppgkglewigviwgset
tyynaslksrvtiskdnskngvslklssvtaadtavyyvcakhyyyggsyamdywgg
gtlvtvssgggosggggsggggselvmtgspatlslspgeratlacrasgdiskyl
nwygakpggaprllivhtsrlhsgiparfsgsgsgtdytltisslgpedfavyfcqg
gantlpvtfgogatkleik

103104
CAR12
scFv
soluble -
nt

72

atggctctgcccgtgaccgeactectectgecactggetetgetgettcacgecge
tcgecceccacaagtccagettcaagaatcagggectggtcectggtgaageecatctgaga
ctctgtceoctcacttgecaceogtgagcggagtgteccteoccagactacggagtgage
tggattagacagcecctoccococggaaagggactggagtggatcggagtgatttggggtag
cgaaaccacttactataactcttoectgaagtcacgggtcaccatttcaaaggata

actcaaagaatcaagtgagecctcaagctctcatcagtcaccgoccgectgacaccgeo

gtgtattactgtgccaagecattactactatggagggtoctacgecatggactactyg
gggccagggaactctggtcactgtgtcatetggtggaggaggtagecggaggaggeyg
ggagcggtggaggtggetecgaaategtgatgacccagagecctgeaaccctgtee
ctttctocococgogggaacgggetaccetttettgtocgggeatcacaagatatctcaaa
atacctcaattggtatcaacagaagccocgggacaggececctaggettecttatctace
acacctctcogectgcatagecgggattecocgeacgetttagegggtetggaageggy
accgactacactctgaccatctcatctcteccagecccgaggacttegeecgtoctactt
ctgccagcagggtaacaccctgeocgtacacctteggecagggcaccaagettgaga

tcaaacatcaccaccatcatcaccatcac

103104
CAR12
scFv
soluble -
aa

84

MALPVTALLLPLALLLHAARPquvglgesgpglvkpsetlsltctvegvslpdygvs

wirgppgkglewigviwgsettyynsslksrvtiskdnskngvslklssvtaadta
vyvcakhyyyggsyamdywgqgot lvtvssggggsggggsggggseivmtgspatls
lapgeratlscrasgdiskyvlnwyggkpggaprllivhtsrlhsgiparfsgsgsg
tdvtltisslgpedfavyvicgggntlpyvtfgggtkleikhhhhhhhh
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105977
CAR12
completa -
nt

96

atggccctceectgtcaccgoectgetgottocogetggetettoctgetecacgeage
tcggecccgaaattgtgatgaccecagtcaccecgeccactettagectttecacceggtyg
agcegegeaaccctgtettgecagagecteccaagacatetcaaaataccttaattygg
tatcaacagaagccoggacaggotectogecttctgatctaccacaccagecgget
ccattctggaatccctgecaggttcageggtageggatctgggaccgactacacce
tcactatcagetcactgcagecagaggacttocgetgtetatttectgtcageaaggyg
aacaccctgecctacacectttggacagggeaccaagetogagattaaaggtggagg
tggcagcggaggaggtgggtccggcggtggaggaagccaggtccaactccaagaaa
gcggaccgggtettgtgaagecatcagaaactetttecactgacttgtactgtgage
ggagtgtctceteccegattacggggtgtettggatcagacagecaccggggaaggyg
tctggaatggattggagtgatttggggectctgagactacttactacaactcatece
tcaagtcacgegtcaccatctcaaaggacaactctaagaatcaggtgtcactgaaa
ctgtcatctgtgaccgeagecgacaccgecgtgtactattgeogetaagecattacta
ttatggcgggagctacgcaatggattactggggacagggtactectggtcacegtgt
ccagcaccactaccccagcaccgaggccacccaccocggctectaccategectec
cagcctctgtecocctgegtocggaggeatgtagaccegeagetggtggggeegtgea
tacccggggtcttgacttegectgecgatatctacatttgggeccectectggotggta
cttgcggggtoctgetgetttcactegtgatcactetttactgtaagegeggtegg
aagaagctgctgtacatctttaagcaacccttcatgaggectgtgocagactactca
agaggaggacggctgttcatgececggttoccagaggaggaggaaggoggetgegaac
tgcgcgtgaaattcagecgeagegecagatgoteccagectacaagecaggggecagaac
cagctctacaacgaactcaatcttggtecggagagaggagtacgacgtgectggacaa
gcggagaggacgggacccagaaatgggegggaagecgegcagaaagaatceccaag

agggcctgtacaacgagctcoccaaaaggataagatggcagaagoctatagegagatt

ggtatgaaaggggaacgcagaagaggcaaaggccacgacggactgtaccagggact
cagcaccgccaccaaggacacctatgacgcetettecacatgecaggecctgecgecte

99

105977
CAR12
completa -
aa

42

MALPVIALLLPLALLLHAARPEIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRASQDISKYLNW
YOOKPGOAPRLLIYHTSRLHSGIPARF SGSGSGTDYTLTISSLQPEDEAVYFCQOG
NTLPYTFGOGTEKLEIKGGGGSGGGGSGGEEGSQVOLOESGPGLVKEPSETLELTCTVS
GVSLPDYGVSWIROPPGKGLEWIGVIWGSETTYYNSSLKSRVT I SKDNSENQVSLE

LS SVTAADTAVY Y CAKHYYYGGSYAMDYWGOGTLVIVSSTTTPAPRPPTPAPTIAS
OPLSLRPEACRPRAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLELVITLYCKERGER
KELLYIFEQPFMRPVOTTOEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVEF SREADAPAYEQGON
QLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGEFPRRENPOQEGLYNELQKDEMAEAYSETL
GMEGERRRGEGHDGLYQGLSTATKEDTYDALHMQALPPR

CTLO19
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CTLO19- 97 atggcecctgeccgtcaccegetetgetgetgecccttgetectgettetteatgeage
S;EEL- aaggccggacatccagatgacccaaaccaccteatcectoctotgectetettggay
etiqueta de acagggtgaccatttcttgtcgegecagecaggacatcagecaagtatctgaactgg
His - nt tatcagcagaagceggacggaaccgtgaagetectgatetaccatacctetegect
gcatagcggegtgccctcacgettetectggaageggatcaggaaccgattattete
tcactatttcaaatcttgagcaggaagatattgecacctatttectgecageagggt
aataccctgecctacacctteggaggagggaccaagetegaaatcaceggtggagyg
aggcagcggcggtggagggtctggtggaggtggttctgaggtgaagectgeaagaat
caggcecctggacttgtggeceecttecacagtecctgagegtgacttgecacegtgtee
ggagtctocectgoecgactacggagtgtcatggatcagacaaccteccacggaaagg
actggaatggctecggtgtcatctggggtagegaaactacttactacaatteoagece
tcaaaagcaggctgactattatcaaggacaacagcaagtcccaagtctttcttaag
atgaactcactccagactgacgacaccgecaatctactattgtgectaagecactacta
ctacggaggatcctacgctatggattactggggacaaggtacttcecgtcactgtet
cttcacaccatcatcaccatcaccatcac
CTLO19- 98 MALPVTALLLPLALLLHAARPdigqmtgttsslsaslgdrvtiscrasgdiskylnw
S;EEE% vagkpdgtvkllivhtsrlhsgvpsrisgsgsgtdysltisnlegediatyvicagg
etiqueta de ntlpytfgggtkleitggggsggggsggggsevklqesgpglvapsqslsvtctvs
His - aa gvslpdygvswirgpprkglewlgviwgsettyynsalksrltiikdnsksgvflk
mnslgtddtaiyycakhyyyggsyamdywgggtsvitvsshhhhhhhh
CTLO019 99 atggecttaccagtgaccgecttgeteoctgecgetggecttgetgetecacgecge
Comafﬁi- caggccggacatccagatgacacagactacatccteccctgtetgectectetgggag
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acagagtcaccatcagttgcagggcaagtcaggacattagtaaatatttaaattgg
tatcagcagaaaccagatggaactgttaaactcecctgatctaccatacatcaagatt
acactcaggagtcccatcaaggttcagtggecagtgggtctggaacagattatticte
tcaccattagcaacctggagcaagaagatattgecacttacttttgecaacagggt
aatacgctteccgtacacgttoeggaggggggaccaagetggagatcacaggbggogg
tggctegggeggtggtgggtegggtggoggeggatotgaggtgaaactgeaggagt
caggacctggectggtggegecctcacagagectgteccgtcacatgecactgtetca
ggggtctcattacccgactatggtgtaagetggattegeccagoctecacgaaaggg
tctggagtggctgggagtaatatggggtagtgaaaccacatactataattcagete
tcaaatccagactgaccatcatcaaggacaactccaagagcecaagttttcttaaaa
atgaacagtctgcaaactgatgacacagccatttactactgtgcoccaaacattatta
ctacggtggtagctatgetatggactactggggecaaggaacctecagtecacegtet
cctrcaaccacgacgoccagegocgogaccaccaacaceggogeocacecategegteg
cagecececctgteocecctgegoccagaggegtgoocggoccagoeggeggggggegecagtgea
cacgagggggctggacttegectgtgatatoctacatetgggegeccttggeeggga
cttgtggggtccttectectgtcactggttatcaccctttactgecaaacggggecaga
aagaaactcctgtatatattcaaacaaccatttatgagaccagtacaaactactca
agaggaagatggctgtagctgccgattteccagaagaagaagaaggaggatgtgaac
tgagagtgaagttcagcaggagegcagacgececccgegtacaagcagggecagaac
cagctctataacgagctcaatctaggacgaagagaggagtacgatgttttggacaa
gagacgtggccgggaccectgagatggggggaaagecgagaaggaagaaccctcagg
aaggcctgtacaatgaactgrcagaaagataagatggocggaggoctacagtgagatt

gggatgaaaggogagogocggaggggcaaggggcacgatggectttaccagggtet

cagtacagccaccaaggacacctacgacgeccttcacatgeaggeectgeoccacte

gc
CTLO19 58 MALPVTALLLPLALLLHAARPdigmtgttsslsaslgdrvtiscrasqgdiskylnw
Comgfua- vagkpdgtvklliyhtsrlhsgvpsrfsgsgsgtdysltisnlegediatyfcggg

ntlpvtfgggtkleitggggsggggsggggsevklgesgpglvapsgslsvictvs
gvslpdygvawirgpprkglewlgviwgsettyynsalksrltiikdnsksgvflk
mnslgtddtaivyvecakhyyvggsyamdywgggotsvtvastttpaprpptpaptias
gplslrpeacrpaaggavhtrgldfacdiviwaplagtegvlllslvitlyckrgr
kkllyifkgpfmrpvgttgeedgescrfpeeeeggeelrvkfsrsadapavkgggn
glynelnlgrreeydvldkrrgrdpemggkprrknpgeglynelgkdkmasaysel
gmkgerrrgkghdglygglstatkdtyvdalhmgalppr

gT'—_O_19 9 | digmtgttsslsaslgdrvtiscrasgdiskylnwyqgkpdgtvkllivhtsrlhs
ominio
de scFV gvpsrfsgsgsgtdysltisnleqediatyfcqggntlpytfgggtkleitggggs
ggggsggggsevklgesgpglvapsgslsvtetvsgvslpdygvswirgpprkgle

wlgviwgsettyyvnsalksrltiikdnskagvilkmnslgtddtaiyvycakhyyyg

gsyamdywgggtsvtvss

[0375] Las secuencias de secuencias de CDR humanizadas de los dominios de scFv se muestran en la Tabla 4 para
los dominios variables de cadena pesada y en la Tabla 5 para los dominios variables de cadena ligera. "ID"
representa la respectiva SEQ ID NO para cada CDR.

86




ES 2734549 T3

Tabla 4. CDRs del dominio variable de cadena pesada (Kabat)

Candidato FwW HCDR1 ID HCDR2 ID HCDR3 ID
CART19 GVSLPDYGVS | 19 VIWGSETTYYNSALKS | 20 HYYYGGSYAMDY | 24
murina

CART19 VH4 GVSLPDYGVS | 19 VIWGSETTYYSSSLKS | 21 HYYYGGSYAMDY | 24
humanizada

a

CART19 VH4 GVSLPDYGVS | 19 VIWGSETTYYQSSLKS | 22 HYYYGGSYAMDY
humanizada

b

CART19 VH4 GVSLPDYGVS | 19 VIWGSETTYYNSSLKS | 23 HYYYGGSYAMDY | 24
humanizada

c

Tabla 5. CDRs del dominio variable de cadena ligera

Candidato FwW LCDR1 ID LCDR2 ID LCDR3 ID
CART19 RASQDISKYLN | 25 HTSRLHS 26 QQGNTLPYT 27
murina

CART19 VK3 RASQDISKYLN | 25 HTSRLHS 26 QQGNTLPYT 27
humanizada

a

CART19 VK3 RASQDISKYLN | 25 HTSRLHS 26 QQGNTLPYT 27
humanizada

b

CART19 VK3 RASQDISKYLN | 25 HTSRLHS 26 QQTLPYT 27
humanizada

[

[0376] La Tabla 6 es una clave de identificacion que correlaciona los nombres numéricos de las construcciones de
CD19 con la orientacién especifica de las cadenas ligeras y pesadas del scFv, el nUmero de unidades de enlazador
(es decir, (G4S)s (SEQ ID NO: 107) o (G4S)4 (SEQ ID NO: 106)), que separa las cadenas pesadas vy ligeras, y las
secuencias de aminodacidos distinguibles en la CDR2 de cadena pesada.

Tabla 6: Designaciones de CD19 CAR

Clon ID/CAR# Alt. Clon ID Orientacion de Enlazadores Sitio de SEQ ID NO
cadena mutacion de
CDR2 pesada

104875 (CAR1) C2136 L2H 3x YSSSL 28
104876 (CAR2) C2137 L2H 3x YQSSL 29
104877 (CAR3) C2138 H2L 3x YSSSL 28
104878 (CAR4) C2139 H2L 3x YQSSL 29
104879 (CAR5) C2140 L2H 4X YSSSL 28
104880 (CAR®6) C2141 L2H 4X YQSSL 29
104881 (CAR7) C2142 H2L 4x YSSSL 28
104882 (CAR8) C2143 H2L 4x YQSSL 29
105974 (CAR9) C2144 L2H 4x YNSSL 30
105975 (CAR10) C2145 H2L 4X YNSSL 30
105976 (CAR11) C2146 L2H 3x YNSSL 30
105977 (CAR12) C2147 H2L 3x YNSSL 30

CTLO19 muCART19 L2H 3x YNSAL 57

[0377] Los fragmentos scFv de CAR fueron clonados en vectores lentivirales para crear una construccion de CAR de
longitud completa en un solo marco de codificacién, y usando el promotor de EF1 alfa para la expresiéon (SEQ ID
NO: 100).

[0378] El promotor EF1 alfa
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CGTGAGGCTCCGGTGCCCGTCAGTGGGCAGAGCGCACATCGCCCACAGTCCCCGAGRAAGT TGGGGGGAGGGGTCGG
CARATTGRAACCGGTGCCTAGAGRAGGTGGCGCGGGETARACTGGGALAGTGATGTCGTGTACTGGCTCCGCCTTITIT
CCCGAGGGTGEGGEGEAGRACCGTATATARAGTGCAGTAGTCGCCGTGAACGTICTITTTCGCARCGGGTTTGCCGCCA
GAACACAGGTAAGTGCCGIGTGIGETICCCGCGEGECCTGGCCTCTITACGGGTTATGGCCCTIGCGTGCCTITGAAT
TACTTCCACCTGGCTGCAGTACGTGATTCTTGATCCCGAGCTTCGGGTTGGAAGTGGGETGGGAGAGT TCGAGGCCT
TGCGCTTARGGAGCCCCTTCGCCTCGTIGCTIGAGITGAGGCCTGGCCTGGECGCTGGGECCGCCGCGTGLGAATCT
GETGGCACCTICGCGCCTGICTCGCTIGCTTITCGATARGTCTCTAGCCATTTARRATTTTTGATGACCTGCIGCGAC
GCTTTTITTCIGGCAAGATAGTCTTGTARATGCGGGCCAAGATCTGCACACTGGTATTICGGTTTTITGGGGCCGCG
GECGGCGACGEEGECCCGTGCGTCCCAGCGCACATGTTCGGCGAGGCGGGECCTGCGAGCGCGGLCACCGAGRAATCG
GACGGGGGTAGTCTCAAGCTGGCCGGCCTGCTCTGGTGCCTGGCCTCGUGCCGCCGTGTATCGCCCCGCCCTGEGET
GGCRAAGGCTGGCCCGETCGGECACCAGTTGCGTIGAGCGGARAGATGGCCGCTITCCCGGCCCTGCTGCAGGGAGCTCA
AAATGGAGGACGCGECGCTCGEGAGAGCGEECEEETGAGTCACCCACRACAARGGARAAGGGCCTTTCCGTCCTCAG
CCGTCGCTTCATGTGACTCCACGGAGTACCGGGCGCCGTICCAGGCACCTCGATTAGTICTCGAGCTTTTGGAGTAC
GTCGTCTITITAGGTTGGGGGEAGGGETITTATGCGATGGAGTTTCCCCACACTGAGTGGGTGGAGACTGARGTTAGS

CCAGCTIGGCACTIGATGTAATTCTCCTTGGARTITGCCCTTITIGAGTTTGGATCTTGGTICATTICTCAAGCCTIC
AGRCAGTIGGTTCAAAGTTTIITITICTTICCATTITCAGGTIGICGTIGA (SEQ ID NO: 100).

Analisis de las construcciones de CAR humanizadas se llevé a cabo como se describe en el Ejemplo 4.
Ejemplo 4: Analisis de las construcciones de CD19 hu manizadas en CART

[0379] Para evaluar la viabilidad de reconocimiento de CD19 a través de una tecnologia de CAR, los fragmentos
variables de cadena Unica para un anticuerpo anti-CD19 se clonan en un vector de expresion de CAR lentiviral con
la cadena CD3zeta y la molécula coestimuladora de 4-1BB en cuatro configuraciones diferentes y la construccién
Optima se selecciona basandose en la cantidad y calidad de la respuesta de células T efectoras de las células T
transducidas con CD19 CAR ("CART19" o "células T CART19") en respuesta a las dianas de CD19+. Las
respuestas de células T efectoras incluyen, pero no se limitan a, la expansion celular, la proliferacién, la duplicacion,
la produccién de citoquinas y la destruccion de células diana o la actividad citolitica (desgranulacion).

Materiales y procedimientos
Generacion de células T CART19 humanizadas redirigidas

[0380] Los vectores de transferencia lentiviral CART19 humanizados se utilizan para producir el material genémico
empaguetado en particulas lentivirales pseudotipadas VSVG. El ADN del vector de transferencia lentiviral se mezcla
con los tres componentes de empaquetamiento de VSVg, gag/pol y rev en combinacion con el reactivo de
lipofectamina para transfectarlos juntos en células 293T. Después de 24 y 48 horas, se recogi6é el medio, se filtré y
se concentrd por ultracentrifugacion. La preparacion viral resultante se almacena a -80°C. El nimero de unidades de
transduccién se determina mediante titulacién en las células SupT1. Las células T CART19 redirigidas se producen
mediante la activacion de las células T sin tratar frescas mediante el acoplamiento con microparticulas de CD3x28
durante 24 horas y luego afiadiendo el nimero pertinente de unidades transductoras para obtener el porcentaje
deseado de células T transducidas. Se permite que estas células T modificadas se expandan hasta que reposan y
bajan en tamafio momento en el que son crioconservadas para su posterior andlisis. El niUmero y tamafios de células
se miden usando un Coulter Multisizer Ill. Antes de la crioconservacion, se determinan el porcentaje de células
transducidas (que expresan CART19 en la superficie celular) y su intensidad de fluorescencia relativa de esa
expresion mediante analisis de citometria de flujo en un LSRIIl. A partir de las representaciones en histograma,
puedne examinarse los niveles de expresion relativos de los CAR mediante la comparacién del porcentaje
transducido con su intensidad fluorescente relativa.

Evaluaciéon de la actividad citolitica, las capacidades de proliferacién y secrecion de citoquinas de células T
redirigidas CART19 humanizadas.

[0381] Para evaluar las capacidades funcionales de las células T CAR19 humanizados para matar, proliferar y

secretar citoquinas, las células se descongelan y se dejaron recuperar durante la noche. Ademas de el CART19
humanizado, el murino CART19 se utilizé con fines comparativos mientras SS1-BBz se utiliz6 como la orientacién
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no-CAR expresado para el fondo CAR efecto/T célula. El (GS) CART19 "control" estandar de oro se utilizé en todos
los ensayos para comparar la variacion del ensayo. Es importante destacar que, el GS CART19 son células
producidas en el grado de investigacion (es decir, no grado clinico) condiciones de fabricacion, e incluyen la adicién
de IL-2 al cultivo de crecimiento. Este impacto probable la viabilidad general y la funcionalidad de estas células y no
deben evaluarse como una comparacién directa con la produccién de calidad para investigacion de las otras
poblaciones de células T transducidas. La matanza de células T se dirige hacia K562, una linea celular de leucemia
mielégena cronica que expresan o no expresan CD19 o PT14, las células B aisladas a partir de pacientes con
LLC. Para este ensayo de citotoxicidad basado en el flujo, las células diana se tifien con CSFE para cuantificar su
presencia. Las células diana se tifieron para la expresion CD19 para confirmar los niveles antigenos diana
similares. Las actividades citolitica de las células CAR19 T se miden a una titulaciéon de proporciones de efector:
célula diana de 10: 1, 3: 1, 1: 1, 0,3: 1 y 0: 1 donde efectores se definieron como las células T que expresan el anti-
CD19 receptor quimérico. Los ensayos se iniciaron mediante la mezcla de un nimero apropiado de células T con un
namero constante de células diana. Después de 16 h, se elimin6 el volumen total de cada mezcla y cada pocillo se
lavo combinando apropiadamente. Las células T se tifieron para CD2 y todas las células tefiidas con 7AAD marcador
en vivo/muerto. Después del lavado final, las células sedimentadas se resuspenden en un volumen especifico con
un namero predeterminado de contar bolas. Datos de tincién de células se recogieron por flujo LSRII citometria y se
analizaron con el software FloJo usando microparticulas para cuantificar los resultados.

[0382] Para la medicién de la proliferacion celular y la produccion de citoquinas de las células T CAR19
humanizados, las células se descongelan y se dejaron recuperar durante la noche. Ademas del CART19
humanizado, el murino CART19 se utilizé con fines comparativos mientras SS1-BBz se utiliz6 como la segmentacion
no CAR expresado para el fondo CAR efecto celular/T. El (GS) CART19 "control" estandar de oro se utilizé en todos
los ensayos para comparar la variacion del ensayo. Las células T fueron dirigidas bien hacia K562, una linea celular
de leucemia mielégena crénica que expresan o0 no expresan CD19 o PT14, las células B aisladas de pacientes con
LLC. Ademas, los granos CD3x28 se utilizaron para evaluar el potencial de las células T para responder a las
sefiales enddgenas inmunoldgicos. Para analizar la proliferacion, las células T se tifieron con CSFE. La proliferacion
es la dilucién de la mancha CSFE reflejando la separacién de las marcas de los padres ahora en dos células
hijas. Las pruebas de ensayo solamente un efector: diana de 1: 1 y 1: 0, donde se definieron efectores como las
células T que expresan el anti-CD 19 receptor quimérico. El ensayo se realiza por duplicado y 24 horas después de
la mezcla de las células, el 50% de los medios de comunicacion se elimina/reemplazado para el analisis de
citoquinas mediante el panel de Luminex 10-plex de deteccion de citocinas humanas. Después de 5 dias, las células
T se tifieron para la expresion del CAR, ya sea como células phenotyped CD4 o CD8 y se tifieron para vivo/muerto
de 7AAD. Después del lavado final, las células sedimentadas se resuspenden en un volumen especifico con un
numero predeterminado de contar bolas BD. Datos de tincidon de células se recogieron por flujo LSRII citometria y se
analizaron con el software FloJo usando microparticulas para cuantificar los resultados. Recuentos de células totales
fueron determinados por el nimero de células contadas en relacién con un nimero especifico de microparticulas
multiplicado por la fraccién de microparticulas ain para ser contadas.

[0383] Para evaluar el potencial de las células CART19 humanizadas que funcionan de manera similar a las
CART19 murinas actualmente satisfactorias, se quiso evaluar in vitro su capacidad para matar células diana, para
proliferar en respuesta al antigeno especifico y para mostrar signos de persistencia. Mediante el empaquetamiento
de cada una de las construcciones lentivirales CART19 humanizadas y su titulaciéon en las células SupT1, fuimos
capaces de determinar que la cantidad de virus para normalizar transducciones fue de alrededor de 50%. Esto
permite comparaciones mas directas de la actividad comenzando con sitios de integracion promedio similares por
célula.

[0384] Las células T CAR19 terapéuticas se generan partiendo de la sangre de un donante comn aféresis normal
cuyas células T sin tratar se obtienen por selecciéon negativa para las células T, linfocitos CD4+ y CD8+. Estas
células son activadas por microparticulas CD3x28 en 10% de RPMI a 37°C, 5% de CO:..

[0385] Después de 24 horas, las células T maduran y se afiade la cantidad normalizada de virus. Las células T
comienzan a dividirse en un patrén de crecimiento logaritmico que se controla midiendo los recuentos de células por
ml y tamafio celular. A medida que las células T comienzan a reposar, el crecimiento logaritmico disminuye y se
reduce el tamafo de las células. La combinacién de la tasa de desaceleracion del crecimiento y el tamafio de las
células T que se acerca a -300 fl determina el estado de las células T para ser crioconservadas o reestimuladas.

[0386] Hay una tendencia muy similar de las células T al reposo tal como se ve por tamafio. El patrén casi solapante
entre las células CART humanizadas con la CART19 murina actual y la poblacion UTD indica que no hay efecto
inusual de la CAR19 humanizada en la expansion de las células T normales después de la activacion. Como control,
se utiliza SS1-BBz para definir la actividad de CAR independiente antigeno no deseado. El perfil de expansién en el
namero de células totales muestra que las diferencias en los nimeros reales en las expansiones individuales son
probablemente debidas principalmente al diferente nimero de células de partida. Al normalizar el nimero de células
T de partida, se observa un grupo apretado para todas las células CART19. Ademas, se detecta el efecto no
deseado de la activacién CAR independiente de antigeno en una linea descendente y fuera del grupo.

[0387] Se determiné el nivel de expresion en la superficie de cada uno de estos CAR19 células que expresan. Los
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virus se titularon normalizado para la transduccién muestran niveles de expresion comparable que correlacionan con
la eficacia de transduccion, las células ciento transducidas. Algunos CARs tenian sus titulos extrapolados de los
embalajes anteriores, y aunque sus porcentajes transducidas son mas bajos, su IMF también se reducen como se
esperaba. Los resultados indican que no hay ningln efecto negativo detectable de el CAR19 humanizado en la
capacidad de las células para expandir normalmente cuando se compara con la UTD y las células T murinas CAR19.

[0388] Se analiza la capacidad de las células CART19 humanizados para discernir selectivamente un epitopo
especifico de la superficie celular expresado en células y destruirlas. K562 células de tipo salvaje no expresan CD19,
pero pueden ser transducidas para expresar CD19. La comparacién de estas curvas Matar, titulando la cantidad de
células efectoras muestra que aquellas células que expresan CD19 son destruidos. Redirigida células T del mismo
donante y modificados con células CART19 humanizadas o células CART19 murinos clinicas actuales indican que
no hay diferencia en su capacidad de matar. Las curvas de matanza muestran que una capacidad de matar muy
similar se encuentra entre las células CART19 humanizados dirigidos células CD19 + CLL de paciente 14.
Curiosamente, hay una disminucién en la actividad citolitica en general, en particular GS CART19, lo que sugiere
gue estas células pueden poseer propiedades inhibidoras especificas. El nivel similar de CD19 expresado en las
células diana indica el nivel de expresidn no es la razon para las diferencias en la destruccién de células.

[0389] La propiedad necesaria de las células CART19 humanizados a proliferar después de ver las células diana se
encuentra en todas las construcciones después de haber sido estimuladas por microparticulas de CD3x28 de control
y las dianas que expresan CD19. El reconocimiento de las células de CLL PT14 parece indicar una tasa de
proliferaciéon ligeramente mayor con scFv con una orientacion de cadena ligera a pesada sin sesgo observado
cuando se tiene una union 3x 0 4x GGGGS (SEQ ID NOS 107 y 106, respectivamente). Los resultados proliferativos
reflejan el nimero total de células acumuladas durante los 5 dias, lo que indica que las CART19 humanizadas, 2146,
2144, 2136, 2141 y 2137 conducen a una sefial mas proliferativa a las células T. Sorprendentemente, esto se
detect6 en las células CART19 humanizadas dirigidas células de CLL PT14.

[0390] En general, las construcciones de CART19 humanizadas presentan caracteristicas muy similares a CART19
murina actual en la actividad citolitica, la respuesta proliferativa y la secrecion de citoquinas a dianas especificas de
antigeno. El potencial de las células CART19 humanizadas, (2146, 2144, 2136, 2141 y 2137), para conducir una
sefial mas proliferativa a las células T tras la activacion de la diana pareceria ser un beneficio adicional de estas
nuevas construcciones para mejorar potencialmente la respuesta terapéutica.

Resultados

[0391] Utilizando ensayos de desgranulacion y de produccion de citoquinas, se demuestra que las células T CART19
modificadas se dirigen especificamente a células CD19+.

[0392] Se analizaron células ND317 transducidas con construcciones CD19CAR humanizadas (también conocidas
como "huCART19") de la invencion. Hubo una similitud estrecha de tamafio de las células T durante sus
expansiones después de la activacion de CD3x28 y la transduccion con los candidatos de CART19 humanizadas
relativos a CART19 murina y células T no modificadas (UTD).

[0393] Los experimentos mostraron poca diferencia en el nimero de células T que se acumularon durante sus
expansiones después de la activacion de CD3x28 y la transduccion con los distintos candidatos de CART19
humanizadas en relacién a CART19 murina y células T no modificadas (UTD).

[0394] Las expresiones en la superficie celular de CART19 humanizada son comparables y su nivel de expresion
muy similar a CART19 murina. La superposicion de histogramas que representan el patron de tincion de la expresion
en la superficie celular de cada célula T transducida con CART19 humanizada y la intensidad media de fluorescencia
(MFI) calculada a partir de estos perfiles se correlaciona bien con el porcentaje de células transducidas.

[0395] Ademas, las CART19 humanizadas tienen actividades citotoxicas especificas similares en el reconocimiento
de células diana que expresan CD19 y comparable a CART19 murina. Las representaciones de ensayos de
destruccion basados en flujo de 16 horas utilizando titulacién de relacion efector a diana (E:T) con células CART19
humanizadas efectoras que reconocen CSFE se marcaron con K562cc (Fig. 1A controles de CD19 que no
expresan), K562.CD19 (figura 1B, células K562 transducidas para expresar CD19) o PT14 (Fig. 1C, células B de
paciente con CLL). Las actividades citoliticas de todas las células CART19 humanizadas son similares y
comparables con CART19 murina. Las diferencias en la actividad citolitica entre diferentes dianas son similares y
comparable, lo que indica que la actividad de CART19 murina se conserva en la forma humanizada del CART 19.

[0396] Las superposiciones de histogramas de células CART19 humanizadas marcadas con CFSE 6 dias después
de mezclarse con las células diana muestran su capacidad de proliferacién (Fig. 5). La respuesta proliferativa
liberada de CAR19 es una respuesta necesaria después del acoplamiento con y destruccion de células diana para
desarrollar una respuesta clinica positiva. La diluciéon de la tincion CSFE con SS1-BBz, un indicador de division de
las células hijas que se diluyen de la tincién de células parentales, es un resultado de las células T en agitacion que
mantienen divisiones en un mecanismo independiente de reconocimiento.
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[0397] La capacidad global de las poblaciones de células para proliferar se evalUa con los granos CD3x28 que imita
el compromiso endégeno del TCR y la co-estimulador CD28. Los datos indican cada poblacion de células tiene un
potencial de proliferacién comparable. Todas las células CART19 humanizados y murinos proliferan fuertemente y
comparable tras el acoplamiento con células K562 que expresan CD19. Células CART19 humanizados también
respondieron bien a las células B obtenidas de un paciente con CLL, aunque algunos parecen responder a un poco
menos. Como se muestra en la figura. 2A y 2B, las células CART19 humanizados 2136, 2137, 2140, 2141, 2144 y
2146 puede ser visto que tienen una proliferacion ligeramente mas robusta como lo demuestra la mayor dilucion de
la tincion CSFE. Todas Estas construcciones tienen la misma orientacion de la cadena variable del ligero a pesado,
lo que indica que esta es la orientacién de eleccion. Una mirada méas cercana a los cambios de aminoéacidos en el
sitio CDR2 pesada (Tabla 1) revela que cada una de las tres variaciones YSSSL, YQSSL y YNSSL (SEQ ID NOS:
28, 29 y 30, respectivamente) estan representados en las construcciones que parecian tener las proliferaciones mas
robustas después de ver los objetivos. Ademas, estas construcciones observadas tienen tanto el enlazador G4S que
contiene 3 copias de la subunidad (3G4S) (SEQ ID NO: 107) y el enlazador G4S que contiene 4 copias de la
subunidad (4G4S) (SEQ ID NO: 106), indicando el tamafio enlazador no influyé en la funcién.

[0398] A partir de las expansiones proliferativas descrito anteriormente, el nimero total de células después de 5 dias
después de compromiso tumor se determina. Las células muestran una disminucién en el nimero de los que fueron
inicialmente cabeza de serie, lo que indica la activacién es necesaria para mantener la supervivencia. Un control de
la activacion endogena se analizé para mostrar que el recuento total de células al final de 6 dias era similar. Células
CART19 humanizados dirigidos células K562 que expresan CD19 muestran que las dos células CART19 murinos
ambos terminan con el nimero de células mas altas, con 2146 ligeramente por encima de todas las otras
construcciones con valores similares. Los nimeros de células totales también se analizaron 6 dias después de la
exposicion a las células B de paciente 14 (PT14), y de manera interesante muestra que el CART19 humanizado
previamente seleccionado a cabo construye 2146, 2144, 2136, 2141 y 2137, todos los cuales tienen la luz para la
cadena pesada orientacion y representan las tres amino variaciones de acido YSSSL, YQSSL y YNSSL (SEQ ID
NOS: 28, 29 y 30, respectivamente), dieron como resultado nimeros de células totales mas altas, superiores a los
CART19s murinos. Esta diferenciacion inesperada entre los diversos clones anti-CD 19CAR humanizado puede
traducir a una mejor eficacia clinica de las células de CART transducidas con estas construcciones.

[0399] Se analizaron los niveles de base de citoquinas producidas a partir de células CART19 humanizadas después
de la exposicion a las células K562 de control que no expresan CD19. Se analizaron los sobrenadantes de las 24
horas mediante un panel Luminex de 30-plex. El potencial perfil de citoquinas a partir de la estimulacion del sistema
inmune enddgeno con las microparticulas de CD3x28 indica que cada una de las poblaciones de células tiene un
perfil de citoquinas comparable.

[0400] Los datos también muestran que la CART19 humanizada y CART19 murina producen perfiles de citoquinas
similares a niveles similares al responder a las mismas dianas. El perfil de citoquinas fue menor pero similar cuando
se reconocen las células diana PT14.

Ejemplo 5: Tratamiento con células CART CD19 humaniz  adas en un modelo ALL in vivo.

[0401] Las células ALL humanas primarias pueden ser cultivadas en ratones inmunocomprometidos sin tener que
cultivarlas in vitro. Estos ratones se pueden utilizar para probar la eficacia de las células T con receptor de antigeno
qguimérico (CAR) en un modelo que representa la poblacidon de pacientes que se encuentran en la clinica. El modelo
usado aqui, HALLX5447, se paso6 dos veces en ratones NOD.Cg-Prkdcsed|I3rg T™Wi/SZJ (NSG), antes de su uso en
los estudios que evallan la eficacia de las células T CAR.

[0402] Las células T CD19 CAR murinas han demostrado previamente que reconocen y matan células de leucemia
en un modelo de raton NSG de ALL humana primaria. El scFv CD19 (fragmento variable Fc de cadena Unica) ha
sido humanizado y el presente ejemplo compara la capacidad de las células T que expresan un CD19 CAR
humanizado (CAR 2) para eliminar las células tumorales de ALL in vivo con la de células T CD19 CAR
murinas. Aqui, la eficacia de estas células ha sido comparada directamente en ratones con ALL humana primaria
establecida, tal como se ensayé mediante analisis de FACS de la sangre periférica de células CD19+
humanas. Después de un implante de 1,5x106 células ALL primarias por via intravenosa, se logré una carga de
enfermedad de 2,5-4% células CD19* en la sangre mediante la implantacién post-tumor de 2 semanas. Este
porcentaje de CD19 es del total de células en la sangre de los ratones. 100% de las células humanas en los ratones
antes del tratamiento con células T CAR son células tumorales. Porcentajes superiores al 2% de células CD19*
humanas en la sangre periférica se consideran que son una enfermedad ALL humana establecida en este
modelo. Los ratones con leucemia se trataron con células T CAR una vez que la leucemia se establece en los
ratones, aproximadamente dos a tres semanas después de la implantacion del tumor. Los ratones en cada grupo
fueron tratados con 5x10 € células T totales humanas. Las eficiencias de transduccién de las células T humanas
donantes con el lentivirus que expresa CAR fueron entre 40-60%. Después del tratamiento con las células T, los
ratones sangraron semanalmente para el andlisis del porcentaje de células CD19* humanas en la sangre como un
biomarcador para progresion de la enfermedad.
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Materiales y procedimientos:

[0403] Células ALL humanas primarias : Las células primarias no se cultivaron in vitro antes de la
implantacion. Estas células fueron recogidas de un paciente con ALL y después se transfirieron en ratones para el
establecimiento y la expansion. Después de que las células tumorales se expandieron en los ratones, la médula
O6sea y los esplenocitos se recogieron y se congelaron de forma viable en lotes separados para la re-
implantacion. Las células se congelaron en 90% de DMSO y 10% de FBS a una concentracion minima de
5x10 © células por mililitro. Para la re-implantacién, se descongelaron las células de ALL congeladas y luego se
inyectaron por via intravenosa en ratones NSG, a fin de generar ratones con ALL que seran utilizados para comparar
la eficacia antitumoral de las células T CD19 CAR humanizadas y células T CD19 CAR murinas.

[0404] Ratones: Ratones NSG de 6 semanas de edad (NOD.Cg-Prkdcsed [I2rg TMWi/SZJ) se recibieron del
Laboratorio Jackson (Stock numero 005557). Los animales se dejaron aclimatar a las instalaciones de animales
Novartis NIBRI durante al menos 3 dias antes de la experimentacion. Los animales fueron tratados de acuerdo con
las normas y directrices de Novartis ACUC.

[0405] Implantacion del tumor : Células de ALL humanas primarias pasadas en serie in vivo, modelo HALLX5447,
se descongelaron en un bafio de agua a 37°C. Las células después se transfirieron a un tubo cénico de 15 ml y se
lavaron dos veces con PBS estéril frio. Las células ALL primarias se contaron a continuacion y se resuspendieron a
una concentracion de 15x10 € células por mililitro de PBS. Las células se colocaron en hielo e inmediatamente (en
una hora) se implantaron en ratones. Las células ALL fueron inyectadas intravenosamente a través de la vena de la
cola en un volumen de 100 ul, para un total de 1,5x10° células por ratén.

[0406] Dosificacién de células T CAR : A los ratones se les administré 5x108 células T 16 dias después de la
implantacion del tumor. Las células se descongelaron parcialmente en un bafio de agua a 37 grados celsius y a
continuacién se descongelaron completamente mediante la adicién de 1 ml de PBS estéril frio al tubo que contiene
las células. Las células descongeladas se transfirieron a un tubo Falcon de 15 ml y se ajustaron a un volumen final
de 10 ml con PBS. Las células se lavaron dos veces a 1000 rpm durante 10 minutos cada vez y después se
contaron en un hemocitémetro. Las células T se resuspendieron a continuacién a una concentracion de
50x10° células por ml de PBS frio y se mantuvieron en hielo hasta que se dosificaron los ratones. Los ratones fueron
inyectados por via intravenosa a través de la vena de la cola con 100 ul de las células T CAR para una dosis de
5x10° células T por raton. Cinco ratones por grupo fueron tratados con 100 ul de PBS solo (PBS), células T no
transducidas (simulacion), células T CD19 CAR murinas (muCTL019), o células T CD19 CAR humanizadas
(huCTLO019). Las células T no transducidas, células T muCTL019 y células T huCTLO19 fueron todas preparadas a
partir del mismo donante humano en paralelo.

[0407] Monitorizacion en animales : El estado de salud de los ratones se control6 diariamente, incluyendo medidas
del peso corporal dos veces por semana. El porcentaje de cambio en el peso corporal se calcul6 como (BWactual -
BWiniciar)/(BWinicia ) X 100%. La carga tumoral se control6 semanalmente mediante analisis FACS de la sangre
periférica. Los ratones se sangraron semanalmente a través de la vena de la cola en tubos recubiertos con EDTA
que se mantuvieron en hielo. 10-20 ul de la sangre se sembré a partir de los tubos en placas de 96 pocillos en
hielo. Los glébulos rojos se lisaron con tampdén de lisis de glébulos rojos ACK (Life Technologies, nimero de
catalogo A10492-01) y después se lavaron dos veces con PBS frio. Las células se incubaron con una mezcla de
bloqueo de Fc de blogue Fc de humano y de raton (Miltenyi Biotec, nimeros de catalogo 130-059-901 y 130-092-
575) durante 30 minutos y después se incubaron con un anticuerpo anti-CD19 humano durante 30 minutos. Las
células se fijaron con una solucién de paraformaldehido al 2% durante 20 minutos, se lavaron y se almacenaron en
PBS + FBS al 2% durante la noche antes de su andlisis en un Canto BD o Fortessa, seguido por un analisis
posterior usando el software de analisis de FACS FlowJo. Se analizaron las células para determinar el porcentaje de
células CD19* humanas en la sangre de ratones NSG que llevan tumor de ALL HALLX5447 humano. Los
porcentajes de CD19 en la sangre se presentan como la media + error estandar de la media (SEM).

[0408] Los valores del porcentaje de tratamiento/control (T/C) se calcularon utilizando la siguiente férmula:
% T/C = 100 x AT/AC si AT=0;
% Regresion = 100 X AT/Tinicial Si AT <0;

donde T = porcentaje promedio de CD19 de sangre periférica del grupo tratado con el farmaco en el dia final del
estudio; Tinicial = porcentaje de CD19 de sangre periférica del grupo tratado con el farmaco en el dia inicial de la
dosificacién; AT = porcentaje promedio de CD19 de sangre periférica del grupo tratado con el farmaco en el dia final
del estudio - porcentaje promedio de CD19 de sangre periférica del grupo tratado con farmaco en el dia inicial de la
dosificacion; C = porcentaje promedio de CD19 de sangre periférica del grupo de control en el dia final del estudio; y
AC = porcentaje promedio de CD19 de sangre periférica del grupo de control en el dia final del estudio — porcentaje
promedio de CD19 de sangre periférica del grupo de control en el dia inicial de la dosificacion.

[0409] Los valores T/C en el intervalo de 100% a 42% se interpretara que tiene una actividad antitumoral nula o
minima; los valores T/C que son < 42% y > 10% se interpreta que tienen actividad antitumoral o inhibicién del
crecimiento tumoral. Valores T/C < 10% o valores de regresién = -10% se interpretan que es estasis tumoral. Valores
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de regresion < -10% son reportados como regresion.
Resultados:

[0410] La actividad anti-tumor de células T CD19 CAR murinas y humanizadas se evaluaron y compararon
directamente en un modelo principal de ALL humano. Después de la implantacién del tumor en el dia O, los ratones
se asignaron al azar en grupos de tratamiento y se trataron con 5x10° células T por via intravenosa en el dia 16. La
carga de la enfermedad ALL y la salud animal se monitorizaron hasta que los animales alcanzaron el punto final. Los
ratones de todos los grupos fueron sacrificados en el dia 65 post-implantacion del tumor cuando la carga de
enfermedad en los grupos de control estaba por encima del 80% de células CD19* humanas en la sangre periférica.

[0411] Se observé una clara diferencia en la carga de enfermedad entre los grupos de control y los grupos tratados
con céulas T CD19 CAR murinas o humanizadas con P <0,01 desde el dia 24 después de la implantacion del tumor,
y continuando hasta el final del estudio en dia 65. Las células T CD19 CAR murinas y humanas demuestran una
capacidad similar para controlar el crecimiento de células tumorales de ALL HALLX5447 en ratones NSG. Ambos
grupos mostraron un nivel de enfermedad de la sangre periférica maximo de 12-15% de células CD19+ en el dia 21
después del implante de HALLX5447. 42 dias después de la implantacién de células tumorales, no hubo células
CD19+ humanas detectables en el grupo huCTL019, mientras que el porcentaje de células CD19+ humanas en el
grupo muCTLO19 se redujo a alrededor del 1%. Las células T CAR CD 19 murinas y humanizados dieron como
resultado una capacidad comparable para controlar la expansion de células ALL humanas primarias en este modelo
(P> 0,05). El % de valores T/C para el grupo de células T transducidas de forma simulada fue del 94,40%, lo que
demuestra que las células T transducidas simuladas no tenian actividad antitumoral. El porcentaje de regresion del
grupo muCTLO19 fue -89,75% y del grupo huCTL019 fue -90,46%, lo que demuestra que estos dos tratamientos
fueron capaces de provocar una regresion del modelo de tumor HALLX5447. Los porcentajes de células CD19+
humanas de sangre periférica como una medida de la carga de la enfermedad en estos ratones se muestran en la
figura. 7. El grupo de tratamiento con PBS, que no recibié ninguna células T, demostré la cinética de crecimiento
tumoral de ALL primaria de linea base en ratones NSG implantados por via intravenosa. El grupo de tratamiento
simulado recibi6 células T no transducidas que se sometieron al mismo proceso de expansion in vitro que las células
T CAR. Estas células sirven como un control de células T para mostrar la respuesta no especifica de las células T en
este modelo de tumor. Los grupos de tratamiento de células T transducidas con PBS y simuladas demostraron la
progresion tumoral continua durante todo el experimento. Las células T CD19 CAR murinas y humanizadas
controlan la progresion de la enfermedad dentro de una semana de las inyecciones de 5x10°de células T y
demuestran una capacidad similar para mantener el control de la enfermedad en el transcurso de este estudio 65
dias.

[0412] La actividad antitumoral de células T transducidas con CAR CD19 murinas y humanizadas se evalu6 en un
estudio de eficacia en ratones NSG que llevan un modelo de ALL humano primario, HALLX5447. Este estudio
demostrd que tanto las células T CD19 CAR murinas como humanizadas (muCTL019 y huCTL019) son capaces de
montar una respuesta anti-tumoral en un modelo primario de ALL humana. Ademas, esta respuesta, como se
ensayo por la carga de enfermedad de sangre periférica es la misma para las células muCTL019 y huCTL019. Las
células T CAR CD19 murinas y humanizadas controlan el crecimiento de ALL primaria en una semana de los ratones
dosificados con las células T. Inicialmente, después del tratamiento, la carga de la enfermedad siguié6 aumentando
antes de disminuir hasta niveles practicamente indetectables. Un tratamiento ya sea con células T CAR murinas o
humanizadas resulté en una respuesta antitumoral sostenida en el curso de la progresion de la enfermedad de 65
dias en ratones tratados con el control. Las células T CD19 CAR humanizadas demostraron una capacidad similar
para montar una respuesta tumoral anti-CD 19 eficaz y controlar la carga de la enfermedad ALL tal como se ha visto
con las células T CAR CD 19 murinas.

Ejemplo 6: Células T CAR CD19 para usar en el tratam iento de mieloma multiple.

[0413] A pesar de los regimenes actuales de quimioterapia, terapias dirigidas, y autotrasplante de células madre, el
mieloma se considera una enfermedad incurable. El presente ejemplo describe el tratamiento de mieloma mudltiple
(MM) con células T autélogas dirigidas a CD19 con un receptor quimérico antigeno (lentivirus/CD19: 41BB: CD3zeta;
también conocidos como "CART19" o CTL019). Este ejemplo demuestra que las terapias con CAR dirigidas a CD19
tienen el potencial para establecer remisiones duraderas profundas a largo plazo basadas en el reconocimiento de
células madre y/o tumorales de mieloma que expresan niveles de CD19 muy bajos (indetectable por la mayoria de
los procedimientos).

[0414] En el tratamiento de un paciente con leucemia de células plasmaticas secundaria agresiva, se encontré que
CART19 administrado dos dias después de un trasplante de células madre autélogas de rescate dio lugar a una
rapida eliminaciéon de la leucemia de células plasmaticas y una muy buena respuesta parcial en un paciente que
habia progresado a través de mudltiples lineas de quimioterapia. Este paciente era dependiente de transfusién
durante meses antes del tratamiento; a los dos meses después del tratamiento, recuperd su recuento en sangre (con
recuentos de plaquetas en el rango normal y el recuento de glébulos blancos) y requirié transfusiones desde que fue
dada de alta del hospital de su tratamiento.
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[0415] Dado que las células de mieloma no expresan CD19 de forma natural, el hallazgo de que el tratamiento con
CART19 indujo una respuesta rapida y significativa del tumor en este tumor fue sorprendente. Sin desear estar
ligado por una teoria particular, se razoné que CART19 podria ser utilizada para tratar el mieloma porque: (1)
mientras que las células de mieloma se cree tradicionalmente que son negativas para la expresion de CD19 por
citometria de flujo, hay datos que indican que las células de mieloma pueden expresar niveles muy bajos de CD19,
de tal manera que la expresion es detectable por el ARN pero no por citometria de flujo o inmunohistoquimica; y (2)
el concepto de reconocimiento de la célula B clonotipica, que se piensa que es la célula madre cancerosa que da
lugar a mieloma mdltiple, y es particularmente resistente a la quimioterapia. Existe una relacién clonal entre las
células B y las células tumorales de mieloma, pero la terapia del mieloma tradicional esta dirigida a las células
plasmaticas malignas en lugar de células B. CART19 para el tratamiento de mieloma, por tanto, se dirige a una
poblacién de células diferente de la mayoria de las terapias de mieloma.

[0416] En nuestra experiencia de un solo paciente, el paciente tenia células plasmaticas circulantes, y hemos sido
capaces de probar sus células tumorales para la expresion de CD19. Aproximadamente el 1-2% de sus células
tumorales expresaron el antigeno CD19. (Fig. 8). De este modo, se razon6 que CART19 puede tener un efecto
directo en una poblacion muy pequefia de sus células tumorales; una respuesta parcial muy buena, aunque no se
hubiera previsto en base al reconocimiento de sélo una muy pequefia poblacion de células CD19+ tumorales.

[0417] En este ejemplo, se administr6 CART19 después del rescate del trasplante de células madre autélogas
después de melfalan a dosis alta. Aunque ésta es una terapia estandar en el mieloma, no es curativa. Ademas, este
paciente habia sido sometido previamente a trasplantes en tdndem de células madre autélogas y recay6 de forma
temprana (<6 meses) después del trasplante. Sin desear estar ligado por una teoria particular, el uso de células
CART19 como se describe en el presente ejemplo puede tener un mecanismo que no se solapa en el tratamiento de
mieloma cuando se combina con un trasplante de células madre autélogas de rescate.

[0418] Diez pacientes con mieloma mdltiple adicionales seran tratados con CART19 en un ensayo de fase I.

Justificacién de la dosis y Riesgos/Beneficios

[0419] Hemos elegido utilizar dosificacion plana a través de la via de administracion intravenosa para este
protocolo. El objetivo principal de este protocolo era poner a prueba la seguridad y la viabilidad de la administracion
de células de CART-19 para pacientes con mieloma mudltiple. Las toxicidades primarias que fueron previstos son la
liberacion de citoquinas (I) cuando los CARs se encuentran con su sustituto antigeno CD 19 en células B malignas o
normales; (2) el agotamiento de las células B normales, similar a la terapia con rituximab; (3) de la piel sensible a
esteroides y sindromes gastrointestinales se asemejan a la enfermedad de injerto contra huésped como se ha visto
anteriormente cuando se expande/células T aut6logas costimulated se han acoplado con ASCT para MM. Una
preocupacion teodrica era si la transformacion o la proliferacién incontrolada de las células Carro -19 T podrian ocurrir
en respuesta a niveles elevados de CD 19. Esto era menos una preocupacion en esta solicitud en comparacién con
otro estudio de pacientes con LLC, como la carga de la B- clonotypic se espera que las células de MM a ser mucho
mas baja que la carga de las células B malignas en los pacientes con LLC refractarios tratados en ese estudio.

Justificacién de la dosis

[0420] Con los 3 primeros pacientes, hemos observado la actividad clinica en dosis que varian de 1,4 x 107 a 1,1 x
10° células CART-19. Esta observacion demuestra, al menos en los primeros 3 pacientes tratados, que no existe
una relacién dosis-respuesta obvia. Se observé una respuesta completa en pacientes administrados con dos veces
de diferencia log de la dosis. Por lo tanto, a diferencia de los farmacos estandar que se metabolizan, las células T
CAR pueden tener una amplia gama de respuesta de dosis. Esto es mas probable debido a que las células T CAR
son capaces de proliferar extensamente en los pacientes. Por lo tanto, establecimos un intervalo de dosis de 1-5 x
108 células CART-19 para infusion. En este estudio de un solo paciente ofrecen sobre una base de uso compasivo,
el paciente se ofrecié hasta 5 x 108 células CART19, sin limite de dosis mas baja. Para el ensayo de diez pacientes,
los pacientes seran adminsitrados con 1-5 x 107 de células CART-19.

Disefio general

[0421] Este fue el estudio de un solo paciente que se ofrece sobre una base de uso compasivo; que fue modelado
después de un estudio de fase | para determinar si la infusidon de células T autblogas transducidas para expresar
CART-19 es segura. Los objetivos primarios del estudio fueron determinar la seguridad, tolerabilidad y el potencial
injerto de células T CART-19 en pacientes que experimentan ASCT de rescate tras recidiva precoz tras la primera
ASCT. El protocolo consiste en un estudio piloto abierto.

[0422] En la entrada los sujetos se someteran a una biopsia de médula 6sea y de laboratorio de rutina y la
evaluacion de imagenes de su MM. Los sujetos elegibles seran sometidos a aféresis de estado estacionario para
obtener grandes cantidades de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) para la fabricacion de CART-
19. Las células T se purificaron a partir de las PBMC, transducidas con TCR{/41BB vector lentiviral, expandido in
vitro y luego congelado para la administracién futuro. El nimero de pacientes que tienen colecciones de células T
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inadecuados, expansion o de fabricacion en comparacion con el nimero de pacientes que tienen células T
fabricados con éxito serd registrado; viabilidad de la fabricacion de productos que no se espera que sea
problematico en esta poblacion de pacientes.

[0423] Los sujetos generalmente habran tenido células madre de sangre periférica adecuados restantes
almacenados de la movilizacion/coleccién realizado en preparacion para su primera ASCT para llevar a cabo dos
ASCT adicional. Los que no se sometera a un segundo procedimiento de movilizacién/coleccion, ya sea antes o
después de su aféresis de estado estable con un régimen de acuerdo con la preferencia del médico
tratante. Aproximadamente dos semanas después de la leucaféresis inicial, los sujetos seran admitidos al hospital y
recibir melfalan de dosis alta (dia -2), seguido por infusion de células madre autélogas dos dias mas tarde (dia 0), y
todos los sujetos recibiran infusion de carrito- 19 células cuatro dias mas tarde (dia 2). Hasta 10 pacientes seran
inscritos.

[0424] Todos los sujetos tendran analisis de sangre para evaluar la seguridad, y el injerto y la persistencia de las
células CART-19 a intervalos regulares a través de semana 4 del estudio. En el dia 42 y el dia 100, los sujetos se
someteran a aspirados de médula ésea/biopsias para evaluar la médula ésea carga de células de plasma y el trafico
de células de CART-19 a la médula 6ésea. Una evaluacion de respuesta formal se hara en el dia 100 de acuerdo con
el Grupo de Trabajo Internacional del Mieloma (IMWG) criterial36, y TTP sera objeto de seguimiento segun la
practica clinica habitual para los pacientes con mieloma mdltiple. El principal resultado de eficacia medidos en este
estudio serd una comparacion de la PTT del TACM inicial de un paciente con PTT después de que el TACM en este
estudio.

[0425] A medida que la variable principal de este estudio es la seguridad y la viabilidad de la infusion de CART - 19
células con TACM, el estudio empleard una regla de detencidon temprana. Brevemente, si menos de 2, eventos
adversos inesperados graves se producen entre los primeros cinco sujetos tratados, el estudio entonces devengara
cinco sujetos adicionales hacia una inscripcion objetivo de 10. Observaremos sujetos tratados durante 40 dias
después de CART-19 de infusion (es decir, a través de la primera evaluacion de la respuesta oficial en el dia 42)
antes de inscribir un tema posterior hasta cinco sujetos se han inscrito y por lo observado, para el tratamiento del
segundo grupo de cinco pacientes, no se requerira ningun periodo de espera entre los sujetos.

[0426] Después de los 6 meses de seguimiento intensivo, los sujetos seran evaluados al menos cada tres meses
durante dos afios con una historia clinica, el examen fisico y analisis de sangre. Después de esta evaluacién, los
sujetos entraran en un estudio de vuelco para el seguimiento anual por teléfono y un cuestionario para un maximo de
trece afios adicionales para evaluar el diagnéstico de problemas de salud a largo plazo, como el desarrollo de
nuevos tumores malignos.

Criterios de valoracién primario del estudio

[0427] Este ensayo piloto esta disefiado para poner a prueba la seguridad y la viabilidad de las células T autélogas
transducidas con el CD19 TCR{/41BB en pacientes sometidos a ASCT de rescate para MM siguiente recaida
temprana después de la primera ASCT.

Las variables de seguridad y factibilidad principales incluyen:

[0428] La aparicion de acontecimientos adversos relacionados con el estudio, definidos como NCJ CTC 2: grado 3
signos/sintomas, toxicidades de laboratorio y sucesos clinicos que son posiblemente, probablemente o
definitivamente relacionados con el tratamiento del estudio en cualquier momento de la infusion hasta la semana 24.
Este incluira toxicidad en perfusion y cualquier toxicidad posiblemente relacionado con la Carro -19 células
incluyendo, pero no limitado a:

a. Fiebres

b. Rash

c¢. Neutropenia, trombocitopenia, anemia, aplasia de médula

d. La disfuncién hepatica

e. Infiltrados pulmonares u otra toxicidad pulmonar

f. Sindromes GVHD como que afectan el tracto gastrointestinal o la piel.

[0429] Factibilidad para la fabricacion de células CART 19 procedentes de productos de aféresis de pacientes. Se
determiné el ndmero de productos fabricados que no cumplen criterios de liberacion para la eficiencia de la
transduccién de vector, la pureza de las células T, la viabilidad, la esterilidad y la contaminacién tumor.

[0430] La profundidad y duracién de la respuesta después de un trasplante autélogo de células madre con CART19
se compararan con la profundidad y duracion de la respuesta que cada paciente alcanzo inicialmente después de un
trasplante autélogo de células madre estandar.

Seleccidn de sujetos y extraccién
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Criterios de inclusién

[0431] Los sujetos deben han sufrido un TACM previa para MM y han progresado dentro de los 365 dias de la
infusion de células madre. Los sujetos que se han sometido a dos ASCTs anteriores como parte de un régimen de
consolidacion tAndem TACM planificada son elegibles. La progresion se definid segun los criterios IMWG para la
enfermedad progresiva o, para los pacientes que alcanzaron CR o SCR después TACM inicial, los criterios para la
recaida de CR (Durie et al Leukemia 2006; 20 (9):. 1467-1473). NB: No hay ningln requisito de que los pacientes
deben inscribirse dentro de los 365 dias de ASCT antes, y los pacientes pueden ser tratados con otros agentes,
incluyendo agentes experimentales, siguientes recaida/progresion después de ASCT previa antes de la inscripcién
en este estudio.

[0432] Los sujetos deben haber firmado un consentimiento informado por escrito.

[0433] Los sujetos deben tener una funcién vital érgano adecuado para recibir melfalan de dosis alta segin se define
por los siguientes criterios, medida dentro de las 12 semanas antes de la fecha de la infusion de melfalan :. a. Senun
creatinina < 2,5 o aclaramiento de creatinina estimado =30 ml/min y no dependiente de dialisis. segundo. SGOT < 3
x el limite superior de la bilirrubina < 2,0 mg/dl normal y total (excepto para pacientes en los que la
hiperbilirrubinemia se atribuye a sindrome de Gilbert). do. Fraccion de eyeccion ventricular izquierda (FEVI) = 45% o,
si la FEVI es <45%, una evaluacion formal por un cardiélogo identificacién de deterioro de la funcion cardiovascular
no clinicamente significativa. FEVI evaluacion debe haber sido realizado dentro de seis semanas de
inscripcion. re. Funcion pulmonar adecuada con FEV1, FVC, TLC, DLCO (después del ajuste apropiado para el
volumen pulmonar y la concentracion de hemoglobina) 240% de los valores previstos. Pruebas de funcion pulmonar
se debe haber realizado el plazo de seis semanas de inscripcion.

[0434] Los sujetos deben tener un estado funcional ECOG de 0-2, a menos que un estado de mayor rendimiento se
debe Unicamente al dolor en los huesos.

Criterios de exclusién:

Los sujetos no deben

[0435] tener una infeccion activa y no controlada.

[0436] Tener una infeccion actriva por hepatitis B, hepatitis C o VIH.

[0437] Cualquier trastorno médico no controlado que impida la participacion como se indica.

Régimen de tratamiento

[0438] La terapia para la recaida/mieloma mdltiple progresiva

[0439] Los pacientes pueden recibir, antes de la inscripcion, la terapia para la recaida de mieloma
multiple/progresiva de acuerdo con la preferencia de sus médicos tratantes. La terapia puede continuar con la
inscripcion.

[0440] Los pacientes deben detener toda terapia para dos semanas antes de la aféresis y para dos semanas antes
de melfalan de dosis alta. Si se espera que mas de dos semanas a transcurrir entre aféresis y dosis altas de
melfalan, los pacientes pueden reanudar la terapia después de aféresis segun el criterio de sus médicos tratantes.

Altas dosis de melfalan (dia -2)

[0441] Los pacientes seran admitidos en el hospital el dia -3 0 -2 y se sometera a examen por los ensayos médicos y
de laboratorio de rutina que asisten, que incluiran parametros de supervision para el sindrome de lisis tumoral, antes
del comienzo del protocolo de tratamiento. La sangre para pruebas de MM monitoreo de laboratorio (SPEP,
inmunoglobulinas cuantitativas, y el andlisis de la cadena ligera libre de suero), se elaborara antes de la iniciacion de
la terapia si tales pruebas no se habian elaborado dentro de los 7 dias de la admision.

[0442] La terapia de dosis alta constara de melfalan en una dosis de 200 mg/m 2 administrado por via intravenosa
durante aproximadamente 20 minutos en el dia -2. La dosis de melfalan se reducird a 140 mg/m 2 para los
pacientes> 70 afios de edad o para los pacientes de cualquier edad quienes, segun el criterio del médico tratante,
pueden no tolerar una dosis de 200 mg/m 2 Todos los pacientes recibir profilaxis estandar anti-emético, que puede
incluir dexametasona, y la profilaxis con antibiéticos estandar.

Reinfusion de células madre (dia 0)

[0443] La infusion de células madre tendra lugar el dia 0, al menos 18 horas después de la administraciéon de la
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melfalan de dosis alta. Células de popa seria infundieron por via intravenosa durante aproximadamente 20-60
minutos siguientes premedicacion de acuerdo con la practica institucional estandar. Al menos 2 x 10 8 células CD34
+ progenitoras/kg de peso corporal debe infundirse. Ademas, al menos 1 x 10 ® células CD34 + progenitoras/kg de
peso corporal debe estar disponible como un producto de células madre de respaldo para ser infundido en el caso
de injerto retardada o fallo tardio del injerto. G-CSF se debe administrar SQ comenzando el dia 5, dosifica de
acuerdo con la practica institucional estandar. Otras medidas de soporte como soporte transfusional se llevaran a
cabo de conformidad con las directrices institucionales estandar.

Infusion de células CART19 (dia +2)

[0444] se le dara una dosis Unica de CART-19 células T transducidas que consta de hasta 5 x 107 células CART-
19. No existe una dosis minima aceptable para la infusion de las células transducidas con el vector de CD19 TCRZ4-
1BB en este protocolo de un solo paciente. Las células CART-19 seran proporcionadas como una dosis Unica por la
rapida infusion i.v. en el dia 2 después de la infusién de células madre.

Mantenimiento de lenalidomida

[0445] Los sujetos que recibieron y toleraron lenalidomida de mantenimiento después de su primera ASCT volvieron
a iniciar la terapia de mantenimiento con lenalidomida aproximadamente el dia + 100, asumiendo que no hay
contraindicaciones en el juicio del médico tratante.

Preparacion y Administracion del farmaco del estudio

[0446] Las células T CART 19 se preparan en el CVPF y no se liberan del CVPF hasta que se cumplan los criterios
de liberacion aprobados por la FDA para las células infundidas (por ejemplo, dosis de células, la pureza de células,
la esterilidad, el nimero promedio de copias de los vectores/células, etc.). Tras su liberacion, las células llevan a la
cabecera para la administracion.

[0447] Descongelacion celular. Las células congeladas seran transportadas en hielo seco a la cabecera del
sujeto. Las células seran descongelaron a la cabecera del paciente usando un bafio de agua mantenido a 36°C a
38°C. La bolsa se masajea suavemente hasta que las células simplemente han descongelado. No debe haber
grumos congelados que quedan en el recipiente. Si el producto de células CART-19 parece tener un dafiado o la
bolsa que tiene una fuga, o de lo contrario parece estar comprometido, no debe ser infundido y debe ser devuelto a
la CVPF como se especifica a continuacion.

[0448] La premedicacion. Los efectos secundarios después de infusiones de células T incluyen fiebre transitoria,
escalofrios y/o nauseas; ver Cruz et al. para su revision (Cytotherapy 2010; 12 (6): 743-749). Se recomienda que el
sujeto ser pre-medicado con clorhidrato de acetaminofeno y difenhidramina antes de la infusion de CART-19
células. Estos medicamentos pueden repetirse cada seis horas, segiin sea necesario. Un curso de la medicacion
anti-inflamatorio no esteroideo puede ser prescrito si el paciente sigue teniendo fiebre no se alivia con
acetaminofeno. Se recomienda que los pacientes no reciben corticosteroides sistémicos, tales como la
hidrocortisona, prednisona, metilprednisolona o dexametasona en cualquier momento, excepto en el caso de una
emergencia que amenaza la vida, ya que esto puede tener un efecto adverso sobre las células T. Si se requieren
corticosteroides para una reaccion en infusion aguda, una dosis inicial de hidrocortisona se recomienda 100 mg.

[0449] reaccidn febril. En el caso improbable de que el sujeto desarrolla sepsis o bacteriemia sistémica después de
la infusion de células CAR T, cultivos apropiados y manejo médico debe ser iniciado. Si se sospecha un producto de
células T CAR-19 contaminada, el producto puede ser analizado de nuevo para la esterilidad usando muestras
archivadas que se almacenan en la CVPF.

[0450] Administracion. La infusion se llevara a cabo en una habitacion aislada en Rhoads, utilizando precauciones
para los pacientes inmunodeprimidos. Las células T transducidas pueden administrar por infusién intravenosa rapida
a una velocidad de flujo de aproximadamente 10 ml a 20 ml por minuto a través de un latex de calibre 18 libre de tipo
Y sangre de conjunto con una llave de paso de 3 vias. La duracion de la infusién sera de aproximadamente 2-20
minutos. Cada bolsa de infusién sera estar provisto de una etiqueta que contenga lo siguiente: "SOLO PARA USO
AUTOLOGO." Ademas, la etiqueta tendra al menos dos identificadores Unicos, como las iniciales del sujeto, fecha
de nacimiento y nimero de estudio. Antes de la infusion, dos individuos verificar independientemente toda esta
informacién en presencia del sujeto y asi confirmar que la informacion se corresponde correctamente al participante.

[0451] Los equipos médicos de emergencia (es decir, la carretilla de emergencia) estaran disponibles durante la
infusion en caso de que el sujeto tiene una respuesta alérgica, o crisis hipotensiva severa, o cualquier otra reaccion
a la infusion. Los signos vitales (temperatura, tasa de respiracion, pulso y presién sanguinea) seran tomadas antes y
después de la infusién, a continuacién, cada 15 minutos durante al menos una hora y hasta que estos signos son
satisfactorios y estable. Se le pedira al objeto de no dejar hasta que el médico considera que es seguro para él o ella
lo haga.
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Envasado

[0452] La infusién se compone de una sola dosis de 1-5 x 10 8 células T transducidas con CART, con una dosis
minima aceptable de 1 x 107 células CART-19 para infusion. Cada bolsa contiene una parte alicuota (volumen
dependiente de la dosis) de cryomedia que contiene los siguientes reactivos infusibles grado (% v/v): 31,25%
Plasmalyte-A, 31,25% de dextrosa (5%), 0,45% de NacCl, hasta 7,5% de DMSO, 1% de dextrano 40, 5% de albimina
de suero humano.

Aféresis

[0453] Se lleva a cabo un procedimiento de aféresis de gran volumen (12-15 litros o 4-6 volimenes de sangre) en el
centro de aféresis. PBMC se obtienen para CART-19 durante este procedimiento. A partir de una sola leucaféresis,
la intencion es recoger al menos 50 x 10° glébulos blancos de la sangre para la fabricacion de células CART-19
T. Leucocitos de sangre de referencia para los requisitos de revision retrospectiva de la FDA y de investigacion
también se obtienen y criopreservados. Se espera que el producto celular para estar listo para la liberacion
aproximadamente 2-4 semanas mas tarde. La citometria de flujo cuantificacion de linfocitos subconjunto, incluyendo
CD19 y la determinacién de células CD20 B. Base de evaluacién se hace para el anticuerpo humano anti-VSV-G y
anti-murino (HAMA). Si un sujeto ha tenido anteriormente una coleccion de aféresis adecuada de acuerdo con las
Buenas Practicas de Fabricacion en la Célula Clinica y de las Instalaciones de Produccién de Vacunas, estas células
pueden ser utilizadas como fuente de células para la fabricacion de CART-19. El uso de un producto de aféresis
peraltada evitaria el gasto, tiempo y riesgo para que el sujeto sufra una coleccién de aféresis adicional.

Quimioterapia citorreductora

[0454] La quimioterapia de linfoagotamiento serd melfalan en dosis altas como se describe en el presente
documento.

Infusién de CART-19

[0455] La infusion se iniciara el dia + 2 después de la reinfusion de células madre.

[0456] En el dia + 2 antes de la primera infusién, los pacientes tendran un CBC con diferencial, y la evaluacion del
recuento de CD3, CD4 y CD8, ya que la quimioterapia se administra en parte para inducir linfopenia.

[0457] La primera dosis se administra usando una dosis Unica. Las células se descongelaron a la cabecera del
paciente. Las células descongeladas se daran en tan rapida una velocidad de infusién segun la tolerancia tal que la
duracion de la infusion sera de aproximadamente 10-15 minutos. Con el fin de facilitar la mezcla, las células seran
administradas simultdneamente usando un adaptador Y. Los sujetos se infunden y premedican como se describe en
el presente documento. Los signos vitales de los sujetos seran evaluados y oximetria de pulso realiza antes de la
dosificacién, al final de la infusién, y cada 15 minutos a partir de entonces durante 1 hora y hasta que estos son
estables y satisfactorios. Se obtiene una muestra de sangre para la determinaciéon de un nivel de linea de base de
CART-19 cualquier momento antes de la primera infusién y de 20 minutos a 4 horas después de cada infusion (y
enviado a TCSL).

[0458] Los pacientes con efectos téxicos relacionados con las dosis altas de melfalan tendran su programa de
infusion retrasado hasta que estas toxicidades se hayan resuelto. Las toxicidades especificas que justifiquen el
retraso de infusiones de células T incluyen: 1) pulmonar: necesidad de oxigeno suplementario para mantener la
saturacion mayor que 95% o presencia de anormalidades radiograficas en radiografia de térax que son
progresivos; 2) Cardiaca: Nueva arritmia cardiaca no controlada con el tratamiento médico 3) La hipotensién que
requiere vasopresores. 4) infeccién activa: cultivos de sangre positivos para bacterias, hongos o virus dentro de las
48 horas de infusién de células T.

Tratamiento de la toxicidad

[0459] La proliferacién de células T incontrolada. La toxicidad asociada con infusiones de células T alogénicas o
autélogas se ha tratado con un tratamiento de inmunosupresion farmacologica. La toxicidad asociada a cuerpos T ha
sido reportada por responder a los corticosteroides sistémicos. Si se produce la proliferacion de células T no
controlada (grado 3 o 4 de toxicidad relacionada con células CART-19), los sujetos pueden ser tratados con
corticosteroides. Los sujetos seran tratados con metilprednisolona en pulsos (2 mg/kg i.v. dividida g8 hr x 2 dias),
seguida de una reduccién rapida.

[0460] Ademas, en base a las observaciones de los sujetos tratados en otro protocolo, existe cierta preocupacion
para el sindrome de activacion de macréfagos (MAS), aunque se espera que la carga tumoral de CD19+ sea mucho
menor en los pacientes con mieloma que en pacientes con CLL. El tratamiento y el momento de tratamiento de esta
toxicidad sera a discrecion del médico del paciente y el investigador del estudio. El tratamiento sugerido podria
incluir: si el sujeto tiene una fiebre superior a 101°F que dura méas de 2 dias consecutivos y no hay evidencia de

98



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2734549 T3

infeccion (cultivos de sangre negativos, CXR o de otra fuente), puede considerarse tocilizumab 4 mg/kg. La adicién
de los corticosteroides y la terapia anti-TNF pueden ser considerados a discrecion del médico.

[0461] Deplecion de células B. Es posible que se detecte la deplecion de células B e hippgammaglobulinemia. Esto
es comun con terapias dirigidas anti-CD20. En el caso de hipogammaglobulinemia clinicamente significativa (es
decir, infecciones sistémicas), a los sujetos se les dara inmunoglobulina intravenosa (IVIG) mediante pautas de
dosificacién clinicas establecidos para restaurar los niveles normales de los niveles de inmunoglobulina en suero,
como se ha hecho con Rituximab.

[0462] Fracaso del injerto primario. El fracaso del injerto primario (es decir, no-injerto) puede ser mas comun
después de la segunda ASCT en comparaciéon con la primera ASCT. Los criterios de elegibilidad estipulan que
suficientes células madre deben estar disponibles para la reinfusion de rescate a la discrecion del médico tratante en
caso de fracaso del injerto primario.

LISTADO DE SECUENCIAS
[0463]
<110> NOVARTIS AG RUSTEES OF THE UNIVERSITY OF PENNSYLVANIA

<120> TRATAMIENTO DEL CANCER UTILIZANDO RECEPTOR DE ANTIGENO QUIMERICO ANTI-
CD19 HUMANIZADO

<130> N2067-7002wO0

<140>
<141>

<150> 61/838,537
<151> 2013-06-24

<150> 61/802,629
<151> 2013-03-16

<160> 121
<170> PatentIn version 3.5

<210> 1

<211> 242

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> -Fuente ] L4 L] ] L] L] L] r L] ] ’ L]
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 1
§1u Ile val Met Ehr Gln Ser Pro Ala Igr Leu Ser Leu Ser Ego Gly

Glu Arg Ala ;gr Leu Ser Cys Arg §1a Ser Gln Asp Ile ggr Lys Tyr
5

Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly GIn Ala Pro Arg Leu Leu Ile
35 40 45

Tyr Hgs Thr Ser Arg Leu His Ser Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly
5 55

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu GIn Pro
65 70 75 80
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Gly

Leu

Gln

Glu
240
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<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de

<400> 5
§1u Ile val

Glu

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Gly

val

Leu

145

val

val

Arg

Leu

His
225

Arg

Asn

His

50

Gly

Asp

Phe

Gly

Gln

130

Ser

Ser

Ile

val

Ser

210

Tyr

Ala

Trp

35

Thr

Ser

Phe

Gly

Leu

Trp

Trp

Thr

195

Ser

Tyr

Met

Thr

20

TYr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Gly

Gln

Thr

Ile

val

Tyr

Thr
5
Leu
Gln
Arg
Thr
val
85
Gly
Ser
Glu
Cys
Arg
ser
ser

Thr

Gly

Gln

Ser

Gln

Leu

Asp

70

TYr

Thr

Gly

Ser

Thr

150

Gln

Glu

Lys

Ala

Gly

ser

Cys

Lys

His

55

Tyr

Phe

Lys

Gly

Gly

val

Pro

Thr

Asp

Ala

215

Ser

ES 2734549 T3

Ta secuencia artificial:

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Leu

Ser

Pro

Thr

Asn

200

Asp

Tyr

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Gly

Gly

Gly

Gly

TYyr

185

ser

Thr

Ala

Thr

10

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln

90

Ile

Ser

Leu

val

Lys

TYr

Lys

Ala

Met

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Gly

Lys

Gly

val

ser

155

Gly

ser

Asnh

val

Asp
235

104

Ser

Asp

Pro

Ala

60

Ser

Asn

Gly

Gly

Lys

140

Leu

Leu

Ser

Gln

Tyr

220

Tyr

Leu

Ile

Arg

45

Arg

Ser

Thr

Gly

Gly

Pro

Pro

Glu

ser

val

205

Tyr

Trp

Polipéptido sintético”

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Leu

Ser

Asp

Trp

Leu

190

Ser

Cys

Gly

Pro
15

Lys
Leu
ser
Gln
Pro
95

Gly
Ser
Glu
Tyr
Ile
175
Lys
Leu

Ala

Gln

Gly
Tyr
Ile
Gly
Pro
80
Tyr
Ser
Gln
Thr
Gly
1
Gly
Ser
Lys
Lys

Gly
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Thr Leu val Thr val Ser Ser

245
<210> 6
<211> 247
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de

<400> 6
§1u Ile val Met Ehr Gln Ser

Glu Arg Ala Egr Leu Ser Cys

Leu Ash grp Tyr Gln Gln Lys
5

Tyr His Thr Ser Arg Leu His
50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr
65 70

Glu Asp Phe Ala §a1 Tyr Phe
5

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys
100

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly

val Gln Leu GIn Glu Ser Gly
130 135

Leu Ser Leu Thr Cys Thr val
145 150

val Ser Trp Ile Arg Gln Pro
val Ile Trp Gly Ser Glu Thr

Arg val Thr Ile Ser Lys Asp
195

Leu Ser Ser val Thr Ala Ala
210 215

ES 2734549 T3

Ta secuencia artificial:

Pro Ala Thr Leu Ser Leu

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Leu

Ser

Pro

Thr

Asn

200

Asp

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Gly

Gly

Gly

Gly

TYyr

185

ser

Thr

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln

90

Ile

Ser

Leu

val

Lys

TYr

Lys

Ala

105

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Gly

Lys

Gly

val

ser

155

Gly

Gln

Asnh

val

Asp

Pro

Ala

60

Ser

Asn

Gly

Gly

Lys

140

Leu

Leu

Ser

Gln

Tyr
220

Ile

Arg

45

Arg

Ser

Thr

Gly

Gly

Pro

Pro

Glu

ser

val

205

Tyr

Polipéptido sintético”

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Leu

Gly

Gly

Ser

Asp

Trp

Leu

190

Ser

Cys

Pro

15

Lys

Leu

ser

Gln

Pro

95

Gly

Ser

Glu

Tyr

Ile

175

Lys

Leu

Ala

Gly
Tyr
Ile
Gly
Pro
80
Tyr
Ser
Gln
Thr
Gly
1
Gly
Ser

Lys

Lys
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225

Thr Leu val Thr val Ser Ser

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

<220>

<221> fuente

7

247
PRT
Secuencia artificial

245

<223> /nota="Descripcion de

<400> 7
Gln val Gln

1

Thr

Gly

Gly

ser

65

Lys

Lys

Gly

Gly

Thr

145

Leu

Gln

Leu

val

val

50

Arg

Leu

His

Thr

Ser

130

Gln

Ser

Gln

ser

ser

35

Ile

val

ser

Tyr

Leu

115

Gly

Ser

Cys

Lys

Leu

Leu

20

Trp

Trp

Thr

Ser

Tyr

100

val

Gly

Pro

Arg

Pro
180

Gln

5

Thr

Ile

Gly

Ile

val

85

Tyr

Thr

Gly

Ala

Ala

165

Gly

Glu

Cys

Arg

Ser

Ser

70

Thr

Gly

val

Gly

Thr

150

Ser

Gln

Ser

Thr

Gln

Glu

55

Lys

Ala

Gly

ser

ser

135

Leu

Gln

Ala

ES 2734549 T3

T1a secuencia artificial: Polipéptido sintético”

Gly

val

Pro

40

Thr

Asp

Ala

Ser

Ser

120

Gly

Ser

Asp

Pro

Pro

ser

25

Pro

Thr

Asnh

Asp

Tyr

105

Gly

Gly

Leu

Ile

Gly

10

Gly

Gly

Tyr

Ser

Thr

90

Ala

Gly

Gly

Ser

Ser

170

Leu

106

Leu

val

Lys

Tyr

Lys

Ala

Met

Gly

Gly

Pro

155

Lys

Leu

val

Ser

Gly

Ser

60

Asn

val

Asp

Gly

Ser

140

Gly

TYr

Ile

Lys

Leu

Leu

45

Ser

Gln

Tyr

Tyr

ser

125

Glu

Glu

Leu

Tyr

Pro

Pro

30

Glu

Ser

val

TYr

Trp

Gly

Ile

Arg

Asn

His
190

Ser

15

Asp

Trp

Leu

ser

Cys

95

Gly

Gly

val

Ala

Trp

Thr

His Tyr Tyr Tyr Gly Gly Ser Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
230 235 240

Glu

TYr

Ile

Lys

Leu

80

Ala

Gln

Gly

Met

Thr

160

TYr

Ser
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Arg Leu His Ser

195

Thr Asp Tyr Thr
210

val Tyr Phe Cys

225

Gly Thr Lys Leu

<210> 8

<211>
<212>
<213>

<220>

<221> fuente

247
PRT .
Secuencia

ES 2734549 T3

Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly
200 205

Leu Thr Ile Ser Ser Leu GIn Pro Glu Asp Phe Ala
215 220

GIn GIn Gly Asn Thr Leu Pro Tyr Thr Phe Gly Gln
230 235 240

Glu Ile Lys
245

artificial

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 8

Gln

1

Thr

Gly

Gly

ser

65

Lys

Lys

Gly

Gly

Thr
145

val

Leu

val

val

50

Arg

Leu

His

Thr

Ser

130

Gln

Gln

ser

Ser

35

Ile

val

Ser

Tyr

Leu

115

Gly

Ser

Leu

Leu

20

Trp

Trp

Thr

Ser

TYr

100

val

Gly

Pro

GIn Glu Ser Gly Pro Gly Leu val Lys Pro Ser Glu
5 10 15

Thr Cys Thr val ger Gly val Ser Leu 550 Asp Tyr
5

Ile Arg GIn Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile
40 45

Gly ser Glu Thr Thr Tyr Tyr ggn Ser Ser Leu Lys
55

Ile Ser Lys Asp Asn Ser Lys Asn Gln val Ser Leu
70 75 80

val Thr Ala Ala Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95

Tyr Gly Gly Ser Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln
105 110

Thr val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly
120 125

Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Glu Ile val Met
135 140

Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr
150 155 160

107
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Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln
165

GIn Gln Lys Pro Gly Gln Ala
180

Arg Leu His Ser Gly Ile Pro
195

Thr Asp Tyr Thr Leu Thr Ile
210 215

val Tyr Phe Cys Gln Gln Gly
225 230

Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

245
<210> 9
<211> 247
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de

<400> 9
§1u Ile val Met Ehr Gln Ser

Glu Arg Ala Egr Leu Ser Cys

Leu Ash grp Tyr Gln Gln Lys
5

Tyr His Thr Ser Arg Leu His
50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr
65 70

Glu Asp Phe Ala §a1 Tyr Phe
5

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys
100

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly

val Gln Leu GIn Glu Ser Gly

ES 2734549 T3

Asp

Pro

Ala

200

Ser

Asn

Ta secuencia artificial:

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Leu

Gly

Pro

Ile

Arg

Arg

Ser

Thr

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Gly

Gly

Ser

170

Leu

Phe

Leu

Leu

Thr

10

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln

90

Ile

Ser

Leu

108

Lys

Leu

ser

Gln

Pro
235

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Gly

Lys

Gly

val

Tyr

Ile

Gly

Pro

220

TYr

Ser

Asp

Pro

Ala

60

Ser

Asn

Gly

Gly

Lys

Leu

Tyr

ser

205

Glu

Thr

Leu

Ile

Arg

45

Arg

Ser

Thr

Gly

Gly

Pro

Asn

His

190

Gly

Asp

Phe

Polipéptido sintético”

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Leu

Ser

Trp
Thr
ser
Phe

Gly

Pro
15

Lys
Leu
Ser
Gln
Pro
95

Gly

Ser

Glu

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
240

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

TYr

Ser

Gln

Thr
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Leu

145

val

val

Arg

Leu

His

225

Thr

130

Ser

Ser

Ile

val

Ser

210

Tyr

Leu

<210> 10
<211> 24

<212>
<213>

<220>

<221>

Leu

Trp

Trp

Thr

195

ser

Tyr

val

7

PRT ]
Secuencia

fuente

Thr

Ile

val

Tyr

Thr

Ser

Thr

Gly

val
245

Thr
150
Gln
Glu
Lys
Ala
Gly
2

Ser

135

val

Pro

Thr

Asp

Ala

215

ser

Ser

artificial

<223> /nota="Descripcion de

<400> 10
§1n val Gln

Thr

Gly

Gly

ser

65

Lys

Lys

Leu

val

val

50

Arg

Leu

His

ser

ser

35

Ile

val

ser

Tyr

Leu GIn Glu Ser

Leu

20

Trp

Trp

Thr

Ser

Tyr
100

5

Thr

Ile

Gly

Ile

val

85

Tyr

Cys

Arg

Ser

Ser

70

Thr

Gly

Thr

Gln

Glu

55

Lys

Ala

Gly

ES 2734549 T3

Ser

Pro

Thr

Asn

200

Asp

Tyr

Ta secuencia artificial:

Gly

Gly

TYyr

185

Ser

Thr

Ala

val

Lys

Tyr

Lys

Ala

Met

Ser

155

Gly

Asnh

Asn

val

Asp

140

Leu

Leu

Ser

Gln

TYr

220

Tyr

Pro

Glu

ser

val

205

Tyr

Trp

Gly Pro ggy Leu val Lys

val

Pro

40

Thr

Asp

Ala

Ser

ser

25

Pro

Thr

Asnh

Asp

Tyr
105

Gly

Gly

Tyr

Ser

Thr

90

Ala

109

val

Lys

Tyr

Lys

Ala

Met

Ser

Gly

Asn

60

Asn

val

Asp

Leu

Leu

45

Ser

Gln

Tyr

Tyr

Asp

Trp

Leu

190

Ser

Cys

Gly

Polipéptido sintético”

Pro

Pro

30

Glu

Ser

val

TYr

Trp

Tyr

Ile

175

Lys

Leu

Ala

Gln

Ser

15

Asp

Trp

Leu

ser

Cys

95

Gly

Gly
1

Gly
Ser
Lys
Lys

Gly

Glu
Tyr
Ile
Lys
Leu
80

Ala

Gln
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Gly

Gly

Thr

145

Leu

Gln

Arg

Thr

val

225

Gly

Thr

Ser

130

Gln

Ser

Gln

Leu

210

Tyr

Thr

<210> 11
<211> 24
<212> PR

<213>

<220>

<221>

Leu

115

Gly

ser

Cys

Lys

His

195

Tyr

Phe

Lys

2
T

fuente

val

Gly

Pro

Arg

Pro

180

Ser

Thr

Cys

Leu

Secuencia

Thr

Gly

Ala

Ala

165

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
245

val

Gly

Thr

150

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln

230

Ile

ser

Ser

135

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

215

Gly

Lys

artificial

<223> /nota="Descripcioén de

<400> 11
Glu Ile val

1

Glu Arg Ala

Leu Asn Trp

35

Tyr His Thr

50

Ser Gly Ser

65

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Thr

5

Leu

Gln

Arg

Thr

Gln
Ser
Gln
Leu

AsSp
70

ser

Cys

Lys

His

55

Tyr

ES 2734549 T3

Ser

120

Gly

Ser

Asp

Pro

Ala

200

Ser

Asn

la secuencia artificial:

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Gly

Gly

Leu

Ile

Arg

Arg

ser

Thr

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gly Gly Gly Ser
125

Gly Gly Ser Glu
140

Ser Pro Gly Glu
155

Ser Lys Tyr Leu
170

Leu Leu Ile Tyr

Phe ser Gly Ser
205

Leu GIn Pro Glu
220

Leu Pro Tyr Thr
235

Thr Leu Ser Leu
10

Ser Gln Asp Ile

Gln Ala Pro Arg
45

Ile Pro Ala Arg
60

Thr ITe Ser Ser
75

110

Gly

Ile

Arg

Asn

His

190

Gly

Asp

Phe

Polipéptido sintético”

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Gly

val

Ala

Trp

Thr

ser

Phe

Gly

Pro

15

Lys

Leu

ser

Gln

Gly

Met

Thr

160

TYr

Ser

Gly

Ala

Gln
240

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro
80
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Glu

Thr

Gly

ser

Thr

145

Gln

Glu

Lys

Ala

Gly

ser

Asp

Phe

Gly

Gly

val

Pro

Thr

Asp

Ala

210

Ser

Ser

<210> 12

<211>
<212>
<213>

<220>

<221> fuente

Phe

Gly

ser

Pro

Thr

Asnh

195

Asp

Tyr

242
PRT .
Secuencia

Ala

Gln

100

Gly

Gly

Gly

Gly

TYr

180

Ser

Thr

Ala

val

85

Gly

Ser

Leu

val

Tyr

Lys

Ala

Met

Tyr

Thr

Gly

val

Ser

150

Gly

Asn

Asn

val

Asp

Phe

Lys

Gly

Leu

ser

Gln

Tyr

215

Tyr

artificial

<223> /nota="Descripcién de

<400> 12
§1n val Gln Leu §1n Glu Ser

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr
20

Gly val Ser Trp Ile Arg Gln
35

ES 2734549 T3

Cys

Leu

Gly

Pro

Pro

Glu

Ser

val

200

Tyr

Trp

Ta secuencia artificial:

Gln

Glu

105

Gly

ser

Asp

Trp

Leu

185

ser

Cys

Gly

Gln

90

Ile

Ser

Glu

TYr

Ile

170

Lys

Leu

Ala

Gln

Gly

Lys

Gln

Thr

ser

Lys

Lys

Gly

Asn

Gly

val

Leu

140

val

val

Arg

Leu

His

220

Thr

Thr

Gly

Gln

125

ser

ser

Ile

val

ser

205

Tyr

Leu

Gly Pro Egy Leu val Lys

val Ser Gly val Ser Leu

25

Pro Pro Gly Lys Gly Leu
40 45

111

Leu

Leu

Trp

Trp

Thr

190

Ser

Tyr

val

Polipéptido sintético”

Pro

95

Gly

Gln

Thr

Ile

Gly

Ile

val

Tyr

Thr

Tyr

Ser

Glu

Cys

Ser

Thr

Gly

val
240

Pro Ser Glu

Pro Asp Tyr
30

Glu Trp Ile
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Gly

ser

65

Lys

Lys

Gly

Gly

Thr

145

ser

Gln

Ile

Thr

Gln

225

Ile

val

50

Arg

Leu

His

Thr

Ser

130

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

210

Gly

Lys

<210> 13
<211> 21
<212> PR

<213>

<220>

<221>

<400> 13
Met Ala Leu Pro val Thr Ala Leu Leu Leu Pro Leu Ala Leu Leu Leu
1 5

Ile

val

ser

Tyr

Leu

115

Gly

Ser

Asp

Pro

Ala

195

ser

Asnh

T

fuente
<223> /nota="Descripcion de 1a secuencia artificial: Péptido sintético”

Trp

Thr

Ser

Tyr

100

val

Gly

Leu

Ile

Arg

Ser

Thr

Secuencia

Gly

Ile

val

85

Tyr

Thr

Gly

Ser

ser

165

Leu

Phe

Leu

Leu

Ser

Ser

70

Thr

Gly

val

Gly

Pro

150

Lys

Leu

Ser

Gln

Pro
230

Glu

55

Lys

Ala

Gly

ser

ser

135

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

215

Tyr

artificial

His Ala Ala Arg Pro

ES 2734549 T3

Thr

Asp

Ala

Ser

Ser

120

Glu

Glu

Leu

Tyr

Ser

200

Glu

Thr

Thr

Asnh

Asp

Tyr

105

Gly

Ile

Arg

Asnh

His

185

Gly

Asp

Phe

Tyr

Ser

Thr

90

Ala

Gly

val

Ala

Ser

Phe

Gly

Tyr

Lys

Ala

Met

Gly

Met

Thr

155

Tyr

ser

Gly

Ala

112

Asn

60

Asn

val

Asp

Gly

Thr

140

Leu

Gln

Arg

Thr

val

220

Gly

Ser

Gln

Tyr

Tyr

ser

125

Gln

Ser

Gln

Leu

205

Tyr

Thr

Ser

val

Tyr

Trp

Gly

Ser

Cys

Lys

His

190

Tyr

Phe

Lys

Leu

ser

Cys

95

Gly

Gly

Pro

Arg

Pro

175

ser

Thr

Cys

Leu

Lys

Leu

80

Ala

Gln

Gly

Ala

Ala

160

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
240
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20
<210> 14
<211> 45
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de

<400> 14
Ihr Thr Thr Pro ?1a Pro Arg

Ser Gln Pro Leu Ser Leu Arg

Gly Ala §a1 His Thr Arg Gly
5

<210> 15

<211> 24

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcioén de

<400> 15
i1e Tyr Ile Trp Ala Pro Leu
5

Ser Leu val Ile Thr Leu Tyr

<210> 16

<211> 42

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de

<400> 16
iys Arg Gly Arg Lys Lys Leu
5

Arg Pro val g1n Thr Thr Gl1n

Pro Glu §1u Glu Glu Gly Gly
5

ES 2734549 T3

Ta secuencia artificial: Polipéptido sintético”
Pro Pro Thr Pro Ala Pro Thr Ile Ala
15

Pro Glu Ala Cys Arg Pro Ala Ala Gly
25 30

Leu Asp Phe Ala Cys Asp
40 45

Ta secuencia artificial: Péptido sintético”
Ala Gly Thr Cys Gly val Leu Leu Leu
10 1

Cys

Ta secuencia artificial: Polipéptido sintético”
Leu Tyr {ge Phe Lys Gln Pro Phe Met
Glu Glu Asp Gly Cys Ser Cys Arg Phe

25 30

Cys Glu Leu
40

113
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<210> 17
<211> 11

<212>
<213>

<220>

<221> fuente

2

PRT - - - -
Secuencia artificial

<223> /nota="Descripcién de

<400> 17
?rg val Lys

Gln

Asp

Pro

Asp

65

Arg

Thr

Asn

val

Arg

50

Lys

Arg

Lys

<210> 18
<211> 5

<212>
<213>

<220>

<221> fuente

Gln

Leu

35

Arg

Met

Gly

Asp

PRT .
Secuencia

Phe

Leu

20

Asp

Lys

Ala

Lys

Thr
100

ser

Tyr

Lys

Asnh

Glu

Gly

85

Tyr

Arg

Asn

Arg

Pro

Ala

70

His

Asp

ser

Glu

Arg

Gln

55

Tyr

Asp

Ala

artificial

<223> /nota="Descripcién de

<400> 18
§1y Gly Gly Gly §er

<210> 19
<211> 10

<212>
<213>

<220>

<221>

<400> 19

$1y val Ser Leu Pro Asp Tyr Gly val Ser
5

PRT - - - -
Secuencia artificial

fuente
<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético”

ES 2734549 T3

Ta secuencia artificial:

Ala Asp Ala Pro
10

Leu

Gly

40

Glu

Ser

Gly

Leu

Ta secuencia artificial:

Asn

25

Arg

Gly

Glu

Leu

His
105

Leu

Asp

Leu

Ile

TYr

90

Met

10

Gly

Pro

Tyr

Gly

75

Gln

Gln

114

Ala

Arg

Glu

Asn

60

Met

Gly

Ala

Tyr

Arg

Met

45

Glu

Lys

Leu

Leu

Polipéptido sintético”

Lys

Glu

30

Gly

Leu

Gly

Ser

Pro
110

Péptido sintético”

Gln
15

Glu
Gly
Gln
Glu
Thr

95

Pro

Gly

Tyr

Lys

Lys

Arg

80

Ala

Arg
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<210> 20

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de

<400> 20
Xa1 Ile Trp Gly Ser Glu Thr
5

<210> 21

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de

<400> 21
Xa1 Ile Trp Gly Ser Glu Thr
5

<210> 22

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de

<400> 22
Xa1 Ile Trp Gly Ser Glu Thr
5

<210> 23

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de

<400> 23
Xa1 Ile Trp Gly Ser Glu Thr
5

<210> 24

<211> 12

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<221> fuente

ES 2734549 T3

T1a secuencia artificial: Péptido sintético’

Thr Tyr Tyr Asn Ser Ala Leu Lys Ser
10 15

T1a secuencia artificial: Péptido sintético’

Thr Tyr Tyr Ser Ser Ser Leu Lys Ser
10 15

T1a secuencia artificial: Péptido sintético’

Thr Tyr Tyr GIn Ser Ser Leu Lys Ser
10 15

T1a secuencia artificial: Péptido sintético’

Thr Tyr Tyr Asn Ser Ser Leu Lys Ser
10 15

115
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<223> /nota="Descripcion de

<400> 24
Tis Tyr Tyr Tyr Gly Gly Ser
5

<210> 25

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcioén de

<400> 25
?rg Ala Ser Gln Asp Ile Ser
5

<210> 26

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcioén de

<400> 26
His Thr Ser Arg Leu His Ser
1 5

<210> 27

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcioén de

<400> 27
$1n Gln Gly Asn Thr Leu Pro
5

<210> 28

<211> 5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de

<400> 28
Tyr Ser Ser Ser Leu
1 5

ES 2734549 T3

la secuencia artificial:

Tyr Ala Met Asp Tyr
10

la secuencia artificial:

Lys Tyr Leu Asnh
10

la secuencia artificial:

la secuencia artificial:

Tyr Thr

la secuencia artificial:

116

Péptido sintético”

Péptido sintético”

Péptido sintético”

Péptido sintético”

Péptido sintético”
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<210> 29
<211> 5

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente o ) o o L.
<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 29

Iyr Gln Ser Ser Leu
5

<210> 30
<211> 5

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente o ) o o L.
<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 30

Tyr Ash Ser Ser Leu
1 5

<210> 31
<211> 48
<212> PR

6
T

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de

<400> 31
¥et Ala

His Ala
Ser Leu
Asp Ile

50

Pro Arg
65

Ala Arg

Ser Ser

Leu

Ala

ser

35

ser

Leu

Phe

Leu

Pro val Thr Ala

Arg

20

Pro

Lys

Leu

Ser

Gln
100

5

Pro

Gly

Tyr

Ile

Gly

85

Pro

Glu

Glu

Leu

Tyr

70

Ser

Glu

Ile

Arg

Asnh

55

His

Gly

Asp

ES 2734549 T3

Ta secuencia artificial: Polipéptido sintético”

Leu Leu Leu Pro Leu

val

Ala

40

Trp

Thr

Ser

Phe

Met

25

Thr

Tyr

Ser

Gly

Ala
105

Thr

Leu

Gln

Arg

Thr

90

val

117

Gln

ser

Gln

Leu

75

Asp

Tyr

Ser

Cys

Lys

His

TYr

Phe

Ala

Pro

Arg

45

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu

Ala

30

Ala

Gly

Gly

Leu

Gln
110

Leu Leu
15

Thr Leu

Ser Gln

Gln Ala

Ile Pro
80

Thr Ile
95

Gln Gly
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Asnh

Gly

val

145

Leu

val

val

Arg

Leu

225

His

Thr

Thr

Ala

Phe

305

val

Lys

Thr

Glu

Thr

Ser

Ser

Ile

val

210

Ser

Tyr

Leu

Pro

Cys

290

Ala

Leu

Lys

Thr

Gly

Leu

115

Leu

Leu

Trp

Trp

Thr

ser

Tyr

val

Ala

275

Arg

Cys

Leu

Leu

Gln

355

Gly

Pro

Gly

Gln

Thr

Ile

180

Gly

Ile

val

Tyr

Thr

260

Pro

Pro

Asp

Leu

Leu

340

Glu

Cys

Tyr

ser

Glu

Arg

Ser

ser

Thr

Gly

val

Thr

Ala

Ile

ser

325

Tyr

Glu

Glu

Thr

Gly

Ser

150

Thr

Gln

Glu

Lys

Ala

230

Gly

Ser

Ile

Ala

Tyr

310

Leu

Ile

Asp

Leu

Phe

Gly

val

Pro

Thr

Asp

Ala

Ser

ser

Ala

Gly

Ile

val

Phe

Gly

Arg

ES 2734549 T3

Gly
Gly
Pro
Ser
Pro
Thr
200
Asn
ASp
Tyr
Thr
Ser
280
Gly
Trp
Ile
Lys
Cys
3

val

Gln

Gly

Gly

Gly

Gly

Tyr

ser

Thr

Ala

Thr

265

Gln

Ala

Ala

Thr

Gln

345

ser

Lys

Gly

Ser

Leu

val

170

Lys

Tyr

Lys

Ala

Met

250

Thr

Pro

val

Pro

Leu

330

Pro

Cys

Phe

118

Thr

Gly

val

155

ser

Gly

Ser

Asnh

val

235

Asp

Pro

Leu

His

Leu

315

Tyr

Phe

Arg

Ser

Lys

Leu

Leu

Ser

Gln

220

Tyr

Tyr

Ala

Ser

Thr

300

Ala

Cys

Met

Phe

Leu

125

Pro

Pro

Glu

Ser

205

val

Tyr

Trp

Pro

Leu

285

Arg

Gly

Lys

Arg

Pro

365

Ser

Glu

Gly

Ser

Asp

Ser

Cys

Gly

Arg

Arg

Gly

Thr

Arg

Pro

350

Glu

Ala

Ile

ser

Glu

TYyr

175

Ile

Lys

Leu

Ala

Gln

255

Pro

Pro

Leu

Cys

Gly

val

Glu

Asp

Lys

Gln

Thr

160

Gly

Gly

Ser

Lys

Pro

Glu

Asp

Gly

Arg

Gln

Glu

Ala
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Pro

385

Gly

Pro

Tyr

Gly

Gln

465

Gln

Ala

Arg

Glu

Asn

Met

450

Gly

Ala

<210> 32

<211>
<212>
<213>

<220>

<221>
<223>

<400> 32
Met Ala Leu Pro

1

His

Ser

Asp

Pro

65

Ala

Ser

Ala

Leu

Ile

50

Arg

Arg

Ser

Tyr

Arg

Met

Glu

435

Lys

Leu

Leu

486
PRT .
Secuencia

fuente L
/nota="Descripcion de

Ala

Ser

35

ser

Leu

Phe

Leu

Lys

Glu

Gly

Leu

Gly

Ser

Pro

Arg

20

Pro

Lys

Leu

Ser

Gln
100

Gln

Glu

405

Gly

Gln

Glu

Thr

Pro
485

Gly

TYr

Lys

Lys

Arg

Ala

470

Arg

Gln

Asp

Pro

Asp

Arg

Thr

artificial

val Thr Ala

5

Pro

Gly

Tyr

Ile

Gly

85

Pro

Glu

Glu

Leu

TYr

70

Ser

Glu

Ile

Arg

Asnh

55

His

Gly

Asp

ES 2734549 T3

Asn

val

Arg

Lys

Arg

Lys

la secuencia artificial:

Leu

val

Ala

40

Trp

Thr

Ser

Phe

Gln

Leu

Arg

Met

Gly

Asp

Leu

Met

25

Thr

Tyr

ser

Gly

Ala
105

Leu

Lys

Ala

Lys

Thr

Leu

10

Thr

Leu

Gln

Arg

Thr

90

val

119

TYyr

395

Lys

Asn

Glu

Gly

TYyr
475

Pro

Gln

Ser

Gln

Leu

75

Asp

Tyr

Asn

Arg

Pro

Ala

His

460

Asp

Leu

Ser

Cys

Lys

His

Tyr

Phe

Glu

Arg

Gln

TYyr

445

Asp

Ala

Ala

Pro

Arg

45

Pro

ser

Thr

Cys

Leu

Gly

Glu

430

Ser

Gly

Leu

Polipéptido sintético”

Leu

Ala

30

Ala

Gly

Gly

Leu

Gln
110

Asnh

Arg

Gly

Glu

Leu

His

Leu

15

Thr

Ser

Gln

Ile

Thr

95

Gln

Leu

400

Asp

Leu

Ile

TYr

Met
480

Leu

Leu

Gln

Ala

Pro

80

Ile

Gly
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Asn

Gly

val

145

Leu

val

val

Arg

Leu

225

His

Thr

Thr

Ala

Phe

305

val

Lys

Thr

Glu

Thr

Ser

Ser

Ile

val

210

Ser

Tyr

Leu

Pro

Cys

290

Ala

Leu

Lys

Thr

Gly

Leu

115

Leu

Leu

Trp

ser

Tyr

val

Ala

275

Arg

Cys

Leu

Leu

Gln

355

Gly

Pro

Gly

Gln

Thr

Ile

180

Gly

Ile

val

Tyr

Thr

260

Pro

Pro

Asp

Leu

Leu

340

Glu

Cys

Tyr

ser

Glu

Arg

ser

Ser

Thr

Gly

val

Thr

Ala

Ile

ser

325

Tyr

Glu

Glu

Thr

Gly

Ser

150

Thr

Gln

Glu

Lys

Ala

230

Gly

Ser

Ile

Ala

Tyr

310

Leu

Ile

Asp

Leu

Phe

Gly

Gly

val

Pro

Thr

Asp

Ala

ser

Ser

Ala

Gly

Ile

val

Phe

Gly

Arg

ES 2734549 T3

Gly
Gly
Pro
Ser
Pro
Thr
200
Asn
Asp
Tyr
Thr
ser
280
Gly
Trp
Ile
Lys
Cys
3

val

Gln

Gly

Gly

Gly

Gly

Tyr

Ser

Thr

Ala

Thr

265

Gln

Ala

Ala

Thr

Gln

345

Ser

Lys

Gly

Ser

Leu

val

170

Lys

TYr

Lys

Ala

Met

250

Thr

Pro

val

Pro

Leu

330

Pro

Cys

Phe

120

Thr

Gly

val

155

Ser

Gly

Gln

Asn

val

235

Asp

Pro

Leu

His

Leu

315

Tyr

Phe

Arg

Ser

Lys
Gly
1

Lys
Leu
Leu
Ser
Gln
220
Tyr
Tyr
Ala
Ser
Thr
300
Ala
Cys
Met

Phe

Arg

Leu

125

Pro

Pro

Glu

ser

205

val

Tyr

Trp

Pro

Leu

285

Arg

Gly

Lys

Arg

Pro

365

Ser

Glu

Gly

Ser

Asp

Ser

Cys

Gly

Arg

Arg

Gly

Thr

Arg

Pro

350

Glu

Ala

Ile

ser

Glu

Tyr

175

Ile

Lys

Leu

Ala

Gln

255

Pro

Pro

Leu

Cys

Gly

val

Glu

Asp

Lys

Gln

Thr

160

Gly

Gly

Ser

Lys

Pro

Glu

Asp

Gly

Arg

Gln

Glu

Ala
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Pro

385

Gly

Pro

Tyr

Gly

Gln

465

Gln

Ala

Arg

Glu

Asn

Met

450

Gly

Ala

<210> 33
<211> 48

<212>
<213>

<220>

<221>

Tyr

Arg

Met

Glu

435

Lys

Leu

Leu

6

PRT ]
Secuencia

fuente

Lys

Glu

Gly

Ser

Pro

Gln

Glu

405

Gly

Gln

Glu

Thr

Pro
485

Gly

Tyr

Lys

Lys

Arg

Ala

470

Arg

Gln

Asp

Pro

Asp

Arg

Thr

artificial

<223> /nota="Descripcion de

<400> 33
Met Ala Leu

1

His

val

Ser

Gly

65

ser

Asn

val

Ala

Lys

Leu

50

Leu

Ser

Gln

Tyr

Ala

Pro

35

Pro

Glu

ser

val

Tyr

Pro val Thr Ala

Arg

20

Ser

Asp

Trp

Leu

Ser

100

Cys

5

Pro

Glu

Tyr

Ile

Lys

Leu

Ala

Gln

Thr

Gly

Gly

70

Ser

Lys

Lys

val

Leu

val

55

val

Arg

Leu

His

ES 2734549 T3

Asn

val

Arg

Lys

Arg

Lys

Ta secuencia artificial:

Leu

Gln

Ser

40

Ser

Ile

val

Ser

Tyr

Gln

Leu

Arg

Met

Gly

Asp

Leu

Leu

25

Leu

Trp

Trp

Thr

Ser

105

Tyr

Leu

Asp

Lys

Ala

Lys

Thr

Leu

10

Gln

Thr

Ile

Gly

Ile

90

val

Tyr

Tyr

395

Lys

Asn

Glu

Gly

Tyr
475

Pro

Glu

Cys

Arg

ser

75

ser

Thr

Gly

121

Asn

Arg

Pro

Ala

His

460

Asp

Leu

Ser

Thr

Gln

60

Glu

Lys

Ala

Gly

Glu

Arg

Gln

Tyr

445

Asp

Ala

Ala

Gly

val

45

Pro

Thr

Asp

Ala

Ser

Leu

Gly

Glu

430

Ser

Gly

Leu

Polipéptido sintético”

Leu

Pro

30

Ser

Pro

Thr

Asn

Asn

Gly

Glu

Leu

His

Leu

15

Gly

Gly

Gly

Tyr

ser

95

Thr

Ala

Leu

400

Asp

Leu

Ile

TYr

Met
480

Leu

Leu

val

Lys

TYr

80

Lys

Ala

Met
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Asp

Gly

Thr

Leu

Gln

Arg

Thr

225

val

Gly

Thr

Ala

Phe

305

val

Lys

Thr

Glu

Pro

Tyr

130

Ser

Gln

Ser

Gln

Leu

210

Asp

TYr

Thr

Pro

Cys

290

Ala

Leu

Lys

Thr

Gly

Ala

115

Trp

Gly

ser

Cys

Lys

His

Tyr

Phe

Lys

Ala

275

Arg

Cys

Leu

Leu

Gln

355

Gly

Tyr

Gly

Gly

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu

260

Pro

Pro

Asp

Leu

Leu

340

Glu

Cys

Lys

Gln

Gly

Ala

165

Ala

Gly

Gly

Leu

Gln

245

Glu

Thr

Ala

Ile

Ser

325

Tyr

Glu

Glu

Gln

Ser

Gln

Ile

Thr

230

Gln

Ile

Ile

Ala

Tyr

310

Leu

Ile

Asp

Leu

Gly

Thr

135

ser

Leu

Gln

Ala

Pro

215

Ile

Gly

Lys

Ala

Gly

Ile

val

Phe

Gly

Arg

Gln

ES 2734549 T3

120

Leu
Gly
ser
Asp
Pro
200
Ala
Ser
Asn
Thr
Ser
280
Gly
Trp
Ile
Lys
Cys
3

val

Asn

val

Gly

Leu

Ile

185

Arg

Arg

Ser

Thr

Thr

265

Gln

Ala

Ala

Thr

Gln

345

ser

Lys

Gln

Thr

Gly

Ser

170

Ser

Leu

Phe

Leu

Leu

250

Thr

Pro

val

Pro

Leu

330

Pro

Cys

Phe

Leu

val

Lys

Leu

ser

Gln

235

Pro

Pro

Leu

His

Leu

315

Tyr

Phe

Arg

Ser

Tyr

122

Ser

140

Ser

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

TYr

Ala

Ser

Thr

300

Ala

Cys

Met

Phe

Arg

Asn

125

Ser

Glu

Glu

Leu

TYyr

205

ser

Glu

Thr

Pro

Leu

285

Arg

Gly

Lys

Arg

Pro

365

Ser

Glu

Gly

Ile

Arg

Asn

190

His

Gly

Asp

Phe

Arg

Arg

Gly

Thr

Arg

Pro

350

Glu

Ala

Leu

Gly

val

Ala

175

Trp

Thr

ser

Phe

Gly

Pro

Pro

Leu

Cys

Gly

val

Glu

Asp

Asn

Gly

Met

160

Thr

Tyr

Ser

Gly

Ala

240

Gln

Pro

Glu

Asp

Gly

Arg

Gln

Glu

Ala

Leu
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385

Gly

Pro

Tyr

Gly

Gln

465

Gln

Arg

Glu

Asn

Met

450

Gly

Ala

<210> 34
<211> 48

<212>
<213>

<220>

<221> fuente

Arg

Met

Glu

435

Lys

Leu

Leu

6

PRT .
Secuencia

Glu

Gly

Leu

Gly

Ser

Pro

Glu

405

Gln

Glu

Thr

Pro
485

390

Tyr

Lys

Lys

Arg

Ala

470

Arg
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Pro
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Trp
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Tyr Tyr
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Tyr Asp
475

Pro Leu
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Leu

val

Lys

Tyr

80

Lys

Ala
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Thr
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Leu

210

Asp

Tyr

Thr

Pro

Cys

290

Ala

Leu

Lys

Thr

Gly

Ala

Trp

Gly

ser

Cys

Lys

His

Tyr

Phe

Lys

Ala

275
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Leu
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Cys

Lys
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Gln
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Thr
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Trp
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Leu
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Leu
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Glu

Leu

Tyr
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Glu

Thr
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Leu
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Arg

Gly
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Arg
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Ile
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Gly
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Gly

Thr
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Leu
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Trp

Thr
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Leu
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Tyr

Gly

Gln

465

Gln

Arg

Glu

Asn

Met

450

Gly

Ala

<210> 35

<211>
<212>
<213>

<220>

<221>
<223>

<400> 35
?et Ala Leu Pro val Thr Ala
5

His

ser

Asp

Pro

65

Ala

Ser

Asn

Ala

Leu

Ile

50

Arg

Arg

Ser

Thr

Arg

Met

Glu

435

Lys

Leu

Leu

491
PRT .
Secuencia

fuente L
/nota="Descripcion de

Ala

ser

35

Ser

Leu

Phe

Leu

Leu
115

Glu

Gly

Leu
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Lys

Leu

Ser
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405
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Thr

Pro
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Trp

Thr

Ser
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Thr

Tyr
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Gln

Thr

Leu

Gln
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Arg
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Tyr

Tyr
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Pro

Leu

290

Arg
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Leu
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Arg

Arg
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Thr
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Leu
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Gln
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Pro

Pro

Leu
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Thr
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Tyr

Gly
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Leu
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Cys

Lys
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Thr

Thr
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Ile
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TYr
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Thr

Gln
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Leu
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Pro

Thr

Asp
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Ser
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val

Phe
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Gln
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Pro

Thr
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Tyr

Thr
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Trp

Ile

Lys

Cys
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Gly

Gly

Gly

Gly

TYr
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Thr

Ala

Thr
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Gln
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Ala

Thr
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350

Ser

Lys

Gln
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Leu
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Lys

Tyr
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Met
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Thr

Pro

val

Pro

Leu

335
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Phe
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Tyr
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ser

Leu
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Leu
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Pro
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Gln
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Pro

Gly

Pro
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Tyr

Ile
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85
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Tyr
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Tyr
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Glu

Thr

Gly
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Phe

Gly
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Glu
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Leu
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Leu
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Ala

40

Trp

Thr
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Phe
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Gly

Glu
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Leu

Gly

ser

Pro

Leu

Met

25

Thr

Tyr

Ser

Gly

Ala

105

Gln

Gly

Glu

410

Gly

Gln

Glu

Thr

Pro
490

Leu

10

Thr

Leu

Gln

Arg

Thr

90

val

Gly

Ser

127

Tyr

Lys

Lys

Arg

Ala

475

Arg

Pro

Gln

ser

Gln

Leu

75

Asp

Tyr

Thr

Gly

Asp

Pro

Asp

Arg

Thr

Leu

Ser

Cys

TYr

Phe

Lys

Gly

val

Arg

Lys

Arg
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Pro
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Thr
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Leu
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Arg
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Gly

Leu

Gln
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Leu
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Thr
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Lys
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Glu

Gly

Tyr
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Leu
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Gln

Ala

Pro
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Ile

Gly

Lys
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Lys

Leu

Leu

ser

Gln

225

Tyr

Tyr

Ala

Ser

Thr

305

Ala

Cys

Met

Phe

Arg

Asn

130

Gly

Pro

Pro

Glu

Ser

210

val

Tyr

Trp

Pro

Leu

290

Arg

Gly

Lys

Arg

Pro

370

Ser

Glu

Gly

ser

Asp

Trp

Leu

ser

Cys

Gly

Arg

Arg

Gly

Thr

Arg

Pro

355

Glu

Ala

Leu

Ser

Glu

Tyr

180

Ile

Lys

Leu

Ala

Gln

260

Pro

Pro

Leu

Cys

Gly

val

Glu

Asp

Asn

Gln

Thr

165

Gly

Gly

ser

Lys

Lys

Gly

Pro

Glu

Asp

Gly

Arg

Gln

Glu

Ala

Leu

val

150

Leu

val
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Arg

Leu

230
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Thr

Thr

Ala

Phe

310
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Thr
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Leu
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Leu

Trp
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Arg
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Leu

Gln
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Tyr
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Thr

Ile
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val

Tyr
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Pro
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Asp

Leu

Leu

345
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Cys

Lys
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Thr

Thr
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Ile
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Tyr

Glu
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Gln
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Lys

Gly
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Ile
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315

Leu

Ile
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Tyr
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val
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Thr
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val

Phe
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Pro
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Thr
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Tyr

Thr
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Gly

Trp

Ile

Lys

Cys
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Asn
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Gly

Gly

Tyr
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Thr
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Gln
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Thr
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Lys
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Leu
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175

Lys

Tyr
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Met
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Thr

Pro
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Leu

335
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Pro

Leu
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Tyr
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Arg
420
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Trp
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Thr
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Lys
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Thr
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Gly
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Tyr
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Arg

Gly

Lys

Arg

Pro

370

Ser

Glu

Gly
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<223>

<400>

38

Met Ala Leu Pro val Thr Ala
1

5

His Ala Ala Arg Pro Gln val

20

val Lys Pro Ser Glu Thr Leu

35

Ser Leu Pro Asp Tyr Gly val

50

55

Gly Leu Glu Trp Ile Gly val

65

70

Gln Ser Ser Leu Lys Ser Arg

Asn Gln val Ser Leu Lys Leu

100

val Tyr Tyr Cys Ala Lys His

115

Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr
130 135

ES 2734549 T3

Met

Glu

440

Lys

Leu

Leu

Ta secuencia artificial:

Leu

Gln

Ser

40

Ser

Ile

val

Ser

TYr

120

Leu

Gly Gly Lys Pro Arg

425

Leu

Gly

ser

Pro

Leu

Leu

25

Leu

Trp

Trp

Thr

Ser

105

Tyr

val

Gln

Glu

Thr

Pro
490

Leu

10

Gln

Thr

Ile

Gly

Ile

90

val

TYr

Thr

131

Lys Asp Lys

445

Arg Arg Arg
460

Ala Thr Lys

475

Arg

Pro

Glu

Cys

Arg

ser

75

ser

Thr

Gly

val

Arg Lys Ash

430

Met Ala Glu

Gly Lys Gly

Asp Thr Tyr

Polipéptido sintético”

Leu Ala Leu

Ser

Thr

Gln

60

Glu

Lys

Ala

Gly

Ser
140

Gly

val

45

Pro

Thr

Asp

Ala

ser

125

Ser

Pro

30

Ser

Pro

Thr

Asn

TYr

Gly

Leu

15

Gly

Gly

Gly

Tyr

ser

95

Thr

Ala

Gly

480

Leu
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val

Lys

Tyr

80

Lys

Ala

Met

Gly
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Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

Tyr

Ala

ser

Thr

305

Ala

Cys

Met

Phe

Arg

Asn

Ser

Glu

Glu

Leu

TYr

210

Ser

Glu

Thr

Pro

Leu

290

Arg

Gly

Lys

Arg

Pro

370

Ser

Glu

Gly

Ile

Arg

Asnh

195

His

Gly

Asp

Phe

Arg

Arg

Gly

Thr

Arg

Pro

355

Glu

Ala

Leu

Gly

val

Ala

180

Trp

Thr

Ser

Phe

Gly

Pro

Pro

Leu

Cys

Gly

val

Glu

Asp

Asn

Gly

Met

165

Thr

Tyr

ser

Gly

Ala

245

Gln

Pro

Glu

Asp

Gly

Arg

Gln

Glu

Ala

Leu
405

Leu

Gln

Arg

Thr

230

val

Gly

Thr

Ala

Phe

310

val

Lys

Thr

Glu

Pro

390

Gly

ser

Gln

Ser

Gln

Leu

215

Asp

Tyr

Thr

Pro

295

Ala

Leu

Lys

Thr

Gly

Ala

Arg

ES 2734549 T3

Gly

Ser

Cys

Lys

His

Tyr

Phe

Lys

Ala

280

Arg

Cys

Leu

Leu

Gln

360

Gly

TYr

Arg

Gly

Pro

Arg

Pro

ser

Thr

Cys

Leu

265

Pro

Pro

Asp

Leu

Leu

345

Glu

Cys

Lys

Glu

Gly

Ala

170

Ala

Gly

Gly

Leu

Gln

250

Glu

Thr

Ala

Ile

Ser

330

Tyr

Glu

Glu

Gln

Glu
410

Ser
Gln
Ile
Thr
235
Gln
Ile
Ile
Ala
Tyr
315
Leu
Ile
Asp
Leu

Gly

Tyr

132

Ser

Leu

Gln

Ala

Pro

220

Ile

Gly

Lys

Ala

val

Phe

Gly

Arg

Gln

Asp

Gly

ser

Asp

Pro

205

Ala

Ser

Asnh

Thr

Ser

285

Gly

Trp

Ile

Lys

Cys

val

Asnh

val

Gly

Leu

Ile

190

Arg

Arg

Ser

Thr

Thr

270

Gln

Ala

Ala

Thr

Gln

350

Ser

Lys

Gln

Leu

Gly

ser

175

Ser

Leu

Phe

Leu

Leu

255

Thr

Pro

val

Pro

Leu

335

Pro

Cys

Phe

Leu

Lys

Leu

Ser

Gln

240

Pro

Pro

Leu

His

Leu

320

Tyr

Phe

Arg

Ser

TYr

400

Lys
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Arg

Pro

Ala

His

465

Asp

Arg

Gln

Tyr

450

Asp

Ala
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<212>
<213>

<220>

<221> fuente

Gly

Glu

435

Ser

Gly

Leu
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Glu

Leu

His

Asp
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Ile

Tyr

Met
485

Pro
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Gly

Gln

470

Gln

Glu

Asnh

Met

455

Gly

Ala
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¥et Ala Leu
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ser

Asp

Pro

65

Ala

ser

Asn

Gly

Ala

Leu

Ile

50

Arg

Arg

Ser

Thr

Gly

Ala

ser

35

ser

Leu

Phe

Leu

Leu

115

Gly

Pro

Arg

20

Pro

Lys

Leu

Ser

Gln

100

Pro

Gly

val

5

Pro

Gly

Tyr

Ile

Gly

85

Pro

Tyr

Ser

Thr

Glu

Glu

Leu

Tyr

70

Ser

Glu

Thr

Gly

Ala

Ile

Arg

Asnh

55

His

Gly

Asp

Phe

Gly

ES 2734549 T3

Met

Glu

440

Lys

Leu

Leu

Ta secuencia artificial:

Leu

val

Ala

40

Trp

Thr

Ser

Phe

Gly

Leu

Gly

ser

Pro

Leu

Met

25

Thr

Tyr

Ser

Gly

Ala

105

Gln

Gly

Gly

Gln

Glu

Thr

Pro
490

Leu

10

Thr

Leu

Gln

Arg

Thr

90

val

Gly

Ser

133

Lys

Lys

Arg

Ala

475

Arg

Pro

Gln

ser

Gln

Leu

75

Asp

Tyr

Thr

Gly

Pro

Asp

Arg

460

Thr

Leu

Ser

Cys

TYr

Phe

Lys

Gly

Arg
Lys
445

Arg

Lys

Ala

Pro

Arg

45

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu

125

Gly

Arg
430
Met

Gly

Asp

Polipéptido sintético”

Leu

Ala

30

Ala

Gly

Gly

Leu

Gln

110

Glu

Gly

Lys Asn

Ala Glu

Lys Gly

Thr Tyr
480

Leu Leu
15

Thr Leu

ser Gln

Gln Ala

Ile Pro

80

Thr Ile
95
Gln Gly

Ile Lys

Ser Gly
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Lys

Leu

Leu

ser

Gln

225

Tyr

Tyr

Ala

Ser

Thr

305

Ala

Cys

Met

Phe

Arg

Asn

Gly

Pro

Pro

Glu

Ser

210

val

Tyr

Trp

Pro

Leu

290

Arg

Gly

Lys

Arg

Pro

370

Ser

Glu

Gly

ser

Asp

Trp

Leu

ser

Cys

Gly

Arg

Arg

Gly

Thr

Arg

Pro

355

Glu

Ala

Leu

Ser

Glu

Tyr

180

Ile

Lys

Leu

Ala

Gln

260

Pro

Pro

Leu

Cys

Gly

val

Glu

Asp

Asn

Gln

Thr

165

Gly

Gly

ser

Lys

Lys

Gly

Pro

Glu

Asp

Gly

Arg

Gln

Glu

Ala

Leu
405

val

150

Leu

val

val

Arg

Leu

230

His

Thr

Thr

Ala

Phe

310

val

Lys

Thr

Glu

Pro

390

Gly

Gln
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ser

Ile

val

215
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Tyr

Leu

Pro

295
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Leu

Lys

Thr

Gly

Ala

Arg
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Leu

Leu

Trp

Trp

200

Thr

Ser

Tyr

val

Ala

280

Arg

Cys

Leu

Leu

Gln

360

Gly

Tyr

Arg

Gln

Thr

Ile

185

Gly

Ile

val

Tyr

Thr

265

Pro

Pro

Asp

Leu

Leu

345

Glu

Cys

Lys

Glu

Glu

Cys

170

Arg

Ser

Ser

Thr

Thr

Ala

Ile

Ser

330

Tyr

Glu

Glu

Gln

Glu
410

Ser

155

Thr

Gln

Glu

Lys

ser

Ile

Ala

Tyr

315

Leu

Ile

Asp

Leu

Gly

Tyr

134

Gly

val

Pro

Thr

Asp

220

Ala

Ser

Ser

Ala

val

Phe

Gly

Asp

Pro

ser

Pro

Thr

205

Asnh

Asp

Tyr

Thr

ser

285

Gly

Trp

Ile

Lys

Cys

val

Asn

val

Gly

Gly

Tyr

Ser

Thr

Ala

Thr

270

Gln

Ala

Ala

Thr

Gln

350

Ser

Lys

Gln

Leu

Leu

val

175

Lys

Tyr

Lys

Ala

Met

255

Thr

Pro

val

Pro

Leu

335

Pro

Cys

Phe

Leu

val

160

Ser

Gly

Asn

Asn

val

240

Asp

Pro

Leu

His

Leu

320

TYr

Phe

Arg

Ser

Tyr

400

Lys
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Arg

Pro

Ala

His

465

Asp

Arg

Gln

Tyr
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<212>
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<221>

Gly
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Gly

Leu
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Gly

Glu

Leu

His

Asp

Leu
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Tyr

Met
485
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TYr

Gly

Gln

470

Gln

Glu

Asnh

Met

455

Gly

Ala

artificial
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Met Ala Leu

1

His

Ser

Asp

Pro

65

Ala

ser

Asnh

Gly

Gly

Ala

Leu

Ile

50

Arg

Arg

Ser

Thr

Gly

Gly

Ala

Ser

35

ser

Leu

Phe

Leu

Leu

115

Gly

Gly

Pro

Arg

20

Pro

Lys

Leu

Ser

Gln

100

Pro

Gly

Ser

val

5

Pro

Gly

Tyr

Ile

Gly

85

Pro

Tyr

Ser

Gln

Thr

Glu

Glu

Leu

TYr

70

Ser

Glu

Thr

Gly

val

Ala

Ile

Arg

Asnh

55

His

Gly

Asp

Phe

Gly

Gln

ES 2734549 T3

Met

Glu

440

Lys

Leu

Leu

la secuencia artificial:

Leu

val

Ala

40

Trp

Thr

Ser

Phe

Leu

Gly

Leu

Gly

Ser

Pro

Leu

Met

25

Thr

Tyr

ser

Gly

Ala

105

Gln

Gly

Gln

Gly

Gln

Glu

Thr

Pro
490

Leu

10

Thr

Leu

Gln

Arg

Thr

90

val

Gly

Ser

Glu

135

Lys

Lys

Arg

Ala

475

Arg

Pro

Gln

Ser

Gln

Leu

75

Asp

Tyr

Thr

Gly

Ser

Pro

Asp

Arg

460

Thr

Leu

Ser

Cys

Tyr

Phe

Lys

Gly

Gly

Arg
Lys
445

Arg

Lys

Ala

Pro

Arg

45

Pro

ser

Thr

Cys

Leu

125

Gly

Pro

Arg
430
Met

Gly

Asp

Polipéptido sintético”

Leu

Ala

30

Ala

Gly

Gly

Leu

Gln
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Glu

Gly

Gly

Lys Asn

Ala Glu

Lys Gly

Thr Tyr
480

Leu Leu
15

Thr Leu
Ser Gln
Gln Ala
Ile Pro

80

Thr Ile

95

Gln Gly

Ile Lys

Ser Gly

Leu val
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145

Lys

Leu

Leu

Ser

Gln

225

Tyr

Tyr

Ala

ser

Thr

305

Ala

Cys

Met

Phe

Arg

Asn

Arg

Pro

Pro

Glu

Ser

210

val

Tyr

Trp

Pro

Leu

290

Arg

Gly

Lys

Arg

Pro

370

Ser

Glu

Arg

Ser

Asp

ser

Cys

Gly

Arg

Arg

Gly

Thr

Arg

Pro

355

Glu

Ala

Leu

Gly

Glu

Tyr

180

Ile

Lys

Leu

Ala

Gln

260

Pro

Pro

Leu

Cys

Gly

val

Glu

Asp

Asn

Arg

Thr

165

Gly

Gly

Ser

Lys

Lys

245

Gly

Pro

Glu

Asp

Gly

Arg

Gln

Glu

Ala

Leu

405

Asp

150

Leu

val

val

Arg

Leu

230
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Thr

Thr

Ala

Phe

310
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Pro

390
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Arg
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Gln

360
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TYr
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Met

Thr

Ile

185

Gly

Ile

val

Tyr

Thr

265

Pro
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Asp

Leu

Leu

345

Glu

Cys

Lys

Glu

Gly

Cys

170

Arg

Ser

Ser

Thr

Thr

Ala

Ile

Ser

330

Tyr

Glu

Glu

Gln

Glu

410

Gly
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155

Thr

Gln

Glu

Lys

Ala

235

Gly

Ser

Ile

Ala

Tyr

315

Leu

Ile

Asp

Leu

Gly

Tyr

Lys

val

Pro

Thr

Asp

220

Ala

Ser

Ser

Ala

val

Phe

Gly

Arg

Gln

Asp

Pro

Ser

Pro

Thr

205

Asn

Asp

Tyr

Thr

ser

285

Gly

Trp

Ile

Lys

Cys

val

Asnh
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Arg

Tyr

Ser

Thr

Ala

Thr

270

Gln
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Thr

Gln

350
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Lys

Gln
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Lys

Tyr
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Met
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Pro

val

Pro

Leu

335
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160
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Asn
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Pro
Leu
His
Leu
320
Tyr
Phe
Arg
ser
Tyr
400
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Pro Gln Glu Gly Leu

435

Tyr
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1
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65
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Ala
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Leu
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Leu
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Gln

TYr

TYr
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Pro
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Pro
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val

TYyr

115

Trp

Gly

Pro

Arg

20
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Trp
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100
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5
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Tyr
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Trp

Trp

Thr
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490
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Thr

Ile
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Ile
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val

TYr
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Glu

Cys
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Thr
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TYr
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Ala

Met

Gly
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Arg
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Arg
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Gly
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Gly

Thr
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Ala
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Tyr
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Ala
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Arg
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Ala

Leu
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Thr
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Gln

Arg

Thr
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Thr
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val
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Ser
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TYr

Arg
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Pro

Arg
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Thr
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Leu
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Pro
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Leu

Leu

345
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Cys

Lys
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Gln
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Thr
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Ile
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Tyr
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138

Thr
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Gln

Ile

Thr

235
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Ile
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Ile
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Asp
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Thr
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285

Trp

Ile
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Asnh
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Arg
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Ile
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Arg

Arg
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Thr

Thr
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Thr
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Leu
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Phe

Leu

Leu
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Pro
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Leu
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Tyr
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Arg
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TYr

400
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5
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100
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val Gln Leu Gln Glu Ser Gly

145

150

ES 2734549 T3

440

Lys Gly Glu Arg Arg Arg
460

Leu Ser Thr Ala Thr Lys
475

Leu Pro Pro Arg

Ta secuencia artificial:

Leu

val

Ala

40

Trp

Thr

Ser

Phe

Gly

Gly

Pro

Leu

Met

25

Thr

Tyr

Ser

Gly

Ala

105

Gln

Gly

Gly

490

Leu

10

Thr

Leu

Gln

Arg

Thr

90

val

Gly

Ser

Leu

139

Pro

Gln

ser

Gln

Leu

75

Asp

Tyr

Thr

Gly

val
155

Leu

Ser

Cys

Tyr

Phe

Lys

Ala

Pro

Arg

45

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu

125

Pro

Gly

Asp

Polipéptido sintético”

Leu

Ala

30

Ala

Gly

Gly

Leu

Gln

110

Glu

Gly

Ser

Glu Leu GIn Lys Asp Lys Met Ala Glu
445

Lys Gly

Thr Tyr
480

Leu Leu
15

Thr Leu
Ser Gln
Gln Ala
Ile Pro

80
Thr Ile
95
Gln Gly
Ile Lys

Ser Gln

Glu Thr
160
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Leu

val

val

Arg

Leu

225

His

Thr

Thr

Ala

Phe

305

val

Lys

Thr

Glu

Pro

385

Gly

Pro

Ser

Ser

Ile

val

210

Ser

Tyr

Leu

Pro

Cys

290

Ala

Leu

Lys

Thr

Gly

Ala

Arg

Glu

Leu

Trp

Trp

Thr

ser

Tyr

val

Ala

275

Arg

Cys

Leu

Leu

Gln

355

Gly

Tyr

Arg

Met

Thr

Ile

180

Gly

Ile

val

Tyr

Thr

260

Pro

Pro

Asp

Leu

Leu

340

Glu

Cys

Lys

Glu

Gly

Arg

Ser

ser

Thr

Gly

val

Thr

Ala

Ile

ser

325

Tyr

Glu

Glu

Gln

Glu

405

Gly

Thr

Gln

Glu

Lys

Ala

230

Gly

Ser

Ile

Ala

Tyr

310

Leu

Ile

Asp

Leu

Gly

TYr

Lys

val

Pro

Thr

Asp

Ala

Ser

ser

Ala

Gly

Ile

val

Phe

Gly

Arg

Gln

Asp

Pro

ES 2734549 T3

Ser

Pro

Thr

200

Asn

Asp

Tyr

Thr

Ser

280

Gly

Trp

Ile

Lys

Cys

360

val

Asn

val

Arg

Gly

Gly

Tyr

ser

Thr

Ala

Thr

265

Gln

Ala

Ala

Thr

Gln

345

ser

Lys

Gln

Leu

Arg

val

170

Lys

Tyr

Lys

Ala

Met

250

Thr

Pro

val

Pro

Leu

330

Pro

Cys

Phe

Leu

140

ser

Gly

Asn

Asnh

val

235

Asp

Pro

Leu

His

Leu

315

Tyr

Phe

Arg

ser

Tyr

395

Lys

Asn

Leu

Leu

Ser

Gln

220

TYr

Tyr

Ala

Ser

Thr

300

Ala

Cys

Met

Phe

Arg

Asn

Arg

Pro

Pro

Glu

Ser

205

val

Tyr

Trp

Pro

Leu

285

Arg

Gly

Lys

Arg

Pro

365

ser

Glu

Arg

Gln

Ser

Cys

Gly

Arg

Arg

Gly

Thr

Arg

Pro

350

Glu

Ala

Leu

Gly

Glu
430

Tyr

175

Ile

Lys

Leu

Ala

Gln

255

Pro

Pro

Leu

Cys

Gly

val

Glu

Asp

Asn

Gly

Gly

Ser

Lys

Lys

240

Gly

Pro

Glu

Asp

Gly

Arg

Gln

Glu

Ala

Leu

400

Asp

Leu
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Tyr Asn Glu Leu Gln
435

Gly Met Lys Gly Glu

450

GIn Gly Leu Ser Thr

465

Gln Ala Leu Pro Pro

<210> 43
<211> 112
<212> PRT

485

<213> Homo sapiens

<400> 43
?rg val Lys

Gln Asn Gln

Asp val Leu
35

Pro Arg Arg
50

Asp Lys Met
65

Arg Arg Gly
Thr Lys Asp

<210> 44
<211> 336
<212> ADN
<213> Homo

<400> 44
agagtgaagt

tataacgagc
cgggaccctg
gaactgcaga
cggaggggca

tacgacgccc

Phe

Leu

20

Asp

Lys

Ala

Lys

Thr
100

ser

5

Tyr

Lys

Asnh

Glu

Gly

85

Tyr

sapiens

tcagcaggag
tcaatctagg
agatgggggg

aagataagat

aggggcacga

ttcacatgca

Lys

Arg

Ala

470

Arg

Arg

Asn

Arg

Pro

Ala

70

His

Asp

Asp

Arg

Thr

ser

Glu

Arg

Gln

55

Tyr

Asp

Ala

ES 2734549 T3

Lys Met Ala Glu

440

Arg

Lys

Ala

Leu

Gly

40

Glu

Ser

Gly

Leu

cgcagacgcc
acgaagagag
aaagccgaga
ggcggaggcc
tggcctttac

ggccctgcecc

Gly

Asp

Asp

Asn

25

Arg

Gly

Glu

Leu

His
105

Lys

Thr

Ala

10

Leu

Asp

Leu

Ile

Tyr

90

Met

Gly

TYyr
475

Pro

Gly

Pro

Tyr

Gly

75

Gln

Gln

cccgcgtacc

gagtacgatg

aggaagaacc

tacagtgaga

cagggtctca

cctcgc

141

Ala
His
460

Asp

Ala

Arg

Glu

Asn

60

Met

Gly

Ala

Tyr Ser Glu Ile

445

Asp Gly Leu Tyr

Ala Leu His Met

Tyr

Arg

Met

45

Glu

Lys

Leu

Leu

Gln

Glu

30

Gly

Leu

Gly

Ser

Pro
110

agcagggcca

ttttggacaa

ctcaggaagg

ttgggatgaa

gtacagccac

Gln

15

Glu

Gly

Gln

Glu

Thr

95

Pro

gaaccagctc
gagacgtggc
cctgtacaat
aggcgagcgc

caaggacacc

480

Gly

Tyr

Lys

Lys

Arg

80

Ala

Arg

60
120
180
240
300
336
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<210> 45
<211> 23

<212>
<213>

<400> 45
§1u ser Lys Tyr Gly Pro
5

Leu

Leu

ser

Glu

65

Thr

Asnh

Ser

Gln

val

145

val

Pro

Thr

val

Leu
225

Gly

Met

Gln

50

val

TYr

Gly

Ile

val

130

Ser

Glu

Pro

val

Met

210

Ser

0

PRT ]
Homo sapiens

Gly

Ile

35

Glu

His

Arg

Lys

Glu

115

Tyr

Leu

Trp

val

Leu

Pro

20

Ser

Asp

Asn

val

Glu

100

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

180

Lys

Glu

Gly

Ser

Arg

Pro

Ala

val

85

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

165

Asp

ser

Ala

Lys

val

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

150

Asn

Ser

Arg

Leu

Met
230

Pro

Phe

Pro

val

55

Thr

val

Cys

Ser

Pro

135

val

Gly

Asp

Trp

His
215

ES 2734549 T3

Cys

Leu

Glu

40

Gln

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

200

Asn

Pro

Phe

25

val

Phe

Pro

Thr

val

105

Ala

Gln

Gly

Pro

ser

185

Glu

His

Pro

10

Pro

Thr

Asn

Arg

val

90

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

170

Phe

Gly

Tyr

142

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

75

Leu

Asnh

Gly

Glu

TYyr

155

Asn

Phe

Asnh

Thr

Pro

Lys

val

TYr

60

Glu

His

Lys

Gln

Met

140

Pro

Asn

Leu

val

Gln
220

Ala

Pro

val

45

val

Gln

Gln

Gly

Pro

125

Thr

ser

Tyr

Tyr

Phe

205

Lys

Pro

Lys

val

Asp

Phe

Asp

Leu

110

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

190

Ser

Ser

Glu

15

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

95

Pro

Glu

Asnh

Ile

Thr

175

Arg

Cys

Leu

Phe

Thr

val

val

Ser

80

Leu

Ser

Pro

Gln

Ala

160

Thr

Leu

Ser

Ser
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<210> 46
<211> 690
<212> ADN
<213> Homo

<400> 46
gagagcaagt

agcgtgttcc
gtgacctgtg
gtggacggcg
acctaccggg
tacaagtgta
gccaagggcc
accaagaacc
gtggagtggg
gacagcgacg
gagggcaacg

aagagcctga

<210>
<211>
<212>
<213> Homo

<400> 47
?rg Trp Pro

47
282
PRT

Gln Pro Gln

Thr Thr Arg

35

Glu Lys Glu

ser His Thr

65

Asp Leu Trp

Ser Asp Leu

Pro Thr Gly

sapiens

acggccctcc
tgttcccccc
tggtggtgga
tggaggtgca
tggtgtccgt
aggtgtccaa
agcctcggga
aggtgtccct
agagcaacgg
gcagcttctt
tctttagctg

gcctgtccct

sapiens

Glu Ser
5

Ala Glu

20

Asn Thr

Glu G1n

Gln Pro

Leu Arg

85

Lys Asp

Gly val

Pro

Gly

Gly

Glu

Leu

70

Asp

Ala

Glu

ES 2734549 T3

ctgccccect
caagcccaag
cgtgtcccag
caacgccaag
gctgaccgtg
caagggcctg
gccccaggtg
gacctgcctg
ccagcccgag
cctgtacagc
ctccgtgatg
gggcaagatg

Lys Ala

ser Leu

Arg Gly

40

Glu
55

Arg
Gly val
Lys Ala
His

Leu

Glu Gly

tgccctgecc
gacaccctga
gaggaccccg
accaagcccc
ctgcaccagg
cccagcagca
tacaccctgc
gtgaagggct
aacaactaca
cggctgaccg

cacgaggccc

Ala
10

Gln ser

Ala Ala

25

Lys

Gly Glu Glu

Glu Thr Lys

Leu Leu

75

Tyr

Phe Thr

90

Thr

Thr Glu

105

Trp

Leu Leu Glu

143

ccgagttcct
tgatcagccg
aggtccagtt
gggaggagca
actggctgaa
tcgagaaaac
cccctageca
tctaccccag
agaccacccc
tggacaagag

tgcacaacca

Ser val Pro

Ala
30

Thr Thr

Lys Lys

Thr Glu

60

Thr Pro Ala

Cys Phe val

Ala

val

His
125

Arg

gggcggaccc

gacccccgag
caactggtac
gttcaatagc
cggcaaggaa
catcagcaag
agaggagatg
cgacatcgcc
ccctgtgetg
ccggtggcag

ctacacccag

Thr Ala

15

Pro Ala

Glu Lys
Pro

Cys

Gln
80

val

val
95

Gly
val

Lys

Asn Gly

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
690
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Gln
130

ser ser

Ala Thr

145

Gly

Gln Arg Leu

Leu Ser Leu

Leu Leu

195

Trp

Met Trp Leu

210

Ala
225

Arg Pro

val Leu Arg

Cys val val

Glu
275

ser Leu

<210>
<211>
<212>
<213> Homo

<400> 48
aggtggcccg

gaaggcagcc

48
847
ADN

ggggaggaga
cctgaatgtc
gacttgtggc
gatgcccatt
ttgctggagc
tccctgtgga
cagcgtctga
ctgctcgeca

tttagcccgce

Gln His

Ser val

Ser

Thr

ES 2734549 T3

Arg Leu

Cys Thr

150

Ala
165

Met

Asn
180

Leu
Cys Glu
Glu

Asp

Pro Pro

Leu

Leu

val

Gln

Gln

Arg Glu

Ala

Ser

ser

Arg

Pro Gly

230

val Pro

245

Ser His

260

val Ser

sapiens

aaagtcccaa
tagccaaagc
agaaaaagga
catcccatac
ttagagataa
tgacttggga
gccattccaa
acgccgggac
tggcccttag
gtagtgatcc

ccaacatctt

Ala

Glu

Tyr

Pro Pro

Ser

Asp

Thr
280

val

ggcccaggca
tactactgca
gaaagagaaa
ccagccgctg
ggccaccttt
ggttgccgga
tggctctcag
ctctgtcaca
agagccagcc
cccagaggcc

gctcatgtgg

Thr Leu Pro

His
155

Leu Asn

Ala Ala

170

Pro

ser
185

Asp Pro

Phe Ser Pro

val Asn Thr

Thr
235

ser Thr

ser Pro Gln

250

Arg Thr Leu

Asp His

tctagtgttc
cctgccacta
gaagaacagg
ggcgtctatc
acatgtttcg
aaggtaccca
agccagcact
tgtactctaa
gcccaggcac
gccagctggce
ctggaggacc

144

ser Leu

ser Leu

Gln Ala Pro

Ala
190

Pro Glu

Pro Asn Ile

205

Ser Phe

220

Gly

Phe Trp Ala

Pro Ala Thr

Ala
270

Leu Asn

ctactgcaca
cgcgcaatac
dagagaggga
tcttgactcc
tcgtgggctc
cagggggggt
caagactcac
atcatcctag
cagttaagct
tcttatgcga
agcgagaagt

Trp Asn

Pro Pro

160

val
175

Lys
Ala ser
Leu Leu
Ala

Pro

Ser
240

Trp

Tyr Thr

255

Ser Arg

gccccaggca
tggccgtggc
gaccaagacc
cgcagtacag
tgacctgaag
tgaggaaggg
ccttccgaga
cctgccccca
tagcctgaat
agtgtccggc

gaacaccagc

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
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ggcttcgctc cagcccggcc cccaccccag ccgggttcta ccacattctg ggcctggagt
gtcttaaggg tcccagcacc acctagcccc cagccagcca catacacctg tgttgtgtcc
catgaagata gcaggaccct gctaaatgct tctaggagtc tggaggtttc ctacgtgact

gaccatt

<210> 49

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente L ) o o .
<223> /nota="Descripcion de 1a secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 49
g1y Gly Gly Gly ?er Gly Gly Gly Gly igr

<210> 50
<211> 30
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de 1a secuencia artificial: o0ligonucleétido

sintético”

<400> 50
ggtggcggag gttctggagg tggaggttcc

<210> 51

<211> 48

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

720
780
840
847

30

<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 51
§1n Arg Arg Lys Tyr Arg Ser Asn Lys Eéy Glu Ser Pro val §1u Pro
5 5

Ala Glu Pro 555 Arg Tyr Ser Cys ;go Arg Glu Glu Glu ggy Ser Thr

Ile Pro Ile GIn Glu Asp Tyr Arg Lys Pro Glu Pro Ala Cys Ser Pro
35 40 45

<210> 52

<211> 123

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

145
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ES 2734549 T3

<221> fuente o ) o ) o
<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: Polinucledtido
sintético”

<400> 52
aggagtaaga ggagcaggct cctgcacagt gactacatga acatgactcc ccgccgcccc 60

gggcccaccc gcaagcatta ccagccctat gccccaccac gcgacttcgc agcctatcgce 120

tcc 123

<210> 53

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de 1a secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<220>

<221> VARIANT
<222> (6)..(30)
<223> /sustituir=

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (6)..(030)

<223> /nota="Residuos variantes proporcionados en Tla secuencia no tienen
preferencia con respecto a los de las anotaciones para posiciones variantes"

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1..30)

<223> /nota="Esta secuencia puede comprender 1-6 unidades de repeticién "Gly
Gly Gly Gly ser"

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (D..G30

<223> /nota="véase T1a memoria tal como se presenta para la descripcion
detallada de las sustituciones y realizaciones preferidas"”

<400> 53
g1y Gly Gly Gly ?er Gly Gly Gly Gly igr Gly Gly Gly Gly igr Gly

Gly Gly Gly ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
20 25 30

<210> 54
<211> 63
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de 1la secuencia artificial: Oligonucléotido
sintético”

<400> 54
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atggccctgc ctgtgacagc cctgctgctg cctctggctc tgctgctgca tgccgctaga 60

ccc 63

<210> 55

<211> 135

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Polinucleétido
sintético”

<400> 55
accacgacgc cagcgccgcg accaccaaca ccggcgccca ccatcgcgtc gcagcccctg 60

tccctgcgec cagaggcgtg ccggccagcg gcggggggcg cagtgcacac gagggggctg 120
gacttcgcct gtgat 135

<210> 56

<211> 72

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de 1la secuencia artificial: 0ligonucleétido
sintético”

<400> 56
atctacatct gggcgccctt ggccgggact tgtggggtcc ttctcctgtc actggttatc 60

accctttact gc 72

<210> 57

<211> 5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente L ) o o .
<223> /nota="Descripcion de 1a secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 57
Tyr Asn Ser Ala Leu
1 5

<210> 58

<211> 486

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de 1a secuencia artificial: Polipéptido sintético’

<400> 58
Met Ala Leu Pro val Thr Ala Leu Leu Leu Pro Leu Ala Leu Leu Leu
1 5 10 15
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His

Ser

Asp

val

65

Ser

ser

Asnh

Gly

val

145

Leu

val

val

Arg

Met

225

His

Thr

Thr

Ala

Ala

Ile

50

Lys

Arg

Asn

Thr

Gly

Lys

Ser

Ser

Ile

Leu

210

Asn

TYr

Ser

Pro

Ala

Ser

35

ser

Leu

Phe

Leu

Leu

115

Gly

Leu

val

Trp

Trp

Thr

Ser

Tyr

val

Ala
275

Arg

20

Leu

Lys

Leu

Ser

Glu

100

Pro

Gly

Gln

Thr

Ile

180

Gly

Ile

Leu

TYr

Thr

260

Pro

Pro

Gly

Tyr

Ile

Gly

85

Gln

Tyr

Ser

Glu

Arg

ser

Ile

Gln

Gly

val

Thr

Asp

Asp

Leu

TYr

70

Ser

Glu

Thr

Gly

Ser

150

Thr

Gln

Glu

Lys

Thr

230

Gly

Ser

Ile

Ile

Arg

Asnh

55

His

Gly

Asp

Phe

Gly

Gly

val

Pro

Thr

Asp

Asp

ser

ser

Ala

ES 2734549 T3

Gln

val

40

Trp

Thr

Ser

Ile

Pro

Ser

Pro

Thr

200

Asn

Asp

TYr

Thr

Ser
280

Met

25

Thr

Tyr

ser

Gly

Ala

105

Gly

Gly

Gly

Gly

Arg

Tyr

ser

Thr

Ala

Thr

265

Gln

Thr

Ile

Gln

Arg

Thr

90

Thr

Gly

Ser

Leu

val

170

Lys

Tyr

Lys

Ala

Met

250

Thr

Pro

148

Gln

Ser

Gln

Leu

75

Asp

Tyr

Thr

Gly

val

155

ser

Gly

Asnh

ser

Ile

235

Asp

Pro

Leu

Thr

Cys

Tyr

Phe

Lys

Gly

Ala

Leu

Leu

Ser

Gln

220

Tyr

TYr

Ala

Ser

Thr

Arg

45

Pro

ser

Ser

Cys

Leu

125

Gly

Pro

Pro

Glu

Ala

205

val

Tyr

Trp

Pro

Leu
285

Ser

30

Ala

Asp

Gly

Leu

Gln

110

Glu

Gly

Ser

Asp

Phe

Cys

Gly

Arg

Arg

ser

Ser

Gly

val

Thr

95

Gln

Ile

Ser

Gln

TYyr

175

Leu

Lys

Leu

Ala

Gln

255

Pro

Pro

Leu

Gln

Thr

Pro

80

Ile

Gly

Thr

Glu

Ser

160

Gly

Gly

Ser

Lys

Lys

Gly

Pro

Glu



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Ala

Phe

305

val

Lys

Thr

Glu

Pro

385

Gly

Pro

Tyr

Gly

Gln

465

Gln

Cys

290

Ala

Leu

Lys

Thr

Gly

Ala

Arg

Glu

Asn

Met

450

Gly

Ala

<210> 59
<211> 24

<212>
<213>

<220>

<221>

<400> 59
?sp ITe GIn Met Thr Gln Thr Thr Ser Ser Leu Ser Ala Ser ieu Gly
5 5

Arg

Cys

Leu

Leu

Gln

355

Gly

Tyr

Arg

Met

Glu

435

Lys

Leu

Leu

2

PRT .
Secuencia

Pro

Asp

Leu

Leu

340

Glu

Cys

Lys

Glu

Gly

Leu

Gly

Ser

Pro

fuente
<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: Polipéptido sintético”

Ala Ala Gly
Ile Tyr Ile

310

Ser Leu Vval

325

Tyr Ile Phe

Glu Asp Gly

Glu Leu Arg

Gln Gly Gln

Glu Tyr Asp

405

Gly Lys Pro

GIn Lys Asp

Glu Arg Arg

Thr Ala Thr

470

Pro Arg
485

artificial

ES 2734549 T3

Gly

Trp

Ile

Lys

Cys

360

val

Asn

val

Arg

Arg

Lys

Ala

Ala

Thr

Gln

345

Ser

Lys

Gln

Leu

Arg

Met

Gly

Asp

val

Pro

Leu

330

Pro

Cys

Phe

Leu

Asp

Lys

Ala

Lys

Thr

10

His

Leu

315

Tyr

Phe

Arg

ser

TYyr

395

Lys

Asnh

Glu

Gly

Tyr
475

149

Thr

300

Ala

Cys

Met

Phe

Arg

Asn

Arg

Pro

Ala

His

460

Asp

Arg

Gly

Lys

Arg

Pro

365

ser

Glu

Arg

Gln

TYyr

445

Asp

Ala

Gly

Thr

Arg

Pro

350

Glu

Ala

Leu

Gly

Glu

430

Ser

Gly

Leu

Leu

Cys

Gly

val

Glu

Asp

Asnh

Gly

Glu

Leu

His

Asp

Gly

Arg

Gln

Glu

Ala

Leu

400

Asp

Leu

Ile

Tyr

Met
480
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Asp

Leu

Tyr

ser

65

Glu

Thr

Gly

ser

Thr

145

Gln

Glu

Lys

Thr

Gly

Ser

<210> 60

Arg

Asn

His

50

Gly

Asp

Phe

Gly

Gly

val

Pro

Thr

Asp

Asp

210

Ser

Ser

val

Trp

35

Thr

ser

Ile

Gly

Ser

Pro

Thr

Asn

195

Asp

Tyr

<211> 126
<212> ADN
<213> Secuencia

<220>

<221> fuente

Thr
20

Tyr
Ser

Gly

Ala

Gly
Gly
Gly
Arg
Tyr
180
Ser
Thr

Ala

Ile

Gln

Arg

Thr

Thr

85

Gly

ser

Leu

val

Lys

Tyr

Lys

Ala

Met

Ser

Gln

Leu

Asp

70

TYr

Thr

Gly

val

Ser

150

Gly

Asn

Ser

Ile

Asp
230

Cys

Lys

His

55

Tyr

Phe

Lys

Gly

Ala

135

Leu

Leu

ser

Gln

Tyr

215

Tyr

artificial

ES 2734549 T3

Arg

Pro

40

Ser

Ser

Cys

Leu

Pro

Glu

Ala

val

200

Tyr

Trp

Ala

25

Asp

Gly

Leu

Gln

Glu

105

ser

Asp

Trp

Leu

185

Phe

Cys

Gly

Ser

Gly

val

Thr

Gln

90

Ile

Ser

Gln

Tyr

Leu

170

Lys

Leu

Ala

Gln

Gln

Thr

Pro

Ile

75

Gly

Thr

Glu

ser

ser

Lys

Lys

Gly

150

Asp

val

Ser

60

Ser

Asn

Gly

val

Leu

140

val

val

Arg

Met

His

220

Thr

Ile

Lys

Arg

Asnh

Thr

Gly

Lys

ser

Ser

Ile

Leu

Asn

205

Tyr

ser

ser
30
Leu
Phe
Leu
Leu
Gly
1
Leu
val
Trp
Trp
Thr
190
Ser

Tyr

val

Lys

Leu

Ser

Glu

Pro

95

Gly

Gln

Thr

Ile

Gly

Ile

Leu

Tyr

Thr

Tyr

Ile

Gly

Gln

80

TYr

Ser

Glu

Cys

Ile

Gln

Gly

val
240
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<223>
sintético”

<400> 60

ES 2734549 T3

/nota="Descripcion de

la secuencia

artificial:

aaacggggca gaaagaaact cctgtatata ttcaaacaac catttatgag accagtacaa

actactcaag aggaagatgg ctgtagctgc cgatttccag aagaagaaga aggaggatgt

gaactg

<210> 61
<211> 813
<212> ADN
<213>
<220>
<221>

<223>
sintético”

<400> 61

atggccctcc
cccgaaattg
accctgtctt
cccggacagg
gccaggttca
ccagaggact
cagggcacca
ggaggaagcc
ctttcactga
agacagccac
tactactctt
gtgtcactga
cattactatt
gtgtccagcc
311 813

<212> ADN

<213>
<220>
<221>

<223>
sintético”

<400> 62

fuente o
/nota="Descripcion de

ctgtcaccgc
tgatgaccca
gcagagcctc
ctcctecgect
gcggtagcgg
tcgctgtcta
agctcgagat
aggtccaact
cttgtactgt
cggggaaggg
catccctcaa
aactgtcatc
atggcgggag

accaccatca

fuente L
/nota="Descripcion de

Secuencia artificial

cctgctgett
gtcacccgcec
ccaagacatc
tctgatctac
atctgggacc
tttctgtcag
taaaggtgga
ccaagaaagc
gagcggagtg
tctggaatgg
gtcacgcgtc
tgtgaccgca
ctacgcaatg

tcaccatcac

Secuencia artificial

atggccctcc ctgtcaccgc cctgctgctt

cccgaaattg tgatgaccca gtcacccgcc

60

120

126
Ta secuencia artificial: Polinucleétido
ccgctggcectc ttctgctcca cgccgectcgg 60
actcttagcc tttcacccgg tgagcgcgca 120
tcaaaatacc ttaattggta tcaacagaag 180
cacaccagcc ggctccattc tggaatccct 240
gactacaccc tcactatcag ctcactgcag 300
caagggaaca ccctgcccta cacctttgga 360
ggtggcagcg gaggaggtgg gtccggcggt 420
ggaccgggtc ttgtgaagcc atcagaaact 480
tctctccccg attacggggt gtcttggatc 540
attggagtga tttggggctc tgagactact 600
accatctcaa aggacaactc taagaatcag 660
gccgacaccg ccgtgtacta ttgcgctaag 720
gattactggg gacagggtac tctggtcacc 780
cat 813
Ta secuencia artificial: Polinucleétido
ccgctggctc ttctgctcca cgccgectegg 60
actcttagcc tttcacccgg tgagcgcgca 120

151

Polinucleétido
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accctgtctt
cccggacagg
gccaggttca
ccagaggact
cagggcacca
ggaggaagcc
ctttcactga
agacagccac
tactaccaat
gtgtcactga
cattactatt
gtgtccagcc
311 813
<212> ADN
<213>
<220>
<221>

<223>
sintético”

<400> 63

atggctctgc
ccacaagtcc
ctcacttgca
cctcccggaa
tcatcttccc
ctcaagctct
tactatggag
tctggtggag
acccagagcc
gcatcacaag
aggcttctta
tctggaagcg
gtctacttct

gagatcaaac

<210> 64

gcagagcctc
ctcctecgect
gcggtagcgg
tcgctgtcta
agctcgagat
aggtccaact
cttgtactgt
cggggaaggg
catccctcaa
aactgtcatc
atggcgggag

accaccatca

fuente L
/nota="Descripcion de

ccgtgaccgc
agcttcaaga
ccgtgagcgg
agggactgga
tgaagtcacg
catcagtcac
ggtcctacgc
gaggtagcgg
ctgcaaccct
atatctcaaa
tctaccacac
ggaccgacta

gccagcaggg

atcaccacca

ES 2734549 T3

ccaagacatc
tctgatctac
atctgggacc
tttctgtcag
taaaggtgga
ccaagaaagc
gagcggagtg
tctggaatgg
gtcacgcgtc
tgtgaccgca
ctacgcaatg

tcaccatcac

Secuencia artificial

actcctcctg
atcagggcct
agtgtccctc
gtggatcgga
ggtcaccatt
cgccgcetgac
catggactac
aggaggcggag
gtccctttct
atacctcaat
ctctcgectg
cactctgacc
taacaccctg

tcatcaccat

tcaaaatacc
cacaccagcc
gactacaccc
caagggaaca
ggtggcagcg
ggaccgggtc
tctcteccecg
attggagtga
accatctcaa
gccgacaccg
gattactggg

cat

la secuencia

ccactggctc
ggtctggtga
ccagactacg
gtgatttggg
tcaaaggata
accgccgtgt
tggggccagg
agcggtggag
cccggggaac
tggtatcaac
catagcggga
atctcatctc
ccgtacacct

cac

152

ttaattggta
ggctccattc
tcactatcag
ccctgecccta
gaggaggtgg
ttgtgaagcc
attacggggt
tttggggctc
aggacaactc
ccgtgtacta

gacagggtac

tgctgcttca
agccatctga
gagtgagctg
gtagcgaaac
actcaaagaa
attactgtgc
gaactctggt
gtggctccga
gggctaccct
agaagccggg
ttcccgcacg
tccagcccga

tcggccaggag

artificial:

tcaacagaag 180
tggaatccct 240
ctcactgcag 300
cacctttgga 360
gtccggcggt 420
atcagaaact 480
gtcttggatc 540
tgagactact 600
taagaatcag 660
ttgcgctaag 720
tctggtcacc 780

813

Polinucleédtido

cgccgcectcgce 60
gactctgtcc 120
gattagacag 180
cacttactat 240
tcaagtgagc 300
caagcattac 360
cactgtgtca 420
aatcgtgatg 480
ttcttgtcgg 540
acaggcccct 600
ctttagcggg 660
ggacttcgcc 720
caccaagctt 780

813
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<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>
sintético”

813
ADN

<400> 64
atggctctgc

ccacaagtcc
ctcacttgca
cctcccggaa
caatcttccc
ctcaagctct
tactatggag
tctggtggag
acccagagcc
gcatcacaag
aggcttctta
tctggaagcg
gtctacttct
gagatcaaac
<210> 65
<211> 828
<212> ADN
<213>
<220>
<221>
<2233 ]
sintético”

<400> 65
atggccctcc

cctgagatcg
accctttcat
ccagggcagg
gccagatttt
cccgaggatt
caaggtacca

ggtggctccg

aagccatcag

fuente L
/nota="Descripcion de

ccgtgaccgc
agcttcaaga
ccgtgagcgg
agggactgga
tgaagtcacg
catcagtcac
ggtcctacgc
gaggtagcgg
ctgcaaccct
atatctcaaa
tctaccacac
ggaccgacta

gccagcaggg

atcaccacca

fuente L
/nota="Descripcion de

cagtgaccgc
tcatgaccca
gcagggccag
ctcctecgect
ccgggagcgg
tcgccgtcta
agctggaaat
gaggaggagg

aaaccctctc

ES 2734549 T3

Secuencia artificial

actcctcctg
atcagggcct
agtgtccctc
gtggatcgga
ggtcaccatt
cgccgctgac
catggactac
aggaggcggg
gtccctttct
atacctcaat
ctctcgectg
cactctgacc
taacaccctg

tcatcaccat

Secuencia artificial

tctgctgctg
aagccccgct
ccaggacatt
gctgatctac
gtctggaacc
tttctgccag
caagggaggc
ttcccaagtg
cctgacttgt

la secuencia

ccactggctc
ggtctggtga
ccagactacg
gtgatttggg
tcaaaggata
accgccgtgt
tggggccagg
agcggtggag
cccggggaac
tggtatcaac
catagcggga
atctcatctc
ccgtacacct

cac

Tla secuencia

cctctcgcac
accctgtccc
tctaagtacc
cacaccagcc
gactacaccc
caggggaata
ggaggatcag
cagcttcaag

accgtgtccg

153

artificial: Polinucléotido

tgctgcttca cgccgetcgc 60
agccatctga gactctgtcc 120
gagtgagctg gattagacag 180
gtagcgaaac cacttactat 240
actcaaagaa tcaagtgagc 300
attactgtgc caagcattac 360
gaactctggt cactgtgtca 420
gtggctccga aatcgtgatg 480
gggctaccct ttcttgtcgg 540
agaagccggg acaggcccct 600
ttcccgcacg ctttagcggg 660
tccagcccga ggacttcgec 720
tcggccaggg caccaagctt 780

813

artificial: Polinucleédtido

ttcttctcca tgccgectcgg 60
tgtcacccgg cgagagggca 120
tcaactggta tcagcagaag 180
gcctccacag cggtatcccc 240
tcaccatctc ttctctgcag 300
ctctgccgta caccttcggt 360
gcggtggcgg aagcggagga 420
aatcaggacc cggacttgtg 480
gtgtgagcct ccccgactac 540
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ggagtctctt
ggatcagaga
aatagcaaga

tactattgtg

gggaccctgg

<210> 66
<211> 828
<212> ADN
<213>
<220>
<221>
<223>
sintético”

<400> 66
atggccctcc

cctgagatcg
accctttcat
ccagggcagg
gccagatttt
cccgaggatt
caaggtacca
ggtggctccg
aagccatcag
ggagtctctt
ggatcagaga
aatagcaaga

tactattgtg

gggaccctgg

<210> 67
<211> 828
<212> ADN
<213>

<220>
<221>
<223>
sintético”

<400> 67

ggattcgcca
ctacttacta
accaagtgtc
ccaaacatta

tgactgtctc

fuente o
/nota="Descripcion de

cagtgaccgc
tcatgaccca
gcagggccag
ctcctecgect
ccgggagegg
tcgccgtcta
agctggaaat
gaggaggagdg
aaaccctctc
ggattcgcca
ctacttacta
accaagtgtc
CCcaaacatta

tgactgtctc

fuente L
/nota="Descripcién de

ES 2734549 T3

gcctccgggg

ctcttcatca
acttaagctg
ctattacgga

tagccatcac

Secuencia artificial

tctgctgctg
aagccccgct
ccaggacatt
gctgatctac
gtctggaacc
tttctgccag
Caagggaggc
ttcccaagtg
cctgacttgt
gcctccgggg
ccagtcatca
acttaagctg
ctattacgga

tagccatcac

Secuencia artificial

atggcactgc ctgtcactgc cctcctgctg

ccccaagtcc agctgcaaga gtcaggaccc ggactggtga agccgtctga gactctctca

aagggtcttg aatggattgg ggtgatttgg 600
cttaagtcac gggtcaccat cagcaaagat 660
tcatctgtga ccgccgctga caccgccgtg 720
gggtcttatg ctatggacta ctggggacag 780
catcaccacc atcatcac 828
Ta secuencia artificial: Polinucleétido
cctctcgcac ttcttctcca tgccgctegg 60
accctgtccc tgtcacccgg cgagagggca 120
tctaagtacc tcaactggta tcagcagaag 180
cacaccagcc gcctccacag cggtatcccc 240
gactacaccc tcaccatctc ttctctgcag 300
caggggaata ctctgccgta caccttcggt 360
ggaggatcag gcggtggcgg aagcggagga 420
cagcttcaag aatcaggacc cggacttgtg 480
accgtgtccg gtgtgagcct ccccgactac 540
aagggtcttg aatggattgg ggtgatttgg 600
cttaagtcac gggtcaccat cagcaaagat 660
tcatctgtga ccgccgctga caccgccgtg 720
gggtcttatg ctatggacta ctggggacag 780
catcaccacc atcatcac 828
Ta secuencia artificial: Polinucleétido
cctctggccc tccttctgca tgccgccagg 60
120
180

ctgacttgta ccgtcagcgg cgtgtccctc cccgactacg gagtgtcatg gatccgccaa

154
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cctccecggga
tcatcttccc
cttaagctgt
tattacggag
agcggeggtg
agcgagattg
accctgagct
ccggggcagg
gctcggttta
ccagaagatt
cagggaacca
<210> 68

<211> 828

<212> ADN

<213>
350

<223>
sintético”

<400> 68

atggcactgc
ccccaagtcc
ctgacttgta
cctcccggga
cagtcttccc
cttaagctgt
tattacggag
agcggcggtg
agcgagattg
accctgagct
ccggggcagg
gctcggttta
ccagaagatt
cagggaacca
<210> 69

<211> 828
<212> ADN

aagggcttga
tgaagtccag
catctgtgac
gaagctacgc
gagggtctgg
tgatgactca
gtagagccag
cccctegect
gcggatcagg
tcgcagtgta

agctcgaaat

fuente o
/nota="Descripcion de

ctgtcactgc
agctgcaaga
ccgtcagegg
aagggcttga
tgaagtccag
catctgtgac
gaagctacgc
gagggtctgg
tgatgactca
gtagagccag
cccctegect
gcggatcagg
tcgcagtgta

agctcgaaat

ES 2734549 T3

atggattggt
ggtgaccatc
cgctgctgac
tatggactat
aggtggagga
gtcaccagcc
ccaggacatt
cctgatctac
atctggtacc
tttctgccag

caagcaccat

Secuencia artificial

cctcctgctg
gtcaggaccc
cgtgtccctc
atggattggt
ggtgaccatc
cgctgctgac
tatggactat
aggtggagga
gtcaccagcc
ccaggacatt
cctgatctac
atctggtacc
tttctgccag

caagcaccat

gtcatctggg
agcaaggata
accgccgtgt
tggggacagg
tccggtggtg
accctttctc
tctaagtacc
catacctcac
gactacactc
cagggcaata

caccatcatc

Tla secuencia

cctctggecc
ggactggtga
cccgactacg
gtcatctggg
agcaaggata
accgccgtgt
tggggacagg
tccggtggtg
accctttctc
tctaagtacc
catacctcac
gactacactc
cagggcaata

caccatcatc

155

gttctgaaac cacctactac 240
attccaagaa ccaggtcagc 300
attactgcgc caagcactac 360
gcactctcgt gactgtgagc 420
gtgggtcagg cggaggagag 480
tttcacccgg cgagagagca 540
tcaactggta tcagcaaaaa 600
gccttcactc tggtatcccc 660
tgaccatttc cagcctgcag 720
cccttcctta cacctteggt 780
accaccat 828
artificial: Polinucleétido
tccttctgca tgccgccagg 60
agccgtctga gactctctca 120
gagtgtcatg gatccgccaa 180
gttctgaaac cacctactac 240
attccaagaa ccaggtcagc 300
attactgcgc caagcactac 360
gcactctcgt gactgtgagc 420
gtgggtcagg cggaggaggg 480
tttcacccgg cgagagagca 540
tcaactggta tcagcaaaaa 600
gccttcactc tggtatcccc 660
tgaccatttc cagcctgcag 720
cccttcctta caccttcggt 780
atcaccac 828
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ES 2734549 T3

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223>
sintético”

<400> 69

atggccctcc
cctgagatcg
accctttcat
ccagggcagg
gccagatttt
cccgaggatt
caaggtacca
ggtggctccg
aagccatcag
ggagtctctt
ggatcagaga
aatagcaaga
tactattgtg

gggaccctgg

<210> 70
<211> 828
<212> ADN
<213>
<220>
<221>

<223>
sintético”

<400> 70

atggcactgc
ccccaagtcc
ctgacttgta
cctcccggga
aactcttccc
cttaagctgt
tattacggag
agcggeggtg
agcgagattg

cagtgaccgc
tcatgaccca
gcagggccag
ctcctecgect
ccgggagcgg
tcgccgtcta
agctggaaat
gaggaggagg
aaaccctctc
ggattcgcca
ctacttacta
accaagtgtc
ccaaacatta

tgactgtctc

fuente L
/nota="Descripcion de

ctgtcactgc
agctgcaaga
ccgtcagegg
aagggcttga
tgaagtccag
catctgtgac
gaagctacgc
gagggtctgg
tgatgactca

/nota="Descripcién de

tctgctgctg
aagccccgct
ccaggacatt
gctgatctac
gtctggaacc
tttctgccag
caagggaggc
ttcccaagtg
cctgacttgt
gcctccgggg
caattcatca
acttaagctg
ctattacgga

tagccatcac

Secuencia artificial

cctcctgetg
gtcaggaccc
cgtgtccctc
atggattggt
ggtgaccatc
cgctgctgac
tatggactat
aggtggagga

gtcaccagcc

la secuencia

cctctcgeac
accctgtccc
tctaagtacc
cacaccagcc
gactacaccc
caggggaata
ggaggatcag
cagcttcaag
accgtgtccg
aagggtcttg
cttaagtcac
tcatctgtga
gggtcttatg

catcaccacc

la secuencia

cctctggecc
ggactggtga
cccgactacg
gtcatctggg
agcaaggata
accgccgtgt
tggggacagg
tccggtggtg

accctttctc

156

artificial: Polinucleédtido
ttcttctcca tgccgectcgg 60
tgtcacccgg cgagagggca 120
tcaactggta tcagcagaag 180
gcctccacag cggtatcccc 240
tcaccatctc ttctctgcag 300
ctctgccgta caccttcggt 360
gcggtggcgg aagcggagga 420
aatcaggacc cggacttgtg 480
gtgtgagcct ccccgactac 540
aatggattgg ggtgatttgg 600
gggtcaccat cagcaaagat 660
ccgccgcectga caccgecgtg 720
ctatggacta ctggggacag 780
atcatcac 828
artificial: Polinucleédtido
tccttctgca tgccgeccagg 60
agccgtctga gactctctca 120
gagtgtcatg gatccgccaa 180
gttctgaaac cacctactac 240
attccaagaa ccaggtcagc 300
attactgcgc caagcactac 360
gcactctcgt gactgtgagc 420
gtgggtcagg cggaggaggg 480
tttcacccgg cgagagagca 540
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accctgagct
ccggggcagg
gctcggttta
ccagaagatt
cagggaacca
<210> 71

<211> 813

<212> ADN

<213>
<220>
<221>
<223>
sintético”

<400> 71
atggccctcc

cccgaaattg
accctgtctt
cccggacagg
gccaggttca
ccagaggact
cagggcacca
ggaggaagcc
ctttcactga
agacagccac
tactacaatt
gtgtcactga
cattactatt
gtgtccagcc
<210> 72
<211> 813
<212> ADN
<213>
<220>
<221>
<223>
sintético”

<400> 72

gtagagccag
cccctcgect
gcggatcagg
tcgcagtgta

agctcgaaat

fuente L
/nota="Descripcion de

ctgtcaccgc
tgatgaccca
gcagagcctc
ctcctecgect
gcggtagcgg
tcgctgtcta
agctcgagat
aggtccaact
cttgtactgt
cggggaaggg
catccctcaa
aactgtcatc
atggcgggag

accaccatca

fuente L
/nota="Descripcion de

ES 2734549 T3

ccaggacatt
cctgatctac
atctggtacc
tttctgccag

caagcaccat

Secuencia artificial

cctgctgett
gtcacccgcec
ccaagacatc
tctgatctac
atctgggacc
tttctgtcag
taaaggtgga
ccaagaaagc
gagcggagtg
tctggaatgg
gtcacgcgtc
tgtgaccgca
ctacgcaatg

tcaccatcac

Secuencia artificial

atggctctgc ccgtgaccgc actcctcctg

ccacaagtcc agcttcaaga atcagggcct ggtctggtga agccatctga gactctgtcc

tctaagtacc tcaactggta tcagcaaaaa 600
catacctcac gccttcactc tggtatcccc 660
gactacactc tgaccatttc cagcctgcag 720
cagggcaata cccttcctta caccttcggt 780
caccatcatc accaccat 828
Ta secuencia artificial: Polinucleétido
ccgctggctc ttctgctcca cgeccgetcgg 60
actcttagcc tttcacccgg tgagcgcgca 120
tcaaaatacc ttaattggta tcaacagaag 180
cacaccagcc ggctccattc tggaatccct 240
gactacaccc tcactatcag ctcactgcag 300
caagggaaca ccctgcccta cacctttgga 360
ggtggcagcg gaggaggtgg gtccggcggt 420
ggaccgggtc ttgtgaagcc atcagaaact 480
tctctccccg attacggggt gtcttggatc 540
attggagtga tttggggctc tgagactact 600
accatctcaa aggacaactc taagaatcag 660
gccgacaccg ccgtgtacta ttgcgctaag 720
gattactggg gacagggtac tctggtcacc 780
cat 813
Ta secuencia artificial: Polinucleétido
ccactggctc tgctgcttca cgccgctcgce 60
120
180

ctcacttgca ccgtgagcgg agtgtccctc ccagactacg gagtgagctg gattagacag

157
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cctcccggaa
aactcttccc
ctcaagctct
tactatggag
tctggtggag
acccagagcc
gcatcacaag
aggcttctta
tctggaagcg
gtctacttct
gagatcaaac
S
<212>
<213>
<220>

<221>
<223>

73
271
PRT

fuent

<400> 73
Tet Ala Leu

His Ala Ala

Ser
35

Ser Leu

Ile
50

Asp ser

Pro
65

Arg Leu

Ala Arg Phe

Ser Ser Leu

Asn Thr Leu

115

Gly g1y Gly

agggactgga
tgaagtcacg
catcagtcac
ggtcctacgc
gaggtagcgg
ctgcaaccct
atatctcaaa
tctaccacac
ggaccgacta

gccagcaggg

atcaccacca

e

/nota="Descripcioén de

val Th
5

Pro

Arg Pro Gl

20

Pro Gly GI

Lys Tyr Le

Leu Ile

Ty
70

Ser Gly Se

85

Gln G1

100

Pro

Pro Tyr Th

Gly Ser Gl

ES 2734549 T3

gtggatcgga
ggtcaccatt
cgccgcetgac
catggactac
aggaggcggg
gtccctttct
atacctcaat
ctctcgectg
cactctgacc
taacaccctg

tcatcaccat

Secuencia artificial

r Ala Leu

val

uIle

Ala
40

u Arg

u Asn
55

Trp
r His Thr
r Gly Ser
Phe

u Asp

r Phe

y Gly
1

gtgatttggg
tcaaaggata
accgccgtgt
tggggccagg
agcggtggag
cccggggaac
tggtatcaac
catagcggga
atctcatctc
ccgtacacct

cac

la secuencia artificial:

Leu Leu Pro

10

Met Thr Gln

25

Thr Leu Ser

Tyr Gln Gln

ser Leu

75

Arg

Thr
90

Gly Asp

Ala val

105

Tyr

Gln Gly Thr

Gly Ser Gly

158

gtagcgaaac
actcaaagaa
attactgtgc
gaactctggt
gtggctccga
gggctaccct
agaagccggg
ttcccgcacg

tccagcccga

tcggccaggg

Leu Ala Leu

Ala
30

Ser Pro

Cys Arg Ala

45

Lys Pro Gly

His Ser Gly

Tyr Thr Leu

Gln
110

Phe Cys

Leu Glu

125

Lys

g1y Gly Gly

cacttactat
tcaagtgagc
caagcattac
cactgtgtca
aatcgtgatg
ttcttgtcgg
acaggcccct
ctttagcggg
ggacttcgcc

caccaagctt

Leu Leu
15

Thr Leu

Ser Gln

Gln Ala

Ile Pro

80

Thr Ile

95

Gln Gly

Ile

Lys

Ser Gln

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
813

Polipéptido sintético”



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

val

145

Leu

val

val

Arg

Leu

225

His

Thr

Gln

Ser

Ser

Ile

val

210

Ser

Tyr

Leu

<210> 74
<211> 27
<212> PR

<213>

<220>

<221>

Leu

Leu

Trp

Trp

Thr

ser

Tyr

val

1
T

fuente

Gln

Thr

Ile

180

Gly

Ile

val

Tyr

Thr
260

Secuencia

Glu

Cys

Arg

ser

Ser

Thr

Gly

val

Ser

150

Thr

Gln

Glu

Lys

Ala

230

Gly

Ser

Gly

val

Pro

Thr

Asp

215

Ala

ser

Ser

artificial

<223> /nota="Descripcion de

<400> 74
¥et Ala Leu Pro ga1 Thr Ala

His

ser

Asp

Pro

65

Ala

Ala

Leu

Ile

50

Arg

Arg

Ala

ser

35

ser

Leu

Phe

Arg

20

Pro

Lys

Leu

Ser

Pro

Gly

Tyr

Ile

Gly
85

Glu

Glu

Leu

Tyr

70

Ser

Ile

Arg

Asnh

55

His

Gly

ES 2734549 T3

Pro

Ser

Pro

Thr

200

Asn

Asp

Tyr

His

Ta secuencia artificial:

Gly

Gly

Gly

Tyr

Ser

Thr

Ala

His
265

Leu

val

170

Lys

TYr

Lys

Ala

Met

250

His

val

155

Ser

Gly

ser

Asn

val

235

Asp

His

Lys

Leu

Leu

Ser

Gln

220

TYr

Tyr

His

Leu Leu Leu Pro Leu

val

Ala

40

Trp

Thr

Ser

Met

25

Thr

Tyr

Ser

Gly

Thr

Leu

Gln

Arg

Thr
90

159

Gln

ser

Gln

Leu

75

Asp

Ser

Cys

Tyr

Pro

Pro

Glu

ser

205

val

Tyr

Trp

His

Ala

Pro

Arg

45

Pro

Ser

Thr

Ser

Asp

Ser

Cys

Gly

His
270

Polipéptido sintético”

Leu

Ala

30

Ala

Gly

Gly

Leu

Glu Thr
160

Tyr Gly
175

Ile Gly

Lys ser

Leu Lys

Ala Lys

Gln Gly

255

His

Leu Leu
15

Thr Leu

Ser Gln

Gln Ala

Ile Pro

80

Thr Ile
95
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Ser

Asnh

Gly

val

145

Leu

val

val

Arg

Leu

225

His

Thr

Ser

Thr

Ser

Ser

Ile

val

210

Ser

Tyr

Leu

<210> 75

<211>
<212>
<213>

<220>

<221>

Leu

Leu

115

Gly

Leu

Leu

Trp

Trp

Thr

ser

Tyr

val

271
PRT .
Secuencia

fuente

Gln

100

Pro

Gly

Gln

Thr

Ile

180

Gly

Ile

val

Tyr

Thr
260

Pro

Tyr

ser

Glu

Cys

Arg

Ser

ser

Thr

Gly

val

Glu

Thr

Gly

Ser

150

Thr

Gln

Glu

Lys

Ala

230

Gly

Ser

Asp

Phe

Gly

val

Pro

Thr

Asp

215

Ala

Ser

ser

artificial

<223> /nota="Descripcion de

<400> 75
Tet Ala Leu Pro val Thr Ala
5

His Ala Ala 959 Pro Gln val

val Lys Pro Ser Glu Thr Leu
35

Ser Leu Pro Asp Tyr Gly val

ES 2734549 T3

Phe

Gly

Gly

Pro

Ser

Pro

Thr

200

Asn

Asp

Tyr

His

la secuencia artificial:

Ala

105

Gln

Gly

Gly

Gly

Tyr

ser

Thr

Ala

His
265

val

Gly

Ser

Leu

val

170

Lys

Tyr

Lys

Ala

Met

250

His

Tyr

Thr

Gly

val

155

ser

Gly

Gln

Asnh

val

235

Asp

His

Phe

Lys

Lys

Leu

Leu

Ser

Gln

220

Tyr

Tyr

His

Cys

Leu

125

Gly

Pro

Pro

Glu

Ser

205

val

Tyr

Trp

His

Leu Leu Leu Pro Leu Ala

Gln Leu GIn Glu Ser Gly

25

Ser Leu Thr Cys Thr val
4 45

Ser Trp Ile Arg Gln Pro

160

Gln

110

Glu

Gly

Ser

Asp

Ser

Cys

Gly

His
270

Polipéptido sintético”

Gln

Ile

ser

Glu

TYyr

175

Ile

Lys

Leu

Ala

Gln

255

His

Gly

Lys

Gln

Thr

160

Gly

Gly

Ser

Lys

Lys

240

Gly

Leu Leu Leu

Pro Gly Leu
30

Ser Gly val

Pro Gly Lys
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Gly

65

ser

Asn

val

Asp

Gly

Thr

Leu

Gln

Arg

Thr

225

val

Gly

50

Leu

Ser

Gln

Tyr

TYr

130

Ser

Gln

Ser

Gln

Leu

210

Asp

TYr

Thr

<210> 76
<211> 27

<212>
<213>

<220>

<221>

Glu

ser

val

Tyr

115

Trp

Gly

Ser

Cys

Lys

His

Tyr

Phe

Lys

1

PRT ]
Secuencia

fuente

Trp

Leu

Ser

100

Cys

Gly

Gly

Pro

Arg

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
260

Ile

Lys

Leu

Ala

Gln

Gly

Ala

165

Ala

Gly

Gly

Leu

Gln

245

Glu

Gly

70

Ser

Lys

Lys

Gly

Ser

Gln

Ile

Thr

230

Gln

Ile

55

val

Arg

Leu

His

Thr

135

ser

Leu

Gln

Ala

Pro

215

Ile

Gly

Lys

artificial

<223> /nota="Descripcion de

<400> 76

1

Met Ala Leu Pro val Thr Ala
5

ES 2734549 T3

Ile

val

Ser

Tyr

120

Leu

Gly

Ser

Asp

Pro

200

Ala

Ser

Asn

His

Ta secuencia artificial:

Trp

Thr

ser

105

Tyr

val

Gly

Leu

Ile

185

Arg

Arg

ser

Thr

His
265

Gly

Ile

90

val

Tyr

Thr

Gly

Ser

170

Ser

Leu

Phe

Leu

Leu

250

His

Ser

75

ser

Thr

Gly

val

Lys

Leu

Ser

Gln

235

Pro

His

60

Glu

Lys

Ala

Gly

Ser

140

Ser

Gly

TYr

Ile

Gly

Pro

TYr

His

Thr

Asp

Ala

Ser

125

ser

Glu

Glu

Leu

TYr

205

Ser

Glu

Thr

His

Thr

Asn

Tyr

Gly

Ile

Arg

Asn

190

His

Gly

Asp

Phe

His
270

Polipéptido sintético”

Tyr

ser

95

Thr

Ala

Gly

val

Ala

175

Trp

Thr

Ser

Phe

Gly

His

Tyr

80

Lys

Ala

Met

Gly

Met

160

Thr

Tyr

Ser

Gly

Ala

240

Gln

Leu Leu Leu Pro Leu Ala Leu Leu Leu

161
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His

val

Ser

Gly

65

Gln

Asn

val

Asp

Gly

Thr

Leu

Gln

Arg

Thr

225

val

Gly

<210> 77

Ala

Lys

Leu

50

Leu

Ser

Gln

TYr

Tyr

130

Ser

Gln

Ser

Gln

Leu

210

Asp

Tyr

Thr

Ala

Pro

35

Pro

Glu

ser

val

TYyr

115

Trp

Gly

ser

Cys

Lys

His

Tyr

Phe

Lys

<211> 276
<212> PRT

Arg

20

Ser

Asp

Trp

Leu

Ser

100

Cys

Gly

Gly

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
260

Pro

Glu

Tyr

Ile

Lys

Leu

Ala

Gln

Gly

Ala

165

Ala

Gly

Gly

Leu

Gln

245

Glu

Gln

Thr

Gly

Gly

70

Ser

Lys

Lys

Gly

Ser

Gln

Ile

Thr

230

Gln

Ile

val

Leu

val

55

val

Arg

Leu

His

Thr

135

Ser

Leu

Gln

Ala

Pro

215

Ile

Gly

Lys

ES 2734549 T3

Gln

Ser

40

Ser

Ile

val

Ser

TYr

120

Leu

Gly

Ser

Asp

Pro

200

Ala

Ser

Asn

His

Leu

25

Leu

Trp

Trp

Thr

Ser

105

Tyr

val

Gly

Leu

Ile

185

Arg

Arg

ser

Thr

His
265

Gln

Thr

Ile

Gly

Ile

90

val

TYr

Thr

Gly

Ser

170

Ser

Leu

Phe

Leu

Leu

250

His

162

Glu

Cys

Arg

ser

75

ser

Thr

Gly

val

Lys

Leu

ser

Pro

His

Ser

Thr

Gln

60

Glu

Lys

Ala

Gly

Ser

140

Ser

Gly

TYr

Ile

Gly

Pro

Tyr

His

Gly

val

45

Pro

Thr

Asp

Ala

ser

125

ser

Glu

Glu

Leu

Tyr

205

ser

Glu

Thr

His

Pro

30

Ser

Pro

Thr

Asn

Asp

TYr

Gly

Ile

Arg

Asn

190

His

Gly

Asp

Phe

His
270

Gly

Gly

Gly

Tyr

ser

95

Thr

Ala

Gly

val

Ala

175

Trp

Thr

ser

Phe

Gly

His

Leu

val

Lys

TYr

80

Lys

Ala

Met

Gly

Met

160

Thr

TYr

Ser

Gly

Ala

240

Gln



ES 2734549 T3

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial:

<400> 77

Polipéptido sintético”

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Met Ala Leu Pro val Thr Ala Leu Leu Leu Pro Leu Ala Leu Leu Leu
1

His

Ser

Asp

Pro

65

Ala

ser

Asnh

Gly

Gly

Lys

Leu

Leu

ser

Gln

225

Tyr

Ala

Leu

Ile

50

Arg

Arg

Ser

Thr

Pro

Pro

Glu

Ser

210

val

Tyr

Ala

Ser

35

ser

Leu

Phe

Leu

Leu

115

Gly

Gly

ser

Asp

Trp

Leu

Ser

Cys

Arg

20

Pro

Lys

Leu

Ser

Gln

100

Pro

Gly

Ser

Glu

Tyr

180

Ile

Lys

Leu

Ala

5

Pro

Gly

Tyr

Ile

Gly

85

Pro

Tyr

Ser

Gln

Thr

165

Gly

Gly

ser

Lys

Lys

Glu

Glu

Leu

Tyr

70

Ser

Glu

Thr

Gly

val

150

Leu

val

val

Arg

Leu

230

His

Ile

Arg

Asnh

55

His

Gly

Asp

Phe

ser

Ser

Ile

val

215

Ser

Tyr

val

Ala

40

Trp

Thr

Ser

Phe

Leu

Leu

Trp

Ser

Tyr

Met

25

Thr

Tyr

ser

Gly

Ala

105

Gln

Gly

Gln

Thr

Ile

185

Gly

Ile

val

Tyr

Thr Gln

Leu Ser

GIn Gln

Arg Leu
75

Thr Asp
90

val Tyr

Gly Thr

Ser Gly

Glu Ser
155

Cys Thr
170

Arg Gln

ser Glu

ser Lys

Thr Ala

235

Gly Gly

163

ser
Cys
Lys
His
Tyr
Phe
Lys
i
Gly
val
Pro
Thr
Asp
220

Ala

Ser

Pro

Arg

45

Pro

ser

Thr

Cys

Leu

125

Gly

Pro

ser

Pro

Thr

205

Asnh

Asp

Tyr

Ala

30

Ala

Gly

Gly

Leu

Gln

110

Glu

Gly

Gly

Gly

TYr

Ser

Thr

Ala

15

Thr Leu

Ser Gln

Gln Ala

Ile Pro
80

Thr Ile
95

Gln Gly

Ile Lys

Ser Gly

Leu val

160

val Ser
175

Lys Gly

Tyr Ser

Lys Ash

Ala val

240

Met Asp
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245

ES 2734549 T3

250

255

Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu val Thr val Ser Ser His His His His
260

His His His His

<210> 78
<211> 27

<212>
<213>

<220>

<221>

275

6

PRT u u u u
Secuencia artificial

fuente

<223> /nota="Descripcioén de

<400> 78
Met Ala Leu Pro

1

His

ser

Asp

Pro

65

Ala

Ser

Asnh

Gly

Lys

Leu

Ala

Leu

Ile

50

Arg

Arg

Ser

Thr

Pro

Pro

Ala

ser

35

Ser

Leu

Phe

Leu

Leu

115

Gly

Gly

ser

Asp

Arg

20

Pro

Lys

Leu

Ser

Gln

100

Pro

Gly

Ser

Glu

Tyr
180

val Thr Ala

5

Pro

Gly

Tyr

Ile

Gly

85

Pro

Tyr

ser

Gln

Thr

165

Gly

Glu

Glu

Leu

Tyr

70

Ser

Glu

Thr

Gly

val

150

Leu

val

Ile

Arg

Asn

55

His

Gly

Asp

Phe

ser

Ser

la secuencia artificial:

265

Leu Leu Leu Pro Leu Ala

val

Ala

40

Trp

Thr

Ser

Phe

Gly

Gly

Leu

Leu

Trp

Met

25

Thr

Tyr

ser

Gly

Ala

105

Gln

Gly

Gln

Thr

Ile
185

Thr

Leu

Gln

Arg

Thr

90

val

Gly

Ser

Glu

Cys

170

Arg

Gln

ser

Gln

Leu

75

Asp

Tyr

Thr

Gly

Ser

155

Thr

Gln

164

Ser

Cys

TYr

Phe

Lys

Gly

val

Pro

Pro

Arg

45

Pro

ser

Thr

Cys

Leu

125

Gly

Pro

ser

Pro

270

Polipéptido sintético”

Leu

Ala

30

Ala

Gly

Gly

Leu

Gln

110

Glu

Gly

Gly

Gly

Gly

Leu Leu
15

Thr Leu

ser Gln

Gln Ala

Ile Pro
80

Thr Ile
95

GIln Gly

Ile Lys

Ser Gly

Leu Vval
160

val Ser
175

Lys Gly
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15

20

25

30

Leu

ser

Gln

225

Tyr

Tyr

His

Glu

Ser

210

val

TYr

Trp

His

<210> 79
<211> 27

<212>
<213>

<220>

Trp

Leu

Ser

Cys

Gly

His
275

6

PRT ]
Secuencia

Ile

Lys

Leu

Ala

Gln

260

His

Gly

ser

Lys

Lys

Gly

val

Arg

Leu

230

His

Thr

Ile

val

215

Ser

Tyr

Leu

artificial

ES 2734549 T3

Ser

TYr

val

Gly Ser

Ile Ser

val Thr

Glu

Lys

Ala
235

Thr

Asp
220

Ala

Tyr Gly Gly Ser

250

Thr val
265

ser

Ser

Thr

205

Asnh

Asp

Tyr

His

Tyr

Ser

Thr

Ala

His
270

Tyr

Lys

Ala

Met

255

His

Gln

Asn

val

240

Asp

His

<221> fuente L ) o
<223> /nota="Descripcién de 1a secuencia artificial:

<400> 79

Polipéptido sintético”

40

45

50

55

60

65

Met Ala Leu Pro val Thr Ala Leu Leu Leu Pro Leu Ala Leu Leu Leu
1 5

His

val

ser

Gly

65

ser

Asnh

val

Asp

Ala

Lys

Leu

50

Leu

Ser

Gln

Tyr

Tyr

Ala

Pro

35

Pro

Glu

ser

val

Tyr

115

Trp

Arg

20

Ser

Asp

Trp

Leu

Ser

100

Cys

Gly

Pro

Glu

Tyr

Ile

Lys

Leu

Ala

Gln

Gln

Thr

Gly

Gly

70

Ser

Lys

Lys

Gly

val

Leu

val

55

val

Arg

Leu

His

Thr

Gln

Ser

40

Ser

Ile

val

Ser

Tyr

120

Leu

Leu Gln
25

Leu Thr

Trp Ile

Trp Gly

Thr Ile
90

Ser val
105

Tyr Tyr

val Thr

165

Glu

Cys

Arg

Ser

75

ser

Thr

Gly

val

Ser

Thr

Gln

60

Glu

Lys

Ala

Gly

Ser

Gly

val

45

Pro

Thr

Asp

Ala

Ser

125

Ser

Pro

30

Ser

Pro

Thr

Asn

Tyr

Gly

15

Gly

Gly

Gly

Tyr

ser

95

Thr

Ala

Gly

Leu

val

Lys

Tyr

80

Lys

Ala

Met

Gly
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40

45
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65

130 135

Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser

Ser Glu Ile val Met Thr Gln
165

Gly Glu Arg Ala Thr Leu Ser
180

Tyr Leu Asn Trp Tyr Gln Gln
195

Ile Tyr His Thr Ser Arg Leu
210 215

Gly ser Gly Ser Gly Thr Asp
225 230

Pro Glu Asp Phe Ala val Tyr
245

Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr

His His His His
275

<210> 80

<211> 276

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de

<400> 80

ES 2734549 T3

Gly

Ser

Cys

Lys

200

His

Tyr

Phe

Lys

Ta secuencia artificial:

Gly

Pro

ser

Thr

Cys

Leu
265

Gly

Ala

170

Ala

Gly

Gly

Leu

Gln

250

Glu

ser

Gln

Ile

Thr

235

Gln

Ile

140

Ser

Leu

Gln

Ala

Pro

220

Ile

Gly

Lys

Gly

ser

Asp

Pro

205

Ala

ser

Asn

His

Met Ala Leu Pro val Thr Ala Leu Leu Leu Pro Leu Ala

1 5
His Ala Ala Arg Pro Gln val
20
val Lys Pro Ser Glu Thr Leu
35
Ser Leu Pro Asp Tyr Gly val
50 55

Gly Leu Glu Trp Ile Gly val
65 70

10

Gln Leu GIn Glu Ser Gly

Ser Leu Thr Cys Thr val

40

45

Ser Trp Ile Arg Gln Pro
60

Ile Trp Gly Ser Glu Thr
75

166

Gly

Leu

Ile

190

Arg

Arg

Ser

Thr

His
270

Polipéptido sintético”

Leu

Pro

30

Ser

Pro

Thr

Gly Gly

ser Pro
175

ser Lys

Leu Leu

Phe Ser

Leu Gln

240

Leu Pro
255

His His

Leu Leu

15

Gly Leu

Gly val

Gly Lys

Tyr Tyr
80
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40

45

50

55
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65

Gln

Asnh

val

Asp

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

Tyr

His

Ser

Gln

Tyr

TYr

130

Ser

Glu

Glu

Leu

Tyr

210

Ser

Glu

Thr

His

<210> 81
<211> 27
<212> PR

<213>

<220>

<221>

<400> 81
Met Ala Leu Pro val Thr Ala Leu Leu Leu Pro Leu Ala Leu Leu Leu
1 5

ser

val

Tyr

115

Trp

Gly

Ile

Arg

Asnh

195

His

Gly

Asp

Phe

His
275

6
T

fuente
<223> /nota="Descripcidén de la secuencia artificial: Polipéptido sintético”

Leu

Ser

100

Cys

Gly

Gly

val

Ala

180

Trp

Thr

Ser

Phe

Gly

His

Secuencia

Lys

Leu

Ala

Gln

Gly

Met

165

Thr

Tyr

Ser

Gly

Ala

245

Gln

Ser

Lys

Lys

Gly

Leu

Gln

Arg

Thr

230

val

Gly

Arg

Leu

His

Thr

135

ser

Gln

ser

Gln

Leu

215

Asp

Tyr

Thr

artificial

ES 2734549 T3

val

Ser

Tyr

120

Leu

Gly

Ser

Cys

Lys

His

Tyr

Phe

Lys

Thr

ser

105

Tyr

val

Gly

Pro

Arg

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
265

Ile

90

val

Tyr

Thr

Gly

Ala

170

Ala

Gly

Gly

Leu

Gln

250

Glu

ser

Thr

Gly

val

ser

Gln

Ile

Thr

235

Gln

Ile

Lys

Ala

Gly

Ser

140

Ser

Leu

Gln

Ala

Pro

220

Ile

Gly

Lys

Asp

Ala

Ser

125

ser

Gly

Ser

Asp

Pro

205

Ala

ser

Asnh

His

Asn

Tyr

Gly

Gly

Leu

Ile

190

Arg

Arg

Ser

Thr

His
270

ser

95

Thr

Ala

Gly

Gly

Ser

175

ser

Leu

Phe

Leu

Leu

255

His

Lys

Ala

Met

Gly

Lys

Leu

Ser

Gln

240

Pro

His

His Ala Ala Arg Pro Glu Ile val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu

167
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Ser

Asp

Pro

65

Ala

ser

Asn

Gly

Lys

Leu

Leu

ser

Gln

225

Tyr

Tyr

His

<210> 82

Leu

Ile

50

Arg

Arg

Ser

Thr

Pro

Pro

Glu

Ser

210

val

TYr

Trp

His

Ser

35

ser

Leu

Phe

Leu

Leu

115

Gly

Gly

ser

Asp

Trp

Leu

Ser

Cys

Gly

His
275

20

Pro

Lys

Leu

Ser

Gln

100

Pro

Gly

Ser

Glu

Tyr

180

Ile

Lys

Leu

Ala

Gln

260

His

Gly

Tyr

Ile

Gly

85

Pro

Tyr

Ser

Gln

Thr

165

Gly

Gly

ser

Lys

Lys

Gly

Glu

Leu

Tyr

70

Ser

Glu

Thr

Gly

val

150

Leu

val

val

Arg

Leu

230

His

Thr

Arg

Asnh

55

His

Gly

Asp

Phe

ser

Ser

Ile

val

215

Ser

Tyr

Leu

ES 2734549 T3

Ala

40

Trp

Thr

Ser

Phe

Leu

Leu

Trp

Ser

TYr

val

25

Thr

Tyr

ser

Gly

Ala

105

Gln

Gly

Gln

Thr

Ile

185

Gly

Ile

val

Tyr

Thr
265

Leu

Gln

Arg

Thr

90

val

Gly

Ser

Glu

Cys

170

Arg

Ser

Ser

Thr

168

Ser

Gln

Leu

75

Asp

Tyr

Thr

Gly

ser

155

Thr

Gln

Glu

Lys

Ala

235

Gly

ser

Cys
Lys
His
Tyr
Phe
Lys
Gly
1

Gly
val
Pro
Thr
AsSp
220
Ala

Ser

Ser

Arg

45

Pro

ser

Thr

Cys

Leu

125

Gly

Pro

ser

Pro

Thr

205

Asnh

Asp

Tyr

His

30

Ala

Gly

Gly

Leu

Gln

110

Glu

Gly

Gly

Gly

Gly

Tyr

Ser

Thr

Ala

His
270

Ser

Gln

Ile

Thr

95

Gln

Ile

Ser

Leu

val

175

Lys

Tyr

Lys

Ala

Met

255

His

Gln

Ala

Pro

80

Ile

Gly

Lys

Gly

val

160

Ser

Gly

Asn

Asn

val

240

Asp

His



ES 2734549 T3

<211> 276
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial:

<400> 82

Polipéptido sintético”

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Met Ala Leu Pro val Thr Ala
1 5

His

val

Ser

Gly

65

Asnh

Asn

val

Asp

Gly

Tyr

Ile

Gly

Ala
Lys
Leu
50

Leu
ser
Gln
Tyr
Tyr
130
Ser
Glu
Glu
Leu
TYyr

210

Ser

Ala

Pro

35

Pro

Glu

ser

val

Tyr

115

Trp

Gly

Ile

Arg

Asn

195

His

Gly

Arg

20

Ser

Asp

Trp

Leu

Ser

100

Cys

Gly

Gly

val

Ala

180

Trp

Thr

Ser

Pro

Glu

Tyr

Ile

Ala

Gln

Gly

Met

165

Thr

Tyr

ser

Gly

Gln

Thr

Gly

Gly

70

Ser

Lys

Lys

Gly

Leu

Gln

Arg

Thr
230

val

Leu

val

55

val

Arg

Leu

His

Thr

135

Ser

Gln

ser

Gln

Leu

215

Asp

Leu Leu Leu Pro Leu

Gln

Ser

40

Ser

Ile

val

Ser

Tyr

120

Leu

Gly

Ser

Cys

Lys

His

TYyr

Leu

25

Leu

Trp

Trp

Thr

Ser

105

Tyr

val

Gly

Pro

Arg

Pro

ser

Thr

Gln

Thr

Ile

Gly

Ile

90

val

Tyr

Thr

Gly

Ala

170

Ala

Gly

Gly

Leu

169

Glu

Cys

Arg

ser

75

ser

Thr

Gly

val

ser

Gln

Ile

Thr
235

Ser

Thr

Gln

60

Glu

Lys

Ala

Gly

Ser

140

Ser

Leu

Gln

Ala

Pro

220

Ile

Ala

Gly

val

45

Pro

Thr

Asp

Ala

ser

125

ser

Gly

ser

Asp

Pro

205

Ala

Ser

Leu

Pro

30

Ser

Pro

Thr

Asn

Tyr

Gly

Gly

Leu

Ile

190

Arg

Arg

Ser

Leu

15

Gly

Gly

Gly

Tyr

ser

95

Thr

Ala

Gly

Gly

ser

175

ser

Leu

Phe

Leu

Leu

Leu

val

Lys

TYr

80

Lys

Ala

Met

Gly

Gly

Pro

Lys

Leu

Ser

Gln
240
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ES 2734549 T3

Pro Glu Asp Phe §1a val Tyr Phe Cys 318 GIn Gly Asn Thr Leu Pro
45 5

255

Tyr Thr Phe g%% GIn Gly Thr Lys Leu Glu ITe Lys His His His His

His His His His

<210> 83
<211> 27

<212>
<213>

<220>

<221>

275

1

PRT u u u u
Secuencia artificial

fuente

<223> /nota="Descripcion de

<400> 83
?et Ala Leu

His

ser

Asp

Pro

65

Ala

Ser

Asnh

Gly

val

145

Leu

Ala

Leu

Ile

50

Arg

Arg

Ser

Thr

Ser

Ala

ser

35

Ser

Leu

Phe

Leu

Leu

115

Gly

Leu

Leu

Pro

Arg

20

Pro

Lys

Leu

Ser

Gln

100

Pro

Gly

Gln

Thr

val

5

Pro

Gly

Tyr

Ile

Gly

85

Pro

Tyr

ser

Glu

Cys

Thr

Glu

Glu

Leu

Tyr

70

Ser

Glu

Thr

Gly

Ser

150

Thr

Ala

Ile

Arg

Asn

55

His

Gly

Asp

Phe

Gly

Gly

val

Ta secuencia artificial:

Leu

val

Ala

40

Trp

Thr

Ser

Phe

Pro

Ser

265

Leu

Met

25

Thr

Tyr

ser

Gly

Ala

105

Gln

Gly

Gly

Gly

Leu

10

Thr

Leu

Gln

Arg

Thr

90

val

Gly

Ser

Leu

val
170

170

Pro

Gln

ser

Gln

Leu

75

Asp

Tyr

Thr

Gly

val

155

Ser

Leu

Ser

Cys

TYr

Phe

Lys

Lys

Leu

Ala

Pro

Arg

45

Pro

ser

Thr

Cys

Leu

125

Gly

Pro

Pro

270

Polipéptido sintético”

Leu

Ala

30

Ala

Gly

Gly

Leu

Gln

110

Glu

Gly

Ser

Asp

Leu Leu
15

Thr Leu

ser Gln

Gln Ala

Ile Pro
80

Thr Ile
95

GIn Gly

Ile Lys

Ser Gln

Glu Thr

160

Tyr Gly
175
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val

val

Arg

Leu

225

His

Thr

Ser

Ile

val

210

Ser

TYr

Leu

<210> 84
<211> 27

<212>
<213>

<220>

<221> fuente

Trp

Trp

Thr

Ser

Tyr

val

1

PRT .
Secuencia

Ile

180

Gly

Ile

val

TYr

Thr
260

Arg

ser

ser

Thr

Gly

val

Gln

Glu

Lys

Ala

230

Gly

Ser

Pro

Thr

Asp

Ala

ser

ser

artificial

<223> /nota="Descripcién de

<400> 84
Tet Ala Leu Pro val Thr Ala

His

val

ser

Gly

65

Asn

Asnh

val

Asp

Ala

Lys

Leu

50

Leu

Ser

Gln

TYr

Tyr
130

Ala

Pro

35

Pro

Glu

Ser

val

TYyr

115

Trp

Arg

20

Ser

Asp

Trp

Leu

Ser

100

Cys

Gly

5

Pro

Glu

Tyr

Ile

Lys

Leu

Ala

Gln

Gln

Thr

Gly

Gly

70

Ser

Lys

Lys

Gly

val

Leu

val

55

val

Arg

Leu

His

Thr
135

ES 2734549 T3

Pro

Thr

200

Asn

Asp

TYr

His

Ta secuencia artificial:

Gly

Tyr

ser

Thr

Ala

His
265

Lys

Tyr

Lys

Ala

Met

250

His

Gly

Asnh

Asnh

val

235

Asp

His

Leu

Ser

Gln

220

Tyr

TYr

His

Glu

ser

205

val

Tyr

Trp

His

Leu Leu Leu Pro Leu Ala

Gln

Ser

40

Ser

Ile

val

Ser

TYr

120

Leu

Leu

25

Leu

Trp

Trp

Thr

ser

105

Tyr

val

Gln

Thr

Ile

Gly

Ile

90

val

TYr

Thr

171

Glu

Cys

Arg

ser

75

Ser

Thr

Gly

val

Ser

Thr

Gln

60

Glu

Lys

Ala

Gly

Ser
140

Gly

val

45

Pro

Thr

Asp

Ala

ser

125

Ser

Ser

Cys

Gly

His
270

Polipéptido sintético”

Leu

Pro

30

Ser

Pro

Thr

Asn

Asp

TYr

Gly

Ile

Lys

Leu

Ala

Gln

255

His

Leu

15

Gly

Gly

Gly

Tyr

Ser

95

Thr

Ala

Gly

Gly

Ser

Lys

Lys

Gly

Leu

Leu

val

Lys

Tyr

80

Lys

Ala

Met

Gly
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Ser
Gln
Leu Ser
Gln

Gln

Leu
210

Arg

Thr
225

Asp

val Tyr

Gly Thr

<210> 85
<211> 1458
<212> ADN
<213>
<220>
<221>
<223>
sintético”

<400> 85
atggccctcc

cccgaaattg
accctgtctt
cccggacagg
gccaggttca
ccagaggact
cagggcacca
ggaggaagcc
ctttcactga
agacagccac
tactactctt

gtgtcactga

Gly Gly

Ser Pro

Cys Arg

Lys Pro

195

His Ser

Tyr Thr

Phe Cys

Lys Leu

Secuencia

Gly

Ala
165

Ala
180
Gly

Gly

Leu

Ser

Gln

Ile

Thr

ES 2734549 T3

Ser Gly

Leu Ser

GIn Asp

Ala Pro

200

Pro Ala

215

Ile Ser

230

Gln
245

Glu
260

fuente L
/nota="Descripcion de

ctgtcaccgc
tgatgaccca
gcagagcctc
ctcctecgect
gcggtagcgg
tcgctgtcta
agctcgagat
aggtccaact
cttgtactgt
cggggaaggg
catccctcaa

aactgtcatc

Gln

Ile

Gly Asn

Lys His

artificial

cctgctgett
gtcacccgcec
ccaagacatc
tctgatctac
atctgggacc
tttctgtcag
taaaggtgga
ccaagaaagc
gagcggagtg
tctggaatgg
gtcacgcgtc
tgtgaccgca

Gly

Leu

Ile

185

Arg

Arg

ser

Thr

His
265

Gly

Ser
170

ser Lys

Leu Leu
Phe

Ser

Gln
235

Leu

Leu
250

Pro

His His

Tla secuencia

ccgctggcetc
actcttagcc
tcaaaatacc
cacaccagcc
gactacaccc
caagggaaca
ggtggcagcg
ggaccgggtc
tctcteccecg
attggagtga
accatctcaa

gccgacaccg

172

Ser Glu Ile

Gly Glu Arg

Leu Asn

190

TYr

Ile Tyr His

205

Gly Ser Gly

Pro Glu Asp

Tyr Thr Phe

His
270

His His

ttctgctcca
tttcacccgg
ttaattggta
ggctccattc
tcactatcag
ccctgecccta
gaggaggtgg
ttgtgaagcc
attacggggt
tttggggctc
aggacaactc

ccgtgtacta

artificial:

val Met

160

Ala Thr

175

Trp Tyr

Thr Ser
Ser

Gly

Ala
240

Phe

Gly Gln

His

cgccgetegg
tgagcgcgca
tcaacagaag
tggaatccct
ctcactgcag
cacctttgga
gtccggcggt
atcagaaact
gtcttggatc
tgagactact
taagaatcag

ttgcgctaag

Polinucledtido

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
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cattactatt
gtgtccagca
cagcctctgt
cggggtcttg
gtcctgctgce
tacatcttta
tcatgccggt
agcgcagatg
ggtcggagag
gggaagccgc
atggcagaag
gacggactgt
caggccctgc
<210> 86

<211> 1458
<212> ADN

<213>
<220>
<221>
<223>
sintético”

<400> 86
atggccctcc

cccgaaattg
accctgtctt
cccggacagg
gccaggttca
ccagaggact
cagggcacca
ggaggaagcc
ctttcactga
agacagccac
tactaccaat
gtgtcactga
cattactatt
gtgtccagca
cagcctctgt

atggcgggag
ccactacccc
ccctgegtec
acttcgcctg
tttcactcgt
agcaaccctt
tcccagagga
ctccageccta
aggagtacga
gcagaaagaa
cctatagcga
accagggact

cgcctcgg

fuente L
/nota="Descripcién de

ctgtcaccgc
tgatgaccca
gcagagcctc
ctcctecgect
gcggtagcgg
tcgctgtcta
agctcgagat
aggtccaact
cttgtactgt
cggggaaggg
catccctcaa
aactgtcatc
atggcgggag
ccactacccc

ccctgcgtcc

ES 2734549 T3

ctacgcaatg
agcaccgagg
ggaggcatgt
cgatatctac
gatcactctt
catgaggcct
ggaggaaggc
caagcagggg
cgtgctggac
tccccaagag
gattggtatg

cagcaccgcc

Secuencia artificial

cctgctgett
gtcacccgcec
ccaagacatc
tctgatctac
atctgggacc
tttctgtcag
taaaggtgga
ccaagaaagc
gagcggagtg
tctggaatgg
gtcacgcgtc
tgtgaccgca
ctacgcaatg
agcaccgagg

ggaggcatgt

gattactggg
ccacccaccc
agacccgcag
atttgggccc
tactgtaagc
gtgcagacta
ggctgcgaac
cagaaccagc
aagcggagag
ggcctgtaca
aaaggggaac

accaaggaca

Tla secuencia

ccgctggcetc
actcttagcc
tcaaaatacc
cacaccagcc
gactacaccc
caagggaaca
ggtggcagcg
ggaccgggtc
tctcteccecg
attggagtga
accatctcaa
gccgacaccg
gattactggg
ccacccaccc

agacccgcag

173

gacagggtac tctggtcacc 780
cggctcctac catcgcctcc 840
ctggtggggc cgtgcatacc 900
ctctggctgg tacttgcggg 960
gcggtcggaa gaagctgctg 1020
ctcaagagga ggacggctgt 1080
tgcgcgtgaa attcagccgce 1140
tctacaacga actcaatctt 1200
gacgggaccc agaaatgggc 1260
acgagctcca aaaggataag 1320
gcagaagagg caaaggccac 1380
cctatgacgc tcttcacatg 1440

1458

artificial: Polinucleédtido

ttctgctcca cgccgectcgg 60
tttcacccgg tgagcgcgca 120
ttaattggta tcaacagaag 180
ggctccattc tggaatccct 240
tcactatcag ctcactgcag 300
ccctgcccta cacctttgga 360
gaggaggtgg gtccggcggt 420
ttgtgaagcc atcagaaact 480
attacggggt gtcttggatc 540
tttggggctc tgagactact 600
aggacaactc taagaatcag 660
ccgtgtacta ttgcgctaag 720
gacagggtac tctggtcacc 780
cggctcctac catcgcctcc 840
ctggtggggc cgtgcatacc 900
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cggggtcttg
gtcctgctgce
tacatcttta
tcatgccggt
agcgcagatg
ggtcggagag
gggaagccgc
atggcagaag
gacggactgt
caggccctgc
<210> 87

<211> 1458
<212> ADN

<213>
<220>
<221>
<223>
sintético"

<400> 87
atggctctgc

ccacaagtcc
ctcacttgca
cctcccggaa
tcatcttccc
ctcaagctct
tactatggag
tctggtggag
acccagagcc
gcatcacaag
aggcttctta
tctggaagcg
gtctacttct
gagatcaaaa
cagccgcttt
cggggtcttg
gtcctgctgce
tacatcttta

acttcgcctg
tttcactcgt
agcaaccctt
tcccagagga
ctccageccta
aggagtacga
gcagaaagaa
cctatagcga
accagggact

cgcctcgg

fuente L
/nota="Descripcion de

ccgtgaccgc
agcttcaaga
ccgtgagcgg
agggactgga
tgaagtcacg
catcagtcac
ggtcctacgc
gaggtagcgg
ctgcaaccct
atatctcaaa
tctaccacac
ggaccgacta
gccagcaggg
ccactactcc
ccctgegtec
acttcgcctg
tttcactcgt

agcaaccctt

ES 2734549 T3

cgatatctac
gatcactctt
catgaggcct
ggaggaaggc
caagcagggg
cgtgctggac
tccccaagag
gattggtatg

cagcaccgcc

Secuencia artificial

actcctcctg
atcagggcct
agtgtccctc
gtggatcgga
ggtcaccatt
cgccgcetgac
catggactac
aggaggcggg
gtccctttct
atacctcaat
ctctcgectg
cactctgacc
taacaccctg
cgctccaagg
ggaggcatgt
cgatatctac
gatcactctt
catgaggcct

atttgggccc
tactgtaagc
gtgcagacta
ggctgcgaac
cagaaccagc
aagcggagag
ggcctgtaca
aaaggggaac

accaaggaca

Tla secuencia

ccactggctc
ggtctggtga
ccagactacg
gtgatttggg
tcaaaggata
accgccgtgt
tggggccagg
agcggtggag
cccggggaac
tggtatcaac
catagcggga
atctcatctc
ccgtacacct
ccacccaccc
agacccgcag
atttgggccc
tactgtaagc
gtgcagacta

174

ctctggctgg tacttgcggg 960
gcggtcggaa gaagctgctg 1020
ctcaagagga ggacggctgt 1080
tgcgcgtgaa attcagccgce 1140
tctacaacga actcaatctt 1200
gacgggaccc agaaatgggc 1260
acgagctcca aaaggataag 1320
gcagaagagg caaaggccac 1380
cctatgacgc tcttcacatg 1440

1458

artificial: Polinucleédtido

tgctgcttca cgccgctcgce 60
agccatctga gactctgtcc 120
gagtgagctg gattagacag 180
gtagcgaaac cacttactat 240
actcaaagaa tcaagtgagc 300
attactgtgc caagcattac 360
gaactctggt cactgtgtca 420
gtggctccga aatcgtgatg 480
gggctaccct ttcttgtcgg 540
agaagccggg acaggcccct 600
ttcccgcacg ctttagcggg 660
tccagcccga ggacttecgec 720
tcggccaggg caccaagctt 780
ctgccccgac catcgectct 840
ctggtggggc cgtgcatacc 900
ctctggctgg tacttgcggg 960
gcggtcggaa gaagctgctg 1020
ctcaagagga ggacggctgt 1080
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tcatgccggt
agcgcagatg
ggtcggagag
gggaagccgc
atggcagaag
gacggactgt
caggccctgc
<210> 88

<211> 1458
<212> ADN

<213>
<220>
<221>
<223>
sintético”

<400> 88
atggctctgc

ccacaagtcc
ctcacttgca
cctcccggaa
caatcttccc
ctcaagctct
tactatggag
tctggtggag
acccagagcc
gcatcacaag
aggcttctta
tctggaagcg
gtctacttct
gagatcaaaa
cagccgcttt
cggggtcttg
gtcctgctgce
tacatcttta
tcatgccggt
agcgcagatg
ggtcggagag

tcccagagga
ctccagccta
aggagtacga
gcagaaagaa
cctatagcga
accagggact

cgcctcgg

fuente L
/nota="Descripcion de

ccgtgaccgce
agcttcaaga
ccgtgagegg
agggactgga
tgaagtcacg
catcagtcac
ggtcctacgc
gaggtagcgg
ctgcaaccct
atatctcaaa
tctaccacac
ggaccgacta
gccagcaggg
ccactactcc
ccctgegtec
acttcgcctg
tttcactcgt
agcaaccctt
tcccagagga
ctccagccta

aggagtacga

ES 2734549 T3

ggaggaaggc
caagcagggg
cgtgctggac
tccccaagag
gattggtatg

cagcaccgcc

Secuencia artificial

actcctcctg
atcagggcct
agtgtccctc
gtggatcgga
ggtcaccatt
cgccgcetgac
catggactac
aggaggcggg
gtccctttct
atacctcaat
ctctcgectg
cactctgacc
taacaccctg
cgctccaagg
ggaggcatgt
cgatatctac
gatcactctt
catgaggcct
ggaggaaggc
Caagcagggg
cgtgctggac

ggctgcgaac
cagaaccagc
aagcggagag
ggcctgtaca
aaaggggaac

accaaggaca

la secuencia

ccactggctc
ggtctggtga
ccagactacg
gtgatttggg
tcaaaggata
accgccgtgt
tggggccagg
agcggtggag
cccggggaac
tggtatcaac
catagcggga
atctcatctc
ccgtacacct
ccacccaccc
agacccgcag
atttgggccc
tactgtaagc
gtgcagacta
ggctgcgaac
cagaaccagc

aagcggagag

175

tgcgcgtgaa attcagccgce 1140
tctacaacga actcaatctt 1200
gacgggaccc agaaatgggc 1260
acgagctcca aaaggataag 1320
gcagaagagg caaaggccac 1380
cctatgacgc tcttcacatg 1440

1458

artificial: Polinucleédtido

tgctgcttca cgccgctcgce 60
agccatctga gactctgtcc 120
gagtgagctg gattagacag 180
gtagcgaaac cacttactat 240
actcaaagaa tcaagtgagc 300
attactgtgc caagcattac 360
gaactctggt cactgtgtca 420
gtggctccga aatcgtgatg 480
gggctaccct ttcttgtcgg 540
agaagccggg acaggcccct 600
ttcccgcacg ctttagcggg 660
tccagcccga ggacttecgec 720
tcggccaggg caccaagctt 780
ctgccccgac catcgectct 840
ctggtggggc cgtgcatacc 900
ctctggctgg tacttgcggg 960
gcggtcggaa gaagctgctg 1020
ctcaagagga ggacggctgt 1080
tgcgcgtgaa attcagccgc 1140
tctacaacga actcaatctt 1200
gacgggaccc agaaatgggc 1260
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gggaagccgc gcagaaagaa tccccaagag ggcctgtaca acgagctcca aaaggataag

atggcagaag cctatagcga gattggtatg aaaggggaac gcagaagagg caaaggccac

gacggactgt accagggact cagcaccgcc accaaggaca cctatgacgc tcttcacatg

caggccctgc

<210> 89

<211> 1473
<212> ADN
<213>
<220>
<221>
<223>
sintético”

<400> 89
atggccctcc

cccgaaattg
accctgtctt
cccggacagg
gccaggttca
ccagaggact
cagggcacca
ggaggaagcg
aagccatcag
ggggtgtctt
ggctctgaga
aactctaaga
tactattgcg
ggtactctgg
cctaccatcg
ggggccgtgc
gctggtactt
cggaagaagc
gaggaggacg
gtgaaattca
aacgaactca
gacccagaaa
ctccaaaagg

agaggcaaag

cgcctcgg

fuente L
/nota="Descripcion de

ctgtcaccgc
tgatgaccca
gcagagcctc
ctcctecgect
gcggtagecgg
tcgctgtcta
agctcgagat
gcggaggcgg
aaactctttc
ggatcagaca
ctacttacta
atcaggtgtc
ctaagcatta
tcaccgtgtc
cctcccagec
atacccgggg
gcggggtcct
tgctgtacat
gctgttcatg
gccgcagegce
atcttggtcg
tgggcgggaa
ataagatggc

gccacgacgg

Secuencia artificial

cctgctgett
gtcacccgcec
ccaagacatc
tctgatctac
atctgggacc
tttctgtcag
taaaggtgga
gagccaggtc
actgacttgt
gccaccggag
ctcttcatcc
actgaaactg
ctattatggc
cagcaccact
tctgtccctg
tcttgacttc
gctgctttca
ctttaagcaa
ccggttccca
agatgctcca
gagagaggag
gccgcgcaga
agaagcctat

actgtaccag

la secuencia

ccgctggcetc
actcttagcc
tcaaaatacc
cacaccagcc
gactacaccc
caagggaaca
ggtggcagcg
caactccaag
actgtgagcg
aagggtctgg
ctcaagtcac
tcatctgtga
gggagctacg
accccagcac
cgtccggagg
gcctgcgata
ctcgtgatca
cccttcatga
gaggaggagg
gcctacaagc
tacgacgtgc
aagaatcccc
agcgagattg

ggactcagca

176

1320

1380

1440

1458

artificial: Polinucleédtido

ttctgctcca cgccgectcgg 60
tttcacccgg tgagcgcgca 120
ttaattggta tcaacagaag 180
ggctccattc tggaatccct 240
tcactatcag ctcactgcag 300
ccctgcccta cacctttgga 360
gaggaggtgg gtccggcggt 420
aaagcggacc gggtcttgtg 480
gagtgtctct ccccgattac 540
aatggattgg agtgatttgg 600
gcgtcaccat ctcaaaggac 660
ccgcagccga caccgecgtg 720
caatggatta ctggggacag 780
cgaggccacc caccccggct 840
catgtagacc cgcagctggt 900
tctacatttg ggcccctctg 960
ctctttactg taagcgcggt 1020
ggcctgtgca gactactcaa 1080
aaggcggctg cgaactgcgc 1140
aggggcagaa ccagctctac 1200
tggacaagcg gagaggacgd 1260
aagagggcct gtacaacgag 1320
gtatgaaagg ggaacgcaga 1380
ccgccaccaa ggacacctat 1440
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gacgctcttc acatgcaggc cctgccgect

<210> 90

<211> 1473
<212> ADN
<213>
<220>
<221>
<223>
sintético”

<400> 90
atggccctcc

cccgaaattg
accctgtctt
cccggacagg
gccaggttca
ccagaggact
cagggcacca
ggaggaagcg
aagccatcag
ggggtgtctt
ggctctgaga
aactctaaga
tactattgcg
ggtactctgg
cctaccatcg
ggggccgtgc
gctggtactt
cggaagaagc
gaggaggacg
gtgaaattca
aacgaactca
gacccagaaa
ctccaaaagg
agaggcaaag
gacgctcttc

<210> 91
<211> 1473

fuente L
/nota="Descripcién de

ctgtcaccgc
tgatgaccca
gcagagcctc
ctcctecgect
gcggtagcgg
tcgctgtcta
agctcgagat
gaggcggagg
aaactctttc
ggatcagaca
ctacttacta
atcaggtgtc
ctaagcatta
tcaccgtgtc
cctcccagec
atacccgggg
gcggggtcct
tgctgtacat
gctgttcatg
gccgcagegce
atcttggtcg
tgggcgggaa
ataagatggc
gccacgacgg

acatgcaggc

Secuencia artificial

cctgctgett
gtcacccgcec
ccaagacatc
tctgatctac
atctgggacc
tttctgtcag
taaaggtgga
gagccaggtc
actgacttgt
gccaccgggg
ccaatcatcc
actgaaactg
ctattatggc
cagcaccact
tctgtccctg
tcttgacttc
gctgctttca
ctttaagcaa
ccggttccca
agatgctcca
gagagaggag
gccgcgcaga
agaagcctat
actgtaccag

cctgccgect

cgg

la secuencia

ccgctggcetc
actcttagcc
tcaaaatacc
cacaccagcc
gactacaccc
caagggaaca
ggtggcagcg
caactccaag
actgtgagcg
aagggtctgg
ctcaagtcac
tcatctgtga
gggagctacg
accccagcac
cgtccggagg
gcctgcgata
ctcgtgatca
cccttcatga
gaggaggagg
gcctacaagc
tacgacgtgc
aagaatcccc
agcgagattg
ggactcagca

cgg

177

1473
artificial: Polinucleédtido

ttctgctcca cgccgectcgg 60
tttcacccgg tgagcgcgca 120
ttaattggta tcaacagaag 180
ggctccattc tggaatccct 240
tcactatcag ctcactgcag 300
ccctgcccta cacctttgga 360
gaggaggtgg gtccggcggt 420
aaagcggacc gggtcttgtg 480
gagtgtctct ccccgattac 540
aatggattgg agtgatttgg 600
gcgtcaccat ctcaaaggac 660
ccgcagccga caccgecgtg 720
caatggatta ctggggacag 780
cgaggccacc caccccggct 840
catgtagacc cgcagctggt 900
tctacatttg ggcccctctg 960
ctctttactg taagcgcggt 1020
ggcctgtgca gactactcaa 1080
aaggcggctg cgaactgcgc 1140
aggggcagaa ccagctctac 1200
tggacaagcg gagaggacgd 1260
aagagggcct gtacaacgag 1320
gtatgaaagg ggaacgcaga 1380
ccgccaccaa ggacacctat 1440

1473
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<212>
<213>

<220>
<221>
<223>
sintético”

<400> 91
atggctctgc

ADN

ccacaagtcc
ctcacttgca
cctcccggaa
tcatcttccc
ctcaagctct
tactatggag
tctggtggag
agcgaaatcg
accctttctt
ccgggacagg
gcacgcttta
cccgaggact
cagggcacca
ccgaccatcg
ggggccgtgc
gctggtactt
cggaagaagc
gaggaggacg
gtgaaattca
aacgaactca
gacccagaaa
ctccaaaagg
agaggcaaad
gacgctcttc
<210> 92
<211> 1473
<212> ADN
<213>

<220>
<221>

fuente L
/nota="Descripcioén de

ccgtgaccgce
agcttcaaga
ccgtgagcgg
agggactgga
tgaagtcacg
catcagtcac
ggtcctacgc
gaggtagcgg
tgatgaccca
gtcgggcatc
cccctaggct
gcgggtctgg
tcgccgtcta
agcttgagat
cctctcagec
atacccgggg
gcggggtcct
tgctgtacat
gctgttcatg
gccgcagegce
atcttggtcg
tgggcgggaa
ataagatggc
gccacgacgg

acatgcaggc

fuente

ES 2734549 T3

Secuencia artificial

actcctcctg
atcagggcct
agtgtccctc
gtggatcgga
ggtcaccatt
cgccgcetgac
catggactac
aggaggcggg
gagccctgca
acaagatatc
tcttatctac
aagcgggacc
cttctgccag
caaaaccact
gctttccctg
tcttgacttc
gctgctttca
ctttaagcaa
ccggttccca
agatgctcca
gagagaggag
gccgcgcaga
agaagcctat
actgtaccag

cctgccgect

Secuencia artificial

la secuencia

ccactggctc
ggtctggtga
ccagactacg
gtgatttggg
tcaaaggata
accgccgtgt
tggggccagg
agcggtggag
accctgtccc
tcaaaatacc
cacacctctc
gactacactc
cagggtaaca
actcccgctc
cgtccggagg
gcctgcgata
ctcgtgatca
cccttcatga
gaggaggagg
gcctacaagc
tacgacgtgc
aagaatcccc
agcgagattg
ggactcagca

cgg

178

artificial: Polinucleédtido

tgctgcttca cgccgctcgce 60
agccatctga gactctgtcc 120
gagtgagctg gattagacag 180
gtagcgaaac cacttactat 240
actcaaagaa tcaagtgagc 300
attactgtgc caagcattac 360
gaactctggt cactgtgtca 420
gtggctccgg aggtggcgga 480
tttctcccgg ggaacgggct 540
tcaattggta tcaacagaag 600
gcctgcatag cgggattccc 660
tgaccatctc atctctccag 720
ccctgcecgta caccttcggc 780
caaggccacc cacccctgcc 840
catgtagacc cgcagctggt 900
tctacatttg ggcccctctg 960
ctctttactg taagcgcggt 1020
ggcctgtgca gactactcaa 1080
aaggcggctg cgaactgcgc 1140
aggggcagaa ccagctctac 1200
tggacaagcg gagaggacgd 1260
aagagggcct gtacaacgag 1320
gtatgaaagg ggaacgcaga 1380
ccgccaccaa ggacacctat 1440

1473
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<223>
sintético”

<400> 92
atggctctgc

ccacaagtcc
ctcacttgca
cctcccggaa
caatcttccc
ctcaagctct
tactatggag
tctggtggag
tcagaaatcg
accctttctt
ccgggacagg
gcacgcttta
cccgaggact
cagggcacca
ccgaccatcg
ggggccgtgc
gctggtactt
cggaagaagc
gaggaggacg
gtgaaattca
aacgaactca
gacccagaaa
ctccaaaagg
agaggcaaad
gacgctcttc
<210> 93

<211> 1473
<212> ADN

<213>
<220>
<221>
<223> i
sintético

<400> 93

ccgtgaccgc
agcttcaaga
ccgtgagcgg
agggactgga
tgaagtcacg
catcagtcac
ggtcctacgc
gaggtagcgg
tgatgaccca
gtcgggcatc
cccctaggcet
gcgggtctgg
tcgccgtcta
agcttgagat
cctctcagcec
atacccgggg
gcggggtcct
tgctgtacat
gctgttcatg
gccgcagege
atcttggtcg
tgggcgggaa
ataagatggc
gccacgacgg

acatgcaggc

fuente L
/nota="Descripcion de

ES 2734549 T3

/nota="Descripcion de

actcctcctg
atcagggcct
agtgtccctc
gtggatcgga
ggtcaccatt
cgccgcetgac
catggactac
aggaggcggg
gagccctgca
acaagatatc
tcttatctac
aagcgggacc
cttctgccag
caaaaccact
gctttccctg
tcttgacttc
gctgctttca
ctttaagcaa
ccggttccca
agatgctcca
gagagaggag
gccgcgcaga
agaagcctat
actgtaccag

cctgccgect

Secuencia artificial

atggccctcc ctgtcaccgc cctgctgctt

la secuencia

ccactggctc
ggtctggtga
ccagactacg
gtgatttggg
tcaaaggata
accgccgtgt
tggggccagg
agcggtggag
accctgtccc
tcaaaatacc
cacacctctc
gactacactc
cagggtaaca
actcccgctc
cgtccggagg
gcctgcgata
ctcgtgatca
cccttcatga
gaggaggagdg
gcctacaagc
tacgacgtgc
aagaatcccc
agcgagattg
ggactcagca

cgg

la secuencia

tgctgcttca
agccatctga
gagtgagctg
gtagcgaaac
actcaaagaa
attactgtgc
gaactctggt
gtggctccgg
tttctccecgg
tcaattggta
gcctgcatag
tgaccatctc
ccctgecgta
caaggccacc
catgtagacc
tctacatttg
ctctttactg
ggcctgtgca
aaggcggctg
aggggcagaa
tggacaagcg
aagagggcct
gtatgaaagg

ccgccaccaa

artificial:

artificial:

Polinucleédtido
cgccgcetegc 60
gactctgtcc 120
gattagacag 180
cacttactat 240
tcaagtgagc 300
caagcattac 360
cactgtgtca 420
aggcggtggag 480
ggaacgggct 540
tcaacagaag 600
cgggattccc 660
atctctccag 720
caccttcggc 780
cacccctgcc 840
cgcagctggt 900
ggcccctctg 960
taagcgcggt 1020
gactactcaa 1080
cgaactgcgc 1140
ccagctctac 1200
gagaggacgg 1260
gtacaacgag 1320
ggaacgcaga 1380
ggacacctat 1440

1473

Polinucleétido

ccgctggctc ttctgctcca cgccgctcgg

179

60
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cccgaaattg
accctgtctt
cccggacagg
gccaggttca
ccagaggact
cagggcacca
ggaggaagcg
aagccatcag
ggggtgtctt
ggctctgaga
aactctaaga
tactattgcg
ggtactctgg
cctaccatcg
ggggccgtgc
gctggtactt
cggaagaagc
gaggaggacg
gtgaaattca
aacgaactca
gacccagaaa
ctccaaaagg
agaggcaaag
gacgctcttc
<210> 94

<211> 1473
<212> ADN

<213>
<220>
<221>
<223> /n
sintético

<400> 94

tgatgaccca
gcagagcctc
ctcctecgect
gcggtagcgg
tcgctgtcta
agctcgagat
gaggcggtgg
aaactctttc
ggatcagaca
ctacttacta
atcaggtgtc
ctaagcatta
tcaccgtgtc
cctcccagec
atacccgggg
gcggggtect
tgctgtacat
gctgttcatg
gccgcagegce
atcttggtcg
tgggcgggaa
ataagatggc
gccacgacgg

acatgcaggc

fuente L
/nota="Descripcion de

ES 2734549 T3

gtcacccgcec
ccaagacatc
tctgatctac
atctgggacc
tttctgtcag
taaaggtgga
gagccaggtc
actgacttgt
gccaccgggg
caactcatcc
actgaaactg
ctattatggc
cagcaccact
tctgtccctg
tcttgacttc
gctgctttca
ctttaagcaa
ccggttccca
agatgctcca
gagagaggag
gccgcgcaga
agaagcctat
actgtaccag

cctgccgect

Secuencia artificial

atggccctcc ctgtcaccgc cctgctgcett

cccgaaattg tgatgaccca gtcacccgcc

accctgtctt gcagagcctc ccaagacatc

cccggacagg ctcctcgect tctgatctac

actcttagcc
tcaaaatacc
cacaccagcc
gactacaccc
caagggaaca
ggtggcageg
caactccaag
actgtgagcg
aagggtctgg
ctcaagtcac
tcatctgtga
gggagctacg
accccagcac
cgtccggagg
gcctgcgata
ctcgtgatca
cccttcatga
gaggaggagg
gcctacaagc
tacgacgtgc
aagaatcccc
agcgagattg
ggactcagca

cgg

la secuencia

tttcacccgg
ttaattggta
ggctccattc
tcactatcag
ccctgecccta
gaggaggtgg
aaagcggacc
gagtgtctct
aatggattgg
gcgtcaccat
ccgcagccga
caatggatta
cgaggccacc
catgtagacc
tctacatttg
ctctttactg
ggcctgtgca
aaggcggctg
aggggcagaa
tggacaagcg
aagagggcct
gtatgaaagg

ccgccaccCaa

artificial:

ccgctggctc ttctgctcca cgccgctcgg

actcttagcc tttcacccgg tgagcgcgca

tcaaaatacc ttaattggta tcaacagaag

tgagcgcgca 120
tcaacagaag 180
tggaatccct 240
ctcactgcag 300
cacctttgga 360
gtccggceggt 420
gggtcttgtg 480
ccccgattac 540
agtgatttgg 600
ctcaaaggac 660
caccgccgtg 720
ctggggacag 780
caccccggct 840
cgcagctggt 900
ggcccctctg 960
taagcgcggt 1020
gactactcaa 1080
cgaactgcgc 1140
ccagctctac 1200
gagaggacgg 1260
gtacaacgag 1320
ggaacgcaga 1380
ggacacctat 1440
1473
Polinucleédtido

60

120

180

240

cacaccagcc ggctccattc tggaatccct

180
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gccaggttca
ccagaggact
cagggcacca
ggaggaagcg
aagccatcag
ggggtgtctt
ggctctgaga
aactctaaga
tactattgcg
ggtactctgg
cctaccatcg
ggggccgtgc
gctggtactt
cggaagaagc
gaggaggacg
gtgaaattca
aacgaactca
gacccagaaa
ctccaaaagg
agaggcaaag
gacgctcttc
<210> 95
<211> 1473
<212> ADN
<213>
<220>
<221>
<223> /n
sintético

<400> 95
atggctctgc

ccacaagtcc
ctcacttgca
cctcccggaa
aactcttccc
ctcaagctct

tactatggag

gcggtagcgg
tcgctgtcta
agctcgagat
gaggcggtgg
aaactctttc
ggatcagaca
ctacttacta
atcaggtgtc
ctaagcatta
tcaccgtgtc
cctcccagec
atacccgggg
gcggggtcct
tgctgtacat
gctgttcatg
gccgcagegce
atcttggtcg
tgggcgggaa
ataagatggc
gccacgacgg

acatgcaggc

fuente L
/nota="Descripcioén de

ccgtgaccgce
agcttcaaga
ccgtgagegg
agggactgga
tgaagtcacg
catcagtcac

ggtcctacgc

ES 2734549 T3

atctgggacc
tttctgtcag
taaaggtgga
gagccaggtc
actgacttgt
gccaccgggg
caactcatcc
actgaaactg
ctattatggc
cagcaccact
tctgtccctg
tcttgacttc
gctgctttca
ctttaagcaa
ccggttccca
agatgctcca
gagagaggag
gccgcgcaga
agaagcctat
actgtaccag

cctgccgect

Secuencia artificial

actcctcctg
atcagggcct
agtgtccctc
gtggatcgga
ggtcaccatt
cgccgctgac

catggactac

gactacaccc
caagggaaca
ggtggcageg
caactccaag
actgtgagcg
aagggtctgg
ctcaagtcac
tcatctgtga
gggagctacg
accccagcac
cgtccggagg
gcctgcgata
ctcgtgatca
cccttcatga
gaggaggagg
gcctacaagc
tacgacgtgc
aagaatcccc
agcgagattg
ggactcagca

cgg

la secuencia

ccactggctc
ggtctggtga
ccagactacg
gtgatttggg
tcaaaggata
accgccgtgt

tggggccagg

181

tcactatcag ctcactgcag 300
ccctgcccta cacctttgga 360
gaggaggtgg gtccggcggt 420
aaagcggacc gggtcttgtg 480
gagtgtctct ccccgattac 540
aatggattgg agtgatttgg 600
gcgtcaccat ctcaaaggac 660
ccgcagccga caccgecgtg 720
caatggatta ctggggacag 780
cgaggccacc caccccggct 840
catgtagacc cgcagctggt 900
tctacatttg ggcccctctg 960
ctctttactg taagcgcggt 1020
ggcctgtgca gactactcaa 1080
aaggcggctg cgaactgcgc 1140
aggggcagaa ccagctctac 1200
tggacaagcg gagaggacdg 1260
aagagggcct gtacaacgag 1320
gtatgaaagg ggaacgcaga 1380
ccgccaccaa ggacacctat 1440

1473

artificial: Polinucleédtido

tgctgcttca cgccgctcgce 60
agccatctga gactctgtcc 120
gagtgagctg gattagacag 180
gtagcgaaac cacttactat 240
actcaaagaa tcaagtgagc 300
attactgtgc caagcattac 360
gaactctggt cactgtgtca 420
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tctggtggag
agcgaaatcg
accctttctt
ccgggacagg
gcacgcttta
cccgaggact
cagggcacca
ccgaccatcg
ggggccgtgc
gctggtactt
cggaagaagc
gaggaggacg
gtgaaattca
aacgaactca
gacccagaaa
ctccaaaagg
agaggcaaag
gacgctcttc
<210> 96

<211> 1458
<212> ADN

<213>
<220>
<221>
<223> /n
sintético

<400> 96
atggccctcc

cccgaaattg
accctgtctt
cccggacagg
gccaggttca
ccagaggact
cagggcacca
ggaggaagcc
ctttcactga

agacagccac

gaggtagcgg
tgatgaccca
gtcgggcatc
cccctaggcet
gcgggtctgg
tcgccgtcta
agcttgagat
cctctcagcec
atacccgggg
gcggggtcct
tgctgtacat
gctgttcatg
gccgcagcege
atcttggtcg
tgggcgggaa
ataagatggc
gccacgacgg

acatgcaggc

fuente L
/nota="Descripcion de

ctgtcaccgc
tgatgaccca
gcagagcctc
ctcctecgect
gcggtagegg
tcgctgtcta
agctcgagat
aggtccaact

cttgtactgt

c€ggggaaggg

ES 2734549 T3

aggaggcggg
gagccctgca
acaagatatc
tcttatctac
aagcgggacc
cttctgccag
caaaaccact
gctttccctg
tcttgacttc
gctgctttca
ctttaagcaa
ccggttccca
agatgctcca
gagagaggag
gccgcgcaga
agaagcctat
actgtaccag

cctgccgect

Secuencia artificial

cctgctgett
gtcacccgcec
ccaagacatc
tctgatctac
atctgggacc
tttctgtcag
taaaggtgga
ccaagaaagc
gagcggagtg
tctggaatgg

agcggtggag
accctgtccc
tcaaaatacc
cacacctctc
gactacactc
cagggtaaca
actcccgctc
cgtccggagg
gcctgcgata
ctcgtgatca
cccttcatga
gaggaggagdg
gcctacaagc
tacgacgtgc
aagaatcccc
agcgagattg
ggactcagca

cgg

Tla secuencia

ccgctggcetc
actcttagcc
tcaaaatacc
cacaccagcc
gactacaccc
caagggaaca
ggtggcagcg
ggaccgggtc
tctctececg

attggagtga

182

gtggctccgg aggtggcgga 480
tttctcccgg ggaacgggct 540
tcaattggta tcaacagaag 600
gcctgcatag cgggattccc 660
tgaccatctc atctctccag 720
ccctgccgta cacctteggce 780
caaggccacc cacccctgcec 840
catgtagacc cgcagctggt 900
tctacatttg ggcccctctg 960
ctctttactg taagcgcggt 1020
ggcctgtgca gactactcaa 1080
aaggcggctg cgaactgcgc 1140
aggggcagaa ccagctctac 1200
tggacaagcg gagaggacdg 1260
aagagggcct gtacaacgag 1320
gtatgaaagg ggaacgcaga 1380
ccgccaccaa ggacacctat 1440

1473

artificial: Polinucleédtido

ttctgctcca cgccgectcgg 60
tttcacccgg tgagcgcgca 120
ttaattggta tcaacagaag 180
ggctccattc tggaatccct 240
tcactatcag ctcactgcag 300
ccctgcccta cacctttgga 360
gaggaggtgg gtccggcggt 420
ttgtgaagcc atcagaaact 480
attacggggt gtcttggatc 540
tttggggctc tgagactact 600
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tactacaact
gtgtcactga
cattactatt
gtgtccagca
cagcctctgt
cggggtcttg
gtcctgctgce
tacatcttta
tcatgccggt
agcgcagatg
ggtcggagag
gggaagccgc
atggcagaag
gacggactgt
caggccctgc
<210> 97

<211> 813

<212> ADN

<213>
<220>
<221>
<223>
sintético”

<400> 97
atggccctgce

ccggacatcc
accatttctt
ccggacggaa
tcacgcttct
caggaagata
ggagggacca
ggtggttctg
ctgagcgtga
agacaacctc
tactacaatt
gtctttctta

cactactact

catccctcaa
aactgtcatc
atggcgggag
ccactacccc
ccctgcgtcc
acttcgcctg
tttcactcgt
agcaaccctt
tcccagagga
ctccagccta
aggagtacga
gcagaaagaa
cctatagcga
accagggact

cgcctcgg

fuente L
/nota="Descripcién de

ccgtcaccgc
agatgaccca
gtcgcgcecag
ccgtgaagcet
ctggaagcgg
ttgccaccta
agctcgaaat
aggtgaagct
cttgcaccgt
cacggaaagg
cagccctcaa
agatgaactc

acggaggatc

ES 2734549 T3

gtcacgcgtc
tgtgaccgca
ctacgcaatg
agcaccgagg
ggaggcatgt
cgatatctac
gatcactctt
catgaggcct
ggaggaaggc
Ccaagcagggg
cgtgctggac
tccccaagag
gattggtatg

cagcaccgcc

Secuencia artificial

tctgctgctg
aaccacctca
ccaggacatc
cctgatctac
atcaggaacc
tttctgccag
caccggtgga
gcaagaatca
gtccggagtc
actggaatgg
aagcaggctg
actccagact

ctacgctatg

accatctcaa
gccgacaccg
gattactggg
ccacccaccc
agacccgcag
atttgggccc
tactgtaagc
gtgcagacta
ggctgcgaac
cagaaccagc
aagcggagag
ggcctgtaca
aaaggggaac

accaaggaca

Tla secuencia

ccccttgetce
tccctetetg
agcaagtatc
catacctctc
gattattctc
cagggtaata
ggaggcagcg
ggccctggac
tccctgeccyg
ctcggtgtca
actattatca
gacgacaccg

gattactggg

183

aggacaactc taagaatcag 660
ccgtgtacta ttgcgctaag 720
gacagggtac tctggtcacc 780
cggctcctac catcgcctcc 840
ctggtggggc cgtgcatacc 900
ctctggctgg tacttgcggg 960
gcggtcggaa gaagctgctg 1020
ctcaagagga ggacggctgt 1080
tgcgcgtgaa attcagccgce 1140
tctacaacga actcaatctt 1200
gacgggaccc agaaatgggc 1260
acgagctcca aaaggataag 1320
gcagaagagg caaaggccac 1380
cctatgacgc tcttcacatg 1440

1458

artificial: Polinucleédtido

tgcttcttca tgcagcaagg 60
cctctcttgg agacagggtg 120
tgaactggta tcagcagaag 180
gcctgcatag cggcgtgceccc 240
tcactatttc aaatcttgag 300
ccctgcccta caccttcgga 360
gcggtggagg gtctggtgga 420
ttgtggcccc ttcacagtcc 480
actacggagt gtcatggatc 540
tctggggtag cgaaactact 600
aggacaacag caagtcccaa 660
caatctacta ttgtgctaag 720
gacaaggtac ttccgtcact 780
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gtctcttcac accatcatca ccatcaccat cac

<210> 98
<211> 27

<212>
<213>

<220>

<221> fuente

1

PRT - - - -
Secuencia artificial

<223> /nota="Descripcién de

<400> 98
Met Ala Leu Pro val Thr Ala

1

His

Ser

Asp

val

65

Ser

ser

Asnh

Gly

val

145

Leu

val

val

Arg

Ala

Ala

Ile

50

Lys

Arg

Asn

Thr

Gly

Lys

Ser

Ser

Ile

Leu
210

Ala

Ser

35

ser

Leu

Phe

Leu

Leu

115

Gly

Leu

val

Trp

Trp

Thr

Arg

20

Leu

Lys

Leu

Ser

Glu

100

Pro

Gly

Gln

Thr

Ile

180

Gly

Ile

5

Pro

Gly

Tyr

Ile

Gly

85

Gln

Tyr

Ser

Glu

Cys

Arg

ser

Ile

Asp

Asp

Leu

Tyr

70

Ser

Glu

Thr

Gly

Ser

150

Thr

Gln

Glu

Lys

Ile

Arg

Asnh

55

His

Gly

Asp

Phe

Gly

val

Pro

Thr

Asp
215

ES 2734549 T3

Ta secuencia artificial:

Leu Leu Leu Pro Leu

Gln

val

40

Trp

Thr

Ser

Ile

Pro

Ser

Pro

Thr

200

Asn

Met

25

Thr

Tyr

ser

Gly

Ala

105

Gly

Gly

Gly

Gly

Arg

Tyr

Ser

10

Thr

Ile

Gln

Arg

Thr

90

Thr

Gly

Ser

Leu

val

170

Lys

TYr

Lys

Gln

Ser

Gln

Leu

75

Asp

Tyr

Thr

Gly

val

155

ser

Gly

Asnh

Ser

184

Thr

Cys

Tyr

Phe

Lys

Gly

Ala

Leu

Leu

Ser

Gln
220

Ala

Thr

Arg

45

Pro

ser

Ser

Cys

Leu

125

Gly

Pro

Pro

Glu

Ala

205

val

Polipéptido sintético”

Leu

Ser

30

Ala

Asp

Gly

Leu

Gln

110

Glu

Gly

Ser

Asp

Trp

Leu

Phe

Leu

15

ser

Ser

Gly

val

Thr

95

Gln

Ile

Ser

Gln

Tyr

175

Leu

Lys

Leu

Leu

Leu

Gln

Thr

Pro

80

Ile

Gly

Thr

Glu

Ser

160

Gly

Gly

Ser

Lys
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Met Asnh Ser Leu Gln

225

His Tyr Tyr Tyr Gly
4

245

ES 2734549 T3

Thr Asp Asp Thr Ala Ile Tyr Tyr Cys Ala Lys
230 235

240

Gly Ser Tyr Ala geg Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
5

255

Thr Ser val Thr val Ser Ser His His His His His His His His

<210> 99

<211> 1458
<212> ADN

<213>
<220>
<221>
<223>
sintético”

<400> 99
atggccttac

ccggacatcc
accatcagtt
ccagatggaa
tcaaggttca
caagaagata
ggggggacca

ggcggatctg
ctgtccgtca

cgccagcectc
tactataatt
gttttcttaa
cattattact
gtctcctcaa
cagcccctgt
agggggctgg
gtccttctec
tatatattca
agctgccgat
agcgcagacg
ggacgaagag

ggaaagccga

fuente L
/nota="Descripcion de

cagtgaccgc
agatgacaca
gcagggcaag
ctgttaaact
gtggcagtgg
ttgccactta
agctggagat
aggtgaaact
catgcactgt
cacgaaaggg
cagctctcaa
aaatgaacag
acggtggtag
ccacgacgcc
ccctgegecc
acttcgcctg
tgtcactggt
aacaaccatt
ttccagaaga
ccceccgegta
aggagtacga

gaaggaagaa

Secuencia artificial

cttgctcctg
gactacatcc
tcaggacatt
cctgatctac
gtctggaaca
cttttgccaa
cacaggtggc
gcaggagtca
ctcaggggtc
tctggagtgg
atccagactg
tctgcaaact
ctatgctatg
agcgccgcga
agaggcgtgc
tgatatctac
tatcaccctt
tatgagacca
agaagaagga
caagcagggc
tgttttggac

ccctcaggaa

265

la secuencia

ccgctggect
tccctgtctg
agtaaatatt
catacatcaa
gattattctc
cagggtaata
ggtggctcgg
ggacctggcc
tcattacccg
ctgggagtaa
accatcatca
gatgacacag
gactactggg
ccaccaacac
cggccagegg
atctgggcgce
tactgcaaac
gtacaaacta
ggatgtgaac
cagaaccagc
aagagacgtg

ggcctgtaca

185

270
artificial: Polinucleédtido
tgctgctcca cgccgccagg 60
cctctctggg agacagagtc 120
taaattggta tcagcagaaa 180
gattacactc aggagtccca 240
tcaccattag caacctggag 300
cgcttccgta cacgttcgga 360
gcggtggtgg gtcgggtggc 420
tggtggcgcc ctcacagagc 480
actatggtgt aagctggatt 540
tatggggtag tgaaaccaca 600
aggacaactc caagagccaa 660
ccatttacta ctgtgccaaa 720
gccaaggaac ctcagtcacc 780
cggcgcccac catcgegtcg 840
cggggggcgc agtgcacacg 900
ccttggccgg gacttgtggg 960
ggggcagaaa gaaactcctg 1020
ctcaagagga agatggctgt 1080
tgagagtgaa gttcagcagg 1140
tctataacga gctcaatcta 1200
gccgggaccc tgagatgggg 1260
atgaactgca gaaagataag 1320
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ES 2734549 T3

atggcggagg cctacagtga gattgggatg aaaggcgagc gccggagggg caaggggcac

gatggccttt accagggtct cagtacagcc accaaggaca cctacgacgc ccttcacatg

caggccctgc

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

<220>
<221>
<223>
sintético”

<400> 100
cgtgaggctc

100
1184
ADN

tggggggagg
aaagtgatgt
gtgcagtagt
gtgccgtgtg
gaattacttc
ggtgggagag
cctggcctgg
ctgctttcga
tctggcaaga
gggccgcggg
tgcgagcgceg
tgcctggect
caccagttgc
ggaggacgcg
ttccgtcctc
tcgattagtt
cgatggagtt
tgtaattctc
agacagtggt
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>

<223>
sintético”

101
336
ADN

cccctecgce

fuente L
/nota="Descripcion de

cggtgcccgt
ggtcggcaat
cgtgtactgg
cgccgtgaac
tggttcccge
cacctggctg
ttcgaggect
gcgctggggc
taagtctcta
tagtcttgta
cggcgacggg
gccaccgaga
cgcgecgecg
gtgagcggaa
gcgctcggga
agccgtcgcet
ctcgagcttt
tccccacact
cttggaattt
tcaaagtttt

fuente L
/nota="Descripcion de

Secuencia artificial

cagtgggcag
tgaaccggtg
ctccgecttt
gttctttttc
gggcctggcec
cagtacgtga
tgcgcttaag
cgccgegtge
gccatttaaa
aatgcgggcc
gcccgtgegt
atcggacggg
tgtatcgccc
agatggccgc
gagcgggcgg
tcatgtgact
tggagtacgt
gagtgggtgg
gccctttttg
tttcttccat

Secuencia artificial

la secuencia

agcgcacatc
cctagagaag
ttcccgaggg
gcaacgggtt
tctttacggg
ttcttgatcc
gagccccttc
gaatctggtg
atttttgatg
aagatctgca
cccagcgcac
ggtagtctca
cgccctgggc
ttcccggecc
gtgagtcacc
ccacggagta
cgtctttagg
agactgaagt
agtttggatc
ttcaggtgtc

la secuencia

186

1380

1440

1458

artificial: Polinucleédtido
gcccacagtc cccgagaagt 60
gtggcgcggg gtaaactggg 120
tgggggagaa ccgtatataa 180
tgccgccaga acacaggtaa 240
ttatggccct tgcgtgcectt 300
cgagcttcgg gttggaagtg 360
gcctcgtget tgagttgagg 420
gcaccttcgc gcctgtctcg 480
acctgctgcg acgctttttt 540
cactggtatt tcggtttttg 600
atgttcggcg aggcggggcc 660
agctggccgg cctgctctgg 720
ggcaaggctg gcccggtcgg 780
tgctgcaggg agctcaaaat 840
cacacaaagg aaaagggcct 900
ccgggcgecg tccaggcacc 960
ttggggggag gggttttatg 1020
taggccagct tggcacttga 1080
ttggttcatt ctcaagcctc 1140
gtga 1184
artificial: Polinucleédtido
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<400> 101

agagtgaagt tcagcaggag cgcagacgcc cccgcgtaca agcagggcca gaaccagctc 60
tataacgagc tcaatctagg acgaagagag gagtacgatg ttttggacaa gagacgtggc 120
cgggaccctg agatgggggg aaagccgaga aggaagaacc ctcaggaagg cctgtacaat 180
gaactgcaga aagataagat ggcggaggcc tacagtgaga ttgggatgaa aggcgagcgc 240
cggaggggca aggggcacga tggcctttac cagggtctca gtacagccac caaggacacc 300
tacgacgccc ttcacatgca ggccctgccc cctcgc 336
<210> 102

<211> 230

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de

<400> 102
§1u ser Lys

Leu

Leu

ser

Glu

65

Thr

Asnh

Ser

Gln

val

145

val

Gly

Met

Gln

50

val

Tyr

Gly

Ile

val

130

Ser

Glu

Gly

Ile

35

Glu

His

Arg

Lys

Glu

115

Tyr

Leu

Trp

Tyr

Pro

20

Ser

Asp

Asn

val

Glu

100

Lys

Thr

Thr

Glu

Gly Pro Pro
5

Ser

Arg

Pro

Ala

val

85

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser
165

val

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

150

Asn

Phe

Pro

val

55

Thr

val

Cys

Ser

Pro

135

val

Gly

Ta secuencia artificial:

Cys

Leu

Glu

40

Gln

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

Pro

Phe

25

val

Phe

Pro

Thr

val

105

Ala

Gln

Gly

Pro

Pro
10

Pro
Thr
Asn
Arg
val
90

Ser
Lys
Glu

Phe

Glu
170

187

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

75

Leu

Asnh

Gly

Glu

TYyr

155

Asn

Polipéptido sintético”

Pro Ala Pro

Lys

val

TYr

60

Glu

His

Lys

Gln

Met

140

Pro

Asn

Pro

val

45

val

Gln

Gln

Gly

Pro

125

Thr

ser

Tyr

Lys

30

val

Asp

Phe

Asp

Leu

110

Arg

Lys

Asp

Lys

Glu

15

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

95

Pro

Glu

Asnh

Ile

Thr
175

Phe

Thr

val

val

Ser

80

Leu

Ser

Pro

Gln

Ala

160

Thr
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Pro Pro val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu
180 185 190

Thr val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn val Phe Ser Cys Ser
19 200

205

val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser
220

210

Leu Ser Leu Gly Lys Met
230

225

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

<220>
<221>
<223>
sintético”

<400> 103
gagagcaagt

103
690
ADN

agcgtgttcc
gtgacctgtg
gtggacggcg
acctaccggg
tacaagtgta
gccaagggcc
accaagaacc
gtggagtggg
gacagcgacg
gagggcaacg

aagagcctga

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

<220>
<221>
<223>
sintético”

<400> 104

104
150
ADN

fuente o
/nota="Descripcion de

acggccctcc
tgttcccccc
tggtggtgga
tggaggtgca
tggtgtccgt
aggtgtccaa
agcctcggga
aggtgtccct
agagcaacgg
gcagcttctt
tctttagctg

gcctgtcect

fuente L
/nota="Descripcion de

Secuencia artificial

ctgccccect
caagcccaag
cgtgtcccag
caacgccaag
gctgaccgtg
caagggcctg
gccccaggtg
gacctgcctg
ccagcccgag
cctgtacagc
ctccgtgatg
gggcaagatg

Secuencia artificial

la secuencia

tgccctgecc
gacaccctga
gaggaccccg
accaagcccc
ctgcaccagg
cccagcagca
tacaccctgc
gtgaagggct
aacaactaca
cggctgaccg

cacgaggccc

la secuencia

artificial: Polinucleétido
ccgagttcct gggcggaccc 60
tgatcagccg gacccccgag 120
aggtccagtt caactggtac 180
gggaggagca gttcaatagc 240
actggctgaa cggcaaggaa 300
tcgagaaaac catcagcaag 360
cccctagcca agaggagatg 420
tctaccccag cgacatcgcec 480
agaccacccc ccctgtgcetg 540
tggacaagag ccggtggcag 600
tgcacaacca ctacacccag 660
690

artificial: Polinucleétido

ddddddaddd dddddddddd dddddddddd dddddddddd ddddddddadd adddddaadaa

ddddddaddd dddddddddd dddddddddd dddddddddd ddddddddadd adddddaadaa

188

120
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ddddddaadadd ddddadadaddd dadaddddaaa 150

<210> 105

<211> 40

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de 1a secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<220>

<221> VARIANT
<222> (5)..040)
<223> /sustituir=

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (5)..040)

<223> /nota=" Residuos variantes proporcionados en la secuencia no tienen
preferencia con respecto a 1os de las anotaciones para posiciones variantes"

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..40)

<223> /nota="Esta secuencia puede comprender 1-10 unidades de repeticién "Gly
Gly Gly ser"

<400> 105
§1y Gly Gly ser §1y Gly Gly Ser Gly Eéy Gly ser Gly Gly E}y Ser

Gly Gly Gly ggr Gly Gly Gly Ser g;y Gly Gly Ser Gly ggy Gly Ser

Gly Gly Gly ser Gly Gly Gly Ser
35 40

<210> 106

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente o ) o o L
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético’

<400> 106
g1y Gly Gly Gly ?er Gly Gly Gly Gly igr Gly Gly Gly Gly igr Gly

Gly Gly Gly Ser
20

<210> 107

<211> 15

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>

189
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<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 107

ES 2734549 T3

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
1 5 10 15

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

<220>
<221>

108
4
PRT

<400> 108

fuente
<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético”

§1y Gly Gly ser

<210> 109
<211> 5000
<212> ADN

Secuencia artificial

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223>
sintético”

<220>

<221> > variacion

<222> (51).
<223> /sustituir="

<220>

<221> MISC_
<222> (51).
<223> /nota="Las bases variantes proporcionadas en la secuencia no tienen
preferencia con respecto a 1os de las anotaciones para posiciones variantes"

<400> 109
aaaaaaaaaa

ddddadadaaaa
ddddddaadad
ddddadadaaaa
ddddadadaaaa
ddddddaadad
ddddadadaaaa
ddddaddaaaa
ddddddaadad
ddddadadaaaa

ddddadadaaaa

. (5000)

FEATURE
. (5000)

ddadaadaaa
ddadaadaaa
ddadaadadadad
ddadaadaaa
ddadaadaaa
ddadaadaadad
ddadaadaaa
ddadaadaaa
ddadaadadadad
ddadaadaaa

ddadaadaaa

/nota="Descripcién de

daadadddaaa

daadaddaaa

ddadddadada

daadaddaaa

daadaddaaa

ddadddadada

daadaddaaa

daadaddaaa

ddadddadada

daadaddaaa

daadaddaaa

Tla secuencia

ddddaadaadad

ddddaadaadad

ddaddaadda

ddddaadaadad

ddddaadaadad

ddaddaadda

ddddaadaadad

ddddaadaadad

ddaddaadda

ddddaadaadad

ddddaadaadad

190

daadaddaada

daadaddaada

ddaadddadadda

daadaddaada

daadaddaada

ddaadddadadda

daadaddaada

daadaddaada

ddaadddadadda

daadaddaada

daadaddaada

artificial:

daddaddaaaa

daddaddaaaa

ddddddaada

daddaddaaaa

daddaddaaaa

ddddddaada

daddaddaaaa

daddaddaaaa

ddddddaada

daddadaaaa

daddadaaaa

Polinucledtido

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
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ddddaddaaaa

dddaddadaadad

ddddadadaaada

ddddaddaaaa

dddaddadaadad

ddddadadaaaa

ddddadadaaaa

dddaddadaadd

ddddadadaaaa

ddddadadaaaa

dddaddadaadd

ddddadadaaaa

ddddadadaaaa

ddddddaadd

ddddadadaaaa

ddddadadaaaa

ddddddaadd

ddddadadaaaa

ddddadadaaaa

ddddddaadd

ddddadadaaaa

ddddadadaaaa

ddddddaadd

ddddadadaaaa

ddddadadaaaa

ddddddaadd

ddddadadaaaa

ddddadadaaaa

ddddddaadd

ddddadadaaaa

ddddaddaaaa

ddddddaadd

ddddadadaaaa

ddddadadaaaa

ddadaadaaa

ddaadaaadda

ddadaadaaa

ddadaadaaa

ddaadaaadda

ddadaadaaa

ddadaadaaa

ddaadaadadda

ddadaadaaa

ddadaadaaa

ddaadaadadda

ddadaadaaa

ddadaadaaa

ddaadaaddda

ddadaadaaa

ddadaadaaa

ddaadaaddda

ddadaadaaa

ddadaadaaa

ddaadaaddda

ddadaadaaa

ddadaadaaa

ddaadaaddda

ddadaadaaa

ddadaadaaa

ddaadaaddda

ddadaadaaa

ddadaadaaa

ddaadaaddda

ddadaadaaa

ddadaadaaa

ddaadaaddda

ddadaadaaa

ddadaadaaa

ES 2734549 T3

daadaddaaa

ddadddadada

daadaddaaa

daadaddaaa

ddadddadaada

daadaddaaa

daadadddaaa

ddadddadaada

daadadddaaa

daadadddaaa

ddadddadaada

daadadddaaa

daadaddaaa

ddadddadada

daadaddaaa

daadaddaaa

ddadddadada

daadadddaaa

daadadddaaa

ddadddadada

daadadddaaa

daadaddaaa

ddadddadada

daadadddaaa

daadaddaaa

ddadddadada

daadaddaaa

daadaddaaa

ddadddadada

daadaddaaa

daadaddaaa

ddadddadada

daadaddaaa

daadaddaaa

ddddaaadaadad

ddaddaaadda

ddddaaadaadad

ddddaaadaadad

ddaddaaadda

ddddaadaadad

ddddaadaadad

ddaddaaadda

ddddaadaada

ddddaadaadad

ddaddaaadda

ddddaaadaadad

ddddaadaada

ddaddaadda

ddddaadaada

ddddaadaada

ddaddaadda

ddddaadaadad

ddddaadaada

ddaddaadda

ddddaadaadad

ddddaadaadad

ddaddaadda

ddddaadaadad

ddddaadaadad

ddaddaadda

ddddaadaadad

ddddaadaadad

ddaddaadda

ddddaadaadad

ddddaadaadad

ddaddaadda

ddddaadaada

ddddaadaadad

191

daadaddaada

ddaaddaadda

daadaddaada

daadaddaada

ddaaddaadda

daadaddaada

daadaddaada

ddaaddaadda

daadaddaada

daadaddaada

ddaaddaadda

daadaddaada

daadaddaada

ddaadddaadda

daadaddaada

daadaddaada

ddaadddaadda

daadaddaada

daadaddaada

ddaadddaadda

daadaddaada

daadaddaada

ddaadddadadda

daadaddaada

daadaddaada

ddaadddadadda

daadaddaada

daadaddaada

ddaadddadadda

daadaddaada

daadaddaada

ddaadddadadda

daadaddaada

daadaddaada

daddaddaaaa

ddddddaaada

daddaddaaaa

daddaddaaaa

ddddddaada

daddaddaaaa

daddaddaaaa

ddddddaada

daddaddaaaa

daddaddaaaa

ddddddaada

daddaddaaaa

daddaddaaaa

ddddddaada

daddaddaaaa

daddaddaaaa

ddddddaada

daddaddaaaa

daddaddaaaa

ddddddaada

daddaddaaaa

daddaddaaaa

ddddddaada

daddaddaaaa

daddaddaaaa

ddddddaada

daddaddaaaa

daddaddaaaa

ddddddaada

daddaddaaaa

daddaddaaaa

ddddddaada

daddadaaaa

daddadaaaa

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
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ddddaddaaaa

dddaddadaadad

ddddadadaaada

ddddaddaaaa

dddaddadaadad

ddddadadaaaa

ddddadadaaaa

dddaddadaadd

ddddadadaaaa

ddddadadaaaa

dddaddadaadd

ddddadadaaaa

ddddadadaaaa

ddddddaadd

ddddadadaaaa

ddddadadaaaa

ddddddaadd

ddddadadaaaa

ddddadadaaaa

ddddddaadd

ddddadadaaaa

ddddadadaaaa

ddddddaadd

ddddadadaaaa

ddddadadaaaa

ddddddaadd

ddddadadaaaa

ddddadadaaaa

ddddddaadd

ddddadadaaaa

ddddaddaaaa

ddddddaadd

ddddadadaaaa

ddddadadaaaa

ddadaadaaa

ddaadaaadda

ddadaadaaa

ddadaadaaa

ddaadaaadda

ddadaadaaa

ddadaadaaa

ddaadaadadda

ddadaadaaa

ddadaadaaa

ddaadaadadda

ddadaadaaa

ddadaadaaa

ddaadaaddda

ddadaadaaa

ddadaadaaa

ddaadaaddda

ddadaadaaa

ddadaadaaa

ddaadaaddda

ddadaadaaa

ddadaadaaa

ddaadaaddda

ddadaadaaa

ddadaadaaa

ddaadaaddda

ddadaadaaa

ddadaadaaa

ddaadaaddda

ddadaadaaa

ddadaadaaa

ddaadaaddda

ddadaadaaa

ddadaadaaa

ES 2734549 T3

daadaddaaa

ddadddadada

daadaddaaa

daadaddaaa

ddadddadaada

daadaddaaa

daadadddaaa

ddadddadaada

daadaddaaa

daadadddaaa

ddadddadaada

daadadddaaa

daadaddaaa

ddadddadada

daadaddaaa

daadaddaaa

ddadddadada

daadadddaaa

daadaddaaa

ddadddadada

daadadddaaa

daadaddaaa

ddadddadada

daadadddaaa

daadaddaaa

ddadddadada

daadaddaaa

daadaddaaa

ddadddadada

daadaddaaa

daadaddaaa

ddadddadada

daadaddaaa

daadaddaaa

ddddaaadaadad

ddaddaadda

ddddaaadaadad

ddddaaadaadad

ddaddaaadda

ddddaadaadad

ddddaadaadad

ddaddaaadda

ddddaadaadad

ddddaadaadad

ddaddaaadda

ddddaadaadad

ddddaadaada

ddaddaadda

ddddaadaada

ddddaadaada

ddaddaadda

ddddaadaadad

ddddaaadaadad

ddaddaadda

ddddaadaadad

ddddaadaadad

ddaddaadda

ddddaadaadad

ddddaadaadad

ddaddaadda

ddddaadaadad

ddddaadaadad

ddaddaadda

ddddaadaadad

ddddaadaadad

ddaddaadda

ddddaadaada

ddddaadaadad

192

daadaddaada

ddaaddadadda

daadaddaada

daadaddaada

ddaaddaadda

daadaddaada

daadaddaada

ddaaddaadda

daadaddaada

daadaddaada

ddaaddaadda

daadaddaada

daadaddaada

ddaadddaadda

daadaddaada

daadaddaada

ddaadddaadda

daadaddaada

daadaddaada

ddaadddaadda

daadaddaada

daadaddaada

ddaadddadadda

daadaddaada

daadaddaada

ddaadddadadda

daadaddaada

daadaddaada

ddadddadadda

daadaddaada

daadaddaada

ddaadddadadda

daadaddaada

daadaddaada

daddaddaaaa

ddddddaaada

daddaddaaaa

daddaddaaaa

ddddddaada

daddaddaaaa

daddaddaaaa

ddddddaada

daddaddaaaa

daddaddaaaa

ddddddaada

daddaddaaaa

daddaddaaaa

ddddddaada

daddaddaaaa

daddaddaaaa

ddddddaada

daddaddaaaa

daddaddaaaa

ddddddaada

daddaddaaaa

daddaddaaaa

ddddddaada

daddaddaaaa

daddaddaaaa

ddddddaada

daddaddaaaa

daddaddaaaa

ddddddaada

daddaddaaaa

daddaddaaaa

ddddddaada

daddadaaaa

daddadaaaa

2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
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aaaaaaaaaa
aaaaaaaaaa
aaaaaaaaaa
aaaaaaaaaa
aaaaaaaaaa
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223> )
sintético”

<400> 110

110
100
ADN

ddadaadaaa

ddaadaaadda

ddadaadaaa

ddadaadaaa

ddaadaaadda

fuente o
/nota="Descripcion de

ES 2734549 T3

daadaddaaa

ddadddadada

daadaddaaa

daadaddaaa

Secuencia artificial

tttttttttt tttttttttt tttttttttt

tttttttttt tttttttttt tttttttttt

<210> 111
<211> 5000
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<2233 ]
sintético”

<220>

<221> > variacion

<222> (51).
<223> /sustituir=

<220>

<221> MISC_

<222> (51).

<223> /nota—"Las bases variantes proporcionados en 1la secuencia no t1enen

. (5000)

FEATURE
. (5000)

/nota="Descripcion de

ddddaadadadd ddddddddadd adddddadaa

dddddddddad ddddddddda ddddddaada

ddddaadadadd ddddddddadd adddddadaa

ddddaadadadd ddddddddadd adddddadaa

la secuencia

artificial:

tttttttttt tttttttttt tttttttttt

tttttttttt

Tla secuencia

artificial:

4800
4860
4920
4980
5000

Polinucledtido

60
100

Polinucléotido

preferenc1a con respecto a Tos de las anotaciones para pos1c1ones variantes"

<400> 111
tttttttttt

tttttttttt
tttttttttt
trtttttttt
tttttttttt
tttttttttt
trtttttttt
tttttttttt
tttttttttt

tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt

tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt

ttettttttt
tttttttttt
tttttttttt
ttettttttt
tttttttttt
tttttttttt
ttettttttt
tttttttttt
tttttttttt

193

tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt

tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
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tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
trtttttttt
tttttttttt
tttttttttt
trtttttttt
tttttttttt
tttttttttt
trtttttttt
tttttttttt
tttttttttt
trtttttttt
tttttttttt
tttttttttt
trtttttttt
tttttttttt
tttttttttt
trtttttttt
tttttttttt
tttttttttt
trtttttttt
tttttttttt
tttttttttt

tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt

ES 2734549 T3

tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt

tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
ttettttttt
tttttttttt
tttttttttt
ttettttttt
tttttttttt
tttttttttt
ttettttttt
tttttttttt
tttttttttt
ttettttttt
tttttttttt
tttttttttt
ttettttttt
tttttttttt
tttttttttt
ttettttttt
tttttttttt
tttttttttt
ttettttttt
tttttttttt
tttttttttt

194

tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt

tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt

600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
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tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
trtttttttt
tttttttttt
tttttttttt
trtttttttt
tttttttttt
tttttttttt
trtttttttt
tttttttttt
tttttttttt
trtttttttt
tttttttttt
tttttttttt
trtttttttt
tttttttttt
tttttttttt
trtttttttt
tttttttttt
tttttttttt
trtttttttt
tttttttttt
tttttttttt

tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt

ES 2734549 T3

tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt

tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
ttettttttt
tttttttttt
tttttttttt
ttettttttt
tttttttttt
tttttttttt
ttettttttt
tttttttttt
tttttttttt
ttettttttt
tttttttttt
tttttttttt
ttettttttt
tttttttttt
tttttttttt
ttettttttt
tttttttttt
tttttttttt
ttettttttt
tttttttttt
tttttttttt

195

tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt

tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt

2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
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tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
<210> 112

<211> 5000
<212> ADN

tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt

ES 2734549 T3

tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<2233 ]
sintético”

<220>

<221> > variacion
<222> (101)..(5000)
<223> /sustituir=" "

<220>

<221> MISC_

FEATURE

<222> (101)..(5000)

<223> /nota="Las bases variantes proporcionadas en 1la secuencia no tienen
preferencia con respecto a lTos de las anotaciones para posiciones variantes"

<400> 112
aaaaaaaaaa

ddddadadaaaa
ddddadadaaaa
ddddddaadad
ddddadadaaaa
ddddadadaaaa
ddddddaadad
ddddadadaaaa
ddddadadaaaa
ddddddaadad
ddddadadaaaa
ddddaddaaaa
ddddddaadad
ddddadadaaaa

ddddadadaaaa

ddaadaaddda

ddadaadaaa

ddadaadaaa

ddaadaaddda

ddadaadaaa

ddadaadaaa

ddaadaaddda

ddadaadaaa

ddadaadaaa

ddaadaaddda

ddadaadaaa

ddadaadaaa

ddaadaaddda

ddadaadaaa

ddadaadaaa

/nota="Descripcién de

ddadddadada

daadadddaaa

daadaddaaa

ddadddadada

daadaddaaa

daadaddaaa

ddadddadada

daadaddaaa

daadaddaaa

ddadddadada

daadaddaaa

daadaddaaa

ddadddadada

daadaddaaa

daadaddaaa

tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt

la secuencia

ddaddaadda

ddddaadaadad

ddddaadaadad

ddaddaadda

ddddaadaada

ddddaadaadad

ddaddaadda

ddddaadaadad

ddddaadaadad

ddaddaadda

ddddaadaadad

ddddaadaadad

ddaddaadda

ddddaadaada

ddddaadaadad

196

tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt
tttttttttt

daddaddadda
daadaddaada
daadaddaada
daddaddadda
daadaddaada
daadaddaada
daddaddadda
daadaddaada
daadaddaada
daddaddadda
daadaddaada
daadaddaada
daddaddadda
daadaddaada

daadaddaada

artificial:

tttttttttt 4680
tttttttttt 4740
tttttttttt 4800
tttttttttt 4860
tttttttttt 4920
tttttttttt 4980

5000

Polinucléotido

ddddddaada

daddaddaaaa

daddaddaaaa

ddddddaada

daddaddaaaa

daddaddaaaa

ddddddaada

daddaddaaaa

daddaddaaaa

ddddddaada

daddaddaaaa

daddaddaaaa

ddddddaada

daddadaaaa

daddadaaaa

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

dddaddadaadad

ddddadadaaada

ddddaddaaaa

dddaddadaadad

ddddadadaaaa

ddddadadaaaa

dddaddadaadd

ddddadadaaaa

ddddadadaaaa

dddaddadaadd

ddddadadaaaa

ddddadadaaaa

ddddddaadd

ddddadadaaaa

ddddadadaaaa

ddddddaadd

ddddadadaaaa

ddddadadaaaa

ddddddaadd

ddddadadaaaa

ddddadadaaaa

ddddddaadd

ddddadadaaaa

ddddadadaaaa

ddddddaadd

ddddadadaaaa

ddddadadaaaa

ddddddaadd

ddddadadaaaa

ddddaddaaaa

ddddddaadd

ddddadadaaaa

ddddadadaaaa

ddadaadaaa

ddaadaaadda

ddadaadaaa

ddadaadaaa

ddaadaaadda

ddadaadaaa

ddadaadaaa

ddaadaadadda

ddadaadaaa

ddadaadaaa

ddaadaadadda

ddadaadaaa

ddadaadaaa

ddaadaaddda

ddadaadaaa

ddadaadaaa

ddaadaaddda

ddadaadaaa

ddadaadaaa

ddaadaaddda

ddadaadaaa

ddadaadaaa

ddaadaaddda

ddadaadaaa

ddadaadaaa

ddaadaaddda

ddadaadaaa

ddadaadaaa

ddaadaaddda

ddadaadaaa

ddadaadaaa

ddaadaaddda

ddadaadaaa

ddadaadaaa

ES 2734549 T3

daadaddaaa

ddadddadada

daadaddaaa

daadaddaaa

ddadddadaada

daadaddaaa

daadadddaaa

ddadddadaada

daadaddaaa

daadadddaaa

ddadddadaada

daadadddaaa

daadaddaaa

ddadddadada

daadaddaaa

daadaddaaa

ddadddadada

daadadddaaa

daadadddaaa

ddadddadada

daadadddaaa

daadaddaaa

ddadddadada

daadadddaaa

daadaddaaa

ddadddadada

daadaddaaa

daadaddaaa

ddadddadada

daadaddaaa

daadaddaaa

ddadddadada

daadaddaaa

daadaddaaa

ddddaaadaadad

ddaddaaadda

ddddaaadaadad

ddddaaadaadad

ddaddaaadda

ddddaadaadad

ddddaadaadad

ddaddaaadda

ddddaadaadad

ddddaadaadad

ddaddaaadda

ddddaaadaadad

ddddaadaada

ddaddaadda

ddddaadaada

ddddaadaada

ddaddaadda

ddddaadaadad

ddddaaadaadad

ddaddaadda

ddddaadaadad

ddddaadaadad

ddaddaadda

ddddaadaadad

ddddaadaadad

ddaddaadda

ddddaadaada

ddddaadaadad

ddaddaadda

ddddaadaadad

ddddaadaadad

ddaddaadda

ddddaadaada

ddddaadaadad

197

daadaddaada

ddaaddaadda

daadaddaada

daadaddaada

ddaaddaadda

daadaddaada

daadaddaada

ddaaddaadda

daadaddaada

daadaddaada

ddaaddaadda

daadaddaada

daadaddaada

ddaadddaadda

daadaddaada

daadaddaada

ddaadddaadda

daadaddaada

daadaddaada

ddaadddaadda

daadaddaada

daadaddaada

ddaadddadadda

daadaddaada

daadaddaada

ddaadddadadda

daadaddaada

daadaddaada

ddaadddadadda

daadaddaaa

daadaddaada

ddaadddadadda

daadaddaada

daadaddaada

daddaddaaaa

ddddddaaada

daddaddaaaa

daddaddaaaa

ddddddaada

daddaddaaaa

daddaddaaaa

ddddddaada

daddaddaaaa

daddaddaaaa

ddddddaada

daddaddaaaa

daddaddaaaa

ddddddaada

daddaddaaaa

daddaddaaaa

ddddddaada

daddaddaaaa

daddaddaaaa

ddddddaada

daddaddaaaa

daddaddaaaa

ddddddaada

daddaddaaaa

daddaddaaaa

ddddddaada

daddaddaaaa

daddaddaaaa

ddddddaada

daddaddaaaa

daddaddaaaa

ddddddaada

daddadaaaa

daddadaaaa

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
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ddddaddaaaa

dddaddadaadad

ddddadadaaada

ddddaddaaaa

dddaddadaadad

ddddadadaaaa

ddddadadaaaa

dddaddadaadd

ddddadadaaaa

ddddadadaaaa

dddaddadaadd

ddddadadaaaa

ddddadadaaaa

ddddddaadd

ddddadadaaaa

ddddadadaaaa

ddddddaadd

ddddadadaaaa

ddddadadaaaa

ddddddaadd

ddddadadaaaa

ddddadadaaaa

ddddddaadd

ddddadadaaaa

ddddadadaaaa

ddddddaadd

ddddadadaaaa

ddddadadaaaa

ddddddaadd

ddddadadaaaa

ddddaddaaaa

ddddddaadd

ddddadadaaaa

ddddadadaaaa

ddadaadaaa

ddaadaaadda

ddadaadaaa

ddadaadaaa

ddaadaaadda

ddadaadaaa

ddadaadaaa

ddaadaadadda

ddadaadaaa

ddadaadaaa

ddaadaadadda

ddadaadaaa

ddadaadaaa

ddaadaaddda

ddadaadaaa

ddadaadaaa

ddaadaaddda

ddadaadaaa

ddadaadaaa

ddaadaaddda

ddadaadaaa

ddadaadaaa

ddaadaaddda

ddadaadaaa

ddadaadaaa

ddaadaaddda

ddadaadaaa

ddadaadaaa

ddaadaaddda

ddadaadaaa

ddadaadaaa

ddaadaaddda

ddadaadaaa

ddadaadaaa

ES 2734549 T3

daadaddaaa

ddadddadada

daadadddaaa

daadaddaaa

ddadddadaada

daadaddaaa

daadadddaaa

ddadddadaada

daadaddaaa

daadadddaaa

ddadddadaada

daadadddaaa

daadaddaaa

ddadddadada

daadaddaaa

daadaddaaa

ddadddadada

daadadddaaa

daadadddaaa

ddadddadada

daadadddaaa

daadaddaaa

ddadddadada

daadadddaaa

daadaddaaa

ddadddadada

daadaddaaa

daadaddaaa

ddadddadada

daadaddaaa

daadaddaaa

ddadddadada

daadaddaaa

daadaddaaa

ddddaaadaadad

ddaddaaadda

ddddaadaadad

ddddaaadaadad

ddaddaaadda

ddddaadaadad

ddddaadaadad

ddaddaaadda

ddddaadaadad

ddddaadaadad

ddaddaaadda

ddddaaadaadad

ddddaadaada

ddaddaadda

ddddaadaada

ddddaadaada

ddaddaadda

ddddaadaadad

ddddaaadaadad

ddaddaadda

ddddaadaadad

ddddaadaadad

ddaddaadda

ddddaadaadad

ddddaadaadad

ddaddaadda

ddddaadaadad

ddddaadaadad

ddaddaadda

ddddaadaada

ddddaadaadad

ddaddaadda

ddddaadaada

ddddaadaadad

198

daadaddaada

ddaaddaadda

daadaddaada

daadaddaada

ddaaddaadda

daadaddaada

daadaddaada

ddaaddaadda

daadaddaada

daadaddaada

ddaaddaadda

daadaddaada

daadaddaada

ddaadddaadda

daadaddaada

daadaddaada

ddaadddaadda

daadaddaada

daadaddaada

ddaadddaadda

daadaddaada

daadaddaada

ddaadddaadda

daadaddaada

daadaddaada

ddaadddadadda

daadaddaada

daadaddaada

ddaadddadadda

daadaddaada

daadaddaada

ddaadddadadda

daadaddaada

daadaddaada

daddaddaaaa

ddddddaaada

daddaddaaaa

daddaddaaaa

ddddddaada

daddaddaaaa

daddaddaaaa

ddddddaada

daddaddaaaa

daddaddaaaa

ddddddaada

daddaddaaaa

daddaddaaaa

ddddddaada

daddaddaaaa

daddaddaaaa

ddddddaada

daddaddaaaa

daddaddaaaa

ddddddaada

daddaddaaaa

daddaddaaaa

ddddddaada

daddaddaaaa

daddaddaaaa

ddddddaada

daddaddaaaa

daddaddaaaa

ddddddaada

daddaddaaaa

daddaddaaaa

ddddddaada

daddadaaaa

daddadaaaa

3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
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ddddaddaaaa

<210> 113
<211> 400
<212> ADN

ddadaadaaa

ES 2734549 T3

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<2233 ]
sintético”

<220>

<221> > variacion
<222> (101)..(400)

<223> /sustituir=

<220>

<221> MISC_

FEATURE

<222> (101)..(400)
<223> /nota="Las bases variantes proporcionados en la secuencia no tienen

preferencia con respecto a los de las anotaciones para posiciones variantes

<220>
<221>
<222>
<223>

MISC_
..

/nota="Véase

FEATURE
(400)

/nota="Descripcion de

la memoria _ tal

la secuencia

detallada de sustituciones y realizaciones preferidas"”

<400> 113
aaaaaaaaaa

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

<400>

114
120
PRT

114
1

ddaadaaddda

ddadaadaaa

ddadaadaaa

ddaadaaddda

ddadaadaaa

ddadaadaaa

ddaadaaddda

fuente
/nota="Descripcién de la secuencia artificial: Polipéptido sintético”

5

ddadddadada

daadadddaaa

daadadddaaa

ddadddadada

daadadddaaa

daadaddaaa

ddadddadada

Secuencia artificial

ddaddaadda

ddddaadaadad

ddddaaadaadad

ddaddaadda

ddddaadaadad

ddddaadaadad

ddaddaadda

ddaadddaadda

daadaddaada

daadaddaada

ddaadddaadda

daadaddaada

daadaddaada

artificial:

ddddddaada

daddaddaaaa

daddaddaaaa

ddddddaada

daddaddaaaa

daddaddaaaa

GIn val GIn Leu Gln Glu Ser Gly Pro Egy Leu val Lys Pro Ser Glu

15

Thr Leu Ser Egu Thr Cys Thr val ger Gly val Ser Leu 550 Asp Tyr
5

Gly val Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

199

5000

60
120
180
240
300
360
400

Polinucledtido

como se present para 1la descripcion
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Gly

Ser

65

Lys

Lys

Gly

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

val
50

Arg
Leu
His

Thr

<220>

<221>

Ile

val

ser

Tyr

Leu
115

115
120
PRT
Secuencia

fuente

Trp
Thr
ser
Tyr
100

val

Gly Ser Glu
55

Ile Ser Lys

70

val Thr Ala

Tyr Gly Gly

Thr val Ser

artificial

<223> /nota="Descripcion de

<400>

115

§1n val Gln Leu

Thr

Gly

Gly

Ser

65

Lys

Lys

Gly

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

Leu

val

val

50

Arg

Leu

His

Thr

Ser

ser

35

Ile

val

ser

Tyr

Leu
115

116
120
PRT
Secuencia

Leu

20

Trp

Trp

Thr

Ser

Tyr

100

val

Gln Glu Ser

5

Thr

Ile

Gly

Ile

val

85

Tyr

Thr

Cys

Arg

Ser

Ser

70

Thr

Gly

val

Thr

Gln

Glu

55

Lys

Ala

Gly

Ser

artificial

ES 2734549 T3

Thr

Asp

Thr Tyr Tyr Ash Ser
60

Asn Ser Lys Asnh Gln

75

Ala Asp ;Br Ala val Tyr

Ser

Ser
120

Ta secuencia artificial:

Tyr Ala Met Asp Tyr

105

Gly Pro Egy Leu val Lys

val

Pro

40

Thr

Asp

Ala

Ser

Ser
120

Ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Tyr
105

Gly

Gly

TYr

Ser

Thr

90

Ala

200

val

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Met

Ser

Gly

Ser

60

Asn

val

Asp

Leu

Leu

45

ser

Gln

Tyr

Tyr

Ser Leu Lys

val Ser Leu

80

Tyr Cys Ala
95

Trp Gly Gln
110

Polipéptido sintético”

Pro
Pro
30

Glu
Ser
val

TYr

Trp
1

ser

15

Asp

Trp

Leu

Ser

Cys

95

Gly

Glu

Tyr

Ile

Lys

Leu

80

Ala

Gln



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de

<400> 116
§1n val GIn Leu

Thr

Gly

Gly

ser

65

Lys

Lys

Gly

Leu Ser

val Ser
35

val Ile

50

Arg val

Leu Ser

His Tyr

Thr Leu
115

<210> 117
<211> 107
<212> PRT

<213>

<220>

<221>

fuente

Leu

20

Trp

Trp

Thr

Ser

Tyr

100

val

Secuencia

GIn Glu Ser

5

Thr

Ile

Gly

Ile

val

85

Tyr

Thr

Cys

Arg

Ser

Ser

70

Thr

Gly

val

Thr

Gln

Glu

55

Lys

Ala

Gly

ser

artificial

<223> /nota="Descripcioén de

<400> 117

1

Glu ITe val Met Thr Gln Ser
5

Glu Arg Ala ;Br Leu Ser Cys

Leu Asn grp Tyr Gln Gln Lys
5

Tyr His Thr Ser Arg Leu His

65

50

55

Ser Gly Ser Gly Thr Agp Tyr
7

ES 2734549 T3

la secuencia artificial:

Gly Pro ggy Leu val Lys

val

Pro

40

Thr

Asp

Ala

Ser

Ser
120

la secuencia artificial:

ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Tyr
105

Gly

Gly

Tyr

Ser

Thr

90

Ala

val

Lys

Tyr

Lys

Ala

Met

Ser

Gly

Gln

60

Asn

val

Asp

Leu

Leu

45

Ser

Gln

Tyr

Tyr

Pro Ala Thr Leu Ser Leu

10

Arg §1a Ser Gln Asp Ile
5

Pro Gly Gln Ala Pro Arg
40 45

Ser Gly Ile Pro Ala Arg
60

Thr Leu Thr Ile Ser Ser

201

Polipéptido sintético”

Pro

Pro

30

Glu

Ser

val

Tyr

Trp

Polipéptido sintético”

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Ser

15

Asp

Trp

Leu

ser

Cys

95

Gly

Pro

15

Lys

Leu

Ser

Gln

Glu

TYr

Ile

Lys

Leu

80

Ala

Gln

Gly

TYr

Ile

Gly

Pro
80



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2734549 T3

Glu Asp Phe Ala val Tyr Phe Cys Gln Gln Gly Asn Thr Leu Pro Tyr
85 90 95

Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

<210> 118
<211> 2000
<212> ADN

100

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223>
sintético”

<220>

<221> > variacion
<222> (51)..(2000)
<223> /sustituir=" "
<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (51)..(C2000)

<223> /nota="Las bases variantes proporcionados en 1la secuencia no tienen
preferencia con respecto a los de las anotaciones para posiciones variantes"

<400> 118
aaaaaaaaaa

ddddddaadad
ddddadadaaaa
ddddadadaaaa
ddddddaadad
ddddadadaaaa
ddddadadaaaa
ddddddaadad
ddddadadaaaa
ddddadadaaaa
ddddddaadad
ddddadadaaaa
ddddadadaaaa
ddddddaadad
ddddadadaaaa
ddddaddaaaa
ddddddaadad
ddddadadaaaa

ddddadadaaaa

ddadaadaaa

ddaadaaddda

ddadaadaaa

ddadaadaaa

ddaadaaddda

ddadaadaaa

ddadaadaaa

ddaadaaddda

ddadaadaaa

ddadaadaaa

ddaadaaddda

ddadaadaaa

ddadaadaaa

ddaadaaddda

ddadaadaaa

ddadaadaaa

ddaadaaddda

ddadaadaaa

ddadaadaaa

/nota="Descripcion de

daadaddaaa

ddadddadada

daadadddaaa

daadadddaaa

ddadddadada

daadadddaaa

daadaddaaa

ddadddadada

daadaddaaa

daadaddaaa

ddadddadada

daadaddaaa

daadaddaaa

ddadddadada

daadaddaaa

daadaddaaa

ddadddadada

daadaddaaa

daadaddaaa

105

la secuencia

ddddaadaada

ddaddaadda

ddddaadaadad

ddddaaadaadad

ddaddaadda

ddddaadaadad

ddddaadaadad

ddaddaadda

ddddaadaada

ddddaadaadad

ddaddaadda

ddddaadaadad

ddddaadaadad

ddaddaadda

ddddaadaadad

ddddaadaadad

ddaddaadda

ddddaadaada

ddddaadaadad

202

daadaddaada

ddaadddaadda

daadaddaada

daadaddaada

ddaadddaadda

daadaddaada

daadaddaada

ddaadddadadda

daadaddaada

daadaddaada

ddaadddadadda

daadaddaada

daadaddaada

ddaadddadadda

daadaddaada

daadaddaada

ddaadddadadda

daadaddaada

daadaddaada

artificial:

daddaddaaaa

ddddddaada

daddaddaaaa

daddaddaaaa

ddddddaada

daddaddaaaa

daddaddaaaa

ddddddaada

daddaddaaaa

daddaddaaaa

ddddddaada

daddaddaaaa

daddaddaaaa

ddddddaada

daddaddaaaa

daddaddaaaa

ddddddaada

daddadaaaa

daddadaaaa

Polinucléotido

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

1020
1080
1140
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aaaaaaaaaa
aaaaaaaaaa
aaaaaaaaaa
aaaaaaaaaa
aaaaaaaaaa
aaaaaaaaaa
aaaaaaaaaa
aaaaaaaaaa
aaaaaaaaaa
aaaaaaaaaa
aaaaaaaaaa
aaaaaaaaaa
aaaaaaaaaa
aaaaaaaaaa
aaaaaaaaaa
<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>

119
373
PRT

fuent

<223> /nota="Descripcion de

<400> 119
Ero Gly Trp

Phe Ser Pro

Thr Ser

35

Cys

Met
50

Arg ser

Asp ser

65

Arg

Pro Asnh Gly

Asp Ser Gly

ddadaadaaa
ddadaadaadad
ddadaadaaa
ddadaadaaa
ddadaadaadad
ddadaadaaa
ddadaadaaad
ddadaadaadad
ddadaadaaa
ddadaadaaa
ddadaadaadad
ddadaadaaa
ddadaadaaa
ddadaadadadad

ddadaadaaa

e

Phe Leu
5

Ala
20

Leu

Phe Ser

Pro Ser

Gln Pro

Arg Asp

85

Thr Tyr

Asp Ser

Leu

Asn

Asn

Gly

70

Phe

Leu

ES 2734549 T3

daadaddaaa

ddadddadada

daadaddaaa

daadaddaaa

ddadddadaada

daadaddaaa

daadadddaaa

ddadddadaada

daadaddaaa

daadadddaaa

ddadddadaada

daadadddaaa

daadaddaaa

ddadddadada

Secuencia artificial

val val

Thr Ser

40

Gln Thr

55

Gln Asp

Met

His

Cys Gly

ddddaaadaadad

ddaddaaadda

ddddaaadaadad

ddddaaadaadad

ddaddaaadda

ddddaadaadad

ddddaadaadad

ddaddaaadda

ddddaadaadad

ddddaadaadad

ddaddaaadda

ddddaaadaadad

ddddaadaada

ddaddaadda

la secuencia artificial:

Pro Asp Arg Pro Trp Asn
10

Thr Glu

25

Gly

Glu Ser Phe

Asp Lys Leu

Phe
75

Cys Arg

val val

90

Ser

Ala Ile Ser

203

daadaddaada
daddaddadda
daadaddaada
daadaddaada
daddaddadda
daadaddaada
daadaddaada
daddaddadda
daadaddaada
daadaddaada
daddaddadda
daadaddaada
daadaddaada

ddaadddaadda

Pro

Ala
30

Asp Ash

val Leu Asn

45

Ala Ala Phe

60

Arg val Thr

Arg Ala Arg

Leu Ala Pro

daddaddaaaa
daddaddaaada
daddaddaaaa
daddaddaaaa
daddaddaaada
daddaddaaaa
daddaddaaaa
daddaddaaada
daddaddaaaa
daddaddaaaa
daddaddaaada
daddaddaaaa
daddaddaaaa

ddddddaada

Pro Thr

15

Thr Phe

Trp Tyr

Pro Glu

Gln Leu

80

Arg Asn

95

Lys Ala

1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2000

Polipéptido sintético”
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Gln

Ala

Gln

145

Pro

Cys

Ala

Leu

Gly

Ala

Arg

Glu

305

Asnh

Met

Gly

Ala

Ile

Glu

130

Phe

Ala

Arg

Cys

Leu

210

Leu

Gln

Gly

Tyr

Glu

Lys

Leu

Leu

Gln

Pro

Pro

Asp

Leu

Leu

Glu

Cys

Lys

Glu

Gly

Leu

Gly

Ser

355

Pro

100

Glu

Pro

Thr

Thr

Ala

180

Ile

Ser

TYr

Glu

Glu

260

Gln

Glu

Gly

Gln

Glu

340

Thr

Pro

Ser

Thr

Leu

Ile

165

Ala

Tyr

Leu

Ile

Asp

Leu

Gly

Tyr

Lys

Lys

Arg

Ala

Arg

Leu

Ala

val

150

Ala

Gly

Ile

val

Phe

230

Gly

Arg

Gln

Asp

Pro

310

Asp

Arg

Thr

Arg

His

135

Thr

Ser

Gly

Trp

Ile

215

Lys

Cys

val

Asnh

val

295

Arg

Lys

Arg

Lys

ES 2734549 T3

Ala

120

Pro

Thr

Gln

Ala

Ala

200

Thr

Gln

Ser

Lys

Gln

280

Leu

Arg

Met

Gly

Asp
360

105

Glu

ser

Thr

Pro

val

185

Pro

Leu

Pro

Cys

Phe

265

Leu

Asp

Lys

Ala

Lys

Thr

Leu

Pro

Pro

Leu

170

His

Leu

Tyr

Phe

Tyr

Lys

Asn

Glu

330

Gly

Tyr

Arg

ser

Ala

155

Ser

Thr

Ala

Cys

Met

235

Phe

Arg

Asnh

Arg

Pro

315

Ala

His

Asp

204

val

Pro

140

Pro

Leu

Arg

Gly

Lys

Arg

Pro

Ser

Glu

TYr

Asp

Ala

Thr

125

Arg

Arg

Arg

Gly

Thr

205

Arg

Pro

Glu

Ala

Leu

285

Gly

Glu

ser

Gly

Leu
365

110

Glu

Pro

Pro

Pro

Leu

190

Cys

Gly

val

Glu

Asp

270

Asn

Arg

Gly

Glu

Leu

350

His

Arg

Ala

Pro

Glu

175

Asp

Gly

Arg

Gln

Glu

255

Ala

Leu

Asp

Leu

Ile

335

Tyr

Met

Arg

Gly

Thr

160

Ala

Phe

val

Lys

Thr

240

Glu

Pro

Gly

Pro

Tyr

320

Gly

Gln

Gln
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370

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

<220>
<221>
<223>
sintético”

<400> 120
atggccctcc

120
1182
ADN

ccacccggat
gcactcttgg
tccgaatcat
gccgegtttc
ctgccgaatg
acctacctgt
gccgaactga
cctcggcectg
actccggcecc
gccgccggag
gctcctctcg
aagcggggtc
accacccagg
gagctgcgceg
cagctgtaca
cgcggecgygg
tataacgagc
gagcggcgga
gacacatacg
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>

<400>

121
394
PRT

121
1

fuente o
/nota="Descripcion de

ctgtcactgc
ggtttctgga
ttgtgactga
tcgtgctgaa
cggaagatcg
gcagagactt
gcggagccat
gagtgaccga
cggggcagtt
caactatcgc
gtgctgtgca
ccggaacttg
ggaaaaagct
aggaggacgg
tgaagttctc
acgaactgaa
accccgaaat
tgcagaagga
dggggaaaggg

atgccctgca

fuente
/nota="Descripcion de 1a secuencia artificial: Polipéptido sintético”

ES 2734549 T3

Secuencia artificial

cctgcttctc
ctctccggat
gggcgataat
ctggtaccgc
gtcgcaaccg
ccacatgagc
ctcgctggeg
gcgcagagct
tcagaccctg
gagccagccc
tacccgggga
tggcgtgctc
tctgtacatt
ttgctcctge
ccggagcgcec
cctgggacgg
gggcgggaag
caagatggcc
gcacgacggc

catgcaggcc

Secuencia artificial

la secuencia

cccctegeac
cgcccgtgga
gcgaccttca
atgagcccgt
ggacaggatt
gtggtccgcg
cctaaggccc
gaggtgccaa
gtcacgacca
ctgtcgctga
ttggacttcg
cttctgtccc
ttcaagcagc
cggttccccg
gacgcccccg
cgggaagagt
cctagaagaa
gaggcctact
ctgtaccaag

cttccccctc

205

artificial: Polinucleédtido
tcctgctcca cgccgctaga 60
atcccccaac cttctcaccg 120
cgtgctcgtt ctccaacacc 180
caaaccagac cgacaagctc 240
gtcggttccg cgtgactcaa 300
ctaggcgaaa cgactccggg 360
aaatcaaaga gagcttgagg 420
ctgcacatcc atccccatcg 480
ctccggcgec gcgecccaccqg 540
ggccggaagc atgccgcecct 600
catgcgacat ctacatttgg 660
tggtcatcac cctgtactgc 720
ccttcatgag gcccgtgcaa 780
aagaggaaga aggaggttgc 840
cctataagca gggccagaac 900
acgatgtgct ggacaagcgg 960
agaaccctca ggaaggcctg 1020
ccgaaattgg gatgaaggga 1080
gactgtccac cgccaccaag 1140
gc 1182

Met Ala Leu Pro val Thr Ala Leu Leu Leu Pro Leu Ala Leu Leu Leu
5
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His

Trp

Asp

val

65

Ala

Arg

Arg

Leu

val

145

Pro

Pro

Leu

Arg

Gly

Lys

Arg

Pro

Ala

Asn

Asn

50

Leu

Ala

val

Ala

Ala

130

Thr

Arg

Arg

Arg

Gly

Thr

Arg

Pro

Glu

Ala

Pro

35

Ala

Asn

Phe

Thr

Glu

Pro

Pro

Pro

195

Leu

Cys

Gly

val

Glu
275

Arg

20

Pro

Thr

Trp

Pro

Gln

100

Arg

Lys

Arg

Ala

Pro

180

Glu

Asp

Gly

Arg

Gln

260

Glu

Pro

Thr

Phe

Tyr

Glu

85

Leu

Asnh

Ala

Arg

Ala

Phe

val

Glu

Pro

Phe

Thr

Arg

70

Asp

Pro

Asp

Gln

Ala

150

Gln

Pro

Cys

Ala

Leu

230

Lys

Thr

Gly

Gly

ser

Cys

55

Met

Arg

Asn

ser

Ile

135

Glu

Phe

Ala

Arg

215

Leu

Leu

Gln

Gly

ES 2734549 T3

Trp

Pro

40

Ser

Ser

Ser

Gly

Lys

val

Gln

Pro

Pro

200

Asp

Leu

Leu

Glu

Cys
280

Phe

25

Ala

Phe

Pro

Gln

Glu

Pro

Thr

Thr

185

Ala

Ile

ser

Tyr

Glu

265

Glu

Leu

Leu

Ser

Ser

Pro

90

Asp

TYr

Ser

Thr

Leu

170

Ile

Ala

Tyr

Leu

Ile

250

Asp

Leu

206

Asp

Leu

Asn

Asn

75

Gly

Phe

Leu

Leu

Ala

155

val

Ala

Gly

Ile

val

235

Phe

Gly

Arg

Ser

val

Thr

60

Gln

Gln

His

Cys

Thr

Ser

Gly

Trp

220

Ile

Lys

Cys

val

Pro

val

45

Ser

Thr

Asp

Met

Gly

Ala

Pro

Thr

Gln

Ala

205

Ala

Thr

Gln

ser

Asp

30

Thr

Glu

Asp

Cys

Ser

110

Ala

Glu

Ser

Thr

Pro

190

val

Pro

Leu

Pro

Cys

270

Phe

Arg

Glu

Ser

Lys

Arg

95

val

Ile

Leu

Pro

Pro

175

Leu

His

Leu

Tyr

Phe

255

Arg

Ser

Pro

Gly

Phe

Leu

80

Phe

val

Ser

Arg

Ser

160

Ala

Ser

Thr

Ala

Cys

240

Met

Phe

Arg
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ser

Glu

305

Arg

Gln

Tyr

Asp

Ala
385

Ala

290

Leu

Gly

Glu

Ser

Gly

Leu

Asp

Asnh

Arg

Gly

Glu

355

Leu

His

Ala

Leu

Asp

Leu

340

Ile

Tyr

Met

Pro

Gly

Pro

325

Tyr

Gly

Gln

Gln

Ala

Asn

Met

Gly

Ala
390

Tyr

295

Arg

Met

Glu

Lys

Leu

375

Leu

ES 2734549 T3

Lys

Glu

Gly

Leu

Gly

Ser

Pro

Gln

Glu

Gly

Gln

345

Glu

Thr

Pro

Gly

Tyr

Lys

330

Lys

Arg

Ala

Arg

207

Gln

Asp

Pro

Asp

Arg

Thr

Asn

300

val

Arg

Lys

Arg

Lys

Gln

Leu

Arg

Met

Gly

Asp

Leu

Asp

Lys

Ala

350

Lys

Thr

Tyr

Lys

Asn

335

Glu

Gly

Tyr

Asn

Arg

Pro

Ala

His

Asp
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ES 2734549 T3

REIVINDICACIONES

1. Dominio de unién anti-CD19 humanizado, en el que dicho dominio de unién anti-CD 19 humanizado comprende
una secuencia de aminoacidos de un scFv seleccionada de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID
NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11,
0 SEQ ID NO: 12.

2. Molécula de acido nucleico aislada que codifica un receptor de antigeno quimérico (CAR), en el que el CAR
comprende un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que incluye un dominio de unién anti-CD 19 humanizado, segun
la reivindicacién 1, un dominio transmembrana y un dominio de sefializacién intracelular que comprende un dominio
estimulador.

3. Molécula de &cido nucleico aislada, segun la reivindicacion 2, que comprende:

() una secuencia de acido nucleico de un dominio de union anti-CD 19 humanizado de acuerdo con cualquiera de
las SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO:
67, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 69, SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 71 y SEQ ID NO: 72, o una secuencia con un 95-
99% de identidad con las mismas;

(ii) un acido nucleico que codifica una secuencia de aminoacidos de CAR de la SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 32,
SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 39,
SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 41 o SEQ ID NO: 42, o una secuencia de aminoacidos que tiene un 85%, 90%, 95%,
96%, 97%, 98% 0 99% de identidad con las mismas; y/o

(li) una secuencia de acido nucleico de la SEQ ID NO: 85, SEQ ID NO: 86, SEQ ID NO: 87, SEQ ID NO: 88, SEQ ID
NO: 89, SEQ ID NO: 90, SEQ ID NO: 91, SEQ ID NO: 92, SEQ ID NO: 93, SEQ ID NO: 94, SEQ ID NO: 95, 0 SEQ
ID NO: 96, o0 una secuencia de acido nucleico que tiene al menos un 95% de identidad con las mismas.

4. Molécula de acido nucleico aislada, segun la reivindicacion 2 o 3, en la que:

(i) el CAR codificado incluye un dominio transmembrana que comprende un dominio transmembrana de una proteina
seleccionada del grupo que consiste en la cadena alfa, beta o zeta del receptor de células T, CD28, CD3 epsilon,
CD45, CD4, CD5, CD8, CD9, CD16, CD22, CD33, CD37, CD64, CD80, CD86, CD134, CD137 y CD154;

(i) el dominio de transmembrana codificado comprende una secuencia de SEQ ID NO: 15;

(iii) el dominio transmembrana codificado comprende una secuencia de aminoacidos que comprende al menos una,
dos o tres modificaciones, pero no mas de 20, 10 o 5 modificaciones de una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 15, o una secuencia con un 95-99 % de identidad con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 15;

(iv) la secuencia de acido nucleico que codifica el dominio transmembrana comprende una secuencia de SEQ ID
NO: 56, 0 una secuencia con un 95-99% de identidad con la misma; y/o

(v) el dominio de unién anti-CD19 codificado esta conectado al dominio de transmembrana mediante una region
bisagra, opcionalmente en el que:

(a) la regién de bisagra codificada comprende SEQ ID NO: 14 o SEQ ID NO: 102, o una secuencia con un 95-99%
de identidad con las mismas; o

(b) la secuencia de acido nucleico que codifica la regién bisagra comprende una secuencia de SEQ ID NO: 55, o una
secuencia con un 95-99% de identidad con la misma.

5. Molécula de acido nucleico aislada, segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, que comprende ademas una
secuencia que codifica un dominio coestimulador, por ejemplo, un dominio coestimulador que es un dominio de
sefializacion funcional obtenido a partir de una proteina seleccionada del grupo que consiste en 0X40, CD2, CD27,
CD28, CDS, ICAM-1, LFA-1 (CD11a/CD18), ICOS (CD278) y 4-1BB (CD137), opcionalmente en la que:

(i) el dominio coestimulador codificado comprende una secuencia de SEQ ID NO: 16;

(i) el dominio coestimulador codificado comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos una, dos o
tres modificaciones, pero no mas de 20, 10 o 5 modificaciones de una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
16, o una secuencia con un 95-99 % de identidad con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16; o

(iii) la secuencia de acido nucleico que codifica el dominio coestimulador comprende una secuencia de SEQ ID NO:
60, 0 una secuencia con un 95-99% de identidad con la misma.

6. Molécula de acido nucleico aislado, segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5, en la que:

() el dominio de sefializacion intracelular codificado comprende un dominio de sefializacion funcional de 4-1BB y/o
un dominio de sefalizacién funcional de CD3 zeta;

(i) el dominio de sefializacion intracelular codificado comprende la secuencia de SEQ ID NO: 16 y/o la secuencia de
SEQ ID NO: 17 0 SEQ ID NO: 43;

(iii) el dominio de sefializacién intracelular comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos una, dos o
tres modificaciones, pero no mas de 20, 10 o 5 modificaciones de una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
16 y/o una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 17 o SEQ ID NO: 43, o una secuencia con un 95-99% de
identidad con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16 y/o una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
17 0 SEQ ID NO: 43;

(iv) el dominio de sefializacion intracelular codificado comprende la secuencia de SEQ ID NO: 16 y la secuencia de
la SEQ ID NO: 17 o SEQ ID NO: 43, en el que las secuencias que comprenden el dominio de sefializacién
intracelular se expresan en el mismo marco y como cadena polipeptidica Unica;
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(v) la secuencia de acido nucleico que codifica el dominio de sefializacién intracelular comprende una secuencia de
SEQ ID NO: 60, o una secuencia con un 95-99% de identidad con la misma, y/o una secuencia de SEQ ID NO: 101
o la SEQ ID NO: 44, o una secuencia con un 95-99% de identidad con las mismas; y/o

(vi) dicha molécula de acido nucleico aislada codifica ademas una secuencia lider, opcionalmente en el que la
secuencia lider comprende la SEQ ID NO: 13, o una secuencia con un 95-99% de identidad con una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 13.

7. Molécula de polipéptido aislada codificada por la molécula de acido nucleico, segun cualquiera de las
reivindicaciones 2-6.

8. Molécula de receptor de antigeno quimérico (CAR) aislada que comprende un dominio de unién anti-CD19
humanizado, segun la reivindicacién 1, un dominio transmembrana y un dominio de sefializacion intracelular.

9. Molécula de CAR aislada, segun la reivindicacioén 8, en la que:

(i) dicho CAR es un CAR, segln cualquiera de las reivindicaciones 2-7; o

(ii) dicho CAR comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 32,
SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 36 , SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 39,
SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 41 y SEQ ID NO: 42, o una secuencia con un 95-99% de identidad con las mismas.

10. Vector que comprende una molécula de &cido nucleico que codifica un CAR, segun cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, opcionalmente en el que:

(i) el vector se selecciona del grupo que consiste en un ADN, un ARN, un plasmido, un vector de lentivirus, un vector
adenoviral o un vector de retrovirus;

(i) el vector comprende ademas un promotor, por ejemplo, un promotor EF-1 o un promotor EF-1 que comprende
una secuencia de SEQ ID NO: 100;

(iii) el vector es un vector transcrito in vitro;

(iv) la secuencia de acido nucleico en el vector comprende ademas una cola de poli (A); y/o

(v) la secuencia de acido nucleico en el vector comprende ademas un 3'UTR.

11. Célula que comprende el vector de la reivindicacion 10, opcionalmente en el que la célula es una célula T
humana, por ejemplo una célula T CD8+.

12. Procedimiento de:

(i) preparar una célula que comprende transducir una célula T con un vector de la reivindicacion 10; o

(ii) generar una poblacion de células modificadas con ARN que comprende introducir un ARN transcrito in vitro o
ARN sintético en una célula, en el que el ARN comprende un &cido nucleico que codifica una molécula de CAR,
segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores.

13. Célula que expresa una molécula de CAR, en el que dicha molécula de CAR es una molécula de CAR, segun
cualquiera de las reivindicaciones precedentes, para usar en:

(@) un procedimiento para proporcionar una inmunidad antitumoral en un mamifero, comprendiendo dicho
procedimiento administrar al mamifero una cantidad efectiva de la célula que expresa la molécula de CAR,
opcionalmente en el que:

(i) la célula es una célula T autéloga;

(i) la célula es una célula T alogénica; y/o

(iii) la célula se administra a un ser humano; o

(b) un procedimiento de tratamiento de un mamifero que tiene una enfermedad asociada con la expresion de CD19,
comprendiendo dicho procedimiento administrar al mamifero una cantidad eficaz de la célula.

14. Célula para usar, segun la reivindicacién 13(b), en la que:

(i) la enfermedad asociada con la expresién de CD19 se selecciona de una enfermedad proliferativa, tal como un
cancer o tumor maligno o una afeccién precancerosa, tal como una mielodisplasia, un sindrome mielodisplasico o
una preleucemia, o es una indicacién no relacionada con el cancer asociada con la expresion de CD19;

(i) la enfermedad es un cancer hematoldgico seleccionado del grupo que consiste en uno o mas de leucemias
agudas incluyendo, pero no limitado a, la leucemia linfoide aguda de células B ("BALL"), leucemia linfoide aguda de
células T ("TALL"), leucemia linfoide aguda (ALL); una o mas leucemias cronicas incluyendo, pero no limitado a,
leucemia mielégena crénica (CML), leucemia linfocitica crénica (CLL); y canceres hematoldgicos adicionales o
afecciones hematolégicas, incluyendo, pero no limitado a, leucemia prolinfocitica de células B, neoplasma de células
dendriticas plasmocitoides blasticas, linfoma de Burkitt, linfoma de células B grandes difusas, linfoma folicular,
leucemia de células pilosas, linfoma folicular de células pequefias o células grandes, afecciones linfoproliferativas
malignas, linfoma MALT, linfoma de células del manto, linfoma de la zona marginal, mieloma multiple, mielodisplasia
y sindrome mielodisplasico, linfoma no Hodgkin, linfoma plasmablastico, neoplasma de células dendriticas
plasmacitoides, macroglobulinemia de Waldenstrom, y "preleucemia”, que son una coleccién diversa de afecciones
hematolégicas unidas por la produccion ineficaz (o displasia) de células sanguineas mieloides; y la enfermedad
asociada con la expresion de CD 19 incluye, pero no limitado a, canceres atipicos y/o no clasicos, malignidades,
afecciones precancerosas o enfermedades proliferativas que expresan CD 19;y cualquier combinacion de las
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mismas;

(iii) las células que expresan una molécula de CAR se administran en combinacion con un agente que aumenta la
eficacia de una célula que expresa una molécula de CAR,;

(iv) las células que expresan una molécula de CAR se administran en combinacién con un agente que mejora uno o
mas efectos secundarios asociados con la administracion de una célula que expresa una molécula de CAR; y/o

(v) las células que expresan una molécula de CAR se administran en combinacién con un agente que trata la
enfermedad asociada con la expresién de CD19.

15. Dominio de unidn anti-CD 19, segun la reivindicacion 1, la molécula de acido nucleico aislada, segun cualquiera
de las reivindicaciones 2-6, la molécula de polipéptido aislada, segun la reivindicacion 7, la molécula de CAR aislada,
segun la reivindicacién 8 o 9, el vector de la reivindicacion 10, o la célula de la reivindicacion 11, para usar en el
tratamiento de una enfermedad asociada con la expresion de CD19, o para usar en el tratamiento del cancer, por
ejemplo, un cancer hematologico.

16. Dominio de unién anti-CD 19, segun la reivindicacion 1, la molécula de acido nucleico aislada, segin cualquiera
de las reivindicaciones 2-6, la molécula de polipéptido aislada, segun la reivindicacion 7, la molécula de CAR aislada,
segun la reivindicacién 8 0 9, el vector de la reivindicacién 10, o la célula de la reivindicacién 11, para usar como un
medicamento.

17. Célula, segun la reivindicacion 11, que expresa ademas una molécula inhibidora que comprende un primer
polipéptido que comprende al menos una porcion de una molécula inhibidora, asociado con un segundo polipéptido
gue comprende una sefial positiva de un dominio de sefializacion intracelular, opcionalmente en la que la molécula
inhibidora comprende un primer polipéptido que comprende al menos una porciéon de PD1 y un segundo polipéptido
que comprende un dominio coestimulador y un dominio primario de sefializacién.

210



ES 2734549 T3

e -

i
147
hie
Evie
e
{1
0vle

gelc -

LEIC

¥4
2886100
61L4¥3 89
289'18S

-|EI|

_— ._.nln.- S
i

eUEI(] :Bi0]}03)3 | BN

1l Ol

BUEI( (BI0}03JS | BN9D

¥l 1d 9 SE[N|22 ap Ope|[sly

al 9Ol

= — = -

6100°799M

iy

sI8A7 9%

00}

JLEAN 1 Senjz2 uod OU.mM.__.__m_.t:L 61dD m._u pepIxo101D 3p ofesug

Vi Ol

BUBI(] BI0}03)3 | BnjeD

39799

~001

SISIT 9P %
211

81947 9



Total de células CAR+ vivas

Total de células CAR+ vivas

ES 2734549 T3

Células K562_CD19

1
6
Dias después del cocultivo
Células de CLL primaria
100000+
80000~
60000
40000+
20000
i]
0 |
0 6

Dias después del cocultivo

FIG. 2B

212

1
1
- huCD19 #2144
1
1

SS1

GS CART19
CD19.BBz 40%
huCD19 #2136
huCD19 #2137
huCD19 #2138
huCD19 #2140
huCD19 #2141
huCD19 #2142

huCD19 #2143

huCD19 #2145
huCD19 #2146

- huCD19 #2147



ES 2734549 T3

€ Ol

(eq) ese (eq) esen (eq) esepy oy
00082 00097 00082 00097 00062 0w ooogz CD SN gnge
_# _ 1 - D 1 1 I 1 - @ 1 1 r 1 , D 1 1‘..— L _ _u
5 5 =1 =
5 : ]
0/8'97 001 79892 001 779'07 00l 12042 00}
eq) ese (eQ) esen (eq) eseny
g O =N g , o o 00 0% OO (SQV BB hngy o
M| i 2 A A J._‘
8087 . 5 5 5
3 3 3 3
_ 00 00 00} 001
089 70997 907 \0'LT

NIS LM-LOLE0) OIN 201€0} SIN L0LE0L Adosul

213



ES 2734 549 T3

Pico de fusion

L--—--—--—_-m-_--u-__-—._--_-nu-__—-_--Fl
] 1 | 1 1 ] 1

B ] I I I 1 I 1

| a1 1 I ] 1 I 1l
] ] ] ] 1 ] ]

- ] ] ] 1 1 ] 1 %+
1 [} ] 1 1 ] 1
=T T el et sty ket | ety e

| ¥, | ] ] | ] |
1" 1 I 1 1 | 1

= i I ] [} i i 1 o
] I I ] [} I 1

= ] 1 I ] 1 I I T

| | | I | | | |
1 ] I [} 1 I 1

v i - sl snand; { S L I
] ] ] I | ]

o | ] I ] | 1
I L I 1 I 1

E | o I I I i

= ! E o ! LA
1 . > I 1

- ! 4 1+
1 o

- o . e

. it ]
] 1

5 1 1+
] 1

5 \ ' 3
] ]

B 1 1
b Ll EEF D e L L d
] I
= ] ] E
I 1

™ I ]
L I 1
| AR I T D 1
- I I 1+
1 1 1
——t == == -+ - =
| I | [
] I 1
. I ] ]
| ] |
- ] 1 1
] ] ]

B I I T T
Ly ____ 8 F._ v __ a0 __t__a_ 4
1 I I I ] I i I 1
- ] I } I I [} I I 1
1 I ] ] ] ] 1 I ]
= 1 I 1 ! I | i I 1
=4 ] I [} [ ] ] L} I [}
| [ ] ] ] 1 1 ' 1
5 1 [ 1 | I I 1 I 1
1 I 1 1 ] 1 1 I 1
[ o e S e ] e e
I [ I I i I 1 I i
B 1 1 1 1 ] I 1 I 1
- 1 [ ‘H 1 1 ] 1 1 ] 1
] I [} I I [} [} I ]
= 1 ] ] 1 1 ' 1 1 ] 1
L i | I I I | I 1 I ]
L L L 1 L L L 1 L L
B B o b B B o b B o B e e s R AR EE R e
— 9 o2 = o 2 = = o
= o —_ S92 =2 = OO oo

90

80

70

60

50

40

30

Temperatura, Celsius

Pico de fusion

L B B | T ! Ll T

v,

s el e e e s e e e e

SR - R ——

tttttt

FUCER, SIS epe R ) | S

xe\a..ﬂ.,...—.\ e,
I
|

23.:,3,553

-y

"..\

Tm———————

s
e O PONE

i

—— e ]

e

?
=i a2

\,

Temperatura, Celsius

FIG. 4

L

\..,\.

—-—=
I
|
I
I
|

—§
H

i
i

t—————— ==

i

I
i
I
I
A

i s

100 $------

LP/(N4¥)p-

200
300 F------

90

80

70

60

50

40

30

214



ES 2734549 T3

¢ Ol

L )

uoloelIalold

ewixew 3540«<y-onig 0¢/515> 3540'<-onig 07/S 19> 3S40<y-onig (z/G1 8>
uoioessyjoid ejus opeseq o0l y0L 0L 00 0 g0l 0L 0L Z000 g0l 40L  ¢0b 01 0
uoloealjise[a ap uspiQ,
XETGH SN e F
XE HIT OSSN ———~
xi%”wmz ||||| N/ Jp—
Xy HZ1 SSN =———— r-I-r,.?}/, — N SN A —
Xy TeH SS0 ——————- s |-|J,..,..\ JRpp—
XY T §88 === ——— ———\Y e
Xy HZ1 SS0 -————— TN TN __.M.ﬂi-i--!i--
X HZ1 888 ———— L i W % 7y I I ¥ o/ A I ,:_ ST
XE TH 888 ———-—-
XEHZT 88D ---------
XE HTT 88§ -———
6 LYo —————
6114Y0S9 ———
289°088)| —————
seuewud 779 SenRd ("sod |osu02) (‘Bau |osu02)

6100 Z95H senigo ¢G99 SENPO

215



aCD19-AT
aCD19-L
aCD19-BB-L

aCD19-28-C
aCD19-28-8B-C

LHODIBAL
a0tz LI A
LHCD198B

LH-c.CD19-28-
LHoCD19-28.88

ES 2 734 549 T3

=

A

bisagra hCDB'a-Ifa

s

>

=

G E

bisagra hCDBaIIfa

RS

=

/VH/ / i

bisagra hCD8alfa

- PLBRY IR/

A%

bisagra hCDSalfa

CDZB

RS

U2

bisagra hCD8alfa

CID| 2I8

4:1B8N

NI/

D
E

FIG. 6A

=

/LA

///,v"

'.bll-sagra Ih'CDB:aifa' .

///VH/% blsagra hCDS:iF

S A

Y0/

blsagra h'ODSIa'Ii’*si i

VI

bisagra hCD8alfa

g

V] e

bisagra hCD8alfa

FIG. 6B

216



—
1 |

=
T

%CD19+ en sangre
(Promedio +/- SEM)

7

ES 2734549 T3

-o- PBS

-1 Simulacién
-2- muCTLO19
=2~ huCTL019

T T —
421 28 3% 42 49 56 63 70

Dias despues de la
implantacién del tumor

FIG. 7

217



ES 2734 549 T3

<575/26 Green-A>: CD38a-PE

3.28
- 3.28%
0.0532
0 102 103 104 109

<710/50 Red-A>; CD19-AF700
Células tumorales CD138+CD45 dim tefidas para CD19 (eje

X)y CD38 (eje y)
FIG. 8

218



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

