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DESCRIPCION

Fijacion eficaz como objetivo de la leucemia humana primaria utilizando células T modificadas con receptor de
antigeno quimérico anti-CD123

Campo de la invencién

La presente divulgacion se refiere, en general, a células T modificadas para expresar un Receptor de Antigeno
Quimérico (CAR) y su uso, p. €j., para tratar una enfermedad o afeccidn asociada a la expresion de la cadena alfa del
receptor de interleuquina 3 (IL-3Ra, CD123).

Antecedentes de la invencién

La mayoria de los pacientes con leucemia mieloide aguda (AML) son incurables utilizando una terapia estandar
(Mrozek et al, 2012, J Clin Oncol, 30:4515-23) y aquellos con AML recidivante o refractaria (RR-AML) tienen un
prondstico particularmente deficiente (Kern et al, 2003, Blood 2003, 101:64-70; Wheatley et al, 1999, Br J Haematol,
107:69-79).

La modificacion genética puede conferir a los células T especificidad respecto a una diana de eleccion. Los células T
se pueden transducir con material genético que codifica un fragmento variable de cadena sencilla (scFv) de un
anticuerpo, junto con una molécula de sefalizacion, utilizando con ello la regién determinante de complementariedad
(CDR) con el fin de reconocer un antigeno de la superficie celular de una manera no restringida por MHC. Estas células
se denominan células T con receptor de antigeno quimérico (CAR). Intentos preclinicos y clinicos de fijar como objetivo
al menos a 20 moléculas de la superficie diferentes en una diversidad de neoplasias han demostrado cierta actividad,
pero a menudo se vieron limitados por la escasa persistencia del producto de células CAR T infundido (Sadelain et al,
2009, Curr Opin Immunol 2009, 21:215-23). Un éxito reciente con células T redirigidas anti-CD 19 en pacientes con
CLL y ALL avanzadas Porter et al, 2011, N Engl J Med, 365:725-33; Kalos et al, 2011, Science Transl Med,
3:95ra73; Grupp y Kalos, 2013, N Engl J Med, 368:1509-18) demostrd que estas células pueden erradicar la carga
tumoral masiva después de una sola infusién con una remisién que dura hasta 3 afos hasta la fecha, lo que subraya
el enorme potencial de la terapia con células CAR T. 3 Ha habido uno pocos intentos preclinicos para fijar como
objetivo la AML en modelos animales (Marin et al, 2010, Haematologica, 95:2144-52; Tettamanti et al, 2013, Br J
Haematol, 161:389-401) aunque un pequefio ensayo clinico publicado recientemente demostrd que es factible producir
e infundir células T a pacientes con una neoplasia agresiva (Ritchie et al, 2013, Mol Ther, epub antes de la impresion
PMID 23831595). Thokala et al (2011, Blood, 118(21):1908), Mardiros et al (2012, Blood, 120(21):resumen 950),
y Tettamanti ("Targeting of the acute myeloid leukemia stem cells through immunotherapy: Development of novel
chimeric antigen receptors specific for the CD123 antigen" OMICS 2° Congreso Mundial de Biotecnologia 29 de
noviembre de 2011) son resimenes de conferencias que se refieren a receptores de antigenos quiméricos dirigidos
contra CD123.

Sumario de la invencién

La invencion se define en las reivindicaciones adjuntas.

La divulgacion proporciona, entre otras cosas, composiciones que comprenden al menos un receptor de antigeno
quimérico (CAR) especifico para CD123 (denominado CAR123 o CAR CD123), vectores que comprenden el mismo y
células T recombinantes que comprenden un CAR CD123. La divulgacién también incluye métodos para hacer una
célula T genéticamente modificada que exprese un CAR (CART), en donde el CAR expresado comprende un dominio
de unién anti-CD 123.

La presente divulgacién también se refiere, en general, al uso de células T modificadas para expresar un CAR para
tratar una enfermedad asociada con la expresion de la cadena alfa del receptor de interleuquina 3 (IL-3Ra, CD123).
En un aspecto, la enfermedad es un cancer asociado con la expresion de CD123. En un aspecto, el cancer es un
cancer hematoldgico.

También se puede utilizar un CAR de la divulgacion en un método mediante el cual se utiliza una célula CART123
modificada para erradicar células normales que expresan CD123.

Por consiguiente, en un aspecto, la divulgacion se refiere a una molécula de acido nucleico aislada que codifica un
receptor de antigeno quimérico (CAR), en donde el CAR comprende un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que
incluye un dominio de unién anti-CD123 (p. ej., un anticuerpo o fragmento de anticuerpo humanizado que se une
especificamente a CD123), un dominio transmembrana y un dominio de sefnalizacién intracelular (p. €j., un dominio
de senalizacion intracelular que comprende un dominio coestimulador y/o un dominio de sefalizacién primario). En
una realizacion de la divulgacién, el CAR comprende un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que incluye un dominio
de union anti-CD123 descrito en esta memoria (p. €j., un anticuerpo humanizado o fragmento de anticuerpo que se
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une especificamente a CD123 tal como se describe en esta memoria), un dominio de transmembrana descrito en esta
memoria y un dominio de sefalizacion intracelular descrito en esta memoria (p. €j., un dominio de sefalizacion
intracelular que comprende un dominio coestimulador y/o un dominio de sefalizacién primario).

En una realizacion de la divulgacion, el dominio de unién anti-CD123 codificado comprende una o mas (p. €j., las tres)
region determinante de la complementariedad 1 de la cadena ligera (LC CDR1), regién determinante de la
complementariedad 2 de la cadena ligera (LC CDR2) y region determinante de la complementariedad 3 de la cadena
ligera (LC CDR3) de un dominio de union anti-CD123 descrito en esta memoria, y una o mas (p. €j., las tres) region
determinante de la complementariedad 1 de la cadena pesada (HC CDR1), region determinante de la
complementariedad 2 de la cadena pesada (HC CDR2), y region determinante de la complementariedad 3 de la cadena
pesada (HC CDR3) de un dominio de unién anti-CD123 descrito en esta memoria, p. €j., un dominio de unioén anti-
CD123 humanizado que comprende una o mas, p. €j., las tres LC CDRs y una o mas, p. €j., las tres HC CDRs. En
una realizacion de la divulgacion, el dominio de unién anti-CD123 codificado comprende una regién variable de cadena
ligera descrita en esta memoria (p. €j., en la Tabla 1 o SEQ ID NO: 2 0 SEQ ID NO: 101) y/o una region variable de
cadena pesada descrita en esta memoria (p. €j., en la Tabla 1 0 SEQ ID NO: 2 0 SEQ ID NO: 101). En una realizacién
de la divulgacién, el dominio de unién anti-CD123 codificado es un scFv que comprende una cadena ligera y una
cadena pesada de una secuencia de aminodcidos de la Tabla 1 o SEQ ID NO: 2 0 SEQ ID NO: 101. En una realizacién
de la divulgacion, el dominio de unién anti-CD123 (p. €j., un scFv) comprende: una regién variable de cadena ligera
que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos una, dos o tres modificaciones (p. €j., sustituciones)
pero no mas de 30, 20 o 10 modificaciones (p. €j., sustituciones) de una secuencia de aminoacidos de una regién
variable de cadena ligera proporcionada en la Tabla 1 o SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 101, o una secuencia con 95-
99% de identidad con una secuencia de aminoacidos de la Tabla 1 0 SEQ ID NO: 2 0 SEQ ID NO: 101; y/o una regién
variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos una, dos o tres
modificaciones (p. €j., sustituciones) pero no mas de 30, 20 o 10 modificaciones (p. ej., sustituciones) de una secuencia
de aminodcidos de una regién variable de cadena pesada proporcionada en la Tabla 1 o SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO:
101, o una secuencia con 95-99% de identidad con una secuencia de aminoacidos de la Tabla 1 o0 SEQ ID NO: 2 o
SEQ ID NO: 101, En una realizacion de la divulgacién, el dominio de unién anti-CD123 comprende una secuencia
seleccionada de un grupo que consiste en SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 54, SEQ ID
NO: 60, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 72 y SEQ ID NO: 78, 0 una secuencia con 95-99% de identidad con las mismas.
En una realizacion de la divulgacion, la secuencia de &cido nucleico que codifica el dominio de unién anti-CD123
comprende una secuencia seleccionada de un grupo que consiste en SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO:
49, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO: 73 y SEQ ID NO: 79, o una secuencia con 95-99%
de identidad con las mismas. En una realizacion de la divulgacion, el dominio de union anti-CD 123 codificado es un
scFv y una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de amino&cidos descrita en esta memoria,
p. €j., en la Tabla 1 o SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 101, esta unida a una regién variable de cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos descrita en esta memoria, p. €j., en la Tabla 1 o SEQ ID NO: 2 0 SEQ ID
NO: 101, mediante un enlazador, p. €j., un enlazador descrito en esta memoria. En una realizacion, el dominio de
unién anti-CD123 codificado incluye un enlazador (Glys-Ser)n, en donde nes 1, 2, 3, 4, 5 0 6, preferiblemente 4 (SEQ
ID NO: 126). La region variable de cadena ligera y la region variable de la cadena pesada de un scFv pueden estar,
por ejemplo, en cualquiera de las siguientes orientaciones: region variable de cadena ligera-enlazador-region variable
de la cadena pesada o region variable de la cadena pesada-enlazador-regién variable de la cadena ligera.

En una realizacion, 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.
En una realizacion, el dominio transmembrana codificado comprende una secuencia de SEQ ID NO: 5. En una
realizacién, el dominio transmembrana codificado comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos una,
dos o tres modificaciones (p. €j., sustituciones) pero no mas de 20, 10 o 5 modificaciones (p. €j., sustituciones) de una
secuencia de aminodacidos de SEQ ID NO: 5, o una secuencia con 95-99% de identidad con una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 5. En una realizacién, la secuencia de acidos nucleicos que codifica el dominio
transmembrana comprende una secuencia de SEQ ID NO: 12 o una secuencia con un 95-99% de identidad con la
misma.

En una realizacién, el dominio de unién anti-CD 123 codificado esta conectado al dominio transmembrana mediante
una region bisagra, p. €j., una regién bisagra descrita en esta memoria. En una realizacion, la regién de bisagra
codificada comprende SEQ ID NO: 4 0 SEQ ID NO: 104 o SEQ ID NO: 122 0 SEQ ID NO: 124, o una secuencia con
95-99% de identidad de la misma. En una realizacién, la secuencia de acido nucleico que codifica la region bisagra
comprende una secuencia de SEQ ID NO: 11 0 SEQ ID NO: 105 o la SEQ ID NO: 123 o la SEQ ID NO: 125, o una
secuencia con un 95-99% de identidad con la misma.

En una realizacion, la molécula de acido nucleico aislada comprende, ademas, una secuencia que codifica un dominio
coestimulador, p. ej., un dominio coestimulador descrito en esta memoria. En una realizacion, el dominio co-
estimulante codificado comprende un dominio de sefalizacion funcional 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 una
realizacién, el dominio coestimulador codificado comprende una secuencia de SEQ ID NO: 6 o SEQ ID NO: 23. En
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una realizacion, el dominio coestimulador codificado comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos
una, dos o tres modificaciones (p. €j., sustituciones) pero no mas de 20, 10 o 5 modificaciones (p. €j., sustituciones)
de una secuencia de aminodacidos de SEQ ID NO: 5 0 SEQ ID NO: 23, o una secuencia con 95-99% de identidad con
una secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 5 0 SEQ ID NO: 23. En una realizacién, la secuencia de acido nucleico
que codifica el dominio coestimulador comprende una secuencia de SEQ ID NO: 13 0 SEQ ID NO: 27, o una secuencia
con 95-99% de identidad de la misma.

La molécula de &cido nucleico aislada comprende una secuencia que codifica un dominio de sefalizacién intracelular,
p. €j., un dominio de sefializacién intracelular descrito en esta memoria. En una realizacién, el dominio de sefalizacion
intracelular codificado comprende un dominio de sefalizacién funcional de 4-1BB y/o un dominio de sefalizacion
funcional de CD3 zeta. En una realizacién, el dominio de sefalizacion intracelular codificado comprende un dominio
de sefializacion funcional de CD27 y/o un dominio de sefalizacion funcional de CD3 zeta. En una realizacién, el
dominio de sefalizacion intracelular codificado comprende la secuencia de SEQ ID NO: 6 o SEQ ID NO: 23 y/o la
secuencia de SEQ ID NO: 7 o SEQ ID NO: 98. En una realizacion, el dominio de sefalizacion intracelular comprende
una secuencia de aminoacidos que tiene al menos una, dos o tres modificaciones (p. €j., sustituciones) pero no mas
de 20, 10 o 5 modificaciones (p. €j., sustituciones) de una secuencia de aminoacidos de SEQ ID. NO: 6 o SEQ ID NO:
23 y/o una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7 o SEQ ID NO: 98, o una secuencia con 95-99% de identidad
con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6 o SEQ ID NO: 23 y/o una secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 7 0 SEQ ID NO: 98. En una realizacion, el dominio de sefalizacién intracelular codificado comprende la secuencia
de SEQ ID NO: 6 o SEQ ID NO: 23 y la secuencia de SEQ ID NO: 7 o SEQ ID NO: 98, en donde las secuencias que
comprenden el dominio de sefalizacion intracelular se expresan en el mismo marco y como una sola cadena
polipeptidica. En una realizacion, la secuencia de &cido nucleico que codifica el dominio de sefalizacion intracelular
comprende una secuencia de SEQ ID NO: 13 o SEQ ID NO: 27, o una secuencia con 95-99% de identificacién con la
misma, y/o una secuencia de SEQ ID NO: 14 o SEQ ID NO: 99, o una secuencia con una identidad del 95-99% con la
misma.

En otro aspecto, la divulgacion pertenece a una molécula de acido nucleico aislada que codifica una construccién de
CAR que comprende una secuencia conductora, p. €j., una secuencia conductora descrita en esta memoria, p. €j., de
SEQ ID NO: 3; un dominio de union anti-CD123 descrito en esta memoria, p. €j., un dominio de unién anti-CD123 que
comprende un LC CDR1, un LC CDR2, un LC CDR3, un HC CDR1, un HC CDR2 y un HC CDR3 descritos en esta
memoria, p. €j., un dominio de union anti-CD123 descrito en la Tabla 1 o SEQ ID NO: 2, o una secuencia con 95-99%
de identidad con el mismo; una region de bisagra descrita en esta memoria, p. €j., de SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO:
104 0 SEQ ID NO: 122 0 SEQ ID NO: 124; un dominio transmembrana descrito en esta memoria, p. €j., que tiene una
secuencia de SEQ ID NO: 5; y un dominio de sefalizacion intracelular, p. ej., un dominio de sefalizacién intracelular
descrito en esta memoria. En una realizacion, el dominio de sefalizacién intracelular codificado comprende un dominio
coestimulador, p. €j., un dominio coestimulador descrito en esta memoria, p. ej., un dominio coestimulador 4-1BB que
tiene una secuencia de SEQ ID NO: 6, y/o un dominio de sefalizacién primario, p. €j., un dominio de sefalizacién
primario descrito en esta memoria, p. €j., un dominio estimulante de CD3 zeta que tiene una secuencia de SEQ ID NO:
7 o SEQ ID NO: 98. En una realizacion, el dominio de sefalizacién intracelular codificado comprende un dominio
coestimulador, p. €j., un dominio coestimulador descrito en esta memoria, p. €j., un dominio coestimulador CD27 que
tiene una secuencia de SEQ ID NO: 23, y/o un dominio de sefalizacién primario, p. ej., un dominio de sefializacion
primario descrito en esta memoria, p. €j., un dominio estimulante de CD3 zeta que tiene una secuencia de SEQ ID NO:
7 0 SEQ ID NO: 98. En una realizacion, la molécula de &cido nucleico aislada que codifica la construccién CAR incluye
una secuencia conductora codificada por la secuencia de acidos nucleicos de SEQ ID NO: 3, o una secuencia con un
95-99% de identidad con la misma. En una realizacién de la divulgacién, la molécula de acido nucleico aislada que
incluye la construccién CAR incluye una secuencia del dominio de unién anti-CD123 codificada por la secuencia de
acido nucleico de SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 67,
SEQ ID NO: 73 y SEQ ID NO: 79, o una secuencia con 95-99% de identidad con la misma. En una realizacién, la
molécula de &cido nucleico que codifica la construccién CAR incluye una secuencia de transmembrana codificada por
la secuencia de acidos nucleicos de SEQ ID NO: 12, o una secuencia con un 95-99% de identidad con la misma. En
una realizacién, la molécula de &cido nucleico aislada que codifica la construccién CAR incluye una secuencia de
dominio de sefalizacion intracelular codificada por la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 13 o SEQ ID NO:
27, 0 una secuencia con 95-99% de identidad con la misma y/o una secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 14 o
SEQ ID NO: 99, o una secuencia con 95-99% de identidad con la misma.

En una realizacién de la divulgacion, la molécula de acido nucleico aislada comprende (p. €j., consiste en) un acido
nucleico que codifica una secuencia de aminoacidos CAR de SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 53, SEQ
ID NO : 59, SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 71, SEQ ID NO: 77 o SEQ ID NO: 83, 0 una secuencia de amino&cidos que
tiene al menos uno, dos, tres, cuatro, cinco, 10, 15, 20 o 30 modificaciones (p. €j., sustituciones), pero no mas de 60,
50 o 40 modificaciones (p. €j., sustituciones) de una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 47,
SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 59, SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 71, SEQ ID NO: 77 o SEQ ID NO: 83, o0 una secuencia
de aminoacidos que tiene 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad con una secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 59, SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 71, SEQ ID NO:
77 o SEC ID NO: 83. En una realizacion de la divulgacién, la molécula de acido nucleico aislada comprende (p. €j.,
consiste en) un &cido nucleico que codifica una secuencia de aminoacidos CAR de SEQ ID NO: 1, o una secuencia
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de aminoé&cidos que tiene al menos uno, dos, tres, cuatro, cinco, 10, 15, 20 o 30 modificaciones (p. €., sustituciones)
pero no mas de 60, 50 o 40 modificaciones (p. ej., sustituciones) de una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1,
0 una secuencia de aminoacidos que tiene 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% de identidad con una secuencia
de aminoécidos de SEQ ID NO: 1.

En una realizacion de la divulgacién, la molécula de acido nucleico aislada comprende (p. €j., consiste en) una
secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 64,
SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 76 o SEQ ID NO: 80 o una secuencia de &cido nucleico que tiene 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98% 0 99% de identidad con una secuencia de &cido nucleico de SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO:
52, SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 76 0 SEQ ID NO: 80. En una realizacion, la molécula
de acido nucleico aislada comprende (p. €j., consiste en) una secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 8, o una
secuencia de acido nucleico que tiene 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad con una secuencia de
acido nucleico de SEQ ID NO: 8.

En un aspecto, la divulgacion pertenece a una molécula de acido nucleico aislada que codifica un dominio de unién
anti-CD 123, en donde el dominio de unién anti-CD 123 comprende una o mas (p. €j., las tres) region determinante de
la complementariedad 1 de la cadena ligera (LC CDR1), regi6n determinante de la complementariedad 2 de la cadena
ligera (LC CDR2) y regién determinante de la complementariedad 3 de la cadena ligera (LC CDR3) de un dominio de
unién anti-CD 123 descrito en esta memoria, y una o mas (p, €j., las tres) region determinante de la complementariedad
1 de la cadena pesada (HC CDR1), region determinante de la complementariedad 2 de la cadena pesada (HC CDR2)
y regién determinante de la complementariedad 3 de la cadena pesada (HC CDR3) de un dominio de unién anti-CD123
descrito en esta memoria, p. €]., un dominio de unién anti-CD123 humanizado que comprende uno o mas, p. €j., las
tres LC CDRs y una o mas, p. €j.0, las tres, HC CDRs. En una realizacion de la divulgacion, el dominio de union anti-
CD1283 codificado comprende una region variable de la cadena ligera descrita en esta memoria (p. €j., en SEQ ID NO:
36, 42, 48, 54, 60, 66, 72 0 78) y/o una regién variable de la cadena pesada descrita en esta memoria (p. €j., en SEQ
ID NO: 36, 42, 48, 54, 60, 66, 72 0 78). En una realizacion, el dominio de unién anti-CD123 codificado es un scFv que
comprende una cadena ligera y una cadena pesada de una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 36, 42, 48, 54,
60, 66, 72 0 78. En una realizacion de la divulgacion, el dominio de unién anti-CD123 (p. ej., un scFv) comprende:
una region variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos una, dos o
tres modificaciones (p. €j., sustituciones), pero no mas de 30, 20 o 10 modificaciones (p. e€j., sustituciones) de una
secuencia de aminoacidos de una region variable de la cadena ligera proporcionada en SEQ ID NO: 36, 42, 48, 54,
60, 66, 72 0 78, 0 una secuencia con 95-99% de identidad con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 36, 42,
48, 54, 60, 66, 72 o 78; y/o una region variable de la cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos
que tiene al menos una, dos o tres modificaciones (p. €j., sustituciones) pero no mas de 30, 20 o 10 modificaciones
(p. €j., sustituciones) de una secuencia de aminoacidos de una region variable de la cadena pesada proporcionada en
SEQ ID NO: 36, 42, 48, 54, 60, 66, 72 o 78, 0 una secuencia con 95-99% de identidad con una secuencia de
aminoacidos SEQ ID NO: 36, 42, 48, 54, 60, 66, 72 o 78. En una realizacion de la divulgacion, el dominio de unién
anti-CD123 comprende una secuencia seleccionada de un grupo que consiste en SEQ ID NO: 36, 42, 48, 54, 60, 66,
72 078, 0 una secuencia con un 95-99% de identidad con la misma. : En una realizacién de la divulgacion, la secuencia
de acido nucleico que codifica el dominio de unién anti-CD123 comprende una secuencia seleccionada de un grupo
que consiste en SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 67,
SEQ ID NO: 73 y SEQ ID NO: 79, o una secuencia con 95-99% de identidad con las mismas.

En otro aspecto, la divulgacion pertenece a una molécula polipeptidica aislada codificada por la molécula de acido
nucleico. En una realizacién de la divulgacion, la molécula de polipéptido aislada comprende una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 59, SEQ ID
NO: 65, SEQ ID NO: 71, SEQ ID NO: 77 y SEQ ID NO: 83, o una secuencia con 95-99% de identidad con la misma.

En otro aspecto, la divulgacion pertenece a una molécula de receptor de antigeno quimérico (CAR) aislada que
comprende un dominio de unién anti-CD123 (p. ej., un anticuerpo humanizado o fragmento de anticuerpo que se une
especificamente a CD123), un dominio transmembrana y un dominio de sefalizacién intracelular (p. €j., un dominio
de sefalizacion intracelular que comprende un dominio coestimulador y/o un dominio de sefalizacion primario). En
una realizacion de la divulgacién, el CAR comprende un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que incluye un dominio
de union anti-CD123 descrito en esta memoria (p. €j., un anticuerpo o fragmento de anticuerpo humanizado que se
une especificamente a CD123 tal como se describe en esta memoria), un dominio de transmembrana descrito en esta
memoria y un dominio de sefalizacion intracelular descrito en esta memoria (p. €j., un dominio de sefalizacion
intracelular que comprende un dominio coestimulador y/o un dominio de sefalizacién primario descrito en esta
memoria).

En una realizacion de la divulgacion, el dominio de unién anti-CD123 comprende una o mas (p. €j., las tres) region
determinante de la complementariedad 1 de la cadena ligera (LC CDR1), regién determinante de la
complementariedad 2 de la cadena ligera (LC CDR2) y region determinante de la complementariedad 3 de la cadena
ligera (LC CDR3) de un dominio de unién anti-CD123 descrito en esta memoria, y una o mas (p. €j., las tres) region
determinante de la complementariedad 1 de la cadena pesada (HC CDR1), regién determinante de la
complementariedad 2 de la cadena pesada (HC CDR2), y region determinante de la complementariedad 3 de la cadena
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pesada (HC CDR3) de un dominio de unién anti-CD123 descrito en esta memoria, p. €j., un dominio de unién anti-
CD123 humanizado que comprende una o mas, p. €j., las tres LC CDRs y una o mas, p. €j., las tres HC CDRs. En
una realizacion de la divulgacion, el dominio de unién anti-CD 123 comprende una regién variable de la cadena ligera
descrita en esta memoria (p. €j., enla Tabla 1 o SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 101) y/o una region variable de la cadena
pesada descrita en esta memoria (p. €j., en la Tabla 1 o SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 101). En una realizacion de la
divulgacion, el dominio de unioén anti-CD123 es un scFv que comprende una cadena ligera y una cadena pesada de
una secuencia de aminoacidos de la Tabla 1 0 SEQ ID NO: 2 0 SEQ ID NO: 101. En una realizacion de la divulgacion,
el dominio de unién anti-CD123 (p. €j., un scFv) comprende: una regién variable de la cadena ligera que comprende
una secuencia de aminoacidos que tiene al menos una, dos o tres modificaciones (p. ej., sustituciones), pero no mas
de 30, 20 o 10 modificaciones (p. ej., sustituciones) de una secuencia de aminoacidos de una region variable de la
cadena ligera proporcionada en la Tabla 1 o SEQ ID NO: 2 o0 SEQ ID NO: 101, o una secuencia con 95-99% de
identidad con una secuencia de aminoacidos de la Tabla 1 0 SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 101 y/o una region variable
de la cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos una, dos o tres modificaciones
(p. €j., sustituciones) pero no mas de 30, 20 o 10 modificaciones (p. ej., sustituciones) de una secuencia de
aminoacidos de una regién variable de la cadena pesada proporcionada en la Tabla 1 0 SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO:
101, o una secuencia con 95-99% de identidad con una secuencia de aminoacidos de la Tabla 1 o0 SEQ ID NO: 2 o
SEQ ID NO: 101, En una realizacion de la divulgacién, el dominio de unién anti-CD123 comprende una secuencia
seleccionada de un grupo que consiste en SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 54, SEQ ID
NO: 60, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 72 y SEQ ID NO: 78, 0 una secuencia con 95-99% de identidad con las mismas.
En una realizacion de la divulgacién, el dominio de unién anti-CD123 es un scFv y una region variable de la cadena
ligera que comprende una secuencia de aminoacidos descrita en esta memoria, p. €j., en la Tabla 1 o0 SEQ ID NO: 2
o SEQ ID NO: 101, esta unida a una region variable de la cadena pesada que comprende una secuencia de
aminoacidos descrita en esta memoria, p. ej., enla Tabla 1 0 SEQ ID NO: 2 0 SEQ ID NO: 101, mediante un enlazador,
p. €j., un enlazador descrito en esta memoria. En una realizacién, el dominio de union anti-CD123 incluye un enlazador
(Glys-Ser)n,endonde nes 1, 2, 3, 4, 5 0 6, preferiblemente 4 (SEQ ID NO: 126). La region variable de la cadena ligera
y la region variable de la cadena pesada de un scFv pueden estar, por ejemplo, en cualquiera de las siguientes
orientaciones: region variable de la cadena ligera-conector-region variable de la cadena pesada o region variable de
la cadena pesada-conector-region variable de la cadena ligera.

En una realizacion, 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 una realizacién, el dominio
transmembrana comprende una secuencia de SEQ ID NO: 5. En una realizacién, el dominio transmembrana
comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos una, dos o tres modificaciones (p. €j., sustituciones),
pero no més de 20, 10 o 5 modificaciones (p. €j., sustituciones) de una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5,
0 una secuencia con una identidad de un 95-99% respecto a una secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 5.

En una realizacion, el dominio de unién anti-CD 123 esta conectado al dominio transmembrana mediante una regién
bisagra, p. €]., unaregion bisagra descrita en esta memoria. En una realizacion, la regién bisagra codificada comprende
SEQID NO: 40 SEQIDNO: 104 0 SEQID NO: 122 0 SEQ ID NO: 124, 0 una secuencia con un 95-99% de identidad
con la misma.

En una realizacién, la molécula de CAR aislada comprende, ademas, una secuencia que codifica un dominio
coestimulador, p. ej., un dominio coestimulador descrito en esta memoria. En una realizacion, el dominio co-
estimulante comprende un dominio de sefalizacion funcional de una proteina seleccionada del grupo que consiste en
0OX40, CD2, CD27, CD28, CDS, ICAM-1, LFA-1 (CD11a/CD18) y 4-1BB (CD137). En una realizacién, el dominio
coestimulador comprende una secuencia de SEQ ID NO: 6. En una realizacién, el dominio coestimulador comprende
una secuencia de SEQ ID NO: 23. En una realizacion, el dominio coestimulador comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos una, dos o tres modificaciones (p. €j., sustituciones), pero no mas de 20, 10 0 5
modificaciones (p. €j., sustituciones) de una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6 o SEQ ID NO: 23 o una
secuencia con un 95-99% de identidad con una secuencia de amino&cidos de SEQ ID NO: 6 o SEQ ID NO: 23.

La molécula de CAR aislada comprende una secuencia que codifica un dominio de sefializacién intracelular, p. ej., un
dominio de sefalizacion intracelular descrito en esta memoria. En una realizacion, el dominio de sefalizacion
intracelular comprende un dominio de sefalizacién funcional de 4-1BB y/o un dominio de sefalizacion funcional de
CD8 zeta. En una realizacion, el dominio de sefalizacién intracelular comprende la secuencia de SEQ ID NO: 6 y/o la
secuencia de SEQ ID NO: 7. En una realizacién, el dominio de sefalizacion intracelular comprende una secuencia de
SEQID NO: 6y la secuencia de SEQ ID NO: 98. En una realizacion, el dominio de sefalizacion intracelular comprende
un dominio de sefalizacién funcional de CD27 y/o un dominio de sefalizacién funcional de CD3 zeta. En una
realizacién, el dominio de sefalizacion intracelular comprende una secuencia de SEQ ID NO: 23 y la secuencia de
SEQ ID NO: 7. En una realizacion, el dominio de sefalizacién intracelular comprende una secuencia de SEQ ID NO:
23 y la secuencia de SEQ ID NO: 98. En una realizacion, el dominio de sefializacion intracelular comprende una
secuencia de aminodcidos que tiene al menos una, dos o tres modificaciones (p. €j., sustituciones) pero no mas de
20, 10 o 5 modificaciones (p. €j., sustituciones) de una secuencia de aminoacidos de SEQ ID. NO: 6 o SEQ ID NO: 23
y/o0 una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7 o SEQ ID NO: 98, o una secuencia con 95-99% de identidad con
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una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6 o SEQ ID NO: 23 y/o una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
7 o SEQ ID NO: 98. En una realizacion, el dominio de sefalizacion intracelular comprende la secuencia de SEQ ID
NO: 6 o SEQ ID NO: 23 y la secuencia de SEQ ID NO: 7 o SEQ ID NO: 98, en donde las secuencias que comprenden
el dominio de sefializacion intracelular se expresan en el mismo marco y como una cadena polipeptidica Unica.

En una realizacion, la molécula de CAR aislada comprende, ademas, una secuencia conductora, p. €j., una secuencia
conductora descrita en esta memoria. En una realizacién, la secuencia conductora comprende una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 3, o una secuencia con una identidad de un 95-99% respecto a una secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 3.

En otro aspecto, la divulgacién pertenece a una molécula de CAR aislada que comprende una secuencia conductora,
p. €j., una secuencia conductora descrita en esta memoria, p. €j., una secuencia conductora de SEQ ID NO: 3, o que
tiene un 95-99% de identidad con la misma; un dominio de unién anti-CD123 descrito en este memoria, p. €j., un
dominio de uniéon anti-CD123 que comprende una LC CDR1, una LC CDR2, una LC CDRS3, una HC CDR1, una HC
CDR2 y una HC CDR3 descritas en esta memoria, p. €j., un dominio de unién anti-CD123 descrito en la Tabla 1 o
SEQ ID NO: 2 0 SEQ ID NO: 101, o una secuencia con 95-99% de identidad con la misma; una regién de bisagra, p.
€j., una region de bisagra descrita en esta memoria, p. €j., una region de bisagra de SEQ ID NO: 4 o que tiene un 95-
99% de identidad con la misma; un dominio transmembrana, p. ej., un dominio transmembrana descrito en esta
memoria, p. €j., un dominio transmembrana que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 5 o una secuencia que tiene un
95-99% de identidad con la misma; un dominio de sefalizacion intracelular, p. ej., un dominio de sefalizacién
intracelular descrito en esta memoria (p. ej., un dominio de sefalizacién intracelular que comprende un dominio
coestimulador y/o un dominio de sefializacién primario). En una realizacion, el dominio de sefalizacién intracelular
comprende un dominio coestimulador, p. ej., un dominio coestimulador descrito en esta memoria, p. €j., un dominio
coestimulador 4-1BB que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 6, o un dominio coestimulador de CD27 que tiene una
secuencia de SEQ ID NO: 23 o que tiene un 95-99% de identidad con el mismo, y/o un dominio de sefalizacién
primario, p. €j., un dominio de sefalizacion primario descrito en esta memoria, p. €j., un dominio estimulador de CD3
zeta que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 7 o SEQ ID NO: 98, o con un 95-99% de identidad con el mismo. En
una realizacion, el dominio de sefalizacién intracelular comprende un dominio coestimulador, p. ej., un dominio
coestimulador descrito en este memoria, p. €j., un dominio coestimulador 4-1BB que tiene una secuencia de SEQ ID
NO: 6 o un dominio coestimulador de CD27 que tiene una secuencia de SEQ ID NO. : 23, y/o un dominio de
sefnalizacion primario, p. ej., un dominio de sefalizacién primario descrito en esta memoria, p. €j., un dominio
estimulador de CD3 zeta que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 7 o SEQ ID NO: 98.

En una realizacién de la divulgacién, la molécula de CAR aislada comprende (p. €j., consiste en) una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO : 59, SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 71,
SEQ ID NO: 77 o SEQ ID NO: 83, o una secuencia de aminoacidos que tiene al menos uno, dos, tres, cuatro, cinco,
10, 15, 20 o 30 modificaciones (p. €j., sustituciones), pero no mas de 60, 50 o 40 modificaciones (p. €j., sustituciones)
de una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 59, SEQ ID NO:
65, SEQ ID NO: 71, SEQ ID NO: 77 o SEQ ID NO: 83, o una secuencia de aminoacidos que tiene 85%, 90%, 95%,
96%, 97%, 98% 0 99% de identidad con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 47, SEQ ID
NO: 53, SEQ ID NO: 59, SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 71, SEQ ID NO: 77 o SEQ ID NO: 83. En una realizacién de la
divulgacion, la molécula de CAR aislada comprende (p. ej., consiste en) una secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 1 0 SEQ ID NO: 107, SEQ ID NO: 109, SEQ ID NO: 111, SEQ ID NO : 113, SEQ ID NO: 115, SEQ ID NO: 117,
SEQ ID NO: 119 0 SEQ ID NO: 121, o una secuencia de aminoacidos que tiene al menos uno, dos, tres, cuatro, cinco,
10, 15, 20 o 30 modificaciones (p. €j., sustituciones), pero no mas de 60, 50 o 40 modificaciones (p. €j., sustituciones)
de una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 107, SEQ ID NO: 109, SEQ ID NO: 111, SEQ ID
NO: 113, SEQ ID NO: 115, SEQ ID NO: 117, SEQ ID NO: 119 o0 SEQ ID NO: 121, o una secuencia de aminoacidos
que tiene 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% de identidad con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1
o SEQ ID NO: 107, SEQ ID NO: 109, SEQ ID NO: 111, SEQ ID NO: 113, SEQ ID NO: 115, SEQ ID NO: 117, SEQ ID
NO: 119 0 SEQ ID NO: 121.

En un aspecto. la divulgacion pertenece a un dominio de unién anti-CD123 que comprende una o mas (p. €j., las tres)
region determinante de la complementariedad 1 de la cadena ligera (LC CDR1), regién determinante de la
complementariedad 2 de la cadena ligera (LC CDR2) y region determinante de la complementariedad 3 de la cadena
ligera (LC CDR3) de un dominio de unién anti-CD123 descrito en esta memoria, y una o mas (p. €j., las tres) region
determinante de la complementariedad 1 de la cadena pesada (HC CDR1), regién determinante de la
complementariedad 2 de la cadena pesada (HC CDR2), y region determinante de la complementariedad 3 de la cadena
pesada (HC CDR3) de un dominio de unién anti-CD123 descrito en esta memoria, p. €j., un dominio de unién anti-
CD123 humanizado que comprende una 0 mas, p. €j., las tres LC CDRs y una o mas, p. €j., las tres HC CDRs. En
una realizacion de la divulgacion, el dominio de unién anti-CD 123 comprende una regién variable de la cadena ligera
descrita en esta memoria (p. ej., en SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO:
60, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 72 y SEQ ID NO: 78) y/o una region variable de la cadena pesada descrita en esta
memoria (p. €j., en SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO:
66, SEQ ID NO: 72 0 SEQ ID NO: 78). En una realizacién, el dominio de unién anti-CD123 codificado es un scFv que
comprende una cadena ligera y una cadena pesada de una secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 36, SEQ ID
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NO: 42, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 72 0 SEQ ID NO: 78. En una
realizacién de la divulgacion, el dominio de unién anti-CD123 (p. ej., un scFv) comprende: una region variable de la
cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos una, dos o tres modificaciones (p.
ej., sustituciones), pero no mas de 30, 20 o 10 modificaciones (p. €j., sustituciones) de una secuencia de aminoacidos
de una region variable de la cadena ligera proporcionada en SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 48, SEQ
ID NO: 54, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 72, o SEQ ID NO: 78 o una secuencia con 95-99% de
identidad con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 54,
SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 72 o SEQ ID NO: 78; y/o una regién variable de la cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos una, dos o tres modificaciones (p. €j., sustituciones)
pero no mas de 30, 20 o 10 modificaciones (p. €j., sustituciones) de una secuencia de aminoacidos de una region
variable de la cadena pesada proporcionada de SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 54,
SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 72 0 SEQ ID NO:78, o una secuencia con 95-99% de identidad con una
secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 60, SEQ
ID NO: 66, SEQ ID NO: 72 o SEQ ID NO: 78. En una realizacién de la divulgacion, el dominio de unién anti-CD123
comprende una secuencia seleccionada de un grupo que consiste en SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO:
48, SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 72 0 SEQ ID NO: 78, o0 una secuencia con 95-99%
de identidad con la misma.

En otro aspecto, la divulgacion pertenece a un vector que comprende una molécula de acido nucleico descrita en este
memoria, p. €j., una molécula de acido nucleico que codifica un CAR descrito en esta memoria. En una realizacion,
el vector se selecciona del grupo que consiste en un ADN, un ARN, un plasmido, un vector lentivirus, un vector
adenoviral o un vector retrovirus.

En una realizacion, el vector es un vector lentivirus. En una realizaciéon, el vector comprende, ademas, un promotor.
En una realizacion, el promotor es un promotor EF-1. En una realizacion, el promotor EF-1 comprende una secuencia
de la secuencia del promotor de SEQ ID NO: 106.

En una realizacion, el vector es un vector transcrito in vitro, p. €j., un vector que transcribe ARN de una molécula de
acido nucleico descrita en esta memoria. En una realizacion, la secuencia de acido nucleico en el vector comprende,
ademas, una cola de poli(A), p. €j., una cola de poli A descrita en esta memoria, p. €j., que comprende
aproximadamente 150 bases de adenosina (SEQ ID NO: 127). En una realizacion, la secuencia de acido nucleico en
el vector comprende, ademas, una 3’ UTR, p. €j., una UTR 3’ descrita en esta memoria, p. €j., que comprende al
menos una repeticién de una UTR 3’ derivada de beta-globulina humana, p. ej., una UTR 3’ presente en SEQ ID NO:
94. En una realizacion, la secuencia de &cido nucleico en el vector comprende, ademas, un promotor T2A, p. €j., un
promotor T2A presente en SEQ ID NO: 94.

En otro aspecto, la divulgacion se refiere a una célula que comprende un vector descrito en esta memoria. En una
realizacion, la célula es una célula descrita en esta memoria, p. €j., una célula T humana, p. €j., una célula T humana
descrita en esta memoria. En una realizacién, la célula T humana es una célula T CD8 +.

En otro aspecto, la divulgacion pertenece a un método para producir una célula, que comprende transducir una célula
descrita en este memoria, p. €j., una célula T descrita en esta memoria, con un vector que comprende un acido nucleico
que codifica un CAR, p. gj., un CAR descrito en este memoria.

La presente divulgacion también proporciona un método para generar una poblacién de células modificadas con ARN,
p. €j., células descritas en esta memoria, p. €j., células T, que expresan transitoriamente ARN ex6geno. El método
comprende introducir un ARN transcrito in vitro o ARN sintético en una célula, donde el ARN comprende un acido
nucleico que codifica una molécula de CAR descrita en la presente.

En otro aspecto, la divulgacion pertenece a un método de proporcionar una inmunidad antitumoral en un mamifero,
que comprende administrar al mamifero una cantidad eficaz de una célula que expresa una molécula de CAR, p. €j.,
una célula que expresa una molécula de CAR descrita en esta memoria. En una realizacién, la célula es una célula T
autéloga. En una realizacion, la célula es una célula T alogénica. En una realizacién, el mamifero es un ser humano.

En otro aspecto, la divulgacion pertenece a un método para tratar a un mamifero que tiene una enfermedad o trastorno
asociado con la expresion de CD123 (p. gj., una enfermedad proliferativa, una afeccién precancerosa y una indicacion
no relacionada con el cancer asociada con la expresiéon de CD123), que comprende administrar al mamifero una
cantidad eficaz de las células que expresan una molécula de CAR, p. €j., una molécula de CAR descrita en esta
memoria.

Las células que expresan una molécula de CAR, p. €j., una molécula de CAR descrita en esta memoria, pueden
administrarse en combinacién con un agente que aumenta la eficacia de una célula que expresa una molécula de
CAR, p. €j., un agente descrito en esta memoria.
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Las células que expresan una molécula de CAR, p. €j., una molécula de CAR descrita en este memoria, pueden
administrarse 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, p. €j., un agente descrito en esta memoria.

Las células que expresan una molécula de CAR, p. €j., una molécula de CAR descrita en esta memoria, pueden
administrarse en combinacion con un agente que trata la enfermedad asociada con CD123, p. €j., un agente descrito
en esta memoria.

Las células que expresan una molécula de CAR, p. €j., una molécula de CAR descrita en esta memoria, pueden
administrarse a una dosis y/o un programa de dosificacion descrito en este memoria.

Las células que expresan una molécula de CAR, p. €j., una molécula de CAR descrita en esta memoria, pueden
administrarse como un tratamiento de primera linea para la enfermedad, p. €j., el cancer, por ejemplo, el cancer
descrito en esta memoria. Las células que expresan una molécula de CAR, p. €j., una molécula de CAR descrita en
esta memoria, pueden administrarse como un tratamiento de segunda, tercera, cuarta linea para la enfermedad, p. €j.,
el cancer, por ejemplo, el cancer descrito en esta memoria.

En una realizacion, el mamifero, p. €j., un ser humano, ha recibido previamente tratamiento con una terapia anti-CD
19, p. ], una terapia CART de CD19. En una realizacion, el mamifero, p. €j., un ser humano, experimentd una recaida
con la terapia anti-CD 19.

Puede administrarse a una poblacion de células descritas en esta memoria.

En otro aspecto, la divulgacién pertenece a un método de erradicar células normales que expresan CD123,
comprendiendo el método administrar una célula que expresa una molécula de CAR descrita en esta memoria. En un
aspecto, la erradicacion se realiza en un sujeto al que se le ha administrado una célula que expresa la molécula de
CAR CD123, de modo que el método es aplicable para su uso como terapia de acondicionamiento celular antes del
trasplante de células. En una realizacion, la célula normal que expresa CD 123 es una célula madre que expresa
CD123 y el trasplante de células comprende un trasplante de células madre. Por ejemplo, la célula que expresa una
molécula de CAR CD123, p. €j., descrita en esta memoria, se utiliza para la ablacién de la médula ésea para eliminar
al menos una porcién de la médula ésea existente de un sujeto. La ablacion de la médula 6sea, utilizando una célula
que expresa una molécula de CAR CD123, puede realizarse, por ejemplo, en un sujeto que necesite un trasplante de
médula ésea. Por ejemplo, una célula que expresa una molécula de CAR CD123, p. ej., una CART123, se utiliza en
un régimen de acondicionamiento celular antes del trasplante de médula 6sea o de células madre. Una célula que
expresa una molécula de CAR CD123 puede utilizarse para la ablacion de la médula ésea en al menos parte de un
tratamiento para una enfermedad que incluye, pero no se limita a un cancer hematolégico, un tumor sélido, una
enfermedad hematoldgica, un trastorno metabdlico, VIH, HTLV, un trastorno de almacenamiento lisosémico y una
inmunodeficiencia.

En esta memoria se describe una molécula de acido nucleico aislada que codifica un CAR de la divulgacion, una
molécula polipeptidica aislada de un CAR de la divulgacion, un vector que comprende un CAR de la divulgacién y una
célula que comprende un CAR de la divulgacién para su uso como un medicamento. p. €j., tal como se describe en
esta memoria.

También se describe una molécula de acido nucleico aislada que codifica un CAR de la divulgacién, una molécula
polipeptidica aislada de un CAR de la divulgacion, un vector que comprende un CAR de la divulgacién y una célula
que comprende un CAR de la divulgacion para su uso en el tratamiento de una enfermedad que expresa CD123, p.
€j., una enfermedad que expresa CD123 tal como se describe en esta memoria.

En un aspecto, el CD123 CAR se utiliza para la terapia contra una enfermedad, trastorno o afeccién asociado con la
expresion de CD123. En un aspecto, la enfermedad, el trastorno o la afeccién es cancer asociado con la expresion
de CD123, que incluye, pero no se limita a AML, sindrome mielodisplasico, leucemia linfoblastica aguda (ALL),
leucemia de células pilosas, leucemia prolinfocitica, leucemia mieloide crénica, linfoma de Hodgkin, neoplasia de
células dendriticas plasmocitoide bléstica, y similares.

En un aspecto, una célula que expresa un CAR CD123 se utiliza para la terapia del cancer contra canceres que
expresan CD123. En una realizacion, el cancer es un cancer hematolégico tal como, p. €j., leucemia mieloide aguda
(AML).

La presente invencién también se refiere, en general, al tratamiento de un paciente que tiene un cancer asociado con
la expresion de CD123, o que tiene el riesgo de tener un cancer asociado con la expresion de CD123, utilizando la
infusion celular. La infusion celular puede comprender al menos una célula que expresa CAR CD123. Un ejemplo de
un cancer asociado con la expresion de CD123 incluye, pero no se limita a AML, sindrome mielodisplasico, ALL,
leucemia de células pilosas, leucemia prolinfocitica, leucemia mieloide crénica, linfoma de Hodgkin, neoplasia de
células dendriticas plasmocitoide blastica, y similares.
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En una realizacion, la infusion de linfocitos, por ejemplo la infusion de linfocitos alogénicos, se utiliza en el tratamiento
del cancer, en donde la infusién de linfocitos comprende al menos una célula que expresa CAR CD123. En una
realizacién, la infusion de linfocitos autélogos se utiliza en el tratamiento del cancer, en donde la infusién de linfocitos
autélogos comprende al menos una célula que expresa CD123. En otra realizacion, una célula que expresa CAR
CD123 de la invencion puede utilizarse para erradicar células normales que expresan CD123, siendo aplicable con
ello para uso como terapia de acondicionamiento celular antes del trasplante celular. En una realizacién, la célula
normal que expresa CD123 es una célula madre que expresa CD123 y el trasplante de células comprende un
trasplante de células madre.

En un aspecto, la divulgacion se refiere a un método de ablacion de la médula ésea en un sujeto que comprende
utilizar una célula que expresa CAR CD123, p. €j., descrita en esta memoria, para eliminar al menos una porcién de
médula 6sea nativa en un sujeto que necesita un trasplante de médula 6sea. Se describe un método para tratar a un
sujeto que padece una enfermedad o trastorno en el que el trasplante de médula ésea puede ser beneficioso, que
comprende administrar una célula que expresa Car CD123, p. €j., la descrita en esta memoria, a un sujeto que necesita
un trasplante de médula 6sea. Enfermedades ilustrativas en las que el presente método de usar una célula que
expresa CAR CD123 para la ablacién de la médula 6sea puede utilizarse como al menos una parte de un tratamiento
que incluyen, pero no se limitan a un cancer hematolégico, un tumor sélido, una enfermedad hematoldgica, un trastorno
metabdlico, VIH, HTLV, un trastorno de almacenamiento lisosémico y una inmunodeficiencia.

En una realizacion, el CAR CD123 se introduce en células T, p. €j., utilizando la transcripcion in vitro, y el sujeto (p. €j.,
ser humano) recibe una administracién inicial de células que comprenden una molécula de CAR CD123, y una o mas
administraciones posteriores de células que comprenden una molécula de CAR CD123, en donde la una o mas
administraciones posteriores se administran durante menos de 15 dias, p. €j., 14, 13,12,11,10,9,8,7,6,5,4,302
dias después de la administracion previa. En una realizacion, se administra mas de una administracion de células que
comprenden una molécula de CAR CD123 al sujeto (p. ej., ser humano) por semana, p. €j., se administran 2, 3 o0 4
administraciones de células que comprenden una molécula de CAR CD123 por semana. En una realizacion, el sujeto
(p. €j., sujeto humano) recibe mas de una administracion de células que comprenden una molécula de CAR CD123
por semana (p. €j., 2, 3 0 4 administraciones por semana) (a lo que también se alude en esta memoria como un ciclo),
seguido de una semana sin administracién de células que comprenden una molécula de CAR CD123, y luego se
administra al sujeto una o0 mas administraciones adicionales de células que comprenden una molécula de CAR CD123
(p- €j., mas de una administracién de las células que comprenden una molécula de CAR CD123 por semana). En otra
realizacién, el sujeto (p. €j., un sujeto humano) recibe mas de un ciclo de células que comprenden una molécula de
CAR CD123, y el tiempo entre cada uno de los ciclos es menos de 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4 0 3 dias. En una realizacion, las
células que comprenden una molécula de CAR CD123 se administran cada dos dias durante 3 administraciones por
semana. En una realizacion, las células que comprenden una molécula de CAR CD123 se administran durante al
menos dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho 0 mas semanas.

Se describe una poblacién de células autélogas que se transfectan o transducen con un vector que comprende una
molécula de acido nucleico que codifica una molécula de CAR CD123, p. €j., tal como se describe en esta memoria.
En una realizacion, el vector es un vector retroviral. En una realizacion, el vector es un vector lentiviral auto-activante
tal como se describe en otra parte de esta memoria. En una realizacion, el vector se suministra (p. ej., mediante
transfeccion o electroporacion) a una célula, p. €j., una célula T, en donde el vector comprende una molécula de &cido
nucleico que codifica una molécula de CAR CD123 tal como se describe en esta memoria, que se transcribe como
una molécula de ARNm, y la molécula de CAR CD 123 se traduce de la molécula de ARN y se expresa en la superficie
de la célula.

En unarealizacion, la molécula de acido nucleico que codifica una molécula de CAR CD123, p. €j., tal como se describe
en esta memoria, se expresa como una molécula de ARNm. En una realizacion, las células que expresan CAR CD123
genéticamente modificadas, p. €j., células T, pueden generarse transfectando o electroporando una molécula de ARN
que codifica los CARs deseados (p. €j., sin una secuencia de vector) en la célula. En una realizacién, una molécula
de CAR CD123 se traduce a partir de la molécula de ARN una vez que se incorpora y expresa en la superficie de la
célula recombinante.

Breve descripcién de los dibujos

La Figura 1 muestra los resultados de los siguientes experimentos: (Figura 1A) Las muestras de AML de pacientes
primarios son frecuentemente CD123*. Los blastos se activaron utilizando caracteristicas de atenuacion®a2 CD459m
de dispersion lateral estandar. (Figura 1B) La expresion de CD123 dentro de diferentes muestras primarias es
heterogénea, pero siempre esta presente, como lo revela la activacién de blastos y utilizando linfocitos normales
residuales o controles con isotipo coincidente para determinar la activacion correcta de CD123. (Figura 1C)
Subpoblaciones de CD123brilante y CD1234m se clasificaron por flujo a partir de muestras primarias de AML, y la
expresion de ARN de CD123 se cuantificé utilizando Tagman RTqQPCR. Se empleé una linea celular de melanoma
(A375) como control negativo. (Figura 1D) Resultados de los ensayos de desgranulacion y produccion de citoquinas.
(Figura 1E) Las células CART123, pero no las células CART19, producen citoquinas en respuesta a MOLM14 (una
linea celular de AML CD123+*) o AML primaria. La tincion de CAR se realiz6 utilizando CAR19 anti-idiotipo anti-raton

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 814962 T3

o con Fab anti-ratén de cabra (para CAR CD123). Las citocinas intracelulares fueron IFNy, MIP13 y TNFa. (Figura
1F) Las células CART123, CART19 o T no transducidas se marcaron con CFSE y se expusieron a células AML
primarias durante 96 horas. Se muestra la proliferacion y el enriquecimiento de la poblacién de células CART123.
(Figura 1G) Un ensayo de exterminio basado en fluorocitometria durante la noche demostr6 el exterminio de blastos
de AML primarios mediante CART123, pero no mediante células CART19. (Figura 1H) Elaboracién de las citoquinas
indicadas después de una incubacién durante 24 horas de CART123 (negro) o CART19 (blanco) con MOLM14 AML.
La Figura 2 representa los resultados de experimentos que demuestran la eficacia preclinica de células CART CD 123
en modelos de xenoinjerto de AML humana. (Figura 2A) Esquema del modelo de xenoinjerto, IV: inyeccién
intravenosa; BLI: formacion de imagenes bioluminiscentes. La cuantificacién de la radiancia BLI se utilizé como
medicién sustituta de la carga de AML. (Figura 2B) La erradicacion de MOLM14 se produjo s6lo en ratones
xenoinjertados tratados con células CART123, medido por la radiancia BLI y mostrado colorimétricamente. (Figura
2C) Resumen de datos de BLI de tres experimentos de xenoinjerto MOLM14. (Figura 2D) El analisis de supervivencia
de ratones con xenoinjerto portadores de MOLM14 demuestra una supervivencia significativa de los ratones tratados
con CART123 en comparacion con los ratones tratados con vehiculo y con CART19. (Figura 2E) Esquema del modelo
de re-estimulacion. (Figura 2F) Resumen de BLI de ratones de control (no representados en la Figura 2E, estos
ratones recibieron 1x10° gfo/luciferasat MOLM14 sin CART123 previo), ratones de estimulacion primaria (fila superior
en la Figura 2E) o ratones de estimulaciéon secundaria que habian eliminado previamente MOLM14 (fila inferior en la
Figura 2E). La linea de puntos indica el valor de referencia de BLI en ratones sin enfermedad por luciferasa*. (Figura
2G) Los ratones que experimentan una re-estimulacion (estimulacién secundaria) con MOLM14 demuestran un
aumento mas robusto en las células CART123 periféricas que los ratones que experimentan una estimulacion primaria
con MOLM14. (Figura 2H) Ratdn representativo que demuestra que el injerto inicial exitoso de MOLM14 esta asociado
con un nuamero bajo de PB CART123, y que el rechazo tardio va acompafado de una elevacién en las células
CART123.

La Figura 3 muestra los resultados de los siguientes experimentos: (Figura 3A) Esquema del modelo de xenoinjerto
de AML primario (Figura 3B) Sangre periférica 15 dias después de recibir células T (experimento D29) que muestra la
erradicacion o reduccion marcada de blastos circulantes. (Figura 3C) Supervivencia compuesta de ratones de tres
experimentos independientes. Se inyectaron células T en D15. (Figura 3D) Los blastos regulan al alza CD123 in vivo.
Representacion no activada de una AML primaria (UPN34) que muestra un nivel bajo de expresion de CD123 y un
alto nivel de expresion de CD33. Tras la inyeccion en ratones NSGS tratados con células T no transducidas de control,
UPNB34 regulaba al alza la expresién de CD123 como se muestra utilizando una comparacion antes de las células T
(D13, izquierda) y después de las células T (D27, derecha). Todos los ratones que recibieron células T de control
murieron posteriormente a causa de la enfermedad, y todos los ratones que recibieron células CART123 exhibieron
una supervivencia a largo plazo. (Figura 3E) El nivel de expresion de CD123 se correlaciona inversamente con la
proliferacién y la mayor parte de la proliferacion de blastos de AML se produce en la MO. Sangre, MO y bazo aislados
de ratones moribundos se tifieron para la expresién intracelular del marcador de la proliferacién Ki67 después de la
tincion en superficie para CD123 en blastos CD459m,

La Figura 4 muestra los resultados de los siguientes experimentos: (Figura 4A) Poblaciones progenitoras de médula
Osea sanas exhiben una expresién de CD123 de moderada a brillante. FMO: fluorescencia menos uno. (Figura 4B)
Progenitores de MO CD123dmneg ge diferencian en CD123* en cultivo semisolido. (Figura 4C) Células CART123
alteran notablemente la funcién hematopoyética. (Figura 4D) Las células de MO ciclicas regulan al alza CD123.
(Figura 4E) Modelo de xenoinjerto para el potencial mieloablativo de células CART123. (Figura 4F) Se observa una
disminucion progresiva de células B humanas circulantes (izquierda) en ratones CART123, y se acompana de un
aumento de las células T (derecha). (Figura 4G) Mieloablacién de MO humana en ratones CART123.

La Figura 5 representa los resultados de experimentos que demuestran que los blastos pueden crecer ex vivo
independientemente de la expresion de CD123 de referencia.

La Figura 6 representa los resultados de experimentos que demuestran que CD123 se expresa a niveles equivalentes,
independientemente de las poblaciones de células madre leucémicas, progenitoras o blastos en masa tal como se
define como células CD34//CD38 primarias de AML.

La Figura 7 representa una representacion esquematica de las diferentes construcciones de CAR CD123 (Figura 7A)
y el mapa de vectores de una molécula de CAR CD123 (Figura 7B).

La Figura 8 representa los resultados de experimentos que demuestran la seleccion de la construccion CAR CD123
Optima.

La Figura 9 representa los resultados de experimentos que demuestran la formacion de poblaciones de células de
memoria en células CART123 después de la exposicion a leucemia humana en ratones xenoinjertados. Los ratones
previamente estimulados con AML (grupo de estimulacion 27) o no previamente estimulados (grupo de estimulacién
1) fueron inyectados con células CART123 y sangrados en serie para los nimeros de células T de la sangre periférica
y fenotipo.

La Figura 10 representa los resultados de experimentos en los que se inyectaron cuatro muestras de AML primarias
en diferentes experimentos en ratones NSGS inmunodeficientes. Se ven niveles variables de CD123.

La Figura 11 representa una estrategia de activacion para precursores normales de la médula ésea.

La Figura 12 representa los resultados de experimentos que demuestran que CD123 se expresa en células B y células
mielomonociticas circulantes normales.

La Figura 13 representa los resultados de los experimentos que demuestran la virtual ausencia de progenitores
mieloides comunes definidos por citometria de flujo, precursores de granulocitos-monocitos o progenitores linfoides
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comunes en la médula 28 dias después de la infusion de células CART123 en ratones con "sistema inmunolégico
humanizado".

La Figura 14 es una imagen que demuestra la expresion de CD123 en la superficie de una muestra de médula 6sea
de ALL primaria, que también es positiva para el marcador CD34+. El panel superior muestra un diagrama de puntos,
el panel inferior muestra un histograma de expresion por parte de las células CD34+ frente a la poblacion CD34-
negativa en la misma muestra.

La Figura 15 es una imagen que demuestra que las células CART123 reconocen selectivamente y son activadas por
blastos B-ALL CD123 positivos.

La Figura 16 es una imagen que demuestra que células CART 123 exterminan los blastos B-ALL.

La Figura 17 es un grafico que muestra la expresion de CD19, CD22 y CD123 en muestras de ALL (A) de adultos y
(B) pediatricas.

La Figura 18 es un grafico que muestra la expresion de CD123 en un paciente que recae con CD19-ALL después de
la terapia con CART19.

La Figura 19 es un grafico que muestra la expresion de CD123 en otro paciente que recae con CD19-ALL después de
la terapia con CART19.

La Figura 20 es un gréafico que muestra la proliferacion en células T CART19 y CART123 después de la exposiciéon a
la linea celular B-ALL.

La Figura 21 es un gréafico que muestra la proliferacion en células T CART19 y CART123 después de la exposiciéon a
muestras de ALL de células B primarias.

La Figura 22 es un grafico que muestra la desgranulacion de células CD123 en respuesta a NALM6 B-ALL, MOLM14,
ALL primaria y AML primaria.

La Figura 23 es un gréfico que muestra la secrecion de citoquinas solubles en respuesta a la exposicién de células T
CART19 y CART123 a muestras primarias de ALL. El co-cultivo se realizé con muestras primarias de ALL.

La Figura 24 es un grafico que muestra la citotoxicidad a las 4 horas. Se ensay0 la capacidad de las células T
CART123 y CART19 de exterminar células B-ALL NALM®6.

La Figura 25 es un grafico que muestra la supervivencia de ratones NSG a los que se inyectaron 1x10° células de
luciferasa verdes escarabajo de clic Nalm6 en D0.On D7, a los ratones se inyectaron células T UTD, células CART19,
células CART123, o una poblacion mixta 50:50 de CART19 y CART123 a una dosis celular total de 1x10° (grupo
combinado).

La Figura 26 es una tabla que muestra las secuencias VH de anti-CD 123 humanizado (SEQ ID NOS 93 y 33-34,
respectivamente, en orden de aparicién).

La Figura 27 es una tabla que muestra las secuencias VL de anti-CD 123 humanizado (SEQ ID NOS 92 y 31-32,
respectivamente, en orden de aparicion).

La Figura 28 es una imagen que muestra la expresién de variantes de scFv anti-CD123 humanizadas que se
expresaron transitoriamente en células HEK293 y se purificaron hasta casi homogeneidad mediante la etiqueta 6xHis
C-terminal (SEQ ID NO: 128).

La Figura 29 es una imagen que muestra la expresion de variantes de scFv anti-CD123 humanizadas que se
expresaron transitoriamente en células HEK293 y se purificaron hasta casi homogeneidad mediante la etiqueta 6xHis
C-terminal (SEQ ID NO: 128).

La Figura 30 es un grafico que muestra la unién de variantes de scFv anti-C123 humanizadas a CD123 inmovilizado
determinada por ELISA.

La Figura 31 es un gréafico que muestra las temperaturas de fusién de variantes de scFv anti-CD 123 humanizadas
medidas utilizando fluorimetria diferencial de barrido (DSF).

La Figura 32 es una imagen que muestra la expresion de CAR de superficie en células T transducidas el dia 10 de
expansion.

La Figura 33 es una imagen que muestra estudios funcionales de células T transducidas con diferentes construcciones
CAR humanizadas, o con CAR anti-CD 123 humano de ratén de control.

La Figura 34 es un grafico que muestra los resultados de los ensayos de exterminio con células T transducidas con
diferentes construcciones de CAR humanizadas, o con CAR anti-CD123 humano de ratén de control.

La Figura 35 es una imagen que muestra el andlisis de células T humanas electroporadas que se dejaron reposar
durante la noche, seguido de una co-incubacién durante 2 horas con dianas en presencia de anti-CD107a, anti-CD49d
y anti-CD28, y monensina, en un ensayo de desgranulacion estandar.

La Figura 36 es una imagen que muestra bioluminiscencia el D21 y D28 post-inyeccién de células T en ratones a los
que se injertaron tumores.

La Figura 37 es un grafico que muestra que células T electroporadas con ARN se pueden utilizar para inducir una
respuesta antitumoral in vivo en animales inmunodeficientes.

La Figura 38 es una imagen que muestra la carga tumoral por formacién de imagenes bioluminiscentes de ratones
injertados en tumores inyectados con células T CD123 CART.

Descripcidon detallada

Definiciones

A menos que se defina lo contrario, todas las expresiones y términos técnicos y cientificos utilizados en esta memoria
tienen el mismo significado que el entendido un experto ordinario en la técnica a la que pertenece esta invencion.
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Los términos "un" y "una" se utilizan en esta memoria para hacer referencia a uno 0 méas de uno (es decir, al menos
uno) del objeto gramatical del articulo. A modo de ejemplo, "un elemento” significa un elemento o mas de un elemento.

El término "aproximadamente”, tal como se utiliza en esta memoria cuando se refiere a un valor mensurable tal como
una cantidad, una duracién temporal y similares, pretende abarcar variaciones de + 20% o en algunos casos + 10%,
0 en algunos casos + 5 %, 0 en algunos casos * 1%, 0 en algunos casos + 0,1% del valor especificado, ya que
variaciones de este tipo son apropiadas para realizar los métodos descritos.

Tal como se utilizan en esta memoria, las expresiones "subunidad alfa del receptor de IL-3", "IL3Ra", "CD123", "cadena
de IL3Ra" y "subunidad de IL3Ra" se refieren indistintamente a un determinante antigénico del que se sabe que se
puede detectar en las células precursoras de la leucemia. Las secuencias de acido nucleico y aminoacidos humanas
y murinas se pueden encontrar en una base de datos publica, tal como GenBank, UniProt y Swiss-Prot. Por ejemplo,
la secuencia de aminoédcidos de IL3Ra humana se puede encontrar con el N.? de acceso NP 002174 y la secuencia
de nucleétidos que codifica la IL3Ra se puede encontrar con el N.2 de acceso NM 005191. En un aspecto, la porcion
de unién al antigeno del CAR reconoce y se une a un antigeno dentro del dominio extracelular de la proteina CD123.
En un aspecto, la proteina CD123 se expresa en una célula cancerosa.

Tal como se utilizan en esta memoria, "Receptor de Antigeno Quimérico" o, alternativamente, un "CAR" se refiere a
una construccién polipeptidica recombinante que comprende al menos un dominio de unidén a antigeno extracelular,
un dominio transmembrana y un dominio de sefalizacion citoplasmico (al que también se alude en esta memoria como
"un dominio de sefializacion intracelular") que comprende un dominio de sefalizacién funcional derivado de una
molécula estimuladora tal como se define en esta memoria. En un aspecto, la molécula estimulante es la cadena zeta
asociada con el complejo receptor de células T. En un aspecto, el dominio de sefializacion intracelular comprende,
ademas, uno o mas dominios de sefalizacion funcionales derivados de al menos una molécula coestimuladora tal
como se define mas adelante. En un aspecto, la molécula coestimuladora se elige entre 4-1BB (es decir, CD137),
CD27 y/o CD28. 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 sefalizacion citoplasmico que
comprende un dominio de sefalizacién funcional derivado de una molécula estimuladora. En un aspecto, el CAR
comprende una proteina de fusién quimérica que comprende un dominio de reconocimiento de antigeno extracelular,
un dominio transmembrana y un dominio de sefalizacién citoplasmico que comprende un dominio de sefalizacién
funcional derivado de una molécula co-estimuladora y un dominio de sefializacion funcional derivado de una molécula
estimuladora. En un aspecto, el CAR comprende una proteina de fusion quimérica que comprende un dominio de
reconocimiento del antigeno extracelular, un dominio transmembrana y un dominio de sefalizacion intracelular que
comprende dos dominios de sefializacion funcionales derivados de una o mas moléculas coestimuladoras y un dominio
de senalizacién funcional derivado de una molécula estimuladora. En un aspecto, el CAR comprende una proteina de
fusién quimérica que comprende un dominio de reconocimiento del 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 sefalizacién funcional derivado de una molécula
estimuladora. En un aspecto, el CAR comprende una secuencia lider opcional en el extremo amino (N-ter) de la
proteina de fusion CAR. En un aspecto, el CAR comprende, ademas, una secuencia conductora en el extremo N del
dominio de reconocimiento de antigeno extracelular, en donde la secuencia conductora se escinde opcionalmente del
dominio de reconocimiento de antigeno, p. €j., un scFv) durante el procesamiento celular y la localizacién del CAR a
la membrana celular. Tal como se utiliza en esta memoria, los términos intracelular y citoplasmatico se utilizan
indistintamente.

La expresién "dominio de sefalizacién" se refiere a la porcion funcional de una proteina que actla transmitiendo
informacién dentro de la célula para regular la actividad celular a través de vias de sefalizacion definidas generando
segundos mensajeros o funcionando como efectores que responden a mensajeros de este tipo.

El término "anticuerpo”, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a una proteina o secuencia polipeptidica
derivada de una molécula de inmunoglobulina que se une especificamente a un antigeno, p. €j., de forma no covalente,
reversible y especifica. Un anticuerpo puede ser policlonal o monoclonal, de cadena Unica o mudltiple, o una
inmunoglobulina intacta, y puede derivarse de fuentes naturales o de fuentes recombinantes. Un anticuerpo puede ser
un tetramero de una molécula de inmunoglobulina. Por ejemplo, un anticuerpo IgG presente en la naturaleza es un
tetramero que comprende al menos dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L) interconectadas por enlaces
disulfuro. Cada una de las cadenas pesadas comprende una regién variable de la cadena pesada (abreviada en esta
memoria como Vr) y una region constante de la cadena pesada. La regién constante de la cadena pesada comprende
tres dominios: CH1, CH2 y CH3. Cada una de las cadenas ligeras comprende una region variable de la cadena ligera
(abreviada en esta memoria como VL) y una regién constante de la cadena ligera. La region constante de la cadena
ligera estd compuesta por un dominio, CL. Las regiones Vuy VL pueden subdividirse, ademas, en regiones de
hipervariabilidad, denominadas regiones determinantes de complementariedad (CDR), intercaladas con regiones que
estan mas conservadas, denominadas regiones marco (FR). Cada una de las Vu y VL esta compuesta por tres CDRs
y cuatro FRs dispuestos desde el extremo amino al extremo carboxi en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2,
FR3, CDR3y FR4. Las regiones variables de las cadenas pesada y ligera contienen un dominio de unién que interactia
con un antigeno. Las regiones constantes de los anticuerpos pueden mediar en la unién de la inmunoglobulina a
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tejidos o factores del huésped, incluyendo diversas células del sistema inmunitario (p. €j., células efectoras) y el primer
componente (C1q) del sistema del complemento clasico. El término "anticuerpo” incluye, pero no se limita a
anticuerpos monoclonales, anticuerpos humanos, anticuerpos humanizados, anticuerpos de camélidos y anticuerpos
quiméricos. Los anticuerpos pueden ser de cualquier isotipo/clase (p. €j., IgG, IgE, IgM, IgD, IgA e IgY) o subclase (p.
ej., IgG1, 1gG2, 1gG3, IgG4, IgA1 e IgA2).

La expresion "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 al antigeno, p. €j., una region variable determinante
antigénica de un anticuerpo intacto que es suficiente para conferir reconocimiento y union especifica. del fragmento
de anticuerpo a una diana, tal como un antigeno. Ejemplos de fragmentos de anticuerpos incluyen, pero no se limitan
a fragmentos Fab, Fab', F(ab")2 y Fv, fragmentos de anticuerpos de cadena sencilla o "scFv", anticuerpos lineales,
anticuerpos de dominio Unico, tales como sdAb (ya sea VLo Vu), dominios Vui de camélidos y anticuerpos
multiespecificos 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 regién variable de una cadena pesada, donde las regiones
variable de la cadena ligera y pesada estan ligadas de manera contigua a través de un conector polipeptidico flexible
corto, y capaz de expresarse como una Unica cadena polipeptidica, y en donde el scFv mantiene la especificidad del
anticuerpo intacto del cual procede. A menos que se especifique, tal como se utiliza en esta memoria, un scFv puede
tener las regiones variables VL y Vi en cualquier orden, p. ej., con respecto a los extremos N-terminal y C-terminal del
polipéptido, el scFv puede comprender Vi-enlazador-VH 0 puede comprender Vh-enlazador-VL.

La parte de la composicion CAR de la divulgacién que comprende un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo del
mismo puede existir en una diversidad de formas en las que el dominio de union al antigeno se expresa como parte
de una cadena polipeptidica contigua que incluye, por ejemplo, un fragmento de anticuerpo de dominio Unico (sdAb),
un anticuerpo de cadena sencilla (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, New 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 union al antigeno de una composicion de CAR de la
invencion comprende un fragmento de anticuerpo. En un aspecto adicional, el CAR comprende un fragmento de
anticuerpo que comprende un scFv.

Por la expresion "anticuerpo recombinante”, tal como se utiliza en esta memoria, se entiende un anticuerpo que se
genera utilizando tecnologia de ADN recombinante, tal como, por ejemplo, un anticuerpo expresado por un
bacteri6fago o un sistema de expresion en levaduras. La expresion también debe interpretarse para dar a entender
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 tecnologia de secuencia de aminoacidos
o ADN recombinante o sintético que esta disponible y es bien conocida en la técnica.

La expresion "cadena pesada del anticuerpo” se refiere al mayor de los dos tipos de cadenas polipeptidicas presentes
en las moléculas de anticuerpo en sus conformaciones que se producen de forma natural, y que normalmente
determina la clase a la que pertenece el anticuerpo. La expresién «cadena ligera de anticuerpo» se refiere al menor
de los dos tipos de cadenas polipeptidicas presentes en moléculas de anticuerpos en sus conformaciones de origen
natural. Las cadenas ligeras kappa (k) y lambda (A) se refieren a los dos isotipos principales de la cadena ligera de
anticuerpo.

La expresion «anticuerpo recombinante» se refiere a un anticuerpo que se genera utilizando tecnologia de ADN
recombinante, tal como, por ejemplo, un anticuerpo expresado por un bacteriéfago o un sistema de expresion en
levaduras. También se debe entender que la expresion se refiere a un anticuerpo que ha sido generado por la sintesis
de una molécula de ADN que codifica el anticuerpo y donde la molécula de ADN expresa una proteina de anticuerpo,
0 una secuencia de aminoacidos que especifica el anticuerpo, en donde la secuencia de ADN o de aminoacidos se ha
obtenido utilizando ADN recombinante o tecnologia de secuencias de aminoacidos que esta disponible y es muy
conocida en la técnica.

El término "antigeno" o "Ag", tal como se utiliza en esta memoria, se define como una molécula que provoca una
respuesta inmune. Esta respuesta inmune puede implicar la produccion de anticuerpos o la activacion de células
inmunolégicamente competentes especificas, o ambas. El experto en la técnica entendera que cualquier
macromolécula, incluidas virtualmente todas las proteinas o péptidos, puede servir como antigeno. Ademas, los
antigenos pueden derivarse de ADN recombinante o gendémico. Un experto entendera que cualquier ADN, que
comprende una secuencia de nucleétidos o una secuencia de nucleétidos parcial que codifica una proteina que
provoca una respuesta inmunitaria, codifica, por lo tanto, un "antigeno" tal como se utiliza ese término en esta memoria.
Ademas, un experto en la técnica entendera que no es necesario que un antigeno esté codificado Unicamente por una
secuencia de nucleétidos completa de un gen. Es facilmente evidente que la presente invencion incluye, pero no se
limita al uso de secuencias de nucledtidos parciales de mas de un gen y que estas secuencias de nucleotidos estan
dispuestas en diversas combinaciones para codificar polipéptidos que provocan la respuesta inmune deseada.
Ademas, un experto en la técnica entendera que no es necesario que un antigeno esté codificado por un "gen" en
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absoluto. Es facilmente evidente que se puede generar, sintetizar o derivar un antigeno de una muestra biolégica, o
puede ser una macromolécula que no es necesariamente un polipéptido. Una muestra bioldgica de este tipo puede
incluir, pero no se limita a una muestra de tejido, una muestra de tumor, una célula o un fluido con otros componentes
biolégicos.

La expresion "efecto antitumoral”, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a un efecto biolégico que puede
manifestarse por diversos medios, que incluyen, pero no se limitan a una disminucién en el volumen del tumor, una
disminucién en el nimero de células tumorales, una disminucién en el nimero de metéstasis, un aumento de la
esperanza de vida, disminucion de la proliferacion de células tumorales, disminucion de la supervivencia de las células
tumorales o mejora de diversos sintomas fisioldgicos asociados con la afeccion cancerosa. Un "efecto antitumoral”
también puede manifestarse por la capacidad de los péptidos, polinucleétidos, células y anticuerpos de la invencién
en la prevencién de la aparicion de tumores en primer lugar.

Tal como se utiliza en esta memoria, el término "autélogo” se refiere a cualquier material derivado del mismo individuo
al que posteriormente se reintroducira en el individuo.

"Alogénico" se refiere a cualquier material derivado de un animal diferente de la misma especie que el individuo al que
se le introduce el material. Se dice que dos 0 mas individuos son alogénicos entre si cuando los genes en uno o mas
loci no son idénticos. En algunos aspectos, el material alogénico de individuos de la misma especie puede ser lo
suficientemente diferente desde un punto de vista genético para interactuar de manera antigénica.

"Xenogénico" se refiere a un injerto derivado de un animal de una especie diferente.

El término "cancer", tal como se utiliza en esta memoria, se define como una enfermedad caracterizada por el
crecimiento rapido y descontrolado de células aberrantes. Las células cancerosas pueden diseminarse localmente o
a través del torrente sanguineo y el sistema linfatico a otras partes del cuerpo. Ejemplos de diversos canceres incluyen,
pero no se limitan a cancer de mama, cancer de préstata, cancer de ovario, cancer de cuello uterino, cancer de piel,
cancer de pancreas, cancer colorrectal, cancer de rifidén, cancer de higado, cancer de cerebro, linfoma, leucemia,
cancer de pulmén y similares.

La expresién "enfermedad asociada con la expresion de CD123", tal como se utiliza en esta memoria, incluye, pero
no se limita a una enfermedad asociada con la expresién de CD123 o afeccién asociada con células que expresan CD
123 incluyendo, p. €j., una enfermedad proliferativa tal como un cancer o una neoplasia o una afeccién precancerosa,
tal como una mielodisplasia, un sindrome mielodisplasico o una preleucemia; o una indicacién no relacionada con el
cancer asociada con células que expresan CD123. En un aspecto, un cancer asociado con la expresion de CD123 es
un cancer hematolégico. En un aspecto, un cancer hematoldgico incluye pero no se limita a AML, sindrome
mielodisplasico, ALL, leucemia de células pilosas, leucemia prolinfocitica, leucemia mieloide cronica, linfoma de
Hodgkin, neoplasia de células dendriticas plasmocitoides blasticas y similares. Otras enfermedades asociadas con la
expresion de expresién de CD123 incluyen, pero no se limitan a canceres atipicos y/o no clasicos, neoplasias,
afecciones precancerosas o enfermedades proliferativas asociadas con la expresion de CD123. También se pueden
incluir las indicaciones no relacionadas con el cancer asociadas con la expresion de CD123.

Tal como se utiliza en este memoria, la expresion "modificaciones de secuencia conservativas" pretende referirse a
modificaciones de aminoacidos que no afectan o alteran significativamente las caracteristicas de unién del anticuerpo
o fragmento de anticuerpo que contiene la secuencia de aminoacidos. Tales modificaciones conservadoras incluyen
sustituciones, adiciones y deleciones de aminodacidos. Pueden introducirse modificaciones en un anticuerpo o
fragmento de anticuerpo de la invencién mediante técnicas estandares conocidas en la técnica, 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. En la técnica se han definido las familias de residuos aminoacidos que tienen cadenas laterales similares.
Estas familias incluyen aminoacidos con cadenas laterales basicas (p. €j., lisina, arginina, histidina), cadenas laterales
de cardcter acido (p. €j., acido aspartico, acido glutdmico), cadenas laterales polares no cargadas (p. €j., glicina,
asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina, triptéfano), cadenas laterales no polares (p. €j., alanina,
valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina), cadenas laterales beta ramificadas (p. €j., treonina, valina,
isoleucina) y cadenas laterales aromaticas (p. €j., tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina). Por tanto, uno o mas
residuos de aminoacidos dentro de un CAR de la invencién pueden reemplazarse por otros residuos de aminoacidos
de la misma familia de cadenas laterales y el CAR alterado puede ensayarse para determinar la capacidad de unirse
a CD128 utilizando los ensayos funcionales descritos en esta memoria.

Por el término "estimulacion" se entiende una respuesta primaria inducida por la uniéon de una molécula estimulante
(p. €j., un complejo TCR / CD3) con su ligando afin, mediando asi un evento de transduccion de sefales, tal como,
pero no limitado a la transduccion de sefnales a través de el complejo TCR/CDS3. La estimulacion puede mediar en la
expresion alterada de ciertas moléculas, tales como disminucién regulada de TGF-f3, y/o reorganizacion de estructuras
citoesqueléticas, y similares.
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Una "molécula estimuladora”, tal como se utiliza la expresién en este memoria, significa una molécula expresada por
una célula T que proporciona la o las secuencias de sefalizacién citoplasmaticas primarias 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, por ejemplo, mediante la unién de un complejo TCR/CD3 con
una molécula de MHC cargada con péptido, y que da lugar a la mediacién de una respuesta de células T, que incluye,
sin caracter limitante, proliferacion, activacién, diferenciacién y similares. Una secuencia de sefalizacion
citoplasmatica primaria (también denominada "dominio de sefalizacion primaria") que actia de manera estimuladora
puede contener un motivo de sefalizacion que se conoce como motivo de activacion basado en tirosina de
inmunorreceptores o ITAM. Ejemplos de un ITAM que contiene una secuencia de sefalizacion citoplasmatica primaria
que es de uso particular en la invencion incluye, pero no se limita a los derivados de TCR zeta, FcR gamma, FcR beta,
CD3 gamma, CD3 delta, CD3 epsilon, CD5, CD22, CD79a, CD79b, CD278 (también conocido como "ICOS") y CD66d.
En una molécula de CAR especifica de la invencion, el dominio de sefializacion intracelular comprende una secuencia
de sefializacion intracelular, p. €j., una secuencia de sefializacion primaria de CD3-zeta. En un CAR especifico de la
invencion, la secuencia de sefalizacion primaria de CD3-zeta es la secuencia humana (SEQ ID NO: 98), o los residuos
equivalentes de una especie no humana, p. €j., ratén, roedor, mono, simio y similares.

Una "célula presentadora de antigeno” o "APC", tal como se utiliza en esta memoria, significa una célula del sistema
inmunoldgico, tal como una célula accesoria (p. €j., una célula B, una célula dendritica y similares) que muestra un
antigeno extrafio complejado con complejos principales de histocompatibilidad. (MHC) en su superficie. Los células
T pueden reconocer estos complejos utilizando sus receptores de los células T (TCRs). Las APC procesan antigenos
y los presentan a los células T.

Un "dominio de sefalizacién intracelular", tal como se utiliza la expresién en esta memoria, se refiere a una porcién
intracelular de una molécula. El dominio de sefalizacion intracelular genera una sefial que fomenta una funcion
efectora inmune de la célula que contiene CAR, p. ej., una célula CART. Ejemplos de la funcion efectora inmune, p.
€j., en una célula CART, incluyen actividad citolitica y actividad auxiliar, incluida la secrecién de citoquinas.

En una realizacién, el dominio de sefalizacién intracelular puede comprender un dominio de sefalizacion intracelular
primaria. Los dominios de sefalizacién intracelular primaria a modo de ejemplo incluyen los derivados de las moléculas
responsables de la estimulacion primaria, o simulacion dependiente de antigeno. En una realizacion, el dominio de
sefalizacion intracelular puede comprender un dominio intracelular coestimulador. Los dominios de senalizacion
intracelular coestimuladores a modo de ejemplo incluyen los derivados de las moléculas responsables de las sefales
coestimuladoras, o la simulacién independiente de antigeno. Por ejemplo, en el caso de un CART, un dominio de
sefalizacion intracelular primaria puede comprender una secuencia citoplasmatica de un receptor de células T, y un
dominio de sefalizacion intracelular co-estimuladora puede comprender una secuencia citoplasmatica de molécula
co-receptora o co-estimuladora.

Un dominio de sefalizacion intracelular primaria puede comprender un motivo de sefializacién que se conoce como
un motivo de activacién basado en tirosina de inmunorreceptores o ITAM. Ejemplos de secuencias de sefalizacion
citoplasmatica primaria que contiene ITAM incluyen, pero no se limitan a, aquellas derivadas de CD3 zeta, FcR gamma,
FcR beta, CD3 gamma, CD3 delta, CD3 épsilon, CD5, CD22, CD79a, CD79b, y CD66d DAP10 y DAP12.

Tal como se utiliza en esta memoria, "zeta" o alternativamente "cadena zeta", "CD3-zeta" o "TCR-zeta" se define como
la proteina proporcionada como N de acceso BAG36664.1 del GenBank, o los residuos equivalentes de una especie
no humana, p. ej., ratén, roedor, mono, simio y similares, y un "dominio estimulador zeta" o alternativamente un
"dominio estimulador CD3-zeta" o un "dominio estimulador de TCR-zeta se define como los residuos de aminoacidos
del dominio citoplasmatico de la cadena zeta que son suficientes para transmitir funcionalmente una sefial inicial
necesaria para la activacién de las células T. En un aspecto, el dominio citoplasmatico de zeta comprende los residuos
52 a 164 del N.° de acceso BAG36664.1 del GenBank o los residuos equivalentes de una especie no humana, p. €j.,
raton, roedor, mono, simio y similares, que son ort6logos funcionales de estos. En un aspecto, el "dominio estimulador
zeta" o un "dominio estimulador CD3-zeta" es la secuencia proporcionada como SEQ ID NO: 7y SEQ ID NO: 98. Una
"molécula coestimuladora” se refiere al participante en la unién anéloga en una célula T que se une especificamente
con un ligando coestimulador, mediando con ello 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 los
receptores del antigeno o sus ligandos que se requieren para una respuesta inmunitaria eficaz. Moléculas
coestimuladoras incluyen, pero no se limitan a una molécula de MHC de clase |, BTLA y un receptor de ligando Toll,
asi como OX40, CD27, CD28, CDS, ICAM-1, LFA-1 (CD11a/CD18) y 4-1BB ( CD137).

Un dominio de sefalizacién intracelular coestimulador puede derivarse de la porcion intracelular de una molécula
coestimuladora. Una molécula coestimuladora puede representarse en las siguientes familias de proteinas: proteinas
receptoras de TNF, proteinas de tipo inmunoglobulina, receptores de citoquinas, integrinas, moléculas de activacion
linfocitica de sefializacion (proteinas SLAM) y receptores de células NK activantes. Ejemplos de moléculas de este
tipo incluyen CD27, CD28, 4-1BB (CD137), OX40, GITR, CD30, CD40, ICOS, BAFFR, HVEM, antigeno 1 asociado a
la funcién de los 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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El dominio de sefalizacién intracelular puede comprender la porcion intracelular completa, o el dominio de sefalizacion
intracelular nativo completo, de la molécula de la que procede, o un fragmento funcional de esta.

Tal como se utiliza en esta memoria, "4-1BB" se refiere a un miembro de la superfamilia TNFR con una secuencia de
aminodcidos proporcionada como N° de acceso AAA62478.2 del GenBank, o los residuos equivalentes de una especie
no humana, p. €j., ratén, roedor, mono, simio y similares; y un "dominio coestimulador 4-1BB" se define como los
residuos de aminoacidos 214-255 del N? de acceso AAA62478.2 del GenBank, o los residuos equivalentes de una
especie no humana, p. €j., raton, roedor, mono, simio y similares. En un aspecto, el "dominio coestimulador 4-1BB"
es la secuencia humana o los residuos equivalentes de una especie no humana, p. €j., ratén, roedor, mono, simio y
similares. En un aspecto, el "dominio coestimulador de 4-1BB" es la secuencia proporcionada como SEQ ID NO: 6 o
los residuos equivalentes de una especie no humana, p. €j., ratén, roedor, mono, simio y similares.

"Codificacion” 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 moldes para la sintesis de otros polimeros y macromoléculas
en procesos biolégicos que tienen una secuencia definida de nucleétidos. (p.ej., ARNr, ARNt y ARNm) o una secuencia
definida de aminoacidos y las propiedades biol6gicas resultantes de la misma. Por tanto, un gen, ADNc o ARN codifica
una proteina si la transcripcion y traduccién del ARNm correspondiente a ese gen, ADNc o ARN produce la proteina
en una célula u otro sistema biolégico. Tanto a la cadena codificante, cuya secuencia de nucleétidos es idéntica a la
secuencia de ARNm y generalmente se proporciona en listas de secuencias, como a la cadena no codificante, utilizada
como el molde para la transcripcién de un gen o ADNc, se las puede denominar codificantes de la proteina u otro
producto de ese gen o ADNc.

A menos que se especifique lo contrario, una "secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de amino&cidos”
incluye todas las secuencias de nucleétidos que son versiones degeneradas entre si y que codifican la misma
secuencia de aminodcidos. Secuencias de nucleétidos que codifican proteinas o un ARN también pueden incluir
intrones en la medida en que la secuencia de nucleétidos que codifica la proteina puede contener en alguna version
uno o0 mas intrones.

"Cantidad eficaz" o "cantidad terapéuticamente eficaz" se utilizan indistintamente en esta memoria y se refieren a una
cantidad de un compuesto, formulacién, material o composicién, tal como se describe en esta memoria, eficaz para
lograr un resultado biolégico particular.

Tal como se utiliza en este memoria, "endégeno” se refiere a cualquier material de o producido dentro de un organismo,
célula, tejido o sistema.

Tal como se utiliza en este memoria, el término "endoégeno” se refiere a cualquier material de o producido fuera de un
organismo, célula, tejido o sistema.

El término "expresion", tal como se utiliza en esta memoria, se define como la transcripcién y/o traduccion de una
secuencia de nucleoétidos particular impulsada por una secuencia reguladora, p. €j., un promotor.

La expresion "vector de transferencia”" se refiere a una composicion de materia que comprende un &cido nucleico
aislado y que se puede utilizar para suministrar el acido nucleico aislado al interior de una célula. Se conocen
numerosos vectores en la técnica que incluyen, pero no se limitan a polinucleétidos lineales, polinucleétidos asociados
con compuestos idnicos o anfifilicos, plasmidos y virus. Por lo tanto, la expresion "vector de transferencia " incluye un
virus o un plasmido que se replica de forma auténoma. El término también debe interpretarse para incluir, ademas,
compuestos no plasmidos y no virales que facilitan la transferencia de acido nucleico a las células, tales como, por
ejemplo, un compuesto de polilisina, un liposoma y similares. Ejemplos de vectores de transferencia viricos incluyen,
sin caracter limitante, vectores adenoviricos, vectores de virus adenoasociados, vectores retroviricos, vectores
lentiviricos y similares.

"Vector de expresidon" se refiere a un vector que comprende un polinucleétido recombinante que comprende
secuencias de control de la expresion enlazadas operativamente a una secuencia de nucleétidos que se ha de
expresar. Un vector de expresion comprende suficientes elementos de accion cis para la expresion; otros elementos
para la expresion pueden ser suministrados por la célula hospedadora o en un sistema de expresion in vitro. Vectores
de expresion incluyen todos los conocidos en la técnica, incluyendo coésmidos, plasmidos (p. ej., desnudos o
contenidos en liposomas) y virus (p. €j.,., lentivirus, retrovirus, adenovirus y virus adeno-asociados) que incorporan el
polinucleétido recombinante.

El término "homdlogo" o "identidad", tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a la identidad de secuencia de
subunidades entre dos moléculas poliméricas, p.ej., 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 posicién de subunidad en ambas
moléculas esta ocupada por la misma subunidad monomérica; p.ej., si una posicién en cada una de las 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 nimero de posiciones coincidentes u homélogas; p. €j.,., si la mitad (p. gj.,.,
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cinco posiciones en un polimero de diez subunidades de longitud) de las posiciones en dos secuencias son homélogas,
las dos secuencias son 50% homologas; si el 90% de las posiciones (p.ej., 9 de 10), se emparejan o son homélogas,
las dos secuencias son 90% homdlogas.

Las formas "humanizadas" de anticuerpos no humanos (p. €j., murinos) son inmunoglobulinas quiméricas, cadenas
de inmunoglobulina o fragmentos de estas (tales como Fv, Fab, Fab', F(ab')2 u otras subsecuencias de anticuerpos
que se unen al antigeno) que contienen una secuencia minima derivada de inmunoglobulina no humana. En su mayor
parte, los anticuerpos humanizados y sus fragmentos de anticuerpos son inmunoglobulinas humanas (anticuerpo o
fragmentos de anticuerpo del receptor) en las que los residuos de una region determinante de complementariedad
(CDR) del receptor se reemplazan por residuos de una CDR de una especie no humana (anticuerpo donante) tal como
raton, rata o conejo que tenga la especificidad, afinidad y capacidad deseadas. En algunos casos, los residuos de la
region de marco (FR) Fv de la inmunoglobulina humana son reemplazados por los residuos no humanos
correspondientes. Ademas, un anticuerpo humanizado o un fragmento de anticuerpo puede comprender residuos que
no se encuentran ni en el anticuerpo o fragmento de anticuerpo receptor ni en la CDR importada o en las secuencias
marco. Estas modificaciones pueden refinar y optimizar adicionalmente el comportamiento del anticuerpo o fragmento
de anticuerpo. En general, el anticuerpo humanizado o el fragmento de anticuerpo de este comprendera
sustancialmente la totalidad 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 todas o una parte
significativa de las regiones FR son las de una secuencia de inmunoglobulina humana. El anticuerpo o fragmento de
anticuerpo humanizado también puede comprender al menos una porcién de una region constante de inmunoglobulina
(Fc), normalmente la de una inmunoglobulina humana. Para detalles adicionales, 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.

La expresion anticuerpo "humano" se refiere a anticuerpos completamente humanos, asi como a anticuerpos
efectivamente humanos. "Completamente humana" se refiere a una inmunoglobulina, tal como un anticuerpo o
fragmento, en que la molécula completa es de origen humano o consiste en una secuencia de aminoacidos idéntica a
una forma humana del anticuerpo o inmunoglobulina. Un anticuerpo "efectivamente humano" es un anticuerpo que
incluye un nimero suficiente de posiciones de aminoacidos humanos, de manera que el anticuerpo no provoca una
respuesta inmunogénica en un ser humano normal.

Tal como se utiliza en este memoria, un "material instructivo" incluye una publicacién, una grabacion, un diagrama o
cualquier otro medio de expresion que pueda utilizarse para comunicar la utilidad de las composiciones y los métodos
de la invencion. El material instructivo de la descripcion del kit puede, por ejemplo, fijarse a un recipiente que contiene
el acido nucleico, péptido y/o composicion de la invencién o enviarse junto con un recipiente que contiene el acido
nucleico, péptido y/o composicion. Alternativamente, el material instructivo puede enviarse por separado del recipiente
con la intencién de que el destinatario utilice el material instructivo y el compuesto en cooperacion.

El término "aislado" significa alterado o retirado del estado natural. Por ejemplo, un acido nucleico o un péptido
presente de forma natural en un animal vivo no esté "aislado”, pero el mismo &cido nucleico o péptido separado parcial
o completamente de los materiales con los que coexiste en su estado natural esta «aislado». Un &cido nucleico o
proteina aislado puede existir en una forma sustancialmente purificada, o puede existir en un entorno no nativo, tal
como, por ejemplo, una célula hospedadora.

En el contexto de la presente invencidn, se utilizan las siguientes abreviaturas para las bases de acidos nucleicos que
se producen de manera habitual. "A" se refiere a adenosina, "C" se refiere a citosina, "G" se refiere a guanosina, "T"
se refiere a timidina y "U" se refiere a uridina.

Un "lentivirus", tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a un género de la familia Retroviridae. Los lentivirus son
unicos entre los retrovirus ya que son capaces de infectar células que no se dividen; pueden suministrar una cantidad
significativa de informacion genética al ADN de la célula huésped, por lo que son uno de los métodos mas eficaces de
un vector de suministro de genes. El HIV, SIV y FIV son ejemplos de lentivirus.

Un "vector lentiviral" es un vector derivado de al menos una porcién de un genoma de lentivirus, que incluye
especialmente un vector lentiviral auto-activante tal como se proporciona en Milone et al., Mol. Ther. 17(8): 1453-1464
(2009). Otros Ejemplos o vectores lentivirus que pueden utilizarse en la clinica incluyen, pero no se limitan a, p. gj., la
tecnologia de suministro de genes LENTIVECTOR® de Oxford BioMedica, el sistema de vector LENTIMAX™ de
Lentigen y similares. También se puede disponer de tipos no clinicos de vectores lentivirales y estos son conocidos
para el experto en la técnica.

La expresién "enlazado operativamente" o alternativamente "control transcripcional” se refiere al enlace funcional entre
una secuencia reguladora y una secuencia de acido nucleico heteréloga que da como resultado la expresion de esta
ultima. Por ejemplo, una primera secuencia de acido nucleico estd enlazada operablemente con una segunda
secuencia de acido nucleico cuando la primera secuencia de acido nucleico se coloca en una relacién funcional con
la segunda secuencia de acido nucleico. Por ejemplo, un promotor esta enlazado operablemente a una secuencia
codificante si el promotor afecta a la transcripcion o expresion de la secuencia codificante. Las secuencias de ADN
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ligadas operablemente pueden ser contiguas entre si y, por ejemplo, cuando sea necesario unir dos regiones
codificantes de proteinas, estan en el mismo marco de lectura.

La administracion "parenteral” de una composicion inmunogénica incluye, p. €j., técnicas de inyeccién subcutanea
(s.c.), intravenosa (i.v.), intramuscular (i.m.) o intraesternal, intratumoral o de infusion.

La expresion "acido nucleico" o "polinucledtido” se refiere a acidos desoxirribonucleicos (ADN) o acidos ribonucleicos
(ARN) y polimeros de los mismos en forma de cadena sencilla o doble. A menos que se limite especificamente, la
expresion abarca acidos nucleicos que contienen analogos conocidos de nucleétidos naturales que tienen propiedades
de unién similares a las del &cido nucleico de referencia y se metabolizan de una manera similar a los nucleétidos que
se producen de forma natural. A menos que se indique lo contrario, una secuencia particular de acidos nucleicos
también abarca implicitamente variantes modificadas de forma conservativa de la misma (p. €j., sustituciones de
codones degenerados), alelos, ortdlogos, SNPs y secuencias complementarias, asi como la secuencia indicada
explicitamente. Especificamente, sustituciones de codones degenerados se pueden lograr generando secuencias en
las que la tercera posicién de uno o mas codones seleccionados (o todos) se sustituye con residuos de base mixta y/o
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. Probes 8:91-98 (1994)).

Tal como se utiliza en esta memoria, los términos "péptido”, "polipéptido” y "proteina" se utilizan indistintamente, y se
refieren a un compuesto que comprende residuos de aminoacidos enlazados covalentemente por enlaces peptidicos.
Una proteina o un péptido debe contener al menos dos aminodcidos, y no se limita el nUmero maximo de amino&cidos
que puede comprender una secuencia proteica o peptidica. Los polipéptidos incluyen cualquier péptido o proteina que
comprende dos o mas aminoacidos unidos entre si por enlaces peptidicos. Tal como se utiliza en esta memoria, el
término se refiere tanto a cadenas cortas, a las que también se alude cominmente en la técnica como péptidos,
oligopéptidos y oligémeros, por ejemplo, como a cadenas mas largas, a las que generalmente se alude en la técnica
como proteinas, de las cuales existen muchos tipos. Los «polipéptidos» incluyen, por ejemplo, fragmentos con
actividad bioldgica, polipéptidos sustancialmente homologos, oligopéptidos, homodimeros, heterodimeros, variantes
de polipéptidos, polipéptidos modificados, derivados, analogos, proteinas de fusién, entre otros. Un polipéptido incluye
un péptido natural, un péptido recombinante, un péptido sintético o una combinacién de los mismos.

El término "promotor”, tal como se utiliza en esta memoria, se define como una secuencia de ADN reconocida por la
maquinaria sintética de la célula, o0 maquinaria sintética introducida, requerida para iniciar la transcripcion especifica
de una secuencia de polinucleétidos.

Tal como se utiliza en esta memoria, la expresion "secuencia de promotor/regulador” significa una secuencia de &cido
nucleico que se requiere para la expresion de un producto génico operativamente enlazado a la secuencia de
promotor/regulador. En algunos casos, esta secuencia puede ser la secuencia de promotor central y en otros casos,
esta secuencia también puede incluir una secuencia de potenciador y otros elementos reguladores que se requieren
para la expresién del producto génico. La secuencia de promotor/regulador puede ser, por ejemplo, una que exprese
el producto génico de una manera especifica para el tejido.

Un promotor "constitutivo" es una secuencia de nucleétidos que, cuando se enlaza operativamente con un
polinucleétido que codifica o especifica un producto génico, hace que el producto génico se produzca en una célula
en la mayoria o en todas las condiciones fisiologicas de la célula.

Un promotor "inducible" es una secuencia de nucleétidos que, cuando estd operativamente enlazada con un
polinucleétido que codifica o especifica un producto génico, hace que el producto génico se produzca en una célula
sustancialmente solo cuando un inductor, que corresponde al promotor, esta presente en la célula.

Un promotor "especifico para el tejido" es una secuencia de nucledtidos que, cuando esta operativamente enlazada
con un polinucleétido codificado o especificado por un gen, hace que el producto génico se produzca en una célula
sustancialmente solo si la célula es una célula del tipo de tejido correspondiente al promotor.

Un "enlazador polipeptidico flexible", tal como se utiliza en el contexto de un scFv, se refiere a un enlazador peptidico
que consiste en aminoacidos tales como residuos de glicina y/o serina utilizados solos o en combinacién, para enlazar
regiones variables de cadena pesada y cadena ligera variable. En una realizacién, el enlazador polipeptidico flexible
es un enlazador Gly/Ser y comprende la secuencia de aminoacidos (Gly-Gly-Gly-Ser)n (SEQ ID NO: 129), en que n es
un numero entero positivo igual a o mayor que 1. Por ejemplo, n=1, n=2, n=3. n=4, n=5y n=6, n=7, n=8, n=9 y n=10.
En una realizacién, los enlazadores polipeptidicos flexibles incluyen, pero no se limitan a (Glys Ser)4 (SEQ ID NO: 130)
o (Glys Ser)s (SEQ ID NO: 131). En otra realizacién, los enlazadores incluyen multiples repeticiones de (Glyz=Ser),
(GlySer) o (GlysSer) (SEQ ID NO: 129). También se incluyen dentro del alcance de la invencion enlazadores descritos
en el documento WO2012/138475).

Tal como se utiliza en esta memoria, 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 de guanina modificado que ha sido anadido al
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extremo "frontal" o0 5' de un ARN mensajero eucariota poco después del inicio de la transcripcion. La caperuza 5’ esta
constituida por un grupo terminal que esta enlazado al primer nucleétido transcrito. Su presencia es crucial para el
reconocimiento por parte del ribosoma y la proteccidén contra las RNasas. La adicién de la caperuza esta acoplada a
la transcripcion, y se produce a la vez que la transcripciéon, de modo que cada una influye en la otra. Poco después
del comienzo de la transcripcién, se une al extremo 5’ del ARNm que estéa siendo sintetizado un complejo de sintesis
de la caperuza asociado con ARN polimerasa. Este complejo enzimatico cataliza las reacciones quimicas que se
requieren para la generacion de la caperuza del ARNm. La sintesis prosigue como una reaccion bioquimica de
multiples etapas. El resto de adicién de la caperuza se puede modificar para modular la funcionalidad del ARNm tal
como su estabilidad o eficacia de traduccion.

Tal como se utiliza en la presente, «ARN transcrito in vitro» se refiere a ARN, preferentemente ARNm, que ha sido
sintetizado in vitro. Generalmente, el ARN transcrito in vitro se genera a partir de un vector de transcripcion in vitro. El
vector de transcripcion in vitro comprende un molde que se utiliza para generar el ARN transcrito in vitro.

Tal como se utiliza en la presente, un «poli(A)» es una serie de adenosinas unidas por poliadenilacién al ARNm. En la
realizacién preferida de un constructo para la expresion transitoria, el poliA esta entre 50 y 5000 (SEQ ID NO: 132),
preferentemente mas de 64, méas preferentemente mas de 100, de la manera més preferente mas de 300 o 400. Las
secuencias de poli(A) se pueden modificar por medios quimicos o0 enzimaticos para modular la funcionalidad del ARNm,
tal como la ubicacion, estabilidad o eficacia de la traduccién.

Tal como se utiliza en esta memoria, el término "poliadenilacién” se refiere al enlace covalente de un resto poliadenililo,
o su variante modificada, a una molécula de ARN mensajero. En los organismos eucariotas, la mayoria de las
moléculas de ARN mensajero (ARNm) estan poliadeniladas en el extremo 3'. La cola de poli(A) 3’ es una secuencia
larga de nucle6tidos de adenina (a menudo varios cientos) afadidos al pre-ARNm a través de la accion de una enzima,
la poliadenilato polimerasa. En eucariotas superiores, la cola de poli(A) se afiade a transcritos que contienen una
secuencia especifica, la sefal de poliadenilacion. La cola de poli(A) y la proteina unida a ella ayudan a proteger el
ARNm de la degradacion por parte de exonucleasas. La poliadenilacién también es importante para la terminacion de
la transcripcioén, la exportacion del ARNm desde el ndcleo y la traduccion. La poliadenilacion ocurre en el nucleo
inmediatamente después de la transcripcion de ADN en ARN, pero ademas también puede ocurrir mas tarde en el
citoplasma. Después de finalizar la transcripcion, la cadena de ARNm es escindida por la acciéon de un complejo de
endonucleasa asociado con ARN polimerasa. El sitio de escision generalmente se caracteriza por la presencia de la
secuencia de bases AAUAAA cerca del sitio de escision. Una vez que se ha escindido el ARNm, se afaden residuos
de adenosina al extremo 3’ libre en el sitio de escision. Una "via de transduccion de senales” se refiere a la relacion
bioquimica entre una diversidad de moléculas de transduccién de sefiales que desempefan un papel en la transmision
de una sefal de una parte de una célula a otra parte de una célula La expresién "receptor de la superficie celular”
incluye moléculas y complejos de moléculas capaces de recibir una sefal y transmitir la sefal a través de la membrana
de una célula.

El término "sujeto" pretende incluir organismos vivos en los que se puede provocar una respuesta inmunitaria (p. €j.,
mamiferos, incluido el ser humano).

Tal como se utiliza en esta memoria, una célula "sustancialmente purificada” es una célula que esta esencialmente
libre de otros tipos de células. Una célula sustancialmente purificada también se refiere a una célula que ha sido
separada de otros tipos de células con las que normalmente esta asociada en su estado natural. En algunos casos,
una poblacién de células sustancialmente purificadas se refiere a una poblacién homogénea de células. En otros casos,
esta expresion se refiere simplemente a la célula que ha sido separada de las células con las que esta normalmente
asociada en su estado natural. En algunos aspectos, las células se cultivan in vitro. En otros aspectos, las células no
se cultivan in vitro.

Por el término "sintético”, cuando se refiere a un acido nucleico o polipéptido, incluido un anticuerpo, se entiende un
acido nucleico, polipéptido, incluido un anticuerpo, que ha sido generado por un mecanismo que no se encuentra de
forma natural dentro de una célula. En algunos casos, el término "sintético" puede incluir y, por lo tanto, solaparse
con el término «recombinante" y, en otros casos, el término "sintético" significa que el acido nucleico, polipéptido,
incluyendo un anticuerpo, ha sido generado por métodos puramente quimicos u otros medios.

El término "terapéutico”, tal como se utiliza en esta memoria, significa un tratamiento. Se obtiene un efecto terapéutico
por reduccidn, supresién, remision o erradicacion de un estado patolégico.

El término "profilaxis”, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a la prevencion o el tratamiento protector para
una enfermedad o estado patolégico.

El término "transfectado” o "transformado” o "transducido", tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a un proceso
mediante el cual se transfiere o introduce acido nucleico exégeno en la célula huésped. Una célula «transfectada» o
«transformada» o «transducida» es una que ha sido transfectada, transformada o transducida con acido nucleico
exogeno. La célula incluye la célula objeto principal y su progenie.
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Tal como se utiliza en esta memoria, "transitorio” se refiere a la expresién de un transgén no integrado durante un
periodo de horas, dias 0 semanas, en el que el periodo de tiempo de expresidn es menor que el periodo de tiempo
para la expresion del gen si esta integrado en el genoma. o contenido dentro de un replicon plasmidico estable en la
célula huésped. La frase "bajo control transcripcional” o "operativamente enlazado", tal como se utiliza en esta memoria,
significa que el promotor esta en la ubicacién y orientacién correctas en relacién con un polinucleétido para controlar
el inicio de la transcripcion por ARN polimerasa y expresion del polinucleétido.

Un "vector" es una composicion de materia que comprende un acido nucleico aislado y que se puede utilizar para
suministrar el acido nucleico aislado al interior de una célula. Se conocen numerosos vectores en la técnica que
incluyen, sin caracter limitante, polinucleétidos lineales, polinucleé6tidos asociados con compuestos idnicos o anfifilicos,
plasmidos y virus.

Por la expresién "se une especificamente”, tal como se utiliza en esta memoria, se entiende un anticuerpo o fragmento
de union a antigeno del mismo, o un ligando, que reconoce y se une con un participante en la unioén afin (p. ej., una
molécula estimuladora y/o coestimuladora presente en una célula T) proteina presente en una muestra, pero cuyo
anticuerpo, fragmento de unién a antigeno del mismo o ligando no reconoce ni se une sustancialmente a otras
moléculas en la muestra.

Intervalos: a lo largo de esta divulgacion, se pueden presentar en un formato de intervalo diversos aspectos de la
invencion. Se debe entender que la descripcidn en formato de intervalo es meramente por conveniencia y brevedad y
no se debe interpretar como una limitacion inflexible en el alcance de la invencién. Por consiguiente, se debe
considerar que la descripcién de un intervalo divulga especificamente todos los posibles subintervalos, asi como
también los valores numéricos individuales dentro de ese intervalo. Por ejemplo, se debe considerar que la descripcion
de un intervalo tal como de 1 a 6 divulga especificamente subintervalos tales comode 1 a3,de 1a4,de1ab,de?2
a4,de 2 a6, de 3 a6, etc., asi como también nimeros individuales dentro de ese intervalo, por ejemplo, 1, 2, 2,7, 3,
4,5, 5,3y 6. Como otro ejemplo, un intervalo tal como un 95-99% de a identidad, incluye algo con una identidad de
un 95%, 96%, 97%, 98% o un 99%, e incluye subintervalos tales como una identidad de un 96-99%, 96-98%, 96-97%,
97-99%, 97-98% y 98-99%. Esto se aplica independientemente de la amplitud del intervalo.

Descripcién

En esta memoria se describen composiciones y métodos de uso para el tratamiento de una enfermedad tal como un
cancer utilizando un receptor de antigeno quimérico (CAR) anti-CD123 y células T que comprenden una molécula
CAR CD123.

En un aspecto, la divulgacién proporciona construcciones CAR CD123 que comprenden un anticuerpo o un fragmento
de anticuerpo que se une especificamente a una proteina CD123 expresada en la superficie celular. En un aspecto,
la divulgacién proporciona una célula (p. ej., una célula T) modificada para expresar un CAR, en donde la célula CAR
T ("CART") exhibe una propiedad antitumoral. En un aspecto, una célula se transforma con el CAR y el CAR se
expresa en la superficie celular. En algunas realizaciones, la célula (p. €j., célula T) se transduce con un vector viral
que codifica un CAR. En algunas realizaciones, el vector es un vector retroviral. En algunas realizaciones, el vector es
un vector lentiviral. En algunas realizaciones de este tipo, la célula puede expresar de forma estable el CAR. En otra
realizacion, la célula (p. €j., célula T) se transfecta con un acido nucleico, p. ej., ARNm, ADNc, ADN que codifica un
CAR. En algunas realizaciones de este tipo, la célula puede expresar de forma transitoria el CAR.

En un aspecto, la porciéon de union a la proteina anti-CD123 del CAR CD123 es un fragmento de anticuerpo scFv. En
un aspecto, tales fragmentos de anticuerpos son funcionales, debido a que retienen la afinidad de union equivalente,
p. €j., se unen al mismo antigeno con una eficacia equiparable a la del anticuerpo IgG del que se deriva. En un aspecto,
tales fragmentos de anticuerpo son funcionales en el sentido de que proporcionan una respuesta bioldégica que puede
incluir, sin caracter limitante, activacion de una respuesta inmunitaria, inhibicion del origen de la transduccién de
sefales de su antigeno diana, inhibicion de la actividad cinasa y similares, como entendera un experto.

En un aspecto, el dominio de unién al antigeno CD123 del CAR es un fragmento de anticuerpo scFv murino. En otro
aspecto, el dominio de unién al antigeno CD128 del CAR es un fragmento de anticuerpo scFv que se humaniza en
comparacién con la secuencia murina del scFv del que se deriva. En un aspecto, el scFv para la secuencia murina
comprende SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 101. La humanizacién de este scFv de ratén puede ser deseable para el
entorno clinico, en que los residuos especificos para ratén pueden inducir una respuesta del antigeno anti-ratén
humano. (HAMA) en pacientes que reciben tratamiento con CD123, p. €j., tratamiento con células T transducidas con
la construccion CD123.

En un aspecto, la porcién del dominio de unién anti-CD123 de un CAR es codificada por un transgén, cuya secuencia
ha sido optimizada en codones para la expresién en una célula de mamifero. En un aspecto, toda la construccién
CAR de la invencion esta codificada por un transgén cuya secuencia completa ha experimentado optimizacion de
codones para la expresiéon en una célula de mamifero. La optimizacién en codones se refiere al descubrimiento de
que la frecuencia de aparicion de codones sinbnimos (es decir, codones que codifican el mismo amino&cido) en el
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ADN codificante presenta un sesgo en diferentes especies. Una degeneracion de codones de este tipo permite que
un polipéptido idéntico esté codificado por diversas secuencias de nucledtidos. Se conoce en la técnica una diversidad
de métodos de optimizacién en codones, e incluyen, p. ej., métodos descritos en al menos las Patentes de EE.UU.
Numeros 5.786.464 y 6.114.148.

En un aspecto, el dominio de union anti-CD123 de un CAR es un dominio de unién anti-CD123 humanizado. Por
ejemplo, en una realizacion, el dominio de unién anti-CD123 comprende la porcién scFv proporcionada en SEQ ID
NO: 36. En un aspecto, el dominio de unién anti-CD123 humanizado comprende la porcién scFv proporcionada en
SEQ ID NO: 42. En un aspecto, el dominio de union anti-CD123 humanizado comprende la porcién scFv proporcionada
en SEQ ID NO: 48. En un aspecto, el dominio de unién anti-CD123 humanizado comprende la porcién scFv
proporcionada en SEQ ID NO: 54. En un aspecto, el dominio de unién anti-CD123 humanizado comprende la porcién
scFv proporcionada en SEQ ID NO: 60. En un aspecto, el dominio de unién anti-CD123 humanizado comprende la
porcién scFv proporcionada en SEQ ID NO: 66. En un aspecto, el dominio de unién anti-CD123 humanizado
comprende la porcion scFv proporcionada en SEQ ID NO: 72. En un aspecto, el dominio de unién anti-CD123
humanizado comprende la porcion scFv proporcionada en SEQ ID NO: 80.

En un aspecto, un CAR descrito en esta memoria incluye un dominio de unién a antigeno de un anticuerpo especifico
con un dominio de senalizacion intracelular. Por ejemplo, en algunos aspectos, el dominio de sefalizacion intracelular
incluye, pero no se limita a médulos de sefalizacion de cadena CD3-zeta, 4-1 BB, CD27 y CD28, y combinaciones de
los mismos. En un aspecto, el dominio de unién a antigeno se une a CD123. En un aspecto, el CAR comprende la
secuencia polipeptidica mostrada en SEQ ID NO: 1. En un aspecto, el CAR comprende la secuencia polipeptidica
mostrada en SEQ ID NO: 41. En un aspecto, el CAR comprende la secuencia polipeptidica mostrada en SEQ ID NO:
47. En un aspecto, el CAR comprende la secuencia polipeptidica mostrada en SEQ ID NO: 53. En un aspecto, el CAR
comprende la secuencia polipeptidica mostrada en SEQ ID NO: 59. En un aspecto, el CAR comprende la secuencia
polipeptidica mostrada en SEQ ID NO: 65. En un aspecto, el CAR comprende la secuencia polipeptidica mostrada en
SEQ ID NO: 71. En un aspecto, el CAR comprende la secuencia polipeptidica mostrada en SEQ ID NO: 77. En un
aspecto, el CAR comprende la secuencia polipeptidica mostrada en SEQ ID NO: 83.

Ademas, la presente divulgacion proporciona composiciones de CAR anti-CD123 y su uso en células T modificadas
mediante ingenieria recombinante (a las que también se alude en esta memoria "células CART 123") para uso en
métodos para tratar, entre otras enfermedades, cancer o cualquier neoplasia o enfermedad autoinmune que implique
células o tejidos en los que se expresa CD123.

En otro aspecto, las células CART 123 que comprenden un CAR de la invencion pueden utilizarse para erradicar células
normales que expresan CD123 y pueden ser aplicables para uso como terapia de acondicionamiento celular antes del
trasplante celular. En un aspecto, la célula normal que expresa CD123 es una célula madre normal que expresa
CD123y el trasplante de células es un trasplante de células madre. Por ejemplo, en un aspecto, un CAR de la invencion
se utiliza para la ablacion de la médula ésea, p. €j., para eliminar al menos una parte de la médula ésea existente de
un sujeto. La ablacién de la médula ésea, utilizando un CAR de la invencion, se puede realizar, por ejemplo, en un
sujeto que necesite un trasplante de médula 6sea. Por ejemplo, en determinados casos, el tratamiento de neoplasias
hematolégicas, tales como AML, se beneficiaria de una terapia combinada que comprenda una terapia contra el cancer
y un trasplante de médula 6sea o una terapia de reacondicionamiento. Sin embargo, la presente invencion no se limita
a la ablacién de la médula 6sea para tratar el cancer. Mas bien, un CAR de la invencion puede utilizarse como un
régimen de acondicionamiento celular para la ablacion de médula 6sea existente antes del trasplante de médula 6sea
o de células madre para el tratamiento de cualquier enfermedad, trastorno o afeccion en la que el trasplante de médula
Osea seria beneficioso. En un aspecto, un CAR de la invencién se usa para la ablacion de médula 6sea como al
menos parte de un tratamiento para una enfermedad que incluye, pero no se limita a un cancer hematolégico, un tumor
solido, una enfermedad hematoldgica, un trastorno metabdlico, VIH, HTLV, un trastorno de almacenamiento lisosémico
y una inmunodeficiencia.

En un aspecto, la divulgacion proporciona una célula (p. €j., célula T) modificada para expresar un receptor de antigeno
quimérico (CAR), en donde la célula CAR T presenta una propiedad antitumoral. Un antigeno preferido es CD123.
En un aspecto, el dominio de reconocimiento de antigeno del CAR comprende un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
anti-CD123 completamente humano. Por consiguiente, la divulgacion proporciona un CAR anti-CD123 completamente
humano modificado en una célula T y métodos para su uso para terapia adoptiva.

En un aspecto, el CAR anti-CD 123 comprende al menos un dominio intracelular seleccionado del grupo de un dominio
de sefalizacion de CD137 (4-1BB), un dominio de sefalizacion de CD28, un dominio de sefal de CD3zeta, un dominio
de senalizacion de CD27 y cualquier combinacién de los mismos. En un aspecto, el CAR anti-CD123 comprende al
menos un dominio de sefalizacion intracelular que procede de una o mas moléculas coestimuladoras distintas de
CD137 (4-1BB) o CD28, un dominio de sefial CD3zeta y cualquier combinacién de los mismos.

Receptor de Antigeno Quimérico (CAR)
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La presente divulgacién abarca una construccion de ADN recombinante que comprende secuencias de polinucleétidos
que codifican un CAR, en donde el CAR comprende un fragmento de anticuerpo que se une especificamente a CD123,
p. €j., un fragmento de anticuerpo humano que se une especificamente a CD123. En un aspecto, CD123 es CD123
humano, y la secuencia de acido nucleico que codifica el fragmento de anticuerpo es contigua y esta 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 coestimulador y/o un dominio de
sefalizacion primario, p. €j., una porcién de cadena zeta. El dominio de sefalizacién coestimulador se refiere a una
parte del CAR que comprende al menos una parte del dominio intracelular de una molécula coestimuladora.

En un aspecto, una construccion de acido nucleico quimérico aislado puede comprender secuencias de un CAR, en
donde la secuencia comprende la secuencia de acido nucleico de un dominio de unién anti-CD123 enlazado
operativamente a la secuencia de acido nucleico de un dominio intracelular. Un dominio intracelular a modo de ejemplo
que se puede utilizar en el CAR incluye, pero no se limita al dominio intracelular de CD3-zeta, CD28, 4-1BB y similares.
En algunos casos, el CAR puede comprender cualquier combinacién de CD3-zeta, CD28, 4-1BB y similares.

En aspectos especificos, una construccién CAR de la invencion comprende un dominio scFv seleccionado del grupo
que consiste en SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 66,
SEQ ID NO: 72 y SEQ ID NO: 78, en donde el scFv puede estar precedido por una secuencia conductora opcional, tal
como la proporcionada en SEQ ID NO: 3, y seguida de una secuencia de bisagra opcional tal como la proporcionada
en SEQ ID NO: 4, una regién transmembrana tal como la proporcionada en SEQ ID NO: 5, un dominio de sefializacién
intracelular que incluye SEQ ID NO: 6 y una secuencia CD3zeta que incluye SEQ ID NO: 7 o SEQ ID NO: 98, en
donde los dominios son contiguos y estan en el mismo marco de lectura para formar una Unica proteina de fusién.
También se incluye en la invenciéon una secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido de cada uno de los
fragmentos scFv seleccionados del grupo que consiste en SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 48, SEQ ID
NO: 54, SEQ ID. NO: 60, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 72 y SEQ ID NO: 78, y cada uno de los dominios de SEQ ID
NOS: 3-7. También se incluye en la invencidon una secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido de cada uno
de los fragmentos scFv seleccionados del grupo que consiste en SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 48,
SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 72, y SEQ ID NO: 78, y cada uno de los dominios de
SEQID NOS: 3-6 y SEQ ID NO: 98. En un aspecto, la construccion CARCD123 comprende una secuencia conductora
opcional, un dominio de unién a antigeno extracelular que se une especificamente a CD123, una bisagra, un dominio
transmembrana y un dominio estimulador intracelular. En un aspecto, la construccion CAR CD123 comprende una
secuencia conductora opcional, un dominio de unién a antigeno extracelular que se une especificamente a CD123,
una bisagra, un dominio transmembrana, un dominio de sefalizacién intracelular que incluye un dominio coestimulador
y un dominio estimulador primario. Construcciones de CARCD123 especificas que contienen un dominio scFv
humanizado se proporcionan en SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 59, SEQ ID NO: 65,
SEQ ID NO: 71, SEQ ID NO : 77 y SEQ ID NO: 83. Construcciones de CARCD123 especificas que contienen un
dominio scFv murino se proporcionan en SEQ ID NO: 1y SEQ ID NO: 107, SEQ ID NO: 109, SEQ ID NO: 111, SEQ
ID NO: 113, SEQ ID NO: 115, SEQ ID NO: 117, SEQ ID NO: 119y SEQ ID NO: 121.

Se proporciona una secuencia conductora a modo de ejemplo como SEQ ID NO: 3. Se proporciona una secuencia de
bisagra/espaciador a modo de ejemplo como SEQ ID NO: 4. Se proporciona una secuencia del dominio
transmembrana a modo de ejemplo como SEQ ID NO: 5. Se proporciona una secuencia de un dominio coestimulador
a modo de ejemplo 4-1BB como SEQ ID NO: 6. Se proporciona una secuencia de un dominio coestimulador a modo
de ejemplo de la proteina CD27 como SEQ ID NO: 23. Se proporciona un dominio de sefalizacién primario a modo
de ejemplo de una secuencia del dominio CD3zeta como SEQ ID NO: 7. Otro dominio de sefializacién primario a modo
de ejemplo de una secuencia de dominio CD3zeta se proporciona como SEQ ID NO: 98.

En un aspecto, la presente divulgacién abarca una construccion de acido nucleico recombinante que comprende una
molécula de acido nucleico que codifica un CAR, en donde la molécula de &cido nucleico comprende la secuencia de
acido nucleico que codifica un dominio de unién anti-CD 123, p. ej., descrito en esta memoria, que es contiguo ay en
el mismo marco de lectura que una secuencia de &cido nucleico que codifica un dominio de sefalizacién intracelular.
En un aspecto, el dominio de unién anti-CD123 se selecciona de uno o méas de SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 42, SEQ
ID NO: 48, SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO : 66, SEQ ID NO: 72 y SEQ ID NO: 78. En un aspecto, el
dominio de unién anti-CD123 es codificado por una secuencia de nucleotidos proporcionada en una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 55, SEQ ID
NO: 61, SEQID NO: 67, SEQID NO: 73y SEQ ID NO: 79. En un aspecto, el dominio de union anti-CD123 es codificado
por SEQ ID NO: 37. En un aspecto, el dominio de unién anti-CD123 es codificado por SEQ ID NO: 43. En un aspecto,
el dominio de unién anti-CD123 es codificado por SEQ ID NO: 49. En un aspecto, el dominio de union anti-CD123 es
codificado por SEQ ID NO: 55. En un aspecto, el dominio de unién anti-CD123 es codificado por SEQ ID NO: 61. En
un aspecto, el dominio de unién anti-CD123 es codificado por SEQ ID NO: 67. En un aspecto, el dominio de unién
anti-CD123 es codificado por SEQ ID NO: 73. En un aspecto, el dominio de unién anti-CD123 es codificado por SEQ
ID NO: 80.

En un aspecto, la presente invencién abarca una construccion de acido nucleico recombinante que comprende una
molécula de acido nucleico que codifica un CAR, en donde la molécula de &cido nucleico comprende una secuencia
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de é&cido nucleico que codifica un dominio de unién anti-CD 123 seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID NO:
40, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 76 y SEQ ID NO:
82, en donde la secuencia es contigua a y esta en el mismo marco de lectura que la secuencia de acido nucleico que
codifica un dominio de sefalizacién intracelular. Un dominio de sefalizacién intracelular a modo de ejemplo que se
puede utilizar en el CAR incluye, sin caracter limitante, uno o mas dominios de sefalizacion intracelular de, por ejemplo,
CD83-zeta, CD28, 4-1BB y similares. En algunos casos, el CAR puede comprender cualquier combinaciéon de dominios
de sefalizacion intracelular de CD3-zeta, CD28, 4-1BB y similares. En un aspecto, la construccion de acidos nucleicos
comprende la SEQ ID NO: 40. En un aspecto, la secuencia de acidos nucleicos de una construccién de CAR es SEQ
ID NO: 46. En un aspecto, la construccion de acidos nucleicos comprende la SEQ ID NO: 52. En un aspecto, la
construccion de 4cidos nucleicos comprende la SEQ ID NO: 58. En un aspecto, la construccion de acidos nucleicos
comprende la SEQ ID NO: 64. En un aspecto, la construccién de acidos nucleicos comprende la SEQ ID NO: 70. En
un aspecto, la construccién de acidos nucleicos comprende la SEQ ID NO: 76. En un aspecto, la construccion de
acidos nucleicos comprende la SEQ ID NO: 82.

Las secuencias de acido nucleico que codifican las moléculas deseadas se pueden obtener utilizando métodos
recombinantes conocidos en la técnica, tales como, por ejemplo, cribando colecciones de células que expresan el gen,
obteniendo el gen de un vector que se sabe que los incluye, o aislandolo directamente de células y tejidos que lo
contienen, utilizando técnicas estandar. Como alternativa, el acido nucleico de interés se puede producir por vias
sintéticas, en lugar de clonarse.

Construcciones de vectores retrovirales y lentivirales que expresan un CAR pueden transducirse directamente en una
célula.

Una construccion de ARN se puede transfectar directamente en una célula. Un método para generar ARNm para uso
en la transfeccion implica la transcripcion in vitro (IVT) de un molde con cebadores especialmente disefiados, seguida
de la adicion de poliA, para producir una construccién que contenga 3’ y 5' secuencias no traducidas ("UTR"), una &'
caperuza y/o sitio de entrada al ribosoma interno (IRES), el acido nucleico que se ha de expresar y una cola de poliA,
tipicamente de 50-2000 bases de longitud (SEQ ID NO: 133). El ARN asi producido puede transfectar eficazmente
diferentes tipos de células. En un aspecto, el molde incluye secuencias para el CAR. En una realizacién, un vector
CAR de ARN se transduce en una célula T mediante electroporacion.

Dominio de unién a antigeno

En un aspecto, un CAR de la invencién comprende un elemento de union especifico para la diana al que se alude de
otro modo como un resto de unién a antigeno. La eleccién del resto depende del tipo y del nimero de ligandos que
definen la superficie de una célula diana. Por ejemplo, el dominio de unién al antigeno se puede elegir para reconocer
un ligando que actia como un marcador de la superficie celular en las células diana asociadas con un estado
patolégico particular. Por tanto, ejemplos de marcadores de superficie celular que pueden actuar como ligandos para
el dominio de union al antigeno en un CAR de la invencién incluyen los asociados con infecciones viricas, bacterianas
y parasitarias, enfermedades autoinmunes y células cancerosas.

En un aspecto, la respuesta de células T mediada por CAR se puede dirigir a un antigeno de interés modificando un
dominio de unioén a antigeno que se une especificamente a un antigeno deseado en el CAR. En el contexto de la
presente invencion, "antigeno tumoral" o "antigeno de trastorno hiperproliferativo" o "antigeno asociado con un
trastorno hiperproliferativo”" se refiere a un antigeno que es comuin a un trastorno hiperproliferativo especifico. En
determinados aspectos, un antigeno de trastorno hiperproliferativo se deriva de un cancer, incluyendo, pero no
limitados a melanoma primario o metastasico, timoma, linfoma, sarcoma, cancer de pulmdn, cancer de higado, linfoma
no Hodgkin, linfoma de Hodgkin, leucemias, cancer de Utero, cancer de cuello uterino, cancer de vejiga, cancer de
riidn y adenocarcinoma, tal como cancer de mama, cancer de prostata, cancer de ovario, cancer de pancreas y
similares.

En un aspecto, el antigeno tumoral comprende uno o mas epitopos de cancer antigénicos reconocidos
inmunolégicamente por linfocitos infiltrantes de tumores (TIL) derivados de un tumor canceroso de un mamifero.

En un aspecto, la porcion del resto de union a antigeno de un CAR comprende un dominio de unién a antigeno que
fija como objetivo CD123, que incluye, pero no se limita a CD123 humano. Se proporciona una secuencia de ARNm
de CD123 humana a modo de ejemplo como N? de acceso M74782 del GenBank. Una secuencia de la proteina
CD123 a modo de ejemplo esta disponible como UniProtKB N® de acceso P26951. En algunas realizaciones, un
dominio de unién a antigeno fija como objetivo un epitopo que se encuentra en el dominio extracelular de CD123, p.
€j., un epitopo dentro del dominio extracelular de CD123 humano; p. €j., un epitopo que comprende uno 0 mas residuos
de aminoé&cidos 19-305 del numero de acceso de UniProtkB P26951.

El dominio de unién a antigeno puede ser cualquier dominio que se una al antigeno, incluyendo, pero no limitados a
un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo policlonal, un anticuerpo recombinante, un anticuerpo sintético, un anticuerpo
humano, un anticuerpo humanizado y un fragmento funcional del mismo. incluyendo, pero no limitados a un anticuerpo

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 814962 T3

de dominio Unico, tal como un dominio variable de la cadena pesada (VH), un dominio variable de la cadena ligera
(VL) y un dominio variable (VHH) de nanocuerpo derivado de camélidos, y un armazon 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 que el dominio de unién a antigeno se derive de la misma especie en la
que se utilizara finalmente el CAR. Por ejemplo, para uso en seres humanos, puede ser beneficioso que el dominio de
unién a antigeno del CAR comprenda un anticuerpo humano o un fragmento del mismo. Por lo tanto, en un aspecto,
el dominio de unién al antigeno comprende un anticuerpo humano o un fragmento de anticuerpo. En otro aspecto, el
dominio de unién a antigeno comprende un anticuerpo o fragmento de anticuerpo humanizado. En una realizacién de
la divulgacién, el dominio de unién anti-CD123 comprende una o mas (p. €j., una, dos o las tres) regién determinante
de complementariedad 1 de la cadena ligera (LC CDR1), region determinante de complementariedad 2 de la cadena
ligera (LC CDR2) y regién determinante de complementariedad 3 de la cadena ligera (LC CDR3) de un dominio de
unién anti-CD123 descrito en este memoria, y una o mas (p. e€j., una, dos o las tres) regién determinante de
complementariedad 1 de la cadena pesada (HC CDR1), region determinante de complementariedad 2 de la cadena
pesada (HC CDR2) y region determinante de complementariedad 3 de la cadena pesada (HC CDR3) de un dominio
de unién anti-CD123 descrito en esta memoria. En una realizacion de la divulgacién, el dominio de unién anti-CD123
comprende una region variable de la cadena ligera descrita en esta memoria y/o una region variable de la cadena
pesada descrita en esta memoria. En una realizacion de la divulgacion, el dominio de unién anti-CD123 es un scFv
que comprende una region variable de la cadena ligera y una region variable de cadena pesada de una secuencia de
aminoacidos, p. €j., una region variable de la cadena ligera y una region variable de la cadena pesada descritas en
esta memoria. En una realizacion de la divulgacion, el dominio de union anti-CD123 (p. ej., un scFv) comprende: una
region variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos una, dos o tres
modificaciones (p. gj., sustituciones) pero no mas de 30, 20 o 10 modificaciones (p. ej., sustituciones) de una secuencia
de aminoacidos de una regién variable de la cadena ligera proporcionada en esta memoria, o0 una secuencia con 85-
99% (p. €j., 90-99% 0 95-99%) de identidad con una secuencia de aminoacidos proporcionada en este memoria; y/o
una region variable de la cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos una, dos
o tres modificaciones (p. €j., sustituciones) pero no mas de 30, 20 o 10 modificaciones (p. €j., sustituciones) de una
secuencia de aminoacidos de una regién variable de la cadena pesada proporcionada en esta memoria, 0 una
secuencia con 85-99% (p. ej., 90-99% o0 95-99%) de identidad con una secuencia de aminoacidos proporcionada en
esta memoria. En un aspecto, el dominio de unién a antigeno comprende una o mas secuencias seleccionadas del
grupo que consiste en SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 60, SEQ ID.
NO: 66, SEQ ID NO: 72y SEQ ID NO: 78. En un aspecto, el CAR humanizado se selecciona de una o mas secuencias
seleccionadas del grupo que consiste en SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 59, SEQ ID
NO: 65, SEQ ID. NO: 71, SEQ ID NO: 77 y SEQ ID NO: 83.

En algunos aspectos, un anticuerpo no humano o un fragmento del mismo se humaniza, en que las secuencias o
regiones especificas del anticuerpo o fragmento del mismo se modifican para aumentar la similitud con un anticuerpo
producido de forma natural en un ser humano. En un aspecto, la porciéon del dominio de union al antigeno esta
humanizada.

Se puede producir un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo utilizando una diversidad de técnicas
conocidas en la técnica, incluyendo, pero no limitadas a injerto de CDR (véase, p. €j., la Patente Europea N° EP
239,400; la Publicacion Internacional WO 91/09967; y las Pat. de EE.UU. N°®s. 5.225.539, 5.530.101, y 5.585.089),
chapado o revestimiento (véase, p. €j., las Patentes Europeas N° EP 592,106 and 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), reordenamiento de la cadena (véase, p. €j., la Pat. de EE.UU. N° 5.565.332), y técnicas
descritas, p. €j., en la Publicacién de Solicitud de Patente de EE.UU. N2 US2005/0042664, Publicacién de Solicitud de
Patente de EE.UU. N° US2005/0048617, Pat. de EE.UU. N° 6.407.213, Pat. de EE.UU. N® 5.766.886, Publicacién
Internacional N® WO 9317105, Tan et al., J. Immunol., 169:1119-25 (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 Sup):5973s-5977s (1995), Couto et al.,
Cancer Res., 55(8):1717-22 (1995), Sandhu J S, Gene, 150(2):409-10 (1994) y Pedersen et al., J. Mol. Biol.,
235(3):959-73 (1994). A menudo, los residuos de marco en las regiones de marco se sustituirdn con el residuo
correspondiente del anticuerpo donante de CDR para alterar, por ejemplo, mejorar la unién a antigeno. Estas
sustituciones de marco se identifican por métodos bien conocidos en la técnica, p. ej., modelando las interacciones de
la CDR vy los residuos de marco para identificar residuos de marco importantes para la unién al antigeno y la
comparacién secuencial para identificar residuos de marco inusuales en posiciones particulares. (Véase, p. ej, Queen
et al., Pat. de EE.UU. N°® 5.585.089; y Riechmann et al., 1988, Nature, 332:323).

Un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo tiene uno o mas residuos de aminoacidos introducidos en él de
una fuente que no es humana. A estos residuos aminoacidicos no humanos se les denomina a menudo residuos
"importados”, que tipicamente se toman de un dominio variable "importado”. Como se proporciona en esta memoria,
un anticuerpo o fragmento de anticuerpo humanizado comprende una o mas CDRs de moléculas de inmunoglobulina
no humanas y regiones marco en las que los residuos de aminoacidos que comprenden el marco se derivan completa
o principalmente de la linea germinal humana. Mdltiples técnicas para la humanizacién de anticuerpos o fragmentos
de anticuerpos son bien conocidas en la técnica y se pueden realizar esencialmente siguiendo el método de Winter y
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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)),sustituyendo las CDRs o secuencias de CDR de roedores con las secuencias
correspondientes de un anticuerpo humano, es decir, injerto de CDR (EP 239,400; Publicacién PCT N® WO 91/09967;
yPat. de EE.UU. Nes 4.816.567;6.331.415; 5.225.539; 5.530.101; 5.585.089; 6.548.640). En anticuerpos
humanizados de este tipo, 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 de CDR y posiblemente algunos residuos de marco (FR) son sustituidos por
residuos de sitios analogos en anticuerpos de roedores. La humanizacion de anticuerpos también se puede lograr
mediante chapado o revestimiento (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
reordenamiento de la cadena ( Pat. de EE.UU. N°® 5.565.332).

La eleccién de dominios variables humanos, tanto ligeros como pesados, que se pueden utilizar en la produccién de
los anticuerpos humanizados es para reducir la antigenicidad. De acuerdo con el denominado método de "mejor ajuste”,
la secuencia del dominio variable de un anticuerpo de roedor se criba frente a toda la coleccién de secuencias
conocidas de dominio variable humano. La secuencia humana mas cercana a la del roedor se acepta entonces como
marco (FR) humano para el anticuerpo humanizado (Sims et al., J. Immunol., 151:2296 (1993); Chothia et al., J. Mol.
Biol., 196:901 (1987)). Otro método utiliza un armazdn particular derivado de la secuencia consenso de todos los
anticuerpos humanos de un subgrupo particular de cadenas ligeras o pesadas. El mismo marco se puede utilizar para
varios anticuerpos humanizados diferentes (Carter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:4285 (1992); Presta et al., J.
Immunol., 151:2623 (1993)).

En algunos aspectos, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo se humaniza con retencion de alta afinidad por el
antigeno dianay otras propiedades biolégicas favorables. De acuerdo con un aspecto de la invencidn, los anticuerpos
humanizados o los fragmentos de anticuerpos se preparan mediante un procedimiento de analisis de las secuencias
parentales y diversos productos humanizados conceptuales utilizando modelos tridimensionales de las secuencias
parentales y humanizadas. Se puede disponer faciimente de modelos tridimensionales de inmunoglobulina y los
expertos en la técnica estan familiarizados con ellos. Se puede disponer de programas informaticos que ilustran y
presentan estructuras conformacionales tridimensionales probables de secuencias de inmunoglobulinas candidata
seleccionadas. La inspeccion de estas presentaciones permite el analisis de la funcion probable 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, residuos de FR pueden
seleccionarse y combinarse a partir del receptor y las secuencias de importacion de modo que se logre la caracteristica
deseada del anticuerpo, tal como una afinidad incrementada por el antigeno diana. En general, los residuos de CDR
estan directamente y muy sustancialmente implicados en influenciar la unién al antigeno.

Un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo puede conservar una especificidad antigénica similar a la del
anticuerpo original, en la presente invencion, la capacidad de unirse a CD123 humana. Sin embargo, utilizando
determinados métodos de humanizacién, la afinidad y/o especificidad de unién del anticuerpo o fragmento del mismo
por CD123 humano puede incrementarse utilizando métodos de "evolucién dirigida”, tal como se describe por Wu et
al., J. Mol. Biol., 294:151 (1999).

En un aspecto, un resto de unién a antigeno se caracteriza por rasgos o propiedades funcionales particulares de un
anticuerpo. Por ejemplo, el resto de unién al antigeno se une especificamente a CD123, que incluye pero no se limita
a CD123 humana. En un aspecto, la divulgacién se refiere a un resto de unién a antigeno que comprende un
anticuerpo o fragmento funcional (p. €j., uniéon a antigeno) del mismo, en donde el anticuerpo o fragmento funcional
del mismo se une especificamente a una proteina CD123 o fragmento de la misma, en donde el anticuerpo o fragmento
funcional del mismo es codificada por una secuencia de aminoacidos que comprende SEQ ID NO: 2. En otro aspecto,
el resto de unién a antigeno comprende una secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de acidos
nucleicos de SEQ ID NO: 9.

En un aspecto, un dominio de unién anti-CD123 es un fragmento variable de cadena unica (scFv). En otro aspecto,
un dominio de unién anti-CD123 es, por ejemplo, un Fv, un Fab o un (Fab')z, o un anticuerpo hibrido bifuncional (p. €j.,
biespecifico) (p. ej., Lanzavecchia et al., Eur. J. Immunol. 17, 105 (1987)). En un aspecto, un anticuerpo o fragmento
de anticuerpo de la invencion se une a una proteina CD123 con afinidad de tipo salvaje o potenciada. En algunos
casos, los scFv se pueden preparar de acuerdo con un método 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 enlazando regiones VH y VL entre si utilizando conectores polipeptidicos flexibles. Las moléculas
de scFv comprenden un enlazador (p. €j., un enlazador de Ser-Gly) con una longitud y/o composicién de aminoacidos
optimizadas. La longitud del enlazador puede afectar en gran medida la forma en que las regiones variables de un
scFv se pliegan e interactdan. De hecho, si se emplea un enlazador de polipéptido corto (p. €j., entre 5-10 aminoécidos,
se evita el plegamiento intracadena. También se requiere plegamiento intercatenario para unir las dos regiones
variables con el fin de formar un sitio de unién al epitopo funcional. Para ejemplos de orientaciéon del enlazador y
tamarnio véase, p. €j., Hollinger et al. 1993 Proc Natl Acad. Sci. U.S.A. 90:6444-6448, Publicaciones de Solicitudes de
Patente de EE.UU. N%  2005/0100543, 2005/0175606, 2007/0014794 y Publicaciones PCT  N°%
WO02006/020258 y WO2007/024715.
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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, o mas residuos aminoacidicos entre sus regiones VI y VH. La secuencia de enlazador puede
comprender cualquier aminoacido que se produce de forma natural. En algunas realizaciones, la secuencia de
enlazador comprende los aminodacidos glicina y serina. En otra realizacion, la secuencia de enlazador comprende
conjuntos de repeticiones de glicina y serina tales como (GlysSer)n (SEQ ID NO: 35), en que n es un nimero entero
positivo igual a o mayor que 1. En una realizacién, el enlazador puede ser (GlysSer)s (SEQ ID NO: 130) o
(Gly4 Ser)s (SEQ ID NO: 131). La variacion en la longitud del enlazador puede retener o potenciar la actividad, lo que
da lugar a una eficacia superior en estudios de actividad.

En un aspecto, una parte de una composicion de CAR de la divulgacion que comprende un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo comprende, ademas, regiones variables de la cadena pesada y ligera que comprenden secuencias de
aminoacidos que son homoélogas a las secuencias de aminoacidos de los anticuerpos anti-CD123 descritos en esta
memoria, y en donde la porcion de union anti-CD 123 conserva las propiedades funcionales deseadas de los
anticuerpos anti-CD 123.

En algunos aspectos, la composicién de CAR CD123 de la divulgacion comprende, ademas, uno o mas residuos
alterados en comparacion con las secuencias de Vu y/o Vi descritas en esta memoria, p. €j., secuencias que pueden
utilizarse como material de partida para disefiar una porcién de fragmento de anticuerpo modificado, cuya porcion de
unién anti-CD123 modificada puede tener propiedades alteradas en comparacion con el anticuerpo de partida. En
diversos aspectos, la porcién que comprende un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de la composicion CAR de la
divulgacion se modifica modificando uno o mas aminoacidos dentro de una o ambas regiones variables (p. €j., VH y/0o
VL), por ejemplo dentro de una o més regiones de CDR y/o dentro de una o mas regiones de marco. En un aspecto
especifico, la composicion de CAR de la divulgacion comprende un fragmento de anticuerpo. En un aspecto adicional,
ese fragmento de anticuerpo comprende un scFv.

Estabilidad y Mutaciones

La estabilidad de un dominio de unién anti-CD123, p. €j., moléculas de scFv (p. €j., scFv soluble), puede evaluarse
con referencia a las propiedades biofisicas (p. €j., estabilidad térmica) de una molécula scFv de control convencional
0 un anticuerpo de longitud completa. En una realizacién, 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 unién control (p. €j., una
molécula scFv convencional) en los ensayos descritos.

La estabilidad térmica mejorada del dominio de unién anti-CD 123, p. €j., scFv, se confiere posteriormente a la
construccion CAR CD123 completa, lo que conduce a propiedades terapéuticas mejoradas de la construccion CAR
CD123. La estabilidad térmica del dominio de unién anti-CD123, p. ej., scFv, se puede mejorar en al menos
aproximadamente 2°C o 3°C en comparacién con un anticuerpo convencional. En una realizacion, el dominio de unién
anti-CD123, p. €j., scFv, tiene una estabilidad térmica mejorada de 1°C en comparacién con un anticuerpo
convencional. En otra realizacion, el dominio de unién anti-CD123, p. ej., scFv, tiene una estabilidad térmica mejorada
de 2°C en comparacién con un anticuerpo convencional. En otra realizacion, el dominio de unién anti-CD123, p. €j.,
scFv, tiene una estabilidad térmica mejorada de 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15°C en comparacién con un
anticuerpo convencional. Se pueden hacer comparaciones, por ejemplo, entre las moléculas de scFv descritas en
esta memoria y las moléculas scFv o fragmentos Fab de un anticuerpo del que se derivaron las VH y VL de scFv. La
estabilidad térmica se puede medir utilizando métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, en una realizacion, se
puede medir la Tm. Mas adelante se describen en mas detalle métodos para medir la Tf y otros métodos para
determinar la estabilidad proteica.

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 global del scFv y la construccion CAR CD123. La estabilidad del scFv
humanizado se compara con el scFv murino utilizando mediciones tales como Tm, desnaturalizacién por temperatura
y agregacion por temperatura. La capacidad de union de los scFv mutantes se puede determinar utilizando los ensayos
descritos en los Ejemplos.

En una realizacién, el dominio de union anti-CD 123, p. €j., scFv, comprende al menos una mutacion que surge del
proceso de humanizacién de manera que el scFv mutado confiere una estabilidad mejorada a la construccion CD123.
En otra realizacion, el dominio de union anti-CD123, p. €j., scFv, comprende al menos 1, 2, 3, 4, 5,6, 7,8, 9, 10
mutaciones que surgen del proceso de humanizacién de manera que el scFv mutado confiere una estabilidad mejorada
a la construccion CD123.
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Meétodos de Evaluacion de la Estabilidad de la Proteina

La estabilidad de un dominio de unién a antigeno se puede evaluar utilizando, por ejemplo, los métodos descritos mas
adelante. Estos métodos permiten la determinacion de multiples transiciones de despliegue térmico, en que el dominio
menos estable se despliega primero o limita el umbral de estabilidad global de una unidad multi-dominio que se
despliega cooperativamente (p. ej., una proteina multi-dominio que exhibe una Unica transicién de despliegue). El
dominio menos estable se puede identificar de varias maneras adicionales. La mutagénesis se puede realizar para
estudiar qué dominio limita la estabilidad global. 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 desarrolla
intrinsecamente mediante DSC u otros métodos espectroscépicos (Fontana, et al., (1997) Fold. Des., 2: R17-
26; Dimasi et al. (2009) J. Mol. Biol. 393: 672-692). Una vez que se identifica el dominio menos estable, la secuencia
que codifica este dominio (o una porcion de esta) se puede emplear como una secuencia de prueba en los métodos.

a) Estabilidad Térmica

La estabilidad térmica de las composiciones se puede analizar utilizando un cierto nimero de técnicas biofisicas o
bioquimicas no limitantes conocidas en la técnica. En determinadas realizaciones, la estabilidad térmica se evalia
mediante espectroscopia analitica.

Un método de espectroscopia analitica a modo de ejemplo es la Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC, por sus
siglas en inglés). DSC emplea un calorimetro que es sensible a las absorbancias de calor que acompanan al
despliegue de la mayoria de las proteinas o dominios de proteinas (véase, p. €j., Sanchez-Ruiz, et al., Biochemistry,
27: 1648-52, 1988). Para determinar la estabilidad térmica de una proteina, se inserta una muestra de la proteina en
el calorimetro y se eleva la temperatura hasta que se despliega el Fab o scFv. La temperatura a la que se despliega
la proteina es indicativa de la estabilidad global de la proteina.

Otro método de espectroscopia analitica a modo de ejemplo es la espectroscopia de Dicroismo Circular (CD). La
espectrometria de CD mide la actividad éptica de una composicion en funciéon de una temperatura creciente. La
espectroscopia de dicroismo circular (CD) mide las diferencias en la absorcién de la luz polarizada a la izquierda frente
alaluz polarizada a la derecha que surgen debido a la asimetria estructural. Una estructura desordenada o desplegada
da como resultado un espectro de CD muy diferente al de una estructura ordenada o plegada. El espectro de CD
refleja la sensibilidad de las proteinas a los efectos desnaturalizantes del aumento de 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).

Otro método de espectroscopia analitica a modo de ejemplo para medir la estabilidad térmica es la Espectroscopia
de Emision de Fluorescencia (véase van Mierlo y Steemsma, mencionado anteriormente). Otro método mas de
espectroscopia analitica a modo de ejemplo para medir la estabilidad térmica es la espectroscopia de Resonancia
Magnética Nuclear (RMN) (véase, p. €j., van Mierlo y Steemsma, mencionado anteriormente).

La estabilidad térmica de una composicién se puede medir por medios bioquimicos. Un método bioquimico a modo
de ejemplo para evaluar la estabilidad térmica es un ensayo de exposicion térmica. En un "ensayo de exposicion
térmica"t, se somete una composicién a un intervalo de temperaturas elevadas durante un periodo de tiempo
establecido. Por ejemplo, en una realizacién, las moléculas de scFv de prueba o las moléculas que comprenden
moléculas de scFv se someten a un intervalo de temperaturas crecientes, p. €j., durante 1-1,5 horas. La actividad de
la proteina se somete a ensayo a continuacién con un ensayo bioquimico relevante. Por ejemplo, si la proteina es una
proteina de unién (por ejemplo, un scFv o un polipéptido que contiene scFv), la actividad de unién de la proteina de
unién se puede determinar mediante un ELISA funcional o cuantitativo.

Un ensayo de este tipo puede realizarse en un formato de alto rendimiento y los descritos en los Ejemplos utilizando
E. coliy cribado de alto rendimiento. Puede crearse una coleccion de variantes de dominio de unién anti-CD 123, p.
ej., scFv, utilizando métodos conocidos en la técnica. El dominio de unién anti-CD123, p. €j., scFv, puede inducirse la
expresion y el dominio de unién anti-CD123, p. ej., scFv, puede someterse a exposicion térmica. Las muestras de
ensayo estimuladas se pueden ensayar para determinar la uniéon y esos dominios de union anti-CD123, p. e., scFv,
que son estables, se pueden aumentar y caracterizar adicionalmente.

La estabilidad térmica se evalla midiendo 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 el 50% de las moléculas de una composicién estan en
un estado plegado (véase, p. €j., Dimasi et al. (2009) J. Mol Biol. 393: 672-692). En una realizacion, los valores de
Tm para un dominio de unién anti-CD123, p. €j., 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, 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 una
realizacién, los valores de Tm para una IgG 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,
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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 una realizacién, los
valores de Tm para un anticuerpo multivalente 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, 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.

La estabilidad térmica también se evalua midiendo el calor especifico o la capacidad calorifica (Cp) de una composicion
utilizando una técnica calorimétrica analitica (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 Cp grande
es un rasgo caracteristico de una composicién proteica desnaturalizada o inactiva. El cambio en la capacidad calorifica
(ACp) de una composicién se mide determinando el calor especifico de una composicion antes y después de su
transicion térmica. La estabilidad térmica también se puede evaluar midiendo o determinando otros parametros de
estabilidad termodinamica, incluida la energia libre de Gibbs de desplegamiento (AG), la entalpia de desplegamiento
(AH) o la entropia de desplegamiento (AS). Se utilizan uno o mas de los ensayos bioquimicos anteriores (p. €j., un
ensayo de estimulacion térmica) para determinar la temperatura (p. €j., el valor de Tc) a la que el 50% de la
composicion retiene su actividad (p. €j., actividad de union).

Ademas, las mutaciones en el dominio de unién anti-CD123, p. €j., scFv, alteran la estabilidad térmica del dominio de
unién anti-CD123, p. ej., scFv, en comparacion con el dominio de unién anti-CD123 no mutado, p. €j., scFv. Cuando
el dominio de unién anti-CD123 humanizado, p. €j., scFv, se incorpora en una construcciéon de CAR anti-CD123, el
dominio de unién anti-CD123, p. ej., scFv humanizado confiere estabilidad térmica a la construccion de CAR anti-
CD123 global. En una realizacion, el dominio de unién anti-CD123, p. ej., scFv, comprende una Unica mutacién que
confiere estabilidad térmica al dominio de unién anti-CD123, p. €j., scFv. En otra realizacién, el dominio de union anti-
CD123, p. €j., scFv, comprende multiples mutaciones que confieren estabilidad térmica al dominio de unién anti-CD123,
p. €j., scFv. En una realizacién, las multiples mutaciones en el dominio de unién anti-CD123, p. ej., scFv, tienen un
efecto aditivo sobre la estabilidad térmica del dominio de unién anti-CD123, p. €j., scFv.

b) % de Agregacion

La estabilidad de una composicion se puede determinar midiendo su propensién a agregarse. La agregacion se puede
medir mediante un nimero de técnicas bioquimicas o biofisicas no limitantes. Por ejemplo, la agregacion de una
composicidon se puede evaluar utilizando cromatografia, por ejemplo, cromatografia de exclusion por tamario (SEC,
por sus siglas en inglés). La SEC separa moléculas en funcion del tamafo. Una columna se llena con perlas
semisolidas de un gel polimérico que admitira iones y moléculas pequefias en su interior, pero no grandes. Cuando se
aplica una composicion de proteina a la parte superior de la columna, las proteinas plegadas compactas (p. ej.,
proteinas no agregadas) se distribuyen a través de un volumen de disolvente mayor que el disponible para los
agregados de proteinas grandes. Por consiguiente, los agregados grandes se mueven con mayor rapidez a través de
la columna, y de esta manera la mezcla se puede separar o fraccionar en sus componentes. Cada una de las
fracciones se puede cuantificar por separado (por ejemplo, mediante dispersion de la luz) a medida que se eluye del
gel. Por consiguiente, el % de agregacion de una composicion se puede determinar comparando la concentracion de
una fraccién con la concentracion total de proteina aplicada al gel. Las composiciones estables eluyen de la columna
como esencialmente una fraccidén Unica y aparecen esencialmente como un pico Unico en el perfil de eluciéon o
cromatograma.

c) Afinidad de Unidn

La estabilidad de una composicién se puede evaluar determinando su afinidad de unién por la diana. En la técnica
existe constancia de una amplia diversidad de métodos para determinar la afinidad de unién. Un método a modo de
ejemplo para determinar la afinidad de uniéon emplea resonancia por plasmones superficiales. La resonancia por
plasmones superficiales es un fendémeno 6ptico que permite el analisis de interacciones bioespecificas en tiempo real
mediante la deteccién de alteraciones en las concentraciones de proteinas dentro de una matriz de biosensores, por
ejemplo, utilizando el sistema BlAcore (Pharmacia Biosensor AB, Uppsala, Suecia y Piscataway, N.J.). Para
descripciones adicionales, véase Jonsson, U., et al. (1993) Ann. Biol. Clin. 51:19-26; Jonsson, U., i (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.

En un aspecto, el dominio de unién al antigeno del CAR comprende una secuencia de aminoacidos que es homoéloga
a una secuencia de aminoacidos del dominio de unién a antigeno descrita en esta memoria, y el dominio de unién a
antigeno conserva las propiedades funcionales deseadas de los fragmentos de anticuerpo anti-CD123 descritos en
esta memoria. En un aspecto especifico, la composicién de CAR de la divulgacién comprende un fragmento de
anticuerpo. En un aspecto adicional, ese fragmento de anticuerpo comprende un scFv.

En diversos aspectos, el dominio de unién al antigeno del CAR se altera modificando 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

29



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 814962 T3

dentro de una 0 mas regiones marco. En un aspecto especifico, la composicion de CAR de la divulgaciéon comprende
un fragmento de anticuerpo. En un aspecto adicional, ese fragmento de anticuerpo comprende un scFv.

Un experto ordinario en la técnica entendera que el anticuerpo o fragmento de anticuerpo puede modificarse
adicionalmente de manera que varien en la secuencia de aminoacidos (p. €j., de tipo salvaje), pero no en la actividad
deseada. Por ejemplo, se pueden realizar sustituciones adicionales de nucleétidos en la proteina que dan lugar a
sustituciones de aminodcidos en residuos aminoacidicos «no esenciales». Por ejemplo, un residuo de aminoacido no
esencial en una molécula puede ser reemplazado por otro residuo de aminoacido de la misma familia de la cadena
lateral. En otra realizacion, una cadena de aminoacidos se puede reemplazar por una cadena estructuralmente similar
que difiere en orden y/o composicion de los miembros de la familia de la cadena lateral, p. €j., puede realizarse una
sustitucion conservadora, en la que un residuo aminoacido se reemplaza por un residuo aminoacido que tiene una
cadena lateral similar.

En la técnica se han definido las familias de residuos aminoacidicos que tienen cadenas laterales similares, que
incluyen las cadenas laterales basicas (por ejemplo, lisina, arginina, histidina), cadenas laterales acidas (por ejemplo,
acido aspartico, acido glutamico), cadenas laterales polares sin carga (por ejemplo, glicina, asparagina, glutamina,
serina, treonina, tirosina, cisteina), cadenas laterales no polares (por ejemplo, alanina, valina, leucina, isoleucina,
prolina, fenilalanina, metionina, tript6fano), cadenas laterales con ramificaciones en la posicion beta (por ejemplo,
treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales aromaticas (por ejemplo, tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina).

El porcentaje de identidad en el contexto de dos o mas acidos nucleicos o secuencias polipeptidicas, se refiere a dos
0 mas secuencias que son iguales. Dos secuencias son «sustancialmente idénticas» si las dos secuencias tienen un
porcentaje especificado de residuos aminoacidicos o nucleotidicos que son iguales (por ejemplo, una identidad de un
60%, opcionalmente una identidad de un 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% a lo largo de una
region especificada o, cuando no se especifique, a lo largo de toda la secuencia), cuando se comparan y se alinean
para conseguir una correspondencia maxima en una ventana de comparacion, o region designada segun se mide
utilizando uno de los algoritmos de comparacién de secuencias siguientes o por alineamiento manual e inspeccion
visual. Opcionalmente, la identidad existe a lo largo de una regién que tiene una longitud de al menos
aproximadamente 50 nucleétidos (o 10 aminoacidos), o0 mas preferentemente a lo largo de una regién que tiene una
longitud de 100 a 500 o 1000 o mas nucleétidos (o 20, 50, 200 o0 mas aminoacidos).

Para la comparacién de secuencias, habitualmente una secuencia actia como secuencia de referencia respecto a la
cual se comparan las secuencias de prueba. Cuando se utiliza un algoritmo de comparacién de secuencias, las
secuencias de prueba y de referencia se introducen en una computadora, se designan coordenadas de subsecuencia,
si es necesario, y se designan los parametros del programa del algoritmo de secuencia. Se pueden usar los parametros
predeterminados del programa o se pueden designar parametros alternativos. Después el algoritmo de comparacion
de secuencias calcula el porcentaje de identidad de las secuencias para las secuencias de prueba con respecto a la
secuencia de referencia, basandose en los parametros del programa. Métodos de alineamiento de secuencias para
comparaciéon son bien conocidos en la técnica. El alineamiento 6ptimo de secuencias para comparacién puede
realizarse, por ejemplo, mediante el algoritmo de homologia local de Smith y Waterman, (1970) Adv. Appl. Math.
2:482c,mediante el algoritmo de alineamiento por homologia de Needleman y Wunsch, (1970) J. Mol. Biol. 48:443,
mediante el método de busqueda de similitudes de Pearson y Lipman, (1988) Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 85:2444
mediante implementaciones computarizadas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en Wisconsin
Genetics Software Package, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI), o mediante alineamiento
manual e inspeccion visual (véase, p. €j., Brent et al., (2003) Current Protocols in Molecular Biology).

Dos ejemplos de algoritmos que son adecuados para determinar el porcentaje de identidad de secuencia y similitud
de secuencia son los algoritmos 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 analisis
BLAST esta disponible publicamente a través del Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica.

El porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoacidos también se puede determinar usando el algoritmo de
E. Meyers y W. Miller, (1988) Comput. Appl. Biosci. 4:11-17)que se ha incorporado al programa ALIGN (version 2.0),
utilizando una tabla de residuos de peso PAM120, una penalizacion de longitud de espacio de 12 y una penalizacién
de espacio de 4. Ademas, el porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoacidos puede determinarse
utilizando el algoritmo de Needleman y Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48: 444-453 ) que se ha incorporado al programa
GAP en el paquete de software GCG (disponible en www.gcg.com), utilizando una matriz Blossom 62 o 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, 3, 4,5 0 6.

En un aspecto, la presente divulgacion contempla modificaciones de la secuencia de aminodcidos del anticuerpo o
fragmento (por ejemplo, scFv) de partida que generan moléculas equivalentes desde un punto de vista funcional. Por
ejemplo, la VH o VL de un dominio de unién anti-CD123, p. €j., scFv, comprendido en el CAR puede modificarse 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% identidad de la regién
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marco VH o VL de partida del dominio de union anti-CD123, p. ej., scFv. La presente divulgacion contiene
modificaciones de la construccion de CAR completa, p. ej., modificaciones en una o mas secuencias de aminoacidos
de los diversos dominios de la construccién de CAR con el fin de generar moléculas funcionalmente equivalentes. La
construccion de CAR se puede modificar para mantener una identidad de al menos aproximadamente un 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 la construccién de CAR de partida.

Dominio transmembrana

Con respecto al dominio transmembrana, en diversas realizaciones, un CAR se puede disefar para que comprenda
un dominio transmembrana que esté unido al dominio extracelular del CAR. Un dominio transmembrana puede incluir
uno o mas aminoacidos adicionales adyacentes a la regién de transmembrana, por ejemplo, uno o mas aminoacidos
asociados con la region extracelular de la proteina de la que procede 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 regién intracelular de la proteina de la cual procede la proteina transmembrana (por ejemplo, 1, 2, 3, 4,5, 6, 7,
8, 9, 10 hasta 15 aminoécidos de la regién intracelular). En un aspecto, el dominio transmembrana es uno que esta
asociado con uno de los otros dominios del CAR que se utiliza. En algunos casos, el dominio transmembrana se puede
seleccionar o modificar por sustitucion de aminoacidos para evitar la unién 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 receptor. En un aspecto, el dominio transmembrana es capaz de
homodimerizarse con otro CAR en la superficie de la célula CART. En un aspecto diferente, la secuencia de
aminodcidos del dominio transmembrana puede modificarse o sustituirse con el fin de minimizar las interacciones con
los dominios de unién del participante en la unién nativo presente en la misma CART.

El dominio transmembrana puede proceder de una fuente natural o recombinante. Cuando la fuente es natural, el
dominio puede derivarse de cualquier proteina unida a la membrana o transmembrana. Una regién de transmembrana
de uso particular en esta invencién puede incluir al menos la o las regiones de transmembrana de, p. €j., la cadena
alfa, beta o zeta del receptor de células T, CD28, CD3 epsilon, CD45, CD4, CD5, CD8, CD9, CD16, CD22, CDS33,
CD37, CD64, CD80, CD86, CD134, CD137, CD154. En algunos casos, el dominio transmembrana se puede unir a la
region extracelular del CAR, por ejemplo, el dominio de unién al 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
(inmunoglobulina) humana, por ejemplo, una bisagra de 1gG4 o una bisagra de CD8a. En una realizacién, la bisagra
o el espaciador comprende (por ejemplo, esta constituido por) la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4. En
un aspecto, el dominio transmembrana comprende (por ejemplo, esta constituido por) un dominio transmembrana de
laSEQID NO:5012.

En un aspecto, la bisagra o el espaciador comprende una bisagra de IgG4. Por ejemplo, en una realizacion, la bisagra
o] el espaciador comprende una bisagra de la secuencia de aminoacidos
ESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVWDVSQEDPEVQ
FNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRWSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNK
GLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWE
SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSLGKM (SEQ ID
NO:104). En algunas realizaciones, la bisagra o el espaciador comprende una bisagra codificada por una secuencia
de nucleétidos de

31



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 814962 T3

GAGAGCAAGTACGGCCCTCCCTGCCCCCCTTGCCCTGCCCCCGAGTTCCTGGG
CGGACCCAGCGTGTTCCTGTTCCCCCCCAAGCCCAAGGACACCCTGATGATC
AGCCGGACCCCCGAGGTGACCTGTGTGGTGGTGGACGTGTCCCAGGAGGACC
CCGAGGTCCAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCACAACGCCAA
GACCAAGCCCCGGGAGGAGCAGTTCAATAGCACCTACCGGGTGGTGTCCGTG
CTGACCGTGCTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAATACAAGTGTAAGG
TGTCCAACAAGGGCCTGCCCAGCAGCATCGAGAAAACCATCAGCAAGGCCA
AGGGCCAGCCTCGGGAGCCCCAGGTGTACACCCTGCCCCCTAGCCAAGAGGA
GATGACCAAGAACCAGGTGTCCCTGACCTGCCTGGTGAAGGGCTTCTACCCC
AGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAACGGCCAGCCCGAGAACAACTAC
AAGACCACCCCCCCTGTGCTGGACAGCGACGGCAGCTTCTTCCTGTACAGCC
GGCTGACCGTGGACAAGAGCCGGTGGCAGGAGGGCAACGTCTTTAGCTGCTC
CGTGATGCACGAGGCCCTGCACAACCACTACACCCAGAAGAGCCTGAGCCTG
TCCCTGGGCAAGATG (SEQ ID NO:105).

En un aspecto, la bisagra o el espaciador comprende una bisagra de IgD. Por ejemplo, en una realizacién, la bisagra
o} el espaciador comprende una bisagra de la secuencia de aminoacidos
RWPESPKAQASSVPTAQPQAEGSLAKATTAPATTRNTGRGGEEKKKEKEKEEQE
ERETKTPECPSHTQPLGVYLLTPAVQDLWLRDKATFTCFVVGSDLKDAHLTWEV
AGKVPTGGVEEGLLERHSNGSQSQHSRLTLPRSLWNAGTSVTCTLNHPSLPPQRL
MALREPAAQAPVKLSLNLLASSDPPEAASWLLCEVSGFSPPNILLMWLEDQREV
NTSGFAPARPPPQPGSTTFWAWSVLRVPAPPSPQPATYTCWSHEDSRTLLNASR SLEVSYVTDH (SEQ ID NO:122).

En algunas realizaciones, la bisagra o el espaciador comprende una bisagra codificada por una secuencia de
nucledtidos de

AGGTGGCCCGAAAGTCCCAAGGCCCAGGCATCTAGTGTTCCTACTGCACAGC
CCCAGGCAGAAGGCAGCCTAGCCAAAGCTACTACTGCACCTGCCACTACGCG
CAATACTGGCCGTGGCGGGGAGGAGAAGAAAAAGGAGAAAGAGAAAGAAG
AACAGGAAGAGAGGGAGACCAAGACCCCTGAATGTCCATCCCATACCCAGC
CGCTGGGCGTCTATCTCTTGACTCCCGCAGTACAGGACTTGTGGCTTAGAGAT
AAGGCCACCTTTACATGTITTCGTCGTGGGCTCTGACCTGAAGGATGCCCATTT

GACTTGGGAGGTTGCCGGAAAGGTACCCACAGGGGGGGTTGAGGAAGGGTT
GCTGGAGCGCCATTCCAATGGCTCTCAGAGCCAGCACTCAAGACTCACCCTT
CCGAGATCCCTGTGGAACGCCGGGACCTCTGTCACATGTACTCTAAATCATCC
TAGCCTGCCCCCACAGCGTCTGATGGCCCTTAGAGAGCCAGCCGCCCAGGCA
CCAGTTAAGCTTAGCCTGAATCTGCTCGCCAGTAGTGATCCCCCAGAGGCCG
CCAGCTGGCTCTTATGCGAAGTGTCCGGCTTTAGCCCGCCCAACATCTTGCTC
ATGTGGCTGGAGGACCAGCGAGAAGTGAACACCAGCGGCTTCGCTCCAGCCC
GGCCCCCACCCCAGCCGGGTTCTACCACATTCTGGGCCTGGAGTGTCTTAAG
GGTCCCAGCACCACCTAGCCCCCAGCCAGCCACATACACCTGTGTTGTGTCCC
ATGAAGATAGCAGGACCCTGCTAAATGCTTCTAGGAGTCTGGAGGTTTCCTA
CGTGACTGACCATT (SEQ ID NO:123).
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En un aspecto, el dominio transmembrana puede ser recombinante, en cuyo caso comprendera predominantemente
residuos hidréfobos, tales como leucina y valina. En un aspecto, puede encontrarse un ftriplete de fenilalanina,
triptéfano y valina en cada uno de los extremos de un dominio transmembrana recombinante.

Opcionalmente, un enlazador oligopéptido o polipéptido corto, p. €j., entre 2 y 10 aminoacidos de longitud, puede
formar el enlace entre el dominio transmembrana y la region citoplasmatica del CAR. Una glicina-serina es un ejemplo
de un enlazador adecuado. Por ejemplo, en un aspecto, el conector comprende la secuencia de aminoacidos de
GGGGSGGGGS (SEQ ID NO:124). En algunas realizaciones, el enlazador esta codificado por una secuencia de
nucleétidos de GGTGGCGGAGGTTCTGGAGGTGGAGGTTCC (SEQ ID NO:125).

Dominio citoplasmatico

El dominio o regién citoplasmatico del CAR incluye un dominio de sefalizacién intracelular. Un dominio de sefalizacion
intracelular es generalmente responsable de la activacion de al menos una de las funciones efectoras normales de la
célula inmune en la que ha sido introducido el CAR. La expresion "funcion efectora” se refiere a una funcién
especializada de una célula. La funcién efectora de un linfocito T, por ejemplo, puede ser actividad citolitica o actividad
auxiliar, incluida la secrecion de citocinas. Por lo tanto, la expresion "dominio de sefalizacién intracelular" o
alternativamente "dominio de sefializacion citoplasmatico” se refiere a la parte de una proteina que transduce la sefal
de la funcion efectora y dirige a la célula para que realice una funcién especializada. Aunque generalmente se puede
emplear todo el dominio de sefializacion intracelular, en muchos casos no es necesario utilizar la cadena completa.
En la medida en que se utilice una porcién truncada del dominio de sefalizacién intracelular, dicha porcion truncada
se puede utilizar en lugar de la cadena intacta, siempre que transduzca la sefal de la funcién efectora. Se pretende,
por tanto, que la expresion dominio de sefalizacién intracelular incluya cualquier porcién truncada del dominio de
sefalizacion intracelular suficiente para transducir la sefal de funcion efectora.

Ejemplos de dominios de senalizacion intracelulares para uso en el CAR de la invencién incluyen las secuencias
citoplasmaticas del receptor de células T (TCR) y co-receptores que actian concertados para iniciar la transduccion
de sefales después de la activacion del receptor del antigeno, asi como cualquier derivado o variante de estas
secuencias y cualquier secuencia recombinante que tenga la misma capacidad funcional.

Se sabe que las sefiales generadas a través del TCR solo son insuficientes para la activaciéon completa de la célula T
y que también se requiere una sefal secundaria o coestimuladora. Por lo tanto, se puede decir que la activacion de
las células T es mediada por dos clases distintas de secuencia de sefalizacion citoplasmatica: las que inician la
activacion primaria dependiente del antigeno a través del TCR (dominio de sefializacién intracelular primario) y las que
actuan de manera independiente del antigeno para proporcionar una sefal secundaria o coestimuladora (dominio de
sefializacion citoplasmico secundario, p. €j., un dominio coestimulador).

Un dominio de sefalizacion primaria regula la activacion primaria del complejo TCR, ya sea de manera estimuladora
o inhibidora. Los dominios de sefializacion intracelular primaria que actian de manera estimuladora pueden contener
motivos de sefalizacién que se conocen como motivos de activacion basados en tirosina de inmunorreceptores o
ITAM.

Ejemplos de ITAM que contienen dominios de sefalizacion intracelular primarios que son de uso particular en la
invencion incluyen los de TCR zeta, FcR gamma, FcR beta, CD3 gamma, CD3 delta, CD3 epsilon, CD5, CD22, CD79a,
CD79b, y CD66d. En una realizacion, el CAR se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO:
47, SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 59, SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 71, SEQ ID NO: 77 y SEQ ID NO: 83, comprende
un dominio de sefalizacién intracelular, p. €j., un dominio de sefalizacién primario, de CD3-zeta. En una realizacion,
un dominio de sefalizacién primaria comprende un dominio ITAM modificado, por ejemplo, un dominio ITAM mutado
que tiene una actividad alterada (por ejemplo, incrementada o disminuida) en comparacién con el dominio ITAM nativo.
En una realizacion, un dominio de sefalizacion primaria comprende un dominio de sefalizacién intracelular primaria
que contiene ITAM modificado, por ejemplo, un dominio de sefalizacion intracelular primaria que contiene ITAM
optimizado y/o truncado. En una realizacién, un dominio de sefalizacion primaria comprende uno, dos, tres, cuatro o
mas motivos ITAM.

El dominio de senalizacion intracelular del CAR puede comprender el dominio de sefalizacion CD3-zeta por si mismo
o puede combinarse con cualquier otro dominio o dominios de sefializacion intracelular deseados Utiles en el contexto
de un CAR de la invencién. Por ejemplo, el dominio de sefalizacién intracelular del CAR puede comprender una
porcién de cadena CD3-zeta y un dominio de sefalizacion co-estimulante. El dominio de sefializacion coestimulador
se refiere a una porcion del CAR que comprende el dominio intracelular de una molécula coestimuladora. Una molécula
coestimuladora es una molécula de la superficie celular distinta de un receptor de antigeno o sus ligandos que se
requiere para una respuesta eficaz de linfocitos frente a un antigeno. Ejemplos de moléculas de este tipo incluyen
CD27, CD28, 4-1BB (CD137), OX40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, antigeno asociado a la funcion linfocitica-1 (LFA-1),
CD2, CD7, LIGHT, NKG2C, B7-H3, y un ligando que se une especificamente con CD83, y similares. Por ejemplo, se
ha demostrado que la co-estimulacién de CD27 potencia la expansion, la funcion efectora y la supervivencia de células
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CART humanas in vitro y aumenta la persistencia de las células T humanas y la actividad antitumoral in vivo (Song et
al. Blood. 2012; 119(3):696-706).

Las secuencias de sefalizacion intracelular dentro de la porcion citoplasmica de un CAR de la invencién se pueden
unir entre si en un orden aleatorio o especificado. Opcionalmente, un enlazador oligopéptido o polipéptido corto, por
ejemplo, entre 2 y 10 aminodcidos (p. €j., 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 aminoacidos) de longitud puede formar el enlace
entre secuencias de sefalizacion. En una realizacién, se puede utilizar un doblete de glicina-serina como un conector
adecuado. En una realizacion, se puede utilizar un Unico aminoacido, por ejemplo, una alanina, una glicina, como un
conector adecuado.

En un aspecto, el dominio de sefializacion intracelular esta disefiado para comprender dos o mas, por ejemplo, 2, 3,
4, 5 0 mas, dominios de sefnalizacién coestimuladores. En una realizacién, los dos o0 mas, por ejemplo, 2, 3, 4, 5 0 mas
dominios de senalizacién coestimuladores, estan separados por una molécula conectora, por ejemplo, una molécula
conectora descrita en la presente. En una realizacién, el dominio de sefalizacion intracelular comprende dos dominios
de senalizacién coestimuladores. En algunas realizaciones, la molécula conectora es un residuo de glicina. En algunas
realizaciones, el conector es un residuo de alanina.

En un aspecto, el dominio de sefnalizacién intracelular esté disefiado para comprender el dominio de sefalizaciéon de
CD83-zeta y el dominio de sefalizacion de CD28. En un aspecto, el dominio de sefalizacién intracelular esta disefiado
para comprender el dominio de sefalizacion de CD3-zeta y el dominio de sefializacion de 4-1BB. En un aspecto, el
dominio de sefalizacién de CD3-zeta es un dominio de sefalizaciéon de la SEQ ID NO: 7 o 14. En un aspecto, el
dominio de senalizacion de 4-1BB es un dominio de sefializacion de la SEQ ID NO: 6 o0 13.

En un aspecto, el dominio de sefnalizacién intracelular esté disefiado para comprender el dominio de sefalizaciéon de
CD83-zeta y el dominio de senalizacion de CD27. En un aspecto, el dominio de sefializacion de CD27 comprende una
secuencia de aminoacidos de QRRKYRSNKGESPVEPAEPCRYSCPREEEGSTIPIQEDYRKPEPACSP (SEQ ID NO:
23). En un aspecto, el dominio de sefalizacion de CD27 esta codificado por una secuencia de acido nucleico de

AGGAGTAAGAGGAGCAGGCTCCTGCACAGTGACTACATGAACATGACTCCCC
GCCGCCCCGGGCCCACCCGCAAGCATTACCAGCCCTATGCCCCACCACGCGA
CTTCGCAGCCTATCGCTCC (SEQ ID NO:27).

En un aspecto, una célula que expresa CAR descrita en esta memoria puede comprender, ademas, un segundo CAR,
p. €j., un segundo CAR que incluye un dominio de unién a antigeno diferente, p. €j., a la misma diana (CD123) o una
diana diferente, p. ej., CD19.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona una poblacién de células que expresan CAR, p. gj., células CART.
La poblacién de células que expresan CAR puede comprender una mezcla de células que expresan diferentes CARs.
Por ejemplo, la poblacién de células CART puede incluir una primera célula que expresa un CAR que tiene un dominio
de unién anti-CD123 descrito en esta memoria, y una segunda célula que expresa un CAR que tiene un dominio de
unién anti-CD123 diferente, p. ej., un dominio de unién anti-CD123 descrito en esta memoria que difiere del dominio
de unidén anti-CD123 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 anti-CD123, p.
ej., tal como se describe en esta memoria, y una segunda célula que expresa un CAR que incluye un dominio de unién
de antigeno a una diana. distinto de CD123, p. €j., un dominio de unién de antigeno a una diana expresada en una
célula cancerosa o una diana expresada en tejido normal. La poblacion de células que expresan CAR puede incluir,
p. €j., una primera célula que expresa un CAR que incluye un dominio de sefalizacién intracelular primario y una
segunda célula que expresa un CAR que incluye un dominio de sefializacién secundario.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona una poblacién de células, en donde al menos una célula de la
poblacién expresa un CAR que tiene un dominio de unién anti-CD123 descrito en este memoria, y una segunda célula
que expresa otro agente, p. €j., un agente que potencia la actividad. de una célula que expresa CAR. Por ejemplo, en
una realizacion, el agente es un agente que inhibe una molécula inhibidora. Las moléculas inhibidoras, p. €j., PD1,
pueden, en algunas realizaciones, disminuir la capacidad de una célula que expresa CAR de organizar una respuesta
efectora inmunitaria. Ejemplos de moléculas inhibidoras incluyen PD1, PD-L1, CTLA4, TIM3, LAGS, VISTA, BTLA,
TIGIT, LAIR1, CD160, 2B4 y TGFR beta. El agente que potencia la actividad de una célula que expresa CAR puede
ser, p. €j., una proteina de fusién que comprende un primer dominio y un segundo dominio, en donde el primer dominio
es una molécula inhibidora, o fragmento de la misma, y el segundo dominio es un polipéptido que estéa asociado con
una sefal positiva, p. €j., el polipéptido que esta asociado con una sefial positiva es CD28, ICOS y sus fragmentos, p.
ej., un dominio de sefalizacién intracelular de CD28 y/o ICOS. En una realizacion, la proteina de fusién es expresada
por la misma célula que expres6 el CAR. En otra realizacion, la proteina de fusion es expresada por una célula, p. €j.,
una célula T que no expresa un CAR anti-CD123.
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Transfeccion con ARN

En esta memoria se divulgan métodos para producir un ARN de CAR transcrito in vitro Por ejemplo, una construccion
de ARN que codifica CAR se puede transfectar directamente en una célula. Un método para generar ARNm para su
uso en la transfeccién puede implicar la transcripcion in vitro (IVT) de un molde con cebadores especialmente
disefados, seguido de la adicion de poliA, para producir una construccién que contiene la secuencia no traducida 3’ y
5' ("UTR"), un remate 5' y/o un Sitio Interno de Entrada al Ribosoma (IRES), el acido nucleico que se ha de expresar
y una cola de poliA, tipicamente de 50-2000 bases de longitud (SEQ ID NO: 133). EI ARN asi producido puede
transfectar eficazmente diferentes tipos de células. En un aspecto, el molde incluye secuencias para el CAR.

En un aspecto, el CAR CD123 esta codificado por un ARN mensajero (ARNm). En un aspecto, el ARNm que codifica
el CAR CD123 se introduce en un linfocito T para la produccién de un linfocito CART.

En una realizacién, el ARN de CAR transcrito in vitro se puede introducir en una célula como una forma de transfeccion
transitoria. El ARN se produce por transcripcion in vitro utilizando un molde generado por reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). El ADN de interés de cualquier fuente puede convertirse directamente por PCR en un molde para
la sintesis de ARNm in vitro utilizando cebadores apropiados y ARN polimerasa. La fuente del ADN puede ser, por
ejemplo, ADN gendmico, ADN plasmidico, ADN de fago, ADNc, secuencia de ADN sintético o cualquier otra fuente
apropiada de ADN. El molde deseado para la transcripcion in vitro es un CAR de la presente invencion. Por ejemplo,
el molde para el ARN de CAR comprende una region extracelular que comprende un dominio variable monocatenario
de un anticuerpo antitumoral; una region de bisagra, un dominio transmembrana (por ejemplo, un dominio
transmembrana de CD8a); y una region citoplasmatica que incluye un dominio de sefalizacion intracelular, por ejemplo,
que comprende el dominio de sefalizacion de CD3-zeta y el dominio de sefalizacion de 4-1BB.

En una realizacion, el ADN que se va a utilizar para la PCR contiene un marco de lectura abierto. El ADN puede ser
de una secuencia de ADN de origen natural procedente del genoma de un organismo. En una realizacién, el acido
nucleico puede incluir algunas o todas las regiones 5’ y/o 3’ no traducidas (UTR). El &cido nucleico puede incluir exones
e intrones. En una realizacion, el ADN que se va a utilizar para la PCR es una secuencia de &cido nucleico humano.
En otra realizacién, el ADN que se va a utilizar para la PCR es una secuencia de acido nucleico humano que incluye
las UTR 5’ y 3'. Como alternativa, el ADN puede ser una secuencia de ADN artificial que normalmente no se expresa
en un organismo de origen natural. Una secuencia de ADN artificial a modo de ejemplo es aquella que contiene
porciones de genes que estan ligadas para formar un marco de lectura abierto que codifica una proteina de fusién.
Las porciones de ADN que estan ligadas entre si pueden proceder de un solo organismo o de mas de un organismo.

La PCR se utiliza para generar un molde para la transcripcion in vitro de ARNm que se utiliza para la transfeccion.
Métodos para realizar la PCR son muy conocidos en la técnica. Los cebadores para uso en la PCR estan disefiados
para tener regiones que son sustancialmente complementarias a las regiones del ADN que se van a utilizar como un
molde para la PCR. La expresion «sustancialmente complementarias», tal como se utiliza en la presente, se refiere a
secuencias de nucleétidos en las que una mayoria o todas las bases en la secuencia del cebador son complementarias,
0 una o mas bases no son complementarias o estan emparejadas de manera erronea. Las secuencias sustancialmente
complementarias son capaces de asociarse o hibridarse con la diana de ADN objetivo en las condiciones de hibridacion
utilizadas para la PCR. Los cebadores se pueden disefar para ser sustancialmente complementarios a cualquier
porcién del molde de ADN. Por ejemplo, los cebadores se pueden disefar para amplificar la porcion de un acido
nucleico que normalmente se transcribe en las células (el marco de lectura abierto), incluidas las UTR 5’ y 3'. Los
cebadores también se pueden disefar para amplificar una porcién de un acido nucleico que codifica un dominio
particular de interés. En una realizacién, los cebadores estan disefiados para amplificar la region codificante de un
ADNc humano, que incluye la totalidad o porciones de las UTR 5’ y 3'. Se pueden generar cebadores Utiles para la
PCR mediante métodos sintéticos muy conocidos en la técnica. Los «cebadores directos» son cebadores que
contienen una region de nucleétidos que son sustancialmente complementarios a los nucleétidos en el molde de ADN
que estan en direccion 5’ respecto a la secuencia de ADN que se va a amplificar. «En direcciéon 5’» se utiliza en la
presente para referirse a una ubicacion 5’ respecto a la secuencia de ADN que se va a amplificar en relacion a la
cadena codificante. Los «cebadores inversos» son cebadores que contienen una region de nucleétidos que son
sustancialmente complementarios a un molde de ADN bicatenario que estan en direccion 3’ respecto a la secuencia
de ADN que se va a amplificar. «En direccién 3’» se utiliza en la presente para referirse a una ubicacion 3’ respecto a
la secuencia de ADN que se va a amplificar en relacion a la cadena codificante.

Se puede utilizar cualquier ADN polimerasa util para la PCR en los métodos descritos en la presente. Los reactivos y
la polimerasa son comercializados por varios proveedores.

También se pueden utilizar estructuras quimicas con la capacidad de fomentar la estabilidad y/o la eficacia de la
traduccion. El ARN tiene preferentemente UTR 5’ y 3'. En una realizacion, la UTR 5’ tiene una longitud de entre uno y
3000 nucledtidos. La longitud de las secuencias UTR 5’ y 3' que se van a anadir a la region codificante se puede alterar
mediante diferentes métodos, que incluyen, sin caracter limitante, disefio de cebadores para PCR que se hibridan a
diferentes regiones de las UTR. Utilizando este enfoque, un experto en la técnica puede modificar la longitud de las
UTR 5'y 3' requerida para lograr una eficacia de traduccion éptima después de la transfeccion con el ARN transcrito.
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Las UTR 5’y 3' pueden ser las UTR 5’ y 3' que se producen de forma natural, endégenas respecto al &cido nucleico
de interés. Como alternativa, las secuencias UTR que no son enddgenas respecto al &cido nucleico de interés se
pueden anadir incorporando las secuencias UTR en los cebadores directo e inverso o mediante cualesquiera otras
modificaciones del molde. El uso de secuencias UTR que no son enddgenas respecto al acido nucleico de interés
puede ser Util para modificar la estabilidad y/o la eficacia de traduccién del ARN. Por ejemplo, se sabe que elementos
ricos en AU en las secuencias UTR 3' pueden disminuir la estabilidad del ARNm. Por lo tanto, UTRs 3’ se pueden
seleccionar o disefar para aumentar la estabilidad del ARN transcrito en base a propiedades de UTRs que son bien
conocidas en la técnica.

En una realizacién, la UTR 5' puede contener la secuencia Kozak del acido nucleico endégeno. Como alternativa,
cuando se afade una UTR 5 que no es enddgena respecto al acido nucleico de interés por PCR, tal como se ha
descrito anteriormente, se puede redisefar una secuencia Kozak consenso afiadiendo la secuencia UTR 5'. Las
secuencias Kozak pueden aumentar la eficacia de la traduccion de algunos transcritos de ARN, pero no parece que
se necesiten en todos los ARN para posibilitar una traduccién eficaz. Existe constancia del requisito de secuencias de
Kozak para muchos ARNm. En otras realizaciones, la UTR 5’ puede ser una UTR 5' de un virus de ARN, cuyo genoma
de ARN es estable en las células. En otras realizaciones, se pueden utilizar diversos anélogos de nucleétidos en la
UTR 3’ o 5' para impedir la degradacion por exonucleasa del ARNm.

En una realizacién, la secuencia de acido nucleico en el vector comprende, ademas, una 3’ UTR, p. ej., una UTR 3’
descrita en esta memoria, p. €j., que comprende al menos una repeticion de una UTR 3’ derivada de beta-globulina
humana, p. €j., una 'UTR 3’ presente en SEQ ID NO: 94. En una realizacion, la secuencia de acido nucleico en el
vector comprende, ademas, un péptido escindible, p. €j., un péptido autoescindible de T2A, p. ej., un péptido
autoescindible de T2A presente en SEQ ID NO: 94.

Para permitir la sintesis de ARN a partir de un molde de ADN sin la necesidad de clonacion génica, se debe unir un
promotor de la transcripcion al molde de ADN en direccion 5’ respecto a la secuencia que se va a transcribir. Cuando
una secuencia que funciona como un promotor para una ARN polimerasa se afiade al extremo 5’ del cebador directo,
el promotor de ARN polimerasa se incorpora al producto de PCR en direccion 5’ respecto al marco de lectura abierto
que se va a transcribir. En una realizacion preferida, el promotor es un promotor de la polimerasa T7, tal como se
describe en otra parte de la presente. Otros promotores Utiles incluyen, sin caracter limitante, promotores de la ARN
polimerasa T3 y SP6. Las secuencias de nucleétidos de consenso para los promotores T7, T3 y SP6 son conocidas
en la técnica.

En una realizacién preferida, el ARNm tiene tanto una caperuza en el extremo 5’ como una cola de poli(A) 3' que
determina la unién al ribosoma, el inicio de la traduccion y la estabilidad del ARNm en la célula. En un molde de ADN
circular, por ejemplo, ADN plasmidico, la ARN polimerasa produce un producto concatamérico largo que no es
adecuado para la expresion en células eucariotas. La transcripcion del ADN plasmidico linearizado en el extremo de
la UTR 3’ da como resultado un ARNm de tamafio normal que no es eficaz en la transfeccion eucariota, incluso si se
poliadenila después de la transcripcion.

En un molde de ADN lineal, la ARN polimerasa del fago T7 puede extender el extremo 3’ de la transcripcién mas alla
de la ultima base del molde(Schenborn y Mierendorf, Nuc Acids Res., 13:6223-36 (1985); Nacheva and Berzal-Herranz,
Eur. J. Biochem., 270:1485-65 (2003).

El método convencional de integracion de tramos de poliA/T en un molde de ADN es la clonacién molecular. Sin
embargo, la secuencia de poliA/T integrada en el ADN plasmidico puede provocar inestabilidad plasmidica, que es
por lo que los moldes de ADN plasmidico obtenidos de células bacterianas estdn a menudo muy contaminados con
deleciones y otras aberraciones. Esto hace que los procedimientos de clonacion no solo sean laboriosos y lentos, sino
que a menudo no sean fiables. Es por eso que un método que permite la construccion de moldes de ADN con un
tramo de poliA/T 3’ sin clonacion es sumamente deseable.

El segmento de poliA/T del molde de ADN transcripcional se puede producir durante la PCR utilizando un cebador
inverso que contiene una cola de poliT, tal como la cola 100T (SEQ ID NO: 134) (el tamario puede ser 50-5000 T (SEQ
ID NO: 135)), o después de la PCR por cualquier otro método, incluidos, pero sin caracter limitante, ligamiento de ADN
o recombinacion in vitro Las colas de poli(A) también proporcionan estabilidad a los ARN y reducen su degradacién.
Generalmente, la longitud de una cola de poli(A) se correlaciona positivamente con la estabilidad del ARN transcrito.
En una realizacion, la cola de poli(A) esta entre 100 y 5000 adenosinas (SEQ ID NO 136).

Las colas de poli(A) de los ARN se pueden extender aun mas después de la transcripcion in vitro con el uso de una
poli(A) polimerasa, tal como la poliA polimerasa de E. coli (E-PAP). En una realizacion, aumentar la longitud de una
cola de poli(A) de 100 nucleétidos a entre 300 y 400 nucleétidos (SEQ ID NO: 90) da como resultado un aumento de
aproximadamente dos veces en la eficacia de traduccién del ARN. Adicionalmente, la unién de diferentes grupos
quimicos al extremo 3’ puede aumentar la estabilidad del ARNm. Una unién de este tipo puede contener nucleotidos
modificados/artificiales, aptameros y otros compuestos. Por ejemplo, los analogos de ATP se pueden incorporar en la
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cola de poli(A) utilizando poli(A) polimerasa. Los analogos de ATP pueden aumentar adicionalmente la estabilidad del
ARN.

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

Los ARN producidos por los métodos divulgados en la presente también pueden contener una secuencia del sitio
interno de entrada al ribosoma (IRES). La secuencia IRES puede ser cualquier secuencia virica, cromosémica o
disefiada por medios artificiales que inicie la unién del ribosoma independiente de la caperuza al ARNm vy facilite el
inicio de la traduccion. Se pueden incluir cualesquiera solutos adecuados para la electroporacion celular, que puede
contener factores que facilitan la permeabilidad y la viabilidad celular, tales como azucares, péptidos, lipidos, proteinas,
antioxidantes y surfactantes.

El ARN se puede introducir en las células diana utilizando cualquiera de un cierto nimero de métodos diferentes, por
ejemplo, métodos disponibles comercialmente 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, Hamburgo Alemania), transfeccién mediada por
liposomas catiénicos mediante lipofeccién, encapsulacion de polimeros, transfeccién mediada por péptidos o sistemas
de suministro de particulas biolisticas tales como "pistolas de genes" (véase, por ejemplo, Nishikawa, et al. Hum Gene
Ther., 12(8):861-70 (2001).

Construcciones de Acidos Nucleicos que Codifican un CAR

La presente divulgacion proporciona moléculas de &acido nucleico que codifican una o méas construcciones de CAR
descritas en esta memoria. En un aspecto, la molécula de &cido nucleico se proporciona como una transcripcion de
ARN mensajero. En un aspecto, la molécula de acido nucleico se proporciona como una construccion de ADN.

Por consiguiente, en un aspecto, la divulgacion pertenece a una molécula de acido nucleico aislada que codifica un
receptor de antigeno quimérico (CAR), en donde el CAR comprende un dominio de unién anti-CD123 (p. ej., un dominio
de unién anti-CD123 humanizado), un dominio transmembrana y un dominio de sefalizacion intracelular que
comprende un dominio estimulador, p. €j., un dominio de sefializacion coestimulador y/o un dominio de sefalizacién
primario, p. €j., cadena zeta. En una realizacién de la divulgacion, el dominio de unién anti-CD123 es un dominio de
unién anti-CD123 descrito en esta memoria, p. €j., un dominio de unién anti-CD 123 que comprende una secuencia
seleccionada de un grupo que consiste en SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 54, SEQ ID
NO: 60, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 72 y SEQ ID NO: 78, 0 una secuencia con 95-99% de identidad con las mismas.
En una realizacion, la molécula de acido nucleico aislada comprende, ademas, una secuencia que codifica un dominio
coestimulador. En una realizacion, el dominio coestimulador es un dominio de sefializacién funcional de una proteina
seleccionada del grupo que consiste en OX40, CD27, CD28, CDS, ICAM-1, LFA-1 (CD11a/CD18), ICOS (CD278) y
4-1BB (CD137). En una realizacion, el dominio co-estimulante comprende una secuencia de SEQ ID NO: 6 o SEQ ID
NO: 23, o una secuencia con 95-99% de identidad con la misma. En una realizacion, el dominio transmembrana
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 una realizacion, el dominio transmembrana comprende una secuencia de
SEQ ID NO: 5, o una secuencia con 95-99% de identidad de la misma. En una realizacién, el dominio de sefalizacién
intracelular comprende un dominio de sefalizacion funcional de 4-1BB y un dominio de sefalizacion funcional de CD3
zeta. En una realizacion, el dominio de sefalizacién intracelular comprende un dominio de sefializacién funcional de
CD27 y un dominio de sefalizacion funcional de CD3 zeta. En una realizacion, el dominio de sefalizacién intracelular
comprende la secuencia de SEQ ID NO: 6 o SEQ ID NO: 23 o una secuencia con 95-99% de identidad con la misma,
y la secuencia de SEQ ID NO: 7 o la SEQ ID NO: 98, o0 una secuencia con una identidad de un 95-99% estas, donde
las secuencias que comprenden el dominio de sefalizacién intracelular se expresan en el mismo marco y como una
cadena polipeptidica Unica. En una realizacién, el dominio de uniéon anti-CD123 esta conectado al dominio
transmembrana mediante una region de bisagra, p. €j., una regién de bisagra descrita en esta memoria. En una
realizacién, la region de bisagra comprende SEQ ID NO: 4, o una secuencia con una identidad del 95-99% con la
misma. En una realizacion, la regién de bisagra comprende SEQ ID NO: 104 o SEQ ID NO: 122 0 SEQ ID NO: 124, o
una secuencia con un 95-99% de identidad con la misma.

En otro aspecto, la divulgacion pertenece a una molécula de acido nucleico aislada que codifica una construccién de
CAR que comprende una secuencia conductora de SEQ ID NO: 3, un dominio scFv que tiene una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 54, SEQ ID
NO: 60, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 72, y SEQ ID NO: 78 (0 una secuencia con 95-99% de identidad con la misma),
una regién de bisagra de SEQ ID NO: 4 (o una secuencia con 95-99% de identidad con la misma), un dominio
transmembrana que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 5 (o una secuencia con 95-99% de identidad con la misma),
un dominio coestimulador de 4-1BB que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 6 (o una secuencia con 95-99% de
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identidad con la misma) o un dominio coestimulador CD27 que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 23 (o una
secuencia con 95-99% de identidad con la misma) y un dominio estimulador de CD3 zeta que tiene una secuencia de
SEQ ID NO: 7 o SEQ ID NO: 98 (0 una secuencia con 95-99% de identidad con la misma).

En otro aspecto, la divulgacion pertenece a una molécula polipeptidica aislada codificada por la molécula de acido
nucleico. En una realizaciéon de la divulgacién, la molécula de polipéptido aislada comprende una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 59, SEQ ID
NO: 65, SEQ ID NO: 71, SEQ ID NO: 77 y SEQ ID NO: 83, o una secuencia con 95-99% de identidad con la misma.

En otro aspecto, la divulgacién pertenece a una molécula de acido nucleico que codifica una molécula de receptor de
antigeno quimérico (CAR) que comprende un dominio de unién anti-CD123, un dominio transmembrana y un dominio
de sefalizacion intracelular que comprende un dominio estimulador, y en donde dicho dominio de unién a CD123
comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 48,
SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 72 y SEQ ID NO: 78, o una secuencia con 95-99% de
identidad con las mismas.

En una realizacién, la molécula de CAR codificada comprende una secuencia que codifica un dominio coestimulador.
En una realizacion, el dominio co-estimulador es un dominio de sefalizacién funcional de una proteina seleccionada
del grupo que consiste en OX40, CD27, CD28, CDS, ICAM-1, LFA-1 (CD11a/CD18) y 4-1BB (CD137). En una
realizacién, el dominio co-estimulador comprende una secuencia de SEQ ID NO: 6. En una realizacion, el dominio co-
estimulador comprende una secuencia de SEQ ID NO: 23. En una realizacion, el dominio transmembrana es 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 épsilon, CD45, CD4, CD5, CD8, CD9, CD16, CD22, CD33, CD37, CD64, CD80,
CD86, CD134, CD137 y CD154. En una realizacion, el dominio transmembrana comprende una secuencia de SEQ ID
NO: 5. En una realizacion, el dominio de sefalizacion intracelular comprende un dominio de sefializacién funcional de
4-1BB y un dominio de sefalizacion funcional de zeta. En una realizacién, el dominio de sefalizacién intracelular
comprende la secuencia de SEQ ID NO: 6 y la secuencia de SEQ ID NO: 7, en donde las secuencias que comprenden
el dominio de sefalizacion intracelular se expresan en el mismo marco y como una Unica cadena polipeptidica. En
una realizacién, el dominio de sefalizacién intracelular comprende un dominio de sefalizacion funcional de CD27 y
un dominio de sefializacion funcional de zeta. En una realizacién, el dominio de sefalizacién intracelular comprende
la secuencia de SEQ ID NO: 23 y la secuencia de SEQ ID NO: 7, en donde las secuencias que comprenden el dominio
de senalizacion intracelular se expresan en el mismo marco y como una Unica cadena polipeptidica. En una realizacion,
el dominio de union anti-CD123 esta conectado al dominio transmembrana mediante una region de bisagra. En una
realizacion, la region de bisagra comprende SEQ ID NO: 4. En una realizacién, la region de bisagra comprende SEQ
ID NO: 104 0 SEQ ID NO: 122 0 SEQ ID NO: 124.

En otro aspecto, la divulgacién pertenece a una molécula de CAR codificada que comprende una secuencia
conductora de SEQ ID NO: 3, un dominio scFv que tiene una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ
ID NO: 36, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 72y SEQ
ID NO: 78, o una secuencia con 95-99% de identidad con la misma, una region de bisagra de SEQ ID NO: 4 o SEQ
ID NO: 104 o SEQ ID NO: 122 o SEQ ID NO: 124, un dominio transmembrana que tiene una secuencia de SEQ ID
NO: 5, un dominio coestimulador 4-1BB que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 6 o un dominio coestimulador de
CD27 que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 23, y un dominio estimulador de CD3 zeta que tiene una secuencia de
SEQID NO: 7 0 SEQ ID NO: 98. En una realizacién de la divulgacion, la molécula de CAR comprende una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 59, SEQ ID
NO: 65, SEQ ID NO: 71, SEQ ID NO: 77 y SEQ ID NO: 83, o una secuencia con 95-99% de identidad con la misma.

Las secuencias de acido nucleico que codifican las moléculas deseadas se pueden obtener utilizando métodos
recombinantes conocidos en la técnica, tales como, por ejemplo, cribando colecciones de células que expresan el gen,
obteniendo el gen de un vector que se sabe que los incluye, o aislandolo directamente de células y tejidos que lo
contienen, utilizando técnicas estandar. Como alternativa, el gen de interés se puede producir por medios sintéticos,
en lugar de clonarse.

La presente invencién proporciona también vectores en los que se inserta un acido nucleico, p. €j., ADN, de la presente
invencion. Los vectores derivados de retrovirus, tales como el lentivirus, son herramientas adecuadas para lograr la
transferencia de genes a largo plazo, ya que permiten la integracion 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 los virus de la leucemia murina, de que pueden transducir células no proliferantes, tales como
los hepatocitos. También tienen la ventaja afiadida de una baja inmunogenicidad.

En breve resumen, la expresion de acidos nucleicos que codifican CARs se logra tipicamente enlazando
operativamente un acido nucleico que codifica el polipéptido CAR o partes del mismo a un promotor e incorporando la
construccion en un vector de expresion. Los vectores pueden ser adecuados para la replicacion y la integracion en
eucariotas. Vectores tipicos de clonacién contienen terminadores de la transcripcion y la traduccion, secuencias de
iniciacion y promotores Utiles para la regulacion de la expresion de la secuencia deseada de &cido nucleico.
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También se puede utilizar una construccion de expresién de la presente invencion para la inmunizacion con acidos
nucleicos y la terapia génica, utilizando protocolos estandares de suministro de genes. En la técnica existe constancia
de métodos para el suministro de genes. Véase, p. ej, Pat. de EE.UU. N° 5.399.346, 5.580.859, 5.589.466. También
se describe un vector de terapia génica.

El acido nucleico se puede clonar en un cierto numero de tipos de vectores. Por ejemplo, el &cido nucleico se puede
clonar en un vector que incluye, pero no se limita a un plasmido, un fagémido, un derivado de fago, un virus animal y
un cosmido. Los vectores de particular interés incluyen vectores de expresion, vectores de replicacion, vectores de
generacion de sondas y vectores de secuenciacion.

Ademas, el vector de expresion se puede proporcionar a una célula en forma de un vector virico. 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
virolégicos y de biologia molecular. Virus, que son Utiles como vectores incluyen, pero no se limitan a retrovirus,
adenovirus, virus adeno-asociados, 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 convenientes de endonucleasa
de restriccion y uno o mas marcadores seleccionables (p. ej., documentos WO 01/96584; WO 01/29058; y Pat. de
EE.UU. N® 6.326.193).

Se ha desarrollado un cierto nimero de sistemas basados en virus para la transferencia de genes a células de
mamiferos. Por ejemplo, los retrovirus proporcionan una plataforma conveniente para los sistemas de suministro de
genes. Un gen seleccionado se puede insertar en un vector y empaquetar en particulas retroviricas utilizando técnicas
conocidas en la técnica. El virus recombinante se puede aislar y suministrar a las células del sujeto ya sea in vivo o ex
vivo. En la técnica existe constancia de cierto nimero de sistemas retroviricos. En algunas realizaciones, se utilizan
vectores adenoviricos. En la técnica existe constancia de un cierto nimero de vectores adenoviricos. En una
realizacién, se utilizan vectores lentiviricos.

Elementos promotores adicionales, por ejemplo, potenciadores, regulan la frecuencia de la iniciacion transcripcional.
Tipicamente, estos se encuentran en la region 30-110 pb aguas arriba del sitio de inicio, aunque recientemente se ha
demostrado que asimismo un cierto nimero de promotores contienen elementos funcionales aguas abajo del sitio de
inicio. El espacio entre los elementos promotores con frecuencia es flexible, de modo que la funcién del promotor se
conserva cuando los elementos se invierten 0 se mueven uno con respecto al otro. En el promotor de timidina-cinasa
(tk), el espacio entre los elementos promotores se puede aumentar a 50 pb de separacion antes de que la actividad
comience a disminuir. Dependiendo del promotor, parece ser que los elementos individuales pueden funcionar de
manera cooperativa o independiente para activar la transcripcion.

Un ejemplo de un promotor es la secuencia promotora del citomegalovirus temprano inmediato (CMV). Esta secuencia
promotora es una secuencia promotora constitutiva fuerte capaz de impulsar niveles elevados de expresion de
cualquier secuencia polinucleotidica ligada operablemente a ella. Sin embargo, también se pueden utilizar otras
secuencias de promotor constitutivas, que incluyen, pero no se limitan al promotor temprano del virus simio 40 (SV40),
el virus del tumor mamario de raton (MMTV), el promotor de repeticion terminal larga (LTR) del virus de
inmunodeficiencia humana (VIH), promotor MoMuLV, un promotor del virus de la leucemia aviar, un promotor temprano
inmediato del virus de Epstein-Barr, un promotor del virus del sarcoma de Rous, el promotor del factor de elongacion
1a, asi como promotores de genes humanos tales como, pero no limitados al promotor de actina, el promotor de
miosina, el promotor de hemoglobina y el promotor de creatina quinasa. Ademas, la invencion no debe limitarse al
uso de promotores constitutivos. Los promotores inducibles también se contemplan como parte de la invencion. El uso
de un promotor inducible proporciona un interruptor molecular capaz de activar la expresion de la secuencia
polinucleotidica que esta ligada operablemente cuando se desea tal expresion, o capaz de desactivar la expresion
cuando no se desea la expresion. Ejemplos de promotores inducibles incluyen, sin carécter limitante, un promotor de
metalotionina, un promotor de glucocorticoides, un promotor de progesterona y un promotor de tetraciclinas.

Con el fin de evaluar la expresién de un polipéptido CAR o porciones de este, el vector de expresion que se va a
introducir 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 lo expresan a partir de la poblacién de células que se desea
transfectar o infectar mediante vectores viricos. En otros aspectos, el marcador seleccionable se puede transportar en
una pieza de ADN separada y utilizar en un procedimiento de cotransfeccion. Tanto los marcadores seleccionables
como los genes informadores pueden estar flanqueados por secuencias reguladoras apropiadas para permitir la
expresion en las células hospedadora. Marcadores seleccionables utiles incluyen, por ejemplo, genes de resistencia
a antibidticos, tales como neo y similares.

Los genes informadores se utilizan para identificar células que pueden haber sido transfectadas y para evaluar la
funcionalidad de las secuencias reguladoras. En general, un gen informador es un gen que no esta presente ni se
expresa en el organismo o tejido receptor y que codifica un polipéptido cuya expresién se pone de manifiesto por
alguna propiedad facilmente detectable, por ejemplo, actividad enzimatica. La expresion del gen informador se analiza
en un momento adecuado después de que el ADN se haya introducido en las células receptoras. Genes informadores
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adecuados pueden incluir genes que codifican luciferasa, beta-galactosidasa, cloranfenicol acetil transferasa,
fosfatasa alcalina secretada o el gen de la proteina verde fluorescente (p. €j., Ui-Tei et al., 2000 FEBS Letters 479:
79-82). Sistemas de expresion adecuados son bien conocidos y se pueden preparar utilizando técnicas conocidas u
obtenerse de proveedores comerciales. En general, la construccion con la region flanqueante 5 minima que muestra
el nivel mas alto de expresién del gen indicador se identifica como el promotor. Regiones promotoras de este tipo
pueden enlazarse a un gen informador y utilizarse para evaluar la capacidad de los agentes para modular la
transcripcion impulsada por el promotor.

En un aspecto, el vector comprende un gen suicida, en que la expresién del gen da como resultado la muerte de la
célula que comprende el vector. Por ejemplo, en algunos casos, no es deseable la expresién prolongada del CAR de
la invencion. En un aspecto, la inclusion de un gen suicida en el vector permite un control mas preciso sobre la
expresion de CAR en un sujeto. En un aspecto, la expresion del gen suicida es inducible, por ejemplo, con el uso de
un promotor inducible que regula la expresion del gen suicida.

En la técnica existe constancia de métodos para introducir y expresar genes en una célula. En el contexto de un vector
de expresion, el vector se puede introducir facilmente en una célula hospedadora, por ejemplo, células de mamifero,
bacterianas, de levaduras o de insectos mediante cualquier método de la técnica. Por ejemplo, el vector de expresion
se puede transferir a una célula hospedadora por medios fisicos, quimicos o biol6gicos.

Métodos fisicos para introducir un polinucleétido en una célula hospedadora incluyen precipitacion con fosfato de
calcio, lipofeccion, bombardeo de particulas, microinyeccion, electroporacion y similares. Métodos para producir
células que comprenden vectores y/o acidos nucleicos exdégenos son muy conocidos en la técnica. Véase, por
ejemplo, Sambrook et al., 2012, MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL, volimenes 1 -4, Cold Spring
Harbor Press, NY). En algunas realizaciones, un método para la introduccion de un polinucleétido en una célula
huésped es la transfeccién con fosfato de calcio.

Métodos bioldgicos para introducir un polinucleétido de interés en una célula hospedadora incluyen el uso de vectores
de ADN y ARN. Los vectores viricos, y especialmente los vectores retroviricos, se han convertido en el método més
ampliamente utilizado para insertar genes en células de mamiferos, por ejemplo, seres humanos. Otros vectores
viricos pueden derivarse de lentivirus, poxvirus, virus del herpes simplex |, adenovirus y virus adenoasociados, y
similares. Véase, p. €j, Pat. de EE.UU. N% 5.350.674 y 5.585.362.

Los medios quimicos para introducir un polinucleétido en una célula hospedadora incluyen sistemas de dispersion
coloidal, tales como complejos de macromoléculas, nanocapsulas, microesferas, perlas 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 vehiculo de suministro in vitro e in vivo es un liposoma (p. €j., una vesicula de membrana
artificial).

En el caso de que se utilice un sistema de suministro no viral, un vehiculo de suministro ilustrativo es una nanopatrticula,
p. €., un liposoma u otro sistema de suministro de tamafo submicronico adecuado. Se contempla el uso de
formulaciones lipidicas para la introduccién de los acidos nucleicos en una célula hospedadora (in vitro, ex vivo o in
vivo). En otro aspecto, el &cido nucleico puede estar asociado con un lipido. El acido nucleico asociado con un lipido
puede estar encapsulado en el interior acuoso de un liposoma, intercalado dentro de la bicapa lipidica de un liposoma,
unido a un liposoma a través de una molécula de enlace que esta asociada tanto con el liposoma como con el
oligonucleétido, atrapado en un liposoma, complejado con un liposoma, dispersado en una soluciéon 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 asociado de otra manera con un lipido. Las composiciones asociadas a lipidos,
lipidos/ADN o lipidos/vectores 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 «colapsada». También pueden
simplemente intercalarse en una solucién, posiblemente formando agregados que no tienen un tamafio o forma
uniformes. Los lipidos son sustancias grasas que pueden ser lipidos de origen natural o sintéticos. Por ejemplo, los
lipidos incluyen las microgotas grasas que se producen de forma natural en el citoplasma, asi como también la clase
de compuestos que contienen hidrocarburos alifaticos de cadena larga y sus derivados, tales como acidos grasos,
alcoholes, aminas, aminoalcoholes y aldehidos.

Se pueden obtener lipidos adecuados para su uso de proveedores comerciales. Por ejemplo, se puede obtener
dimiristilfosfatidilcolina ("DMPC") de Sigma, St. Louis, MO; se puede obtener fosfato de dicetilo ("DCP") de K & K
Laboratories (Plainview, NY); se puede obtener colesterol ("Choi") de Calbiochem-Behring; se puede obtener
dimiristilfosfatidilglicerol ("DMPG") y otros lipidos de Avanti Polar Lipids, Inc. (Birmingham, AL). Soluciones madre de
lipidos en cloroformo o cloroformo/metanol se pueden almacenar a aproximadamente -200°C. El cloroformo se utiliza
como el unico disolvente, ya que se evapora mas facilmente que el metanol. "Liposoma" es un término genérico que
abarca una diversidad de vehiculos lipidicos simples y multilamelares formados por la generaciéon de bicapas o
agregados lipidicos encerrados. Los liposomas pueden estar caracterizados por tener estructuras vesiculares con una
membrana de bicapa de fosfolipidos y un medio acuoso interno. Los liposomas multilamelares tienen multiples capas
de lipidos separadas por un medio acuoso. Se forman de manera espontanea cuando los fosfolipidos se suspenden
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en un exceso de solucién acuosa. Los componentes lipidicos se reorganizan antes de la formacion de estructuras
cerradas y atrapan el agua y los solutos disueltos entre las bicapas lipidicas (Ghosh et al., 1991 Glycobiology 5: 505-
10). Sin embargo, también se incluyen composiciones que tienen diferentes estructuras en solucién que la estructura
vesicular normal. Por ejemplo, los lipidos pueden asumir una estructura micelar o simplemente existir como agregados
no uniformes de moléculas lipidicas. También se contemplan los complejos de lipofectamina-acido nucleico.

Independientemente del método utilizado para introducir acidos nucleicos exdgenos en una célula hospedadora o
exponer de otra manera una célula al inhibidor de la presente divulgacion, con el fin de confirmar la presencia de la
secuencia de ADN recombinante en la célula hospedadora, se pueden realizar varios ensayos. Ensayos de este tipo
incluyen, por ejemplo, ensayos "biol6gicos moleculares" bien conocidos por los expertos en la técnica, tales como
transferencia Southern y Northern, RT-PCR y PCR; ensayos "bioquimicos”, tales como detectar la presencia o
ausencia de un péptido particular, p. ej., por medios inmunolégicos (ELISAs y borrones Western) o por ensayos
descritos en esta memoria para identificar agentes que caen dentro del alcance de la invencién.

La presente divulgacion proporciona, ademas, un vector que comprende una molécula de acido nucleico que codifica
CAR. En un aspecto, un vector de CAR se puede transducir directamente a una célula, p. €j., una célula T. En un
aspecto, el vector es un vector de clonacion o expresion, p. €j., un vector que incluye, pero no se limita a uno o mas
plasmidos (p. ej., plasmidos de expresién, vectores de clonacién, minicirculos, minivectores, cromosomas de doble
minuto), construcciones de vectores retrovirales y lentivirales. En un aspecto, el vector es capaz de expresar la
construccion CAR en células T de mamifero. En un aspecto, en linfocito T de mamifero es un linfocito T humano.

Fuentes de células T

Antes de la expansién y modificacion genética, se obtiene una fuente de células T de un sujeto. El término "sujeto” se
pretende que incluya organismos vivos en los que se puede provocar una respuesta inmunitaria (por ejemplo,
mamiferos). Ejemplos de sujetos incluyen seres humanos, perros, gatos, ratones, ratas y especies transgénicas de
estos. Células T se pueden obtener de un cierto numero de fuentes, incluidas las células mononucleares de la sangre
periférica, la médula 6sea, tejido de los ganglios linfaticos, sangre del cordén umbilical, tejido del timo, tejido de un
sitio de infeccién, ascitis, derrame pleural, tejido del bazo y tumores. En determinados aspectos de la presente
invencion, se puede utilizar cualquier nimero de lineas de células T disponibles en la técnica. En determinados
aspectos de la presente invencién, los células T se pueden obtener de una unidad de sangre recogida de un sujeto
utilizando cualquier nimero de técnicas conocidas por el experto, tal como la separacion con Ficoll™. En un aspecto
preferido, se obtienen células de la sangre circulante de un individuo por aféresis. El producto de aféresis contiene
tipicamente linfocitos, incluidos células T, monocitos, granulocitos, linfocitos B, otros glébulos blancos nucleados,
gloébulos rojos y plaquetas. En un aspecto, las células recogidas por aféresis se pueden lavar para eliminar la fraccion
de plasma y colocar las células en un tampon o medio apropiado para las etapas de procesamiento posteriores. En
un aspecto de la invencion, las células se lavan con solucion salina tamponada con fosfato (PBS). En un aspecto
alternativo, la solucion de lavado carece de calcio y puede carecer de magnesio o puede carecer de muchos cationes
divalentes, si no todos. Las etapas de activacién iniciales en ausencia de calcio pueden conducir a una activacion
magnificada. Como los expertos ordinarios en la técnica apreciarian facilmente, una etapa de lavado se puede lograr
mediante métodos conocidos por los expertos en la técnica, tal como utilizando una centrifuga semiautomatica de
«flujo continuo» (por ejemplo, el procesador de células Cobe 2991, el Baxter CytoMate o el Haemonetics Cell Saver
5) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Después del lavado, las células se pueden resuspender en diversos
tampones biocompatibles, tales como, por ejemplo, PBS exento de Ca, exento de Mg, Plasmalyte A u otra solucién
salina con o sin tampoén. Como alternativa, los componentes indeseables de la muestra de aféresis se pueden separar
y las células resuspender directamente en medios de cultivo.

En otro aspecto, las células T se aislan de linfocitos de sangre periférica lisando los glébulos rojos y agotando los
monocitos, por ejemplo, por centrifugacion a través de un gradiente PERCOLL™ o por elutriacion centrifuga en
contraflujo. Una subpoblacién especifica de células T, como las células T CD3*, CD28+*, CD4+, CD8*, CD45RA* y
CD45RO*puede aislarse adicionalmente mediante técnicas de seleccién positiva o negativa. Por ejemplo, en un
aspecto, los células T se aislan mediante incubacién con perlas conjugadas con anti-CD3/anti-CD28 (por ejemplo,
3x28), tales como DYNABEADS® M-450 CD3/CD28 T, durante un periodo de tiempo suficiente para una seleccion
positiva de los células T deseados. En un aspecto, el periodo de tiempo es de aproximadamente 30 minutos. En un
aspecto adicional, el periodo de tiempo varia de 30 minutos a 36 horas o mas y todos los valores enteros entre ellos.
En un aspecto adicional, el periodo de tiempo es de al menos 1, 2, 3, 4, 5 0 6 horas. En aln otro aspecto, el periodo
de tiempo es de 10 a 24 horas. En un aspecto, el periodo de tiempo de incubacion es de 24 horas. Se pueden utilizar
tiempos de incubacion mas largos para aislar células T en cualquier situaciéon en la que haya pocos células T en
comparacioén con otros tipos de células, tal como en el aislamiento de linfocitos infilirantes de tumores (TIL) del tejido
tumoral o de individuos inmunocomprometidos. Ademas, el uso de tiempos de incubacién mas prolongados puede
aumentar la eficacia de captura de células T CD8+. Por lo tanto, simplemente acortando o alargando el tiempo en que
se permite que los células T se unan a las perlas de CD3/CD28 y/o aumentando o disminuyendo la relacién de perlas
respecto a células T (tal como se describe mas adelante en esta memoria), se puede seleccionar preferentemente a
favor o en contra de subpoblaciones de células T en el inicio del cultivo o en otros puntos temporales durante el
proceso. Adicionalmente, al aumentar o disminuir la relacién de anticuerpos anti-CD3 y/o anti-CD28 en las perlas u
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otra superficie, se puede seleccionar preferentemente a favor o en contra de las subpoblaciones de células T en el
inicio del cultivo o en otros puntos temporales deseados. El experto reconoceria que también se pueden utilizar
multiples rondas de seleccion en el contexto de esta invencion. En determinados aspectos, puede ser deseable realizar
el procedimiento de seleccién y utilizar las células «no seleccionadas» en el proceso de activacion y expansion. Las
células «no seleccionadas» también se pueden someter a rondas adicionales de seleccion.

El enriquecimiento de una poblacion de células T mediante seleccién negativa se puede lograr con una combinacion
de anticuerpos dirigidos a marcadores superficiales Unicos para las células seleccionadas de manera negativa. Un
método es la clasificacion y/o seleccidn celular mediante inmunoadherencia magnética negativa o citometria de flujo
que utiliza un combinado de anticuerpos monoclonales dirigidos a marcadores de la superficie celular presentes en
las células seleccionadas de manera negativa. Por ejemplo, para enriquecer las células CD4+ mediante seleccion
negativa, un céctel de anticuerpos monoclonales incluye tipicamente anticuerpos contra CD14, CD20, CD11b, CD186,
HLA-DR y CD8. En determinados aspectos, puede ser deseable enriquecer o seleccionar positivamente células T
reguladoras que expresan tipicamente CD4+, CD25*, CD62L", GITR*, and FoxP3*. Alternativamente, en
determinados aspectos, las células T reguladoras se agotan mediante perlas conjugadas anti-C25 u otro método
similar de seleccion.

En una realizacion, se puede seleccionar una poblacion de células T que exprese uno o mas de IFN-y, TNFa, IL-17A,
IL-2, IL-3, IL-4, GM-CSF, IL-10, IL-13, granzima B y perforina. Métodos para el cribado de la expresién celular se
pueden determinar, p. ej., mediante los métodos descritos en la Publicacién PCT N2 WO 2013/126712.

Para el aislamiento de una poblacién de células deseada mediante seleccion positiva o negativa, se puede variar la
concentracién de células y superficie (por ejemplo, particulas tales como perlas). En determinados aspectos, puede
ser deseable disminuir significativamente el volumen en el que se mezclan juntas las perlas y las células (por ejemplo,
aumento de la concentracion de células), para garantizar el maximo contacto de las células y las perlas. Por ejemplo,
en un aspecto, se utiliza una concentracién de 2 billones de células/ml. En un aspecto, se utiliza una concentracién de
1 billén de células/ml. En un aspecto adicional, se utilizan méas de 100 millones de células/ml. En un aspecto adicional,
se utiliza una concentracion de células de 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 o 50 millones de células/ml. En adn otro
aspecto, se utiliza una concentracion de células de 75, 80, 85, 90, 95 o 100 millones de células/ml. En aspectos
adicionales, se pueden utilizar concentraciones de 125 o 150 millones de células/ml. El uso de concentraciones
elevadas puede dar como resultado un mayor rendimiento celular, activacion celular y expansion celular. Ademas, el
uso de altas concentraciones de células permite una captura mas eficiente de las células que pueden expresar
débilmente antigenos diana de interés, tales como células T CD28 negativas, o de muestras en que hay muchas
células tumorales presentes (p. €j., sangre leucémica, tejido tumoral, efc). Poblaciones de células de este tipo pueden
tener valor terapéutico y serian deseables de obtener. Por ejemplo, el uso de una alta concentracién de células permite
una seleccion mas eficiente de células T CD8* que normalmente tienen una expresion de CD28 mas débil.

En un aspecto relacionado, puede ser deseable utilizar concentraciones mas bajas de células. Al diluir
significativamente la mezcla de células T y superficie (p. €j., particulas tales como perlas), se minimizan las
interacciones entre las particulas y las células. Esto selecciona las células que expresan cantidades elevadas de
antigenos deseados para unirse a las particulas. Por ejemplo, las células T CD4+ expresan niveles mas altos de CD28
y se capturan de manera mas eficiente que las células T CD8* en concentraciones diluidas. En un aspecto, la
concentracion de células utilizada es 5 X 10%/ml. En otros aspectos, la concentracion utilizada puede ser de
aproximadamente 1 X 105/ml a 1 X 10%/ml, y cualquier valor entero entremedias.

En otros aspectos, las células se pueden incubar en un dispositivo rotatorio durante periodos de tiempo variables a
velocidades variables a 2-10 °C o a temperatura ambiente.

Los células T para estimulacion también se pueden congelar después de una etapa de lavado. Sin desear cefirse a
ninguna teoria, el paso de congelacion y descongelacion posterior proporciona un producto mas uniforme al separar
granulocitos y, en cierta medida, monocitos en la poblacién celular. Después de la etapa de lavado que separa el
plasma y las plaquetas, las células se pueden suspender en una solucion de congelacion. Si bien muchas soluciones
y parametros de congelacion son conocidos en la técnica y seran Utiles en este contexto, un método conlleva el uso
de PBS que contiene un 20% de DMSO y un 8% de albimina de suero humano, o medios de cultivo que contienen
un 10% de Dextrano 40 y un 5% de Dextrosa, un 20% de Albumina de Suero Humano y un 7,5% de DMSO, o un
31,25% de Plasmalyte-A, un 31,25% de Dextrosa 5%, un 0,45% de NaCl, un 10% de Dextrano 40 y un 5% de Dextrosa,
un 20% de Albdimina de Suero Humano y un 7,5% de DMSO u otros medios de congelacion celular adecuados que
contienen, por ejemplo, Hespan y Plasmalyte A, las células se congelan después a -80°C a una velocidad de 1° por
minuto y se almacenan en la fase de vapor de un tanque de almacenamiento de nitrégeno liquido. Se pueden utilizar
otros métodos de congelaciéon controlada, asi como la congelacion no controlada inmediatamente a -20 °C o en
nitrégeno liquido.

En ciertos aspectos, las células crioconservadas se descongelan y se lavan tal como se describe en la presente y se
dejan reposar durante una hora a temperatura ambiente antes de la activacion utilizando los métodos de la presente
invencion.
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También se contempla en el contexto de la divulgacion la recogida de muestras de sangre o producto de aféresis de
un sujeto en un periodo de tiempo anterior a cuando las células expandidas como se describen en el presente memoria
podrian ser necesarias. Como tal, la fuente de las células a expandir se puede recoger en cualquier momento
necesario, y las células deseadas, tales como las células T, se pueden aislar y congelar para su uso posterior en la
terapia con células T para cualquier nimero de enfermedades o afecciones que se beneficiarian de terapia con células
T, tales como las descritas en esta memoria. En un aspecto, se toma una muestra de sangre o una aféresis de un
sujeto generalmente sano. En ciertos aspectos, se toma una muestra de sangre o una aféresis de un sujeto
generalmente sano que esta en riesgo de desarrollar una enfermedad, pero que aun no ha desarrollado una
enfermedad, y las células de interés se aislan y congelan para su uso posterior. En determinados aspectos, las células
T pueden expandirse, congelarse y utilizarse en un momento posterior. En ciertos aspectos, se recogen muestras de
un paciente poco después del diagnostico de una enfermedad particular tal como se describe en la presente, pero
antes de cualesquiera tratamientos. En un aspecto adicional, las células se aislan de una muestra de sangre o de una
aféresis de un sujeto antes de cualquier nimero de modalidades de tratamiento relevantes, que incluyen, sin caracter
limitante, tratamiento con agentes tales como natalizumab, efalizumab, agentes antiviricos, quimioterapia, radiacion,
agentes inmunosupresores, tales como ciclosporina, azatioprina, metotrexato, micofenolato y FK506, anticuerpos u
otros agentes inmunoablativos, tales como CAMPATH, anticuerpos anti-CD3, citoxano, fludarabina, ciclosporina,
FK506, rapamicina, acido micofendlico, esteroides, FR901228 e irradiacion.

Las células T pueden obtenerse de un paciente directamente después del tratamiento. En este sentido, se ha
observado que tras determinados tratamientos oncolégicos, en particular tratamientos con farmacos que dafan el
sistema inmunoldgico, poco después del tratamiento durante el periodo en el que los pacientes normalmente se
estarian recuperando del tratamiento, la calidad de las células T obtenidas puede ser 6ptima. o mejorado por su
capacidad para expandirse ex vivo. Asimismo, después de la manipulacién ex vivo utilizando los métodos descritos
en esta memoria, estas células pueden estar en un estado preferido para un injerto mejorado y expansion in vivo. Por
lo tanto, se contempla dentro del contexto de la presente divulgacion recolectar células de la sangre, incluyendo células
T, células dendriticas u otras células del linaje hematopoyético, durante esta fase de recuperacion. Ademas, en ciertos
aspectos, los regimenes de movilizacion (por ejemplo, la movilizacion con GM-CSF) y acondicionamiento pueden
utilizarse para crear una condicién en un sujeto en el que se favorezca la repoblacion, recirculacion, regeneracién y/o
expansion de tipos de células particulares, especialmente durante un intervalo de tiempo definido después de la terapia.
Tipos ilustrativos de células incluyen células T, células B, células dendriticas y otras células del sistema inmunitario.

Activacion y Expansion de Células T

Las células T pueden activarse y expandirse generalmente utilizando métodos tal como se describe, por ejemplo, en
las Patentes de EE.UU
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; 7.2
32.566; 7.175.843; 5.883.223; 6.905.874; 6.797.514; 6.867.041;y la Publicacién de Solicitud de Patente de EE.UU. N®
20060121005.

Generalmente, las células T de la invencion se pueden expandir por contacto con una superficie que tiene fijado un
agente que estimula una sefal asociada al 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 se pueden estimular tal como se describe
en esta memoria, tal como por contacto con un anticuerpo anti-CD3, o un fragmento de unién al antigeno del mismo,
o un anticuerpo anti-CD2 inmovilizado sobre una superficie, 0 por contacto con un activador de proteina quinasa C (p.
ej., briostatina) junto con un ionéforo de calcio. Para la coestimulacién de una molécula accesoria en la superficie de
los células T, se utiliza un ligando que se une a la molécula accesoria. Por ejemplo, una poblacién de células T se
puede poner en contacto con un anticuerpo anti-CD3 y un anticuerpo anti-CD28, en condiciones apropiadas para
estimular la proliferacion de los células T. Para estimular la proliferacion de células T CD4* o células T CD8*, un
anticuerpo anti-CD3 y un anticuerpo anti-CD28. Ejemplos de un anticuerpo anti-CD28 incluyen 9.3, B-T3, XR-CD28
(Diaclone, Besancon, Francia) se pueden usar al igual que otros métodos comunmente conocidos en la técnica (Berg
et al., Transplant Proc. 30(8):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).

En determinados aspectos, la sefal estimuladora primaria y la sefal coestimuladora para la célula T pueden ser
proporcionadas por diferentes protocolos. Por ejemplo, los agentes que proporcionan cada una de las senales pueden
estar en solucién o acoplados a una superficie. Cuando se acoplan a una superficie, los agentes se pueden acoplar a
la misma superficie ( es decir, en formacién "cis") o a superficies separadas ( es decir, en formacion "trans"). Como
alternativa, un agente puede estar acoplado a una superficie y el otro agente en solucion. En un aspecto, el agente
que proporciona la senal coestimuladora se une a una superficie celular y el agente que proporciona la sefal de
activacién primaria esta en solucion o acoplado a una superficie. En determinados aspectos, ambos agentes pueden
estar en solucion. En otro aspecto, los agentes pueden estar en forma soluble y luego reticulados a una superficie, tal
como una célula que expresa receptores Fc o un anticuerpo u otro agente de unién que se unira a los agentes. A este
respecto, véanse, por ejemplo, las Publicaciones de Solicitud de Patente de EE.UU. N°s 20040101519 y 20060034810
para células presentadoras de antigenos artificiales (aAPCs) que se contemplan para su uso en la activaciéon y
expansion de células T en la presente invencion.

43



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 814962 T3

En un aspecto, los dos agentes se inmovilizan en perlas, ya sea en la misma perla, es decir, "cis", o en perlas
separadas, es decir, "trans". A modo de ejemplo, el agente que proporciona la sefal de activacién primaria es un
anticuerpo anti-CD3 o un fragmento de uni6én a antigeno del mismo y el agente que proporciona la senal
coestimuladora es un anticuerpo anti-CD28 o un fragmento de unién a antigeno del mismo; y ambos agentes se co-
inmovilizan en la misma perla en cantidades moleculares equivalentes. En un aspecto, se utiliza una relaciéon 1:1 de
cada uno de los anticuerpos unidos a las perlas para la expansion de células T CD4+ y el crecimiento de células T. En
determinados aspectos de la presente invencion, se utiliza una relacién de anticuerpos anti-CD3:CD28 unidos a las
perlas tal que se observa un aumento en la expansién de células T en comparacion con la expansién observada
utilizando una relacion de 1:1. En un aspecto, se observa un aumento de aproximadamente 1 a aproximadamente 3
veces en comparacion con la expansién observada utilizando una relacion de 1:1. En un aspecto, la relacion de
anticuerpo para CD3:CD28 unido a las perlas varia de 100:1 a 1:100 y todos los valores enteros entre ellos. En un
aspecto de la presente invencién, se une mas anticuerpo anti-CD28 a las particulas que anticuerpo anti-CD3, p. €j., la
proporcion de CD3:CD28 es menor que uno. En ciertos aspectos de la invencién, la relacién de anticuerpo anti-CD28
respecto a anticuerpo anti-CD3 unido a las perlas es superior a 2:1. En un aspecto particular, se utiliza una relacion
de CD3:CD28 de 1:100 del anticuerpo unido a perlas. En otro aspecto, se utiliza una relacion de CD3:CD28 de 1:75
del anticuerpo unido a perlas. En un aspecto adicional, se utiliza una relacién de CD3:CD28 de 1:50 del anticuerpo
unido a perlas. En otro aspecto, se utiliza una relacién de CD3:CD28 de 1:30 del anticuerpo unido a perlas. En un
aspecto, se utiliza una relacion de CD3:CD28 de 1:10 del anticuerpo unido a perlas. En otro aspecto, se utiliza una
relacién de CD3:CD28 de 1:3 del anticuerpo unido a las perlas. En aun otro aspecto, se utiliza una relaciéon de
CD3:CD28 de 3:1 de anticuerpo unido a las perlas.

Se pueden utilizar relaciones de particulas respecto a células de 1:500 a 500:1 y cualquier valor entero entre ellos
para estimular células T u otras células diana. Como los expertos en la técnica apreciaran facilmente, la relacion de
particulas respecto a células puede depender del tamario de particula con relacion a la célula diana. Por ejemplo, las
perlas de pequefio tamario solo se pueden unir a unas pocas células, mientras que las perlas mas grandes se pueden
a unir muchas. En determinados aspectos, la relacion de células respecto a particulas varia de 1:100 a 100:1 y
cualquier valor entero intermedio, y en aspectos adicionales, la relacion comprende de 1:9 a 9:1 y cualquier valor
entero intermedio, que también se pueden utilizar para estimular los células T. La relaciéon de particulas acopladas
anti-CD3 y anti-CD28 a las células T que dan como resultado la estimulacion de las células T puede variar como se
indico arriba, sin embargo, determinados valores preferidos incluyen 1:100, 1:50, 1:40, 1:30, 1:20, 1:10, 1:9, 1:8, 1.7,
16, 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, siendo una relacion preferida de al menos
1:1 particulas por célula T. En un aspecto, se utiliza una relacion de particulas respecto a células de 1:1 o inferior. En
un aspecto particular, una relacion de particula a célula ventajosa es 1:5. En aspectos adicionales, la relacién de
particulas respecto a células puede variar dependiendo del dia de estimulacion. Por ejemplo, en un aspecto, la relacion
de particulas respecto a células es de 1:1 a 10:1 el primer dia y se anaden particulas adicionales a las células cada
dia o en dias alternos a partir de entonces durante hasta 10 dias, con relaciones finales de 1:1 a 1:10 (basadas en
recuentos de células el dia de la adicién). En un aspecto particular, la relacién de particulas respecto a células es 1:1
el primer dia de estimulacién y se ajusta a 1:5 el tercer y quinto dias de estimulacion. En otro aspecto, las particulas
se afladen sobre una base de diariamente o cada dos dias hasta una relacion final de 1:1 el primer dia 'y 1:5 el tercer
y quinto dia de estimulacién. En otro aspecto, la relacion de particulas a células es 2:1 el primer dia de estimulacién
y ajustada a 1:10 el tercer y quinto dia de estimulacién. En otro aspecto, las particulas se afiaden sobre una base de
diariamente o cada dos dias hasta una relacién final de 1:1 el primer dia'y 1:10 el tercer y quinto dia de estimulacion.
Un experto en la técnica apreciard que pueden ser adecuadas diversas relaciones diferentes para su uso en la
presente invencién. En particular, las relaciones variaran dependiendo del tamafo de particula y del tamafio y tipo de
célula. En un aspecto, las relaciones de uso mas tipicas son aproximadamente 1:1, 2:1 o0 3:1 el primer dia.

En aspectos adicionales de la presente invencion, las células, tales como los células T, se combinan con perlas
recubiertas con agente, las perlas y las células se separan posteriormente, y entonces se cultivan las células. En un
aspecto alternativo, antes del cultivo, las perlas recubiertas con agente y las células no se separan, sino que se cultivan
juntas. En un aspecto adicional, las perlas y las células se concentran primero mediante la aplicacion de una fuerza,
tal como una fuerza magnética, que da como resultado un incremento del ligamiento de los marcadores de la superficie
celular, y con ello se induce la estimulacion celular.

A modo de ejemplo, las proteinas de la superficie celular se pueden ligar permitiendo que perlas paramagnéticas a las
que se unen anti-CD3 y anti-CD28 (perlas 3x28) entren en contacto con los células T. En un aspecto, las células (por
ejemplo, 10% a 10° células T) y las perlas (por ejemplo, perlas paramagnéticas T DYNABEADS® M-450 CD3/CD28 en
una relacion de 1:1) se combinan en un tampén, por ejemplo PBS (sin cationes divalentes tales como calcio y
magnesio). Nuevamente, los expertos en la técnica pueden apreciar facilmente que se puede utilizar cualquier
concentracién celular. Por ejemplo, la célula diana puede ser muy rara en la muestra y comprender solo 0,01% de la
muestra o la muestra completa (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 determinados aspectos, puede ser
deseable disminuir significativamente el volumen en el que se mezclan juntas las particulas y las células (p. ej.,
aumento de la concentracién de células), para garantizar el maximo contacto de las células y las particulas. Por
ejemplo, en un aspecto, se utiliza una concentracion de aproximadamente 2 billones de células/ml. En otro aspecto,
se utilizan mas de 100 millones de células/ml. En un aspecto adicional, se utiliza una concentracién de células de 10,
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15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 o0 50 millones de células/mL. En ain otro aspecto, se utiliza una concentracion de células de
75, 80, 85, 90, 95 0 100 millones de células/ml. En aspectos adicionales, se pueden utilizar concentraciones de 125 o
150 millones de células/mL. El uso de concentraciones elevadas puede dar como resultado un mayor rendimiento
celular, activacién celular y expansion celular. Ademas, el uso de concentraciones celulares elevadas permite una
captura mas eficaz de las células que puedan expresar débilmente los antigenos diana de interés, tales como células
T CD28-negativas. Tales poblaciones de células pueden tener valor terapéutico y seria deseable obtenerlas en
determinados aspectos. Por ejemplo, el uso de una alta concentracion de células permite una seleccién mas eficaz de
células T CD8+ que normalmente tienen una expresién de CD28 mas débil.

En un aspecto de la presente invencion, la mezcla se puede cultivar durante de varias horas (aproximadamente 3
horas) a aproximadamente 14 dias o cualquier valor entero por hora entre ellos. En otro aspecto, la mezcla se puede
cultivar durante 21 dias. En un aspecto de la invencién, las perlas y los células T se cultivan juntas durante
aproximadamente ocho dias. En otro aspecto, las perlas y los células T se cultivan juntas durante 2-3 dias. También
pueden ser deseables varios ciclos de estimulacion, de modo que el tiempo de cultivo de los células T pueda ser de
60 dias o méas. Condiciones apropiadas para el cultivo de células T incluyen un medio apropiado (p. €j., Medio Minimo
Esencial o Medio RPMI 1640 o, X-vivo 15, (Lonza)) que puede contener factores necesarios para la proliferacion y la
viabilidad, incluido suero (p. €j., suero humano o bovino fetal), interleuquina-2 (IL-2), insulina, IFN-y, IL-4, IL-7, GM-
CSF, IL-10, IL-12, IL-15, TGFB y TNF-a o cualesquiera otros aditivos para el crecimiento de células conocidos por el
experto. Otros aditivos para el crecimiento de células incluyen, sin caracter limitante, un tensioactivo, plasmanate y
agentes reductores, tales como N-acetil-cisteina y 2-mercaptoetanol. Los medios pueden incluir RPMI 1640, AIM-V,
DMEM, MEM, ao-MEM, F-12, X-Vivo 15 y X-Vivo 20, Optimizer, con aminoacidos afadidos, piruvato de sodio y
vitaminas, ya sea sin suero o con un suplemento de una cantidad apropiada de suero (o plasma) o un conjunto definido
de hormonas, y/o una cantidad de citocina(s) suficiente para el crecimiento y la expansion de células T. Los antibidticos,
p. €j., penicilina y estreptomicina, se incluyen solo en cultivos experimentales, no en cultivos de células que se han de
infundir a un sujeto. Las células diana se mantienen en condiciones necesarias para propiciar el crecimiento, por
ejemplo, una temperatura (por ejemplo, 37 °C) y atmésfera (p. €j., aire mas un 5% de COz) apropiadas.

Los células T que han sido expuestos a tiempos de estimulacion variados pueden exhibir caracteristicas diferentes.
Por ejemplo, productos de células mononucleares de la sangre periférica aféresis o de sangre tipica tienen una
poblacién de células T auxiliares (Tn, CD4*) que es mayor que la poblacién de células T citotéxicas o supresoras (Tc,
CD8*). La expansion ex vivo de células T mediante la estimulaciéon de los receptores CD3 y CD28 produce una
poblacién de células T que antes de aproximadamente los dias 8-9 consiste predominantemente en células Tw,
mientras que después de aproximadamente los dias 8-9, la poblacion de células T comprende una poblacién cada vez
mayor de células Tc. Por consiguiente, dependiendo del propésito del tratamiento, puede ser ventajoso infundir a un
sujeto una poblacion de células T que comprenda predominantemente células TH. De manera similar, si se ha aislado
un subconjunto especifico de antigeno de células Tc, puede ser beneficioso expandir este subconjunto en mayor grado.
Ademaés, aparte de 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, dicha reproducibilidad
permite la capacidad de adaptar un producto de tipo células T activados para fines especificos.

Una vez que se construye un CAR anti-CD123, se pueden utilizar diversos ensayos para evaluar la actividad de la
molécula, tales como, pero no limitados a la capacidad de expandir las células T después de la estimulaciéon del
antigeno, mantener la expansion de las células T en ausencia de re-estimulacion. estimulacién y actividades
anticancerigenas en modelos animales apropiados. Los ensayos para evaluar los efectos de un CAR CD123 se
describen con mas detalle a continuacion:

Aplicacion Terapéutica para Enfermedades y Trastornos

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

La leucemia se puede clasificar como leucemia aguda y leucemia crénica. La leucemia aguda se puede clasificar
ademas como leucemia mielégena aguda (AML) y leucemia linfoide aguda (ALL). La leucemia crénica incluye leucemia
mielégena crénica (CML) y leucemia linfoide crénica (CLL). Otras afecciones relacionadas incluyen sindromes
mielodisplasicos (MDS, conocidos previamente como "pre-leucemia") que son una coleccion diversa de afecciones
hematolégicas unidas por la producciéon ineficaz (o displasia) de células sanguineas mieloides y riesgo de
transformacion en AML.

En AML, la transformacién maligna y la proliferacién descontrolada de una célula progenitora mieloide de larga vida,
diferenciada de manera andémala da como resultado nimeros circulantes elevados de formas sanguineas inmaduras
y el reemplazo de médula 6sea normal por células malignas. Los sintomas incluyen fatiga, palidez, facilidad para que
aparezcan hematomas y de sufrir hemorragias, fiebre e infeccion; los sintomas de infiltracion leucémica estan
presentes en tan solo aproximadamente un 5% de los pacientes (a menudo como manifestaciones de la piel). El
examen de un frotis de la sangre periférica y de la médula 6sea es una prueba diagnéstica. El tratamiento existente
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incluye quimioterapia de induccion para lograr remision y quimioterapia después de la remision (con o sin trasplante
de células madre) para evitar recaidas.

AML tiene varios subtipos que se distinguen entre si por la morfologia, inmunofenotipo y citoquimica. Se describen
cinco clases, en funcién del tipo celular predominante, incluida la mieloide, mieloide-monocitica, monocitica, eritroide
y megacariocitica.

Las tasas de induccién de la remision varian entre un 50 y un 85%. La supervivencia sin enfermedad a largo plazo
ocurre supuestamente entre un 20 y un 40% de los pacientes y aumenta hasta entre un 40 y un 50% en los pacientes
mas jovenes tratados con un trasplante de células madre.

Ciertos factores pronosticos ayudan a determinar la intensidad y protocolo del tratamiento; los pacientes con
caracteristicas diagnosticas muy negativas reciben normalmente las formas mas intensas de terapia, debido a que se
cree que los posibles beneficios justifican la mayor toxicidad del tratamiento. El factor pronéstico mas importante es el
cariotipo celular de la leucemia; los cariotipos favorables incluyen t(15;17), 1(8;21), e inv16 (p13;922). Los factores
negativos incluyen el aumento de edad, una fase mielodisplasica precedente, leucemia secundaria, recuento de WBC
elevado y ausencia de cuerpos de Auer.

La terapia inicial intenta inducir la remision y difiere en mayor grado de la ALL en que la AML responde a menos
farmacos. La pauta basica de induccion incluye citarabina mediante infusién 1V continua o dosis elevadas durante de
5 a 7 dias; se administra IV daunorrubicina o idarrubicina durante 3 dias durante este tiempo. Algunas pautas incluyen
6-tioguanina, etopédsido, vincristina y prednisona, pero su contribucién no esta clara. El tratamiento normalmente da
como resultado una mielosupresion significativa, con infeccion o hemorragia; hay una latencia significativa antes de la
recuperacion de la médula ésea. Durante este tiempo, es vital un cuidado preventivo y asistencial meticuloso.

La presente divulgacién proporciona, entre otras cosas, composiciones y métodos para tratar el cancer. En un aspecto,
el cancer es un cancer hematoldgico que incluye, sin caracter limitante, leucemia (tal como leucemia mielégena aguda,
leucemia mielégena crénica, leucemia linfoide aguda, leucemia linfoide crénica y sindrome mielodisplasico) y
afecciones linfoproliferativas malignas, que incluyen el linfoma (tal como mieloma mudltiple, linfoma no hodgkiniano,
linfoma de Burkitt y linfoma folicular microcitico y macrocitico).

La presente divulgacion también proporciona composiciones y métodos para inhibir la proliferacion o reducir una
poblacion de células que expresan CD123. Un método a modo de ejemplo incluye poner en contacto una poblacion
de células que comprenden una célula que expresa CD123 con una célula CART CD123 de la invencidon que se une
a la célula que expresa CD123. En un aspecto especifico, la presente divulgacion proporciona métodos para inhibir la
proliferacion o reducir la poblacion de células cancerosas que expresan CD123, comprendiendo los métodos poner
en contacto la poblacion de células cancerosas que expresan CD123 con una célula CART CD123 de la invencion
que se une a las células cancerosas que expresan CD123. En otro aspecto, la presente divulgacién proporciona
métodos para inhibir la proliferacion o reducir la poblacion de células cancerosas que expresan CD123, comprendiendo
los métodos poner en contacto la poblacién de células cancerosas que expresan CD123 con una célula CART CD123
de la invencién que se une a las células que expresan CD123. En determinados aspectos, la célula CART CD123 de
la invencion reduce la cantidad, el nimero, la cantidad o el porcentaje de células y/o células cancerosas en al menos
un 25%, al menos un 30%, al menos un 40%, al menos un 50%, al menos un 65%, al menos un 75%, al menos un
85%, al menos un 95% o al menos un 99% en un sujeto con o modelo animal para leucemia mieloide u otro cancer
asociado con células que expresan CD123 con relacién a un control negativo. En un aspecto, el sujeto es un ser
humano.

La presente divulgacion también proporciona métodos para prevenir, tratar y/o gestionar un trastorno asociado con
células que expresan CD123 (p. €j., un cancer hematolégico), comprendiendo los métodos administrar a un sujeto que
lo necesite una célula CART CD123 de la invencién que se une a la célula que expresa CD123. En un aspecto, el
sujeto es un ser humano. Ejemplos no limitantes de trastornos asociados con las células que expresan CD123 incluyen
trastornos autoinmunitarios (tales como lupus), trastornos inflamatorios (tales como alergias y asma) y canceres (tales
como canceres hematoldgicos).

La presente divulgacion también proporciona métodos para prevenir, tratar y/o gestionar una enfermedad asociada
con células que expresan CD123, comprendiendo los métodos administrar a un sujeto que lo necesite una célula
CART CD123 de la invencion que se une a la célula que expresa CD123. En un aspecto, el sujeto es un ser humano.
Ejemplos no limitantes de enfermedades asociadas con células que expresan CD123 incluyen leucemia mieloide
aguda (AML), mielodisplasia, leucemia linfoide aguda de células B, leucemia linfoide aguda de células T, leucemia de
células pilosas, neoplasia de células dendriticas plasmocitoides blasticas, leucemia mieloide crénica, linfoma de
Hodgkin y similares.

La presente divulgacién proporciona métodos para prevenir la recaida del cancer asociado con células que expresan
CD123, comprendiendo los métodos administrar a un sujeto que lo necesite una célula CART CD123 de la invencién
que se une a la célula que expresa CD123. En otro aspecto, los métodos comprenden administrar al sujeto que lo
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necesite una cantidad eficaz de una célula CART CD123 de la invencién que se une a la célula que expresa CD123
en combinacién con una cantidad eficaz de otra terapia.

En un aspecto, se considera que CD123 es un marcador de "células madre cancerosas” en la AML. Por lo tanto, una
célula CART CD123 de la invencion puede prevenir la recaida de la AML, o incluso tratar la AML que es
mayoritariamente negativa para CD123 pero con una poblaciéon "madre" de células que expresan CD123.

En un aspecto, la divulgacién proporciona composiciones y métodos para tratar una enfermedad o trastorno que es
negativo para CD19 y positivo para CD123. En otro aspecto, la divulgacién proporciona composiciones y métodos
para tratar una enfermedad o trastorno en los que parte del tumor es negativa para CD19 y positiva para CD123. Por
ejemplo, una célula CART123 que comprende un CAR de la invencion puede ser (til para tratar sujetos que se han
sometido a tratamiento por una enfermedad o un trastorno asociado con niveles elevados de expresion de CD19, en
donde el sujeto que ha recibido tratamiento por niveles elevados de CD19 presenta una enfermedad. o trastorno
asociado con niveles elevados de CD123.

En un aspecto, la leucemia linfoide aguda (ALLA) de células B es un ejemplo de una fijacion de objetivo en serie
utilizando células CART que comprenden un CAR. Por ejemplo, el tratamiento con CART19 a veces puede dar como
resultado una recaida para CD19-negativa, que puede tratarse con células CART123 de la invencion. Alternativamente,
la presente invencion incluye la fijacion de objetivo dual de BALL utilizando células CART que comprenden un CAR
anti-CD19 y un CAR anti-CD123.

Ablacién de Médula Osea

En un aspecto, la presente divulgacion proporciona composiciones y métodos para la ablacion de médula 6sea. Por
ejemplo, en un aspecto, la divulgaciéon proporciona composiciones y métodos para la erradicacién de al menos una
parte de la médula ésea existente en un sujeto. En esta memoria se describe que, en determinados casos, las células
CART 123 que comprenden un CAR CD123 de la presente invencién erradica las células progenitoras mieloides de
médula ésea CD123. positivas

En un aspecto, la divulgacion proporciona un método de ablacion de la médula 6sea, que comprende administrar una
célula CAR T CD123 de la invencion a un sujeto que necesita una ablacién de la médula 6sea. Por ejemplo, el
presente método se puede utilizar para erradicar parte o la totalidad de la médula 6sea de un sujeto que padece una
enfermedad o trastorno en el que el trasplante de médula 6sea o reacondicionamiento de médula ésea es una
estrategia de tratamiento beneficiosa. En un aspecto, el método de ablacion de médula ésea de la divulgacion, que
comprende la administracion de una célula CAR T CD123 descrita en otra parte de esta memoria, se realiza en un
sujeto antes del trasplante de médula 6sea. Por lo tanto, en un aspecto, el método de la divulgacién proporciona una
pauta de acondicionamiento celular antes del trasplante de médula 6sea o de células madre. En un aspecto, el
trasplante de médula 6sea comprende el trasplante de una célula madre. El trasplante de médula ésea puede
comprender trasplante de células autélogas o alogénicas.

La presente divulgacién proporciona un método para tratar una enfermedad o trastorno, que comprende administrar
una célula CAR T CD123 de la invencion para erradicar al menos una parte de la médula 6sea existente. El método
se puede utilizar como al menos una porcion de una pauta de tratamiento para tratar cualquier enfermedad o trastorno
donde el trasplante de médula ésea es beneficioso. Es decir, el método de la presente se puede utilizar en cualquier
sujeto que necesite un trasplante de médula 6sea. En un aspecto, la ablacion de la médula ésea que comprende la
administracion de una célula CAR T CD123 es util en el tratamiento de la AML. En determinados aspecto, la ablacion
de médula 6sea segun el presente método es Util para tratar un cancer hematolégico, un tumor sélido, una enfermedad
hematolégica, un trastorno metabodlico, VIH, HTLV, un trastorno por almacenamiento lisosomal y una
inmunodeficiencia.

Composiciones y métodos descritos en esta memoria se pueden utilizar para erradicar al menos una parte de la médula
Osea existente para tratar canceres hematoldgicos que incluyen, pero no se limitan a leucemia, linfoma, mieloma, ALL,
AML, CLL, CML, enfermedad de Hodgkin, linfoma no Hodgkin y mieloma multiple.

Las composiciones y los métodos divulgados en esta memoria se pueden utilizar para tratar enfermedades
hematolégicas que incluyen, sin caracter limitante, mielodisplasia, anemia, hemoglobinuria nocturna paroxistica,
anemia aplasica, anemia de glébulos rojos pura adquirida, anemia de Diamon-Blackfan, anemia de Fanconi, citopenia,
trombocitopenia amegacariocitica, trastornos mieloproliferativos, policitemia vera, trombocitosis esencial, mielofibrosis,
hemoglobinopatias, anemia de células falciformes, talasemia 3 mayor, entre otros.

Las composiciones y los métodos divulgados en en esta memoria se pueden utilizar para tratar trastornos por
almacenamiento lisosomal que incluyen, sin caracter limitante, lipidosis, esfingolipidosis, leucodistrofias,
mucopolisacaridosis, glucoproteinosis, lipofuscinosis ceroide neuronal infantil, enfermedad de Jansky-Bielschowsky,
enfermedad de Niemann-Pick, enfermedad de Gaucher, adrenoleucodistrofia, leucodistrofia metacromatica,
enfermedad de Krabbe, sindrome de Hurler, sindrome de Scheie, sindrome de Hurler-Scheie, sindrome de Hunter,
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sindrome de Sanfilippo, sindrome de Morquio, sindrome de Maroteaux-Lamy, sindrome de Sly, mucolipidosis,
fucolipidosis, aspartilglucosaminuria, alfa-manosidosis y enfermedad de Wolman.

Las composiciones y los métodos divulgados en la presente se pueden utilizar para tratar inmunodeficiencias que
incluyen, sin cardcter limitante, deficiencias de células T, deficiencias combinadas de células T y linfocitos B, trastornos
de los fagocitos, enfermedades por desregulacion inmunitaria, deficiencias inmunitarias innatas, ataxia telangiectasia,
sindrome de DiGeorge, inmunodeficiencia combinada grave (SCID), sindrome de Wiskott-Aldrich, sindrome de
Kostmann, sindrome de Shwachman-Diamond, sindrome de Griscelli y deficiencia del modulador esencial de NF-
Kappa-B (NEMO).

En un aspecto, la presente divulgacion proporciona un método de tratamiento del cancer, que comprende el
acondicionamiento de la médula ésea, en que al menos una parte de la médula ésea del sujeto es erradicada por la
célula CAR T CD123 de la invencion. Por ejemplo, en determinados casos, la médula ésea del sujeto comprende una
célula precursora maligna que puede ser fijada como objetivo y eliminada por la actividad de la célula CAR T CD123.
En un aspecto, una terapia de acondicionamiento de la médula 6sea comprende administrar un trasplante de médula
6sea o células madre al sujeto tras la erradicacion de la médula ésea nativa. En un aspecto, la terapia de
reacondicionamiento de la médula 6sea se combina con una o mas de otras terapias contra el cancer que incluyen,
sin caracter limitante, terapias CAR antitumorales, quimioterapia, radiacién y similares.

En un aspecto, puede requerirse la erradicacion de las células CART CD123 administradas antes de la infusion de
médula 6sea o trasplante de células madre. La erradicacion de las células CART CD123 puede lograrse utilizando
cualquier estrategia o tratamiento adecuado, incluyendo, pero no limitado al uso de un gen suicida, persistencia
limitada de CAR utilizando CARs codificados por ARN o modalidades anti-células T que incluyen anticuerpos o
quimioterapia.

Aplicacién Terapéutica

En un aspecto, un vector que comprende un CAR CD123 puede enlazarse operativamente al promotor para la
expresion en células T de mamifero. En un aspecto, la divulgacion proporciona una célula T recombinante que expresa
el CAR CD123 para uso en el tratamiento de tumores que expresan CD123, en donde la célula T recombinante que
expresa el CAR CD123 se denomina CART CD123. En un aspecto, el CART CD123 de la invencion es capaz de
poner en contacto una célula tumoral con al menos un CAR CD123 de la invencion expresado en su superficie de
manera que el CART CD123 se activa en respuesta al antigeno y el CART fija como objetivo la célula tumoral y se
inhibe el crecimiento del tumor.

En un aspecto, la divulgacion pertenece a un método para inhibir el crecimiento de una célula tumoral que expresa
CD123, que comprende poner en contacto la célula tumoral con una célula CART anti-CD123 descrita en esta memoria
de manera que el CART se active en respuesta al antigeno y fija como objetivo la célula cancerosa, en donde se inhibe
el crecimiento del tumor.

En otro aspecto, la divulgacién pertenece a un método para tratar el cancer en un sujeto. El método comprende
administrar al sujeto una célula CART anti-CD123 de la presente invencion de manera que el cancer sea tratado en el
sujeto. Un ejemplo de un cancer que es tratable por las células CART anti-CD123 de la invencién incluye, pero no se
limita a AML, sindrome mielodisplasico, ALL, leucemia de células pilosas, leucemia prolinfocitica, leucemia mieloide
crénica, linfoma de Hodgkin, plasmacitoide dendritico bléstico. neoplasias celulares y similares.

Se describe un tipo de terapia celular en que células T se modifican genéticamente para expresar un receptor de
antigeno quimérico (CAR) y la célula CAR T se infunde a un receptor que lo necesita. La célula infundida es capaz de
provocar la muerte de células tumorales en el receptor. En algunas realizaciones, las células T modificadas con CAR
son capaces de replicarse in vivo, dando como resultado una persistencia a largo plazo que puede conducir a un
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, veintilin meses, veintidés meses, veintitrés meses, dos afos, tres
anos, cuatro afios o cinco anos después de la administracion de la célula T al paciente.

Se describe un tipo de terapia celular en la que células T se modifican, p. €., mediante ARN transcrito in vitro, para
expresar transitoriamente un receptor de antigeno quimérico (CAR) y la célula CART se infunde a un receptor que lo
necesite. La célula infundida es capaz de provocar la muerte de células tumorales en el receptor. Por lo tanto, en
diversos aspectos, las células T administradas al paciente estan presentes durante menos de un mes, p. €j., tres
semanas, dos semanas, una semana, después de la administracion de las células T al paciente.

Sin desear estar ligado a teoria particular alguna, la respuesta de inmunidad antitumoral provocada por las células T
modificadas con CAR puede ser una respuesta inmunitaria activa o pasiva. En otro aspecto, las células T transducidas
con CAR exhiben secrecién de citocinas proinflamatorias especificas y actividad citolitica potente en respuesta a
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células cancerosas humanas que expresan CD123, resisten la inhibicién de CD123 soluble, median en la muerte de
observadores y median en la regresién de un tumor humano establecido. Por ejemplo, las células tumorales sin
antigeno dentro de un campo heterogéneo de tumor que expresa CD123 pueden ser susceptibles de destruccion
indirecta por células T redirigidas a CD123 que han reaccionado previamente contra células cancerosas positivas para
antigeno adyacentes.

En un aspecto, el método de la divulgacién proporciona la erradicacién de al menos una parte de la médula 6sea
existente de un sujeto. Tal como se describe en esta memoria, en determinados casos, la célula CART CD123 de la
invencion erradica las células progenitoras mieloides de la médula ésea que expresan CD123. Por lo tanto, puede
utilizarse como un régimen de acondicionamiento celular para la ablaciéon de al menos una parte de la médula 6sea
existente antes del trasplante de médula ésea. El método se puede utilizar para tratar cualquier enfermedad o trastorno
en el que el trasplante de médula 6sea sea beneficioso o necesario, que incluye, pero no se limita a un cancer
hematolégico, un tumor soélido, una enfermedad hematoldgica, un trastorno metabdlico, VIH, HTLV, un trastorno de
almacenamiento lisosémico, y una inmunodeficiencia.

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

Con respecto a la inmunizacién ex vivo, ocurre al menos una de las siguientes in vitro antes de administrar la célula a
un mamifero: i) expansién de las células, ii) introduccién de un acido nucleico que codifica un CAR en las células o iii)
crioconservacion de las células.

Los procedimientos ex vivo son bien conocidos en la técnica y se analizan en mas detalle mas adelante. En sintesis,
las células se aislan de un mamifero (p. ej., un ser humano) y se modifican genéticamente (p. €j., transducidas o
transfectadas in vitro) con un vector que expresa un CAR descrito en esta memoria. La célula modificada con CAR se
puede administrar 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 autéloga con respecto al receptor. Como alternativa, las
células pueden ser alogénicas, singénicas o xenogénicas con respecto al receptor.

El procedimiento para la expansion ex vivo de células madre y progenitoras hematopoyéticas se describe en la Pat.
de EE.UU. N2 5.199.942, se puede aplicar a las células de la presente invencion. En la técnica existe constancia de
otros métodos adecuados, por lo tanto, la presente invencion no se limita a ningn método particular de expansion ex
vivo de las células. Brevemente, el cultivo y la expansion ex vivo de células T comprende: (1) recoger células
progenitoras y células madre hematopoyéticas CD34+ de un mamifero a partir de la extraccion de sangre periférica o
explantes de médula 6sea; y (2) expandir tales células ex vivo. Ademas de los factores de crecimiento celular descritos
enla Pat. de EE.UU. N 5.199.942 se pueden utilizar otros factores, tales como flt3-L, IL-1, IL-3 y ligando c-kit, para
el cultivo y la expansién de las células.

Ademas de utilizar una vacuna basada en células en lo que se refiere a la inmunizacién ex vivo, la presente divulgacion
también proporciona composiciones y métodos para la inmunizacién in vivo para provocar una respuesta inmune
dirigida contra un antigeno en un paciente.

Por lo general, las células activadas y expandidas tal como se describe en la presente se pueden utilizar en el
tratamiento y la prevencion de enfermedades que surgen en individuos que estan inmunocomprometidos. En particular,
las células T modificadas con CAR de la invencién se utilizan en el tratamiento de enfermedades, trastornos y
afecciones asociados con la expresion de CD123. En determinados aspectos, las células de la invencién se utilizan
en el tratamiento de pacientes con riesgo de desarrollar enfermedades, trastornos y afecciones asociados con la
expresion de CD123. Por tanto, la presente divulgaciéon proporciona métodos para el tratamiento o la prevencion de
enfermedades, trastornos y afecciones asociados con la expresion de CD123, que comprende administrar a un sujeto
que lo necesite, una cantidad terapéuticamente eficaz de las células T modificadas con CAR de la invencion. Un
ejemplo de enfermedades, trastornos y afecciones asociados con la expresion de CD123 incluye, pero no se limita a
AML, sindrome mielodisplasico, ALL, leucemia de células pilosas, leucemia prolinfocitica, leucemia mieloide cronica,
linfoma de Hodgkin, neoplasia de células dendriticas plasmocitoides blasticas, y similares.

Una célula T modificada con CAR de la presente invencion puede administrarse sola o como una composicion
farmacéutica en combinacion con diluyentes y/o con otros componentes, tales como IL-2 u otras citoquinas o
poblaciones celulares.

La presente divulgacion también proporciona métodos para inhibir la proliferacion o reducir una poblacién de células
que expresan CD123, comprendiendo los métodos poner en contacto una poblacion de células que comprenden una
célula que expresa CD123 con una célula CARTCD123 descrita en esta memoria que se une a la célula que expresa
CD123. En un aspecto especifico, la presente divulgacion proporciona métodos para inhibir la proliferacién o reducir
la poblacion de células cancerosas que expresan CD123, comprendiendo los métodos poner en contacto la poblacion
de células cancerosas que expresan CD123 con una célula CARTCD123 descrita en esta memoria que se une a las
células cancerosas que expresan CD123. En un aspecto, la presente divulgacion proporciona métodos para inhibir la
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proliferacién o reducir la poblacién de células cancerosas que expresan CD123, comprendiendo los métodos poner
en contacto la poblacion de células cancerosas que expresan CD123 con una célula CARTCD123 de la invencion que
se une a las células que expresan CD123. En determinados aspectos, la célula CART CD123 de la invencion reduce
la cantidad, el nimero, la cantidad o el porcentaje de células y/o células cancerosas en al menos un 25%, al menos
un 30%, al menos un 40%, al menos un 50%, al menos un 65%, al menos un 75%, al menos un 85%, al menos un
95% o al menos un 99% en un sujeto con o modelo animal para un cancer asociado con células que expresan CD123
con relacion a un control negativo. En un aspecto, el sujeto es un ser humano.

La presente divulgacion también proporciona métodos para prevenir, tratar y/o gestionar una enfermedad asociada
con las células que expresan CD123 (p. ej., AML, sindrome mielodisplasico, ALL, leucemia de células pilosas,
leucemia prolinfocitica, leucemia mieloide crénica, linfoma de Hodgkin, neoplasia de células dendriticas plasmocitoides
blasticas, entre otros), comprendiendo los métodos administrar a un sujeto que lo necesite una célula CARTCD123
descrita en esta memoria que se une a la célula que expresa CD123. En un aspecto, el sujeto es un ser humano.

La presente divulgacién proporciona métodos para prevenir la recaida del cancer asociado con células que expresan
CD123, comprendiendo los métodos administrar a un sujeto que lo necesite una célula CARTCD123 descrita en esta
memoria que se une a la célula que expresa CD123. En un aspecto, los métodos comprenden administrar al sujeto
que lo necesite una cantidad eficaz de una célula CARTCD123 descrita en esta memoria que se une a la célula que
expresa CD123 en combinacion con una cantidad eficaz de otra terapia. En un aspecto, el sujeto sufre o es susceptible
de recaida después de la terapia con CD19, por ejemplo, la terapia con una CART CD19.

Terapias combinadas

Se puede utilizar una célula que expresa CAR descrita en esta memoria combinada con otros agentes y terapias
conocidos. La expresion administrado «en combinacion», tal como se utiliza en en esta memoria, significa que se
suministran dos (o mas) tratamientos diferentes al sujeto durante el curso de la afliccion del sujeto con el trastorno, p.
€j., se suministran los dos o mas tratamientos después de que el sujeto haya sido diagnosticado con el trastorno y
antes de que el trastorno haya sido curado o eliminado o el tratamiento haya cesado por otras razones. En algunas
realizaciones, el suministro de un tratamiento todavia esta ocurriendo cuando comienza el suministro del segundo, de
modo que hay una superposicion en lo que se refiere a la administracion. Esto a veces se denomina en la presente
"suministro simultaneo" o "suministro concurrente". En otras realizaciones, el suministro de un tratamiento finaliza
antes de que comience el suministro del otro tratamiento. En algunas realizaciones de cualquier caso, el tratamiento
es mas eficaz debido a la administracion combinada. Por ejemplo, el segundo tratamiento es mas efectivo, por ejemplo,
se observa un efecto equivalente con menos del segundo tratamiento, o el segundo tratamiento reduce los sintomas
en mayor medida, de lo que se observaria si el segundo tratamiento se administrara en ausencia del primer tratamiento,
0 se observa una situacion analoga con el primer tratamiento. En algunas realizaciones, el suministro es tal que la
reduccion en un sintoma u otro parametro relacionado con el trastorno es mayor de lo que se observaria cuando se
suministra un tratamiento en ausencia del otro. El efecto de los dos tratamientos puede ser parcialmente aditivo,
totalmente aditivo o mas que aditivo. El suministro puede ser tal que un efecto del primer tratamiento suministrado adn
sea detectable cuando se suministra el segundo.

Una célula que expresa CAR descrita en esta memoria y el al menos un agente terapéutico adicional se pueden
administrar simultaneamente, en las mismas composiciones 0 en composiciones separadas, o secuencialmente. Para
la administracién secuencial, la célula que expresa el CAR descrita en en esta memoria se puede administrar primero,
y el agente adicional puede administrarse en segundo lugar, o el orden de administracion se puede invertir.

En aspectos adicionales, una célula que expresa CAR descrita en esta memoria puede utilizarse en un régimen de
tratamiento en combinacion con cirugia, quimioterapia, radiacion, agentes inmunosupresores, tales como ciclosporina,
azatioprina, metotrexato, micofenolato y FK506, anticuerpos u otros agentes inmunoablativos, tales como CAMPATH,
anticuerpos anti-CD3 u otras terapias con anticuerpos, citoxina, fludarabina, ciclosporina, FK506, rapamicina, acido
micofendlico, esteroides, FR901228, citocinas e irradiacion.

La célula que expresa CAR descrita en esta memoria se puede utilizar en combinacion con un agente
quimioterapéutico. Los agentes quimioterapéuticos generales considerados para su uso en terapias combinadas
incluyen anastrozol (Arimidex®), bicalutamida (Casodex®), sulfato de bleomicina (Blenoxane®), busulfan (Myleran®),
inyeccién de busulfan (Busulfex®), capecitabina (Xeloda®), N-4-pentoxicarbonil-5-desoxi-5-fluorocitidina, carboplatino
(Paraplatin®), carmustina (BiCNU®), clorambucilo (Leukeran®), cisplatino (Platinol®), cladribina (Leustatin®),
ciclofosfamida (Cytoxan® o Neosar®), citarabine, arabindsido de citosina (Cytosar-U®), inyeccién de liposomas de
citarabina (DepoCyi®), dacarbazina (DTIC-Dome®), dactinomicina (Actinomicina D, Cosmegan), clorhidrato de
daunorubicina (Cerubidine®), inyeccion de liposomas de citrato de daunorubicina (DaunoXome®), dexametasona,
docetaxel (Taxotere®), clorhidrato de doxorubicina (Adriamycin®, Rubex®), etoposido (Vepesid®), fosfato de
fludarabina (Fludara®), 5-fluorouracilo (Adrucil®, Efudex®), flutamida (Eulexin®), tezacitibina, Gemcitabina
(difluorodesoxicitidina), hidroxiurea (Hydrea®), Idarubicina (Ildamycin®), ifosfamida (IFEX®), irinotecan (Camptosar®),
L-asparaginasa (ELSPAR®), leucovorina célcica, melfalan (Alkeran®), 6-mercaptopurina (Purinethol®), metotrexato
(Folex®), mitoxantrona (Novantrone®), milotarg, paclitaxel (Taxol®), fénix (ltrio90/MX-DTPA), pentostatina,
polifeprosano 20 con implante de carmustina (Gliadel®), citrato de tamoxifeno (Nolvadex®), tenipdsido (Vumon®), 6-
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tioguanina, tiotepa, tirapazamina (Tirazone®), clorhidrato de topotecan para inyeccién (Hycamptin®), vinblastina
(Velban®), vincristina (Oncovin®) y vinorelbina (Navelbine®).

Agentes quimioterapéuticos a modo de ejemplo incluyen una antraciclina, un antimetabolito y anticuerpos fijados como
objetivo, p. ej., un anticuerpo anti-CD33 tal como gemtuzumab.

Antimetabolitos a modo de ejemplo incluyen, sin limitacién, antagonistas del &cido félico (a los que también se alude
en esta memoria como antifolatos), analogos de pirimidina, anélogos de purina e inhibidores de la adenosina
desaminasa): metotrexato (Rheumatrex®, Trexall®), 5-fluorouracilo (Adrucil®, Efudex®, Fluoroplex ®), floxuridina
(FUDF®), citarabina (Cytosar-U®, Tarabine PFS), 6-mercaptopurina (Puri-Nethol®)), 6-tioguanina (Thioguanine
Tabloid®), fosfato de fludarabina (Fludara®), pentostatina (Nipent ®), pemetrexed (Alimta®), raltitrexed (Tomudex®),
cladribina (Leustatin®), clofarabina (Clofarex®, Clolar®), mercaptopurina (Puri-Nethol®), capecitabina (Xeloda®),
nelarabina (Arranon®), azacitidina (Vidaza®) y gemcitabina (Gemzar®). Antimetabolitos preferidos incluyen, p. ej., 5-
fluorouracilo (Adrucil®, Efudex®, Fluoroplex®), floxuridina (FUDF®), capecitabina (Xeloda®), pemetrexed (Alimta®),
raltitrexed (Tomudex®) y gemcitabina (Gemzar®).

Antraciclinas a modo de ejemplo incluyen, sin limitacion, daunorrubicina (Cerubidine®, Rubidomycin®), doxorrubicina
(Adriamycin®), epirrubicina (Ellence®), idarubicina (Ildamycin®), mitoxantrona (Novantrone®), valrubicina (Valstar®).
Antraciclinas preferidas incluyen daunorrubicina (Cerubidine®, Rubidomycin®) y doxorrubicina (Adriamycin®).

También se pueden utilizar farmacos que inhiben ya sea la fosfatasa dependiente de calcio calcineurina (ciclosporina
y FK506) o inhiben la quinasa p70S6 que es importante para la sefalizacion inducida por el 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). En un aspecto adicional, las composiciones celulares de la presente invencién se pueden
administrar a un paciente junto con (p. €j., antes, simultdneamente o después) el trasplante de médula désea, terapia
ablativa con células T utilizando agentes de quimioterapia, tales como fludarabina, radioterapia externa (XRT),
ciclofosfamida y/o anticuerpos, tales como OKT3 o CAMPATH. En un aspecto, las composiciones celulares de la
presente invencion se administran después de una terapia ablativa de linfocitos B tal como agentes que reaccionan
con CD20, por ejemplo, Rituxan. Por ejemplo, en una realizacién, los sujetos se pueden someter a un tratamiento
estandar con una dosis elevada de quimioterapia seguida del trasplante de células madre de la sangre periférica. En
determinadas realizaciones, después del trasplante, los sujetos reciben una infusién de las células inmunitarias
expandidas de la presente invencion. En una realizacion adicional, las células expandidas se administran antes o
después de la cirugia.

En una realizacién, al sujeto se le 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 administracién de
una célula que expresa CAR incluyen, sin caracter limitante, CRS vy la linfohistiocitosis hemofagocitica (HLH, por sus
siglas en inglés), también denominada Sindrome de Activacién de Macrofagos (MAS, por sus siglas en inglés). Los
sintomas de CRS incluyen fiebre alta, nduseas, hipotension transitoria, hipoxia y similares. Por consiguiente, los
métodos descritos en esta memoria pueden comprender administrar una célula que expresa CAR descrita en esta
memoria a un sujeto y administrar ademés un agente para gestionar niveles elevados de un factor soluble resultante
del tratamiento con una célula que expresa CAR. En una realizacion, el factor soluble elevado en el sujeto es uno o
mas de IFN-y, TNFa, IL-2 e IL-6. Por tanto, un agente administrado para tratar este efecto secundario puede ser un
agente que neutralice uno o mas de estos factores solubles. Agentes de este tipo incluyen, pero no se limitan a un
esteroide, un inhibidor de TNFa y un inhibidor de IL-6. Un ejemplo de un inhibidor de TNFa es entanercept. Un ejemplo
de un inhibidor de IL-6 es Tocilizumab (toc).

En una realizacion, al sujeto se le puede administrar un agente que potencie la actividad de una célula que expresa
CAR. Por ejemplo, en una realizacion, el agente puede ser un agente que inhibe una molécula inhibidora. Las
moléculas inhibidoras, p. €j., muerte programada 1 (PD1), pueden, en algunas realizaciones, disminuir la capacidad
de una célula que expresa CAR de organizar una respuesta efectora inmunitaria. Ejemplos de moléculas inhibidoras
incluyen PD1, PD-L1, CTLA4, TIM3, LAG3, VISTA, BTLA, TIGIT, LAIR1, CD160, 2B4 y TGFR beta. La inhibicién de
una molécula inhibidora, p. ej., mediante inhibicién a nivel de ADN, ARN o proteina, puede optimizar el rendimiento de
una célula que expresa CAR. En realizaciones, un acido nucleico inhibidor, p. ej., un acido nucleico inhibidor, p. €j., un
ARN(dc, por ejemplo, un ARNip o ARNsh, puede utilizarse para inhibir la expresién de una molécula inhibidora en la
célula que expresa CAR. En una realizacién, el inhibidor es un ARNhc. En una realizacion, la molécula inhibidora es
inhibida dentro de una célula que expresa CAR. En estas realizaciones, una molécula de ARNbc que inhibe la
expresion de la molécula inhibidora esta enlazada al &cido nucleico que codifica un componente, por ejemplo, todos
los componentes del CAR. En una realizacion, el inhibidor de una sefial inhibidora puede ser, p. €j., 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 (p. €j., Ipilimumab (al que también se alude como
MDX-010 y MDX-101, CAS No. 477202-00- 9 y comercializado como Yervoy®; Bristol-Myers Squibb; Tremelimumab
(anticuerpo monoclonal IgG2 disponible de Pfizer, anteriormente conocido como ticilimumab, CP-675,206).
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PD1 es un miembro inhibidor de la familia de receptores CD28 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). Se ha
demostrado que dos ligandos para PD1, PD-L1 y PD-L2 regulan a la baja la activacion de las células T al unirse a
PD1Freeman et a. 2000 J Exp Med 192:1027-34; 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 supresién
inmunitaria puede invertirse inhibiendo la interaccién local de PD1 con PD-L1. En la técnica se puede disponer de
anticuerpos, fragmentos de anticuerpo y otros inhibidores de PD-1, PD-L1 y PD-L2, y estos se pueden utilizar
combinados con un CAR CD123 descrito en esta memoria. Por ejemplo, nivolumab (al que tambien se alude como
BMS-936558 o MDX1106; Bristol-Myers Squibb) es un anticuerpo monoclonal 1gG4 completamente humano que
bloguea de manera especifica PD-1. Nivolumab (clon 5C4) y otros anticuerpos monoclonales humanos que se unen
especificamente a PD-1 se describen en los documentos US 8.008.449 y W0O2006/121168. Pidilizumab (CT-011; Cure
Tech) es un anticuerpo monoclonal IgGlk humanizado que se une a PD-1. Pidilizumab y otros anticuerpos
monoclonales anti-PD1 humanizados se describen en el documento W0O2009/101611. Lambrolizumab (también
conocido como MK03475; Merck) es un anticuerpo monoclonal IgG4 humanizado que se une a PD1. Lambrolizumab
y otros anticuerpos anti-PD1 humanizados se describen en los documentos US 8.354.509 y WO2009/114335.
MDPL3280A (Genentech / Roche) es un anticuerpo monoclonal IgG1 optimizado para Fc humano que se une a PD-
L1. MDPL3280A y otros anticuerpos contra PD1 se describen en la Patente de EE.UU. N® 7.943.743 y la Publicacion
de EE.UU. N2 20120039906. Otros agentes de unién anti-PD-L1 incluyen YW243.55.570 (las regiones variables de
la cadena pesada y ligera se muestran en las SEQ ID NO 20 y 21 en el documento W0O2010/077634) y MDX-1105 (al
que también se alude como BMS-936559 vy, p. ej., agentes de unidn anti-PD-L1 descritos en el documento
WO2007/005874). AMP-224  (B7-DCIlg; Amplimmune; p. e, descritos en los documentos
W02010/027827 y WO2011/066342), es un receptor soluble de fusién PD-L2 Fc que bloquea la interaccién entre PD1
y B7-H1. Otros anticuerpos anti-PD1 incluyen AMP 514 (Amplimmune), entre otros, p. €j., anticuerpos anti-PD1
descritos en los documentos US 8.609.089, US 2010028330, y/o US 20120114649. El agente que potencia la
actividad de una célula que expresa CAR puede ser, p. €j., una proteina de fusién que comprende un primer dominio
y un segundo dominio, en donde el primer dominio es una molécula inhibidora, o fragmento de la misma, y el segundo
dominio es un polipéptido que esta asociado con una sefal positiva, p. €j., el polipéptido que esta asociado con una
sefal positiva es CD28, ICOS y sus fragmentos, p. €j., un dominio de sefalizacién intracelular de CD28 y/o ICOS. En
una realizacion, la proteina de fusién es expresada por la misma célula que expres6 el CAR. En otra realizacion, la
proteina de fusion es expresada por una célula, p. €j., una célula T que no expresa un CAR anti-CD123CD123.

Composiciones farmacéuticas y tratamientos

Las composiciones farmacéuticas de la presente divulgacion pueden comprender una célula que expresa CAR, p. €j.,
una pluralidad de células que expresan CAR, tal como se describe en esta memoria, en combinaciéon con uno o mas
portadores, diluyentes o excipientes farmacéutica o fisiolégicamente aceptables. Composiciones de este tipo pueden
comprender un tampon tal como solucién salina tamponada neutra, solucion salina tamponada con fosfato y similares;
hidratos de carbono, tal como glucosa, manosa, sacarosa o dextranos, manitol; proteinas; polipéptidos 0 aminoacidos
tales como glicina; antioxidantes; agentes quelantes, tales como EDTA o glutation; adyuvantes (p. ej., hidroxido de
aluminio); y conservantes. Las composiciones de la presente divulgacion estan formuladas en un aspecto para la
administracion intravenosa.

Composiciones farmacéuticas de la presente divulgacién se pueden administrar de una manera apropiada para la
enfermedad que se ha de tratar (o prevenir). La cantidad y la frecuencia de la administracién estaran determinadas
por factores tales como el estado del paciente y el tipo y la gravedad de la enfermedad del paciente, aunque se pueden
determinar las dosificaciones apropiadas mediante ensayos clinicos.

En una realizacién, la composicion farmacéutica esta sustancialmente exenta de, p. €j. no hay niveles detectables de
un contaminante, p. €j., seleccionado del grupo constituido por endotoxina, micoplasma, lentivirus competente para la
replicacién (RCL), p24, acido nucleico de VSV-G, gag de HIV, perlas residuales recubiertas anti-CD3/anti-CD28,
anticuerpos de ratén, suero humano combinado, albumina de suero bovino, suero bovino, componentes de medios de
cultivo, componentes de plasmidos o células de empaquetamiento de vectores, una bacteria y un hongo. En una
realizacién, la bacteria es al menos una seleccionada del grupo consistente en Alcaligenes faecalis, Candida albicans,
Escherichia coli, Haemophilus influenza, Neisseria meningitides, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumonia y grupo A de Streptococcus pyogenes.

Cuando se indica "una cantidad inmunol6gicamente eficaz", "una cantidad eficaz antitumoral", "una cantidad eficaz
inhibidora de tumores" o "cantidad terapéutica", se puede determinar la cantidad precisa de las composiciones de la
presente invencion a administrar por un médico teniendo en cuenta las diferencias individuales en edad, peso, tamafno
del tumor, extensién de la infeccion o metastasis y condicién del paciente (sujeto). Por lo general, se puede afirmar
que una composicion farmacéutica que comprende las células T descritos en esta memoria se puede administrar a
una dosis de 10* a 10° células/kg de peso corporal, en algunos casos 10° a 108 células/kg de peso corporal, incluyendo
todos los valores de nimeros enteros dentro de esos intervalos. Las composiciones de células T también se pueden
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administrar multiples veces con estas dosificaciones. Las células se pueden administrar utilizando técnicas de infusion
que se conocen comunmente en inmunoterapia (véase, p. ej., Rosenberg et al., New Eng. J. of Med. 319:1676, 1988).

En determinados aspectos, puede resultar deseable administrar células T activados a un sujeto y posteriormente volver
a extraer sangre (o realizar una aféresis), activar células T de esta de acuerdo con la presente invencion, y reinfundir
al paciente estas células T activadas y expandidas. Este proceso se puede llevar a cabo mdltiples veces cada pocas
semanas. En determinados aspectos, los células T se pueden activar a partir de extracciones de sangre de 10 cc a
400 cc. En determinados aspectos, los células T se activan a partir de extracciones de sangre de 20cc, 30cc, 40cc,
50cc, 60cc, 70cc, 80cc, 90cc o 100cc.

La administracion de las composiciones objeto se puede llevar a cabo de cualquier manera conveniente, que incluye
la inhalacion por aerosol, inyeccién, ingestion, transfusion, implante o trasplante. Las composiciones descritas en esta
memoria pueden administrarse a un paciente por via transarterial, subcutanea, intradérmica, intratumoral, intranodal,
intramedular, intramuscular, mediante inyeccion intravenosa (i.v.) o intraperitoneal. En un aspecto, las composiciones
de células T de la presente invencion se administran a un paciente mediante inyeccion intradérmica o subcutanea. En
otro aspecto, las composiciones de células T de la presente invenciéon se administran por via inyeccion iv. Las
composiciones de células T pueden inyectarse directamente en un tumor, ganglio linfatico o sitio de infeccién.

En un aspecto particular a modo de ejemplo, los sujetos pueden sufrir leucocitaféresis, en donde los leucocitos se
recogen, se enriquecen o se agotan ex vivo para seleccionar y/o aislar las células de interés, p. ej., células T. Estos
aislados de células T pueden expandirse mediante métodos conocidos en la técnica y tratarse de tal manera que se
puedan introducir una o mas construcciones CAR de la invencion, creando asi una célula T CAR de la invencion. Los
sujetos que lo necesiten se pueden someter posteriormente a un tratamiento estandar con una dosis elevada de
quimioterapia seguida de trasplante de células madre de la sangre periférica. En determinados aspectos, después o
de forma concomitante 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.

La dosificacion de los tratamientos anteriores que se va a administrar a un paciente variara segun la naturaleza precisa
de la afeccion que se esté tratando y el receptor del tratamiento. El escalado de las dosificaciones para la
administracion a seres humanos se puede realizar de acuerdo con las practicas aceptadas en la técnica.
EJEMPLOS EXPERIMENTALES

Los siguientes ejemplos se proporcionan solo con fines ilustrativos y no pretenden ser limitantes a menos que se
especifique lo contrario.

Ejemplo 1: Células T Modificadas con Receptor de Antigeno Quimérico Anti-CD 123 para AML

La mayoria de los pacientes con leucemia mieloide aguda (AML) son incurables con la terapia estandar. Sin desear
estar ligado a teoria alguna particular, se cree que la terapia con células CART exitosa se basa en una molécula
adecuada de la superficie celular. Sin embargo, hasta la fecha, no se ha encontrado antigeno de superficie especifico
de AML alguno, ya que muchos antigenos se comparten entre células mieloides inmaduras y blastos de AML.

CD123, la cadena alfa transmembrana del receptor de IL-3, se expresa en la mayoria de las muestras primarias de
AMLJordan, 2010, Science Translational Medicine,2:31ps21; Jin et al, 2009, Cell Stem Cell,5:31-42; Munoz et al, 2001,
Haematologica, 86:1261-1269), y una alta expresion de CD123 se asocia con un mal pronéstico (Testa et al, 2002,
Blood,100:2980-8). Ademas, las células madre de AML se pueden eliminar en ratones inmunodeficientes mediante el
tratamiento con anticuerpo anti-CD123 (Yalcintepe et al, 2006, Blood,108:3530-7; Jin et al, 2009, Cell Stem Cell, 5:31-
42). Estas observaciones implican a CD123 como una posible diana para la terapia con células CART. Sin embargo,
CD123 también se expresa en progenitores mieloides, células dendriticas plasmocitoides, mastocitos, basofilos,
megacariocitos y algunas células B.

En esta memoria se demuestra que células T con re-direccionamiento de CD123 humanas (CART123) erradican tanto
la AML primaria como la médula ésea normal en ratones con sistema inmunitario humanizado. Sin desear estar ligado
a una teoria particular, ya que la AML humana probablemente esté precedida por la evolucion clonal en células madre
hematopoyéticas normales o "pre-leucémicas" (Weissman, 2005, JAMA, 294:1359-66; Miyamoto et al., 2000, PNAS,
97:7521-6; Hong et al, 2008, Science, 319:336-9; Nilsson et al, 2002, Blood,100:259-67; Welch et al, 2012,
Cell,150:264-78; Walter et al, 2012, N Engl J Med, 366:1090-8), los datos presentados en esta memoria apoyan a
CART123 como una estrategia viable para el tratamiento de la AML y como un nuevo régimen de acondicionamiento
celular antes del trasplante de médula 6sea.

Materiales y Métodos

Transduccién de células T
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Se seleccionaron positivamente células T de donantes normales de paquetes de leucocitaféresis, se expandieron in
vitro con perlas anti-CD3/CD28 (Invitrogen) e IL-2 (Chiron) y se transdujeron con sobrenadante lentiviral de células
293T transfectadas con ADN de plasmido pELNS anti-CD123-41BB-CD3zeta.

Células

Las lineas celulares MOLM14 se obtuvieron de ATCC y se mantuvieron en medio RPMI complementado con suero de
ternera fetal al 10%, penicilina y estreptomicina (R10). Para producir un modelo bioluminiscente, las células MOLM14
se transdujeron con una construccion lentiviral luc2-gfp-luciferasay se clasificaron dos veces hasta una pureza elevada.

Las células de AML primarias se obtuvieron de las instalaciones de Stem Cell and Xenograft Core en la Universidad
de Pennsylvania, o directamente de la sangre del paciente bajo un protocolo aprobado por IRB. Las células se
congelaron en suero de ternera fetal al 90% y DMSO al 10% hasta que se requirieron para su uso. Para todos los
estudios funcionales, células de AML se descongelaron al menos durante 12 horas antes del analisis y reposaron
durante la noche a 1x10%ml en R10. Para todos los estudios de xenoinjerto, las células primarias se descongelaron,
se lavaron una vez en PBS y se inyectaron directamente en ratones.

Citometria de flujo

Los anticuerpos anti-humanos se adquirieron de Biolegend, Ebioscience o Becton Dickinson. Las células se aislaron
de cultivo in vitroo de animales, se lavaron una vez en PBS complementado con suero de ternera fetal al 2% y se
tineron en hielo después del bloqueo de los receptores Fc. Para la cuantificacion, se utilizaron perlas Invitrogen
Countbright de acuerdo con las instrucciones del fabricante. En todos los analisis, la poblacién de interés se seleccion6
en funcion de las caracteristicas de dispersion frontal frente a la lateral, seguida de la activacion de singlete, y las
células vivas se activaron utilizando Live Dead Aqua (Invitrogen). Se realizaron ensayos de desgranulaciéon de
CD107a y ensayos de produccién de citoquinas intracelulares como se describié previamente (Betts y Koup, 2004,
Methods Cell Bio, 75:497-512). Se realizé citometria de flujo en un Fortessa de cuatro laser (Becton-Dickinson).

Proliferacion

Las células T se lavaron y se resuspendieron hasta 1x107/ml en 100ul de PBS, y se tifieron con 100ul de CFSE 2,5
uM (Life Sciences) para una concentracion final de 1,25 yM durante 5 minutos a 37 grados. La reaccion se enfrid
bruscamente con R10 frio y las células se lavaron tres veces. Las células T se incubaron en una relacién de 1:1 con
células diana.

Ensayo de exterminio

Los ensayos de exterminio se realizaron como se describio previamente (Cao et al, 2010, Cytometry A, 77:534-45).
Brevemente, dianas marcadas con CFSE se incubaron en las relaciones indicadas con células T efectoras durante 16
horas. A continuacion, se recogieron las células, se anadieron perlas Countbright y 7-AAD, y se analizaron en un
Accuri C6 (Becton-Dickinson).

Secrecion de citoquinas

Células efectoras y diana se incubaron en una relacion de 1:1 en medio X-Vivo con suero humano al 10% durante 24
horas. El sobrenadante se analizé mediante una matriz de 30-plexo de acuerdo con las instrucciones del fabricante
(Invitrogen).

RT-PCR

Después de la clasificacion celular de células primarias, se extrajo el ARN (Qiagen), seguido de la transcripcion inversa
y RTgPCR utilizando cebadores para IL3RA (Life Sciences).

Ratones

Ratones NOD-SCID-cadena-y - (NSG) o NSG-S (ratones NSG transgénicos para IL-3, SCF y GM-CSF humanos) se
obtuvieron originalmente de Jackson Labs.

Modelos in vivo
Los detalles de experimentos in vivo particulares se describen en otra parte de esta memoria. La linea celular MOLM14
de AML se inyect6 en 200 ul de PBS a una concentracion de 5x10%/ml en la vena de la cola, seguido de formacion de

imagenes por bioluminiscencia en una camara Xenogen Spectra tal como se describié previamente. Blastos de AML
primarios se inyectaron en 200 ul de PBS a una concentracion de 25-50x108/ml. Se inyectaron células T en 200 pl de
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PBS a una concentracion de 5x108/ml en la vena de la cola. Los ratones se sacrificaron de acuerdo con el protocolo
cuando estaban moribundos o tras el desarrollo de una paralisis temprana de las patas traseras.

Se crearon ratones con sistema inmunolégico humanizado (HIS) mediante la inyeccion de células CD34+ de higado
fetal en ratones NSG recién nacidos. El injerto de hematopoyesis humana se confirmé 5-6 semanas después de la
inyeccion y antes de la liberacién de los ratones para experimentos posteriores.

Colonias de metilcelulosa

Se resuspendié la médula 6sea o la sangre del cordon umbilical humano adulto CD34+ clasificado en Methocult
Optimum (Stemcell Technologies) de acuerdo con las instrucciones del fabricante y se sembré en placas de 6 pocillos
durante 14 dias. En algunos experimentos, las células CD34+ se cultivaron primero durante cuatro horas con CART123
o células T de control. Después de 14 dias, se leyeron las colonias en un microscopio invertido (Zeiss, 4X), seguido
de la solubilizaciéon de las colonias en medio R10 durante la noche y la recoleccion de suspensiones de células
individuales para la citometria de flujo

Resultados

AML humana expresa CD123 y puede fijar como objetivo células T redirigidas anti-CD 123 (CART 123)

La etapa inicial en el disefio de una célula T receptora de antigeno quimérico terapéutico (CAR T) fue la seleccion de
una diana apropiada que se expresa comun y homogéneamente en la superficie celular. La expresién de los
marcadores mieloides inmaduros CD33 (Figura 1A, circulos), CD123 (Figura 1A, triangulos) y CD34 (Figura 1A,
cuadrados) se compararon en un panel de muestras primarias de AML. De acuerdo con informes anteriores, se
encontré que CD123 se expresa en la mayoria de las AML en niveles altos y con mayor frecuencia que CD33 o CD34
(Jordan, 2010, Sci Transl Med, 31:31ps21; Munoz et al, 2001, Haematologica, 86:1261-1269; Testa et al., 2002, Blood,
100:2980-8) (Figura 1A). La minoria de las muestras de AML parecian ser CD123 negativas por activaciones
estrictamente realizadas, pero demostraron una intensidad de fluorescencia media mas alta de CD123 que los
linfocitos normales residuales, lo que sugiere la presencia de una expresion de CD123 de bajo nivel que es poco
detectable por los anticuerpos; esto fue confirmado por RTqgPCR de CD123dim clasificado y poblaciones brillantes
(Figura 1B y Figura 1C)

Ademas, los blastos CD1234m y CD123brilante podrian formar colonias en medios semisélidos (Figura 5). Brevemente,
los blastos de AML primarios se clasificaron en poblaciones CD1234m y CD123Pilante y se sembraron en metilcelulosa
complementada con citoquinas humanas (Methocult Optimum, Stemcell Technologies). Catorce dias después, las
colonias derivadas de las células clasificadas se solubilizaron y se tifieron para la expresiéon en superficie de CD45,
CD34, CD38 y CD123. Los resultados se muestran en la Figura 5. Aunque no hubo expresion selectiva de CD123 en
la poblacion de células madre leucémicas putativas en contraste con publicaciones previas (Figura 6), la expresién
uniforme de CD123 en blastos sugirié que la mayoria de AML seria susceptible a CART123.

Para evaluar la viabilidad de |a fijacion de objetivo de CD123 a través de una tecnologia CAR, se clonaron fragmentos
variables de cadena sencilla para un anticuerpo anti-CD123 en un vector de expresién CAR lentiviral con la cadena
CD83zeta y la molécula coestimuladora 4-1BB en cuatro configuraciones diferentes y la construccion 6ptima se
selecciond en base a la cantidad y calidad de la produccion de citoquinas de células T transducidas con CARCD123
(células CART 123, a las que también se alude como CARTCD123) en respuesta a dianas CD123*. Se describen dos
anticuerpos anti-CD123 diferentes (32716 y 26292) en SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 101, respectivamente. En
particular, se desarrollaron ocho construcciones CAR-123 diferentes basadas en la secuencia scFv de estos dos
anticuerpos diferentes clonados en un vector lentiviral con la molécula de sefalizacion 4-1BB y la cadena CD3zeta tal
como se muestra en la Figura 7. Estos ocho CAR se mencionan en la Figura 7 y en todas partes como clon 72 (o
"1172"), clon 73 (0 "1173), clon 74 (0 "1174"), clon 75 (0 "1175"), clon 76 (0 "1176"), clon 77 (0 "1177") y clon 78 (o
"1178"). Las secuencias de nucledtidos y aminoacidos de las ocho construcciones CAR-123 diferentes se
proporcionan mas adelante y en las SEQ ID NOs:. 107-122. Después de la transduccidn en células T primarias, se
selecciond la construcciéon 6ptima basandose en su capacidad para fijar como objetivo una linea celular de AML que
expresa CD 123, MOLM14 (Figura 8). Como se muestra en la Figura 8, en el gréafico de la izquierda, las células T
humanas primarias se transdujeron con las diferentes construcciones CAR CD123 y se expusieron a MOLM14 (una
linea celular de AML humana que expresa CD123) en presencia de anti-CD 107a. Después de 2 horas, las células se
tiieron para CD3 y se analizaron por citometria de flujo para la desgranulacién como una medida del reconocimiento
de la diana y el potencial citotéxico. En el grafico de la derecha, se cultivaron células T humanas primarias
transducidas con las diferentes construcciones CAR CD123 con células MOLM14 irradiadas durante 48 horas, seguido
de aspiracion del sobrenadante del cultivo para el analisis de citocinas multiplex.

A continuacion, se demostrd que las funciones efectoras solidas requeridas para el control de la neoplasia, incluida la
desgranulacién, la produccion de citoquinas, la proliferacion y la citotoxicidad, se producen de una manera especifica
para CD123, lo que establece el potencial de CART123 como agentes terapéuticos para la AML (Figura 1D-Figura
1G). Por ejemplo, utilizando ensayos de desgranulacion y de produccién de citoquinas, se demostr6 que las células
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T CART123 modificadas fijaban especificamente como objetivo a las células CD123*. Es importante destacar que las
células T CART123 respondieron mucho mas enérgicamente a la AML primaria que a la médula 6sea normal (Figura
1D). La exposicién de las células CART123 a medios, una linea celular CD123-, médula 6sea normal (NBM), muestras
de AML primaria o una linea celular CD123+ en presencia de anti-CD107a revelé una desgranulacién especifica de
las células CAR+ (en comparacién con las células CAR, izquierda), con una desgranulacién mas robusta a AML que
a NBM (derecha). Ademas, las células CART123 produjeron una diversidad de quimioquinas y citoquinas
homeostaticas y efectoras, lo que subraya su capacidad para orquestar una respuesta inmune productiva (Figura 1H).

Las células CART123 erradican la AML in vivo y muestran una soélida respuesta de recuperacion

Para testar la capacidad de las células CART123 de erradicar la AML in vivo, se trataron ratones inmunodeficientes
injertados con la linea celular MOLM14 CD123* AML con CART123, control (una célula T que expresa un CAR anti-
CD19, denominado CART19) o sin células T. Se observé que el tratamiento con CART123 condujo a una supervivencia
a largo plazo en este modelo animal. Brevemente, se injertaron ratones NOD/SCID de cadena y 7 (NSG)
inmunodeficientes con MOLM14, seguido de una administracion de células CART123 o células CART19 de control
(Figura 2A). Ratones inmunodeficientes fueron sub-letalmente irradiados (200 cGy) el Dia 0, luego se les inyecta a
través de la vena de la cola 1x108 GFP/luciferasa+ MOLM14 el Dia 1. Se realizé una formacion de imagenes
bioluminiscentes (BLI) el Dia 6 para cuantificar el injerto y aleatorizar los grupos de tratamiento. Vehiculo, células
CART19 (1x10°) o células CART123 (1x108) se inyectaron IV el Dia 7 y se siguié a los ratones con BLI en serie. La
cuantificacion de la radiancia con BLI se utilizé6 como medicion sustituta de la carga de AML. En comparacion con los
ratones de control, la carga tumoral en los ratones que recibieron CART123 comenzé a disminuir en el espacio de una
semana y se erradico en el espacio de dos semanas con solo raras recaidas tardias (Figura 2B y Figura 2C), lo que
condujo a una supervivencia a largo plazo en la mayoria de los ratones ( Figura 2D). Brevemente, la Figura 2D muestra
el andlisis de supervivencia de ratones de xenoinjerto portadores de MOLM14, que demuestra una supervivencia
significativa de los ratones tratados con CART 123 (cuadrados) en comparacién con los ratones tratados con vehiculo
(circulos) y los ratones tratados con CART 19 (triangulos). El desgaste de los ratones tratados con células T CART123
se debié principalmente a la progresion de la AML detectable por BLI en los huesos faciales y la posterior anorexia 'y
pérdida de peso. Los datos resumidos son de cuatro experimentos. El uso de células MOLM14 que expresan
luciferasa permitié una evaluacion bioluminiscente en serie de la carga tumoral, lo que demuestra la capacidad de las
células CART123 de erradicar el tumor con una cinética equivalente, independientemente de la carga tumoral. La
Figura 2C es un resumen de los datos de BLI de tres experimentos de xenoinjerto con MOLM14, que demuestran una
rapida progresion leucémica en ratones tratados con vehiculo (circulos) y tratados con CART 19 (tridngulos), mientras
que se observo erradicacion de la AML en ratones tratados con CART 123 (cuadrados). La radiancia media con el
error tipico de la media (monocristales) se representa en cada momento.

A pesar del tratamiento inicial con éxito de la leucemia, muchos pacientes experimentan recaidas. Con el fin de
modelar esto, se examind la capacidad de los ratones "curados” de MOLM14 de rechazar una segunda infusion de la
misma leucemia (Figura 2E). Brevemente, los ratones inmunodeficientes fueron irradiados sub-letalmente (200 cGy)
el Dia -8 y luego se les inyectd a través de la vena de la cola PBS (fila superior) o 1x108 gfp/luciferasat MOLM14 (fila
inferior) el Dia -7. Se realiz6 una formacién de imagenes bioluminiscentes (BLI) el Dia -1 para cuantificar el injerto y
aleatorizar los grupos de tratamiento. Células CART123 (1x10°) se inyectaron IV el Dia 0, y los ratones fueron seguidos
con BLI en serie hasta la erradicacion de la AML (esto ocurri6 en todos los ratones). La cuantificacion de la radiancia
con BLI se utiliz6 como medicion sustituta de la carga de AML. Aproximadamente dos semanas después de la
evaluacion basada en BLI de la erradicacion de AML, todos los ratones fueron estimulados (fila superior) o re-
estimulados (fila inferior) con 1x10° gfp/luciferasat MOLM14. Luego se siguio6 a los ratones con sangrados semanales
para los nimeros de células T y BLI para la carga de AML.

Los animales que habian eliminado previamente MOLM14, asi como los que habian recibido previamente células
CART123 sin MOLM14, pudieron posteriormente rechazar la re-estimulacion de la leucemia con cinéticas similares
(Figura 2F). Los ratones previamente expuestos a leucemia mostraron una tendencia a una mayor proporcion de
células T de la memoria central y una menor proporcion de células T de la memoria efectoras antes de la re-
estimulacién a la leucemia (Figura 9). A pesar de que las células T CAR*circulantes de referencia en el grupo que
previamente experimenté leucemia en comparacién con el grupo que no habia recibido leucemia, tras la (re)-
estimulacién se observé un aumento mas precipitado de las células T CAR*en el grupo anterior que fue consistente
con una respuesta de recaida (Figura 2G). Brevemente, se extrajo sangre de los ratones siete dias antes o después
de la inyeccién de células MOLM14. Las células CART123 eran células CD45* CD3* CAR* humanas singlete vivas y
se cuantificaron utilizando perlas de recuento. Es importante destacar que en animales ocasionales con una respuesta
CART123 inicial deficiente hubo un escape tumoral transitorio (Figura 2F), que luego fue seguido por un aumento
retardado en las células CART123 y la posterior eliminacion de la AML (Figura 2H).

Blastos de AML del paciente primarios son susceptibles a las células CART123

Una desventaja importante de los modelos de lineas de células tumorales es su incapacidad para recapitular la
verdadera heterogeneidad bioldgica de la neoplasia primaria. AML en particular es una enfermedad clonalmente
heterogénea (Walter et al, 2012, N Engl J Med, 366:1090-8) y, por lo tanto, la fijacion potente de objetivo mediada por
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células CART de un solo antigeno podria conducir a una recaida de pérdida de antigenos, como ya ocurrié en un
paciente con leucemia linfoblastica aguda de células B tratada con células CART19 (Grupp y Kalos, 2013, N Engl J
Med, 368:1509-18). Para confirmar la eficacia de las células CART123 en el tratamiento de la AML primaria, se utilizé
un modelo descrito recientemente con injerto rapido de AML (Wunderlich et al, 2010, Leukemia 1785-8). Se inyectaron
muestras de pacientes a ratones NOD-SCID-IL2Ry" que expresan constitutivamente factor de células madre humanas,
GM-CSF e IL-3 (Figura 10) y se injertaron aproximadamente a las 2 semanas. Luego se trataron con CART123 o
células T de control, y se sigui6 para la erradicacion de la AML y la supervivencia (Figura 3A). Brevemente, ratones
NSGS fueron irradiados subletalmente el D-1, y se les inyectaron 5-10x10° blastos de AML primarias a través de la
vena de la cola el DO. Elinjerto se confirmé mediante la deteccion de células CD454mros CD123P° humanas CD45"%9
de ratén vivas en la sangre periférica, que ocurren habitualmente alrededor del D14. Al dia siguiente, a los ratones se
les inyectaron células CART123 descongeladas o células T de control (CART19 o células T no transducidas en algunos
experimentos). A continuacion, se extrajo sangre de los ratones semanalmente y se analiz6 la carga de AML

Los blastos circulantes se erradicaron en los receptores de CART123, pero no en los controles (Figura 3B), lo que
condujo a una ventaja de supervivencia en el grupo de tratamiento a pesar de una considerable tasa de desercion
temprana (Figura 3C). Téngase en cuenta en la Figura 3B que las células T CD45P"lante rggiduales eran dificilmente
detectables en algunos ratones CART123 en este momento, lo que se correlaciona con la observacién del rapido
aumento y caida de las células T PB tras la respuesta y eliminacion de la AML (como en la Figura 2). Es importante
destacar que las células CART123 fueron eficaces incluso contra la leucemia CD1239™, probablemente relacionada
con la regulacion al alza de CD123 en blastos CD1239™ a lo largo del tiempo (Figura 3D). El nivel de expresion de
CD123 de blastos se correlacion6 inversamente con la capacidad proliferativa tal como se muestra por la tincion Ki67
(Figura 3E). Tomado junto con la demostracién de que los blastos CD123%Mmregulan al alza CD123 in vitro e in vivo,
sin desear cefirse a teoria particular alguna, esto puede indicar que a medida que se eliminan los blastos CD123Prilante,
se reemplazan por blastos CD 123%™ que luego se convierten en una diana para las células CART123.

Las células CART123 inducen la mieloablacién

Habiendo establecido que las células CART123 pueden fijar como objetivo y erradicar la AML, se buscé evaluar su
efecto sobre la hematopoyesis normal. Se ha observado la expresién de CD123 en algunas células hematopoyéticas
normales, incluyendo progenitores mieloides, células dendriticas, algunas células B y megacariocitos, y la sefalizacion
de IL-3 juega un papel importante en la diferenciacién mieloide (Pang et al, 2011, PNAS, 108:20012-20017). Primero,
se confirmd que CD123 se expresa en la mayoria de los progenitores hematopoyéticos de linaje negativo (Figura 4A
y Figura 11). Brevemente, la médula 6sea de cuatro donantes normales se tifié para CD123 después de la activacion
en células CD459M negativas de linaje singlete vivas, y con las subpoblaciones progenitoras indicadas identificadas
utilizando CD34, CD38, CD45RA y CD90 (la estrategia de activacion se muestra en la Figura 11). La activacién de
CD123 se baso en linfocitos normales y se confirm6 con caracteristicas de fluorescencia menos uno (FMO). Los
resultados se muestran en la Figura 4A.

Luego, CD123 y CD123* se separaron de los precursores normales de BM y se encontré6 que ambas poblaciones
eran capaces de producir colonias hematopoyéticas y que estas colonias tenian una expresién equivalente de CD123,
lo que demuestra que la expresion de CD123 es un proceso dinamico en lugar de determinista (Figura 4B ).
Brevemente, las células CD123%m o CD123moderadas CD34+ se separaron de la BM normal (panel superior) y se dejaron
diferenciar durante un cultivo de 14 dias en metilcelulosa. Las poblaciones cultivadas clasificadas exhibieron una
expresiéon de CD123 similar y una capacidad indistinguible para formar colonias mieloides o eritroides.

Ademas, la exposicion a corto plazo de las células CD34+ de la sangre del cordén umbilical a células CART123 condujo
a una reduccion acusada en la formacion de colonias mieloides, lo que demuestra un potente efecto de las células
CART123 sobre la funcién progenitora mieloide (Figura 4C). Brevemente, células CD34+ derivadas de la sangre del
cordén umbilical se incubaron en una relaciéon T:E 1:10 con CART123 o células T no transducidas durante 4 horas,
seguido de un cultivo durante 14 dias en medio de metilcelulosa complementado con citoquinas humanas
recombinantes. La funcién hematopoyética se evalu6 mediante recuentos manuales de colonias o se cuantificé con
precision mediante citometria de flujo para las poblaciones de células indicadas utilizando perlas Countbright.

En cualquier posible ensayo clinico futuro de células CART123 para la AML, es probable que los pacientes hayan
recibido quimioterapia de induccién reciente. Para investigar el efecto de la recuperacién de la médula después de la
quimioterapia sobre la expresion de CD123 en las células progenitoras de la médula, se trataron ratones injertados en
médula 6sea humana con 5-fluorouracilo. Se encontré que después de la quimioterapia, la recuperacion se asocia
con un aumento en las células del ciclo como se anticip6, y que la expresién de CD123 fue mayor en las células del
ciclo (Figura 4D). Brevemente, los ratones injertados previamente con células CD34+ humanas se trataron con 5-
fluorouracilo o vehiculo. Catorce dias mas tarde, se recogié BM de estos ratones y se analiz6 para el marcador de
proliferacién intracelular Ki67 y CD123, activando células humanas negativas de linaje vivo.

Finalmente, los ratones injertados previamente con células CD34* humanas se trataron con células CART123 o con
células T de control no transducidas (Figura 4E). Brevemente, se injertaron a ratones NSG células CD34+ de higado
fetal humano y se extrajo sangre para la confirmacién del injerto después de 6-8 semanas. El Dia 0, los ratones

57



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 814962 T3

recibieron CART123, células T de control no transducidas o vehiculo. El andlisis semanal de sangre periférica para
determinar el nimero de células fue seguido por la recoleccion del Dia 28 para el analisis de la hematopoyesis humana
residual. Como se anticipd a partir del nivel inicial de expresion de CD123 en células B y células mieloides circulantes
normales (Figura 12), se observé una disminucion progresiva de estas células en la sangre periférica (Figura 10F).
Después de un mes de exposicion in vivo, los ratones que recibieron células CART123 tenian hematopoyesis humana
virtualmente ausente (Figura 4G y Figura 13), lo que demuestra el potente potencial mieloablativo de las células
CART123. Brevemente, el Dia 28 después de la inyeccion de células T, se recogi6 BM y se analiz6 para las
poblaciones de células progenitoras humanas, activando células CD459™ humanas singlete vivas. Los resultados se
muestran en la Figura 4G. En otro experimento, se injertaron a ratones NSG células CD34+ de higado fetal humano
y se trataron con CART123, células T no transducidas (UTD) o vehiculo (CTRL) después de 8 semanas. Cuatro
semanas mas tarde, se recogié médula 6sea y se tifid para coctel de linaje CD45 humano, CD34, CD38, CD45RA,
CD90 y CD123. El recuento absoluto de células se obtuvo utilizando perlas Countbright. Los resultados se muestran
en la Figura 13.

CART 123 erradica la AML y la médula 6sea

Se ha demostrado en esta memoria que CART123 proporciona un medio potente para erradicar la AML junto con la
médula 6sea normal residual. Este enfoque tiene aplicaciones terapéuticas en seres humanos debido a su capacidad
de erradicar las células malignas, asi como los precursores de médula pre-malignos que probablemente existan en la
AML y en el sindrome mielodisplasico (MDS). Ademas, este enfoque proporciona un nuevo régimen de
acondicionamiento celular no basado en quimioterapia antes del trasplante de médula 6sea. Estas observaciones
subrayan una nueva aplicacion de la terapia celular basada en CAR, siendo CD123 un objetivo particularmente
atractivo debido a la importancia de la sefalizacion de IL-3 en la médula en desarrollo(Pang et al, 2011, PNAS,
108:20012-20017). En determinadas realizaciones, esta modalidad proporciona presién anti-CD 123 transitoria, en
lugar de permanente, mediante el uso de interruptores suicidas o con tecnologia CAR de ARNm "biodegradable”, p.
ej., tal como se describe en esta memoria, que se ha demostrado que es practica y eficaz. En determinadas
realizaciones, CART123 puede utilizarse para fijar como objetivo CD123 para tratar pacientes con AML de alto riesgo.

Ejemplo 2: Células T Modificadas con Receptor de Antigeno Quimérico Anti-CD 123 para B-ALL

Se disefiaron experimentos para evaluar la capacidad de CART123 de fijar como objetivo células de leucemia
linfoblastica aguda de células B (B-ALL). Se observé que las células CART123 se desgranulan en respuesta a o
exterminan blastos B-ALL (Figuras 15 y 16). Las células CART123 reconocen selectivamente los blastos B-ALL
(Figura 15). Las células CART123 se cultivaron solas, con PMA/ionomicina como control positivo, con la linea de
células tumorales CD123* conocida, la linea celular CD123 o con los blastos B-ALL de los pacientes y los resultados
se presentan en la Figura 14. CART123 respondi6 selectivamente a B-ALL utilizando el ensayo de desgranulacién de
CD107a. Ademas, se incubaron blastos primarios de B-ALL (dianas) con células CART123 (efectoras) durante la
noche, y el nUmero de células de blastos vivos restantes se evalu6 al dia siguiente utilizando un ensayo de citotoxicidad
basado en FACS [REF: PMID: 20229499]. Tal como se muestra en la Figura 16, el aumento de la relacién de efectores
a dianas condujo a un exterminio incrementado de los blastos.

Ademas, se demostré la expresion de CD123 en ALL. En particular, el cribado por citometria de flujo de un panel de
16 muestras de adultos con ALL en recaida o refractaria (RR-ALL) mostr6 un alto nivel de expresion de CD19 (un
marcador de células B clasico), junto con la expresién de CD123 (Figura 17A). Se encontraron hallazgos similares en
muestras pediatricas (Figura 17B). La expresion se demostr6 mediante citometria de flujo de muestras de pacientes
almacenadas y descongeladas, activadas en blastos bajos CD45%™ SSC. La expresion de CD123 también se demostro
en la ALL CD19-ve recidivante después del tratamiento con CTL019. Por ejemplo, tal como se muestra en las Figuras
18 y 19, se demostrdé que los pacientes que recaian con ALL-CD19 después de la terapia con CART retenian la
expresion de CD123. Estos resultados sugieren que CART123 puede utilizarse para prevenir recaidas de CD19
resultantes de la terapia con CART19

Las Figuras 20-24 demuestran la actividad in vitro de CART123 1172 contra los blastos de ALL. La exposicion a la
linea celular B-ALL indujo una fuerte proliferacion en las células tanto CART 19 como CART123 (Figura 20). Las
células CART123 o CART19 se tifieron con CFSE y se incubaron con los objetivos indicados durante 120 horas,
seguido de analisis FACS para dilucion de CFSE. Los histogramas se activaron en células T CD3+ vivas. La
exposicion a muestras de ALL de células B primarias también indujo una fuerte proliferacién en las células tanto
CART19 como CART123 (Figura 21). Las células CART123 se desgranulan de forma robusta en respuesta a NALM6
B-ALL asi como a ALL primaria, sin diferencia entre ALL primaria y AML (Figura 22). Las células T indicadas se
incubaron con las dianas indicadas en presencia de anti-CD107a, anti-CD49d, anti-CD28 y monensina durante 4 horas,
seguido de andlisis FACS activado en células T. La exposicion a muestras primarias de ALL mediante el cocultivo de
células CART123 o CART19 con muestras primarias de ALL condujo a la secrecion de multiples citoquinas efectoras
a las 24 horas (Figura 23). No se observaron diferencias entre CART19 y CART123. Se recogi6 el sobrenadante de
un co-cultivo de 24 horas, seguido de andlisis en un kit de 30-plexo (se muestran las citoquinas seleccionadas). Las
células CART123 y CART19 mostraron una capacidad equivalente para exterminar células NALM6 B-ALL en ensayos
de citotoxicidad a las 4 horas (Figura 24).
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La Figura 25 demuestran la actividad in vivo de CART123 en un modelo murino de ALL. En particular, a ratones NSG
se les inyectaron 1x10° células de luciferasa verdes escarabajo de clic Nalmé el DO. El D7, a los ratones se les
inyectaron células T UTD, células,CART19 células CART123 o una poblacién mixta 50:50 de CART19 y CART123 a
una dosis total de células de 1x108 (grupo combo). Se sigui6 a los ratones en cuanto a su supervivencia. Como se
muestra en la Figura 25, la monoterapia con CART123 fue claramente superior a las células T no transducidas (UTD),
pero no tan eficaz como la monoterapia con CART19 para potenciar la supervivencia de los animales. La combinacién
de CART123 y CART19 no mejord la supervivencia en comparacion con la monoterapia con CART19. No obstante,
la terapia combinada CART19 + CART 123 podria prevenir la aparicion de recaidas de pérdida de antigenos, como ya
se ha indicado que ocurre en los pacientes, tal como se ilustra en la Fig. 18 y la Fig. 19.

Los resultados presentados en esta memoria reconfirman la modificacién con éxito de células T redirigidas anti-CD
123 (CART123) y demuestran una actividad preclinica potente y especifica. Estos resultados demuestran la viabilidad
de utilizar CART123 para fijar como objetivo CD123 para tratar pacientes con alto riesgo de ALL. Ademas, estos
resultados demuestran que CD123 se expresa en niveles altos en muestras de ALL primaria y que los pacientes con
ALL que recaen con la enfermedad de CD19 conservan la expresién de CD123. CART123 muestra una actividad in
vitro equivalente contra la ALL primaria, en comparacién con CART19. La infusién combinada de CART123 y CART19
podria utilizarse para prevenir recaidas en la pérdida de antigenos ampliando el nimero de antigenos a través de los
cuales se ejerce presion inmunitaria sobre la neoplasia.

Ejemplo 3: Secuencias de CAR

Los scFv utilizados en las construcciones de CAR se sintetizaron independientemente basandose en una secuencia
publicada (Du et al, 2007 Journal of Immunotherapy 30:607). Los anticuerpos originales en Du et al. eran de
hibridomas que Du et al. obtuvieron de Stemline Therapeutics, NY, NY. Las secuencias de scFv se derivaron de las
regiones variables de la cadena ligera y pesada de estos anticuerpos: 26292 y 32716 (Figura 7A). Cada uno fue
clonado en una direccién de la cadena ligera a la pesada o de la cadena pesada a la ligera, con un enlazador flexible
que conecta los dominios VL y VH, en una estructura de vector que contiene la regién de bisagra CD8 o IgG4 junto
con la molécula 4-1BB y la molécula CD3zeta (Figura 7A'y 7B).

La secuencia de polipéptidos en el clon titulado CD123 4-1BBCD3z-CAR se proporciona como el polipéptido de 496
aa de SEQ ID NO: 1. La secuencia conductora comprende los residuos de aminoacidos 1 a 25 de SEQ ID NO: 1y se
proporciona por separado como SEQ ID NO: 3. El dominio scFv se proporciona por separado como SEQ ID NO: 2y
comprende un dominio VL que comprende los residuos de aminoacidos 26 a 136 de SEQ ID NO: 1, la secuencia de
enlazador que comprende los residuos de aminoacidos 137 a 151 de SEQ ID NO: 1y la secuencia del dominio Vi1 que
comprende los residuos de aminoacidos 152 a 269 de SEQ ID NO: 1. La region de bisagra comprende los residuos
de aminodcidos 270 a 318 de SEQ ID NO: 1 y se proporciona por separado como SEQ ID NO: 4. El dominio
transmembrana comprende los residuos de aminoacidos 319 a 342 de SEQ ID NO: 1, y se proporciona por separado
como SEQ ID NO: 5. El dominio intracelular 4-1BB comprende los residuos de aminoacidos 343 a 384 de SEQ ID NO:
1y se proporciona por separado como SEQ ID NO: 6. El dominio de CD3zeta comprende los residuos de aminoacidos
385 a 496 de SEQ ID NO: 1, se proporciona por separado como SEQ ID NO: 7.

El nucleétido que codifica el polipéptido de SEQ ID NO: 1 se proporciona como SEQ ID NO: 8. El nucleétido que
codifica el polipéptido de SEQ ID NO:2 se proporciona como SEQ ID NO: 9. El nucleétido que codifica el polipéptido
de SEQ ID NO:3 se proporciona como SEQ ID NO: 10. El nucleétido que codifica el polipéptido de SEQ ID NO:4 se
proporciona como SEQ ID NO: 11. El nucleétido que codifica el polipéptido de SEQ ID NO:5 se proporciona como
SEQ ID NO: 12. El nucleétido que codifica el polipéptido de SEQ ID NO:6 se proporciona como SEQ ID NO: 13. El
nucledétido que codifica el polipéptido de SEQ ID NO:7 se proporciona como SEQ ID NO: 14. El nucleétido que codifica
el polipéptido de SEQ ID NO:98 se proporciona como SEQ ID NO: 99.

e CDI123 4-1BBCD32z-CAR (secuencia de aminoacidos)SEQ ID NO: 1)
(correspondiente a 1172 en la Figura 7A)
MALPVTALLLPLALLLHAARPGSDIVLTQSPASLAVSLGQRATISCRASESVDNY
GNTEFMHWYQQKPGQPPKLLIYRASNLESGIPARFSGSGSRTDFTLTINPVEADDV
ATYYCQQSNEDPPTFGAGTKLELKGGGGSGGGGSSGGGSQIQLVQSGPELKKPG
ETVKISCKASGYIFTNYGMNWVKQAPGKSFKWMGWINTYTGESTYSADFKGRF
AFSLETSASTAYLHINDLKNEDTATYFCARSGGYDPMDYWGQGTSVTVSSASSG
TTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTC
GVLLLSLVITLYCKRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCEL
RVKFSRSADAPAYKQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRK
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NPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDAL
HMQALPPR

(D123 seFv {secuencia de aminoacidos) (SEQ 1D NO:2)
DIVLTOQSPASLAVSLGORATISCRASESVDNY GNTFMHWYQOQKPGOQPPKLLIYREA

CD8 conductor (secuencia de aminoacidos) (SEQ ID NO: 3)
MALPVTALLLPLALLLHAARP

Bisagra de CD8 (secuencia de aminoacidos) (SEQ ID NO: 4)
TTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACD

Transmembrana de CD8 (secuencia de aminoacidos) (SEQ ID NO: 5)
IYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYC

Dominio intracelular de 4-1BB (secuencia de aminoacidos) (SEQ ID NO: 6)
KRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCEL

* (D3 reta (secuencia de aminoacidos) (SEQ ID NO: 7)
RVKFSRSADAPAYKQGONOLYNELNLGRREEY DVLDKRRGRDPEMGGKPRRK
NPOQEGLYNELOQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDAL
HMOQALPPR

* dominio CDJ3 zeta (secuencia de aminoacidos: Secuencia Referencia NCBI
NM_000734.3) (SEQ ID NO:98)

RVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRK
NPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDAL
HMQALPPR

El nucleétido que codifica el polipéptido de SEQ ID NO:11 se proporciona como SEQ ID
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« CDI23 4-1BBCD32-CAR (secuencia de acido nucleico) (SEQ ID NO: 8)
ATOGCCCTGCCTOTGACAGOCCTGCTGCTGCCTCTGGCTCTGCTGCTGCATGE
COGCTAGACCCGOATCCCACATCOTOCTGACACAGAGCCCTGCTTCCCTGOCC
GTGTCCCTGGOACAGAGAGCCACAATCAGCTGCAGCGCCAGCGAGAGCGTG
GACAACTACGGUCAACACCTTCATOGCACTGGTATCAGCAGAAGCCCGGCCAGC
COCCCAAGCTOCTGATCTACAGAGCCAGCAACCTOGAAAGOCGGCATCCCCGT
CAGATTTTCCOGGCAGCOOCAGCAGAACCOACTTCACCCTGACCATCAACCCC
GTOOAAGCCGACGACGTOGOUCACCTACTACTGCCAGCAGAGC AACGAGOAC
CUCCCCACATITOOAGCCOGGUACCAAGCTCOAACTGAAGGGCOGAGGUGOA
TCTGGCGGCOCAGGATCTTCTGGOGGAGGUTCTCAGATTCAGCTGGTGCAGA
GCGGCCCAGAGCTGAAGAAACCCGGCGAGACAGTGAAGATCTCCTGCAAGG
COTCOGOCTACATCTTCACCAATTACGGUATGAACTGOOGTCAAGCAGGOCOC
TGGUAAGAGCTTCAAGTGOATGGGO TGGATCAACACCTACACCGGUGAGAGE
ACCTACAGOGUCGACTTCAAGGGCAGATTCGUCTTCAGCCTGGAAACCAGOG
CCAGCACCGCCTACCTGCACATCAACGACCTOAAGAACGAGGACACCGCCAC
CTATTTCTGCGCCAGAAGUGGCGOCTACCGACCCCATGGATTATTGOGOGGCCAG
GGUACCAGCOGTGACCOGTGTCCTCTGCTAGCTCCGGAACCACGACGOCAGOGT
COGOGACCACCAACACCGGCOGCCCACCATCGCOGTCOGCAGCCCCTGTCCCTGCG
CCCAGAGOCOTOCCOGCCAGCGGUGOGGUGCGUAGTGCACACGAGGGGGCT
GGACTTOGOCTOGTGATATCTACATCTGGGCGCCCTTGGCCGGUGACTTGTGGGE
TCCTTCTCCTOGTCACTOGTTATCACCCTITACTGCAAACGGGGUAGAAAGAAA
CTOCTOGTATATATTCAAACAACCATTTATGAGACCAGTACAAACTACTCAAGA
GGAAGATGGCTOTAGCTGCCGATTTCCAGAAGAAGAAGAAGGAGGATGTGA
ACTOGAGAGTGAAGTTCAGCAGGAGCGUAGACGOCCCCOGCGTACAAGUAGGG
CCAGAACCAGCTCTATAACCGAGCTCAATCTAGOACGAAGAGAGGAGTACGAT
GTTTTOOACAAGAGACGTGGCCOOGACCCTGAGATOGGGGGAAAGCCGAGA

AGGAAGAACCCTCAGGAAGGCCTGTACAATGAACTGCAGAAAGATAAGATG
GCGGAGGCCTACAGTGAGATTGGGATGAAAGGCGAGCGCCGGAGGGGCAAG
GGGCACGATGGCCTTTACCAGGGTCTCAGTACAGCCACCAAGGACACCTACG
ACGCCCTTCACATGCAGGCCCTGCCCCCTCGC
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= (D123 seFv (secuencia de acido nucleico) (SEQ 1D NO: 8)
GACATCGTGCTOGACACAGAGCCCTOGOCTTOCCTGGUCGTGTCOCTGGGACAGA
GAGCCACAATCAGCTOGCAGGGCCAGCGAGAGCOTOGACAACTACGGUAACA
CCTTCATGCACTGOTATCAGCAGAAGCCCGOCCAGCCCCCCAAGCTGCTOGAT
CTACAGAGCCAGCAACCTGGAAAGCGOGCATCCCCGOCAGATTTTCCGGCAGE
GOCAGCAGAACCOACTTCACCCTCACCATCAACCCCOTGGAAGCCGACGACG
TGGOCACCTACTACTGCCAGCAGAGCAACGAGGACCCCOCCACATTTGGAGC
COGCACCAAGCTOGAACTGAAGGGCOGAGGUGGATCTOGOGGCGOAGGATC
TTCTGOOGOGAGGCTCTCAGATTCAGCTOOTOGCAGAGCGGCCCAGAGCTGAAG
AAACCCOOOOAGACAGTGAAGATCTCCTGUAAGGCCTCCGGOTACATCTTCA
CUAATTACGGUATGAACTGOGTCAAGCAGGUCCCTGGUAAGAGCTTCAAGTG
GATGOOCTOCATCAACACCTACACCOGUGAGAGCACCTACAGCGCCGACTTC
AAGOGCAGATTCGCCTTCAGOCTOOAAACCAGCGUCAGCACCGCCTACCTGC
ACATCAACGACCTGAAGAACGAGOGACACCGCCACCTATTTCTGCGC CAGAAG
COGCOOCTACGACCCCATOGOGATTATTIGOGOUCAGGGCACCAGCGTGACCOTG
TCCTCT

+ conductora (secuencia de acido nucleico) {SEQ 1D HO: 10)

ATGGCCCTGCCTGTGACAGCCCTGCTGCTGCCTCTGGUTCTGCTGCTGCATGT

CGCTAGACCC

= hisagra (secuencia de aciudo nucleico) (SEQ 1D NO: 11)
ACCACGACGCCAGCGCOCGCGACCACCAACACCGGOGCCCACCATCLGCGTCGT
AGCCCCTGTCCCTGOGCCCAGAGGCOTGCCOGGOCAGCGGOGGGLGGCGCAGT
GCACACGAGGOGGCTGOACTTCGOCTGTGAT

* transmembrana (Secuencia de dcido nucleico) (SEQ 1D HO: 12)
ATCTACATCTGOOGOOCCCTTOGCCOUOACTTOTGOOGTCCTTCTCCTOGTCACT
GGTTATCACCCTTITACTGC

* dominio intracelular 4-1BB {secuencia de acido nucleico) {SEQ ID NO: 13)
AAACGOGOOUAGAAAGAMACTCCTOTATATATTCAAACAACCATITATGAGAC
CAGTACAAACTACTCAAGAGOGAAGATGOCTGTAGCTGCCGATTTCCAGAAGA
AGAAGAAGGAGGATGTGAACTG
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= (D3 «eta (secuencia de dciudo nucleico) (SEQ 1D NO: 14)
AGAGTGAAGTTCAGCAGGAGCGCAGACGCOCCOGUGTACAAGCAGGGUCAG
AACCAGUTCTATAACGAGCTCAATCTAGGACGAAGAGAGGAGTACGATGTTT
TGGACAAGAGACGTGGCOGGGACCCTGAGATGGOLGGUAAAGUCGAGAAGGA
AGAACCCTCAGGAAGGCCTGTACAATGAACTGCAGAAAGATAAGATGGCGG
AGGCCTACAGTGAGATTGGGATGAAAGGCGAGCGUCCGGAGGGGCAAGGGGO
ACGATGGCCTTTACCAGOGTCTCAGTACAGCCACCAAGGACACCTACGACGC
CCTTCACATGCAGGCCCTOCCCOCCTCGE

= (D3 zeta {secuencia de acido nucleico; Secuencia Referencia NCBI NM_000734-3);

(SEQ ID NO:99)
AGAGTGAAGTTCAGCAGGAGCGCAGACGCCCCCGCGTACCAGCAGGGCCAG
AACCAGCTCTATAACGAGCTCAATCTAGGACGAAGAGAGGAGTACGATGTTT
TGGACAAGAGACGTGGCCGGGACCCTGAGATGGGGGGAAAGCCGAGAAGGA
AGAACCCTCAGGAAGGCCTGTACAATGAACTGCAGAAAGATAAGATGGCGG
AGGCCTACAGTGAGATTGGGATGAAAGGCGAGCGCCGGAGGGGCAAGGGGE
ACGATGGCCTTTACCAGGGTCTCAGTACAGCCACCAAGGACACCTACGACGC
CCTTCACATGCAGGCCCTGCCCCCTCGE

CDI123 4-1BBCD3z-CAR (26292) (1176} (secuencia de aminoacidos) {SEQ 1D NO: 100)
MALPVTALLLPLALLLHAARPGSDVOITQSPSYLAASPGETITINCRASKSISKDLA
WYQEKPGETNELLIYSGSTLOSGIPSRFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAMY Y COQO)

HNKYPYTFGGGTKLEIKGGGGSGGGGSSGGGSQVQLQQPGAELVRPGASVKLSC
KASGYTFTSYWMNWVKQRPDQGLEWIGRIDPYDSETHYNQKFKDKAILTVDKS
SSTAYMQLSSLTSEDSAVYYCARGNWDDYWGQGTTLTVSSASSGTTTPAPRPPT
PAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVIT
LYCKRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKFSRSADA
PAYKQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNEL
QKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

CD123 scFv (26292) (1176) {secuencia de aminoacidos) (SEQ 1D NO: 101)
DVOITOSPSY LAASPGETITINCRASKSISKDLAWY QEKPGRTNELLIYSGSTLOQS
GIPSEFSGSGSOTDFTLTISSLEPEDFAMY Y COQOHNKY PY TFGOGTKLEIKGOGGGS
GGGGSSCGGSOVOLOQPGAELYRPGASVELSCKASGY TFTSY WMNWVKQRPD
OGLEWIGRIDPY DSETHY NOKFEKDEKAILTYVDEKSSSTAYMOQLSSLTSEDSAVYYCA
ROGNWDDY WGOOGTILTYSS
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(D123 4-1BBCD3z-CAR (26292) (1176) (secuencia de nucledtidos) {SEQ ID NO: 102)
ATGOGCCCTGCCTOTOACAGCCCTGOTGOCTGCCTCTGOGCTCTGCTGC TGO ACGE
CGCTAGACCCOGOATCCOACOTGCAGATCACACAGAGCCCTAGCTACCTGGCC
GUCAGUCCTGGUOGAGACAATCACCATCAACTGUCGGGUCAGCAAGAGCATCA

TOATCTACAGCGUQCAGCACCCTGCAGAGCOGGCATCCCCAGUAGATTTTCCGO
CAGCGOCTCCGUCACCOGACTTCACCCTOACAATCAGCAGUCTGGAACCCGAG
GACTTCGUCATGTACTACTGCCAGCAGCACAACAAGTACCCCTACACCTTOG
GOGOAGGCACCAAGCTGGAAATCAAGGGUGGAGGCOGGATCTGLOGGUGGAG
GAAGTTCTGGCOGOAGOATCTCAGGTGCAGCTGCAGCAGCCAGCCGCTGAACT
COTOCOGOUCTGOCGUTTCTGTGAAGCTGAGCTOTAAAGCCAGCGGCTACACC
TTTACCAGCTACTGGATGAACTGGGTCAAGCAGUGGCCCCACCAGGGCCTGO
AGTGOGATCGGCAGAATCCACCCCTACGACAGCGAGACACACTACAACCAGA
AGTTCAAGGACAAGGUCATCCTGACCOGTGGACAAGAGCAGCTCCACCGCCTA
CATGCAGCTGTCCAGCCTCGACCAGCGAGGACAGCGCCOTUTACTATTGCGCC
AGGOOCAACTOOOGACGACTACTGOGGGCCAGGGCACAACCCTGACAGTGTCCT

CTGCTAGCTCCGGAACCACGACGCCAGCGCCGCGACCACCAACACCGGCGCC
CACCATCGCGTCGCAGCCCCTGTCCCTGCGCCCAGAGGCGTGCCGGCCAGCG
GCGGGGGGCGCAGTGCACACGAGGGGGCTGGACTTCGCCTGTGATATCTACA
TCTGGGCGCCCITGGCCGGGACTTGTGGGGTCCTTCTCCTGTCACTGGTTATC
ACCCTTTACTGCAAACGGGGCAGAAAGAAACTCCTGTATATATTCAAACAAC
CATTTATGAGACCAGTACAAACTACTCAAGAGGAAGATGGCTGTAGCTGCCG
ATTTCCAGAAGAAGAAGAAGGAGGATGTGAACTGAGAGTGAAGTTCAGCAG
GAGCGCAGACGCCCCCGCGTACAAGCAGGGCCAGAACCAGCTCTATAACGA
GCTCAATCTAGGACGAAGAGAGGAGTACGATGTTTTGGACAAGAGACGTGGC
CGGGACCCTGAGATGGGGGGAAAGCCGAGAAGGAAGAACCCTCAGGAAGGC
CTGTACAATGAACTGCAGAAAGATAAGATGGCGGAGGCCTACAGTGAGATTG
GGATGAAAGGCGAGCGCCGGAGGGGCAAGGGGCACGATGGCCTTTACCAGG
GTCTCAGTACAGCCACCAAGGACACCTACGACGCCCTTCACATGCAGGCCCT
GCCCCCTCGC
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CD123 scFv (26292) (1176) (secuencia de nucledtidos) (SEQ ID NO: 103}
GACGTGUCAGATCACACAGAGUCCTAGCTACCTOGUCGUCAGCCCTUGCGAGA
CAATCACCATCAACTGCCGOGCCAGCAAGAGCATCAGCAACGGACCTGGCCTG
GTATCAGGAAAAGCCCOGCAAGACCAACAAGCTGCTGATCTACAGCGGCAG
CACCCTGCAGAGCGGCATCCCCAGCAGATTTTCCGGCAGCGGCTCCGGUACT
GACTTCACCCTGACAATCAGUAGCCTGOAACCCOAGOACTTCGOCATGTACT
ACTGCCAGCAGCACAACAAGTACCCCTACACCTTIOGGUGOAGGCACCAAGET
GOAAATCAAGGGCGGAGGUGOATCTGGOGGUGOAGGAAGTTCTGGCGGAGG
ATCTCAGGTGCAGCTGCAGCAGCCAGGCGUTGAACTCGTGCGGUCTGGCGOT
TCTGTGAAGCTGAGCTGTAAAGCCAGCGGUTACACCTTTACCAGUTACT GGA
TGAACTGGGTCAAGCAGCOGCCCGACCAGGGCCTGOAGTGGATCGGCAGAA
TCGACCCCTACGACAGCGAGACACACTACAACCAGAAGTTCAAGGACAAGG
COATCCTOACCOGTGUACAAGAGUAGCTCCACCGCCTACATGCAGC TG TCCAG
CCTGACCAGCGAGGACAGCOGCCOTGTACTATIGCGCCAGGGGCAACTGGGAC
GACTACTGGOGOCAGGGCACAACCCTGACAGTGTCCTOT

Bisagra lgG4 (secuencia de aminoacidos) (SEQ ID NO: 104)
ESKYGFPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPEPEDTLMISRETPEVTCVVVDVSQEDPEV(Q
FNWYVDGVEVHNAKTEPREEQFNSTY RVVSVLTVLHQDWLNGKEY KCKVSNK
GLPSSIEKTISKAKGOPREPOVY TLPPSQEEMTENQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWE
SNGOPENNYKTTPPYVLDSDGSFFLY SRLTYVDESEWQEGNVESCSVMHEALHNHY
TOESLSLSLGEM
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Bisagra lgG4 (secuencia de nucledtidos) /SEQ ID NO: 105)
GAGAGCAMAGTACGGCCCTCCCTGCCCCCCTTOGCCCTOCCCCCGAGTTCCTGGG
CGGACCCAGOGTGTTCCTGTTCCCCCCCAAGCCCAAGGACACCCTGATGATC
AGCCOOACCCCCGAGGTOGACCTGTGTGGTGOGTGOACGTOGTCCCAGGAGGACT
CCOAGOGTCCAGTTCAACTGOTACGTGOACGOCGTGGAGGTGCACAACGUCAA
GACCAAGCCCCOGOAGGAGCAGTICAATAGCACCTACCGGUTOOTGTCCGTG
CTGACCGTGCTGCACCAGGACTGGUTOAACGGUAAGGAATACAAGTGTAAGG
TGTCCAACAAGGGCCTCCCCAGCAGCATCOAGAAAACCATCAGCAAGGCCA
AGGGUCAGCCTCOGGGAGCCCCAGGTGTACACCCTGUCCCCTAGCCAAGAGGA
GATGACCAAGAACCAGGTGTCCCTGACCTGCCTGGTGAAGGGCTTCTACCCC
AGCGACATCGCCGTGGAGTGGOAGAGCAACGGCCAGCCCGAGAACAACTAC
AAGACCACCCCCCCTGTGUTGOACAGCOACGGCAGCTICTTCCTGTACAGCC
GGUTGACCGTGOACAAGAGCCOGOTGGCAGGAGGOCAACGTCTTTAGCTGOTC
COTGATGCACGAGGCCCTOC ACAACCACTACACCCAGAAGAGCCTGAGCCTO
TCCCTGOGUAAGATG

EFla que impulsa CD123 41BBCD3z-CAR {32716) (1172} (secuencia de nucledtidos)
{SEQID NO: 106)

Promotor EF1a en italica
CGTIGAGGCTOCCGGIGUCCGICAGTGGGCAGAGUGCACATCGUCCACAGTCCCCG
AGAAGTTIGOGGGGAGGGGTCOGCAATTGAACCGGTGCCTAGAGAAGG TG GUGCG
GOGTAAACTOGCGAAAGTGATGTCGTGTACTGGCTOCGUCCTITITCCCGAGGGTGG
GOGAGAACCGTATATAAGTCCAGTAGTCGCCGTGAACCTTCTTITTCGCAACGGGT
TTGCCGCCAGAACACAGG TAAGTGOCGTGIGTIGGTTICCCGOGGGOCTGGOOTCTT
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TACGGGITATGGCCCTTGCGTGCCTTGAATTACTTCCACCTGGCTGCAGTACGTGA
TTCTTGATCCCGAGCTTCGGGTTGGAAGTGGGTGGGAGAGTTCGAGGCCTITGCGC
TTAAGGAGCCCCTTCGCCTCGTGCTTGAGTTGAGGCCTGGCCTGGGCGCTGGGG
CCGCCGCGTGCGAATCTGGTGGCACCTICGCGCCTGTCTCGCTGCTTTCGATAAG
TCTCTAGCCATTTAAAATTTTTGATGACCTGCTGCGACGCTTTTTTTCTGGCAAGATA
GICTTGTAAATGCGGGCCAAGATCTGCACACTGGTATTICGGTTTTITGGGGCCGCG
GGCGGCGACGGGGCCCGTGCGTCCCAGCGCACATGTTICGGCGAGGCGGGGCCT
GCGAGCGCGGCCACCGAGAATCGGACGGGGGTAGTCTCAAGCTGGCCGGCCTG
CTCTGGTGCCTGGCCTCGCGCCGCCGTGTATCGCCCCGCCCTGGGCGGCAAGGC
TGGCCCGGTCGGCACCAGITGCGTGAGCGGAAAGATGGCCGCTTCCCGGCCCTG
CTGCAGGGAGCTCAAAATGGAGGACGCGGCGCTCGGGAGAGCGGGCGGGTGAG
TCACCCACACAAAGGAAAAGGGCCTTTCCGTCCTCAGCCGTCGCTTCATGTGACTC
CACTGAGTACCGGGCGCCGTCCAGGCACCTCGATTAGTTCTCGIGCTITIGGAGT
ACGTCGTICTTTAGGTTGGGGGGAGGGGTITTTATGCGATGGAGTTTCCCCACACTG
AGTGGGTGGAGACTGAAGTTAGGCCAGCTTGGCACTTGATGTAATTCTCCTTGGAA
ITTTGCCCTTTTTGAGTTTGGATCTTGGTTCATTCTCAAGCCTCAGACAGTGGTTCAA
AGTTTTTTTCTTCCATTTCAGGTGTCGTGAGCTAGCTCTAGAGCCACCATGGCCC
TGCCTGTGACAGCCCTGCTGCTGCCTCTGGCTCTGCTGCTGCATGCCGCTAGA
CCCGGATCCGACATCGTGCTGACACAGAGCCCTGCTTCCCTGGCCGTGTCCCT
GGGACAGAGAGCCACAATCAGCTGCAGGGCCAGCGAGAGCGTGGACAACTA
CGGCAACACCTTCATGCACTGGTATCAGCAGAAGCCCGGCCAGCCCCCCAAG
CTGCTGATCTACAGAGCCAGCAACCTGGAAAGCGGCATCCCCGCCAGATTTT
CCGGCAGCGGCAGCAGAACCGACTTCACCCTGACCATCAACCCCGTGGAAGC
CGACGACGTGGCCACCTACTACTGCCAGCAGAGCAACGAGGACCCCCCCACA
TTTGGAGCCGGCACCAAGCTGGAACTGAAGGGCGGAGGCGGATCTGGCGGC
GGAGGATCTTCTGGGGGAGGCTCTCAGATTCAGCTGGTGCAGAGCGGCCCAG
AGCTGAAGAAACCCGGCGAGACAGTGAAGATCTCCTGCAAGGCCTCCGGCTA
CATCTTCACCAATTACGGCATGAACTGGGTCAAGCAGGCCCCTGGCAAGAGC
TTCAAGTGGATGGGCTGGATCAACACCTACACCGGCGAGAGCACCTACAGCG
CCGACTTCAAGGGCAGATTCGCCTTCAGCCTGGAAACCAGCGCCAGCACCGC
CTACCTGCACATCAACGACCTGAAGAACGAGGACACCGCCACCTATTTCTGC
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GCCAGAAGCGGCGGCTACGACCCCATGGATTATTGGGGCCAGGGCACCAGC
GTGACCGTGTCCTCTGCTAGCTCCGGAACCACGACGCCAGCGCCGCGACCAC
CAACACCGGCGCCCACCATCGCGTCGCAGCCCCTGTCCCTGCGCCCAGAGGC
GTGCCGGCCAGCGGCGGGGGGCGCAGTGCACACGAGGGGGCTGGACTTCGC
CTGTGATATCTACATCTGGGCGCCCTTGGCCGGGACTTGTGGGGTCCTTCTCC
TGTCACTGGTTATCACCCTTTACTGCAAACGGGGCAGAAAGAAACTCCTGTAT
ATATTCAAACAACCATTTATGAGACCAGTACAAACTACTCAAGAGGAAGATG
GCTGTAGCTGCCGATTTCCAGAAGAAGAAGAAGGAGGATGTGAACTGAGAG
TGAAGTTCAGCAGGAGCGCAGACGCCCCCGCGTACAAGCAGGGCCAGAACC
AGCTCTATAACGAGCTCAATCTAGGACGAAGAGAGGAGTACGATGTTTTGGA
CAAGAGACGTGGCCGGGACCCTGAGATGGGGGGAAAGCCGAGAAGGAAGAA
CCCTCAGGAAGGCCTGTACAATGAACTGCAGAAAGATAAGATGGCGGAGGC
CTACAGTGAGATTGGGATGAAAGGCGAGCGCCGGAGGGGCAAGGGGCACGA
TGGCCTTTACCAGGGTCTCAGTACAGCCACCAAGGACACCTACGACGCCCTT
CACATGCAGGCCCTGCCCCCTCGC

CD123 CAR 1172 (secuencia de amincacidos) (SEQ ID NO: 107)
MALPVTALLLPLALLLHAARPGSDIVLTQSPASLAVSLGORATISCRASESVDNY
GNTFMHWY QOKPGOPPKLLIYRASNLESGIPARFSGSGSRTDFILTINPVEADDY
ATYYCQQSNEDPPTFGAGTKLELKGGGGSGGGGSSGGGSQIQLVQSGPELKKPG
ETVEISCEASGY IFITNYOMNWVEKQAPGESFEKWMGWINTYTGESTYSADFKGREF
AFSLETSASTAYLHINDLENEDTATYFCARSGGYDPMDY WGOQGTSVTVSS5A55G
TTTPAPRPPTPAPTIASQOPLSLEPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTC
GVLLLSLVITLY CKRGREKELLYIFKQPFMREPVOTTOQEEDGCSCRFPEEEEGGCEL
RVKFSRSADAPAYKQGONQLYNELNLGRREEYDVLDKRREGRDPEMGGKPRRE
NPOEGLYNELOKDEMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLY QGLSTATEDTY DAL
HMOQALPPR

CDM23 CAR 1172 (secuencia de nucledtidos) (SEQ 1D NO: 108)

ATGGCCCTGOCTOTOACAGCCCTOGCTOGUTGCCTCTGOGUTCTGCTGCTGCATGE
CGCTAGACCCGGATCCGACATCGTGCTGACACAGAGCCCTGCTTCCCTGGOC
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GTGTCCCTGGGACAGAGAGCCACAATCAGCTGCAGGGCCAGCGAGAGCGTG
GACAACTACGGCAACACCTTCATGCACTGGTATCAGCAGAAGCCCGGCCAGC
CCCCCAAGCTGCTGATCTACAGAGCCAGCAACCTGGAAAGCGGCATCCCCGC
CAGATTTTCCGGCAGCGGCAGCAGAACCGACTTCACCCTGACCATCAACCCC
GTGGAAGCCGACGACGTGGCCACCTACTACTGCCAGCAGAGCAACGAGGAC
CCCCCCACATTTGGAGCCGGCACCAAGCTGGAACTGAAGGGCGGAGGCGGA
TCTGGCGGCGGAGGATCTTCTGGGGGAGGCTCTCAGATTCAGCTGGTGCAGA
GCGGCCCAGAGCTGAAGAAACCCGGCGAGACAGTGAAGATCTCCTGCAAGG
CCTCCGGCTACATCTTCACCAATTACGGCATGAACTGGGTCAAGCAGGCCCC
TGGCAAGAGCTTCAAGTGGATGGGCTGGATCAACACCTACACCGGCGAGAGC
ACCTACAGCGCCGACTTCAAGGGCAGATTCGCCTTCAGCCTGGAAACCAGCG
CCAGCACCGCCTACCTGCACATCAACGACCTGAAGAACGAGGACACCGCCAC
CTATTTCTGCGCCAGAAGCGGCGGCTACGACCCCATGGATTATTGGGGCCAG
GGCACCAGCGTGACCGTGTCCTCTGCTAGCTCCGGAACCACGACGCCAGCGC
CGCGACCACCAACACCGGCGCCCACCATCGCGTCGCAGCCCCTGTCCCTGCG
CCCAGAGGCGTGCCGGCCAGCGGCGGGGGGCGCAGTGCACACGAGGGGGCT
GGACTTCGCCTGTGATATCTACATCTGGGCGCCCTTGGCCGGGACTTGTGGGG
TCCTTCTCCTGTCACTGGTTATCACCCTTTACTGCAAACGGGGCAGAAAGAAA
CTCCTGTATATATTCAAACAACCATTTATGAGACCAGTACAAACTACTCAAGA
GGAAGATGGCTGTAGCTGCCGATTTCCAGAAGAAGAAGAAGGAGGATGTGA
ACTGAGAGTGAAGTTCAGCAGGAGCGCAGACGCCCCCGCGTACAAGCAGGG
CCAGAACCAGCTCTATAACGAGCTCAATCTAGGACGAAGAGAGGAGTACGAT
GTITTTGGACAAGAGACGTGGCCGGGACCCTGAGATGGGGGGAAAGCCGAGA
AGGAAGAACCCTCAGGAAGGCCTGTACAATGAACTGCAGAAAGATAAGATG
GCGGAGGCCTACAGTGAGATTGGGATGAAAGGCGAGCGCCGGAGGGGCAAG
GGGCACGATGGCCTTTACCAGGGTCTCAGTACAGCCACCAAGGACACCTACG
ACGCCCTTCACATGCAGGCCCTGCCCCCTCGC

CD123 CAR 1173 (secuencia de aminoacidos) {SEQ 1D NO: 109)
MALPYVTALLLPLALLLHAARPGSDIVLTOQSPASLAVSLGOQRATISCRASESVDNY
GNTFMHWYOQOQKPGOPPELLTY RASNLESGIPARFSGSGSRTDFTLTINPVEA DDV
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ATYYCQQSNEDPPTFGAGTKLELKGGGGSGGGGSSGGGSQIQLVQSGPELKKPG
ETVKISCKASGYIFTNYGMNWVKQAPGK SFKWMGWINTYTGESTYSADFKGRF
AFSLETSASTAYLHINDLKNEDTATYFCARSGGYDPMDY WGQGTSVTVSSASSG
ESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQ
FNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNK
GLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWE
SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHY
TQKSLSLSLGKMDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCKRGRKKLLYIFKQPFMRP
VQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKFSRSADAPAYKQGQNQLYNELNLGRRE
EYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRR
GKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

D123 CAR 1173 (secuencia de nucledtidos) {SEQ 1D NO: 110)
ATGGCCCTGCCTGTGACAGCCCTOGCTGCTOCCTCTGOUTCTOCTGCTGCATGL
COCTAGACCOGOATCCGACATCOTGUTGACACAGAGCCCTOGCTTCCCTGOCT
GTGTCCCTGGOACAGAGAGCCACAATCAGCTGCAGOGGOCAGCGAGAGOGTG
GACAACTACGGCAACACCTTCATGCACTOGOTATCAGCAGAAGOCCOGGOCAGT
COCOCAAGCTGCTGATCTACAGAGUCAGCAACCTGGAAAGOGGOATCCCCGO
CAGATTTTCCGGCAGCGGCAGCAGAACCGACTTCACCCTOGACCATCAACCCC
GTOOAAGCCGACGACGTGGOCACCTACTACTGCCAGCAGAGCAACGAGGAC
COCCCCACATTTOOAGCCOOUACCAAGCTOGAACTOAAGOOCOGAGOGCOOA
TCTGOCOGOCOCAGUATCTTCTGOGUGOGAGGCTCTCAGATTCAGCTGGTGUAGA
GOGGCOCAGAGCTOGAAGAAACCOOOCOGAGACAGTOAAGATCTCCTUCAAGG
CCTCCGGUTACATCTTCACCAATTACGGCATGAACTGGGTCAAGCAGOCCCC
TOOCAAGAGUTTCAAGTGOATOOGUTOOATCAACACCTACACCGOOGAGAGT
ACCTACAGCGCCGACTTCAAGGGCAGATTCGCCTTCAGCCTGGAAACCAGCEG
CCAGCACCGCCTACCTGCACATCAACGACCTGAAGAACGAGGACACCGCCAC
CTATTTCTGCGCCAGAAGCGGUGGCTACCGACCCCATGOGATTATTGGGGCCAG
GOCACCAGCGTCGACCGTGTCCTCTGCT AGCTCCGUGAGAGAGCAAGTACGGCC
CTCCCTGCCCECCTTGCCCTOCCCCCGAGTTCCTGOUCGOACCCAGCGTGTTC
CTOTTCCCCCCCAAGCCCAAGGACACCCTGATGATCAGCCGUACCCCCOAGS
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TGACCTGTGTGGTGGTGGACGTGTCCCAGGAGGACCCCGAGGTCCAGTTCAA
CTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCACAACGCCAAGACCAAGCCCCGGGA
GGAGCAGTTCAATAGCACCTACCGGGTGGTGTCCGTGCTGACCGTGCTGCAC
CAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAATACAAGTGTAAGGTGTCCAACAAGGGC
CTGCCCAGCAGCATCGAGAAAACCATCAGCAAGGCCAAGGGCCAGCCTCGG
GAGCCCCAGGTGTACACCCTGCCCCCTAGCCAAGAGGAGATGACCAAGAACC
AGGTGTCCCTGACCTGCCTGGTGAAGGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGT
GGAGTGGGAGAGCAACGGCCAGCCCGAGAACAACTACAAGACCACCCCCCC
TGTGCTGGACAGCGACGGCAGCTTCTTCCTGTACAGCCGGCTGACCGTGGAC
AAGAGCCGGTGGCAGGAGGGCAACGTCTTTAGCTGCTCCGTGATGCACGAGG
CCCTGCACAACCACTACACCCAGAAGAGCCTGAGCCTGTCCCTGGGCAAGAT
GGATATCTACATCTGGGCGCCCTTGGCCGGGACTTGTGGGGTCCTTCTCCTGT
CACTGGTTATCACCCTTTACTGCAAACGGGGCAGAAAGAAACTCCTGTATAT
ATTCAAACAACCATTTATGAGACCAGTACAAACTACTCAAGAGGAAGATGGC
TGTAGCTGCCGATTTCCAGAAGAAGAAGAAGGAGGATGTGAACTGAGAGTG
AAGTTCAGCAGGAGCGCAGACGCCCCCGCGTACAAGCAGGGCCAGAACCAG
CTCTATAACGAGCTCAATCTAGGACGAAGAGAGGAGTACGATGTTTTGGACA
AGAGACGTGGCCGGGACCCTGAGATGGGGGGAAAGCCGAGAAGGAAGAACC
CTCAGGAAGGCCTGTACAATGAACTGCAGAAAGATAAGATGGCGGAGGCCT
ACAGTGAGATTGGGATGAAAGGCGAGCGCCGGAGGGGCAAGGGGCACGATG
GCCTTTACCAGGGTCTCAGTACAGCCACCAAGGACACCTACGACGCCCTTCA
CATGCAGGCCCTGCCCCCTCGC

CD123 CAR 1174 {secuencia de aminoacidos) {SEQ 1D HO: 111)
MALPVTALLLPLALLLHAARPGSQIQLVOQSGPELKEKPGETVEISCKASGYIFTNY
OMNWVEOAPGKSFEWMGWINTY TGESTYSADFKGRFAFSLETSASTAYLHIND
LENEDTATYFCARSGOGYDPMDY WGQOGTSVTVESGOGGSGUGOSSOGGGSDIVLT
QSPASLAVSLGORATISCRASESVDNYGNTFMHWY QOKPGOPPELLIYRASNLES
GIPARFSGSGSRTDFTLTINPVEADDVATYYCQOSNEDPFTFGAGTKLELKASSGT
TITPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCG
VLLLSLVITLYCKRGRKELLYIFKQPFMEPYVOTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELR
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VKFSRSADAPAYKQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNP
QEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHM

QALPPR

CD123 CAR 1174 (secuencia de nucledtidos) {SEQ 1D NO: 112)
ATGGCCCTGCCTOTOACAGCCCTGCTGCTGCCTCTGGCTCTGCTGCTGCATGC
COCTAGACCCGOATCCCAGATCCAGCTGGTGCAGTCTGGCCCCGAGCTGAAG
AAACCOGGUGAGACAGTOGAAGATCAGCTGCAAGOCCAGCGGCTACATOTTCA
CCAACTACGOUATGAACTGOGOTCAAGCAGGCCCCTOGCAAGAGCTTICAAGTG
GATGGGCTGOATCAACACCTACACCGGUGAGAGCACCTACAGCGCCGACTTC
AAGGGCAGATTCGCCTTCAGCCTGGAAACCAGCGCCAGCACCGOCTACCTGOE
ACATCAACGACCTGAAGAACGAGOACACCOGUCACCTACTTTTOUGCCAGAAG
CGGUGGCTACGACCCCATGGATTATTGGGGCCAGGGCACCAGCGTGACCGTG
TCTAGCGGAGGCGGAGGATCTGOOGGAGGGOGATCTTCTGGUGGOGGAAGT
GATATCGTGCTGACCCAGTCTCCTGCCAGCCTGGUCGTGTCTCTGGOACAGA
GAGCCACAATCAGCTGCCGGGCCTCTGAGAGOGTGGACAATTACGGCAACAC
CTTCATGCACTGOGTATCAGCAGAAGUCCOGGCCAGCCCCCCAAGCTGUTGATC
TACAGAGCCAGCAACCTGOAAAGCGGCATCOCCCGCCAGATTTTCCGGCAGCG
GCAGUCAGAACCGACTTCACCCTGACCATCAACCCCGTUGAAGUCCOACGACGT
GOCCACCTATTACTGCCAGCAGAGCAACGAGGACCCCCCTACCTTTGOAGCE
GOCACCAAGCTGOAACTGAAGGCTAGCTCCGGAACCACGACGCCAGCGCCG
COACCACCAACACCGGUGCCCACCATCGCGTCGCAGCCCCTGTCCCTGUGCT
CAGAGGUOTGCCGLOCAGCGGLOGGGGLGLGUAGTGUACACGAGGGGOCTGG
ACTTCOCCTOTGATATCTACATCTGGGCGCCCTTGOCCGGGACTTGTGUGGETC
CTTCTCCTOGTCACTGGTTATCACCCTTTACTGCAAACGOGGCAGAAAGAAACT
CCTGTATATATTCAAACAACCATTTATOAGACCAGTACAAACTACTCAAGAG
GAAGATGGCTOTAGCTOGOCGATTTCCAGAAGAAGAAGAAGGAGOATOTGAA
CTOGAGAGTOAAGTTCAGCAGGAGCGCAGACGCCCCCGUGTACAAGCAGOGC
CAGAACCAGCTCTATAACGAGCTCAATCTAGGACGAAGAGAGGAGTACGAT
GTTTTGOACAAGAGACGTOGCCGGOACCCTGAGATOGGLOGAAAGCCGAGA
AGOAAGAACCCTCAGGAAGGUCTOTACAATGAACTGUAGAAAGATAAGATG
GCGGAGGCCTACAGTGAGATTGGGATGAAAGGCGAGCGCCGGAGGGGCAAG
GGGCACGATGGCCTTTACCAGGGTCTCAGTACAGCCACCAAGGACACCTACG
ACGCCCTTCACATGCAGGCCCTGCCCCCTCGC
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CD123 CAR 1175 (secuencia de aminoacidos) {SEQ ID NO: 113)
MALPYVTALLLPLALLLHAARPGSQIQLVOSGPELKKPCGETVEKISCKASCGYIFTNY
GMMNWYRKOAPGRSFKWMGWINTY TGESTY SADFKGRFAFSLETSASTAYLHIND
LENEDTATYFCARSGGY DPMDY WGOQOGTSVTVSSGGOGSGGGOSSGGOSDIVLT
QSPASLAVILOGORATISCRASESVDNYGNTFMHWY QOKPGOPPELLIYVRASNLES
GIPARFSGSGSETDFTLTINEVEADDVATY YCQOSNEDPPTFOAGTKLELKASSGE
SKYGPPCPPCPAPEFLGGPSYFLFPPEPEDTLMISETPEVTCVVVDVSQEDPEVOF
NWYVDOGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEY KCKVSNKG
LPSSIEKTISKAKGOPREPOVY TLPPSQEEMTENOVSLTCLVEGFY PSDIAVEWES
NGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SELTVDRKSEWOQEGNVFSCSVMHEALHNHY
TOKSLSLSLGKMDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCKRGRKKLLYIFKQPFMRP
VOTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKFSRSADAPAYKQGONQLYNELNLGRRE
EYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELOKDKMAEAYSEIGMKGERRR
GRGHDGLY QGLSTATKDTYDALHMOQALPPR

CD123 CAR 1175 (secuencia de nucledtidos) (SEQ ID NO: 114)
ATGGCCCTGUCTGTGACAGCCCTGCTGCTGCCTCTGGCTCTGCTGCTGCATGO
COCTAGACCCGGATCCCAGATCCAGCTGGTGCAGTCTGGCCCCGAGCTGAAG
AAACCCGGOGAGACAGTGAAGATCAGCTGCAAGGCCAGCGGUTACATCTTCA
COAACTACGGCATGAACTOGGGTCAAGCAGGCCCCTOOGUAAGAGCTTCAAGTG
GATGGGCTGOATCAACACCTACACCGGCOGAGAGCACCTACAGCGCCGACTTC
AAGOGGCAGATTCGCCTTCAGUCTGOAAACCAGUGCCAGCACCGUCTACCTGE
ACATCAACGACCTGAAGAACGAGGACACCGCCACCTACTTTTGCGUCAGAAG
COGGCGGCTACGACCCCATOGOGATTATTGGGGCCAGGGCACCAGCGTGACCGTG
TCTAGCGGAGGOGUAGOATCTGGCGOAGGGGGATCTTCTGGCGGCGGAAGT
GATATCGTGCTGACCCAGTCTCCTGCCAGCCTGGCCGTGTCTCTGGGACAGA
GAGCCACAATCAGCTGCCGGGCCTCTGAGAGCGTGGACAATTACGGCAACAC
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CTTCATGCACTGGTATCAGCAGAAGCCCGGCCAGCCCCCCAAGCTGCTGATC
TACAGAGCCAGCAACCTGGAAAGCGGCATCCCCGCCAGATTTTCCGGCAGCG
GCAGCAGAACCGACTTCACCCTGACCATCAACCCCGTGGAAGCCGACGACGT
GGCCACCTATTACTGCCAGCAGAGCAACGAGGACCCCCCTACCTTTGGAGCC
GGCACCAAGCTGGAACTGAAGGCTAGCTCCGGAGAGAGCAAGTACGGCCCT
CCCTGCCCCCCTTGCCCTGCCCCCGAGTTCCTGGGCGGACCCAGCGTGTTCCT
GTITCCCCCCCAAGCCCAAGGACACCCTGATGATCAGCCGGACCCCCGAGGTG
ACCTGTGTGGTGGTGGACGTGTCCCAGGAGGACCCCGAGGTCCAGTTCAACT
GGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCACAACGCCAAGACCAAGCCCCGGGAGG
AGCAGTTCAATAGCACCTACCGGGTGGTGTCCGTGCTGACCGTGCTGCACCA
GGACTGGCTGAACGGCAAGGAATACAAGTGTAAGGTGTCCAACAAGGGCCT
GCCCAGCAGCATCGAGAAAACCATCAGCAAGGCCAAGGGCCAGCCTCGGGA
GCCCCAGGTGTACACCCTGCCCCCTAGCCAAGAGGAGATGACCAAGAACCAG
GTGTCCCTGACCTGCCTGGTGAAGGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGG
AGTGGGAGAGCAACGGCCAGCCCGAGAACAACTACAAGACCACCCCCCCTG
TGCTGGACAGCGACGGCAGCTTCTTCCTGTACAGCCGGCTGACCGTGGACAA
GAGCCGGTGGCAGGAGGGCAACGTCTTTAGCTGCTCCGTGATGCACGAGGCC
CTGCACAACCACTACACCCAGAAGAGCCTGAGCCTGTCCCTGGGCAAGATGG
ATATCTACATCTGGGCGCCCTTGGCCGGGACTTGTGGGGTCCTTCTCCTGTCA
CTGGTTATCACCCTTTACTGCAAACGGGGCAGAAAGAAACTCCTGTATATATT
CAAACAACCATTTATGAGACCAGTACAAACTACTCAAGAGGAAGATGGCTGT
AGCTGCCGATTTCCAGAAGAAGAAGAAGGAGGATGTGAACTGAGAGTGAAG
TTCAGCAGGAGCGCAGACGCCCCCGCGTACAAGCAGGGCCAGAACCAGCTCT
ATAACGAGCTCAATCTAGGACGAAGAGAGGAGTACGATGTTTTGGACAAGA
GACGTGGCCGGGACCCTGAGATGGGGGGAAAGCCGAGAAGGAAGAACCCTC
AGGAAGGCCTGTACAATGAACTGCAGAAAGATAAGATGGCGGAGGCCTACA
GTGAGATTGGGATGAAAGGCGAGCGCCGGAGGGGCAAGGGGCACGATGGCC
TTTACCAGGGTCTCAGTACAGCCACCAAGGACACCTACGACGCCCTTCACAT
GCAGGCCCTGCCCCCTCGC

CIM23 CAR 1176 (secuencia de aminoacidos) {SEQ ID NO: 115)

MALPVTALLLPLALLLHAARPGSDVQITQSPSYLAASPGETITINCRASKSISKDLA
WYQEKPGKTNKLLIYSGSTLQSGIPSRFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAMYYCQQ
HNKYPYTFGGGTKLEIKGGGGSGGGGSSGGGSQVQLQQPGAELVRPGASVKLSC
KASGYTFTSYWMNWVKQRPDQGLEWIGRIDPYDSETHYNQKFKDKAILTVDKS
SSTAYMQLSSLTSEDSAVYYCARGNWDDYWGQGTTLTVSSASSGTTTPAPRPPT
PAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVIT
LYCKRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKFSRSADA
PAYKQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNEL
QKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR
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CDI123 CAR 1176 {secuencia de nuceldtidos) (SEQ ID NO: 116)
ATGGCCCTGCCTOTOACAGOCCTGCTGCTGCCTCTGGCTCTGCTGCTGCACGT
COGCTAGACCCOOATCCOACGTOGCAGATCACACAGAGCCCTAGC TACCTGGCC
GOCAGCCCTGGUGAGACAATCACCATCAACTGCOGGGUCAGCAAGAGCATCA
GUAAGGACCTOGCCTOOTATCAGGAAAAGCCCGOUAAGACCAACAAGOTGO
TGATCTACAGCGOCAGCACCCTGCAGAGCGGCATCCCCAGUAGATTTTCCGG
CAGCGGCTCCOGCACCGACTTCACCUCTGACAATCAGCAGCCTGGAACCCGAG
GACTTCGUCATGTACTACTGUCAGCAGCACAACAAGTACCCCTACACCTTOG
GCGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAGGGUCGGAGGUCGLATCTGGCGGOGGAG
GAAGTTCTGGCGOAGGATCTCAGGTGCAGCTGCAGCAGUCAGGUGUTGAACT
COTGUGGCCTGGUGCTTCTGTGAAGCTGAGCTGTAAAGCCAGCGGCTACACC
TTTACCAGCTACTGGATGAACTGGGTCAAGCAGCGGCCCGACCAGGGUCTGG
AGTGOATCGGCAGAATCGACCCCTACGACAGCOAGACACACTACAACCAGA
AGTTCAAGGACAAGGCCATCCTGACCGTGGACAAGAGCAGCTCCACCGCCTA
CATGCAGCTOTCCAGCCTGACCAGUGAGGACAGCGUCGTOGTACTATTGCGCC
AGOGGGCAACTOGOOACGACTACTGGGGCCAGGOGCACAACCCTGACAGTGTCCT
CTGCTAGCTCCGGAACCACGACGCCAGCGOCGOGACCACCAACACCGGOGOC
CACCATOGCOTCOGCAGCCCCTGTCCCTOGOGUCCAGAGGUGTGCCGOGOCAGOG
GUGLGGOGGCGUAGTGCACACCGAGGLGGCTGOACTTCGUCTOGTGATATOTACA
TCTGOGCGCCCTTGGCOOGUACTTGTOOGGTCCTICTCOTGTCACTGGTTATC
ACCCTTTACTGUAAACGGGOCAGAAAGAAACTCCTGTATATATTCAAACAAC

CATTTATGAGACCAGTACAAACTACTCAAGAGGAAGATGGCTGTAGCTGCCG
ATTTCCAGAAGAAGAAGAAGGAGGATGTGAACTGAGAGTGAAGTTCAGCAG
GAGCGCAGACGCCCCCGCGTACAAGCAGGGCCAGAACCAGCTCTATAACGA
GCTCAATCTAGGACGAAGAGAGGAGTACGATGTTTTGGACAAGAGACGTGGC
CGGGACCCTGAGATGGGGGGAAAGCCGAGAAGGAAGAACCCTCAGGAAGGC
CTGTACAATGAACTGCAGAAAGATAAGATGGCGGAGGCCTACAGTGAGATTG
GGATGAAAGGCGAGCGCCGGAGGGGCAAGGGGCACGATGGCCTTTACCAGG
GTCTCAGTACAGCCACCAAGGACACCTACGACGCCCTTCACATGCAGGCCCT
GCCCCCTCGC
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CD123 CAR 1177(secuencia de aminoacidos) (SEQ ID NO: 117)
MALPVTALLLPLALLLHAARPGSDVQITQSPSYLAASPGETITINCRASKSISKDLA
WYQEKPGKTNKLLIYSGSTLOSGIPSRFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAMY YCQQ
HNKYPYTFGGGTK LEIKGGGGSGGGGSSGGGSQVOLQQPGAELVRPGASVKLSC
KASGYTFTSYWMNWVKQRPDOGLEWIGRIDPYDSETHYNQKFKDKAILTVDKS
SSTAYMOQLSSLTSEDSAVYYCARGNWDDYWGQGTTLTVSSASSGESKYGPPCPP
CPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCK VSNKGLPSSIEKTIS
KAKGQPREPQVY TLPPSQEEMTKNQVSLTCLVEGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSL
GKMDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCKRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDG
CSCRFPEEEEGGCELRVKFSRSADAPAYKQGONQLYNELNLGRREEYDVLDKRR
GRDPEMGGKPRRENPQEGLYNELOKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQ
GLSTATKDTYDALHMQALPPR

CDI123 CAR 1177 {secuencia de nucledtidos) (SEQ 1D NO: 118)
ATGGCCCTGCCTGTGACAGCCCTGCTGCTGCCTCTGGCTCTGCTGCTGCACGT
COOTAGACCCGOATOCOACGTGCAGATCACACAGAGUCCTAGCTACCTGGCC
GOCAGCCCTOGCCACACAATCACCATCAACTGCCGOOOCAGCAAGAGCATCA
GUAAGGACCTOOCCTGOGTATCAGGAAAAGUCOGGUAAGACCAACAAGCTGO
TGATCTACAGCGGCAGCACCCTGCAGAGUGOUATCCCCAGUAGATTITCCGG

76



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 814962 T3

CAGCGGCTCCGGCACCGACTTCACCCTGACAATCAGCAGCCTGGAACCCGAG
GACTTCGCCATGTACTACTGCCAGCAGCACAACAAGTACCCCTACACCTITCG
GCGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAGGGCGGAGGCGGATCTGGCGGCGGAG
GAAGTTCTGGCGGAGGATCTCAGGTGCAGCT GCAGCAGCCAGGCGCTGAACT
CGTGCGGCCTGGCGCTTCTGTGAAGCTGAGCTGTAAAGCCAGCGGCTACACC
TTTACCAGCTACTGGATGAACTGGGTCAAGCAGCGGCCCGACCAGGGCCTGG
AGTGGATCGGCAGAATCGACCCCTACGACAGCGAGACACACTACAACCAGA
AGTTCAAGGACAAGGCCATCCTGACCGTGGACAAGAGCAGCTCCACCGCCTA
CATGCAGCTGTCCAGCCTGACCAGCGAGGACAGCGCCGTGTACTATTGCGCC
AGGGGCAACTGGGACGACTACTGGGGCCAGGGCACAACCCTGACAGTGTCCT
CTGCTAGCTCCGGAGAGAGCAAGTACGGCCCTCCCTGCCCCCCTTGCCCTGCC
CCCGAGTTCCTGGGCGGACCCAGCGTGTTCCTGTTCCCCCCCAAGCCCAAGG
ACACCCTGATGATCAGCCGGACCCCCGAGGTGACCTGTGTGGTGGTGGACGT
GTCCCAGGAGGACCCCGAGGTCCAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAG
GTGCACAACGCCAAGACCAAGCCCCGGGAGGAGCAGTTCAATAGCACCTAC
CGGGTGGTGTCCGTGCTGACCGTGCTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGG
AATACAAGTGTAAGGTGTCCAACAAGGGCCTGCCCAGCAGCATCGAGAAAA
CCATCAGCAAGGCCAAGGGCCAGCCTCGGGAGCCCCAGGTGTACACCCTGCC
CCCTAGCCAAGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTGTCCCTGACCTGCCTGGTG
AAGGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAACGGCCAG
CCCGAGAACAACTACAAGACCACCCCCCCTGTGCTGGACAGCGACGGCAGCT
TCTTCCTGTACAGCCGGCTGACCGTGGACAAGAGCCGGTGGCAGGAGGGCAA
CGTCTTITAGCTGCTCCGTGATGCACGAGGCCCTGCACAACCACTACACCCAG
AAGAGCCTGAGCCTGTCCCTGGGCAAGATGGATATCTACATCTGGGCGCCCT
TGGCCGGGACTTGTGGGGTCCTTCTCCTGTCACTGGTTATCACCCTTTACTGC
AAACGGGGCAGAAAGAAACTCCTGTATATATTCAAACAACCATTTATGAGAC
CAGTACAAACTACTCAAGAGGAAGATGGCTGTAGCTGCCGATTTCCAGAAGA
AGAAGAAGGAGGATGTGAACTGAGAGTGAAGTTCAGCAGGAGCGCAGACGC
CCCCGCGTACAAGCAGGGCCAGAACCAGCTCTATAACGAGCTCAATCTAGGA
CGAAGAGAGGAGTACGATGTTTTGGACAAGAGACGTGGCCGGGACCCTGAG
ATGGGGGGAAAGCCGAGAAGGAAGAACCCTCAGGAAGGCCTGTACAATGAA

CTGCAGAAAGATAAGATGGCGGAGGCCTACAGTGAGATTGGGATGAAAGGC
GAGCGCCGGAGGGGCAAGGGGCACGATGGCCTTTACCAGGGTCTCAGTACA
GCCACCAAGGACACCTACGACGCCCTTCACATGCAGGCCCTGCCCCCTCGC
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D123 CAR 1178 (secuencia de aminoacidos) (SEQ ID NO: 119)
MALPYVTALLLPLALLLHAARPGSOQVOQLOQPGAELYVRPGASYVELSCKASGYTETS
YWMNWYROQRPDOGLEWIGRIDPY DSETHYNOEFKDEAILTVDRSSSTAYMOLS
SLTSEDSAVYYCARGNWDDYWGQGTTLTVSSGGGGSGGGGSSGGGSDVQITOS
PSYLAASPGETITINCRASKSISKEDLAWY QEKPGKTNELLIYSGSTLOSGIPSRESG
SGSGTDFTLTISSLEPEDFAMY YCQOHNKY PY TFGGGTRLEIKASSGTTTPAPRPP
TPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLV]
TLYCKRGREKLLYIFKOQPFMRPVOTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVEFSREAD
APAYKOQGONQLYNELNLGREEEYDVLDKERGRDPEMGGKPREENPQEGLY NE
LOKDEMAEAYSEIGMKGERRRGEGHDGLY QGLSTATKDTYDALHMOQALPPR

CD123 CAR 1178 {secuencia de nuceldtidos) (SEQ 1D NO: 120)
ATGGCCCTGCOTOTGACAGCCCTGOCTGCTGOCTCTGOCTCTGC TGO TGCACG
COCTAGACCTOOATCCCAGCTGCAGCTOUAGCAGCCTGOCGCTOAACTCGTG
COGCCAGOUCGUTTCTOTGAAGCTOAGCTGTAAAGCCAGUGGUTACACCTTCA
CCAGCTACTGOATGAACTOGOOTCAAGCAGCOGCCCGACCAGGOUCTOGAGTG
GATCOGUCAGAATCOGACCOCTACGACAGCOAGACACACTACAACCAGAAGTTC
AAGOACAAGGCCATCCTGACCOGTGOACAAGAGCAGCAGCACCGCCTACATG
CAGCTGTCCAGCCTOACCAGCGAGGACAGCGCOCGTOGTACTACTGCOCCAGGG
GUAACTOGOGACGACTATTOGGGGCCAGGGCACCACCCTGACAGTGTCTAGCGG
AGOCOGOAGCATCTOGCGOCOGOAGOGAAGTTCTGGCOOGAGGUCTCCOACGTGOA
GATCACCCAGAGCCCTAGCTACCTGOUCGCCTCTCCTGGUGAGACAATCACT
ATCAACTGCCGGGCCAGCAAGAGCATCTCCAAGGACCTGGCCTGOTATCAGG
AAANGCCCOOCAAGACCAACAAGCTGCTOGATCTACAGCGGCAGCACCCTGC
AGAGOGGUATCCCCAGCAGATTTTCCGGCAGCGGUTCCGGUACCGACTTCAC
CCTOGACCATCAGCTCCCTOOAACCCOAGGACTTTGCCATGTACTATTGCCAGC
AGUACAACAACTACCCTTACACCTTCGGOGOGAGGUACCAAGCTGGAAATCAA
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GGCCAGCTCCGGAACCACGACGCCAGCGCCGCGACCACCAACACCGGLCGCC
CACCATCGCGTCGCAGCCCCTGTCCCTGCGCCCAGAGGCGTGCCGGCCAGCG
GCGGGGGGCGCAGTGCACACGAGGGGGCTGGACTTCGCCTGTGATATCTACA
TCTGGGCGCCCTTGGCCGGGACTTGTGGGGTCCTTCTCCTGTCACTGGTTATC
ACCCTTTACTGCAAACGGGGCAGAAAGAAACTCCTGTATATATTCAAACAAC
CATTTATGAGACCAGTACAAACTACTCAAGAGGAAGATGGCTGTAGCTGCCG
ATTTCCAGAAGAAGAAGAAGGAGGATGTGAACTGAGAGTGAAGTTCAGCAG
GAGCGCAGACGCCCCCGCGTACAAGCAGGGCCAGAACCAGCTCTATAACGA
GCTCAATCTAGGACGAAGAGAGGAGTACGATGTTTTGGACAAGAGACGTGGC
CGGGACCCTGAGATGGGGGGAAAGCCGAGAAGGAAGAACCCTCAGGAAGGC
CTGTACAATGAACTGCAGAAAGATAAGATGGCGGAGGCCTACAGTGAGATTG
GGATGAAAGGCGAGCGCCGGAGGGGCAAGGGGCACGATGGCCTTTACCAGG

GTCTCAGTACAGCCACCAAGGACACCTACGACGCCCTTCACATGCAGGCCCT
GCCCCCTCGC

CD123 CAR 117% (secuencia de amincacidos) (SEQ 1D NO: 121)
MALPVTALLLPLALLLHAARPGSOVOQLOOQPGAELVRPGASVELSCKASGYTFTS
YWMNWVEKORPDOGLEWIGRIDPY DSETHYNOKFEKDEAILTVDESSSTAYMOLS
SLTSEDSAVYYCARGNWDDY WGOQGTTLTVSSGOGGGSGGOGESGGESDVOITOS
PSY LAASPGETITINCRASKSISKDLAWY QEKPGEKTNELLIYSGSTLOSGIPSRFSG
SGSGTDFTLTISSLEPEDFAMY Y COQOHNEYPY TFGGGTELEIKASSGESKY GPPCP
PCPAPEFLGGPSVFLFPPEPEDTLMISETPEVTCVVVDVSQEDPEVQFRWY VDGY
EVHNAKTKPREEQFNSTY RVVSVLTVLHODWLNGKEY KCKYSNEKGLPSSIEKTI
SEAKGOPREPOVYTLPPSQEEMTENOQVSLTCLVYEGFYPSDIAVEWESNGOPENN
YRTTPPVLDSDGSFFLY SRLTVDRESRWOEGNVFSCSVMHEALHNHY TOQRSLSLS
LGEMDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCKRGRKELLYTFKQPFMRPVQTTQEED
GCSCRFPEEEEGGCELRVEFSRSADAPAYROQGONQLYNELNLGRREEYDVLDKR
RGRDPEMGGKPRRENPOEGLYNELOQKDEMAEAYSEIGMEGERRRGEGHDGLY
QGLSTATEDTYDALHMOQALPPR

CD123 CAR 1179 (secuencia de nucledtidos) (SEQ 1D NO: 91)
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ATGGCCCTGCCTGTGACAGCCCTGCTGCTGCCTCTGGCTCTGCTGCTGCACGC
CGCTAGACCTGGATCCCAGGTGCAGCTGCAGCAGCCTGGCGCTGAACTCGTG
CGGCCAGGCGCTTCTGTGAAGCTGAGCTGTAAAGCCAGCGGCTACACCTTCA
CCAGCTACTGGATGAACTGGGTCAAGCAGCGGCCCGACCAGGGCCTGGAGTG
GATCGGCAGAATCGACCCCTACGACAGCGAGACACACTACAACCAGAAGTTC
AAGGACAAGGCCATCCTGACCGTGGACAAGAGCAGCAGCACCGCCTACATG
CAGCTGTCCAGCCTGACCAGCGAGGACAGCGCCGTGTACTACTGCGCCAGGG
GCAACTGGGACGACTATTGGGGCCAGGGCACCACCCTGACAGTGTCTAGCGG
AGGCGGAGGATCTGGCGGCGGAGGAAGTTCTGGCGGAGGCTCCGACGTGCA
GATCACCCAGAGCCCTAGCTACCTGGCCGCCTCTCCTGGCGAGACAATCACC
ATCAACTGCCGGGCCAGCAAGAGCATCTCCAAGGACCTGGCCTGGTATCAGG
AAAAGCCCGGCAAGACCAACAAGCTGCTGATCTACAGCGGCAGCACCCTGC
AGAGCGGCATCCCCAGCAGATTTTCCGGCAGCGGCTCCGGCACCGACTTCAC
CCTGACCATCAGCTCCCTGGAACCCGAGGACTTTGCCATGTACTATTGCCAGC
AGCACAACAAGTACCCTTACACCTTCGGCGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAA
GGCCAGCTCCGGAGAGAGCAAGTACGGCCCTCCCTGCCCCCCTTGCCCTGLCC
CCCGAGTTCCTGGGCGGACCCAGCGTGTTCCTGTTCCCCCCCAAGCCCAAGG
ACACCCTGATGATCAGCCGGACCCCCGAGGTGACCTGTGTGGTGGTGGACGT
GTCCCAGGAGGACCCCGAGGTCCAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAG
GTGCACAACGCCAAGACCAAGCCCCGGGAGGAGCAGTTCAATAGCACCTAC
CGGGTGGTGTCCGTGCTGACCGTGCTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGG
AATACAAGTGTAAGGTGTCCAACAAGGGCCTGCCCAGCAGCATCGAGAAAA
CCATCAGCAAGGCCAAGGGCCAGCCTCGGGAGCCCCAGGTGTACACCCTGCC
CCCTAGCCAAGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTGTCCCTGACCTGCCTGGTG
AAGGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAACGGCCAG
CCCGAGAACAACTACAAGACCACCCCCCCTGTGCTGGACAGCGACGGCAGCT
TCTTCCTGTACAGCCGGCTGACCGTGGACAAGAGCCGGTGGCAGGAGGGCAA
CGTCTTTAGCTGCTCCGTGATGCACGAGGCCCTGCACAACCACTACACCCAG
AAGAGCCTGAGCCTGTCCCTGGGCAAGATGGATATCTACATCTGGGCGCCCT
TGGCCGGGACTTGTGGGGTCCTTCTCCTGTCACTGGTTATCACCCTTTACTGC
AAACGGGGCAGAAAGAAACTCCTGTATATATTCAAACAACCATTTATGAGAC

CAGTACAAACTACTCAAGAGGAAGATGGCTGTAGCTGCCGATTTCCAGAAGA
AGAAGAAGGAGGATGTGAACTGAGAGTGAAGTTCAGCAGGAGCGCAGACGC
CCCCGCGTACAAGCAGGGCCAGAACCAGCTCTATAACGAGCTCAATCTAGGA
CGAAGAGAGGAGTACGATGTTTTGGACAAGAGACGTGGCCGGGACCCTGAG
ATGGGGGGAAAGCCGAGAAGGAAGAACCCTCAGGAAGGCCTGTACAATGAA
CTGCAGAAAGATAAGATGGCGGAGGCCTACAGTGAGATTGGGATGAAAGGC
GAGCGCCGGAGGGGCAAGGGGCACGATGGCCTTTACCAGGGTCTCAGTACA
GCCACCAAGGACACCTACGACGCCCTTCACATGCAGGCCCTGCCCCCTCGC
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Ejemplo 4: Designaciones de CDR previstas para el CD123CAR

Las designaciones de CDR predichas para el CD123 CAR de SEQ ID NO: 1, comentadas en el Ejemplo 3, bajo Kabat
son las siguientes:

VH:
QIQLVQSGPELKKPGETVKISCKASGYIFTNYGMNWVKQAPGKSFKWMGWINT
YTGESTYSADFKGRFAFSLETSASTAYLHINDLKNEDTATYFCARSGGYDPMDY
WGQGTSVTVSS (SEQ ID NO: 15);

en donde CDR1 es NYGMN (SEQ ID NO: 16), CDR2 es WINTYTGESTYSADFKG (SEQ ID NO: 17), y CDR3 es
SGGYDPMDY (SEQ ID NO: 18).

VL:
DIVLTQSPASLAVSLGQRATISCRASESVDNYGNTFMHWYQQKPGQPPKLLIYRA
SNLESGIPARFSGSGSRTDFTLTINPVEADDVATYYCQQSNEDPPTFGAGTKLELK
(SEQ ID NO: 19);

en donde CDR1 es RASESVDNYGNTFMH (SEQ ID NO: 20), CDR2 es RASNLES (SEQ ID NO: 21), y CDR3 es
QQSNEDPPT (SEQ ID NO: 22).

Las designaciones de CDR predichas para el CD123 CAR bajo Chothia son las siguientes:
VH:

QIQLVQSGPELKKPGETVKISCKASGYIFTNYGMNWVKQAPGKSFKWMGWINT
YTGESTYSADFKGRFAFSLETSASTAYLHINDLKNEDTATYFCARSGGYDPMDY
WGQGTSVTVSS (SEQ ID NO: 15);

en donde CDR1 es GYIFTNY (SEQ ID NO: 24), CDR2 es NTYTGE (SEQ ID NO: 25), y CDR3 es SGGYDPMDY (SEQ
ID NO: 26).

VL:

DIVLTQSPASLAVSLGQRATISCRASESVDNYGNTFMHWY QQKPGQPPKLLIYRA
SNLESGIPARFSGSGSRTDFTLTINPVEADDVATYYCQQSNEDPPTFGAGTKLELK
(SEQ ID NO: 19);

en donde CDR1 es SESVDNYGNTF (SEQ ID NO: 28), CDR2 es RAS (SEQ ID NO: 29), y CDR3 es SNEDPP (SEQ
ID NO: 30).

Las designaciones de CDR predichas para el CD123 CAR de SEQ ID NO: 100, descritas en el Ejemmplo3 bajo Kabat
son las siguientes:

VH CDR1 es SYWMN (SEQ ID NO:84), CDR2 es RIDPYDSETHYNQKFKD (SEQ ID NO:85), y CDR3 es GNWDDY

(SEQ ID NO:86).
VL CDR1 es RASKSISKDLA (SEQ ID NO:87, CDR2 es SGSTLQS (SEQ ID NO:88) y CDR3 es QQHNKYPYT (SEQ

ID NO:89).
Ejemplo 5: Humanizacion del anticuerpo anti-CD123 murino

La humanizacién de anticuerpo CD123 murino puede ser deseable para el entorno clinico, en que los residuos
especificos para ratéon pueden inducir una respuesta del antigeno anti-ratén humano. (HAMA) en pacientes que
reciben tratamiento con células T transducidas con la construccion de CAR murino. La humanizacion se logré mediante
injertando regiones CDR del anticuerpo CD123 murino de SEQ ID NO: 2 en marcos aceptores de la linea germinal
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humana VH1_1-03 o0 VH7_7-4.1, asi como VK3_L6 o0 VK4_B3 (base de datos vBASE). Ademas de las regiones CDR,
varios residuos de marco, es decir, VK3 n? 68, n® 83, VK4 n? 4, n® 68, VH1 n® 2, n? 71 y VH7 n° 2, que se cree que
apoyan la integridad estructural de las regiones CDR se conservaron de la secuencia murina. Ademas, los elementos
J humanos JH6 y JK2 se utilizaron para la cadena pesada y ligera, respectivamente. Las secuencias de aminoacidos
resultantes del anticuerpo humanizado se designaron VK3_L6/Hz1 (SEQ ID NO:31) y VK4_B3/Hz1 (SEQ ID NO:32)
para las cadenas ligeras y VH1_1-03/Hz1 (SEQ ID NO:33) y VH7_4.1/Hz1 (SEQ ID NO:34) para las cadenas pesadas
y se muestran en las Figuras 26 y 27. La numeracion de los residuos sigue a Kabat (Kabat E.A. et al, 1991, supra).
Para las definiciones de CDR, se utilizaron tanto Kabat como Chothia et al, 1987 supra). Los residuos de estructura
conservados de CD 123 de ratdén se muestran sombreados. Los residuos de CDR estan subrayados. El motivo PTM
en el marco VH7_7-4.1 en la posicion 82a/82b (en recuadro, la secuencia marco original era CS) se muté a NA en la
construccion final.

En base a las secuencias de laa cadenaa ligera y pesada humanizadas como se muestra en las Figuras 26 y 27, se
utilizé un total de 8 combinaciones de marco para generar scFv solubles para una validacion adicional. Se vario6 el
orden en el que aparecen los dominios VL y VH en el scFv (es decir, orientacién VL-VH o VH-VL), y cuatro copias de
la subunidad "G4S" (SEQ ID NO: 35), en las que cada una de las subunidades comprende la secuencia GGGGS (SEQ
ID NO: 35) que se utilizé para conectar los marcos.

Clonacion:

Se obtuvieron secuencias de ADN que codifican dominios VL y VH de raton y humanizados, y se optimizaron los
codones para las construcciones para la expresion en células humanas.

Las secuencias que codifican los dominios VL y VH se subclonaron en vectores de expresién adecuados para la
secrecion en células de mamifero. Los elementos del vector de expresion incluyen un promotor (potenciador-promotor
de citomegalovirus (CMV)), una secuencia sefal para facilitar la secrecién, una sefal de poliadenilacién y un
terminador de la transcripcion (gen de la Hormona de Crecimiento Bovina (BGH)), un elemento que permite la
replicacién episomal y la replicacién en procariotas (p. €j., origen SV40 y Co1E1 u otros conocidos en la técnica) y
elementos para permitir la seleccién (gen de resistencia a ampicilina y marcador de zeocina).

Tabla 1.
Nombre SEQ |Secuencia
ID NO:
CAR 1
dominio scFv de |36
CAR1 Divltgspdslavslgeratincrasesvdnygntfmhwyqqkpgqppklliyrasnlesg

vpdrfsgsgsrtdftitisslqacdvavyycqqgsnedpptfgqgtkleikggggsggggsgg
ggsggggsqiqlvgsgselkkpgasvkvsckasgyiftnygmnwvrqapgqglewmg
wintytgestysadfkgrfvfsldtsvstaylqinalkaedtavyycarsggydpmdywgq

gttvtvss

dominio scFv de |37
CAR1 nt gacatcgtgetgacccaatccceggacagectcgeagtetcactcggagaacgegecactat

caattgtagggcgtcggagtcegtggacaattacggaaacaccttcatgeactggtaccaaca
aaaacctggtcagecacctaagetgetgatctaccgegectegaatetggaatcaggagtgee
ggacagattctcggggtecggeteceggacggatttcactttgaccatetegteacttcaaget

gaggacgtegeggtgtactactgecageagagceaacgaagatecaccecacgttcggacaag
gcaccaagctggagattaaaggaggcggaggcteccggtggaggaggatcgggaggaggoc
ggctecggeggaggtggatcgeagattcagetggtgcagtegggttcagaattgaagaaace
aggagcctcggtgaaggtcagetgcaaggeatcagggtacatcttcactaactacggeatga

actgggtgcgecaggetecgggacaggggctggagtggatggoatggatcaacacttacac
cggggagtcaacttactcggetgactttaagggccggtttgtgttctcecctcgacactagegtga
gcaccgcctatcttcaaatcaacgecctcaaggeggaagataccgecgtctactactgegeaa
gatccggtgggtacgatccgatggattattggggacagggaaccactgtcaccgtgageage

scFv Soluble de |38
CAR1 - nt
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Nombre SEQ
ID NO:

CAR 1

scFv Soluble de |39
CART1 - aa

CAR1- 40
Completo-nt
lentivirus

CART1- 41
Completo-aa

ES 2 814962 T3

Secuencia

atggcccteectgtcaccgecctgetgetteccgetggetettetgetccacgeegeteggeeeg
acatcgtgctgacccaatccccggacagectcgeagtetcactcggagaacgegcecactate
aattgtaggocgtcggagtccgtggacaattacggaaacaccttcatgcactggtaccaacaa
aaacctggtcagccacctaagetgetgatctaccgegectegaatctggaatcaggagtgccg
gacagattctcggggtceggeteccggacggatttcactttgaccatetegtcacttcaagetga
ggacgtegeggtgtactactgeccageagageaacgaagatccacccacgticggacaagge
accaagctggagattaaaggaggcggaggctceggtggaggaggatcgggaggaggcgg
ctccggeggaggtggatcgcagattcagetggtgcagtcgggttcagaattgaagaaaccag
gagccteggtgaaggtcagetgcaaggeatcagggtacatcttcactaactacggeatgaact
gggtgcgecaggetecgggacaggggctggagtggatgooatggatcaacacttacaceg
gggagtcaacttactcggcetgactttaagggccggtttgtgtictccctcgacactagegtgage
accgcctatcttcaaatcaacgecctcaaggeggaagataccgecgtctactactgegeaaga
tceggtgggtacgatccgatggattattggggacagggaaccactgtcaccgtgageagegg
ctcgeaccaccatcaccatcatcatcaccac

malpvtalllplalllhaarpdivitqspdslavslgeratincrasesvdnygntfmhwyqq
kpggppklliyrasnlesgvpdrfsgsgsrtdftltisslqacdvavyycqgsnedpptfeqg
tkleikggggsgeogsgooosoooosqiqlvgsgselkkpgasvkvsckasgyiftnyg
mnwvrqapgqglewmgwintytgestysadfkgrfvisldtsvstaylginalkacdtav
yycarsggydpmdywgqgttvtvssgshhhhhhhhh

atggcccteectgtcaccgecctgetgetteccgetggetettetgetccacgeegeteggeeeg
acatcgtgctgacccaatccccggacagectegeagtctcactcggagaacgegcecactate

aattgtagggocgtcggagtccgtggacaattacggaaacaccttcatgcactggtaccaacaa
aaacctggtcagccacctaagetgetgatctaccgegectecgaatetggaatcaggagtgecg
gacagattctcggggtceggeteccggacggatttcactttgaccatctegtcacttcaagetga
ggacgtegeggtgtactactgeccageagageaacgaagatccacccacgtticggacaagge
accaagctggagattaaaggaggeggaggetecggtggaggaggatcgggaggaggcgs
ctccggeggaggtggatcgcagattcagetggtgcagtcgggttcagaattgaagaaaccag
gagccteggtgaaggtcagetgeaaggceatcagggtacatettcactaactacggeatgaact
gggtgcgecaggeteccgggacaggggctggagtggatgggatggatcaacacttacaceg

gggagtcaacttactcggcetgactttaagggccggtttgtgtictccctcgacactagegtgage
accgcctatcttcaaatcaacgcecctcaaggeggaagataccgecgtctactactgegeaaga
tceggtgggtacgatccgatggattattggggacagggaaccactgtcaccgtgageageac
cactaccccageaccgaggecacccaccceggetectaccatcgecteccagectetgtece

tgcgtecggaggcatgtagaccecgeagetggtggggccgtgeataceceggggtettgactte
gcctgegatatctacatttgggccectetggetggtacttgeggggtectgetgctttcactegtg
atcactctttactgtaagcgeggtcggaagaagcetgctgtacatctttaagcaacccttcatgag
gectgtgcagactactcaagaggaggacggetgticatgecggttcccagaggaggaggaa
ggcggetgegaactgegegtgaaatticagecgeagegeagatgetccagectacaageagg
ggcagaaccagctctacaacgaactcaatcttggtcggagagaggagtacgacgtgetggac
aagcggagaggacgggacccagaaatgggegggaagecgegeagaaagaatccecaag
agggcctgtacaacgagctccaaaaggataagatggcagaagectatagegagattggtatg
aaaggggaacgcagaagaggcaaaggccacgacggactgtaccagggactcagcaccege
caccaaggacacctatgacgctcttcacatgecaggecctgecgectegg
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Nombre SEQ
ID NO:

CAR 1

CAR 2

dominio scFv de |42
CAR2

dominio scFv de |43
CAR2 - nt

CAR2 - scFv |44
Soluble - nt

ES 2 814962 T3

Secuencia

Malpvtalllplalllhaarpdivitqspdslavslgeratincrasesvdnygntfmhwyq
gkpgappklliyrasnlesgvpdrfsgsgsrtdftitisslqacdvavyycqgsnedpptfg
qgtkleikggggsgeggsgeggsgoegsqiqlvgsgselkkpgasvkvsckasgyiftny
gmnwvrqapgqglewmgwintytgestysadfkgrfvfsldtsvstaylqinalkaedt
avyycarsggydpmdywgqgttvtvsstttpaprpptpaptiasqplslrpeacrpaagga
vhtrgldfacdiyiwaplagtcgvllislvitlyckrgrkkllyifkqpfmrpvqttqeedges
cripeeceggceelrvkfsrsadapaykqgqnqglynelnlgrreeydvldkrrgrdpemgg
kprrknpgeglynelgkdkmacayseigmkgerrrgkghdglyqglstatkdtydalhm
qalppr

divltgspdslavslgeratincrasesvdnygntfmhwyqgkpgqppklliyrasnlesgv
pdrfsgsgsrtdftltisslqaedvavyycqqsnedpptfgqgtkleikggggsggggsggg
gsgeegsqiqlvgsgaevkkpgasvkvsckasgyiftnygmnwvrgapgqrlewmg
wintytgestysadfkgrvtitldtsastaymelsslrsedtavyycarsggydpmdywgq
gttvtvss

gatattgtcctcactcaatcgecggactcactggeggtgteccteggagagagggegacgate
aattgccgggcttccgaatecgtegataactacggaaacacctttatgecactggtaccaacaga
agccaggacagccaccaaagcetgttgatctaccgegettcaaaccttgagtcgggtgtgcceg
gaccgcttcageggeageggttccagaaccgactttaccctcaccatcagetegetgeagge
cgaagatgtcgecgtctattactgccaacagagcaacgaagatccgectactttcggacaggg
gactaaactggaaatcaagggeggaggaggetegggtggaggaggatcgggaggagacy
ggtccggtggteggcggatcgeaaatccagetggtgcagtccggegeagaagtgaagaagee
gggagegtecgtgaaagtgagetgcaaggcectcagggtacatcettcaccaattacggeatga
attgggtgcggcaggceacccggacagegectggagtggatggoctggatcaacacttacac
cggggaaageacgtactcggecgacttcaaaggacgggtgaccattacectggatacctegg
cctcaaccgcttacatggagetctcatcacttagatccgaggacactgecgtctactactgtgea
aggagcggaggctacgaccctatggactattggggacaaggcactactgtgactgtgtegte
c

atggccctecctgtcaccgecctgetgettcecgetggetettetgetccacgecgeteggececg
atattgtcctcactcaatcgecggactcactggeggtgtecctcggagagagggegacgatca
attgccgggcttccgaateegtegataactacggaaacacctttatgcactggtaccaacagaa
gccaggacagcecaccaaagcetgttgatctaccgegcttcaaaccttgagtegggtgtecegg

accgcttcageggeageggttccagaaccgactttaccctcaccatcagetegetgecaggee

gaagatgtcgccgtctattactgccaacagageaacgaagatcegectactttcggacaggeg
actaaactggaaatcaagggcggaggaggctcgggtggaggagoatcgggageaggeceg
gtccggtggtggcggatcgcaaatccagetggtgcagtceggegeagaagtgaagaagecg

ggagcgtccgtgaaagtgagetgcaaggectcagggtacatcttcaccaattacggceatgaat
tgggtecggeaggcacceggacagegectggagtggatggactggatcaacacttacaceg
gggaaagcacgtactcggcecgacttcaaaggacgggtgaccattaccctggatacctcggec
tcaaccgcttacatggagctctcatcacttagatccgaggacactgecgtctactactgtgeaag
gagcggaggctacgaccctatggactattggggacaaggcactactgtgactgtgtegtceg
gctcgeaccaccatcaccatcatcatcaccac

84



Nombre SEQ
ID NO:

CAR 1

CAR2 - scFv |45

Soluble - aa

CAR 2 - 146

Completo - nt

CAR2- 47

Completo-aa

CAR3

dominio scFv de |48

CARS3

ES 2 814962 T3

Secuencia

malpvtalllplalllhaarpdivitqspdslavslgeratincrasesvdnygntfmhwyqq
kpgqgppklliyrasnlesgvpdrfsgsgsrtdftltisslqacdvavyycqqsnedpptfgqg
tkleikgggosgeogsgooosoooosqiqlvgsgacvkkpgasvkvsckasgyiftnyg
mnwvrqapgqrlewmgwintytgestysadfkgrvtitldtsastaymelsslrsedtavy
yearsggydpmdywgqgttvtvssgshhhhhhhhh

atggcccteectgtcaccgecctgetgetteccgetggetettetgeteccacgeegeteggeceg
atattgtcctcactcaatcgecggactcactggeggtgtecctcggagagagggcgacgatea
attgccgggcttccgaatecgtegataactacggaaacacctttatgcactggtaccaacagaa
gccaggacagcecaccaaagctgttgatctaccgegcettcaaaccttgagtcgggtgtgcegg
accgcttcageggeageggttccagaaccgactttaccctcaccatcagetegetgeaggece
gaagatgtcgccgtctattactgccaacagagcaacgaagatccgectactttcggacagggg
actaaactggaaatcaagggcggaggaggctcgggtggaggaggatcgggaggagecgg
gteeggtggtggcggatcgeaaatccagetggtgecagtccggegeagaagtgaagaagecg
ggagegtcegtgaaagtgagetgecaaggectcagggtacatcttcaccaattacggeatgaat
tgggtgcggeaggcacceggacagegectggagtggatgggctggatcaacacttacaceg
gggaaagcacgtactcggecgacttcaaaggacgggtgaccattaccctggatacctecggee
tcaaccgcttacatggagctctcatcacttagatccgaggacactgecgtetactactgtgcaag
gagcggaggctacgaccctatggactattggggacaaggcactactgtgactgtgtegtecac
cactaccccageaccgaggecacccaccecggetectaccategecteccagectetgtece
tgcgteccggaggcatgtagaccegeagetggtggggccgtgcatacceggggtettgactte
gectgegatatctacatttgggeccctetggetggtacttgeggggtectgetgctitcactegtg
atcactctttactgtaagcgcggtcggaagaagetgcetgtacatctttaagcaacccttcatgag
gectgtgeagactactcaagaggaggacggctgttcatgecggticccagaggaggaggaa
ggcggctgcgaactgegegtgaaattcagecgeagegeagatgctccagectacaageagg
ggcagaaccagctctacaacgaactcaatcttggtcggagagaggagtacgacgtgetggac
aagcggagaggacgggacccagaaatgggcgggaagecgegcagaaagaatecccaag
agggcctgtacaacgagctccaaaaggataagatggcagaagectatagecgagattggtatg
aaaggggaacgcagaagaggcaaaggecacgacggactgtaccagggactcageaccge
caccaaggacacctatgacgctcttcacatgecaggecctgecgectegg

Malpvtalllplalllhaarpdivitqspdslavsigeratincrasesvdnygntfmhwyq
gkpgappklliyrasnlesgvpdrfsgsgsrtdftitisslqacdvavyycqgsnedpptfg
qgtkleikggggsgeggsgogesgegesqiqlvgsgaevkkpgasvkvsckasgyifin
ygmnwvrqapgqrlewmgwintytgestysadfkgrvtitldtsastaymelsslrsedt
avyycarsggydpmdywgqgttvtvsstttpaprpptpaptiasqplslrpeacrpaagga
vhtrgldfacdiyiwaplagtegvlllslvitlyckrgrkkllyitkqpfmrpvqttqeedges
cripeeeeggceelrvkfsrsadapaykqgqnqglynelnlgrreeydvldkrrgrdpemgg
kprrknpqeglynelgkdkmaeayseigmkgerrrgkghdglyqglstatkdtydalhm
qalppr

Eivltgspatlslspgeratlscrasesvdnygntfmhwyqqkpgqaprlliyrasnlesgip
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CAR3

dominio scFv de 49

CARS nt

CARS - scFv Soluble |50

- nt

CARS - scFv Soluble |51

-aa

CARS3-Completo-nt

52

ES 2 814962 T3

arfsgsgsrtdftitisslepedvavyycqqsnedpptfgqgtkleikggggsggggsgegs
sggggsqiqlvgsgselkkpgasvkvsckasgyiftnygmnwvrqapgqglewmgwi
ntytgestysadfkgrfvisldtsvstaylqinalkaedtavyycarsggydpmdywgqgtt
vtvss

Gaaattgtgctcacgeaatcaccegecactetgtegetttccecgggagagegggecaccct
ctectgecgegcettcggaatcggtegacaattacggaaatacttttatgeactggtaccaacag
aagccagggcaggcgecaaggetgctgatctacagagectcgaacctcgaaageggeatee
ctgegeggttcageggtageggaagecgeaccgatttcaccctgaccatetcatcactggage
cggaggatgtggcagtgtactattgtcageagtcgaacgaggaccegecgactttcgggcag
ggaaccaagetggaaatcaagggtggaggagggageggeggaggaggatcgggaggag
gaggcageggaggcggaggatcgeaaatccaacttgteccagtegggctecgaactcaaaaa
geetggegegtecgtgaaggtecagetgcaaageatcaggatacatcttcactaactacggtat
gaattgggtcagacaggctccgggtecagggtctggagtggatgggatggattaacacctaca
ctggggaatcgacttactccgeggacttcaaagggeggttcgtgttttcactggacaccagegt
gtccaccgcettacttgcaaatcaacgecctcaaggecgaggacaccgecgtgtactactgege
acgctcaggceggatacgatccaatggactactggggacagggcactacggtgactgtgtect
cc

atggccctecctgtcaccgecectgetgettecgetggetcttetgetccacgecgeteggececg
aaattgtgctcacgcaatcaccegecactetgtegetttccccgggagagegggecaccctet

cctgecgegcettecggaateggtegacaattacggaaatacttttatgcactggtaccaacagaa
gecagggeaggegecaaggetgetgatctacagagectcgaacctcgaaageggceatecct
gegeggttcageggtageggaagecgeaccgatttcaccetgaccatetcatcactggagee

ggaggatgtggcagtgtactattgtcagcagtcgaacgaggacccgecgactttcgggcagg
gaaccaagctggaaatcaagggtegaggagggageggeggaggaggatcgggaggagg
aggcageggaggcggaggatcgcaaatccaacttgtccagtegggeteccgaactcaaaaag
cctggegegtecgtgaaggtcagetgecaaageatcaggatacatcttcactaactacggtatg

aattgggtcagacaggctccgggtcagggtetggagtggatgooatggattaacacctacact
ggggaatcgacttactccgeggacttcaaagggcggttegtgtittcactggacaccagegtgt
ccaccgcttacttgcaaatcaacgccctcaaggecgaggacaccgecgtgtactactgegea

cgctcaggeggatacgatccaatggactactggggacagggceactacggtgactgtgtcecte

cggcetegeaccaccatcaccatcatcatcaccac

malpvtalllplalllhaarpeivltgspatlslspgeratlscrasesvdnygntfmhwyqgk
pgaaprlliyrasnlesgiparfsgsgsrtdftltisslepedvavyycqqgsnedpptfgqgtkl
cikggggsggeesgegesgeggsqiqlvgsgselkkpgasvkvsckasgyifinygmn
wvrqapgqglewmgwintytgestysadfkgrfvfsldtsvstaylqinalkacdtavyyc
arsggydpmdywgqgttvtvssgshhhhhhhhh

atggccctecctgtecaccgecectgetgetteegetggetcttetgeteccacgeegeteggeeeg
aaattgtgctcacgcaatcaccegecactctgtegetttcceccgggagagegggccaccectet

cctgecgegceticggaateggtcgacaattacggaaatacttttatgcactggtaccaacagaa
gecagggeaggegecaaggcetgetgatctacagagectcgaacctcgaaageggeatceect
gegeggttcageggtageggaagecgeaccegatttcaccetgaccatctecatcactggagee

ggaggatgtggcagtgtactattgtcagcagtcgaacgaggacccgecgactttcgggcagg
gaaccaagctggaaatcaagggtggaggagggageggeggaggaggatcgggaggagy
aggcageggaggcggaggatcgcaaatccaacttgtccagtegggetcecgaactcaaaaag
cctggegegtecgtgaaggtcagetgcaaageatcaggatacatcttcactaactacggtatg

aattgggtcagacaggctccgggtecagggtetggagtggatggoatggattaacacctacact
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CAR3

CARS3-Completo-aa |53

CAR 4

dominio scFv de |54
CAR4

dominio scFv de |55
CAR4 nt

CAR4 - scFv Soluble |56
- nt

ES 2 814962 T3

ggggaatcgacttactccgeggactticaaagggceggttecgtgttttcactggacaccagegtgt
ccaccgcttacttgcaaatcaacgecctcaaggecgaggacaccgecgtgtactactgegea
cgcetcaggcggatacgatccaatggactactggggacagggceactacggtgactgtgtecte
caccactaccccageaccgaggecacccaccecggetectaccatcgecteccagectetgt
ceetgegtecggaggcatgtagacccgeagetggtgggeccgtgcataccecggggtettga
cttcgectgegatatctacatttgggcccctetggetggtacttgeggggtectgctgettteact
cgtgatcactctttactgtaagcgeggtcggaagaagetgetgtacatctttaagcaacccttcat
gaggcctgtgeagactactcaagaggaggacggctgttcatgecggttcccagaggaggag
gaaggeggctgegaactgegegtgaaattcagecgeagegeagatgetccagectacaage
aggggocagaaccagetctacaacgaactcaatettggtcggagagaggagtacgacgtgct
ggacaagcggagaggacgggacccagaaatgggcgggaagecgegeagaaagaatece
caagagggcctgtacaacgagctccaaaaggataagatggcagaagectatagegagattg
gtatgaaagggogaacgcagaagaggcaaaggecacgacggactgtaccagggactcage
accgcecaccaaggacacctatgacgctcttcacatgcaggecctgecgectegg

Malpvtalllplalllhaarpeivltgspatlslspgeratlscrasesvdnygntfmhwyqq

kpgqaprlliyrasnlesgiparfsgsgsrtdftltisslepedvavyycqqsnedpptfgqg
tkleikggggsggggsgeggsgeagsqiqlvgsgselkkpgasvkvsckasgyiftnyg

mnwvrgapgqglewmgwintytgestysadfkgrfvfsldtsvstaylginalkaedta
vyycarsggydpmdywgqgttvtvsstttpaprpptpaptiasqplslrpeacrpaaggav
htrgldfacdiyiwaplagtcgvlllslvitlyckrgrkkllyitkqpfmrpvqttqeedgeser
fpecceggcelrvkfsrsadapaykqgqnqlynelnlgrreeydvldkrrgrdpemggkp
rrknpgeglynelgkdkmacayseigmkgerrrgkghdglyqglstatkdtydalhmqa

lppr

Eivltgspatlslspgeratlscrasesvdnygntfmhwyqgkpgqaprlliyrasnlesgip
arfsgsgsrtdftitisslepedvavyycqqgsnedpptfgqgtkleikggggsggggsgeee
sgggesqiqlvgsgaevkkpgasvkvsckasgyiftnygmnwvrqapgqrlewmgwi
ntytgestysadfkgrvtitldtsastaymelsslrsedtavyycarsggydpmdywgqgtt
vtvss

Gagatcgtcttgacgcaatcgecagecaccetgteectgageccaggegagegegecacce
tcagetgteggocgagegaaagegtggacaattacggaaacacctttatgcactggtaccaac
agaaaccggggcaggctccgegectcectcatctaccgegeateccaatctggaatcaggaate
ccegegaggttetecggtageggategeggactgactttactctgaccatctegteccttgaac
cggaggatgtggctgtgtattactgccageagtcaaacgaggacccteccaactttcgggcagg
gaaccaagctcgaaatcaagggeggtggecggaageggaggaggaggatcaggeggagg

cggctcaggeggtggaggattcacaaattcaactggtgcagtcgggageggaggtcaagaag
ccgggagectcagtgaaagtgagetgcaaggcttcgggttacattttcactaattacggeatga

actgggtgaggcaggeccctggecaacggtiggaatggatgggatggatcaacacctacac
cggggagtcgacttactccgeggacttcaaggggagagtcacgatcaccctggatacgtecg
caagcactgcctacatggaactgtcctcectgegetecggaagataccgeagtetactactgeg
ccagatcgggcggatatgacccgatggactactggggacagggaactactgtcaccgtgtee
tcg
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CAR3

CAR4 - scFv Soluble |57
-aa

CAR 4 - Completo - |58
nt

CAR 4 - Completo - |59
aa

ES 2 814962 T3

atggccctecctgtcaccgecctgetgettccgetggctettetgetccacgeegeteggeeeg
agatcgtcttgacgcaatcgccagecaccctgtecctgageccaggegagegegecacccte
agctgtcgggcgagegaaagegtggacaattacggaaacacctttatgecactggtaccaaca
gaaaccggggcaggcteegegectecteatctaccgegeatccaatetggaatcaggaatee

ccgegaggtteteeggtageggategeggactgactttactetgaccatctegteccttgaace
ggaggatgtgoctgtatattactgccagcagtcaaacgaggaccctecaactttcgggeagg
gaaccaagctcgaaatcaagggcggtggcggaageggaggaggagoatcaggcggagg

cggctcaggcggtggaggticacaaattcaactggtgecagtcgggageggaggtcaagaag
ccgggagectcagtgaaagtgagetgcaaggcttcgggttacattttcactaattacggcatga

actgggtgaggcaggeccctggecaacggttggaatggatggoatggatcaacacctacac
cggggagtcgacttactccgeggacttcaaggggagagtcacgatcacccetggatacgtecg
caagcactgcctacatggaactgtectecctgegetcggaagataccgeagtctactactgeg
ccagatcgggcggatatgacccgatggactactggggacagggaactactgtcacegtgtce
tcgggctegeaccaccatcaccatcatcatcaccac

malpvtalllplalllhaarpeivltgspatlslspgeratlscrasesvdnygntfimhwyqgk
pgaaprlliyrasnlesgiparfsgsgsrtdftitisslepedvavyycqqsnedpptfgqgtkl
cikgggesggegsgoogsgooosqiqlvgsgacvkkpgasvkvsckasgyiftnygmn
wvrqapgqrlewmgwintytgestysadfkgrvtitldtsastaymelsslrsedtavyyca
rsggydpmdywgqgttvtvssgshhhhhhhhh

atggcccteectgtcaccgecctgetgettecegetggetcttetgetccacgecgeteggeeeg
agatcgtcttgacgcaatcgecagecaccetgtecctgageccaggegagegegecacccte
agctgtcgggegagegaaagegtggacaattacggaaacacctttatgcactggtaccaaca
gaaaccggggcaggcteccgegectectcatctaccgegeatccaatetggaatcaggaatee
ccgegaggttcteccggtageggatecgeggactgactttactctgaccatetegteccttgaace
ggaggatgtgoctgtgtattactgeccageagtcaaacgaggacccteccaactttcgggcagg
gaaccaagctcgaaatcaagggcggtggcggaageggaggaggaggatcaggeggagg
cggctcaggeggtggaggticacaaattcaactggtgcagtcgggageggaggtcaagaag
ccgggagectcagtgaaagtgagetgcaaggcticgggttacattttcactaattacggceatga
actgggtgaggcaggcccctggecaacggttggaatggatgggatggatcaacacctacac
cggggagtcgacttactccgeggacttcaaggggagagtcacgatcaccctggatacgtecg
caagcactgcctacatggaactgtccteectgegeteggaagataccgeagtctactactgeg
ccagatcgggcggatatgacccgatggactactggggacagggaactactgtcacegtgtee
tcgaccactaccccageaccgaggecacccaccccggetectaccatecgecteccagectcet
gteeectgegtecggaggeatgtagacccgeagetggtggggccgtgcataceeggggtettg
acttcgectgegatatctacatttgggcccctetggetggtacttgeggggtectgetgctttcac
tcgtgatcactctttactgtaagegeggtcggaagaagcetgetgtacatctttaagcaacccttca
tgaggcctgtgcagactactcaagaggaggacggctgticatgecggttcccagaggagga
ggaaggcggctgegaactgegegtgaaattcagecgeagegeagatgetecagectacaag
caggggcagaaccagctctacaacgaactcaatcttggtcggagagaggagtacgacgtgct
ggacaagcggagaggacgggacccagaaatgggcgggaagecgegeagaaagaatecee
caagagggcctgtacaacgagctccaaaaggataagatggcagaagcectatagcgagattg
gtatgaaaggggaacgcagaagaggcaaaggccacgacggactgtaccagggactcage
accgccaccaaggacacctatgacgctcttcacatgcaggecctgecgectegg
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CAR3

CARS5

dominio scFv de |60
CAR5

dominio scFv de |61
CARS5 nt

CARS5 - scFv Soluble |62
- nt

CARS5 - scFv Soluble |63
-aa

ES 2 814962 T3

Malpvtalllplalllhaarpeivltgspatlslspgeratlscrasesvdnygntfmhwyqq
kpgqaprlliyrasnlesgiparfsgsgsrtdftltisslepedvavyycqqsnedpptfgqg
tkleikggggsgggesggoosgaogsqiqlvgsgacvkkpgasvkvsckasgyiftnyg

mnwvrgapgqrlewmgwintytgestysadfkgrvtitldtsastaymelsslrsedtav
yycarsggydpmdywgqgttvtvsstttpaprpptpaptiasqplslrpeacrpaaggavh
trgldfacdiyiwaplagtegvllislvitlyckrgrkkllyitkqpfmrpvqttgeedgescrf
peceeggcelrvkfsrsadapaykqgqnglynelnlgrreeydvldkrrgrdpemggkpr

rtknpqeglynelgkdkmaeayseigmkgerrrgkghdglyqglstatkdtydalhmqal
ppr

Qiqlvgsgselkkpgasvkvsckasgyiftnygmnwvrqapgqglewmgwintytge
stysadfkgrfvfsldtsvstaylqinalkaedtavyycarsggydpmdywgqgttvtvssg
gggsgggasggogsgooosdivitgspdslavslgeratincrasesvdnygntfmhwyq
gkpgqppklliyrasnlesgvpdrfsgsgsrtdftltisslqaedvavyycqgsnedpptfgq
gtkleik

Cagatccagttggtccagtcaggcetecgaactgaaaaagecgggtgeateegtcaaggtgte
gtgcaaagcctceggttacattttcaccaactacggeatgaactgggtecgecaggecectgg
gcagggactcgaatggatgggotoggatcaacacttacaccggagagtcgacttactcggeeg
atttcaagggacggttegtgttttccctggacacttcagtetcgaccgeatatctccaaatcaacg
cgcttaaggcggaagatactgetgtctactactgegecagatcaggaggttacgatccaatgg

actactggggacagggcaccactgtgacggtgtegtecgggaggaggaggatcggecggag
gegggteeggeggtggagggageggaggaggeggaagegacategtgetgaceeagteg
ccagatagectggeggtgtecttgggtgagagggctaccatcaattgtcgegegtecagagtee
gtggacaattacgggaataccttcatgcactggtaccaacaaaageccggacaaccgecgaa
getgctgatctacagagcaagceaacctegaatcaggagteccggaccgetttagegggtcag
gaagccggactgacttcaccctgactatctectegeteccaggecgaggacgtggecgtgtatt

actgccagcagagcaacgaagatcctccaacgticggecaaggaaccaaactggagattaa

g

atggcccteectgtcaccgecctgetgettcegetggetettetgetecacgeegeteggecce
agatccagttggtccagtcaggeteccgaactgaaaaagecgggtecatccgtcaaggtgtegt
gcaaagcctceggttacattttcaccaactacggeatgaactgggtecgecaggeccctgggc
agggactcgaatggatgggotogatcaacacttacaccggagagtcgacttactcggecgatt
tcaagggacggttecgtgttttccctggacacttcagtetcgaccgceatatctccaaatcaacgeg
cttaaggcggaagatactgctgtctactactgcgecagatcaggaggttacgatccaatggact

actggggacagggcaccactgtgacggtgtcgtcgggaggaggaggatcgggcggaggc
gggteeggeggtggagggageggaggagecggaagegacategtgetgacccagtegee
agatagcctggeggtgtecttgggtgagagggoctaccatcaattgtcgegegtcagagteegt
ggacaattacgggaataccttcatgcactggtaccaacaaaagcccggacaaccgecgaag
ctgctgatctacagagcaagcaacctcgaatcaggagtgccggaccgetttagegggtcagg
aagccggactgacttcaccctgactatctectcgetccaggecgaggacgtggccgtgtatta
ctgccagcagagcaacgaagatcectccaacgticggecaaggaaccaaactggagattaag
ggctcgeaccaccatcaccatcatcatcaccac

89



CARS5

CAR5-Completo-nt |64

CAR5-Completo-aa |65

CAR 6

dominio
CARG6

scFv

de |66

ES 2 814962 T3

malpvtalllplalllhaarpqiqlvgsgselkkpgasvkvsckasgyiftnygmnwvrqa

pgaglewmgwintytgestysadfkgrfvisldtsvstaylginalkaedtavyycarsgg

ydpmdywgqgttvtvssggggsggggsgooosgogosdivitqspdslavslgeratine
rasesvdnygntfmhwyqqkpgqppklliyrasnlesgvpdrfsgsgsrtdftltisslqac

dvavyycqgsnedpptfgqgtkleikgshhhhhhhhh

atggcccteectgtcaccgecctgetgcettcegetggcetettctgeteccacgeegeteggecce
agatccagttggtccagtcaggetcecgaactgaaaaagecgggtgcatecgtecaaggtgtegt
gcaaagcctccggttacattttcaccaactacggceatgaactgggteccgecaggeccctggge
agggactcgaatggatgggotggatcaacacttacaccggagagtegacttactcggecgatt
tcaagggacggttegtgttttccctggacacttcagtctcgaccgeatatctecaaatcaacgeg
cttaaggcggaagatactgctgtctactactgegecagatcaggaggttacgatccaatggact

actggggacagggcaccactgtgacggtgtegtcgggaggaggaggatcgggcggagac
gggtcecggeggtggagggageggaggaggcggaagegacategtgetgacccagtegee
agatagcctggeggtgtecttgggteagaggactaccatcaattgtegegegtcagagteegt
ggacaattacgggaataccttcatgcactggtaccaacaaaageccggacaaccgecgaag
ctgctgatctacagagcaagcaacctcgaatcaggagtgecggaccgctttagegggtcagg
aagccggactgacttcaccetgactatetectegetccaggecgaggacgtggecgtgtatta
ctgccagcagagcaacgaagatcctecaacgtticggecaaggaaccaaactggagattaag
accactaccccagceaccgaggecacccaccecggcetectaccatcgecteccagectetgte
cctgegtecggaggeatgtagaccegeagetggtgggaccgtgcatacceggggtettgact
tegectgegatatctacatttgggeccctetggetggtacttgeggggtectgetgetttcacteg
tgatcactctttactgtaagcgeggteggaagaagetgetgtacatetttaagecaacccttecatga
ggcctgtgecagactactcaagaggaggacggctgttcatgecggticccagaggaggagga
aggcggctgcgaactgegegtgaaattcagecgeagegeagatgctccagectacaageag
gggcagaaccagctctacaacgaactcaatcttggtecggagagaggagtacgacgtgctgg
acaagcggagaggacgggacccagaaatgggcgggaagecgegceagaaagaateccca
agagggocctgtacaacgagetccaaaaggataagatggcagaagectatagegagattggta
tgaaaggggaacgcagaagaggcaaaggccacgacggactgtaccagggactcageacc
gccaccaaggacacctatgacgetcttcacatgcaggecctgecgectegg

Malpvtalllplalllhaarpqiqlvgsgselkkpgasvkvsckasgyiftnygmnwvrqa
pgqglewmgwintytgestysadfkgrfvfsldtsvstaylqinalkaedtavyycarsgg
ydpmdywgqgttvtvssggggsgggosgogosgoogsdivitqspdslavslgeratin
crasesvdnygntfmhwyqqkpgqgppklliyrasnlesgvpdrfsgsgsrtdftltissiq
acdvavyycqqgsnedpptfgqgtkleiktttpaprpptpaptiasqplslrpeacrpaagga
vhtrgldfacdiyiwaplagtcgvllislvitlyckrgrkkllyifkqpfmrpvqttqeedges
cripeeceggceelrvkisrsadapaykqgqnqglynelnlgrreeydvldkrrgrdpemgg
kprrknpgeglynelgkdkmaeayseigmkgerrrgkghdglyqglstatkdtydalhm
qalppr

Qiqlvgsgselkkpgasvkvsckasgyifitnygmnwvrqapgqglewmgwintytge
stysadfkgrfvfsldtsvstaylqinalkacdtavyycarsggydpmdywgqgttvtvssg
gggsggogsggoosooooseivltqspatlslspgeratlscrasesvdnygntfmhwyq
gkpgqaprlliyrasnlesgiparfsgsgsrtdftltisslepedvavyycqqgsnedpptfgqg
tkleik
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CARS5

dominio scFv de |67
CARG6 nt

CARG - scFv Soluble |68
- nt

CARG - scFv Soluble |69
-aa

CARS6 - Completo - nt |70

ES 2 814962 T3

cagatccaactggtgcaatcaggatcggagcetgaagaagectggggcttcagtgaaagtcag
ctgcaaagectccggttacatcttcaccaactacggcatgaactgggtacgecaggeccctgg
acagggactcgaatggatgggaotogatcaacacctataccggggaatccacgtactcageag
atttcaagggacgcttegtcttttcgetggataccteegtgtecactgegtacctecaaatcaatg
ccctcaaagecgaagatactgeggtetactactgegeacggageggaggcetacgacccegat
ggactactggggacagggaaccacggtgaccgtgtccageggaggaggeggatcgggag
geggtggttcaggcggtggaggcageggcggaggtggaagegaaategtcettgactcaga
gecccagegactttgtecctgtegeccggagagegggceaactetgtcatgecgegcetteggaat
cggtggacaactatggaaacacctttatgcactggtaccaacagaagecgggacaagecccg
agacttctgatctaccgggectcgaatctcgaaageggceatcccggcetagattctecggggtcg
ggatcaaggaccgacttcactcttactatttcctcactggagcecagaagatgtggcggtatacta
ctgtcagcagtccaatgaggacccgecaactttcgggecagggcaccaagetggagattaag

atggcccteectgtecaccgecctgetgetteccgetggetcttetgetecacgecgeteggecece

agatccaactggtgcaatcaggatcggagetgaagaagectggggcttcagtgaaagtcage
tgcaaagcctceggttacatettcaccaactacggeatgaactgggtgegecaggeccctgga
cagggactcgaatggatggo gtggatcaacacctataccggggaatccacgtactcageaga
tttcaagggacgcttcgtcttttcgetggataccteegtgtccactgegtacctccaaatcaatge

cctcaaagecgaagatactgeggtetactactgegeacggageggaggcetacgaccegatg

gactactggggacagggaaccacggtgaccgtgtccageggaggaggcggatcgggage
cggtggttcaggeggtggaggcageggcggaggtggaagegaaategtettgactcagage
ccagegactttgtcectgtcgeeceggagagegggeaactetgtcatgecgegettcggaateg
gtgoacaactatggaaacacctttatgcactggtaccaacagaagecgggacaageeccgag
acttctgatctaccgggectcgaatctcgaaageggeateccggcetagattetcggggteggg
atcaaggaccgacttcactcttactatttcctcactggagecagaagatgtggcggtgtactact

gtcagcagtccaatgaggacccegecaactttcgggcagggceaccaagetggagattaaggg

ctcgeaccaccatcaccatcatcatcaccac

malpvtalllplalllhaarpqiglvgsgselkkpgasvkvsckasgyiftnygmnwvrqa

pgaglewmgwintytgestysadfkgrfvisldtsvstaylginalkaedtavyycarsgg

ydpmdywgqgttvtvssggggsggggsggegsgoogaseivitgspatlslspgeratlscr
asesvdnygntfmhwyqgkpgqaprlliyrasnlesgiparfsgsgsrtdftltisslepedv
avyycqqsnedpptfgqgtkleikgshhhhhhhhh
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CARS5

109375

CAR6

Completo - aa

CAR7

dominio
CAR7

dominio
CAR7 nt

scFv

scFv

-7

de |72

de |73

ES 2 814962 T3

atggcccteectgtcaccgecctgetgcettcegetggcetettctgetecacgeegeteggecce
agatccaactggtgcaatcaggatcggagctgaagaagectggggcttcagtgaaagtcage
tgcaaagcctceggttacatcttcaccaactacggcatgaactgggtgcgecaggeccetgga
cagggactcgaatggatggeotogatcaacacctataccggggaatccacgtactcagcaga
tttcaagggacgcttegtettttcgetggatacctecgtgtecactgegtacctccaaatcaatge
cctcaaagccgaagatactgeggtcetactactgegeacggageggaggetacgacccgatg
gactactggggacagggaaccacggtgaccgtgtccageggaggaggeggatcgggagg
cggtggttcaggcggtggaggcageggeggaggtggaagegaaategtettgactcagage
ccagegactttgtcectgtegeccggagagegggcaactetgtcatgecgegetteggaateg
gtggacaactatggaaacacctttatgcactggtaccaacagaagecgggacaagecccgag
acttctgatctaccgggectcgaatctcgaaageggceatcecggcetagattctecggggteggg
atcaaggaccgacttcactcttactatttcctcactggagcecagaagatgtggcggtgtactact
gtcagcagtccaatgaggacccgecaactttcgggcagggcaccaagetggagattaagac
cactaccccageaccgaggecacccaccccggetectaccatcgecteccagectetgtece
tgcgtececggaggeatgtagaccegeagetggtgggoccgtgeatacceggggtettgactte
gectgegatatctacatttgggccectetggetggtacttgeggggtectgetgcetttcactegtg
atcactctttactgtaagcgeggtcggaagaagetgetgtacatctttaagcaacccttcatgag
gectgtgcagactactcaagaggaggacggctgttcatgecggttcccagaggaggaggaa
ggcggetgcgaactgegegtgaaattcagecgeagegeagatgetecagectacaageagg
ggcagaaccagctctacaacgaactcaatcttggtcggagagaggagtacgacgtgetggac
aagcggagaggacgggacccagaaatgggcgggaagecgegeagaaagaatececaag
agggcctgtacaacgagctccaaaaggataagatggcagaagectatagegagattggtatg
aaaggggaacgcagaagaggcaaaggecacgacggactgtaccagggactcageacege
caccaaggacacctatgacgctcttcacatgcaggecctgecgectegg

Malpvtalllplalllhaarpqiqlvgsgselkkpgasvkvsckasgyiftnygmnwvrqa

pgqglewmgwintytgestysadfkgrfvfsldtsvstaylqinalkaedtavyycarsgg

vdpmdvwgqgttvtvssggggsggggsgeggsggogseivltqspatlslspgeratlsc
rasesvdnygntfmhwyqqkpgqaprlliyrasnlesgiparfs gsgsrtdftltisslepe

dvavyycqgsnedpptfgqgtkleiktttpaprpptpaptiasqplslrpeacrpaaggav

htrgldfacdiyiwaplagtcgvllislvitlyckrgrkkllyifkqpfmrpvqttqeedgescr
fpeceeggeelrvkfsrsadapaykqgqnglynelnlgrreeydvldkrrgrdpemggkp
rrknpgeglynelgkdkmacayseigmkgerrrgkghdglyqglstatkdtydalhmqa
lppr

Qiqlvgsgaevkkpgasvkvsckasgyiftnygmnwvrqapgqrlewmgwintytge
stysadfkgrvtitldtsastaymelsslrsedtavyycarsggydpmdywgqgttvtvssg
gggsggeesgeoosgooosdivitqspdslavsligeratincrasesvdnygntfmhwyq
gkpgqppklliyrasnlesgvpdrfsgsgsrtdftitissiqaedvavyycqqsnedpptfgq
gtkleik
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CAR7

CARY7 - scFv Soluble | 74

- nt

CARY7 - scFv Soluble | 75

-aa

CAR7-Completo-nt

76

ES 2 814962 T3

Cagatccagcetggtgcagtegggagetgaagtgaaaaagecgggageatcggtgaaggtg
tcatgcaaagccagceggttacatcttcactaactacggtatgaactgggtgagacaagegect

ggccagagattggaatggatgegatggatcaatacctacaccggggaatcaacttacagege
cgacttcaagggacgegtgaccatcacgetggacacctecgegtecactgectacatggage
tetegteattgeggagegaggacacegecegtetactactgegeacggtecaggagggtacgat
ccgatggactactggggacagggcactaccgteaccgtgagetccggtggaggeggeage

ggeggtgocggatcaggtggaggagoatcaggaggaggaggatccgatatcgtgcttacte
agtcacccgattcgetggeagteteccteggagaacgegecaccatcaattgtcgegegteeg
aatccgtcgacaactacggcaacacctttatgcactggtaccaacagaagectggacaaccg

ccaaaactgctgatctaccgegetageaacctegaatcgggcgtgccagataggttcteggge
tecggggagccggacggattttactctgactatttegtccctccaagecagaggacgtegecgtgt
attactgccagcaatcgaatgaggacccgecaactttcggacaggggaccaagetggagatt

aag

atggccctecctgtecaccgecectgetgettecegetggetettetgeteccacgeegeteggecce
agatccagctggtgcagtcgggagetgaagtgaaaaagecgggageatcggtgaaggtate
atgcaaagccagcggttacatcttcactaactacggtatgaactgggteagacaagegectgg
ccagagattggaatggatgggatggatcaatacctacaccggggaatcaacttacagegecg
acttcaagggacgcgtgaccatcacgctggacacctccgegtecactgectacatggagcetct
cgtcattgcggagegaggacaccgecgtctactactgegeacggtcaggagggtacgatee

gatggactactggggacagggcactaccgtcaccgtgagetccggtggaggcggeagegg
cggtggcggatcaggtggaggaggatcaggaggaggaggotccgatatcgtgcttactcag
tcaccegattecgetggeagteteecteggagaacgegecaccatcaattgtegegegtecgaa
tcegtegacaactacggeaacacctttatgeactggtaccaacagaagectggacaaccgee

aaaactgctgatctaccgegetagcaacctcgaatcgggegtgccagataggttctcgggcte
ggggagccggacggattttactctgactatttcgtcccteccaageagaggacgtcgecgtgtat
tactgccagcaatcgaatgaggaccegecaactttcggacaggggaccaagetggagattaa
gggctcgeaccaccatcaccatcatcatcaccac

malpvtalllplalllhaarpqiqlvgsgacvkkpgasvkvsckasgyifinygmnwvrga
pgarlewmgwintytgestysadfkgrvtitldtsastaymelsslrsedtavyycarsggy
dpmdywgqgttvtvssggggsggegsgoggsggogsdivitqspdslavslgeratiner
asesvdnygntfmhwyqqkpgqppklliyrasnlesgvpdrfsgsgsrtdftltissiqacd
vavyycqqsnedpptfgqgtkleikgshhhhhhhhh

atggccctecctgtcaccgecctgetgettcegetggetettetgeteccacgecgeteggeecc
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CAR7

CAR7-Completo-aa |77

CAR 8

dominio
CARS8

dominio
CARS8 nt

scFv

scFv

de |78

de |79

ES 2 814962 T3

agatccagctggtgcagtcgggagetgaagtgaaaaagecgggageatcggtgaaggtotc
atgcaaagccagcggttacatcttcactaactacggtatgaactgggtgagacaagegectgg
ccagagattggaatggatgggatggatcaatacctacaccggggaatcaacttacagegecg
acttcaagggacgcegtgaccatcacgetggacacctecgegtecactgectacatggagetet
cgtcattgeggagegaggacaccgecgtetactactgegeacggtcaggagggtacgatee
gatggactactggggacagggcactaccgtcaccgtgagetccggtggaggcggcagegg
cggtggeggatcaggtgoaggaggoatcaggaggaggaggatecgatatcgtgettactcag
tcaccegattegetggeagtetecectcggagaacgegecaccatcaattgtecgegegteecgaa
tcegtecgacaactacggceaacacctttatgcactggtaccaacagaagectggacaaccgec
aaaactgctgatctaccgegctagcaacctcgaatcgggegtgecagataggttctcgggcte
ggggagccggacggattttactctgactatttcgtccctccaagecagaggacgtcgecgtgtat
tactgccagcaatcgaatgaggacccgecaactttcggacaggggaccaagetggagattaa
gaccactaccccageaccgaggecacccaccccggetectaccatcgecteccagectetgt
ccetgegtecggaggcatgtagaccegeagetggtgggaccgtgcatacceggggtcettga
cttegectgegatatctacatttgggeccctetggetggtacttgeggggtectgetgctttcact
cgtgatcactctttactgtaagcgeggteggaagaagetgctgtacatctttaagcaacccttcat
gaggcctgtgecagactactcaagaggaggacggctgttcatgecggticccagaggaggag
gaaggcggctgegaactgegegtgaaattcagecgeagegeagatgeteccagectacaage
agggocagaaccagctctacaacgaactcaatettggteggagagaggagtacgacgtget
ggacaagcggagaggacgggacccagaaatgggcgggaagecgegeagaaagaatece
caagagggcctgtacaacgagetccaaaaggataagatggcagaagectatagegagattg
gtatgaaaggggoaacgcagaagaggcaaaggecacgacggactgtaccagggactcage
accgccaccaaggacacctatgacgctcettcacatgcaggecctgecgectegg

Malpvtalllplalllhaarpqiqlvgsgaevkkpgasvkvsckasgyiftnygmnwvrq
apgqrlewmgwintytgestysadfkgrvtitldtsastaymelsslrsedtavyycarsgg
vdpmdywgqgttvtvssggggsgeggsgeggsgogosdivitgspdslavslgeratin
crasesvdnygntfmhwyqqkpgqppklliyrasnlesgvpdrsgsgsrtdftltissiq
acdvavyycqqgsnedpptfoqgtkleiktttpaprpptpaptiasqplslrpeacrpaagga
vhtrgldfacdiyiwaplagtegvlllslvitlyckrgrkkllyifkgpfmrpvqttqeedges
crfpeceeggeelrvkfsrsadapaykqgqnglynelnlgrrecydvldkrrgrdpemgg
kprrknpqeglynelgkdkmaecayseigmkgerrrgkghdglyqglstatkdtydalhm
qalppr

Qiqlvgsgaevkkpgasvkvsckasgyiftnygmnwvrqapgqrlewmgwintytge
stysadfkgrvtitldtsastaymelsslrsedtavyycarsggydpmdywgqgttvtvssg
gggsggogsgooasggoaseivitqspatlslspgeratlscrasesvdnygntfmhwyq

gkpggqaprlliyrasnlesgiparfsgsgsrtdftltisslepedvavyycqqsnedpptfgqg
tkleik

Cagatccagetggtgcaatcgggagetgaagtgaagaageccggagcettcagtcaaagtea
getgcaaggegtegggctatatettcaccaactacgggatgaactgggtgcggcaggeccet
ggacaaagactggaatggatgggatggatcaacacttatactggegagageacgtactcage
cgactttaagggacgggtgactatcaccctcgataccteccgectecactgegtacatggaacte
tegtecttgegetecgaggacactgecgtgtactactgegecaggtegggtggctacgateeg
atggattactggggtcaaggaaccaccgtcactgtgtegteccggeggagecgggageggag
gtegteottcgggageaggagootcaggeggaggaggecagegaaategtgetgacccaaa
geeeggeaactcetgtcactcageccaggggagagggcaaccetgtcatgtcgggctagega
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atccgtggacaattacggaaacacgtttatgcactggtaccaacagaaaccaggacaggcege
ctagacttctcatctaccgegcegagceaatttggaatccggceatceccageccgcetteteegggte
ggggtcacgceaccgatttcactctgaccatttectecctggaaccegaggacgtggeagtcta
ctactgccagceagtcgaatgaggaccegecgaccticggacagggcaccaagetggagatt
aag

atggcccteectgtcaccgecctgetgcetteecgetggcetcettetgetccacgecgeteggeecee
agatccagctggtgcaatcgggagetgaagtgaagaageccggagettcagtcaaagtcag
ctgcaaggegtegggctatatcttcaccaactacgggatgaactgggtgcggeaggeccctg
gacaaagactggaatggatgggatggatcaacacttatactggegagagceacgtactcagec
gactttaagggacgggtgactatcaccctegataccteccgectecactgegtacatggaactet
cgtecttgegeteccgaggacactgecgtgtactactgegecaggtcgggtggctacgateccga

tggattactggggtcaaggaaccaccgteactgtgtegtceggeggaggegggageggagg
tggtggttcgggaggaggaggotcaggcggaggaggcagegaaategtgctgacccaaag
cceggcaactctgtcactcageccaggggagagggcaacccetgteatgtegggctagegaat
ccgtggacaattacggaaacacgtttatgcactggtaccaacagaaaccaggacaggegect
agacttctcatctaccgegcegagcaatttggaatceggceatcccageccgcttetececgggteg
gggtcacgeaccgatttcactetgaccatttectecctggaaccegaggacgtggcagtetact
actgccagcagtcgaatgaggacccgecgaccticggacagggcaccaagetggagattaa
gggctcgeaccaccatcaccatcatcatcaccac

malpvtalllplalllhaarpqiqlvgsgaevkkpgasvkvsckasgyiftnygmnwvrqa
pgqrlewmgwintytgestysadfkgrvtitldtsastaymelssirsedtavyycarsggy
dpmdywgqgttvtvssggggsgggesgeggsgeooscivltqspatlslspgeratlscra
sesvdnygntfmhwyqqkpgqaprlliyrasnlesgiparfsgsgsrtdftltisslepedva
vyycqqsnedpptfgqgtkleikgshhhhhhhhh

atggcccteectgtecaccgecctgetgcetteecgetggcetcettetgetccacgecgeteggeece
agatccagctggtgcaatcgggagetgaagtgaagaageccggagettcagtcaaagtcag
ctgcaaggcegtegggctatatcttcaccaactacgggatgaactgggtgcggeaggeccctg
gacaaagactggaatggatgggatggatcaacacttatactggegagagceacgtactcagec
gactttaagggacgggtgactatcaccetegatacctecgectecactgegtacatggaactet
cgtecttgegeteccgaggacactgecgtgtactactgegecaggtcgggtggctacgateccga
tggattactggggtcaaggaaccaccgteactgtgtegteccggeggaggegggageggage
tggtggttcgggaggaggagggotcaggeggaggaggcagegaaategtgctgacccaaag
ccecggceaactetgtcactcageccaggggagagggcaacccetgteatgtecgggctagegaat
ccgtggacaattacggaaacacgtttatgcactggtaccaacagaaaccaggacaggegect
agacttctcatctaccgegegagcaatttggaatceggceatcccageccgcettectececgggteg
gggtcacgcaccgatttcactctgaccatttectecctggaaccegaggacgtggcagtctact
actgccagcagtcgaatgaggacccgecgaccttcggacagggcaccaagetggagattaa
gaccactaccccageaccgaggecacccaccccggetectaccatcgecteccagectetgt
ceetgegtecggaggeatgtagaccegeagetggtgggaccegtgeatacceggggtetiga
cttcgectgegatatctacatttgggccectetggetggtacttgeggggtectgetgctttcact
cgtgatcactctttactgtaagegceggtcggaagaagetgctgtacatetttaagcaacccttcat
gaggcctgtgcagactactcaagaggaggacggctgticatgecggticccagaggaggag
gaaggcggctgcgaactgegegtgaaattcagecgeagegeagatgeteccagectacaage
aggggcagaaccagctctacaacgaactcaatettggtcggagagaggagtacgacgtgct
ggacaagcggagaggacgggacccagaaatgggcgggaagecgegeagaaagaatccee
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caagagggcctgtacaacgagctccaaaaggataagatggcagaagectatagegagattg
gtatgaaagggooaacgcagaagaggcaaaggecacgacggactgtaccagggacteage
accgccaccaaggacacctatgacgctcttcacatgcaggecctgecgectegg

Malpvtalllplalllhaarpqiqlvgsgaevkkpgasvkvsckasgyiftnygmnwvrq
apgqrlewmgwintytgestvsadfkgrvtitldtsastaymelsslrsedtavyycarsgg
vdpmdywgqgttvtvssggggsggggsggggsggegseivitqspatlslspgeratlsc
rasesvdnygntfmhwyqqkpgqaprlliyrasnlesgiparfsgsgsrtdftltisslepe
dvavyycqgsnedpptfgqgtkleiktttpaprpptpaptiasqplslrpeacrpaaggav

htrgldfacdiyiwaplagtcgvllislvitlyckrgrkkllyifkqpfmrpvqttqeedgescr
fpeceeggeelrvkfsrsadapaykqgqnglynelnlgrreeydvidkrrgrdpemggkp
rrknpgeglynelgkdkmacayseigmkgerrrgkghdglyqglstatkdtydalhmqa
lppr

Tabla 2. Secuencias CAR CD123 a modo de ejemplo para la transcripcién in vitro

Nombre

SEQ |Secuencia
ID

pD-A(xs)dsREDT2ACD123 CAR |94

1172 - nt

GGCAGCGGAGAGGGCAGAGGAAGTCTTCTAACATGCGGTGACGTGGAGGAGAATCCCGGCCCtagage
caccatggccctgectgtgacageccctgetgetgectcectggetectgetgetgeatg
ccgctagacccggatccgacatcegtgectgacacagagecctgetteecctggeegtyg
tcecectgggacagagagecacaatcagctgecagggecagcgagagegtggacaacta
cggcaacaccttcatgcactggtatcagcagaagccecggecagecccccaagetge
tgatctacagagccagcaacctggaaagcggcatccccgecagattttccggecage
ggcagcagaaccgacttcaccctgaccatcaaccceccgtggaagecgacgacgtgge
cacctactactgccagcagagcaacgaggacccccccacatttggageccggcacca
agctggaactgaagggcggaggcggatctggeggeggaggatcettetgggggaggce
tctcagattcagctggtgcagagcggeccagagectgaagaaaccecggcgagacagt
gaagatctcctgcaaggccteccggctacatcttcaccaattacggcatgaactggg
tcaagcaggcccctggcaagagcecttcaagtggatgggctggatcaacacctacacc
ggcgagagcacctacagcgceccgacttcaagggcagattcgecttcagectggaaac
cagcgccagcaccgcecctacctgcacatcaacgacctgaagaacgaggacaccgcca
cctatttctgcgccagaagcggcggctacgaccceccatggattattggggecaggge
accagcgtgaccgtgtcctctgectagcteccggaaccacgacgccagcgecgecgace
accaacaccggcgeccaccatcecgegtegecagecectgtecctgegeccagaggegt
gccggccagceggeggggggcgcagtgcacacgagggggcectggacttcecgectgtgat
atctacatctgggcgecccttggecgggacttgtggggtecttcectectgtcactggt
tatcaccctttactgcaaacggggcagaaagaaactcctgtatatattcaaacaac
catttatgagaccagtacaaactactcaagaggaagatggctgtagctgccgattt
ccagaagaagaagaaggaggatgtgaactgagagtgaagttcagcaggagcgcaga
cgcccccgegtacaagcagggccagaaccagcectctataacgagectcaatctaggac
gaagagaggagtacgatgttttggacaagagacgtggccgggaccctgagatgggg
ggaaagccgagaaggaagaaccctcaggaaggcctgtacaatgaactgcagaaaga
taagatggcggaggcctacagtgagattgggatgaaaggcgagcgccggaggggea
aggggcacgatggcctttaccagggtctcagtacagccaccaaggacacctacgac
gcccttcacatgcaggeectgcececectegetaagtcgacAGCTCGCTTTCTTGCTG
TCCAATTTCTATTAAAGGTTCCTTTGTTCCCTAAGTCCAACTACTAAACTGGGGGA
TATTATGAAGGGCCTTGAGCATCTGGATTCTGCCTAATAAAAAACATTTATTTTCA
TTGCTGCGTCGAGAGCTCGCTTTCTTGCTGTCCAATTTCTATTAAAGGTTCCTTTG
TTCCCTAAGTCCAACTACTAAACTGGGGGATATTATGAAGGGCCTTGAGCATCTGG
ATTCTGCCTAATAAAAAACATTTATTTTCATTGCTGCCTCGACGaattcaaaaaaa

dadaaaadaadaaaaadadaddaaaddadaaaaadaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
daaaaadaaaaadaaadaaaaaadadaaaaaaadaadaaaaaaadaaaaaaaaaaaaaaaaa
dadaaaaaadadaaadaaaaaaaaaaaaaaa

pD-A(xs)dsREDT2A CD123CAR |95

1172 - aa
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Secuencia

Malpvtalllplalllhaarpgsdivltgspaslavslggratiscrasesvdnyg
ntfmhwyggkpggpepklliyrasnlesgiparfsgsgsrtdftltinpveaddvat
yycggsnedpptfgagtklelkggggsggggssgggsqgiglvgsgpelkkpgetvk
isckasgyiftnygmnwvkgapgksfkwmgwintytgestysadfkgrfafslets
astaylhindlknedtatyfcarsggydpmdywgqgtsvtvssassgtttpaprpp
tpaptiasgplslrpeacrpaaggavhtrgldfacdiyviwaplagtcgvlllslvi
tlyckrgrkkllyifkgpfmrpvgttgeedgcscrfpeeeeggcelrvkisrsada
pavkagganglynelnlgrreeydvldkrrgrdpemggkprrknpgeglynelgkdk
maeayseigmkgerrrgkghdglyqgglstatkdtydalhmgalppr

atggccctgcecctgtgacageccctgetgetgectectggetetgetgetgcacgecge
tagacctggatcccaggtgcagctgcagcagectggegetgaactegtgeggecag
gcgcttectgtgaagctgagectgtaaageccageggectacaccttcaccagetactgg
atgaactgggtcaagcagcggcccgaccagggcctggagtggatcggcagaatcga
cccecctacgacagcgagacacactacaaccagaagttcaaggacaaggecatcectga
ccgtggacaagagcagcagcaccgcectacatgcagectgtccagectgaccagegag
gacagcgccgtgtactactgecgeccaggggcaactgggacgactattggggecaggg
caccaccctgacagtgtctagcggaggcggaggatctggecggecggaggaagttetg
gcggaggctceccgacgtgcagatcacccagagecctagetacctggeegectetect
ggcgagacaatcaccatcaactgccgggccagcaagagcatctccaaggacctgge
ctggtatcaggaaaagcccggcaagaccaacaagctgctgatctacagecggecagea
ccctgcagageggcatccecccagecagattttececggecageggeteccggecacecgactte
accctgaccatcagctecectggaacccgaggactttgecatgtactattgecagea
gcacaacaagtacccttacaccttcggecggaggcaccaagctggaaatcaaggcecca
gctccggagagagcaagtacggecctceccecctgecccecttgecctgeecceccgagtte
ctgggcggacccagcgtgttectgttecccecccaageccaaggacaccctgatgat
cagccggaccceccecgaggtgacctgtgtggtggtggacgtgtcccaggaggaccccyg
aggtccagttcaactggtacgtggacggcgtggaggtgcacaacgccaagaccaag
ccccgggaggagcagttcaatagcacctaccgggtggtgtecgtgetgacegtget
gcaccaggactggctgaacggcaaggaatacaagtgtaaggtgtccaacaagggcece
tgcccagcagcatcgagaaaaccatcagcaaggccaagggcecagectcgggagecce
caggtgtacaccctgeccceccecctagccaagaggagatgaccaagaaccaggtgteect
gacctgcctggtgaagggcttctaccccagcgacatcgecgtggagtgggagagea
acggccagcccgagaacaactacaagaccaccccecctgtgetggacagecgacgge
agcttcttectgtacagecggetgaccgtggacaagagecggtggcaggagggcaa
cgtctttagctgectcecegtgatgcacgaggecctgcacaaccactacacccagaaga
gcctgagectgtecectgggcaagatggatatctacatctgggegeccttggecggg
acttgtggggtccttctcecctgtcactggttatcaccectttactgcaaacggggecag
aaagaaactcctgtatatattcaaacaaccatttatgagaccagtacaaactactc
aagaggaagatggctgtagctgeccgatttccagaagaagaagaaggaggatgtgaa
ctgagagtgaagttcagcaggagcgcagacgcccccgcgtacaagcagggceccagaa
ccagctctataacgagctcaatctaggacgaagagaggagtacgatgttttggaca
agagacgtggccgggaccctgagatggggggaaagccgagaaggaagaaccctcecag
gaaggcctgtacaatgaactgcagaaagataagatggcggaggcctacagtgagat
tgggatgaaaggcgagcgccggaggggcaaggggcacgatggectttaccagggte
tcagtacagccaccaaggacacctacgacgcecccttcacatgcaggecctgecceet
cgc

malpvtalllplalllhaarpgsgvglggpgaelvrpgasvklsckasgytftsyw
mnwvkgrpdgglewigridpydsethyngkfkdkailtvdkssstaymglssltse
dsavyycargnwddywgqggttltvssggggsggggssgggsdvgitgspsylaasp
getitincrasksiskdlawyqgekpgktnklliysgstlgsgipsrfsgsgsgtdf
tltisslepedfamyycgghnkypytfgggtkleikassgeskygppcppcpapef
lggpsvilfppkpkdtlmisrtpevtcvvvdvsgedpevgfnwyvdgvevhnaktk
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Nombre SEQ |Secuencia
ID

preegfnstyrvvsvltvlhgdwlngkeyvkckvsnkglpssiektiskakggprep
qgvytlppsgeemtknqvsltclvkgfypsdiavewesnggpennykttppvldsdg
sfflysrltvdksrwgegnviscsvmhealhnhytgkslslslgkmdiyiwaplag
tegvlllslvitlyckrgrkkllyifkgpfmrpvgttgeedgescripeeeeggee
lrvkfsrsadapaykqggnglynelnlgrreeydvldkrrgrdpemggkprrknpg
eglynelgkdkmaeayseigmkgerrrgkghdglygglstatkdtydalhmgalpp
r

En SEQ ID NO: 94, los residuos en negrita en mayusculas corresponden a la region T2A; los residuos subrayados
corresponden a la region CAR CD123; y los residuos en cursiva y mayusculas corresponden a la regiéon UTR de beta
globulina.

Las variantes de scFv anti-CD123 humanizadas se expresaron transitoriamente en células HEK293 y se purificaron
hasta casi homogeneidad mediante la etiqueta 6xHis C-terminal (SEQ ID NO: 128) (Figuras 28 y 29). Los niveles de
expresion de las variantes se determinaron mediante UV280. La expresion se comparé con la del scFv Cirl de ratén.
La unién de las variantes a CD123 inmovilizado se confirmé mediante ELISA, y la CE50 estimada varié de 1 a 10 nM
en comparacién con la del scFv de raton parental ( ~ 1,1-2,6 nM; Figuras 30a y b). La estabilidad térmica de las
variantes determinadas como temperaturas de fusion se midié utilizando la fluorimetria de barrido diferencial (DSF).
Tal como se muestra en la Figura 31, el scFv de ratdn parental mostrd una temperatura de fusion de 58,5°C, mientras
que las variantes de scFv anti-CD123 humanizadas tenian temperaturas de fusion disminuidas que variaban entre
44°C y 52°C (Figura 31).

Alineamiento de la secuencia humanizada con secuencias de raton (SEQ ID NOS 92, 32, 31, 34, 33 y 93,
respectivamente, en orden de aparicién):

\Qﬁﬁ1v1 DIVLTOSPAS LAV LGORATI SCRASESY DI Y GITEFMAN Y DO PGP PELLI YRASHLES
."-.__'."f':-l _.-'3 3 DIV L T S PG LAV S LGERART IHCRR SEG VI G T FH Y QOB PGOPPRLLIYRASILES
B VE] LG EIVLTOSPATLELSPGERATL SCRASES VAT GUTFMHEE Y X PGOAPRLLI YRASITLES
PErrt Baiuwan wees O A Ty
ratan V4 GIFARFSGEGERTOFTLT IHEVEADDVATY YEO0S HEDPPTFEAGTELE
kR VK4 B3 GVEDRFSGSGSRTDFTLT I SELOAEDVAVY YOOOSHEDE
B VEI Lb GIPARFSGSGERTDFTLT I S S LEPEDV AV T YCOOSHEDPPTFGOCTRLEIR
s R Rt
VH
'.".'_'.'!'. 1_T=4.1 QINLVOSGIELEK PGASVEYICEAIGY T FTHY GHMEROAPGOG LEKMGWIIITY TGESTY
D VH1 1-03 RIQLNOSGREVEKPOAIVEVICHASGY I FIIY CMI MY RQABRCORLEMMGHWINTY TCGESTY
raten Vh o1

D_vHI_1-03

raton Vh

|--+|-il-d-l_::-:d-+ll-+l-l:l:l e E@mEw dosdamnesbasdbdemee @ gEEwE

Ejemplo 6: Caracterizacion de CAR CD123 humanizado

Se generaron construcciones de CAR anti-CD123 humanizadas basandose en el scFv 32716 de raton anti-CD123
humano y se insertaron en una cadena principal pELPS-41BB-CD3z. Cada uno de los plasmidos se amplificd
mediante transformacion bacteriana utilizando técnicas estandar en células TOP10, seguido de un Maxiprep utilizando
el kit Qiagen Plasmid Maxi. Se produjo sobrenadante lentivirico en células 293T utilizando técnicas estandar. Se
transdujeron células T de donantes normales con sobrenadante lentiviral y se expandieron utilizando perlas anti-
CD3/CD28 e interleuquina-2. En la siguiente Tabla 3 se muestra la expansién multiplo de las células T transducidas
con cada una de las construcciones, o con un CAR anti-CD123 humano de ratén de control (C1172):

Tabla 3. Produccion de virus y expansion de células T
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ID del constructo Expansion Mdltiplo
NA (control no transducido) 9
C1172 21
CARS8 (UL69-05CC) 24
CAR7 (WW88-24LB) 23
CARS3 (AW84-20CB) 25
CAR4 (QW85-24WB) 24
CAR5 (GW86-29RB) 18
CAR2 (KW82-25HB) 23
CAR6 (MW89-29GB) 20
CAR1 (UW81-20MB) 20

Para detectar la eficiencia de transduccion y el nivel de expresién de cada una de las construcciones, las células T
transducidas en el dia 10 de expansién se tifieron con (i) reactivo F(ab) anti-raton de cabra Alexa fluor 647, (ii) F(ab)
anti-humano de cabra FITC o (iii) CD123-Fc humano primario seguido de Fc PE anti-humano. Se encontr6 que el
F(ab) anti-ratén y el CD123-Fc tenian una buena correlacion, lo que sugiere que en los casos en los que CAR se
expresa en la superficie, seria capaz de unirse a la diana (Figura 32). El reactivo F(ab) anti-humano no detecté CAR
(datos no mostrados).

Tabla 4.

ID del constructo Expresion por Anti-Fab Expresion por CD123-Fc
NA (control no transducido) 1,74 0,54
C1172 43 32,3
CARS8 (UL69-05CC) 63,5 73,2
CAR7 (WW88-24LB) 50,2 51
CAR3 (AW84-20CB) 75,1 69,9
CAR4 (QW85-24WB) 83,8 77,8
CAR5 (GW86-29RB) 52,2 46,1
CAR2 (KW82-25HB) 82,6 78,6
CAR6 (MW89-29GB) 1,35 0,64
CAR1 (UW81-20MB) 75,5 74,5

MOLM14, una linea de células diana de expresién de CD123 que se habia transducido previamente con luciferasa de
luciérnaga, se sembro en una placa de 96 pocillos a razén de 5x10*células por pocillo. Las células T transducidas con
las diferentes construcciones de CAR humanizadas, o con CARCD123 anti-humano de ratén control se sembraron en
placas a 2:1, 1:1 y 0,5:1 después de la correccion para el porcentaje de expresion de CAR. Especificamente, todas
las células T se diluyeron hasta un nivel de expresion de CAR del 40% vy, por lo tanto, las relaciones E:T efectivas
fueron 2x 0,4 =0,8:1; 1 x0,4=0,4:1; 0,5 x 0,4 = 0,2:1. Los pocillos de control contenian células MOLM14 solas (E:T
= 0:1), o células MOLM14 exterminadas con ETOH (exterminio MAX). Después de 16 horas, se afadio luciferina a
cada uno de los pocillos y se obtuvieron imagenes de la placa durante 10 segundos. Los resultados se muestran en
la Figura 33. Los resultados de un ensayo de exterminio se presentan en la Figura 34.

Todas las construcciones, con la excepcién de MW89-29GB, mostraron una expresién en superficie y una eficacia
antitumoral similares. Estas construcciones también muestran una eficacia similar a la construccion CD123 anti-
humana de raton C1172.

Ejemplo 7: Terapia con células T CAR anti-CD123 de ARN para AML y ALL

Las construcciones CAR anti-CD123 C1172 (scFv 32716) y C1176 (scFv 26292) se clonaron en un vector pDA. Las
secuencias de nucleotidos y aminodacidos se proporcionan en la Tabla 2 como SEQ ID NO: 94-97. Las construcciones
se sometieron a transcripcion in vitro y el ARNm resultante se sometié a electroporacion en células T de donantes
normales. Los linfocitos T humanos se dejaron reposar durante la noche, seguido de una co-incubacién durante 2
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horas con dianas (véase la Figura 35), en presencia de anti-CD107a, anti-CD49d y anti-CD28, y monensina, en un
ensayo de desgranulacién estandar. Los controles fueron CART19 transducido lentiviralmente, CART123 transducido
lentiviralmente (construccién C1172 basado en el scFv 32716) y perlas anti-CD3/CD28. Téngase en cuenta que
C1176 reconoce CD123 de cynomolgus, asi como CD123 humano, mientras que C1172 reconoce solo CD123 humano.

Estos resultados demuestran que las células T pueden electroporarse con éxito con CAR anti-CD123 funcional.

Células T de donantes normales se expandieron in vitro utilizando perlas anti-CD3/CD28 y rhIL2. Células MOLM14
que expresan luciferasa se inyectaron iv ((1x10° células) en ratones NSG subletalmente irradiados el DO. Se tomaron
imagenes de los ratones el D6 para confirmar el injerto del tumor (BLI). El D7 se electroporaron (EP) células T con
CARCD123 de ARN o plasmido CAR19 de ARN, o se sometieron para simular una EP ("sin tratamiento"), reposaron
durante 4 horas a 37 grados, y luego los ratones se trataron con 15 x 10° células T modificadas. El D13, los ratones
se sometieron a BLI. El D14, las células T descongeladas se electroporaron como se ha descrito arriba. El D14, los
ratones fueron tratados con ciclofosfamida 60 mg/kg i.v. para el agotamiento de linfocitos, seguido de una inyeccion iv
de 5 x 108 células T. EI D20, los ratones se sometieron a BLI. El D21, las células T descongeladas se electroporaron
como se ha descrito arriba. El D21, los ratones fueron tratados con ciclofosfamida 60 mg/kg i.v. para el agotamiento
de linfocitos, seguido de una inyeccion i.v. de 5 x 10° células T. La Ultima formacion de imagenes se realiz6 el D34
para documentar la respuesta anti-tumor. La bioluminiscencia en D21 y D28 después de la inyeccion de células T se
muestra en la Figura 36. Los datos que demuestran el efecto antitumoral se muestran en la Figura 37.

Estos resultados demuestran que las células CAR electroporadas con ARN pueden utilizarse para inducir una
respuesta antitumoral in vivo en animales inmunodeficientes.

Ejemplo 8: Comparacién in vivo de la Eficacia Antitumoral de células CART anti-CD 123

Células T se transdujeron con las siguientes construcciones: C1172 (anti-CD123 32716 de cadena ligera a pesada
CD8H 4-1BB CD3z; C1176 (anti-CD123 26292 de cadena ligera a pesada CD8H 4-1BB CD3z); a 10 ratones NSG se
les inyectdé MOLM14 Luc 1 x 10% el DO. Se obtuvieron imagenes de animales para la carga tumoral el D7, seguido de
la inyeccion de 1 x 108 células T como sigue: N2 de células T n = 2; CART123_C1172 n=4 (50% de células TCAR+);
CART123_C1176 n=4 (50% células TCAR+). La carga tumoral se siguié en serie mediante formacién de imagenes
bioluminiscentes (Figura 38). La carga tumoral, tal como se muestra por bioluminiscencia 7 dias después de la
inyeccion de células T, fue menor en ambos grupos de células T que en el grupo no tratado, y CART123_C1172
parecia ser algo mas potente que CART123_C1176.
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LISTA DE SECUENCIAS
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<110> NOVARTIS AG TRUSTEES OF THE UNIVERSITY OF PENNSYLVANIA

<120> FIJACION EFICAZ COMO OBJETIVO DE LA LEUCEMIA HUMANA PRIMARIA UTILIZANDO
CELULAS T MODIFICADAS CON RECEPTOR DE ANTIGENO QUIMERICO ANTI-CD123

<130> N2067-7001W0

<140>
<141>

<150> 61/865,856
<151> 2013-08-14
<150> 61/767,058
<151> 2013-02-20

<160> 136

<170> PatentIn versioén 3.5

<210> 1

<211> 494
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente
<223> /nota=»Descripcidn

<400> 1

Met Ala
1

His Ala

Ser Leu

Ser Glu

50

Gln Lys

65

Leu Glu

Asp Phe

Tyr Tyr

Leu

Ala

Ala

35

Ser

Pro

Ser

Thr

Cys

Pro

Arg

20

Val

Val

Gly

Gly

Leu

100

Gln

vVal

5

Pro

Ser

Asp

Gln

Ile

85

Thr

Gln

Thr

Gly

Leu

Asn

Pro

70

Pro

Ile

Ser

de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético”

Ala

Ser

Gly

Tyr

55

Pro

Ala

Asn

Asn

Leu

Asp

Gln

40

Gly

Lys

Arg

Pro

Glu

Leu

Ile

25

Arg

Asn

Leu

Phe

Vval

105

Asp

Leu Pro
10

Val Leu

Ala Thr

Thr Phe

Leu Ile

75

Ser Gly
90

Glu Ala

Pro Pro

101

Leu Ala Leu Leu

Thr

Ile

Met

60

Tyr

Ser

Asp

Thr

Gln

Ser

45

His

Arg

Gly

Asp

Phe

Ser

30

Cys

Trp

Ala

Ser

Vval

110

Gly

15

Pro

Arg

Tyr

Ser

Arg

95

Ala

Ala

Leu

Ala

Ala

Gln

Asn

80

Thr

Thr

Gly
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Ser

Lys

385

Gln

Leu

Arg

Met

Gly

465

Asp

Trp

Thr

Gln

Ala

305

Ala

Thr

Gln

Cys

370

Phe

Leu

Asp

Lys

Ala

450

Lys

Thr

Gly

Thr

Pro

290

Val

Pro

Leu

Pro

115

Arg

Ser

Tyr

Lys

Asn

435

Glu

Gly

Tyr

Gln

Pro

275

Leu

His

Leu

Tyr

Phe
355

Phe

Arg

Asn

Arg

420

Pro

Ala

His

Asp

Gly

260

Ala

Ser

Thr

Ala

Cys

340

Met

Pro

Ser

Glu

405

Arg

Gln

Tyr

Asp

Ala

485

Thr

Pro

Leu

Arg

Gly

325

Lys

Arg

ES 2 814962 T3

Glu Glu
375

Ala Asp
390

Leu Asn

Gly Arg

Glu Gly

Ser Glu

455

Gly Leu
470

Leu His

Ser Val

Arg Pro

Arg Pro

295

Gly Leu

310

Thr Cys

Arg Gly

Pro Val

120

Glu Glu Gly Gly

Ala Pro Ala Tyr
395

Leu Gly Arg Arg
410

Asp Pro Glu Met
425

Leu Tyr Asn Glu
440

Ile Gly Met Lys

Tyr Gln Gly Leu
475

Met Gln Ala Leu
490

Thr Val Ser Ser
265

Pro Thr Pro Ala
280

Glu Ala Cys Arg

Asp Phe Ala Cys
315

Gly Val Leu Leu
330

Arg Lys Lys Leu
345

Gln Thr Thr Gln
360

102

Cys

380

Lys

Glu

Gly

Leu

Gly

460

Ser

Pro

Ala

Pro

Pro

300

Asp

Leu

Leu

Glu

125

Glu

Gln

Glu

Gly

Gln

445

Glu

Thr

Pro

Ser

Thr

285

Ala

Ile

Ser

Tyr

Glu
365

Leu

Gly

Tyr

Lys

430

Lys

Arg

Ala

Arg

Ser

270

Ile

Ala

Tyr

Leu

Ile

350

Asp

Arg

Gln

Asp

415

Pro

Asp

Arg

Thr

Gly

Ala

Gly

Ile

Val

335

Phe

Gly

val

Asn

400

Val

Arg

Lys

Arg

Lys

480

Thr

Ser

Gly

Trp

320

Ile

Lys

Cys
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<210> 2

<211> 244
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidn de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"

<400> 2
Asp Ile
1

Gln Arg

Gly Asn

Lys Leu

Arg Phe
65

Val

Ala

Thr

35

Leu

Ser

Leu

Thr

20

Phe

Ile

Gly

Thr Gln Ser Pro Ala Ser

5

Ile Ser Cys Arg Ala Ser

Met His Trp Tyr Gln Gln

Tyr Arg Ala Ser Asn Leu

Ser Gly Ser Arg Thr Asp

70

55

ES 2 814962 T3

40

25

10

103

Leu

Glu

Lys

Glu

Phe
75

Ala

Ser

Pro

Ser

Thr

Val Ser

Val Asp

Gly Gln

45

Gly Ile

Leu Thr

Leu Gly

15

Asn Tyr

Pro Pro

Pro Ala

Ile Asn
80
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Pro

Glu

Gly

Gln

Lys

145

Asn

Ile

Arg

Ile

Ser

225

Thr

val

Asp

Gly

Leu

130

Ile

Trp

Asn

Phe

Asn

210

Gly

Val

<210> 3

<211>
<212>
<213>

<220>

<221>
<223>

<400> 3
Met Ala Leu Pro Val Thr Ala Leu Leu Leu Pro Leu Ala Leu Leu Leu

1

21
PRT
Secuencia

Glu

Pro

Gly

115

Val

Ser

Val

Thr

Ala

195

Asp

Gly

Ser

Ala

Pro

100

Ser

Gln

Cys

Lys

Tyr

180

Phe

Leu

Tyr

Ser

fuente
/nota=»Descripcidn de Secuencia Artificial: Péptido sintético"

Asp

85

Thr

Gly

Ser

Lys

Gln

165

Thr

Ser

Lys

Asp

Asp

Phe

Gly

Gly

Ala

150

Ala

Gly

Leu

Asn

Pro
230

val

Gly

Gly

Pro

135

Ser

Pro

Glu

Glu

Glu

215

Met

artificial

5

His Ala Ala Arg Pro

20

ES 2 814962 T3

Ala

Ala

Gly

120

Glu

Gly

Gly

Ser

Thr

200

Asp

Asp

Thr

Gly

105

Ser

Leu

Tyr

Lys

Thr

185

Ser

Thr

Tyr

Tyr

90

Thr

Ser

Lys

Ile

Ser

170

Tyr

Ala

Ala

Trp

10

104

Tyr

Lys

Gly

Lys

Phe

155

Phe

Ser

Ser

Thr

Gly
235

Cys

Leu

Gly

Pro

140

Thr

Lys

Ala

Thr

Tyr

220

Gln

Gln

Glu

Gly

125

Gly

Asn

Trp

Asp

Ala

205

Phe

Gly

Gln

Leu

110

Ser

Glu

Tyr

Met

Phe

190

Tyr

Cys

Thr

Ser

95

Lys

Gln

Thr

Gly

Gly

175

Lys

Leu

Ala

Ser

15

Asn

Gly

Ile

Val

Met

160

Trp

Gly

His

Arg

Val
240
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<210> 4

<211> 45

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidn de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"
<400> 4

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

Ser Gln Pro Leu Ser Leu Arg Pro Glu Ala Cys Arg Pro Ala Ala Gly

20 25 30
<210> 5
Gly Ala Val His Thr Arg Gly Leu Asp Phe Ala Cys Asp
35 40 45
<211> 24
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Péptido sintético”
<400> 5

Ile Tyr Ile Trp Ala Pro Leu Ala Gly Thr Cys Gly Val Leu Leu Leu
1 5 10 15

Ser Leu Val Ile Thr Leu Tyr Cys

20
<210> 6
<211> 42
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<221> fuente
<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético”
<400> 6

Lys Arg Gly Arg Lys Lys Leu Leu Tyr Ile Phe Lys Gln Pro Phe Met
1 5 10 15

Arg Pro Val Gln Thr Thr Gln Glu Glu Asp Gly Cys Ser Cys Arg Phe
20 25 30

Pro Glu Glu Glu Glu Gly Gly Cys Glu Leu
35 40

<210> 7
<211> 112
<212> PRT

105
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<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia

<400> 7

Arg Val Lys
1

Gln Asn Gln

Asp Val Leu
35
<210> 8

<211> 1482
Pro Arg Arg

50

Asp Lys Met
65

Arg Arg Gly

Thr Lys Asp

<212> ADN

<213> Secuencia

<220>

Phe Ser Arg Ser Ala Asp Ala Pro

10

Leu Tyr Asn Glu Leu Asn Leu Gly
25

20

Asp Lys Arg Arg Gly Arg Asp Pro

40

Lys Asn Pro Gln Glu Gly Leu Tyr

Ala Glu Ala
70

55

Tyr Ser Glu Ile Gly

75

Lys Gly His Asp Gly Leu Tyr Gln

85

90

Thr Tyr Asp Ala Leu His Met Gln
105

100

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia

<400> 8

atggccctge
cccggatceceg
agagccacaa
cactggtatc
ctggaaagcg

accatcaacc

ctgtgacage
acatcgtgcet
tcagctgcag
agcagaagcc
gcatccececege

ccgtggaage

artificial

cctgetgetg
gacacagagc
ggccagegag
cggccagccce
cagattttcc

cgacgacgtg

cctetggete
cctgettece
agcgtggaca
cccaagcectge
ggcagcggca

gccacctact

106

Artificial:

Ala Tyr Lys

Arg Arg Glu
30

Glu Met Gly
45

Asn Glu Leu
60

Met Lys Gly

Gly Leu Ser

Ala Leu Pro
110

tgectgetgea
tggcegtgte
actacggcaa
tgatctacag
gcagaaccga

actgccagca

Gln Gly
15

Glu Tyr

Gly Lys

Gln Lys

Glu Arg
80

Thr Ala
95

Pro Arg

tgcecgectaga
cctgggacag
caccttcatg
agccagcaac
cttcaccctg

gagcaacgag

Artificial: Polipéptido sintético”

Polinucleétido sintético"

60

120

180

240

300

360
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gaccccccca
ggcggaggat
aagaaacccg
tacggcatga
aacacctaca
ctggaaacca
gccacctatt
accagcgtga
acaccggcgce
gcggcggggg
gcgeccttgg
adddfPygdca
actactcaag
gaactgagag
cagctctata
cgtggecggg
tacaatgaac
gagcgccgga

gacacctacg

<211> 732
<212> ADN

catttggagc
cttctggggg
gcgagacagt
actgggtcaa
ccggcgagag
gcgccagcac
tctgcgecag
ccgtgtecte
ccaccatcge
gcgcagtgeca
ccgggacttg
gaaagaaact
aggaagatgg
tgaagttcag
acgagctcaa
accctgagat
tgcagaaaga
ggggcaaggg

acgccctteca

cggcaccE% %&Jggfa?t@% Ig%gcggagg

aggctctcag
gaagatctcc
gcaggcccect
cacctacagc
cgcctacctg
aagcggcggc
tgctagctcece
gtecgcagecce
cacgaggggg
tggggtcctt
cctgtatata
ctgtagctge
caggagcgca
tctaggacga
ggggggaaag
taagatggcg
gcacgatggce

catgcaggcc

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético"

<400> 9

gacatcgtge
atcagctgca
cagcagaagc
ggcatcccceg

cccgtggaag

acatttggag

tcttetgggg
ggcgagacag
aactgggtca
accggcgaga
agcgccagca
ttctgegeca

accgtgtect

tgacacagag
gggccagcga
ccggccagcec
ccagattttc
ccgacgacgt

ccggcaccaa

gaggctctca
tgaagatctc
agcaggcccc
gcacctacag
ccgectaccet
gaagcggcgg

ct

attcagctgg
tgcaaggcct
ggcaagagct
gccgacttca
cacatcaacg
tacgacccca
ggaaccacga
ctgtcectge
ctggacttceg
ctcectgtcac
ttcaaacaac
cgatttccag
gacgcccecg
agagaggagt
ccgagaagga
gaggcctaca
ctttaccagg

ctgccececte

tgcagagcgg
ccggctacat
tcaagtggat
agggcagatt
acctgaagaa
tggattattg
cgccagcgec
gcccagaggce
cctgtgatat
tggttatcac
catttatgag
aagaagaaga
cgtacaagca
acgatgtttt
agaaccctca
gtgagattgg
gtctcagtac

gc

cggatctg,.
cccagagctg
cttcaccaat
gggctggatce
cgccttecage
cgaggacacc
gggccaggge
gcgaccacca
gtgccggeca
ctacatctgg
cctttactge
accagtacaa
aggaggatgt
gggccagaac
ggacaagaga
ggaaggcctg
gatgaaaggc

agccaccaag

ccctgettee
gagcgtggac
ccccaagcetg
cggcagcggce
ggccacctac

gctggaactg

gattcagctg
ctgcaaggcece
tggcaagagc
cgccgactte
gcacatcaac

ctacgacccce

ctggcegtgt
aactacggca
ctgatctaca
agcagaaccg
tactgccage

aagggcggag

gtgcagagcg
tcecggectaca
ttcaagtgga
aagggcagat
gacctgaaga

atggattatt

107

ccctgggaca
acaccttcat
gagccagcaa
acttcaccct
agagcaacga

gcggatctgyg

gcccagaget
tcttcaccaa
tgggctggat
tcgecettcag
acgaggacac

ggggccaggg

gagagccaca
gcactggtat
cctggaaage
gaccatcaac
ggacccccce

cggcggagga

gaagaaaccc
ttacggcatg
caacacctac
cctggaaacce
cgccacctat

caccagcgtg

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1482

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

732
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<210> 10

<211> 63

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidn de Secuencia Artificial: Oligonucledtido sintético"
<400> 10

atggccctge ctgtgacage cctgetgetg cctetggete tgetgetgea tgcegcectaga 60

cce 63

<210> 11

<211> 135

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polinucledétido sintético’
<400> 11

accacgacgc cagcgccgcg accaccaaca ccggcgccca ccatcgegtce gcagcccctg 60
tcectgegee cagaggcegtg ccggeccagcecg gcggggggcg cagtgcacac gagggggcetg 120
gacttcgeet gtgat 135

<210> 12

<211> 72

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidn de Secuencia Artificial: Oligonucledtido sintético"
<400> 12

atctacatct gggcgccctt ggccgggact tgtggggtce ttctecctgte actggttatce 60
accctttact gc 72
<210> 13

<211> 126

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidn de Secuencia Artificial: Polinucledétido sintético’
<400> 13

aaacggggca gaaagaaact cctgtatata ttcaaacaac catttatgag accagtacaa 60
actactcaag aggaagatgg ctgtagctgc cgatttccag aagaagaaga aggaggatgt 120
gaactg 126

108



10

20

25

30

<210> 14
<211> 336
<212> ADN

ES 2 814962 T3

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidon de Secuencia Artificial: Polinucledtido sintético"

<400> 14

agagtgaagt tcagcaggag cgcagacgcc cccgcgtaca agcagggcca gaaccagctce 60
tataacgagc tcaatctagg acgaagagag gagtacgatg ttttggacaa gagacgtggce 120
cgggaccctg agatgggggg aaagccgaga aggaagaacc ctcaggaagg cctgtacaat 180
gaactgcaga aagataagat ggcggaggcc tacagtgaga ttgggatgaa aggcgagcgce 240
cggaggggca aggggcacga tggcctttac cagggtctca gtacagccac caaggacacc 300
tacgacgccce ttcacatgeca ggccctgcce cctege 336
<210> 15

<211> 118

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidn de Secuencia Artificial:

<400> 15

Polipéptido sintético"

Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Pro Glu Leu Lys Lys Pro Gly Glu
1 5 10 15

Thr Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ile Phe Thr Asn Tyr
20 25 30

Gly Met Asn Trp Val Lys Gln Ala Pro Gly Lys Ser Phe Lys Trp Met
35 40 45

Gly Trp Ile Asn Thr Tyr Thr Gly Glu Ser Thr Tyr Ser Ala Asp Phe
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Ala Phe Ser Leu Glu Thr Ser Ala Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Leu His Ile Asn Asp Leu Lys Asn Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Phe Cys

50

55

85

Ala Arg Ser Gly Gly Tyr Asp Pro

100

Ser Val Thr Val Ser Ser
115

90

Met Asp Tyr

105

109

95

Trp Gly Gln Gly Thr
110
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<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

Asn

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

Trp

Gly

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

ES 2 814962 T3

16

5

PRT

Secuencia artificial

fuente
/nota=»Descripcidn de Secuencia Artificial: Péptido sintético"
16

Tyr Gly Met Asn
5

17
17
PRT
Secuencia artificial

fuente
/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial: Péptido sintético”
17

Ile Asn Thr Tyr Thr Gly Glu Ser Thr Tyr Ser Ala Asp Phe Lys
5 10 15

18

9

PRT

Secuencia artificial

fuente
/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial: Péptido sintético”
18

Ser Gly Gly Tyr Asp Pro Met Asp Tyr

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

5

19
111
PRT
Secuencia artificial

fuente

/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético”
19

110
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Asp

Gln

Gly

Lys

Arg
65

Pro

Glu

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

Ile

Arg

Asn

Leu

50

Phe

Val

Asp

20
15
PRT

Val

Ala

Thr

35

Leu

Ser

Glu

Pro

Leu

Thr

20

Phe

Ile

Gly

Ala

Pro
100

Thr

Ile

Met

Tyr

Ser

Asp

85

Thr

Gln

Ser

His

Arg

Gly

70

Asp

Phe

ES 2 814962 T3

Ser Pro

Cys Arg

Trp Tyr

40

Ala Ser

55

Ser Arg

Val Ala

Gly Ala

Secuencia artificial

fuente

/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial: Péptido sintético”

20

Ala

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly
105

Ser

10

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

90

Thr

Leu

Glu

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Ala

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Leu

vVal

val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

Asp

30

Gln

Ile

Thr

Gln

Leu
110

Leu

15

Asn

Pro

Pro

Ile

Ser

95

Lys

Gly

Tyr

Pro

Ala

Asn

80

Asn

Arg Ala Ser Glu Ser Val Asp Asn Tyr Gly Asn Thr Phe Met His
10

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

21
7
PRT

5

Secuencia artificial

fuente

/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial: Péptido sintético"

21

22
9
PRT

Arg Ala Ser Asn Leu Glu Ser

1

Secuencia artificial

fuente

/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial: Péptido sintético”

22

5

Gln Gln Ser Asn Glu Asp Pro Pro Thr

1

5

111

15
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ES 2 814962 T3

<210> 23

<211> 48

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidn de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"

<400> 23

Gln Arg Arg Lys Tyr Arg Ser Asn Lys Gly Glu Ser Pro Val Glu Pro
1 5 10 15

Ala Glu Pro Cys Arg Tyr Ser Cys Pro Arg Glu Glu Glu Gly Ser Thr
20 25 30

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

<210> 24

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Péptido sintético”
<400> 24

Gly Tyr Ile Phe Thr Asn Tyr
1 5

<210> 25

<211> 6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Péptido sintético”
<400> 25

Asn Thr Tyr Thr Gly Glu
1 5

<210> 26

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Péptido sintético”
<400> 26

112
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ES 2 814962 T3

Ser Gly Gly Tyr Asp Pro Met Asp Tyr
1 5

<210> 27

<211> 123

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético"
<400> 27

aggagtaaga ggagcaggct cctgcacagt gactacatga acatgactcc ccgeccgecce 60
gggcccaccce gcaagcatta ccagccctat geccccaccac gegacttege agectatege 120

tece 123

<210> 28

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Péptido sintético”
<400> 28

Ser Glu Ser Val Asp Asn Tyr Gly Asn Thr Phe
1 5 10

<210> 29

<211> 3

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Péptido sintético”
<400> 29

Arg Ala Ser
1

<210> 30

<211> 6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Péptido sintético”
<400> 30

Ser Asn Glu Asp Pro Pro

1 5
<210> 31

<211> 111
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
113
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<221> fuente
<223> /nota=»Descripcidn de Secuencia

<400>

Glu Ile

1

Glu Arg

Gly Asn

Arg Leu

31

35

50

Arg Phe

Ser Leu

Glu Asp

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

Asp

1

Glu

Gly

Lys

Arg

65

Ser

Glu

32
111
PRT

Secuencia

Val Leu

Ala Thr

20

Thr Phe

Leu Ile

Ser Gly

Glu Pro

Pro Pro

100

fuente

/nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético”

32

Ile

Arg

Asn

Leu

50

Phe

Leu

Asp

Val Leu

Ala Thr

Thr

Leu

Met

Tyr

Ser

Glu

85

Thr

Gln

Ser

His

Arg

Gly

70

Asp

Phe

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Vval

Gly

artificial

20

Thr Phe

35

Leu Ile

Ser Gly

Gln Ala

Pro Pro

Thr

Ile

Met

Tyr

Ser

Glu

Gln

Asn

His

Arg

Gly

Ser

Cys

Trp

Ala

ES 2 814962 T3

Pro

Arg

Tyr

40

Ser

Arg

Ala

Gln

Pro

Arg

Tyr

Ala

Ala

25

Gln

Asn

Thr

val

Gly
105

Ala

Thr

10

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

90

Thr

Asp Ser

Artificial:

Leu

Glu

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

10

25

40

55

70

85

100

Thr

Asp

Phe

Ser

Val

Gly

Ser

Arg

Ala

Gln

Gln

Asn

Thr

Val

Gly

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

Leu

Glu

Lys

Glu

Phe

Ser

Ser

Pro

Ser
60

Thr

Cys

Leu

Ala

Ser

Pro

Ser

Leu

vVal

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

Val

Gly

Polipéptido sintético"

Ser

Asp

Gln

Ile

Thr

Gln

Ile
110

Pro Gly

15

Asn Tyr

Ala Pro

Pro Ala

Ile Ser

Ser Asn

95

Lys

Val Ser Leu

15

Asp Asn

30

45

60

75

90

105

114

Thr

Tyr

Lys

Thr

Cys

Leu

Gly

Leu

Gln

Glu

Gln Pro

Val Pro

Thr Ile

Gln Ser

95

Ile Lys

110

Gly

Tyr

Pro

Asp

Ser

80

Asn
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<210> 33
<211> 116
<212> PRT

<213>

<220>

<221>
<223>

<400> 33

Gln

Ser

Gly

Gly

Arg

65

Leu

Ser

Thr

Ile Gln

Val Lys

Met Asn
35

Trp Ile

50

Val Thr

Ser Ser

Gly Gly

Val Ser
115

<210> 34
<211> 116
<212> PRT
<213> Secuen
<220>

<221> fuente

<223>

<400> 34

fuente
/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético”

Leu

val
20

Trp

Asn

Ile

Leu

Tyr

100

Ser

cia

Val Gln

Ser Cys

Val Arg

Thr Tyr

Thr Leu
70

Arg Ser
85

Asp Pro

ES 2 814962 T3

Secuencia artificial

Ser

Lys

Gln

Thr

55

Asp

Glu

Met

artificial

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Thr

Asp

Asp

Ala

Ser

25

Pro

Glu

Ser

Thr

Tyr
105

Glu Val

10

Gly Tyr

Gly Gln

Ser Thr

Ala Ser
75

Ala Val
90

Trp Gly

115

Lys

Ile

Arg

Tyr

60

Thr

Tyr

Gln

Lys

Phe

Leu

45

Ser

Ala

Tyr

Gly

Pro

Thr

30

Glu

Ala

Tyr

Cys

Thr
110

Gly Ala

15

Asn Tyr

Trp Met

Asp Phe

Met Glu
80

Ala Arg
95

Thr Val

/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético”
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Gln Il

e Gln

Ser Val Lys

Gly Met Asn

35

Gly Trp Ile

50

Arg Phe Val

Ile Asn Ala

Ser Gl

Thr Va

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

y Gly

1l Ser
115

35
5
PRT

Leu

Val

20

Trp

Asn

Phe

Leu

Tyr
100

Ser

Secuencia

fuente

/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial: Péptido sintético”

35

ES 2 814962 T3

Val Gln Ser

Ser Cys Lys

Val Arg Gln

Thr Tyr Thr
55

Ser Leu Asp
70

Lys Ala Glu

85

Asp Pro Met

artificial

Gly Gly Gly Gly Ser

1
<210>

<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

36
249
PRT

5

Secuencia artificial

fuente

/nota=»Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético”

36

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Thr

Asp

Asp

Ser

Ser

25

Pro

Glu

Ser

Thr

Tyr
105

Glu

10

Gly

Gly

Ser

Val

Ala

90

Trp

116

Leu Lys

Tyr Ile

Gln Gly

Thr Tyr

60

Ser Thr
75

Val Tyr

Gly Gln

Lys

Phe

Leu

45

Ser

Ala

Tyr

Gly

Pro

Thr

30

Glu

Ala

Tyr

Cys

Thr
110

Gly Ala
15

Asn Tyr

Trp Met

Asp Phe

Leu Gln
80

Ala Arg

95

Thr Val
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Asp

Ile

Glu Arg

Gly Asn

Lys

Leu
50

Arg Phe

65

Ser Leu

Glu Asp

Gly

Gly

Pro

145

Thr

Glu

Ala

Thr

Tyr

225

Gln

<210>

Gly

Gly

130

Gly

Asn

Trp

Asp

Ala

210

Tyr

Gly

37

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

<220>

val

Ala

Thr

35

Leu

Ser

Gln

Pro

Gly

115

Ser

Ala

Tyr

Met

Phe

195

Tyr

Cys

Thr

<221> fuente

<223>
<400>

/nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polinucledétido sintético"

37

Leu

Thr

20

Phe

Ile

Gly

Ala

Pro
100

Ser

Gln

Ser

Gly

Gly

180

Lys

Leu

Ala

Thr

Thr

Ile

Met

Tyr

Ser

Glu

85

Thr

Gly

Ile

Vval

Met
165

Trp

Gly

Gln

Arg

Val
245

Gln

Asn

His

Arg

Gly

70

Asp

Phe

Gly

Gln

Lys

150

Asn

Ile

Arg

Ile

Ser

230

Thr

ES 2 814962 T3

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

vVal

Gly

Gly

Leu

135

val

Trp

Asn

Phe

Asn

215

Gly

val

Pro

Arg

Tyr

40

Ser

Arg

Ala

Gln

Gly

120

val

Ser

val

Thr

Val

200

Ala

Gly

Ser

Asp

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Val

Gly
105

Ser

Gln

Cys

Arg

Tyr

185

Phe

Leu

Tyr

Ser

Ser

10

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

90

Thr

Gly

Ser

Lys

Gln

170

Thr

Ser

Lys

Asp

117

Leu

Glu

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Gly

Gly

Ala

155

Ala

Gly

Leu

Ala

Pro
235

Ala

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Leu

Gly

Ser

140

Ser

Pro

Glu

Asp

Glu

220

Met

Val

Vval

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

Gly

125

Glu

Gly

Gly

Ser

Thr

205

Asp

Asp

Ser

Asp

30

Gln

Val

Thr

Gln

Ile
110

Ser

Leu

Tyr

Gln

Thr

190

Ser

Thr

Tyr

Leu

15

Asn

Pro

Pro

Ile

Ser

95

Lys

Gly

Lys

Ile

Gly

175

Tyr

Val

Ala

Trp

Gly

Tyr

Pro

Asp

Ser

80

Asn

Gly

Gly

Lys

Phe

160

Leu

Ser

Ser

vVal

Gly
240
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gacatcgtgce
atcaattgta
caacaaaaac
ggagtgccgg
tcacttcaag
acgttcggac

tcgggaggag

gaattgaaga
actaactacg
tggatcaaca
ttctececteg
gataccgcceg

cagggaacca

<210> 38
<211> 843
<212> ADN
<213>
<220>
<221>
<223>
<400> 38

atggccctece
cccgacatceg
actatcaatt
taccaacaaa
tcaggagtgce
tcgtcacttce
cccacgtteg
ggatcgggag
tcagaattga
ttcactaact
ggatggatca
gtgttctcce
gaagataccg

ggacagggaa

cac

tgacccaatc
gggcgtcgga
ctggtcagce
acagattctc
ctgaggacgt
aaggcaccaa

gcggctccgg

aaccaggagc
gcatgaactg
cttacaccgg
acactagcgt
tctactactg

ctgtcacecgt

fuente
/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial: Polinucledétido sintético"

ctgtcaccge
tgctgaccca
gtagggegtc
aacctggtca
cggacagatt
aagctgagga
gacaaggcac
gaggcggcete
agaaaccagg
acggcatgaa
acacttacac
tcgacactag
ccgtctacta

ccactgtcac

ES 2 814962 T3

cccggacage
gtcegtggac
acctaagctg
ggggtccgge
cgcggtgtac
gctggagatt

cggaggtgga

ctcggtgaag
ggtgcgccag
ggagtcaact
gagcaccgcc
cgcaagatcc

gagcagc

Secuencia artificial

cctgetgett
atccccggac
ggagtccgtg
gccacctaag
ctcggggtcce
cgtcgeggtg
caagctggag
cggcggaggt
agccteggtg
ctgggtgege
cggggagtca
cgtgagcacc
ctgcgcaaga

cgtgagcagce

ctcgcagtct
aattacggaa
ctgatctacc
tcececggacgg
tactgccage
aaaggaggcg

tcgcagattce

gtcagctgca
gctcecgggac
tactcggcetg

tatcttcaaa

ggtgggtacg

ccgetggete
agcctcgcag
gacaattacg
ctgctgatct
ggctccegga
tactactgcee
attaaaggag
ggatcgcaga
aaggtcagct
caggctccegg
acttactcgg
gcctatette

tcecggtgggt

ggctcgecacce

118

cactcggaga
acaccttcat
gcgcectcecgaa
atttcacttt
agagcaacga
gaggctccgg

agctggtgca

aggcatcagg
aggggctgga
actttaaggg
tcaacgccect

atccgatgga

ttctgctcca
tctcactcgg
gaaacacctt
accgcgecte
cggatttcac
agcagagcaa
gcggaggcete
ttcagectggt
gcaaggcatc
gacaggggct
ctgactttaa
aaatcaacgc
acgatccgat

accatcacca

acgcgccact
gcactggtac
tctggaatca
gaccatctcg
agatccaccc
tggaggagga

gtcgggttca

gtacatcttc
gtggatggga
ccggtttagtg
caaggcggaa

ttattgggga

cgccgcetegg
agaacgcgcece
catgcactgg
gaatctggaa
tttgaccatc
cgaagatcca
cggtggagga
gcagtcgggt
agggtacatc
ggagtggatg
gggccggttt
cctcaaggceg
ggattattgg

tcatcatcac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

747

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

843
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<210>
<211>
<212>

39
281
PRT

ES 2 814962 T3

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidn de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"

<400>

Met

1

His

Ala

Ser

Pro

65

Ser

Thr

Cys

Leu

Gly

145

Ser

Ser

Pro

Glu

Asp
225

39

Ala

Ala

Val

Val

50

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

130

Gly

Glu

Gly

Gly

Ser

210

Thr

Leu

Ala

Ser

35

Asp

Gln

val

Thr

Gln

115

Ile

Ser

Leu

Tyr

Gln

195

Thr

Ser

Pro

Arg

20

Leu

Asn

Pro

Pro

Ile

100

Ser

Lys

Gly

Lys

Ile

180

Gly

Tyr

Val

Val

Pro

Gly

Tyr

Pro

Asp

85

Ser

Asn

Gly

Gly

Lys

165

Phe

Leu

Ser

Ser

Thr

Asp

Glu

Gly

Lys

70

Arg

Ser

Glu

Gly

Gly

150

Pro

Thr

Glu

Ala

Thr
230

Ala

Ile

Arg

Asn

55

Leu

Phe

Leu

Asp

Gly

135

Gly

Gly

Asn

Trp

Asp

215

Ala

Leu

Val

Ala

40

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro

120

Gly

Ser

Ala

Tyr

Met

200

Phe

Tyr

Leu

Leu

25

Thr

Phe

Ile

Gly

Ala

105

Pro

Ser

Gln

Ser

Gly

185

Gly

Lys

Leu

Leu

Thr

Ile

Met

Tyr

Ser

90

Glu

Thr

Gly

Ile

val

170

Met

Trp

Gly

Gln

119

Pro

Gln

Asn

His

Arg

75

Gly

Asp

Phe

Gly

Gln

155

Lys

Asn

Ile

Arg

Ile
235

Leu

Ser

Cys

Trp

60

Ala

Ser

Val

Gly

Gly

140

Leu

Val

Trp

Asn

Phe

220

Asn

Ala

Pro

Arg

45

Tyr

Ser

Arg

Ala

Gln

125

Gly

vVal

Ser

Val

Thr

205

vVal

Ala

Leu

Asp

30

Ala

Gln

Asn

Thr

Val

110

Gly

Ser

Gln

Cys

Arg

190

Tyr

Phe

Leu

Leu

Ser

Ser

Gln

Leu

Asp

95

Tyr

Thr

Gly

Ser

Lys

175

Gln

Thr

Ser

Lys

Leu

Leu

Glu

Lys

Glu

80

Phe

Tyr

Lys

Gly

Gly

160

Ala

Ala

Gly

Leu

Ala
240
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Glu Asp Thr

Met Asp Tyr

His His His

245

260

275

<210> 40
<211> 1479
<212> ADN

ES 2 814962 T3

Ala Val Tyr Tyr Cys

Trp Gly Gln Gly Thr

His His His His His

280

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidon de Secuencia Artificial: Polinucledtido sintético"

<400> 40

atggccctcee
cccgacateg
actatcaatt
taccaacaaa
tcaggagtgce
tcgtcactte
cccacgtteg
ggatcgggag
tcagaattga
ttcactaact
ggatggatca
gtgttctcce
gaagataccg
ggacagggaa
ccggcetecta
gctggtgggg
cctctggetg
cgcggtcgga
actcaagagg

ctgcgegtga

ctgtcaccge
tgctgaccca
gtagggcgtce
aacctggtca
cggacagatt
aagctgagga
gacaaggcac
gaggcggctce
agaaaccagg
acggcatgaa
acacttacac
tcgacactag
ccgtctacta
ccactgtcac
ccatcgecte
ccgtgcatac
gtacttgecgg
agaagctgct
aggacggctg

aattcagceg

cctgetgett
atccccggac
ggagtccgtg
gccacctaag
ctcggggtcece
cgtegeggtg
caagctggag
cggcggaggt
agcctceggtg
ctgggtgcge
cggggagtca
cgtgagcacc
ctgcgcaaga
cgtgagcagce
ccagcctcetg
ccggggtett
ggtcctgetg
gtacatcttt
ttcatgccegg

cagcgcagat

Ala Arg Ser Gly Gly Tyr Asp Pro

250

255

Thr Val Thr Val Ser Ser Gly Ser
270

265

His

ccgetggete
agcctcgecag
gacaattacg
ctgctgatct
ggctccegga
tactactgcce
attaaaggag
ggatcgcaga
aaggtcagct
caggctccgg
acttactcgg
gcctatcette
tceggtgggt
accactaccc
tcecetgegte
gacttcgcecet
ctttcactcg
aagcaaccct
ttcccagagg

gctccagect

120

ttctgctcca
tctcactcegg
gaaacacctt
accgcgcecte
cggatttcac
agcagagcaa
gcggaggctc
ttcagectggt
gcaaggcatc
gacaggggct
ctgactttaa
aaatcaacgc
acgatccgat
cagcaccgag
cggaggcatg
gcgatatcta
tgatcactct
tcatgaggcce
aggaggaagg

acaagcaggg

cgcegetegg
agaacgcgcc
catgcactgg
gaatctggaa
tttgaccatc
cgaagatcca
cggtggagga
gcagtecgggt
agggtacatc
ggagtggatg
gggccggttt
cctcaaggeg
ggattattgg
gccacccacce
tagacccgca
catttgggcce
ttactgtaag
tgtgcagact
cggctgcgaa

gcagaaccag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200
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ctctacaacg
ggacgggacc
aacgagctcc
cgcagaagag

acctatgacg

<210> 41
<211> 493
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente
<223> /nota=»Descripcidn de Secuencia
<400> 41

Met

His

Ala

Ser

Pro

65

Ser

Thr

Cys

Leu

Gly

145

Ser

Ala

Ala

val

val

50

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

130

Gly

Glu

Leu

Ala

Ser

35

Asp

Gln

Val

Thr

Gln

115

Ile

Ser

Leu

aactcaatct
cagaaatggg
aaaaggataa
gcaaaggcca

ctcttcacat

Pro

Arg

20

Leu

Asn

Pro

Pro

Ile

100

Ser

Lys

Gly

Lys

Val

Pro

Gly

Tyr

Pro

Asp

85

Ser

Asn

Gly

Gly

Lys

Thr

Asp

Glu

Gly

Lys

70

Arg

Ser

Glu

Gly

Gly

150

Pro

ES 2 814962 T3

Ala

Ile

Asn

55

Leu

Phe

Leu

Asp

Gly

135

Gly

Gly

Leu

Val

Ala

40

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro

120

Gly

Ser

Ala

Leu

Leu

25

Thr

Phe

Ile

Gly

Ala

105

Pro

Ser

Gln

Ser

121

tggtcggaga gaggagtacg
cgggaagccg cgcagaaaga
gatggcagaa gcctatageg
cgacggactg taccagggac

gcaggccectg ccgectegg

Artificial: Polipéptido sintético”

Leu

10

Thr

Ile

Met

Tyr

Ser

90

Glu

Thr

Gly

Ile

Val

acgtgctgga caagcggaga

atccccaaga gggcctgtac

agattggtat gaaaggggaa

tcagcaccge caccaaggac

Pro Leu

Gln Ser

Asn Cys

His Trp
60

Arg Ala
75

Gly Ser

Asp Val

Phe Gly

Gly Gly
140

Gln Leu
155

Lys Val

Ala

Pro

Arg

45

Tyr

Ser

Arg

Ala

Gln

125

Gly

val

Ser

Leu

Asp

30

Ala

Gln

Asn

Thr

Val

110

Gly

Ser

Gln

Cys

Leu

15

Ser

Ser

Gln

Leu

Asp

95

Tyr

Thr

Gly

Ser

Lys

Leu

Leu

Glu

Lys

Glu

80

Phe

Tyr

Lys

Gly

Gly

160

Ala

1260

1320

1380

1440

1479
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Ser

Pro

Glu

Asp

225

Glu

Met

Thr

Pro

vVal

305

Pro

Leu

Pro

Cys

Phe

385

Leu

Gly

Gly

Ser

210

Thr

Asp

Asp

Pro

Leu

290

His

Leu

Tyr

Phe

Arg

370

Ser

Tyr

Tyr

Gln

195

Thr

Ser

Thr

Tyr

Ala

275

Ser

Thr

Ala

Cys

Met

355

Phe

Arg

Asn

Ile

180

Gly

Tyr

Val

Ala

Trp

260

Pro

Leu

Arg

Gly

Lys

340

Arg

Pro

Ser

Glu

165

Phe

Leu

Ser

Ser

Val

245

Gly

Arg

Arg

Gly

Thr

325

Arg

Pro

Glu

Ala

Leu
405

Thr

Glu

Ala

Thr

230

Tyr

Gln

Pro

Pro

Leu

310

Cys

Gly

vVal

Glu

Asp

390

Asn

ES 2 814962 T3

Asn

Trp

Asp

215

Ala

Tyr

Gly

Pro

Glu

295

Asp

Gly

Arg

Gln

Glu

375

Ala

Leu

Tyr

Met

200

Phe

Tyr

Cys

Thr

Thr

280

Ala

Phe

Val

Lys

Thr

360

Glu

Pro

Gly

Gly

185

Gly

Lys

Leu

Ala

Thr

265

Pro

Cys

Ala

Leu

Lys

345

Thr

Gly

Ala

Arg

170

Met

Trp

Gly

Gln

Arg

250

Val

Ala

Arg

Cys

Leu

330

Leu

Gln

Gly

Tyr

Arg
410

122

Asn

Ile

Arg

Ile

235

Ser

Thr

Pro

Pro

Asp

315

Leu

Leu

Glu

Cys

Lys

395

Glu

Trp

Asn

Phe

220

Asn

Gly

Val

Thr

Ala

300

Ile

Ser

Tyr

Glu

Glu

380

Gln

Glu

Val

Thr

205

val

Ala

Gly

Ser

Ile

285

Ala

Tyr

Leu

Ile

Asp

365

Leu

Gly

Tyr

Arg

190

Tyr

Phe

Leu

Tyr

Ser

270

Ala

Gly

Ile

Val

Phe

350

Gly

Arg

Gln

Asp

175

Gln

Thr

Ser

Lys

Asp

255

Thr

Ser

Gly

Trp

Ile

335

Lys

Cys

Val

Asn

Vval
415

Ala

Gly

Leu

Ala

240

Pro

Thr

Gln

Ala

Ala

320

Thr

Gln

Ser

Lys

Gln

400

Leu
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ES 2 814962 T3

Asp Lys Arg Arg Gly Arg Asp Pro Glu Met Gly Gly Lys
420 425
Lys Asn Pro Gln Glu Gly Leu Tyr Asn Glu Leu Gln Lys
435 440 445
Ala Glu Ala Tyr Ser Glu Ile Gly Met Lys Gly Glu Arg
450 455 460
Lys Gly His Asp Gly Leu Tyr Gln Gly Leu Ser Thr Ala
465 470 475
Thr Tyr Asp Ala Leu His Met Gln Ala Leu Pro Pro Arg
485 490
<210> 42
<211> 249
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> fuente
<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial:
<400> 42
Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val
1 5 10
Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Arg Ala Ser Glu Ser Val
20 25
Gly Asn Thr Phe Met His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly
35 40 45
Lys Leu Leu Ile Tyr Arg Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly
50 55 60
Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Arg Thr Asp Phe Thr Leu
65 70 75
Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln
85 90
Glu Asp Pro Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu
100 105
Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly
115 120 125

123

430

Ser

Asp

30

Gln

Val

Thr

Gln

Ile

110

Ser

Pro Arg Arg

Asp Lys Met

Arg Arg Gly

Thr Lys Asp

480

Leu

15

Asn

Pro

Pro

Ile

Ser

95

Lys

Gly

Polipéptido sintético"

Gly

Tyr

Pro

Asp

Ser

80

Asn

Gly

Gly
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ES 2 814962 T3

Gly Gly Ser Gln Ile Gln Leu Val

130

135

Pro Gly Ala Ser Val Lys Val Ser
150

145

Thr Asn Tyr

Glu Trp Met

Ala Asp Phe
195

Gly Met Asn Trp Val

165

Gly Trp Ile Asn Thr

180

Lys Gly Arg Val Thr

200

Thr Ala Tyr Met Glu Leu Ser Ser

210

Tyr Tyr Cys

225

215

Ala Arg Ser Gly Gly
230

Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser

<210> 43
<211> 747
<212> ADN

<213> Secuencia

<220>

245

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético"

<400> 43

gatattgtcc
atcaattgcce
caacagaagc
ggtgtgcegg
tcgetgcecagg
actttcggac
tcgggaggag
gaagtgaaga
accaattacg

tggatcaaca

attaccctgg
gacactgccg

caaggcacta

tcactcaatc
gggcttcega
caggacagcc
accgcttcag
ccgaagatgt
aggggactaa
gcgggtecgg
agccgggage
gcatgaattg

cttacaccgg

atacctcgge
tctactactg

ctgtgactgt

artificial

gccggactca
atccgtcgat
accaaagctg
cggcageggt
cgcecgtcetat
actggaaatc
tggtggcgga
gtcecgtgaaa
ggtgeggcag
ggaaagcacg

ctcaaccgct
tgcaaggagc

gtegtce

Gln Ser Gly

Cys Lys Ala
155

Arg Gln Ala
170

Tyr Thr Gly
185

Ile Thr Leu

Leu Arg Ser

Tyr Asp Pro
235

Ser

ctggeggtgt
aactacggaa
ttgatctace
tccagaaccg
tactgccaac
aagggcggag
tcgcaaatce
gtgagctgca
gcacccggac
tactcggeceg

tacatggagce

ggaggctacg

124

Ala Glu Val

140

Lys Lys

Ser Gly Tyr Ile Phe

160

Pro Gly Gln Arg Leu

175

Glu Ser Thr Tyr Ser

190

Asp Thr Ser Ala Ser

205

Glu Asp Thr Ala Val

220

Met Asp Tyr Trp Gly

ccctecggaga
acacctttat
gcgcttcaaa
actttaccct
agagcaacga
gaggctcggg
agctggtgceca
aggcctcagg
agcgcctgga
acttcaaagg

tctcatcact

accctatgga

240

gagggcgacg
gcactggtac
ccttgagtceg
caccatcagce
agatccgcecect
tggaggagga
gtccggegcea
gtacatcttc
gtggatgggc
acgggtgacc
tagatccgag

ctattgggga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600
660

720

747
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<210> 44
<211> 843
<212> ADN

ES 2 814962 T3

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidn de Secuencia Artificial: Polinucledtido sintético"

<400> 44

atggccctcee
cccgatattg
acgatcaatt
taccaacaga
tegggtgtge
agctcgetge
cctacttteg
ggatcgggag
gcagaagtga
ttcaccaatt
ggctggatca
accattaccc
gaggacactg

ggacaaggca

cac

<210> 45
<211> 281
<212> PRT

ctgtcaccge
tcctcactca
gcecgggette
agccaggaca
cggaccgett
aggccgaaga
gacaggggac
gaggcgggte
agaagccggyg
acggcatgaa
acacttacac
tggatacctc
ccgtctacta

ctactgtgac

cctgetgcett
atcgececggac
cgaatccgte
gccaccaaag
cagcggcagce
tgtcgeegte
taaactggaa
cggtggtgge
agcgtccgtg
ttgggtgcgg
cggggaaagc
ggcctcaacc
ctgtgcaagg

tgtgtcgtce

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente
<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético”

<400> 45

ccgetggete
tcactggcgg
gataactacg
ctgttgatct
ggttccagaa
tattactgece
atcaagggcg
ggatcgcaaa
aaagtgagct
caggcacccg
acgtactcgg
gcttacatgg
agcggaggcet

ggctcgecacce

ttctgctceca
tgtcecctegg
gaaacacctt
accgcgettce
ccgactttac
aacagagcaa
gaggaggctc
tccagetggt
gcaaggcctce
gacagcgcect
ccgacttcaa
agctctcatc
acgaccctat

accatcacca

cgccgetegg
agagagggcg
tatgcactgg
aaaccttgag
cctcaccate
cgaagatccg
gggtggagga
gcagtccgge
agggtacatc
ggagtggatg
aggacgggtg
acttagatcc
ggactattgg

tcatcatcac

Met Ala Leu Pro Val Thr Ala Leu Leu Leu Pro Leu Ala Leu Leu Leu

1

5

10

125

15

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

843
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His Ala Ala Arg

20

Ala Val Ser Leu

35

His His His His

275

Pro Gly Gln Pro

65

Ser Gly Val Pro

Thr Leu Thr Ile

100

Cys Gln Gln Ser

115

Leu Glu Ile Lys
130

Gly Gly Ser Gly

145

Ala Glu Val Lys

Ser Gly Tyr Ile

180

Pro Gly Gln Arg

195

Glu Ser Thr Tyr
210

Asp Thr Ser Ala

225

Glu Asp Thr Ala

Met Asp Tyr Trp

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>

260

46
1479
ADN

Secuencia artificial

fuente

Pro

Gly

His

Pro

Asp

85

Ser

Asn

Gly

Gly

Lys

165

Phe

Leu

Ser

Ser

Val

245

Gly

ES 2 814962 T3

Asp Ile Val Leu Thr Gln

25

Glu Arg Ala Thr Ile Asn

40

His His His Hisy.t gisg

Lys

70

Arg

Ser

Glu

Gly

Gly

150

Pro

Thr

Glu

Ala

Thr

230

Tyr

Gln

Leu

Phe

Leu

Asp

Gly

135

Gly

Gly

Asn

Trp

Asp

215

Ala

Tyr

Gly

280

Leu

Ser

Gln

Pro

120

Gly

Ser

Ala

Tyr

Met

200

Phe

Tyr

Cys

Thr

Ile

Gly

Ala

105

Pro

Ser

Gln

Ser

Gly

185

Gly

Lys

Met

Ala

Thr
265

Tyr Arg
75

Ser Gly
90

Glu Asp

Thr Phe

Gly Gly

Ile Gln
155

Val Lys
170

Met Asn

Trp Ile

Gly Arg

Glu Leu

235

Arg Ser
250

Val Thr

126

Ser

Cys

Trp

60

Ala

Ser

Val

Gly

Gly

140

Leu

vVal

Trp

Asn

Val

220

Ser

Gly

val

Pro

Arg

45

Tyr

Ser

Arg

Ala

Gln

125

Gly

vVal

Ser

Val

Thr

205

Thr

Ser

Gly

Ser

Asp

30

Ala

Gln

Asn

Thr

val

110

Gly

Ser

Gln

Cys

Arg

1390

Tyr

Ile

Leu

Tyr

Ser
270

Ser

Ser

Gln

Leu

Asp

95

Tyr

Thr

Gly

Ser

Lys

175

Gln

Thr

Thr

Arg

Asp

255

Gly

Leu

Glu

Lys

Glu

80

Phe

Tyr

Lys

Gly

Gly

160

Ala

Ala

Gly

Leu

Ser

240

Pro

Ser
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<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético"

<400> 46

atggccctec
cccgatattg
acgatcaatt
taccaacaga
tcgggtgtge
agctcgetge
cctactttceg
ggatcgggag
gcagaagtga
ttcaccaatt
ggctggatca
accattaccc
gaggacactg
ggacaaggca
ccggctecta
gctggtgggg
cctectggetg
cgcggtcecgga
actcaagagg
ctgcgegtga
ctctacaacg
ggacgggacce

aacgagctcc

cgcagaagag

acctatgacg

ctgtcaccge
tcctcactca
gcegggcette
agccaggaca
cggaccgcett
aggccgaaga
gacaggggac
gaggcgggte
agaagccggg
acggcatgaa
acacttacac
tggatacctc
ccgtctacta
ctactgtgac
ccatecgecte
ccgtgcecatac
gtacttgcgg
agaagctgct
aggacggctg
aattcagccg
aactcaatct
cagaaatggg

aaaaggataa

gcaaaggcca

ctcttcacat

ES 2 814962 T3

cctgetgett
atcgeccggac
cgaatccgtce
gccaccaaag
cagcggcage
tgtcgeegte
taaactggaa
cggtggtgge
agcgtccegtg
ttgggtgegyg
cggggaaagc
ggcctcaacce
ctgtgcaagg
tgtgtcgtecce
ccagectctg
ccggggtett
ggtcctgetg
gtacatcttt
ttcatgcecgg
cagcgcagat
tggteggaga
cgggaagcceg
gatggcagaa
cgacggactg

gcaggccectg

ccgetggete
tcactggecgg
gataactacg
ctgttgatct
ggttccagaa
tattactgcece
atcaagggcg
ggatcgcaaa
aaagtgagct
caggcacccg
acgtactcgg
gcttacatgg
agcggaggcet
accactacce
tcecetgegte
gacttcgect
ctttcactcg
aagcaaccct
ttcccagagg
gctccagect
gaggagtacg
cgcagaaaga

gcctatageg

taccagggac

ccgectegg

127

ttctgctcca
tgtcecctegg
gaaacacctt
accgegette
ccgactttac
aacagagcaa
gaggaggctc
tccagectggt
gcaaggcctce
gacagcgcct
ccgacttcaa
agctctcatc
acgaccctat
cagcaccgag
cggaggcatg
gcgatatcta
tgatcactct
tcatgaggcce
aggaggaagg
acaagcaggg
acgtgctgga
atccccaaga

agattggtat

tcagcaccgce

cgecgetegg
agagagggcg
tatgcactgg
aaaccttgag
cctcaccatce
cgaagatccg
gggtggagga
gcagtccgge
agggtacatc
ggagtggatg
aggacgggtg
acttagatcc
ggactattgg
gccacccace
tagacccgca
catttgggce
ttactgtaag
tgtgcagact
cggctgcgaa
gcagaaccag
caagcggaga
gggcctgtac

gaaaggggaa

caccaaggac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380
1440

1479
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<210> 47
<211> 493
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente
<223> /nota=»Descripcidn de Secuencia
<400> 47

Met

His

Ala

Ser

Pro

65

Ser

Thr

Cys

Leu

Gly

145

Ala

Ser

Ala

Ala

Val

Val

50

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

130

Gly

Glu

Gly

Leu

Ala

Ser

35

Asp

Gln

Val

Thr

Gln

115

Ile

Ser

val

Tyr

Pro

Arg

20

Leu

Asn

Pro

Pro

Ile

100

Ser

Lys

Gly

Lys

Ile
180

val

Pro

Gly

Tyr

Pro

Asp

Ser

Asn

Gly

Gly

Lys

165

Phe

Thr

Asp

Glu

Gly

Lys

70

Arg

Ser

Glu

Gly

Gly

150

Pro

Thr

ES 2 814962 T3

Ala

Ile

Arg

Asn

55

Leu

Phe

Leu

Asp

Gly

135

Gly

Gly

Asn

Leu

Val

Ala

40

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro

120

Gly

Ser

Ala

Tyr

Leu

Leu

25

Thr

Phe

Ile

Gly

Ala

105

Pro

Ser

Gln

Ser

Gly
185

128

Artificial: Polipéptido sintético”

Leu

10

Thr

Ile

Met

Tyr

Ser

90

Glu

Thr

Gly

Ile

Val

170

Met

Pro

Gln

Asn

His

Arg

75

Gly

Asp

Phe

Gly

Gln

155

Lys

Asn

Leu

Ser

Cys

Trp

60

Ala

Ser

val

Gly

Gly

140

Leu

val

Trp

Ala

Pro

Arg

45

Tyr

Ser

Arg

Ala

Gln

125

Gly

Vval

Ser

val

Leu

Asp

30

Ala

Gln

Asn

Thr

Val

110

Gly

Ser

Gln

Cys

Arg
190

Leu

15

Ser

Ser

Gln

Leu

Asp

95

Tyr

Thr

Gly

Ser

Lys

175

Gln

Leu

Leu

Glu

Lys

Glu

80

Phe

Tyr

Lys

Gly

Gly

160

Ala

Ala
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Pro

Glu

Asp

225

Glu

Met

Thr

Pro

Val

305

Pro

Leu

Pro

Cys

Phe

385

Leu

Asp

Lys

Gly

Ser

210

Thr

Asp

Asp

Pro

Leu

290

His

Leu

Tyr

Phe

Arg

370

Ser

Tyr

Lys

Asn

Gln

195

Thr

Ser

Thr

Tyr

Ala

275

Ser

Thr

Ala

Cys

Met

355

Phe

Arg

Asn

Pro
435

Arg

Tyr

Ala

Ala

Trp

260

Pro

Leu

Arg

Gly

Lys

340

Arg

Pro

Ser

Glu

Arg

420

Gln

Leu

Ser

Ser

Vval

245

Gly

Arg

Arg

Gly

Thr

325

Arg

Pro

Glu

Ala

Leu

405

Gly

Glu

Glu

Ala

Thr

230

Tyr

Gln

Pro

Pro

Leu

310

Cys

Gly

Val

Glu

Asp

390

Asn

Arg

Gly

ES 2 814962 T3

Trp

Asp

215

Ala

Tyr

Gly

Pro

Glu

295

Asp

Gly

Arg

Gln

Glu

375

Ala

Leu

Asp

Leu

Met

200

Phe

Tyr

Cys

Thr

Thr

280

Ala

Phe

Val

Lys

Thr

360

Glu

Pro

Gly

Pro

Tyr
440

Gly Trp

Lys Gly

Met Glu

Ala Arg
250

Thr Vval
265

Pro Ala

Cys Arg

Ala Cys

Leu Leu
330

Lys Leu
345

Thr Gln

Gly Gly

Ala Tyr

Arg Arg

410

Glu Met
425

Asn Glu

129

Ile

Arg

Leu

235

Ser

Thr

Pro

Pro

Asp

315

Leu

Leu

Glu

Cys

Lys

395

Glu

Gly

Leu

Asn

Vval

220

Ser

Gly

vVal

Thr

Ala

300

Ile

Ser

Tyr

Glu

Glu

380

Gln

Glu

Gly

Gln

Thr

205

Thr

Ser

Gly

Ser

Ile

285

Ala

Tyr

Leu

Ile

Asp

365

Leu

Gly

Tyr

Lys

Lys
445

Tyr

Ile

Leu

Tyr

Ser

270

Ala

Gly

Ile

Val

Phe

350

Gly

Arg

Gln

Asp

Pro

430

Asp

Thr

Thr

Arg

Asp

255

Thr

Ser

Gly

Trp

Ile

335

Lys

Cys

Val

Asn

Val

415

Arg

Lys

Gly

Leu

Ser

240

Pro

Thr

Gln

Ala

Ala

320

Thr

Gln

Ser

Lys

Gln

400

Leu

Arg

Met



ES 2 814962 T3

Ala Glu Ala Tyr Ser Glu Ile Gly Met Lys Gly Glu Arg Arg Arg Gly
450 455 460

Lys Gly His Asp Gly Leu Tyr Gln Gly Leu Ser Thr Ala Thr Lys Asp
465 470 475 480

Thr Tyr Asp Ala Leu His Met Gln Ala Leu Pro Pro Arg
485 490

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

48
249
PRT

Secuencia artificial

fuente
/nota=»Descripcién de Secuencia

48

Glu Ile

1

Glu Arg

Gly Asn

Arg Leu

50

Arg Phe

65

Ser Leu

Glu Asp

Gly Gly

Gly Gly

130

Pro Gly
145

val

Ala

Thr

35

Leu

Ser

Glu

Pro

Gly

115

Ser

Ala

Leu

Thr

20

Phe

Ile

Gly

Pro

Pro

100

Ser

Gln

Ser

Thr

Leu

Met

Tyr

Ser

Glu

85

Thr

Gly

Ile

Val

Gln

Ser

His

Arg

Gly

70

Asp

Phe

Gly

Gln

Lys
150

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Val

Gly

Gly

Leu

135

Val

Pro

Arg

Tyr

40

Ser

Arg

Ala

Gln

Gly

120

Val

Ser

Ala

Ala

25

Gln

Asn

Thr

vVal

Gly

105

Ser

Gln

Cys

130

Artificial: Polipéptido sintético”

Thr

10

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

90

Thr

Gly

Ser

Lys

Leu

Glu

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Gly

Gly

Ala
155

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Leu

Gly

Ser

140

Ser

Leu

Val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

Gly

125

Glu

Gly

Ser

Asp

30

Gln

Ile

Thr

Gln

Ile

110

Ser

Leu

Tyr

Pro

15

Asn

Ala

Pro

Ile

Ser

95

Lys

Gly

Lys

Ile

Gly

Tyr

Pro

Ala

Ser

80

Asn

Gly

Gly

Lys

Phe
160



10

15

20

25

30

35

ES 2 814962 T3

Thr Asn Tyr Gly Met Asn Trp
165

Glu Trp Met Gly Trp Ile Asn

180

Ala Asp Phe Lys Gly Arg Phe

195

Thr Ala Tyr Leu Gln Ile Asn
210

Tyr Tyr

225

215

Cys Ala Arg Ser Gly

230

Gln Gly Thr Thr Val Thr Val
245

<210> 49
<211> 747
<212> ADN
<213>
<220>
<221>
<223>
<400> 49

gaaattgtgce
ctctectgee
caacagaagc
ggcatccctg
tcactggagce
actttcggge
tcgggaggag
gaactcaaaa
actaactacg
tggattaaca
ttttcactgg
gacaccgccg

cagggcacta

<210> 50
<211> 843
<212> ADN
<213>
<220>
<221>
<223>
<400> 50

fuente
/nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polinucledétido sintético"

tcacgcaatc
gcgettegga
cagggcaggce
cgcggttcag
cggaggatgt
agggaaccaa
gaggcagcgg
agcctggege
gtatgaattg
cctacactgg
acaccagcgt
tgtactactg

cggtgactgt

fuente
/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial: Polinucledtido sintético"

Secuencia artificial

acccgccact
atcggtcgac
gccaaggcetg
cggtagcgga
ggcagtgtac
gctggaaatc
aggcggagga
gtcegtgaag
ggtcagacag
ggaatcgact
gtccaccget
cgcacgctca

gtcctce

Secuencia artificial

Val Arg Gln
170

Thr Tyr Thr
185

Val Phe Ser
200

Ala Leu Lys

Gly Tyr Asp

Ser Ser

ctgtegettt
aattacggaa
ctgatctaca
agccgcaccg
tattgtcagce
aagggtggag
tcgcaaatcce
gtcagctgeca
gctecegggte
tactccgegg
tacttgcaaa

ggcggatacg

131

Ala Pro Gly Gln Gly Leu

175

Gly Glu Ser Thr Tyr Ser

190

Leu Asp Thr Ser Val Ser
205

Ala Glu Asp Thr Ala Val

220

Pro Met Asp Tyr Trp Gly

235

ccccgggaga
atacttttat
gagcctcgaa
atttcaccct
agtcgaacga
gagggagcgg
aacttgtcca
aagcatcagg
agggtctgga
acttcaaagg
tcaacgceccet

atccaatgga

240

gcgggccace
gcactggtac
cctcgaaage
gaccatctca
ggacccgccg
cggaggagga
gtcgggctece
atacatcttc
gtggatggga
gcggttegtg
caaggccgag

ctactgggga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

747



10

atggccctcece
cccgaaattg
accctctect
taccaacaga
agcggcatcc
tcatcactgg
ccgacttteg
ggatcgggag
tccgaactca
ttcactaact
ggatggatta
gtgttttcac
gaggacaccg

ggacagggca

cac
<210> 51

<211> 281
<212> PRT

ctgtcacecge
tgctcacgceca
gccgegette
agccagggca
ctgcgeggtt
agccggagga
ggcagggaac
gaggaggcag
aaaagcctgg
acggtatgaa
acacctacac
tggacaccag
ccgtgtacta

ctacggtgac

ES 2 814962 T3

cctgetgett
atcacccgee
ggaatcggtc
ggcgccaagg
cagcggtage
tgtggcagtg
caagctggaa
cggaggcgga
cgcgteegtg
ttgggtcaga
tggggaatcg
cgtgtccacce
ctgecgecacge

tgtgtcctee

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente
<223> /nota=»Descripcidn de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"

<400> 51

ccgcetggete
actctgtege
gacaattacg
ctgctgatct
ggaagccgca
tactattgtc
atcaagggtg
ggatcgcaaa
aaggtcagct
caggctccgg
acttactccg
gcttacttge
tcaggcggat

ggctcgecacce

ttectgectceca
tttceceeggg
gaaatacttt
acagagcctc
ccgatttcac
agcagtcgaa
gaggagggag
tccaacttgt
gcaaagcatc
gtcagggtct
cggacttcaa
aaatcaacgc
acgatccaat

accatcacca

cgecegetegg
agagcgggcec
tatgcactgg
gaacctcgaa
cctgaccatc
cgaggacccg
cggcggagga
ccagtcggge
aggatacatc
ggagtggatg
agggcggttce
cctcaaggcce
ggactactgg

tcatcatcac

Met Ala Leu Pro Val Thr Ala Leu Leu Leu Pro Leu Ala Leu Leu Leu

1

5

10

15

His Ala Ala Arg Pro Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu

20

25

30

Ser Leu Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Glu

132

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

843



ES 2 814962 T3

35 40 45

Ser Val Asp Asn Tyr Gly Asn Thr Phe Met His Trp Tyr Gln Gln Lys
50 55 60

Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile Tyr Arg Ala Ser Asn Leu Glu

Ser Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Arg Thr Asp Phe

Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr
100 105 110

Cys Gln Gln Ser Asn Glu Asp Pro Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys
115 120 125

Leu Glu Tle Lys Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly
130 135 140

Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly
145 150 155 160

Ser Glu Leu Lys Lys Pro Gly Ala Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala
165 170 175

Ser Gly Tyr Ile Phe Thr Asn Tyr Gly Met Asn Trp Val Arg Gln Ala
180 185 190

Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met Gly Trp Ile Asn Thr Tyr Thr Gly
195 200 205

Glu Ser Thr Tyr Ser Ala Asp Phe Lys Gly Arg Phe Val Phe Ser Leu
210 215 220

Asp Thr Ser Val Ser Thr Ala Tyr Leu Gln Ile Asn Ala Leu Lys Ala
225 230 235 240

Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Ser Gly Gly Tyr Asp Pro
245 250 255

Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Gly Ser
260 265 270

His His His His His His His His His
275 280
<210> 52
<211> 1479
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
220>
<221> fuente
<223> /nota=»Descripcidon de Secuencia Artificial: Polinucledtido sintético"
<400> 52

133



atggcecctcee
cccgaaattg
accctctect
taccaacaga
agcggcatcce
tcatcactgg
ccgacttteg
ggatcgggag
tccgaactca
ttcactaact
ggatggatta
gtgttttcac
gaggacaccg
ggacagggca
ccggctecta
gctggtgggg
cctctggetg
cgcggtcgga
actcaagagg
ctgecgegtga
ctctacaacg
ggacgggacc
aacgagctcce
cgcagaagag

acctatgacg
<210> 53

<211> 493
<212> PRT
<213>
<220>
<221>
<223>

<400> 53

ctgtcaccge
tgctcacgceca
gccgegette
agccagggca
ctgcgeggtt
agccggagga
ggcagggaac
gaggaggcag
aaaagcctgg
acggtatgaa
acacctacac
tggacaccag
ccgtgtacta
ctacggtgac
ccatcgceccte
ccgtgcatac
gtacttgegg
agaagctgcet
aggacggctg
aattcagccg
aactcaatct
cagaaatggg
aaaaggataa
gcaaaggcca

ctcttcacat

fuente
/nota=»Descripciéon de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético”

ES 2 814962 T3

cctgetgett
atcaccecgece
ggaatcggtc
ggcgcecaagg
cagcggtage
tgtggcagtg
caagctggaa
cggaggcgga
cgcgteegtg
ttgggtcaga
tggggaatcg
cgtgtccacce
ctgcgcacge
tgtgtcctec
ccagcctctg
ccggggtcett
ggtcctgetg
gtacatcttt
ttcatgececgg
cagcgcagat
tggtcggaga
cgggaagccg
gatggcagaa
cgacggactg

gcaggccectg

Secuencia artificial

ccgetggete
actctgtcge
gacaattacg
ctgctgatct
ggaagccgca
tactattgtc
atcaagggtg
ggatcgcaaa
aaggtcagcet
caggctccgg
acttactccg
gcttacttge
tcaggcggat
accactaccc
tcecetgegte
gacttcgecet
ctttcactcg
aagcaaccct
ttcccagagg
gcteccagecet
gaggagtacg
cgcagaaaga
gcctatageg
taccagggac

ccgectegg

134

ttctgecteca
tttecececeggg
gaaatacttt
acagagccte
ccgatttcac
agcagtcgaa
gaggagggag
tccaacttgt
gcaaagcatc
gtcagggtct
cggacttcaa
aaatcaacgc
acgatccaat
cagcaccgag
cggaggcatg
gcgatatcta
tgatcactct
tcatgaggcce
aggaggaagg
acaagcaggg
acgtgctgga
atccccaaga
agattggtat

tcagcaccge

cgecegetegg
agagcgggcce
tatgcactgg
gaacctcgaa
cctgaccatce
cgaggacccg
cggcggagga
ccagtcggge
aggatacatc
ggagtggatg
agggeggtte
cctcaaggece
ggactactgg
gccacccacce
tagacccgca
catttgggece
ttactgtaag
tgtgcagact
cggctgcgaa
gcagaaccag
caagcggaga
gggcctgtac
gaaaggggaa

caccaaggac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1479



Met

His

Ser

Ser

Pro

65

Ser

Thr

Cys

Leu

Gly

145

Ser

Ser

Pro

Glu

Ala

Ala

Leu

Val

50

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

130

Gly

Glu

Gly

Gly

Ser

Leu

Ala

Ser

35

Asp

Gln

Ile

Thr

Gln

115

Ile

Ser

Leu

Tyr

Gln

195

Thr

Pro

Arg

20

Pro

Asn

Ala

Pro

Ile

100

Ser

Lys

Gly

Lys

Ile

180

Gly

Tyr

val

Pro

Gly

Tyr

Pro

Ala

85

Ser

Asn

Gly

Gly

Lys

165

Phe

Leu

Ser

Thr

Glu

Glu

Gly

Arg

70

Arg

Ser

Glu

Gly

Gly

150

Pro

Thr

Glu

Ala

Ala

Ile

Arg

Asn

55

Leu

Phe

Leu

Asp

Gly

135

Gly

Gly

Asn

Trp

Asp

ES 2 814962 T3

Leu

Val

Ala

40

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

120

Gly

Ser

Ala

Tyr

Met

200

Phe

Leu

Leu

25

Thr

Phe

Ile

Gly

Pro

105

Pro

Ser

Gln

Ser

Gly

185

Gly

Lys

Leu

10

Thr

Leu

Met

Tyr

Ser

90

Glu

Thr

Gly

Ile

Val

170

Met

Trp

Gly

135

Pro

Gln

Ser

His

Arg

75

Gly

Asp

Phe

Gly

Gln

155

Lys

Asn

Ile

Arg

Leu

Ser

Cys

Trp

60

Ala

Ser

Val

Gly

Gly

140

Leu

Val

Trp

Asn

Phe

Ala

Pro

Arg

45

Tyr

Ser

Arg

Ala

Gln

125

Gly

val

Ser

Val

Thr

205

Val

Leu

Ala

30

Ala

Gln

Asn

Thr

Vval

110

Gly

Ser

Gln

Cys

Arg

190

Tyr

Phe

Leu

15

Thr

Ser

Gln

Leu

Asp

95

Tyr

Thr

Gly

Ser

Lys

175

Gln

Thr

Ser

Leu

Leu

Glu

Lys

Glu

80

Phe

Tyr

Lys

Gly

Gly

160

Ala

Ala

Gly

Leu



ES 2 814962 T3

210 215 220

Asp Thr Ser Val Ser Thr Ala Tyr Leu Gln Ile Asn Ala Leu Lys Ala
225 230 235 240

Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Ser Gly Gly Tyr Asp Pro
245 250 255

Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Thr Thr
260 265 270

Thr Pro Ala Pro Arg Pro Pro Thr Pro Ala Pro Thr Ile Ala Ser Gln
275 280 285

Pro Leu Ser Leu Arg Pro Glu Ala Cys Arg Pro Ala Ala Gly Gly Ala
290 295 300

Val His Thr Arg Gly Leu Asp Phe Ala Cys Asp Ile Tyr Ile Trp Ala
305 310 315 320

Pro Leu Ala Gly Thr Cys Gly Val Leu Leu Leu Ser Leu Val Ile Thr
325 330 335

Leu Tyr Cys Lys Arg Gly Arg Lys Lys Leu Leu Tyr Ile Phe Lys Gln
340 345 350

Pro Phe Met Arg Pro Val Gln Thr Thr Gln Glu Glu Asp Gly Cys Ser
355 360 365

Cys Arg Phe Pro Glu Glu Glu Glu Gly Gly Cys Glu Leu Arg Val Lys
370 375 380

Phe Ser Arg Ser Ala Asp Ala Pro Ala Tyr Lys Gln Gly Gln Asn Gln
385 390 395 400

Leu Tyr Asn Glu Leu Asn Leu Gly Arg Arg Glu Glu Tyr Asp Val Leu
405 410 415

Asp Lys Arg Arg Gly Arg Asp Pro Glu Met Gly Gly Lys Pro Arg Arg
420 425 430

Lys Asn Pro Gln Glu Gly Leu Tyr Asn Glu Leu Gln Lys Asp Lys Met
435 440 445

Ala Glu Ala Tyr Ser Glu Ile Gly Met Lys Gly Glu Arg Arg Arg Gly
450 455 460

Lys Gly His Asp Gly Leu Tyr Gln Gly Leu Ser Thr Ala Thr Lys Asp
465 470 475 480

Thr Tyr Asp Ala Leu His Met Gln Ala Leu Pro Pro Arg
485 490

<210> 54

<211> 249

<212> PRT

136



ES 2 814962 T3

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético”

<400> 54
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Glu Ser Val Asp Asn Tyr
20 25 30

Gly Asn Thr Phe Met His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro
35 40 45

Arg Leu Leu Ile Tyr Arg Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly Ile Pro Ala
50 55 60

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Arg Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser
65 70 75 80

Ser Leu Glu Pro Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Asn
85 90 95

Glu Asp Pro Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Gly
100 105 110

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly
115 120 125

Gly Gly Ser Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys
130 135 140

Pro Gly Ala Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ile Phe
145 150 155 160

Thr Asn Tyr Gly Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Arg Leu
165 170 175

Glu Trp Met Gly Trp Ile Asn Thr Tyr Thr Gly Glu Ser Thr Tyr Ser
180 185 190

Ala Asp Phe Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr Leu Asp Thr Ser Ala Ser
195 200 205

Thr Ala Tyr Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val
210 215 220

Tyr Tyr Cys Ala Arg Ser Gly Gly Tyr Asp Pro Met Asp Tyr Trp Gly
225 230 235 240

Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
245
<210> 55

<211> 747
<212> ADN
137



10

15

ES 2 814962 T3

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético"

<400> 55
gagatcgtct

ctcagctgtc
caacagaaac
ggaatccceg
tceecttgaac
actttcggge
tcaggcggag
gaggtcaaga
actaattacg
tggatcaaca
atcaccctgg
gataccgcag

cagggaacta
<210> 56

<211> 843
<212> ADN

tgacgcaatc
gggcgagcga
cggggcaggc
cgaggttcte
cggaggatgt
agggaaccaa
gcggctecagg
agccgggagce
gcatgaactg
cctacacecgg
atacgtccge
tctactactg

ctgtcaccgt

gccagccace
aagcgtggac
tcegegecte
cggtagcgga
ggctgtgtat
gctcgaaatce
cggtggaggt
ctcagtgaaa
ggtgaggcag
ggagtcgact
aagcactgcc
cgccagatcg

gtcctceg

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidon de Secuencia Artificial: Polinucledtido sintético"

<400> 56
atggccctcece

cccgagateg
accctcagcet
taccaacaga
tcaggaatcc
tcgtcecttg
ccaacttteg
ggatcaggceg
gcggaggtca
ttcactaatt
ggatggatca
acgatcaccc
gaagataccg

ggacagggaa

cac

ctgtcacecge
tecttgacgceca
gtcgggegag
aaccggggca
ccgecgaggtt
aaccggagga
ggcagggaac
gaggcggcete
agaagccggg
acggcatgaa
acacctacac
tggatacgtc
cagtctacta

ctactgtcac

cctgetgett
atcgccagee
cgaaagcgtg
ggctccgege
ctceggtage
tgtggctgtg
caagctcgaa
aggcggtgga
agcctcagtg
ctgggtgagg
cggggagtcg
cgcaagcact
ctgcgccaga

cgtgtecteg

ctgtccctga
aattacggaa
ctcatctacc
tcgecggactg
tactgccage
aagggcggtg
tcacaaattc
gtgagctgca
gccectggece
tactccgegg
tacatggaac

ggcggatatg

ccgcetggete
accctgtceee
gacaattacg
ctccteatcet
ggatcgegga
tattactgcce
atcaagggcg
ggttcacaaa
aaagtgagct
caggcccctg
acttactccg
gcctacatgg

tcgggcggat

ggctcgecacce

138

gcccaggcga
acacctttat
gcgcatccaa
actttactct
agtcaaacga
gcggaagcegyg
aactggtgca
aggcttcggg
aacggttgga
acttcaaggg
tgtcctecect

acccgatgga

ttectgectceca
tgagceccagg
gaaacacctt
accgcgcatc
ctgactttac
agcagtcaaa
gtggcggaag
ttcaactggt
gcaaggcttce
gccaacggtt
cggacttcaa
aactgtcctc
atgacccgat

accatcacca

gcgcgecace
gcactggtac
tctggaatca
gaccatctceg
ggaccctcca
aggaggagga
gtcgggageg
ttacattttc
atggatggga
gagagtcacg
gcgectcggaa

ctactgggga

cgecegetegg
cgagcgcgec
tatgcactgg
caatctggaa
tctgaccatc
cgaggaccct
cggaggagga
gcagteggga
gggttacatt
ggaatggatg
ggggagagtc
cctgcgetceg
ggactactgg

tcatcatcac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

747

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

843



10

ES 2 814962 T3

<210> 57

<211> 281

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidn de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"

<400> 57
Met Ala Leu Pro Val Thr Ala Leu Leu Leu Pro
1 5 10

His Ala Ala Arg Pro Glu Ile Val Leu Thr Gln
20 25

Ser Leu Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr Leu Ser
35 40

Ser Val Asp Asn Tyr Gly Asn Thr Phe Met His
50 55

139

Leu Ala Leu Leu Leu
15

Ser Pro Ala Thr Leu
30

Cys Arg Ala Ser Glu
45

Trp Tyr Gln Gln Lys
60



ES 2 814962 T3

Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile Tyr Arg Ala Ser Asn Leu Glu
65 70 75 80

Ser Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Arg Thr Asp Phe

Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr
100 105 110

Cys Gln Gln Ser Asn Glu Asp Pro Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys
115 120 125

Leu Glu Ile Lys Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly
130 135 140

Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly
145 150 155 160

Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala
165 170 175

Ser Gly Tyr Ile Phe Thr Asn Tyr Gly Met Asn Trp Val Arg Gln Ala
180 185 190

Pro Gly Gln Arg Leu Glu Trp Met Gly Trp Ile Asn Thr Tyr Thr Gly
195 200 205

Glu Ser Thr Tyr Ser Ala Asp Phe Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr Leu
210 215 220

Asp Thr Ser Ala Ser Thr Ala Tyr Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser
225 230 235 240

Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Ser Gly Gly Tyr Asp Pro
245 250 255

Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Gly Ser
260 265 270

His His His His His His His His His
275 280
<210> 58
<211> 1479
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> fuente
<223> /nota=»Descripcidn de Secuencia Artificial: Polinucledtido sintético"
<400> 58

140



atggcecctcee
cccgagatceg
accctcaget
taccaacaga
tcaggaatcce
tcgtcecttg
ccaactttcg
ggatcaggcg
gcggaggtca
ttcactaatt
ggatggatca
acgatcaccc
gaagataccg
ggacagggaa
ccggctecta
gctggtgggg
cctctggetg
cgcggtcgga
actcaagagg
ctgecgegtga
ctctacaacg
ggacgggacc
aacgagctcce
cgcagaagag

acctatgacg
<210> 59

<211> 493
<212> PRT
<213>
<220>
<221>
<223>

<400> 59

ctgtcaccge
tcttgacgea
gtcgggcgag
aaccggggca
ccgcegaggtt
aaccggagga
ggcagggaac
gaggcggcte
agaagccggg
acggcatgaa
acacctacac
tggatacgtc
cagtctacta
ctactgtcac
ccatcgceccte
ccgtgcatac
gtacttgegg
agaagctgcet
aggacggctg
aattcagccg
aactcaatct
cagaaatggg
aaaaggataa
gcaaaggcca

ctcttcacat

fuente
/nota=»Descripciéon de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético”

ES 2 814962 T3

cctgetgett
atcgccagece
cgaaagcgtg
ggctccgege
ctcecggtage
tgtggctgtg
caagctcgaa
aggcggtgga
agcctcagtg
ctgggtgagg
cggggagteg
cgcaagcact
ctgcgccaga
cgtgtccteg
ccagcctctg
ccggggtcett
ggtcctgetg
gtacatcttt
ttcatgececgg
cagcgcagat
tggtcggaga
cgggaagccg
gatggcagaa
cgacggactg

gcaggccectg

Secuencia artificial

ccgetggete
accctgtcece
gacaattacg
ctcctcatcet
ggatcgcgga
tattactgcce
atcaagggcg
ggttcacaaa
aaagtgagct
caggcccctg
acttactccg
gcctacatgg
tcgggeggat
accactaccc
tcecetgegte
gacttcgecet
ctttcactcg
aagcaaccct
ttcccagagg
gcteccagecet
gaggagtacg
cgcagaaaga
gcctatageg
taccagggac

ccgectegg

141

ttctgecteca
tgagcccagg
gaaacacctt
accgcgcecate
ctgactttac
agcagtcaaa
gtggcggaag
ttcaactggt
gcaaggctte
gccaacggtt
cggacttcaa
aactgtcctc
atgacccgat
cagcaccgag
cggaggcatg
gcgatatcta
tgatcactct
tcatgaggcce
aggaggaagg
acaagcaggg
acgtgctgga
atccccaaga
agattggtat

tcagcaccge

cgecegetegg
cgagcgegece
tatgcactgg
caatctggaa
tctgaccatc
cgaggaccct
cggaggagga
gcagtcggga
gggttacatt
ggaatggatg
ggggagagtc
cctgegeteg
ggactactgg
gccacccacce
tagacccgca
catttgggece
ttactgtaag
tgtgcagact
cggctgcgaa
gcagaaccag
caagcggaga
gggcctgtac
gaaaggggaa

caccaaggac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1479



Met

His

Ser

Ser

Pro

65

Ser

Thr

Cys

Leu

Gly

145

Ala

Ser

Pro

Glu

Asp
225

Ala

Ala

Leu

val

50

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

130

Gly

Glu

Gly

Gly

Ser

210

Thr

Leu

Ala

Ser

35

Asp

Gln

Ile

Thr

Gln

115

Ile

Ser

val

Tyr

Gln

195

Thr

Ser

Pro

Arg

20

Pro

Asn

Ala

Pro

Ile

100

Ser

Lys

Gly

Lys

Ile

180

Arg

Tyr

Ala

val

Pro

Gly

Tyr

Pro

Ala

85

Ser

Asn

Gly

Gly

Lys

165

Phe

Leu

Ser

Ser

Thr

Glu

Glu

Gly

Arg

70

Arg

Ser

Glu

Gly

Gly

150

Pro

Thr

Glu

Ala

Thr
230

Ala

Ile

Arg

Asn

55

Leu

Phe

Leu

Asp

Gly

135

Gly

Gly

Asn

Trp

Asp

215

Ala

ES 2 814962 T3

Leu

val

Ala

40

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

120

Gly

Ser

Ala

Tyr

Met

200

Phe

Tyr

Leu

Leu

25

Thr

Phe

Ile

Gly

Pro

105

Pro

Ser

Gln

Ser

Gly

185

Gly

Lys

Met

Leu

10

Thr

Leu

Met

Tyr

Ser

90

Glu

Thr

Gly

Ile

Val

170

Met

Trp

Gly

Glu

142

Pro

Gln

Ser

His

Arg

75

Gly

Asp

Phe

Gly

Gln

155

Lys

Asn

Ile

Arg

Leu
235

Leu

Ser

Cys

Trp

60

Ala

Ser

Val

Gly

Gly

140

Leu

Val

Trp

Asn

Val

220

Ser

Ala

Pro

Arg

45

Tyr

Ser

Arg

Ala

Gln

125

Gly

Val

Ser

val

Thr

205

Thr

Ser

Leu

Ala

30

Ala

Gln

Asn

Thr

Val

110

Gly

Ser

Gln

Cys

Arg

190

Tyr

Ile

Leu

Leu

15

Thr

Ser

Gln

Leu

Asp

95

Tyr

Thr

Gly

Ser

Lys

175

Gln

Thr

Thr

Arg

Leu

Leu

Glu

Lys

Glu

Phe

Tyr

Lys

Gly

Gly

160

Ala

Ala

Gly

Leu

Ser
240



ES 2 814962 T3

Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Ser Gly Gly Tyr Asp Pro
245 250 255

Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Thr Thr
260 265 270

Thr Pro Ala Pro Arg Pro Pro Thr Pro Ala Pro Thr Ile Ala Ser Gln
275 280 285

Pro Leu Ser Leu Arg Pro Glu Ala Cys Arg Pro Ala Ala Gly Gly Ala
290 295 300

Val His Thr Arg Gly Leu Asp Phe Ala Cys Asp Ile Tyr Ile Trp Ala
305 310 315 320

Pro Leu Ala Gly Thr Cys Gly Val Leu Leu Leu Ser Leu Val Ile Thr
325 330 335

Leu Tyr Cys Lys Arg Gly Arg Lys Lys Leu Leu Tyr Ile Phe Lys Gln
340 345 350

Pro Phe Met Arg Pro Val Gln Thr Thr Gln Glu Glu Asp Gly Cys Ser
355 360 365

Cys Arg Phe Pro Glu Glu Glu Glu Gly Gly Cys Glu Leu Arg Val Lys
370 375 380

Phe Ser Arg Ser Ala Asp Ala Pro Ala Tyr Lys Gln Gly Gln Asn Gln
385 390 395 400

Leu Tyr Asn Glu Leu Asn Leu Gly Arg Arg Glu Glu Tyr Asp Val Leu
405 410 415

Asp Lys Arg Arg Gly Arg Asp Pro Glu Met Gly Gly Lys Pro Arg Arg
420 425 430

Lys Asn Pro Gln Glu Gly Leu Tyr Asn Glu Leu Gln Lys Asp Lys Met
435 440 445

Ala Glu Ala Tyr Ser Glu Ile Gly Met Lys Gly Glu Arg Arg Arg Gly
450 455 460

Lys Gly His Asp Gly Leu Tyr Gln Gly Leu Ser Thr Ala Thr Lys Asp
465 470 475 480

Thr Tyr Asp Ala Leu His Met Gln Ala Leu Pro Pro Arg

485 490
<210> 60
<211> 249
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<221> fuente
<223> /nota=»Descripcidn de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"
<400> 60

143



10

Gln

Ser

Gly

Gly

Lys

65

Leu

Ala

Thr

Gly

Ser

145

Cys

Trp

Ala

Ser

Val
225

Gly

Ile

val

Met

Trp

Gly

Gln

Arg

val

Gly

130

Pro

Arg

Tyr

Ser

Arg

210

Ala

Gln

<210> 61
<211> 747
<212> ADN

<213>

<220>

<221>
<223>

<400> 61

Gln

Lys

Asn

35

Ile

Arg

Ile

Ser

Thr

115

Gly

Asp

Ala

Gln

Asn
1395

Thr

Val

Gly

Leu

Val

20

Trp

Asn

Phe

Asn

Gly

100

Val

Gly

Ser

Ser

Gln

180

Leu

Asp

Tyr

Thr

Secuencia

fuente
/nota=»Descripcidn de Secuencia Artificial: Polinucledtido sintético"

val

Ser

Val

Thr

Val

Ala

85

Gly

Ser

Ser

Leu

Glu

165

Lys

Glu

Phe

Tyr

Lys
245

Gln

Cys

Arg

Tyr

Phe

70

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

150

Ser

Pro

Ser

Thr

Cys
230

Leu

Ser

Lys

Gln

Thr

55

Ser

Lys

Asp

Gly

Gly

135

Val

Val

Gly

Gly

Leu

215

Gln

Glu

artificial

ES 2 814962 T3

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Leu

Ala

Pro

Gly

120

Gly

Ser

Asp

Gln

Val
200

Thr

Gln

Ile

Ser

Ser

25

Pro

Glu

Asp

Glu

Met

105

Gly

Gly

Leu

Asn

Pro

185

Pro

Ile

Ser

Lys

Glu

10

Gly

Gly

Ser

Thr

Asp

90

Asp

Gly

Ser

Gly

Tyr

170

Pro

Asp

Ser

Asn

144

Leu

Tyr

Gln

Thr

Ser

75

Thr

Tyr

Ser

Asp

Glu

155

Gly

Lys

Arg

Ser

Glu
235

Lys

Ile

Gly

Tyr

60

Val

Ala

Trp

Gly

Ile

140

Arg

Asn

Leu

Phe

Leu
220

Asp

Lys

Phe

Leu

45

Ser

Ser

Val

Gly

Gly

125

Val

Ala

Thr

Leu

Ser
205

Gln

Pro

Pro

Thr

30

Glu

Ala

Thr

Tyr

Gln

110

Gly

Leu

Thr

Phe

Ile

190

Gly

Ala

Pro

Gly

15

Asn

Trp

Asp

Ala

Tyr

95

Gly

Gly

Thr

Ile

Met

175

Tyr

Ser

Glu

Thr

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Thr

Ser

Gln

Asn

160

His

Arg

Gly

Asp

Phe
240



10

15

cagatccagt
tcgtgcaaag
cctgggcagg
tcggecgatt
ctccaaatca
ggttacgatc
ggaggatcgg
gtgctgacce
tgtcgegegt
aagcccggac
ccggaccgcet
caggccgagg

ggccaaggaa
<210> 62

<211> 843
<212> ADN

tggtccagtc
cctecggtta
gactcgaatg
tcaagggacg
acgcgcttaa
caatggacta
gcggaggcgg
agtcgccaga
cagagtccgt
aaccgccgaa
ttagcgggte
acgtggccegt

ccaaactgga

ES 2 814962 T3

aggctccgaa
cattttcacc
gatggggtgg
gttcgtgttt
ggcggaagat
ctggggacag
gtcecggeggt
tagcetggeg
ggacaattac
gctgetgatce
aggaagccgg
gtattactgc

gattaag

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidon de Secuencia Artificial: Polinucledtido sintético"

<400> 62

atggccctee ctgtcacege cectgetgett

ccccagatcece
gtgtcgtgeca
gccectggge
tactcggcceg
tatctccaaa
ggaggttacg
ggaggaggat
atcgtgcectga
aattgtcgceg
caaaagcccg
gtgccggacce
ctccaggcecg
ttcggccaag

cac
<210> 63

<211> 281
<212> PRT

agttggtcca
aagcctecegg
agggactcga
atttcaaggg
tcaacgecgcet
atccaatgga
cgggcggagg
cccagtcegece
cgtcagagtc
gacaaccgcc
gctttagegg
aggacgtgge

gaaccaaact

gtcaggctcce
ttacattttc
atggatgggg
acggttcgtg
taaggcggaa
ctactgggga
cgggteegge
agatagcctg
cgtggacaat
gaagctgctg
gtcaggaagc
cgtgtattac

ggagattaag

<213> Secuencia artificial

<220>

ctgaaaaagc
aactacggca
atcaacactt
tccectggaca
actgctgtct
ggcaccactg
ggagggagcg
gtgtccttgg
gggaatacct
tacagagcaa
actgacttca

cagcagagca

ccgcetggete
gaactgaaaa
accaactacg
tggatcaaca
ttttcecetgg
gatactgctg
cagggcacca
ggtggaggga
gcggtgtect
tacgggaata
atctacagag
cggactgact
tgccagcaga

ggctcgecacc

145

cgggtgcatce
tgaactgggt
acaccggaga
cttcagtctc
actactgcgce
tgacggtgtc
gaggaggcgyg
gtgagagggc
tcatgcactg
gcaacctcga
ccctgactat

acgaagatcc

ttectgectceca
agccgggtge
gcatgaactg
cttacaccgg
acacttcagt
tctactactg
ctgtgacggt
gcggaggagyg
tgggtgagag
ccttcatgca
caagcaacct
tcaccctgac
gcaacgaaga

accatcacca

cgtcaaggtg
ccgccaggece
gtcgacttac
gaccgcatat
cagatcagga
gtcgggagga
aagcgacatc
taccatcaat
gtaccaacaa
atcaggagtg
ctcectegete

tccaacgttce

cgecegetegg
atccgtcaag
ggtccgecag
agagtcgact
ctcgaccgceca
cgccagatca
gtegteggga
cggaagcgac
ggctaccatc
ctggtaccaa
cgaatcagga
tatctcctceg
tccteccaacg

tcatcatcac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

747

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

843



ES 2 814962 T3

<221> fuente
<223> /nota=»Descripcidn de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"

<400> 63
Met Ala Leu Pro Val Thr Ala Leu Leu Leu Pro Leu Ala Leu Leu Leu
1 5 10 15

His Ala Ala Arg Pro Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Ser Glu Leu
20 25 30

Lys Lys Pro Gly Ala Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr
35 40 45

Ile Phe Thr Asn Tyr Gly Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln
50 55 60

Gly Leu Glu Trp Met Gly Trp Ile Asn Thr Tyr Thr Gly Glu Ser Thr

Tyr Ser Ala Asp Phe Lys Gly Arg Phe Val Phe Ser Leu Asp Thr Ser

146



ES 2 814962 T3

85 90 95

Val Ser Thr Ala Tyr Leu Gln Ile Asn Ala Leu Lys Ala Glu Asp Thr
100 105 110

Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Ser Gly Gly Tyr Asp Pro Met Asp Tyr
115 120 125

Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser
130 135 140

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Asp
145 150 155 160

Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly Glu
165 170 175

Arg Ala Thr Ile Asn Cys Arg Ala Ser Glu Ser Val Asp Asn Tyr Gly
180 185 190

Asn Thr Phe Met His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro Lys
195 200 205

Leu Leu Ile Tyr Arg Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly Val Pro Asp Arg
210 215 220

Phe Ser Gly Ser Gly Ser Arg Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser
225 230 235 240

Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Asn Glu
245 250 255

Asp Pro Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Gly Ser
260 265 270

His His His His His His His His His
275 280
<210> 64
<211> 1479
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> fuente
<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polinucledétido sintético"
<400> 64
atggccctee ctgtcaccge cctgetgett cegetggete ttetgetecca cgecgetegg 60

147



10

ccccagatcece
gtgtecgtgeca
gceecetggge
tactcggecg
tatctccaaa
ggaggttacg
ggaggaggat
atcgtgctga
aattgtcgceg
caaaagcccg
gtgccggace
ctccaggeeg
ttcggccaag
ccggctecta
gctggtgggg
cctectggetg
cgcggtcgga
actcaagagg
ctgcgegtga
ctctacaacg
ggacgggacc
aacgagctcc
cgcagaagag

acctatgacg
<210> 65

<211> 493
<212> PRT

agttggtcca
aagcctcegg
agggactcga
atttcaaggg
tcaacgecget
atccaatgga
cgggcggagg
cccagtcgece
cgtcagagtc
gacaaccgcce
gctttagegg
aggacgtggc
gaaccaaact
ccatcgcecte
ccgtgecatac
gtacttgcgg
agaagctgct
aggacggctg
aattcagccg
aactcaatct
cagaaatggg
aaaaggataa
gcaaaggcca

ctcttcacat

ES 2 814962 T3

gtcaggctecce
ttacattttce
atggatgggg
acggttecgtg
taaggcggaa
ctactgggga
cgggtccgge
agatagcctg
cgtggacaat
gaagctgctg
gtcaggaagc
cgtgtattac
ggagattaag
ccagcctctg
ccggggtett
ggtcctgetg
gtacatcttt
ttcatgececgg
cagcgcagat
tggtcggaga
cgggaagccg
gatggcagaa
cgacggactg

gcaggccctg

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente
<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"

<400> 65

gaactgaaaa
accaactacg
tggatcaaca
ttttcecectgg
gatactgctg
cagggcacca
ggtggaggga
gcggtgtect
tacgggaata
atctacagag
cggactgact
tgccagcaga
accactaccc
tceetgegte
gacttcgecet
ctttcacteg
aagcaaccct
ttcccagagg
gctccagect
gaggagtacg
cgcagaaaga
gcctatageg
taccagggac

ccgectegg

agcegggtge
gcatgaactg
cttacaccgg
acacttcagt
tctactactg
ctgtgacggt
gcggaggagg
tgggtgagag
ccttcatgea
caagcaacct
tcaccctgac
gcaacgaaga
cagcaccgag
cggaggcatg
gcgatatcta
tgatcactct
tcatgaggcce
aggaggaagg
acaagcaggg
acgtgctgga
atccccaaga
agattggtat

tcagcaccge

atccgtcaag
ggtccgecag
agagtcgact
ctcgaccgca
cgccagatca
gtegtcggga
cggaagcgac
ggctaccatc
ctggtaccaa
cgaatcagga
tatctcectceg
tcctccaacg
gccacccacce
tagacccgceca
catttgggcece
ttactgtaag
tgtgcagact
cggctgcgaa
gcagaaccag
caagcggaga
gggcctgtac
gaaaggggaa

caccaaggac

Met Ala Leu Pro Val Thr Ala Leu Leu Leu Pro Leu Ala Leu Leu Leu

1

5

10

148

15

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1479



His

Lys

Ile

Gly

65

Tyr

Val

Ala

Trp

Gly

145

Ile

Arg

Asn

Leu

Phe

225

Leu

Asp

Ala

Lys

Phe

50

Leu

Ser

Ser

Val

Gly

130

Gly

Val

Ala

Thr

Leu

210

Ser

Gln

Pro

Ala

Pro

35

Thr

Glu

Ala

Thr

Tyr

115

Gln

Gly

Leu

Thr

Phe

195

Ile

Gly

Ala

Pro

Arg

20

Gly

Asn

Trp

Asp

Ala

100

Tyr

Gly

Gly

Thr

Ile

180

Met

Tyr

Ser

Glu

Thr

Pro

Ala

Tyr

Met

Phe

85

Tyr

Cys

Thr

Ser

Gln

165

Asn

His

Arg

Gly

Asp

245

Phe

Gln

Ser

Gly

Gly

70

Lys

Leu

Ala

Thr

Gly

150

Ser

Cys

Trp

Ala

Ser

230

val

Gly

Ile

Val

Met

55

Trp

Gly

Gln

Arg

val

135

Gly

Pro

Arg

Tyr

Ser

215

Arg

Ala

Gln

ES 2 814962 T3

Gln

Lys

40

Asn

Ile

Arg

Ile

Ser

120

Thr

Gly

Asp

Ala

Gln

200

Asn

Thr

val

Gly

Leu

25

Val

Trp

Asn

Phe

Asn

105

Gly

val

Gly

Ser

Ser

185

Gln

Leu

Asp

Tyr

Thr

Val Gln

Ser Cys

Val Arg

Thr Tyr
75

Val Phe
90

Ala Leu

Gly Tyr

Ser Ser

Ser Gly
155

Leu Ala
170

Glu Ser

Lys Pro

Glu Ser

Phe Thr

235

Tyr Cys
250

Lys Leu

149

Ser

Lys

Gln

60

Thr

Ser

Lys

Asp

Gly

140

Gly

Val

Val

Gly

Gly

220

Leu

Gln

Glu

Gly

Ala

45

Ala

Gly

Leu

Ala

Pro

125

Gly

Gly

Ser

Asp

Gln

205

Val

Thr

Gln

Ile

Ser

Ser

Pro

Glu

Asp

Glu

110

Met

Gly

Gly

Leu

Asn

190

Pro

Pro

Ile

Ser

Lys

Glu

Gly

Gly

Ser

Thr

95

Asp

Asp

Gly

Ser

Gly

175

Tyr

Pro

Asp

Ser

Asn

255

Thr

Leu

Tyr

Gln

Thr

80

Ser

Thr

Tyr

Ser

Asp

160

Glu

Gly

Lys

Arg

Ser

240

Glu

Thr



ES 2 814962 T3

260 265 270

Thr Pro Ala Pro Arg Pro Pro Thr Pro Ala Pro Thr Ile Ala Ser Gln
275 280 285

Pro Leu Ser Leu Arg Pro Glu Ala Cys Arg Pro Ala Ala Gly Gly Ala
290 295 300

Val His Thr Arg Gly Leu Asp Phe Ala Cys Asp Ile Tyr Ile Trp Ala
305 310 315 320

Pro Leu Ala Gly Thr Cys Gly Val Leu Leu Leu Ser Leu Val Ile Thr
325 330 335

Leu Tyr Cys Lys Arg Gly Arg Lys Lys Leu Leu Tyr Ile Phe Lys Gln
340 345 350

Pro Phe Met Arg Pro Val Gln Thr Thr Gln Glu Glu Asp Gly Cys Ser
355 360 365

Cys Arg Phe Pro Glu Glu Glu Glu Gly Gly Cys Glu Leu Arg Val Lys
370 375 380

Phe Ser Arg Ser Ala Asp Ala Pro Ala Tyr Lys Gln Gly Gln Asn Gln
385 390 395 400

Leu Tyr Asn Glu Leu Asn Leu Gly Arg Arg Glu Glu Tyr Asp Val Leu
405 410 415

Asp Lys Arg Arg Gly Arg Asp Pro Glu Met Gly Gly Lys Pro Arg Arg
420 425 430

Lys Asn Pro Gln Glu Gly Leu Tyr Asn Glu Leu Gln Lys Asp Lys Met
435 440 445

Ala Glu Ala Tyr Ser Glu Ile Gly Met Lys Gly Glu Arg Arg Arg Gly
450 455 460

Lys Gly His Asp Gly Leu Tyr Gln Gly Leu Ser Thr Ala Thr Lys Asp
465 470 475 480

Thr Tyr Asp Ala Leu His Met Gln Ala Leu Pro Pro Arg

485 490
<210> 66
<211> 249
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<221> fuente
<223> /nota=»Descripcidn de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"
<400> 66

150



10

Gln

Ser

Gly

Gly

Lys

65

Leu

Ala

Thr

Gly

Ser

145

Cys

Trp

Ala

Ser

Val
225

Gly

Ile

val

Met

Trp

50

Gly

Gln

Arg

Vval

Gly

130

Pro

Arg

Tyr

Ser

Arg
210

Ala

Gln

<210> 67
<211> 747
<212> ADN

<213>

<220>

<221>
<223>

<400> 67

Gln

Lys

Asn

35

Ile

Arg

Ile

Ser

Thr

115

Gly

Ala

Ala

Gln

Asn

195

Thr

Val

Gly

Leu

Val

20

Trp

Asn

Phe

Asn

Gly

100

Vval

Gly

Thr

Ser

Gln

180

Leu

Asp

Tyr

Thr

Secuencia

fuente
/nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polinucledétido sintético"

vVal

Ser

Val

Thr

vVal

Ala

85

Gly

Ser

Ser

Leu

Glu

165

Lys

Glu

Phe

Tyr

Lys
245

Gln

Cys

Arg

Tyr

Phe

70

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ser

150

Ser

Pro

Ser

Thr

Cys
230

Leu

Ser

Lys

Gln

Thr

55

Ser

Lys

Asp

Gly

Gly

135

Leu

Val

Gly

Gly

Leu
215

Gln

Glu

artificial

ES 2 814962 T3

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Leu

Ala

Pro

Gly

120

Gly

Ser

Asp

Gln

Ile

200

Thr

Gln

Ile

Ser

Ser

25

Pro

Glu

Asp

Glu

Met

105

Gly

Gly

Pro

Asn

Ala

185

Pro

Ile

Ser

Lys

Glu

10

Gly

Gly

Ser

Thr

Asp

90

Asp

Gly

Ser

Gly

Tyr

170

Pro

Ala

Ser

Asn

151

Leu

Tyr

Gln

Thr

Ser

75

Thr

Tyr

Ser

Glu

Glu

155

Gly

Arg

Arg

Ser

Glu
235

Lys

Ile

Gly

Tyr

60

val

Ala

Trp

Gly

Ile

140

Arg

Asn

Leu

Phe

Leu
220

Asp

Lys

Phe

Leu

45

Ser

Ser

Val

Gly

Gly

125

Val

Ala

Thr

Leu

Ser

205

Glu

Pro

Pro

Thr

Glu

Ala

Thr

Tyr

Gln

110

Gly

Leu

Thr

Phe

Ile

190

Gly

Pro

Pro

Gly

15

Asn

Trp

Asp

Ala

Tyr

95

Gly

Gly

Thr

Leu

Met

175

Tyr

Ser

Glu

Thr

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Thr

Ser

Gln

Ser

160

His

Arg

Gly

Asp

Phe
240



10

15

cagatccaac
agctgcaaag
cctggacagg
tcagcagatt
ctccaaatca
ggctacgacc
ggcggatcgg
gtcttgacte
tgcegegett
aagccgggac
ccggctagat
gagccagaag

gggcagggca
<210> 68

<211> 843
<212> ADN

tggtgcaatc
cctecggtta
gactcgaatg
tcaagggacg
atgccctcaa
cgatggacta
gaggcggtgg
agagcccagce
cggaatcggt
aagccccgag
tcteggggte
atgtggcggt

ccaagctgga

ES 2 814962 T3

aggatcggag
catcttcacc
gatggggtgg
cttegtettt
agccgaagat
ctggggacag
ttcaggecggt
gactttgtce
ggacaactat
acttctgatc
gggatcaagg
gtactactgt

gattaag

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidon de Secuencia Artificial: Polinucledtido sintético"

<400> 68

ctgaagaagc
aactacggca
atcaacacct
tcgetggata
actgcggtct
ggaaccacgg
ggaggcagcg
ctgtegeeceg
ggaaacacct
taccgggect
accgacttca

cagcagtcca

ctggggcttce
tgaactgggt
ataccgggga
ccteegtgte
actactgcgce
tgaccgtgtce
gcggaggtgg
gagagcgggce
ttatgcactg
cgaatctcga
ctcttactat

atgaggaccc

agtgaaagtc
gcgccaggece
atccacgtac
cactgcgtac
acggagcgga
cagcggagga
aagcgaaatc
aactctgtca
gtaccaacag
aagcggcatc
ttcctcactg

gccaactttce

atggccctcece ctgtcaccge cctgetgett cegetggete ttetgetcca cgeegetegg

ccccagatce
gtcagctgca
gcececctggac
tactcagcag
tacctccaaa
ggaggctacg
ggaggcggat
atcgtcttga
tcatgcegeg
cagaagccgg
atcceggceta
ctggagccag
ttegggcagg

cac
<210> 69

<211> 281
<212> PRT

aactggtgca

aagcctecgg

agggactcga
atttcaaggg
tcaatgccct
acccgatgga
cgggaggcgg
ctcagagccc
cttecggaatc
gacaagcccce
gattctcggg
aagatgtggc

gcaccaagct

atcaggatcg

ttacatcttce

atggatgggg
acgcttcgte
caaagccgaa
ctactgggga
tggttcaggce
agcgactttg
ggtggacaac
gagacttctg
gtcgggatca
ggtgtactac

ggagattaag

<213> Secuencia artificial

<220>

gagctgaaga
accaactacg

tggatcaaca
ttttegetgg
gatactgcgg
cagggaacca
ggtggaggca
tcecectgtege
tatggaaaca
atctaccggg
aggaccgact
tgtcagcagt

ggctcgecacce

152

agcctggggce

gcatgaactg

cctataccegg
atacctcegt
tctactactg
cggtgaccgt
gcggcggagyg
ccggagagceg
cctttatgeca
cctcgaatct
tcactcttac
ccaatgagga

accatcacca

ttcagtgaaa
ggtgcgecag
ggaatccacg
gtccactgceg
cgcacggagc
gtccagecgga
tggaagcgaa
ggcaactctg
ctggtaccaa
cgaaagcggc
tatttcctca
cccgcecaact

tcatcatcac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

747

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

843



ES 2 814962 T3

<221> fuente
<223> /nota=»Descripcidn de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"

<400> 69
Met Ala Leu Pro Val Thr Ala Leu Leu Leu Pro Leu Ala Leu Leu Leu
1 5 10 15

His Ala Ala Arg Pro Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Ser Glu Leu
20 25 30

Lys Lys Pro Gly Ala Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr
35 40 45

Ile Phe Thr Asn Tyr Gly Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln
50 55 60

Gly Leu Glu Trp Met Gly Trp Ile Asn Thr Tyr Thr Gly Glu Ser Thr
65 70 75 80

Tyr Ser Ala Asp Phe Lys Gly Arg Phe Val Phe Ser Leu Asp Thr Ser
85 90 95

Val Ser Thr Ala Tyr Leu Gln Ile Asn Ala Leu Lys Ala Glu Asp Thr
100 105 110

153



ES 2 814962 T3

Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Ser Gly Gly Tyr Asp Pro Met Asp Tyr
115 120 125

Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser
130 135 140

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Glu
145 150 155 160

Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly Glu
165 170 175

Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Glu Ser Val Asp Asn Tyr Gly
180 185 190

Asn Thr Phe Met His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg
195 200 205

Leu Leu Ile Tyr Arg Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly Ile Pro Ala Arg
210 215 220

Phe Ser Gly Ser Gly Ser Arg Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser
225 230 235 240

Leu Glu Pro Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Asn Glu
245 250 255

Asp Pro Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Gly Ser
260 265 270

His His His His His His His His His
275 280
<210> 70
<211> 1479
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> fuente
<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético"
<400> 70

atggccctece ctgtcaccge cectgetgett cegetggete ttctgetcecca cgecgetegg 60
ccccagatee aactggtgeca atcaggatcg gagetgaaga agectgggge ttcagtgaaa 120
gtcagctgca aagcctccgg ttacatcttc accaactacg gcatgaactg ggtgcgccag 180
gccectggac agggactcga atggatgggg tggatcaaca cctataccgg ggaatccacg 240

154
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tactcagcag
tacctccaaa
ggaggctacg
ggaggcggat
atcgtcttga
tcatgccgeg
cagaagccgg
atcceggceta
ctggagccag
ttcgggcagg
ccggcectecta
gctggtgggg
cctetggetg
cgcggtcegga
actcaagagg
ctgegegtga
ctctacaacg
ggacgggacc
aacgagctcc
cgcagaagag

acctatgacg
<210> 71

<211> 493
<212> PRT

atttcaaggg
tcaatgcecct
acccgatgga
cgggaggcgg
ctcagagccce
cttcggaatc
gacaagccce
gattctecggg
aagatgtggce
gcaccaagct
ccatcgecte
ccgtgcatac
gtacttgegg
agaagctgcet
aggacggctg
aattcagccg
aactcaatct
cagaaatggg
aaaaggataa
gcaaaggcca

ctcttcacat

ES 2 814962 T3

acgcttegte
caaagccgaa
ctactgggga
tggttcaggce
agcgactttg
ggtggacaac
gagacttctg
gtcgggatca
ggtgtactac
ggagattaag
ccagcctcetg
ccggggtett
ggtcctgetg
gtacatcttt
ttcatgececgg
cagcgcagat
tggtcggaga
cgggaagccg
gatggcagaa
cgacggactg

gcaggccctg

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente
<223> /nota=»Descripcidn de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"

<400> 71

ttttegetgg
gatactgcgg
cagggaacca
ggtggaggca
teceetgtege
tatggaaaca
atctaccggg
aggaccgact
tgtcagcagt
accactaccc
tccetgegte
gacttcgect
ctttcactecg
aagcaaccct
ttcccagagg
gctccagect
gaggagtacg
cgcagaaaga
gcctatageg
taccagggac

ccgectegg

atacctcegt
tctactactg
cggtgaccegt
gcggcggagg
ccggagageg
cctttatgea
cctcgaatcet
tcactcttac
ccaatgagga
cagcaccgag
cggaggcatg
gcgatatcta
tgatcactct
tcatgaggcce
aggaggaagg
acaagcaggg
acgtgctgga
atccccaaga
agattggtat

tcagcaccge

gtccactgeg
cgcacggage
gtccagegga
tggaagcgaa
ggcaactctg
ctggtaccaa
cgaaagcggc
tatttcctca
cccgccaact
gccacccacce
tagacccgcea
catttgggce
ttactgtaag
tgtgcagact
cggctgcgaa
gcagaaccag
caagcggaga
gggcctgtac
gaaaggggaa

caccaaggac

Met Ala Leu Pro Val Thr Ala Leu Leu Leu Pro Leu Ala Leu Leu Leu

1

5

10

15

His Ala Ala Arg Pro Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Ser Glu Leu

20

25

155

30

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1479



Lys

Ile

Gly

Tyr

Val

Ala

Trp

Gly

145

Ile

Arg

Asn

Leu

Phe

225

Leu

Asp

Thr

Lys

Phe

Leu

Ser

Ser

val

Gly

130

Gly

Val

Ala

Thr

Leu

210

Ser

Glu

Pro

Pro

Pro

35

Thr

Glu

Ala

Thr

Tyr

115

Gln

Gly

Leu

Thr

Phe

195

Ile

Gly

Pro

Pro

Ala
275

Gly

Asn

Trp

Asp

Ala

100

Tyr

Gly

Gly

Thr

Leu

180

Met

Tyr

Ser

Glu

Thr

260

Pro

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

Cys

Thr

Ser

Gln

165

Ser

His

Arg

Gly

Asp

245

Phe

Arg

Ser

Gly

Gly

70

Lys

Leu

Ala

Thr

Gly

150

Ser

Cys

Trp

Ala

Ser

230

Val

Gly

Pro

Val

Met

Trp

Gly

Gln

Arg

Val

135

Gly

Pro

Arg

Tyr

Ser

215

Arg

Ala

Gln

Pro

ES 2 814962 T3

Lys

40

Asn

Ile

Arg

Ile

Ser

120

Thr

Gly

Ala

Ala

Gln

200

Asn

Thr

val

Gly

Thr
280

Val

Trp

Asn

Phe

Asn

105

Gly

Val

Gly

Thr

Ser

185

Gln

Leu

Asp

Tyr

Thr

265

Pro

Ser

Val

Thr

vVal

Ala

Gly

Ser

Ser

Leu

170

Glu

Lys

Glu

Phe

Tyr

250

Lys

Ala

Cys

Arg

Tyr

75

Phe

Leu

Tyr

Ser

Gly

155

Ser

Ser

Pro

Ser

Thr

235

Cys

Leu

Pro

156

Lys

Gln

Thr

Ser

Lys

Asp

Gly

140

Gly

Leu

Val

Gly

Gly

220

Leu

Gln

Glu

Thr

Ala

45

Ala

Gly

Leu

Ala

Pro

125

Gly

Gly

Ser

Asp

Gln

205

Ile

Thr

Gln

Ile

Ile
285

Ser

Pro

Glu

Asp

Glu

110

Met

Gly

Gly

Pro

Asn

190

Ala

Pro

Ile

Ser

Lys

270

Ala

Gly

Gly

Ser

Thr

Asp

Asp

Gly

Ser

Gly

175

Tyr

Pro

Ala

Ser

Asn

255

Thr

Ser

Tyr

Gln

Thr

Ser

Thr

Tyr

Ser

Glu

160

Glu

Gly

Arg

Arg

Ser

240

Glu

Thr

Gln



ES 2 814962 T3

Pro Leu Ser Leu Arg Pro Glu Ala Cys Arg Pro Ala Ala Gly Gly Ala
290 295 300

Val His Thr Arg Gly Leu Asp Phe Ala Cys Asp Ile Tyr Ile Trp Ala
305 310 315 320

Pro Leu Ala Gly Thr Cys Gly Val Leu Leu Leu Ser Leu Val Ile Thr
325 330 335

Leu Tyr Cys Lys Arg Gly Arg Lys Lys Leu Leu Tyr Ile Phe Lys Gln
340 345 350

Pro Phe Met Arg Pro Val Gln Thr Thr Gln Glu Glu Asp Gly Cys Ser
355 360 365

Cys Arg Phe Pro Glu Glu Glu Glu Gly Gly Cys Glu Leu Arg Val Lys
370 375 380

Phe Ser Arg Ser Ala Asp Ala Pro Ala Tyr Lys Gln Gly Gln Asn Gln
385 390 395 400

Leu Tyr Asn Glu Leu Asn Leu Gly Arg Arg Glu Glu Tyr Asp Val Leu
405 410 415

Asp Lys Arg Arg Gly Arg Asp Pro Glu Met Gly Gly Lys Pro Arg Arg
420 425 430

Lys Asn Pro Gln Glu Gly Leu Tyr Asn Glu Leu Gln Lys Asp Lys Met
435 440 445

Ala Glu Ala Tyr Ser Glu Ile Gly Met Lys Gly Glu Arg Arg Arg Gly
450 455 460

Lys Gly His Asp Gly Leu Tyr Gln Gly Leu Ser Thr Ala Thr Lys Asp
465 470 475 480

Thr Tyr Asp Ala Leu His Met Gln Ala Leu Pro Pro Arg

485 490
<210> 72
<211> 249
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<221> fuente
<223> /nota=»Descripcidn de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"
<400> 72

157



ES 2 814962 T3

Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ile Phe Thr Asn Tyr
20 25 30

Gly Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Arg Leu Glu Trp Met

Gly Trp Ile Asn Thr Tyr Thr Gly Glu Ser Thr Tyr Ser Ala Asp Phe

Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr Leu Asp Thr Ser Ala Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

Ala Arg Ser Gly Gly Tyr Asp Pro Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Thr Val Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
115 120 125

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Asp Ile Val Leu Thr Gln
130 135 140

Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly Glu Arg Ala Thr Ile Asn
145 150 155 160

Cys Arg Ala Ser Glu Ser Val Asp Asn Tyr Gly Asn Thr Phe Met His
165 170 175

Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Arg
180 185 190

Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly
195 200 205

Ser Arg Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp
210 215 220

Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Asn Glu Asp Pro Pro Thr Phe
225 230 235 240

Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

245
<210> 73
<211> 747
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>

<221> fuente
<223> /nota=»Descripcidn de Secuencia Artificial: Polinucledtido sintético"
<400> 73

158



10

15

cagatccagc
tcatgcaaag
cctggccaga
agcgccgact
atggagctct
gggtacgatc
ggcggcageg
gtgcttacte
tgtcgegegt
aagcctggac
ccagataggt
caagcagagg

ggacagggga
<210> 74

<211> 843
<212> ADN

tggtgcagtc
ccagcggtta
gattggaatg
tcaagggacg
cgtcattgcg
cgatggacta
gcggtggegg
agtcacccga
ccgaatccgt
aaccgccaaa
tctegggete
acgtcgecegt

ccaagctgga

ES 2 814962 T3

gggagctgaa
catcttcact
gatgggatgg
cgtgaccatc
gagcgaggac
ctggggacag
atcaggtgga
ttecgetggea
cgacaactac
actgctgatc
ggggagccegg
gtattactgc

gattaag

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidn de Secuencia Artificial: Polinucledtido sintético"

<400> 74

atggccctee ctgtcacecge cectgetgett

ccccagatece
gtgtcatgca
gcgectggece
tacagcgcceg

tacatggagce

ggagggtacg
ggaggcggca
atcgtgctta
aattgtcgeg
cagaagcctg
gtgccagata
ctccaagcag
ttcggacagg

cac
<210> 75
<211> 281
<212> PRT

agctggtgca
aagccagcgg
agagattgga
acttcaaggg
tctegtceatt
atccgatgga
gcggeggtgg
ctcagtcacc
cgtccgaatce
gacaaccgcce
ggttcteggg
aggacgtcge

ggaccaagct

gtcgggagcet
ttacatcttc
atggatggga
acgcgtgacc
gcggagcegag
ctactgggga
cggatcaggt
cgattcgetg
cgtcgacaac
aaaactgctg
cteggggage
cgtgtattac

ggagattaag

<213> Secuencia artificial

<220>

gtgaaaaagc
aactacggta
atcaatacct
acgctggaca
accgccgtct
ggcactaccg
ggaggatcag
gtctcecteg
ggcaacacct
taccgecgceta
acggatttta

cagcaatcga

cgggagcatc
tgaactgggt
acaccgggga
ccteegegte
actactgcgce
tcaccgtgag
gaggaggagyg
gagaacgcgce
ttatgcactg
gcaacctcga
ctctgactat

atgaggaccc

ggtgaaggtg
gagacaagcg
atcaacttac
cactgcctac
acggtcagga
ctceggtgga
gtccgatatce
caccatcaat
gtaccaacag
atcgggcgtg
ttcgtcecte

gccaactttce

ccgetggete ttetgetecca cgeegetegg

gaagtgaaaa
actaactacg
tggatcaata
atcacgctgg
gacaccgccg
cagggcacta
ggaggaggat
gcagtctccce
tacggcaaca
atctaccgeg
cggacggatt
tgccagcaat

ggctcgecacce

159

agccgggage
gtatgaactg
cctacaccgg
acacctccge
tctactactg
ccgtcaccgt
caggaggagg
tcggagaacg
cctttatgeca
ctagcaacct
ttactctgac
cgaatgagga

accatcacca

atcggtgaag
ggtgagacaa
ggaatcaact
gtccactgce
cgcacggtca
gagctccggt
agggtccgat
cgccaccatce
ctggtaccaa
cgaatcggge
tatttcgtce
cccgcecaact

tcatcatcac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

747

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

843



ES 2 814962 T3

<221> fuente
<223> /nota=»Descripcidn de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"

<400> 75
Met Ala Leu Pro Val Thr Ala Leu Leu Leu Pro Leu Ala Leu Leu Leu
1 5 10 15

His Ala Ala Arg Pro Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val
20 25 30

Lys Lys Pro Gly Ala Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr
35 40 45

Ile Phe Thr Asn Tyr Gly Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln
50 55 60

Arg Leu Glu Trp Met Gly Trp Ile Asn Thr Tyr Thr Gly Glu Ser Thr
65 70 75 80

Tyr Ser Ala Asp Phe Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr Leu Asp Thr Ser
85 90 95

Ala Ser Thr Ala Tyr Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr
100 105 110

Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Ser Gly Gly Tyr Asp Pro Met Asp Tyr
115 120 125

Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser

160



10

/nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polinucledétido sintético"

ES 2 814962 T3

130 135
Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly
145 150 155
Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala

165 170
Arg Ala Thr Ile Asn Cys Arg Ala Ser Glu Ser
180 185
Asn Thr Phe Met His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro
195 200

Leu Leu Ile Tyr Arg Ala Ser Asn Leu Glu Ser

210 215
Phe Ser Gly Ser Gly Ser Arg Thr Asp Phe Thr
225 230 235
Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys

245 250
Asp Pro Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu
260 265
His His His His His His His His His
275 280

<210> 76
<211> 1479
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> fuente
<223>
<400> 76
atggccctece ctgtcaccge
ccccagatece agectggtgca gtcgggagect gaagtgaaaa
gtgtcatgca aagccagcgg ttacatcttc actaactacg
gcgectggee agagattgga atggatggga tggatcaata
tacagcgceg acttcaaggg acgcgtgacc atcacgetgg
tacatggagc tctcgtcatt gecggagcgag gacaccgecg
ggagggtacg atccgatgga ctactgggga cagggcacta

161

140

Gly Gly Gly

Val Ser Leu

Val Asp Asn
1390

Gly Gln Pro
205

Gly Val
220

Pro

Leu Thr Ile

Gln Gln Ser

Glu Ile Lys

270

agccgggagce
gtatgaactg
cctacaccgg
acacctcege
tctactactg

ccgtcaccegt

Ser Asp
160

Gly Glu

175

Tyr Gly

Pro Lys

Asp Arg

Ser
240

Ser

Asn Glu
255

Gly Ser

cctgetgett cecgetggete ttetgetcca cgecgetegg

atcggtgaag
ggtgagacaa
ggaatcaact
gtccactgece
cgcacggtca

gagctccggt

60

120

180

240

300

360

420



10

ggaggcggcea
atcgtgctta
aattgtcgeg
cagaagcctg
gtgccagata
ctccaagcag
ttcggacagg
ccggctecta
gctggtgggg
cctctggetg
cgcggtcgga
actcaagagg
ctgcgegtga
ctctacaacg
ggacgggacc
aacgagctcc
cgcagaagag

acctatgacg
210> 77

<211> 493
<212> PRT

gcggeggtgg
ctcagtcacc
cgtccgaatce
gacaaccgcce
ggttcteggg
aggacgtcge
ggaccaagct
ccatcgecte
ccgtgcatac
gtacttgegg
agaagctgct
aggacggctg
aattcagccg
aactcaatct
cagaaatggg
aaaaggataa
gcaaaggcca

ctcttcacat

ES 2 814962 T3

cggatcaggt
cgattcgetg
cgtcgacaac
aaaactgctg
ctcggggage
cgtgtattac
ggagattaag
ccagcctctg
ccggggtett
ggtcctgetg
gtacatcttt
ttcatgecegg
cagcgcagat
tggteggaga
cgggaagccg
gatggcagaa
cgacggactg

gcaggccctg

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente
<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético”

<400> 77

Met Ala Leu

1

His Ala Ala

Lys Lys Pro

35

Ile Phe Thr

50

Pro Val Thr Ala Leu

5

Arg Pro Gln Ile Gln

20

Gly Ala Ser Val Lys

40

Asn Tyr Gly Met Asn

55

ggaggaggat
gcagtctcecce
tacggcaaca
atctaccgeg
cggacggatt
tgccagcaat
accactaccc
tcecetgegte
gacttcgect
ctttcactcg
aagcaaccct
ttcccagagg
gctccagecet
gaggagtacg
cgcagaaaga
gcctatageg
taccagggac

ccgectegg

caggaggagg
tcggagaacg
cctttatgeca
ctagcaacct
ttactctgac
cgaatgagga
cagcaccgag
cggaggcatg
gcgatatcta
tgatcactct
tcatgaggcc
aggaggaagg
acaagcaggg
acgtgctgga
atccccaaga
agattggtat

tcagcaccge

agggtccgat
cgccaccatce
ctggtaccaa
cgaatcgggce
tatttecgtee
cccgcecaact
gccacccacce
tagacccgca
catttgggce
ttactgtaag
tgtgcagact
cggctgcgaa
gcagaaccag
caagcggaga
gggcctgtac
gaaaggggaa

caccaaggac

Leu Leu Pro Leu Ala Leu Leu Leu

10

15

Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val

25

30

45

Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln

162

60

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1479



Arg

Tyr

Ala

Ala

Trp

Gly

145

Ile

Arg

Asn

Leu

Phe

225

Leu

Asp

Thr

Pro

Val

Leu

Ser

Ser

val

Gly

130

Gly

Val

Ala

Thr

Leu

210

Ser

Gln

Pro

Pro

Leu

290

His

Glu

Ala

Thr

Tyr

115

Gln

Gly

Leu

Thr

Phe

195

Ile

Gly

Ala

Pro

Ala

275

Ser

Thr

Trp

Asp

Ala

100

Tyr

Gly

Gly

Thr

Ile

180

Met

Tyr

Ser

Glu

Thr

260

Pro

Leu

Arg

Met

Phe

85

Tyr

Cys

Thr

Ser

Gln

165

Asn

His

Arg

Gly

Asp

245

Phe

Arg

Arg

Gly

Gly

70

Lys

Met

Ala

Thr

Gly

150

Ser

Cys

Trp

Ala

Ser

230

vVal

Gly

Pro

Pro

Leu

Trp

Gly

Glu

Arg

Val

135

Gly

Pro

Arg

Tyr

Ser

215

Arg

Ala

Gln

Pro

Glu

295

Asp

ES 2 814962 T3

Ile

Arg

Leu

Ser

120

Thr

Gly

Asp

Ala

Gln

200

Asn

Thr

Val

Gly

Thr

280

Ala

Phe

Asn

Val

Ser

105

Gly

Val

Gly

Ser

Ser

185

Gln

Leu

Asp

Tyr

Thr

265

Pro

Cys

Ala

Thr Tyr
75

Thr Ile
90

Ser Leu

Gly Tyr

Ser Ser

Ser Gly

155

Leu Ala

170

Glu Ser

Lys Pro

Glu Ser

Phe Thr

235

Tyr Cys

250

Lys Leu

Ala Pro

Arg Pro

Cys Asp

163

Thr

Thr

Arg

Asp

Gly

140

Gly

Val

Val

Gly

Gly

220

Leu

Gln

Glu

Thr

Ala

300

Ile

Gly

Leu

Ser

Pro

125

Gly

Gly

Ser

Asp

Gln

205

Val

Thr

Gln

Ile

Ile

285

Ala

Tyr

Glu

Asp

Glu

110

Met

Gly

Gly

Leu

Asn

190

Pro

Pro

Ile

Ser

Lys

270

Ala

Gly

Ile

Ser

Thr

95

Asp

Asp

Gly

Ser

Gly

175

Tyr

Pro

Asp

Ser

Asn

255

Thr

Ser

Gly

Trp

Thr

Ser

Thr

Tyr

Ser

Asp

160

Glu

Gly

Lys

Arg

Ser

240

Glu

Thr

Gln

Ala

Ala



10

305

Pro

Leu

Pro

Cys

Phe

385

Leu

Asp

Lys

Ala

Lys

465

Thr

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

Leu

Tyr

Phe

Arg

370

Ser

Tyr

Lys

Asn

Glu

450

Gly

Tyr

<220>

<221>
<223>
<400>

Ala

Cys

Met

355

Phe

Arg

Asn

Arg

Pro

435

Ala

His

Asp

78

249
PRT
Secuencia

Gly

Lys

340

Arg

Pro

Ser

Glu

Arg

420

Gln

Tyr

Asp

Ala

fuente
/nota=»Descripcion de Secuencia
78

Thr

325

Arg

Pro

Glu

Ala

Leu

405

Gly

Glu

Ser

Gly

Leu
485

310

Cys

Gly

Val

Glu

Asp

390

Asn

Arg

Gly

Glu

Leu

470

His

Gly

Arg

Gln

Glu

375

Ala

Leu

Asp

Leu

Ile

455

Tyr

Met

artificial

ES 2 814962 T3

Val

Lys

Thr

360

Glu

Pro

Gly

Pro

Tyr

440

Gly

Gln

Gln

Leu

Lys

345

Thr

Gly

Ala

Arg

Glu

425

Asn

Met

Gly

Ala

Leu

330

Leu

Gln

Gly

Tyr

Arg

410

Met

Glu

Lys

Leu

Leu
490

Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu

1

5

10

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly

164

315

Leu

Leu

Glu

Cys

Lys

395

Glu

Gly

Leu

Gly

Ser

475

Pro

Artificial: Polipéptido sintético”

Ser

Tyr

Glu

Glu

380

Gln

Glu

Gly

Gln

Glu

460

Thr

Pro

Leu

Ile

Asp

365

Leu

Gly

Tyr

Lys

Lys

445

Arg

Ala

Arg

Val

Phe

350

Gly

Arg

Gln

Asp

Pro

430

Asp

Arg

Thr

Ile

335

Lys

Cys

val

Asn

val

415

Arg

Lys

Arg

Lys

320

Thr

Gln

Ser

Lys

Gln

400

Leu

Arg

Met

Gly

Asp
480

Val Lys Lys Pro Gly Ala

15

Tyr Ile Phe Thr Asn Tyr



ES 2 814962 T3

20 25 30

Gly Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Arg Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Trp Ile Asn Thr Tyr Thr Gly Glu Ser Thr Tyr Ser Ala Asp Phe

Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr Leu Asp Thr Ser Ala Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Ser Gly Gly Tyr Asp Pro Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Thr Val Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
115 120 125

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Glu Ile Val Leu Thr Gln
130 135 140

Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr Leu Ser
145 150 155 160

Cys Arg Ala Ser Glu Ser Val Asp Asn Tyr Gly Asn Thr Phe Met His
165 170 175

Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile Tyr Arg
180 185 190

Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser Gly
195 200 205

Ser Arg Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro Glu Asp
210 215 220

Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Asn Glu Asp Pro Pro Thr Phe
225 230 235 240

Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

245
<210> 79
<211> 747
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>

<221> fuente
<223> /nota=»Descripcidon de Secuencia Artificial: Polinucledtido sintético"
<400> 79

165



10

15

cagatccagc
agctgcaagg
cctggacaaa
tcagccgact
atggaactct
ggctacgatc
ggcgggageg
gtgctgacce
tgtcgggceta
aaaccaggac
ccagccceget
gaacccgagg

ggacagggca
<210> 80

<211> 843
<212> ADN

tggtgcaatc
cgtegggeta
gactggaatg
ttaagggacg
cgtccttgeg
cgatggatta
gaggtggtgg
aaagcccgge
gcgaatcegt
aggcgcecctag
tctecegggte
acgtggcagt

ccaagctgga

ES 2 814962 T3

gggagctgaa
tatcttcacc
gatgggatgg
ggtgactatc
ctccgaggac
ctggggtcaa
ttegggagga
aactctgtca
ggacaattac
acttctcatc
ggggtcacge
ctactactgce

gattaag

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidon de Secuencia Artificial: Polinucledtido sintético"

<400> 80

atggccctee ctgtcacege cetgetgett

ccccagatcee
gtcagctgca
gcecectggac
tactcagceg
tacatggaac
ggtggctacg
ggaggcggga
atcgtgcectga
tcatgtecggg
cagaaaccag
atcccagcecce
ctggaacceg
ttcggacagg

cac
<210> 81

<211> 281
<212> PRT

agctggtgca
aggcgtcggg
aaagactgga
actttaaggg
tctegtectt
atccgatgga
gcggaggtgg
cccaaagccc
ctagcgaatc
gacaggcgce
gcttcteegg
aggacgtgge

gcaccaagct

atcgggagcet
ctatatcttc
atggatggga
acgggtgact
gcgcetceccecgag
ttactggggt
tggttcggga
ggcaactctg
cgtggacaat
tagacttctc
gtcggggtca
agtctactac

ggagattaag

<213> Secuencia artificial

<220>

gtgaagaagc
aactacggga
atcaacactt
accctcgata
actgccgtgt
ggaaccaccg
ggagggtcag
ctcagcccag
ggaaacacgt
taccgecgega
accgatttca

cagcagtcga

ccgetggete
gaagtgaaga
accaactacg
tggatcaaca
atcacccteg
gacactgccg
caaggaacca
ggaggagggt
tcactcagce
tacggaaaca
atctaccgeg
cgcaccgatt
tgccagecagt

ggctcgecacce

166

ccggagcette
tgaactgggt
atactggcga
ccteegecte
actactgcgce
tcactgtgtc
gcggaggagyg
gggagagggc
ttatgcactg
gcaatttgga
ctctgaccat

atgaggaccc

ttectgecteca
agcccggagce
ggatgaactg
cttatactgg
atacctcege
tgtactactg
ccgtcactgt
caggcggagg
caggggagag
cgtttatgca
cgagcaattt
tcactctgac
cgaatgagga

accatcacca

agtcaaagtc
gcggcaggcece
gagcacgtac
cactgcgtac
caggtcgggt
gtcecggegga
cagcgaaatc
aaccctgtca
gtaccaacag
atccggecatce
ttccteectg

gccgacctte

cgcegetegg
ttcagtcaaa
ggtgcggeag
cgagagcacg
ctccactgeg
cgccaggtceg
gtcgtcegge
aggcagcgaa
ggcaaccctg
ctggtaccaa
ggaatccggce
catttcctcc
ccecgecgace

tcatcatcac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

747

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

843



ES 2 814962 T3

<221> fuente
<223> /nota=»Descripcidn de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"

<400> 81
Met Ala Leu Pro Val Thr Ala Leu Leu Leu Pro Leu Ala Leu Leu Leu
1 5 10 15

His Ala Ala Arg Pro Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val
20 25 30

Lys Lys Pro Gly Ala Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr

Ile Phe Thr Asn Tyr Gly Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln
50 55 60

Arg Leu Glu Trp Met Gly Trp Ile Asn Thr Tyr Thr Gly Glu Ser Thr

Tyr Ser Ala Asp Phe Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr Leu Asp Thr Ser
85 90 95

Ala Ser Thr Ala Tyr Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr
100 105 110

Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Ser Gly Gly Tyr Asp Pro Met Asp Tyr
115 120 125

Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser
130 135 140

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Glu
145 150 155 160

167



ES 2 814962 T3

Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly Glu
165 170 175

Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Glu Ser Val Asp Asn Tyr Gly
180 185 190

Asn Thr Phe Met His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg
195 200 205

Leu Leu Ile Tyr Arg Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly Ile Pro Ala Arg
210 215 220

Phe Ser Gly Ser Gly Ser Arg Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser
225 230 235 240

Leu Glu Pro Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Asn Glu
245 250 255

Asp Pro Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Gly Ser
260 265 270

His His His His His His His His His
275 280
<210> 82
<211> 1479
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> fuente
<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético"
<400> 82

10

atggccctee ctgtcaccge cctgetgett cegetggete ttetgetcca cgecgetcegg 60
ccccagatecec agectggtgca atcgggagct gaagtgaaga agcccggagce ttcagtcaaa 120
gtcagctgca aggcgtcggg ctatatcttec accaactacg ggatgaactg ggtgcggcag 180
gccecctggac aaagactgga atggatggga tggatcaaca cttatactgg cgagagcacg 240
tactcagccg actttaaggg acgggtgact atcaccctcg atacctcege ctceccactgeg 300
tacatggaac tctcgtcctt gegectccgag gacactgecg tgtactactg cgeccaggtcg 360
ggtggctacg atccgatgga ttactggggt caaggaacca ccgtcactgt gtegteccgge 420
ggaggcggga gcggaggtgg tggttcggga ggaggagggt caggcggagg aggcagcgaa 480
atcgtgectga cccaaagccce ggcaactctg tcactcagece caggggagag ggcaaccctg 540
tcatgtcggg ctagcgaatc cgtggacaat tacggaaaca cgtttatgca ctggtaccaa 600

168



10

cagaaaccag
atcccagcecece
ctggaaccecg
ttcggacagg
ccggcectecta
gctggtgggg
cctetggetg
cgcggtcegga
actcaagagg
ctgcgegtga
ctctacaacg
ggacgggacc
aacgagctcc
cgcagaagag

acctatgacg
<210> 83

<211> 493
<212> PRT
<213>
<220>

gacaggcgcce
gcttctecgg
aggacgtgge
gcaccaagct
ccatcgecte
ccgtgcatac
gtacttgcgg
agaagctgcet
aggacggctg
aattcagccg
aactcaatct
cagaaatggg
aaaaggataa
gcaaaggcca

ctcttcacat

<221> fuente

<223>
<400> 83

Met Ala Leu

1

5

His Ala Ala Arg Pro Gl

20

ES 2 814962 T3

tagacttctce

gtcggggteca

agtctactac

atctaccgeg
cgcaccgatt

tgccagcagt

ggagattaag accactaccc

ccagcectcetg tcecectgegte

ccggggtett

gacttcgect

ggtcctgetg ctttcecacteg

gtacatcttt

aagcaaccct

ttcatgcecgg ttcccagagg

cagcgcagat
tggtcggaga
cgggaagccg
gatggcagaa
cgacggactg

gcaggccectg

Secuencia artificial

Pro Val Thr Ala Leu

n Ile Gln

Lys Lys Pro Gly Ala Ser Val Lys

35

Ile Phe Thr Asn Tyr Gl

50

Arg Leu Glu Trp Met Gl

65

70

40

y Met Asn
55

y Trp Ile

gctccagect
gaggagtacg
cgcagaaaga
gcctatageg
taccagggac

ccgecetegg

Leu Leu Pro
10

cgagcaattt
tcactctgac
cgaatgagga
cagcaccgag
cggaggcatg
gcgatatcta
tgatcactct
tcatgaggcce
aggaggaagg
acaagcaggg
acgtgctgga
atccccaaga
agattggtat

tcagcacecge

ggaatcecgge
catttcctce
ccecgecgace
gccacccacce
tagacccgca
catttgggce
ttactgtaag
tgtgcagact
cggctgcgaa
gcagaaccag
caagcggaga
gggcctgtac
gaaaggggaa

caccaaggac

Leu Ala Leu Leu Leu

15

Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val

25

Val Ser Cys

30

Lys Ala Ser Gly Tyr

45

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln

Asn Thr
75

169

60

Tyr Thr Gly Glu Ser Thr

80

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1479

/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético”



Tyr

Ala

Ala

Trp

Gly

145

Ile

Arg

Asn

Leu

Phe

225

Leu

Asp

Thr

Pro

Val

305

Pro

Ser

Ser

val

Gly

130

Gly

val

Ala

Thr

Leu

210

Ser

Glu

Pro

Pro

Leu

290

His

Leu

Ala

Thr

Tyr

115

Gln

Gly

Leu

Thr

Phe

195

Ile

Gly

Pro

Pro

Ala

275

Ser

Thr

Ala

Asp

Ala

100

Tyr

Gly

Gly

Thr

Leu

180

Met

Tyr

Ser

Glu

Thr

260

Pro

Leu

Arg

Gly

Phe

85

Tyr

Cys

Thr

Ser

Gln

165

Ser

His

Arg

Gly

Asp

245

Phe

Arg

Arg

Gly

Thr
325

Lys

Met

Ala

Thr

Gly

150

Ser

Cys

Trp

Ala

Ser

230

Val

Gly

Pro

Pro

Leu

310

Cys

Gly

Glu

Arg

val

135

Gly

Pro

Arg

Tyr

Ser

215

Arg

Ala

Gln

Pro

Glu

295

Asp

Gly

ES 2 814962 T3

Arg

Leu

Ser

120

Thr

Gly

Ala

Ala

Gln

200

Asn

Thr

Val

Gly

Thr

280

Ala

Phe

val

Val

Ser

105

Gly

Val

Gly

Thr

Ser

185

Gln

Leu

Asp

Tyr

Thr

265

Pro

Cys

Ala

Leu

Thr

90

Ser

Gly

Ser

Ser

Leu

170

Glu

Lys

Glu

Phe

Tyr

250

Lys

Ala

Arg

Cys

Leu
330

Ile

Leu

Tyr

Ser

Gly

155

Ser

Ser

Pro

Ser

Thr

235

Cys

Leu

Pro

Pro

Asp

315

Leu

170

Thr

Arg

Asp

Gly

140

Gly

Leu

Vval

Gly

Gly

220

Leu

Gln

Glu

Thr

Ala

300

Ile

Ser

Leu

Ser

Pro

125

Gly

Gly

Ser

Asp

Gln

205

Ile

Thr

Gln

Ile

Ile

285

Ala

Tyr

Leu

Asp

Glu

110

Met

Gly

Gly

Pro

Asn

190

Ala

Pro

Ile

Ser

Lys

270

Ala

Gly

Ile

val

Thr

95

Asp

Asp

Gly

Ser

Gly

175

Tyr

Pro

Ala

Ser

Asn

255

Thr

Ser

Gly

Trp

Ile
335

Ser

Thr

Tyr

Ser

Glu

160

Glu

Gly

Arg

Arg

Ser

240

Glu

Thr

Gln

Ala

Ala

320

Thr



10

15

20

Leu Tyr Cys Lys Arg Gly Arg Lys Lys Leu Leu Tyr Ile Phe Lys Gln
340 345 350
Pro Phe Met Arg Pro Val Gln Thr Thr Gln Glu Glu Asp Gly Cys Ser
355 360 365
Cys Arg Phe Pro Glu Glu Glu Glu Gly Gly Cys Glu Leu Arg Val Lys
370 375 380
Phe Ser Arg Ser Ala Asp Ala Pro Ala Tyr Lys Gln Gly Gln Asn Gln
385 390 395 400
Leu Tyr Asn Glu Leu Asn Leu Gly Arg Arg Glu Glu Tyr Asp Val Leu
405 410 415
Asp Lys Arg Arg Gly Arg Asp Pro Glu Met Gly Gly Lys Pro Arg Arg
420 425 430
Lys Asn Pro Gln Glu Gly Leu Tyr Asn Glu Leu Gln Lys Asp Lys Met
435 440 445
Ala Glu Ala Tyr Ser Glu Ile Gly Met Lys Gly Glu Arg Arg Arg Gly
450 455 460
Lys Gly His Asp Gly Leu Tyr Gln Gly Leu Ser Thr Ala Thr Lys Asp
465 470 475 480
Thr Tyr Asp Ala Leu His Met Gln Ala Leu Pro Pro Arg
485 490
<210> 84
<211> 5
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> fuente
<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Péptido sintético”
<400> 84
Ser Tyr Trp Met Asn
1 5
<210> 85
<211> 17
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> fuente
<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Péptido sintético”
<400> 85

1

Asp

<210> 86
<211> 6
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

ES 2 814962 T3

10

171

15

Arg Ile Asp Pro Tyr Asp Ser Glu Thr His Tyr Asn Gln Lys Phe Lys
5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 814962 T3

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidn de Secuencia Artificial:

<400> 86
Gly Asn Trp Asp Asp Tyr

1 5

<210> 87

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial:

<400> 87

Arg Ala Ser Lys Ser Ile Ser Lys Asp Leu Ala
1 5 10
<210> 88

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidn de Secuencia Artificial:

<400> 88

Ser Gly Ser Thr Leu Gln Ser
1 5

<210> 89

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidn de Secuencia Artificial:

<400> 89

Gln Gln His Asn Lys Tyr Pro Tyr Thr
1 5

<210> 90

<211> 400

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial:

<220>
<221> caracteristica miscelanea
<222> (1)..(400)

Péptido sintético”

Péptido sintético”

Péptido sintético”

Péptido sintético”

Polinucleétido sintético’

<223> /nota="Esta secuencia puede abarcar entre 100 y 400 nucledétidos"”

<220>

<221> variacion

<222> (101)..(400)

<223> /reemplazar=" "

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (1)..(400)

<223> /nota="Bases variantes dadas en la secuencia no tienen preferencia con
respecto a las de las anotaciones para posiciones variantes"”

<220>
<221> caracteristica miscelanea
<222> (1)..(400)

172
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<223> /nota="Véase la memoria descriptiva tal como ha sido presentada para una
descripcion detallada de sustituciones y realizaciones preferidas"”

<400> 90

adaadaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 60
daaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 120
dadaddadaaa adaaadaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 180
ddadaaddadad adddddaddd daadddddad dddadaddda daddaaddada daaaddaaaaa 240
adaadaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 300
daaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 360
dadadaadaadaaa adaadaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 400
<210> 91

<211> 2019

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente
<223> /nota=»Descripcidon de Secuencia Artificial: Polinucledtido sintético"
<400> 91

173



atggccctge
cctggatccee
gtgaagctga
aagcagcggce
acacactaca
accgcctaca
aggggcaact
ggaggatctg
cctagctacc
agcatctcca
atctacagcg
ggcaccgact
tgccagcage
gccagceteeg
ctgggcggac
cggaccccceg
ttcaactggt
cagttcaata
aacggcaagg
accatcagca
caagaggaga
agcgacatcg
ccceetgtge
agccggtgge
cactacaccc
cccttggeeg
cggggcagaa
actcaagagg
ctgagagtga
ctctataacg
ggccgggace
aatgaactgc
cgccggaggg

acctacgacg
<210> 92

<211> 111
<212> PRT

ctgtgacage
aggtgcagct
gctgtaaagce
ccgaccaggg
accagaagtt
tgcagctgte
gggacgacta
gcggcggagg
tggccgectce
aggacctgge
gcagcaccct
tcaccctgac
acaacaagta
gagagagcaa
ccagcgtgtt
aggtgacctg
acgtggacgg
gcacctaccg
aatacaagtg
aggccaaggg
tgaccaagaa
ccgtggagtg
tggacagcga
aggagggcaa
agaagagcct
ggacttgtgg
agaaactcct
aagatggctg
agttcagcag
agctcaatct
ctgagatggg
agaaagataa

gcaaggggca

cccttcacat

ES 2 814962 T3

cctgetgetg
gcagcagcct
cagcggctac
cctggagtgg
caaggacaag
cagcctgacc
ttggggccag
aagttctggce
tcctggegag
ctggtatcag
gcagagcgge
catcagctce
cccttacace
gtacggccect
cctgttececece
tgtggtggtg
cgtggaggtg
ggtggtgtcc
taaggtgtcc
ccagcctegg
ccaggtgtce
ggagagcaac
cggcagctte
cgtctttage
gagcctgtcc
ggtccttcecte
gtatatattc
tagctgeccga
gagcgcagac
aggacgaaga
gggaaagccg
gatggcggag
cgatggectt

gcaggccctg

cctetggete
ggcgctgaac
accttcacca
atcggcagaa
gccatcctga
agcgaggaca
ggcaccacce
ggaggctcceg
acaatcacca
gaaaagcccg
atccccagca
ctggaaccceg
ttcggeggag
ccctgeccee
cccaagccca
gacgtgtccce
cacaacgcca
gtgctgaccg
aacaagggcc
gagccccagg
ctgacctgee
ggccagcccg
ttecctgtaca
tgctcegtga
ctgggcaaga
ctgtcactgg
aaacaaccat
tttccagaag
gcccccgegt
gaggagtacg
agaaggaaga
gcctacagtg
taccagggtc

ccecectege

174

tgctgetgea
tegtgeggece
gctactggat
tcgacccecta
ccgtggacaa
gcgecegtgta
tgacagtgtc
acgtgcagat
tcaactgeceg
gcaagaccaa
gattttcegg
aggactttgce
gcaccaagct
cttgcectge
aggacaccct
aggaggaccc
agaccaagcc
tgctgcacca
tgcccagcag
tgtacaccct
tggtgaaggg
agaacaacta
gcecggcetgac
tgcacgaggce
tggatatcta
ttatcaccct
ttatgagacc
aagaagaagg
acaagcaggg
atgttttgga
accctcagga
agattgggat

tcagtacagce

cgcegetaga
aggecgettcet
gaactgggtc
cgacagcgag
gagcagcagc
ctactgcgee
tagcggagge
cacccagagc
ggccagcaag
caagctgcectg
cagecggcetcee
catgtactat
ggaaatcaag
ccecegagtte
gatgatcagc
cgaggtccag
ccgggaggag
ggactggctg
catcgagaaa
gcececectage
cttctaccce
caagaccacc
cgtggacaag
cctgcacaac
catctgggcg
ttactgcaaa
agtacaaact
aggatgtgaa
ccagaaccag
caagagacgt
aggcctgtac
gaaaggcgag

caccaaggac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2019



10

15

<213> Mus musculus

<400> 92
Asp Ile Val Leu

1

Gln Arg

Gly Asn

Lys Leu
50

Arg Phe
65

Pro Val

Glu Asp

Ala

Thr

35

Leu

Ser

Glu

Pro

<210> 93

<211> 118
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 93

Gln Ile
1

Thr Vval

Gly Met

Gly Trp

Lys Gly

65

Leu His

Ala Arg

Ser Vval

Gln

Lys

Asn

35

Ile

Arg

Ile

Ser

Thr
115

<210> 94

<211> 2003
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

Thr

20

Phe

Ile

Gly

Ala

Pro

100

Leu

Ile

20

Trp

Asn

Phe

Asn

Gly

100

Vval

Thr

5

Ile

Met

Tyr

Ser

Asp

85

Thr

Val
5

Ser

Val

Thr

Ala

Asp

Gly

Ser

Gln

Ser

His

Arg

Gly

70

Asp

Phe

Gln

Cys

Lys

Tyr

Phe

70

Leu

Tyr

Ser

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

val

Gly

Ser

Lys

Gln

Thr

55

Ser

Lys

Asp

ES 2 814962 T3

Pro

Arg

Tyr

40

Ser

Arg

Ala

Ala

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Leu

Asn

Pro

Ala

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly

105

Pro

Ser

25

Pro

Glu

Glu

Glu

Met
105

Ser

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

90

Thr

Glu
10

Gly

Gly

Ser

Thr

Asp

Asp

175

Leu

Glu

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Leu

Tyr

Lys

Thr

Ser

75

Thr

Tyr

Ala

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Leu

Lys

Ile

Ser

Tyr

60

Ala

Ala

Trp

Val

Val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

Lys

Phe

Phe

45

Ser

Ser

Thr

Gly

Ser

Asp

Gln

Ile

Thr

Gln

Leu

110

Pro

Thr

30

Lys

Ala

Thr

Tyr

Gln
110

Leu

15

Asn

Pro

Pro

Ile

Ser

95

Lys

Gly
15

Asn

Trp

Asp

Ala

Phe

Gly

Gly

Tyr

Pro

Ala

Asn

80

Asn

Glu

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Thr



<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidon de Secuencia Artificial: Polinucledtido sintético"

<400> 94
ggcagcggag

cctagagcecceca
catgccgceta
tcecectgggac
aacaccttca
agagccagca
gacttcaccce
cagagcaacg
ggcggatctg
ggcccagagce
atcttcacca
atgggctgga
ttcgecttca
aacgaggaca

tggggccagg

agggcagagg
ccatggcecct
gacccggatce
agagagccac
tgcactggta
acctggaaag
tgaccatcaa
aggaccccce
gcggcggagg
tgaagaaacc
attacggcat
tcaacaccta
gcctggaaac
ccgceccaccta

gcaccagcgt

ES 2 814962 T3

aagtcttcta
gcctgtgaca
cgacatcgtg
aatcagctgce
tcagcagaag
cggcatccce
ccecegtggaa
cacatttgga
atcttctggg
cggcgagaca
gaactgggtc
caccggcgag
cagcgccagce
tttctgegee

gaccgtgtcce

acatgcggtg
gcecctgetge
ctgacacaga
agggccagceg
cccggccage
gccagatttt
gccgacgacg
gccggcacca
ggaggctctc
gtgaagatct
aagcaggccc
agcacctaca
accgcctacce
agaagcggcg

tctgectaget

176

acgtggagga
tgcctetgge
gcecctgette
agagcgtgga
cccccaaget
ccggcagcgg
tggccaccta
agctggaact
agattcagct
cctgcaagge
ctggcaagag
gcgccgactt
tgcacatcaa
gctacgaccce

ccggaaccac

gaatccecgge
tctgetgetg
cctggeegtg
caactacggc
gctgatctac
cagcagaacc
ctactgccag
gaagggcgga
ggtgcagagc
ctceggetac
cttcaagtgg
caagggcaga
cgacctgaag
catggattat

gacgccagceg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900



10

ccgegaccac
gcgtgeegge
atctacatct
accctttact
agaccagtac
gaaggaggat
cagggccaga
ttggacaaga
caggaaggcc
gggatgaaag
acagccacca
gacagctcge
ctactaaact
catttatttt
ttcetttgtt
ctggattctg
aaaaaaaaaa
aaaaaaaaaa

aaaaaaaaaa
<210> 95

<211> 494
<212> PRT

caacaccggce
cagcggeggg
gggcgcecctt
gcaaacgggg
aaactactca
gtgaactgag
accagctcta
gacgtggecg
tgtacaatga
gcgagcgcecg
aggacaccta
tttecttgetg
gggggatatt
cattgctgeg
ccctaagtcecce
cctaataaaa
aaaaaaaaaa
aaaaaaaaaa

aaaaaaaaaa

ES 2 814962 T3

gcccaccatce
gggcgcagtg
ggccgggact
cagaaagaaa
agaggaagat
agtgaagttc
taacgagctc
ggaccctgag
actgcagaaa
gaggggcaag
cgacgccctt
tccaatttcet
atgaagggcce
tcgagagetce
aactactaaa
aacatttatt
aaaaaaaaaa
aaaaaaaaaa

aaa

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente
<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"

<400> 95

gcgtcgecage
cacacgaggg
tgtggggtcc
ctcctgtata
ggctgtagcet
agcaggagcg
aatctaggac
atggggggaa
gataagatgg
gggcacgatg
cacatgcagg
attaaaggtt
ttgagcatct
gctttettge
ctgggggata
ttcattgcectg
aaaaaaaaaa

daaaaaaaaaa

ccectgteect
ggctggactt
ttecteectgte
tattcaaaca
gccgatttcee
cagacgcccce
gaagagagga
agccgagaag
cggaggccta
gcctttacca
ccectgececce
cctttgttece
ggattctgcee
tgtccaattt
ttatgaaggg
cctcgacgaa
aaaaaaaaaa

daaaaaaaaa

gcgcccagag
cgecctgtgat
actggttatc
accatttatg
agaagaagaa
cgcgtacaag
gtacgatgtt
gaagaaccct
cagtgagatt
gggtctcagt
tcgctaagtce
ctaagtccaa
taataaaaaa
ctattaaagg
ccttgagecat
ttcaaaaaaa
aaaaaaaaaa

daaaaaaaaa

Met Ala Leu Pro Val Thr Ala Leu Leu Leu Pro Leu Ala Leu Leu Leu

1

5

10

15

His Ala Ala Arg Pro Gly Ser Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala

20

25

30

Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly Gln Arg Ala Thr Ile Ser Cys Arg Ala

35

40

177

45

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2003



Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

Thr

Ser

145

Lys

Ile

Ser

Tyr

Ala

225

Ala

Trp

Thr

Gln

Glu

50

Lys

Glu

Phe

Tyr

Lys

130

Gly

Lys

Phe

Phe

Ser

210

Ser

Thr

Gly

Thr

Pro
290

Ser

Pro

Ser

Thr

Cys

115

Leu

Gly

Pro

Thr

Lys

1395

Ala

Thr

Tyr

Gln

Pro

275

Leu

Val

Gly

Gly

Leu

100

Gln

Glu

Gly

Gly

Asn

180

Trp

Asp

Ala

Phe

Gly

260

Ala

Ser

Asp

Gln

Ile

Thr

Gln

Leu

Ser

Glu

165

Tyr

Met

Phe

Tyr

Cys

245

Thr

Pro

Leu

Asn

Pro

70

Pro

Ile

Ser

Lys

Gln

150

Thr

Gly

Gly

Lys

Leu

230

Ala

Ser

Arg

Arg

Tyr

55

Pro

Ala

Asn

Asn

Gly

135

Ile

Val

Met

Trp

Gly

215

His

Arg

val

Pro

Pro
295

ES 2 814962 T3

Gly

Lys

Arg

Pro

Glu

120

Gly

Gln

Lys

Asn

Ile

200

Arg

Ile

Ser

Thr

Pro

280

Glu

Asn

Leu

Phe

val

105

Asp

Gly

Leu

Ile

Trp

185

Asn

Phe

Asn

Gly

Val

265

Thr

Ala

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

Gly

Val

Ser

170

Val

Thr

Ala

Asp

Gly

250

Ser

Pro

Cys

Phe

Ile

75

Gly

Ala

Pro

Ser

Gln

155

Cys

Lys

Tyr

Phe

Leu

235

Tyr

Ser

Ala

178

Met

60

Tyr

Ser

Asp

Thr

Gly

140

Ser

Lys

Gln

Thr

Ser

220

Lys

Asp

Ala

Pro

Pro
300

His

Arg

Gly

Asp

Phe

125

Gly

Gly

Ala

Ala

Gly

205

Leu

Asn

Pro

Ser

Thr

285

Ala

Trp

Ala

Ser

val

110

Gly

Gly

Pro

Ser

Pro

190

Glu

Glu

Glu

Met

Ser

270

Ile

Ala

Tyr

Ser

Arg

Ala

Ala

Gly

Glu

Gly

175

Gly

Ser

Thr

Asp

Asp

255

Gly

Ala

Gly

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly

Ser

Leu

160

Tyr

Lys

Thr

Ser

Thr

240

Tyr

Thr

Ser

Gly
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Ala Val His Thr Arg Gly Leu Asp Phe Ala Cys Asp Ile Tyr Ile Trp
305 310 315 320

Ala Pro Leu Ala Gly Thr Cys Gly Val Leu Leu Leu Ser Leu Val Ile
325 330 335

Thr Leu Tyr Cys Lys Arg Gly Arg Lys Lys Leu Leu Tyr Ile Phe Lys
340 345 350

Gln Pro Phe Met Arg Pro Val Gln Thr Thr Gln Glu Glu Asp Gly Cys
355 360 365

Ser Cys Arg Phe Pro Glu Glu Glu Glu Gly Gly Cys Glu Leu Arg Val
370 375 380

Lys Phe Ser Arg Ser Ala Asp Ala Pro Ala Tyr Lys Gln Gly Gln Asn
385 390 395 400

Gln Leu Tyr Asn Glu Leu Asn Leu Gly Arg Arg Glu Glu Tyr Asp Val
405 410 415

Leu Asp Lys Arg Arg Gly Arg Asp Pro Glu Met Gly Gly Lys Pro Arg
420 425 430

Arg Lys Asn Pro Gln Glu Gly Leu Tyr Asn Glu Leu Gln Lys Asp Lys
435 440 445

Met Ala Glu Ala Tyr Ser Glu Ile Gly Met Lys Gly Glu Arg Arg Arg
450 455 460

Gly Lys Gly His Asp Gly Leu Tyr Gln Gly Leu Ser Thr Ala Thr Lys
465 470 475 480

Asp Thr Tyr Asp Ala Leu His Met Gln Ala Leu Pro Pro Arg

485 490
<210> 96
<211> 2019
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>

<221> fuente
<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético"

<400> 96
atggccctge ctgtgacage cctgetgetg cctetggete tgetgectgeca cgecgcetaga 60

cctggatcece aggtgcagcet gcagcagcct ggcecgcectgaac tcgtgeggcec aggegcttcet 120

179



10

gtgaagctga
aagcagcggc
acacactaca
accgcctaca
aggggcaact
ggaggatctg
cctagctace
agcatcteca
atctacagcg
ggcaccgact
tgccagcage
gccagctceceg
ctgggeggac
cggaccccecg
ttcaactggt
cagttcaata
aacggcaagg
accatcagca
caagaggaga
agcgacatcg
ccecectgtge
agccggtgge
cactacaccc
cccttggeecg
cggggcagaa
actcaagagg
ctgagagtga
ctctataacg
ggccgggace
aatgaactgc

cgccggaggg

acctacgacg
<210> 97

<211> 673
<212> PRT

gctgtaaage
ccgaccaggg
accagaagtt
tgcagctgtce
gggacgacta
gcggcggagyg
tggcegecte
aggacctggce
gcagcaccct
tcaccctgac
acaacaagta
gagagagcaa
ccagcgtgtt
aggtgacctg
acgtggacgg
gcacctaccg
aatacaagtg
aggccaaggg
tgaccaagaa
ccgtggagtg
tggacagcga
aggagggcaa
agaagagcct
ggacttgtgg
agaaactcct
aagatggctg
agttcagcag
agctcaatct
ctgagatggg
agaaagataa

gcaaggggca

ccettecacat
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cagcggctac
cctggagtgg
caaggacaag
cagcctgacce
ttggggecag
aagttctggce
tcctggegag
ctggtatcag
gcagagcggce
catcagctce
cccttacacce
gtacggccecct
cctgtteccee
tgtggtggtg
cgtggaggtg
ggtggtgtcc
taaggtgtcc
ccagcctegg
ccaggtgtcc
ggagagcaac
cggcagcette
cgtctttage
gagcctgtce
ggtccttctce
gtatatattc
tagctgecga
gagcgcagac
aggacgaaga
gggaaagccg
gatggcggag

cgatggecctt

accttcacca
atcggcagaa
gccatcctga
agcgaggaca
ggcaccacce
ggaggctccg
acaatcacca
gaaaagcccg
atccccagcea
ctggaacceg
ttcggeggag
ccctgeccece
cccaagecca
gacgtgtccc
cacaacgcca
gtgctgacecg
aacaagggcc
gagccccagg
ctgacctgcc
ggccagccceg
ttcetgtaca
tgctecegtga
ctgggcaaga
ctgtcactgg
aaacaaccat
tttccagaag
gccceegegt
gaggagtacg
agaaggaaga
gcctacagtg

taccagggtc

gcaggeccctg cccectege

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente
<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético”

180

gctactggat
tcgaccecta
ccgtggacaa
gcgecgtgta
tgacagtgte
acgtgcagat
tcaactgcceg
gcaagaccaa
gattttccgg
aggactttgce
gcaccaagct
cttgecectge
aggacaccct
aggaggaccc
agaccaagcc
tgctgcacca
tgceccagecag
tgtacaccct
tggtgaaggg
agaacaacta
gceggcetgac
tgcacgaggce
tggatatcta
ttatcaccct
ttatgagacc
aagaagaagg
acaagcaggg
atgttttgga
accctcagga
agattgggat

tcagtacagce

gaactgggtce
cgacagcgag
gagcagcagc
ctactgecgcece
tagcggagge
cacccagagc
ggccagcaag
caagctgetg
cagcggcetcece
catgtactat
ggaaatcaag
ccececgagtte
gatgatcagc
cgaggtccag
ccgggaggag
ggactggctg
catcgagaaa
gccecctage
cttctacccc
caagaccacc
cgtggacaag
cctgcacaac
catctgggeg
ttactgcaaa
agtacaaact
aggatgtgaa
ccagaaccag
caagagacgt
aggcctgtac
gaaaggcgag

caccaaggac

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920

1980

2019



<400> 97
Met Ala Leu

1

His

Glu

Gly

Asp

65

Thr

Lys

Asp

Gly

Gly

145

Pro

Arg

Pro

Ala

Leu

Tyr

50

Gln

His

Ser

Ser

Gln

130

Gly

Ser

Ala

Gly

Ala

Val

35

Thr

Gly

Tyr

Ser

Ala

115

Gly

Gly

Tyr

Ser

Lys

Pro

Arg

20

Arg

Phe

Leu

Asn

Ser

100

Val

Thr

Ser

Leu

Lys

180

Thr

Val

Pro

Pro

Thr

Glu

Gln

85

Thr

Tyr

Thr

Ser

Ala

165

Ser

Asn

Thr

Gly

Gly

Ser

Trp

70

Lys

Ala

Tyr

Leu

Gly

150

Ala

Ile

Lys

Ala

Ser

Ala

Tyr

55

Ile

Phe

Tyr

Cys

Thr

135

Gly

Ser

Ser

Leu

ES 2 814962 T3

Leu

Gln

Ser

40

Trp

Gly

Lys

Met

Ala

120

Vval

Gly

Pro

Lys

Leu

Leu

Val

25

val

Met

Arg

Asp

Gln

105

Arg

Ser

Ser

Gly

Asp

185

Ile

Leu

10

Gln

Lys

Asn

Ile

Lys

90

Leu

Gly

Ser

Asp

Glu

170

Leu

Tyr

181

Pro

Leu

Leu

Trp

Asp

75

Ala

Ser

Asn

Gly

Val

155

Thr

Ala

Ser

Leu

Gln

Ser

Val

60

Pro

Ile

Ser

Trp

Gly

140

Gln

Ile

Trp

Gly

Ala

Gln

Cys

45

Lys

Tyr

Leu

Leu

Asp

125

Gly

Ile

Thr

Tyr

Ser

Leu

Pro

30

Lys

Gln

Asp

Thr

Thr

110

Asp

Gly

Thr

Ile

Gln

190

Thr

Leu

15

Gly

Ala

Arg

Ser

Val

95

Ser

Tyr

Ser

Gln

Asn

175

Glu

Leu

Leu

Ala

Ser

Pro

Glu

80

Asp

Glu

Trp

Gly

Ser

160

Cys

Lys

Gln



Ser

Thr

225

Cys

Leu

Pro

Phe

Val

305

Phe

Pro

Thr

val

Ala

385

Gln

Gly

Pro

Gly

210

Leu

Gln

Glu

Pro

Pro

290

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

370

Lys

Glu

Phe

Glu

195

Ile

Thr

Gln

Ile

Cys

275

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

355

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn
435

Pro

Ile

His

Lys

260

Pro

Lys

val

Tyr

Glu

340

His

Lys

Gln

Met

Pro

420

Asn

Ser

Ser

Asn

245

Ala

Ala

Pro

Vval

val

325

Gln

Gln

Gly

Pro

Thr

405

Ser

Tyr

Arg

Ser

230

Lys

Ser

Pro

Lys

Val

310

Asp

Phe

Asp

Leu

Arg

390

Lys

Asp

Lys

Phe

215

Leu

Tyr

Ser

Glu

Asp

295

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

375

Glu

Asn

Ile

Thr

ES 2 814962 T3

200

Ser

Glu

Pro

Gly

Phe

280

Thr

Val

Vval

Ser

Leu

360

Ser

Pro

Gln

Ala

Thr
440

Gly

Pro

Tyr

Glu

265

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

345

Asn

Ser

Gln

Vval

Val

425

Pro

Ser

Glu

Thr

250

Ser

Gly

Met

Gln

Val

330

Tyr

Gly

Ile

val

Ser

410

Glu

Pro

182

Gly

Asp

235

Phe

Lys

Gly

Ile

Glu

315

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

395

Leu

Trp

Val

Ser

220

Phe

Gly

Tyr

Pro

Ser

300

Asp

Asn

Vval

Glu

Lys

380

Thr

Thr

Glu

Leu

205

Gly

Ala

Gly

Gly

Ser

285

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

365

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp
445

Thr

Met

Gly

Pro

270

val

Thr

Glu

Lys

Ser

350

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

430

Ser

Asp

Tyr

Thr

255

Pro

Phe

Pro

Val

Thr

335

Val

Cys

Ser

Pro

Val

415

Gly

Asp

Phe

Tyr

240

Lys

Cys

Leu

Glu

Gln

320

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

400

Lys

Gln

Gly



Ser

Glu

465

His

Tyr

Leu

Ile

Asp

545

Leu

Gly

Tyr

Lys

Lys

625

Arg

Ala

Arg

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Phe

450

Gly

Tyr

Ile

Val

Phe

530

Gly

Arg

Gln

Asp

Pro

610

Asp

Arg

Thr

Phe

Asn

Thr

Trp

Ile

515

Lys

Cys

Val

Asn

Val

595

Arg

Lys

Arg

Lys

98
112
PRT
Homo sapiens
98

Leu

Val

Gln

Ala

500

Thr

Gln

Ser

Lys

Gln

580

Leu

Arg

Met

Gly

Asp
660

Tyr

Phe

Lys

485

Pro

Leu

Pro

Cys

Phe

565

Leu

Asp

Lys

Ala

Lys

645

Thr

Ser

Ser

470

Ser

Leu

Tyr

Phe

Arg

550

Ser

Tyr

Lys

Asn

Glu

630

Gly

Tyr

Arg

455

Cys

Leu

Ala

Cys

Met

535

Phe

Arg

Asn

Arg

Pro

615

Ala

His

Asp

ES 2 814962 T3

Leu

Ser

Ser

Gly

Lys

520

Arg

Pro

Ser

Glu

Arg

600

Gln

Tyr

Asp

Ala

Thr

Val

Leu

Thr

505

Arg

Pro

Glu

Ala

Leu

585

Gly

Glu

Ser

Gly

Leu
665

Val

Met

Ser

490

Cys

Gly

Val

Glu

Asp

570

Asn

Arg

Gly

Glu

Leu

650

His

183

Asp

His

475

Leu

Gly

Arg

Gln

Glu

555

Ala

Leu

Asp

Leu

Ile

635

Tyr

Met

Lys

460

Glu

Gly

Vval

Lys

Thr

540

Glu

Pro

Gly

Pro

Tyr

620

Gly

Gln

Gln

Ser

Ala

Lys

Leu

Lys

525

Thr

Gly

Ala

Arg

Glu

605

Asn

Met

Gly

Ala

Arg

Leu

Met

Leu

510

Leu

Gln

Gly

Tyr

Arg

590

Met

Glu

Lys

Leu

Leu
670

Trp

His

Asp

495

Leu

Leu

Glu

Cys

Lys

575

Glu

Gly

Leu

Gly

Ser

655

Pro

Gln

Asn

480

Ile

Ser

Tyr

Glu

Glu

560

Gln

Glu

Gly

Gln

Glu

640

Thr

Pro



ES 2 814962 T3

Arg Val Lys Phe Ser Arg Ser Ala Asp Ala Pro Ala Tyr Gln Gln Gly

Gln Asn Gln Leu Tyr Asn Glu Leu Asn Leu Gly Arg Arg Glu Glu Tyr
20 25 30

Asp Val Leu Asp Lys Arg Arg Gly Arg Asp Pro Glu Met Gly Gly Lys
35 40 45

Pro Arg Arg Lys Asn Pro Gln Glu Gly Leu Tyr Asn Glu Leu Gln Lys
50 55 60

Asp Lys Met Ala Glu Ala Tyr Ser Glu Ile Gly Met Lys Gly Glu Arg
65 70 75 80

Arg Arg Gly Lys Gly His Asp Gly Leu Tyr Gln Gly Leu Ser Thr Ala
85 90 95

Thr Lys Asp Thr Tyr Asp Ala Leu His Met Gln Ala Leu Pro Pro Arg

10

15

100 105 110

<210> 99

<211> 336

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 99

agagtgaagt tcagcaggag cgcagacgcc cccgcgtacc agcagggcca gaaccagctce 60
tataacgagc tcaatctagg acgaagagag gagtacgatg ttttggacaa gagacgtggc 120
cgggaccctg agatgggggg aaagccgaga aggaagaacc ctcaggaagg cctgtacaat 180
gaactgcaga aagataagat ggcggaggcc tacagtgaga ttgggatgaa aggcgagcgce 240
cggaggggca aggggcacga tggcctttac cagggtctca gtacagccac caaggacacc 300
tacgacgcce ttcacatgca ggccctgccece cctege 336
<210> 100

<211> 487

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente
<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético”

<400> 100

Met Ala Leu Pro Val Thr Ala Leu Leu Leu Pro Leu Ala Leu Leu Leu

1

5

10

184

15



His

Tyr

Ser

Lys

65

Ile

Thr

Gln

Ile

Ser

145

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

225

Cys

Thr

Ala

Leu

Lys

50

Thr

Pro

Ile

His

Lys

130

Gln

Ser

Trp

Gly

Lys

210

Met

Ala

Val

Ala

Ala

35

Ser

Asn

Ser

Ser

Asn

115

Gly

val

Val

Met

Arg

195

Asp

Gln

Arg

Ser

Arg

20

Ala

Ile

Lys

Arg

Ser

100

Lys

Gly

Gln

Lys

Asn

180

Ile

Lys

Leu

Gly

Ser

Pro

Ser

Ser

Leu

Phe

85

Leu

Tyr

Gly

Leu

Leu
165

Trp

Asp

Ala

Ser

Asn

245

Ala

Gly

Pro

Lys

Leu

70

Ser

Glu

Pro

Gly

Gln

150

Ser

val

Pro

Ile

Ser

230

Trp

Ser

Ser

Gly

Asp

55

Ile

Gly

Pro

Tyr

Ser

135

Gln

Cys

Lys

Tyr

Leu

215

Leu

Asp

Ser

ES 2 814962 T3

Asp

Glu

40

Leu

Tyr

Ser

Glu

Thr

120

Gly

Pro

Lys

Gln

Asp

200

Thr

Thr

Asp

Gly

Val

25

Thr

Ala

Ser

Gly

Asp

105

Phe

Gly

Gly

Ala

Arg

185

Ser

Val

Ser

Tyr

Thr

Gln

Ile

Trp

Gly

Ser

90

Phe

Gly

Gly

Ala

Ser

170

Pro

Glu

Asp

Glu

Trp

250

Thr

185

Ile

Thr

Tyr

Ser

75

Gly

Ala

Gly

Gly

Glu

155

Gly

Asp

Thr

Lys

Asp

235

Gly

Thr

Thr

Ile

Gln

60

Thr

Thr

Met

Gly

Ser

140

Leu

Tyr

Gln

His

Ser

220

Ser

Gln

Pro

Gln

Asn

45

Glu

Leu

Asp

Tyr

Thr

125

Ser

Vval

Thr

Gly

Tyr

205

Ser

Ala

Gly

Ala

Ser

Cys

Lys

Gln

Phe

Tyr

110

Lys

Gly

Arg

Phe

Leu

190

Asn

Ser

Val

Thr

Pro

Pro

Arg

Pro

Ser

Thr

95

Cys

Leu

Gly

Pro

Thr

175

Glu

Gln

Thr

Tyr

Thr

255

Arg

Ser

Ala

Gly

Gly

80

Leu

Gln

Glu

Gly

Gly

160

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

240

Leu

Pro



ES 2 814962 T3

260 265 270

Pro Thr Pro Ala Pro Thr Ile Ala Ser Gln Pro Leu Ser Leu Arg Pro
275 280 285

Glu Ala Cys Arg Pro Ala Ala Gly Gly Ala Val His Thr Arg Gly Leu
290 295 300

Asp Phe Ala Cys Asp Ile Tyr Ile Trp Ala Pro Leu Ala Gly Thr Cys
305 310 315 320

Gly Val Leu Leu Leu Ser Leu Val Ile Thr Leu Tyr Cys Lys Arg Gly
325 330 335

Arg Lys Lys Leu Leu Tyr Ile Phe Lys Gln Pro Phe Met Arg Pro Val
340 345 350

Gln Thr Thr Gln Glu Glu Asp Gly Cys Ser Cys Arg Phe Pro Glu Glu
355 360 365

Glu Glu Gly Gly Cys Glu Leu Arg Val Lys Phe Ser Arg Ser Ala Asp
370 375 380

Ala Pro Ala Tyr Lys Gln Gly Gln Asn Gln Leu Tyr Asn Glu Leu Asn
385 390 395 400

Leu Gly Arg Arg Glu Glu Tyr Asp Val Leu Asp Lys Arg Arg Gly Arg
405 410 415

Asp Pro Glu Met Gly Gly Lys Pro Arg Arg Lys Asn Pro Gln Glu Gly
420 425 430

Leu Tyr Asn Glu Leu Gln Lys Asp Lys Met Ala Glu Ala Tyr Ser Glu
435 440 445

Ile Gly Met Lys Gly Glu Arg Arg Arg Gly Lys Gly His Asp Gly Leu
450 455 460

Tyr Gln Gly Leu Ser Thr Ala Thr Lys Asp Thr Tyr Asp Ala Leu His
465 470 475 480

Met Gln Ala Leu Pro Pro Arg

485
<210> 101
<211> 237
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<221> fuente
<223> /nota=»Descripcidn de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"
<400> 101

186



10

Asp

Glu

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Gly

Pro

Lys

145

Gln

Asp

Thr

Thr

val

Thr

Ala

Ser

50

Gly

Asp

Phe

Gly

Gly

130

Ala

Arg

Ser

val

Ser
210

Gln

Ile

Trp

Gly

Ser

Phe

Gly

Gly

115

Ala

Ser

Pro

Glu

Asp

195

Glu

Asp Tyr Trp

225

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

<220>

<221>
<223>
<400>

102
1461
ADN
Secuencia artificial

Ile

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

100

Gly

Glu

Gly

Asp

Thr

180

Lys

Asp

Gly

fuente
/nota=»Descripcion de Secuencia
102

Thr

Ile

Gln

Thr

Thr

Met

85

Gly

Ser

Leu

Tyr

Gln

165

His

Ser

Ser

Gln

Gln

Asn

Glu

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

val

Thr

150

Gly

Tyr

Ser

Ala

Gly
230

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Lys

Gly

Arg

135

Phe

Leu

Asn

Ser

val
215

Thr

ES 2 814962 T3

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Leu

Gly

120

Pro

Thr

Glu

Gln

Thr

200

Tyr

Thr

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Gly

Gly

Ser

Trp

Lys

185

Ala

Tyr

Leu

Tyr

10

Ser

Lys

Ile

Thr

Gln

90

Ile

Ser

Ala

Tyr

Ile

170

Phe

Tyr

Cys

Thr

187

Leu

Lys

Thr

Pro

Ile

75

His

Lys

Gln

Ser

Trp

155

Gly

Lys

Met

Ala

Val
235

Artificial: Polinucledétido sintético"

Ala

Ser

Asn

Ser

60

Ser

Asn

Gly

Val

Val

140

Met

Arg

Asp

Gln

Arg
220

Ser

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Lys

Gly

Gln

125

Lys

Asn

Ile

Lys

Leu

205

Gly

Ser

Ser

Ser

Leu

Phe

Leu

Tyr

Gly

110

Leu

Leu

Trp

Asp

Ala

190

Ser

Asn

Pro

15

Lys

Leu

Ser

Glu

Pro

95

Gly

Gln

Ser

Val

Pro

175

Ile

Ser

Trp

Gly

Asp

Ile

Gly

Pro

80

Tyr

Ser

Gln

Cys

Lys

160

Tyr

Leu

Leu

Asp
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atggccctge
cccggatceeg
acaatcacca
gaaaagcccg
atccccagea
ctggaacccg
ttcggeggag
tctggcggag
gcttectgtga
tgggtcaagce
agcgagacac
agctccaccg
tgcgecaggg
gctagctceg
tcgcagecee
acgagggggc
ggggtcctte
ctgtatatat
tgtagctgce
aggagcgcag
ctaggacgaa
gggggaaagce
aagatggcgg

cacgatggcc

atgcaggecce
<210> 103
<211> 711
<212> ADN

ctgtgacage
acgtgcagat
tcaactgcceg
gcaagaccaa
gattttececgg
aggacttcge
gcaccaagct
gatctcaggt
agctgagctg
agcggcccga
actacaacca
cctacatgca
gcaactggga
gaaccacgac
tgtccectgeg
tggacttecge
tecctgtceact
tcaaacaacc
gatttccaga
acgcccccge
gagaggagta
cgagaaggaa
aggcctacag

tttaccaggg

tgececceceteg

ES 2 814962 T3

cctgetgetg
cacacagagc
ggccagcaag
caagctgcetg
cagcggctecce
catgtactac
ggaaatcaag
gcagctgcag
taaagccagc
ccagggcctg
gaagttcaag
gctgtccage
cgactactgg
gccagcgecg
cccagaggceg
ctgtgatatc
ggttatcacc
atttatgaga
agaagaagaa
gtacaagcag
cgatgttttg
gaaccctcag
tgagattggg

tctcagtaca

(¢]

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidon de Secuencia Artificial: Polinucledtido sintético"

<400> 103

cctetggete
cctagctace
agcatcagca
atctacagcg
ggcaccgact
tgccagcecage
ggcggaggcg
cagccaggcg
ggctacacct
gagtggatcg
gacaaggcca
ctgaccagcg
ggccagggca
cgaccaccaa
tgccggecag
tacatctggg
ctttactgca
ccagtacaaa
ggaggatgtg
ggccagaacce
gacaagagac
gaaggcctgt
atgaaaggcg

gccaccaagg

188

tgctgectgea
tggccgecag
aggacctggce
gcagcaccct
tcaccctgac
acaacaagta
gatctggcgg
ctgaactcgt
ttaccagcta
gcagaatcga
tcctgaccgt
aggacagcgc
caaccctgac
caccggcgec
€ggcgggggyg
cgcecttgge
aacggggcag
ctactcaaga
aactgagagt
agctctataa
gtggceggga
acaatgaact
agcgccggag

acacctacga

cgcegetaga
ccctggegag
ctggtatcag
gcagagegge
aatcagcagc
ccecctacace
cggaggaagt
gcggectgge
ctggatgaac
cccctacgac
ggacaagagc
cgtgtactat
agtgtcctct
caccatcgcg
cgcagtgcac
cgggacttgt
aaagaaactc
ggaagatggc
gaagttcagc
cgagctcaat
ccctgagatg
gcagaaagat
gggcaagggg

cgcccttcac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1461
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gacgtgcaga
atcaactgcce
ggcaagacca
agattttccg
gaggacttcg
ggcaccaagc
ggatctcagg
aagctgagct
cagcggcccg
cactacaacc
gcctacatge

ggcaactggg
<210> 104
<211> 230
<212> PRT

tcacacagag
gggccagcaa
acaagctgcet
gcagcggcte
ccatgtacta
tggaaatcaa
tgcagctgca
gtaaagccag
accagggcect
agaagttcaa
agctgtccag

acgactactg

ES 2 814962 T3

ccctagcetac
gagcatcagc
gatctacagc
cggcaccgac
ctgcecagecag
gggcggaggce
gcagccaggc
cggctacacc
ggagtggatc
ggacaaggcc
cctgaccage

gggccagggce

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidn de Secuencia

<400> 104

Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Pro

1

Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro

Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr

35

Ser Gln Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe Asn

5

20

ctggccgeca
aaggacctgg
ggcagcaccce
ttcaccctga
cacaacaagt
ggatctggeg
gctgaactcg
tttaccagct
ggcagaatcg
atcctgaccg
gaggacagcg

acaaccctga

10

25

40

189

gccctggega
cctggtatca
tgcagagcegg
caatcagcag
acccctacac
gcggaggaag
tgcggectgg
actggatgaa
acccctacga
tggacaagag
ccgtgtacta

cagtgtcctce

30

45

gacaatcacc
ggaaaagccce
catcceccage
cctggaaccce
cttcggegga
ttctggecgga
cgcttctgtg
ctgggtcaag
cagcgagaca
cagctccacc
ttgcgecagg

t

Cys Pro Ala Pro Glu Phe

15

Pro Lys Pro Lys Asp Thr

Cys Val Vval Val Asp Val

Trp Tyr Val Asp Gly Val

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

711

Artificial: Polipéptido sintético”



ES 2 814962 T3

50 55 60

Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser
65 70 75 80

Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu
85 90 95

Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ser
100 105 110

Ser Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro
115 120 125

Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Gln Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln
130 135 140

Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala
145 150 155 160

Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr
165 170 175

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
195 200 205

Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser
210 215 220

Leu Ser Leu Gly Lys Met
225 230
<210> 105

<211> 690

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidon de Secuencia Artificial: Polinucledtido sintético"
<400> 105

gagagcaagt acggccctcce ctgeccccect tgeecctgece ccgagttect gggeggacce 60
agcgtgttce tgttcccecce caageccaag gacaccctga tgatcageccg gacccccegag 120
gtgacctgtg tggtggtgga cgtgtcccag gaggacceccg aggtccagtt caactggtac 180

190



10

gtggacggcg
acctaccggg
tacaagtgta
gccaagggcec
accaagaacc
gtggagtggg
gacagcgacg
gagggcaacg

aagagcctga
<210> 106
<211> 2684
<212> ADN

tggaggtgca
tggtgtcegt
aggtgtccaa
agcctcecggga
aggtgtccct
agagcaacgg
gcagcttcett
tctttagetg

gcectgteect

ES 2 814962 T3

caacgccaag
gctgaccegtg
caagggcctg
gcceccaggtg
gacctgcectg
ccagcccgag
cctgtacage
ctcecgtgatg

gggcaagatg

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidon de Secuencia Artificial: Polinucledtido sintético"

<400> 106
cgtgaggctce

tggggggagg
aaagtgatgt
gtgcagtagt
gtgccgtgtg
gaattacttc
ggtgggagag
cctggcectgg
ctgctttcga
tctggcaaga
gggccgeggg
tgcgagecgeg
tgcctggect
caccagttgce
ggaggacgcg

ttcegtecte

cggtgececegt
ggtcggcaat
cgtgtactgg
cgccgtgaac
tggttcecege
cacctggctg
ttcgaggcect
gcgetgggge
taagtctcta
tagtcttgta
cggcgacggg
gccaccgaga
cgcgecgecg
gtgagcggaa
gcgeteggga

agccgteget

cagtgggcag
tgaaccggtg
ctecegecettt
gttctttttce
gggcctggec
cagtacgtga
tgcgcettaag
cgcecgegtge
gccatttaaa
aatgecgggcece
gceccegtgegt
atcggacggg
tgtatcgccece
agatggccge
gagcgggcgg

tcatgtgact

accaagccce
ctgcaccagg
cccagcagca
tacaccctge
gtgaagggct
aacaactaca
cggctgaccg

cacgaggccce

agcgcacatce
cctagagaag
tteccecgaggg
gcaacgggtt
tctttacggg
ttcttgatce
gagcccecette
gaatctggtg
atttttgatg
aagatctgca
cccagcgcac
ggtagtctca
cgccctggge
ttececeggece
gtgagtcacc

ccactgagta

191

gggaggagca
actggctgaa
tcgagaaaac
cccctageca
tctaccccag
agaccacccc
tggacaagag

tgcacaacca

gcccacagte
gtggcgeggg
tgggggagaa
tgccgecaga
ttatggceccet
cgagcttcgg
gcectegtget
gcaccttcge
acctgctgeg
cactggtatt
atgttcggceg
agctggecgg
ggcaaggctg
tgctgcaggg
cacacaaagg

ccgggcgccg

gttcaatagce
cggcaaggaa
catcagcaag
agaggagatg
cgacatcgce
ccctgtgetg
ccggtggcag

ctacacccag

cccgagaagt
gtaaactggg
ccgtatataa
acacaggtaa
tgcgtgectt
gttggaagtg
tgagttgagg
gcctgteteg
acgctttttt
tcggtttttg
aggcggggcec
cctgetetgg
gceccggtegg
agctcaaaat
aaaagggcct

tccaggcacce

240

300

360

420

480

540

600

660

690

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960



tcgattagtt
cgatggagtt
tgtaattctce
agacagtggt
ccatggcecct
gacccggatce
agagagccac
tgcactggta
acctggaaag
tgaccatcaa
aggaccccce
gcggcggagg
tgaagaaacc
attacggcat
tcaacaccta
gcctggaaac
ccgeccaccta
gcaccagcgt
caacaccggce
cagcggcggg
gggcgccectt
gcaaacgggg
aaactactca
gtgaactgag
accagctcta
gacgtggcceg
tgtacaatga
gcgagcgcecg

aggacaccta
<210> 107
<211> 494
<212> PRT
<213>
<220>
221>
<223>

<400> 107

ctcgtgettt
tcceccacact
cttggaattt
tcaaagtttt
gcctgtgaca
cgacatcgtg
aatcagctgce
tcagcagaag
cggcatcceccee
cccegtggaa
cacatttgga
atcttctggg
cggcgagaca
gaactgggtc
caccggcgag
cagcgccagce
tttetgegece
gaccgtgtcce
gcccaccatce
gggcgecagtg
ggccgggact
cagaaagaaa
agaggaagat
agtgaagttc
taacgagctc
ggaccctgag
actgcagaaa
gaggggcaag

cgacgccctt

fuente
/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético”

ES 2 814962 T3

tggagtacgt
gagtgggtgg
gccctttttg
tttcttccat
gccctgetge
ctgacacaga
agggccagceg
cceggecage
gccagatttt
gccgacgacg
gccggcacca
ggaggctctce
gtgaagatct
aagcaggccc
agcacctaca
accgecctacce
agaagcggcg
tctgctaget
gcgtcgecage
cacacgaggg
tgtggggtcc
ctcctgtata
ggctgtaget
agcaggagcg
aatctaggac
atggggggaa
gataagatgg
gggcacgatg

cacatgcagg

Secuencia artificial

cgtctttagg
agactgaagt
agtttggatc
ttcaggtgtce
tgcectetgge
gccctgette
agagcgtgga
cccccaagcet
ccggcagegg
tggccaccta
agctggaact
agattcagct
cctgcaagge
ctggcaagag
gcgecgactt
tgcacatcaa
gctacgaccc
ccggaaccac
ccctgtecet
ggctggactt
ttctectgte
tattcaaaca
gccgatttee
cagacgcccce
gaagagagga
agccgagaag
cggaggccta
gcctttacca

ccctgeececee

192

ttggggggag
taggccaget
ttggttcatt
gtgagctage
tctgectgetg
cctggeegtyg
caactacggc
gctgatctac
cagcagaacc
ctactgccag
gaagggcgga
ggtgcagage
ctccggetac
cttcaagtgg
caagggcaga
cgacctgaag
catggattat
gacgccagcg
gcgcccagag
cgcectgtgat
actggttatc
accatttatg
agaagaagaa
cgcgtacaag
gtacgatgtt
gaagaaccct
cagtgagatt
gggtctcagt

tcge

gggttttatg
tggcacttga
ctcaagcctce
tctagagcca
catgccgcecta
tcecctgggac
aacaccttca
agagccagca
gacttcaccc
cagagcaacg
ggcggatctg
ggcccagage
atcttcacca
atgggctgga
ttcgecttca
aacgaggaca
tggggccagg
ccgcgaccac
gcgtgececgge
atctacatct
accctttact
agaccagtac
gaaggaggat
cagggccaga
ttggacaaga
caggaaggcc

gggatgaaag

acagccacca

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

2684



Met

His

Ser

Ser

Gln

65

Leu

Asp

Tyr

Thr

Ser

145

Lys

Ile

Ser

Tyr

Ala

Ala

Leu

Glu

50

Lys

Glu

Phe

Tyr

Lys

130

Gly

Lys

Phe

Phe

Ser
210

Leu

Ala

Ala

35

Ser

Pro

Ser

Thr

Cys

115

Leu

Gly

Pro

Thr

Lys

195

Ala

Pro

Arg

20

Val

Vval

Gly

Gly

Leu

100

Gln

Glu

Gly

Gly

Asn

180

Trp

Asp

val

Pro

Ser

Asp

Gln

Ile

85

Thr

Gln

Leu

Ser

Glu

165

Tyr

Met

Phe

Thr

Gly

Leu

Asn

Pro

70

Pro

Ile

Ser

Lys

Gln

150

Thr

Gly

Gly

Lys

Ala

Ser

Gly

Tyr

55

Pro

Ala

Asn

Asn

Gly

135

Ile

Val

Met

Trp

Gly
215

ES 2 814962 T3

Leu

Asp

Gln

40

Gly

Lys

Arg

Pro

Glu

120

Gly

Gln

Lys

Asn

Ile

200

Arg

Leu

Ile

25

Arg

Asn

Leu

Phe

Val

105

Asp

Gly

Leu

Ile

Trp

185

Asn

Phe

Leu

10

Vval

Ala

Thr

Leu

Ser

90

Glu

Pro

Gly

Val

Ser

170

Val

Thr

Ala

193

Pro

Leu

Thr

Phe

Ile

75

Gly

Ala

Pro

Ser

Gln

155

Cys

Lys

Tyr

Phe

Leu

Thr

Ile

Met

60

Tyr

Ser

Asp

Thr

Gly

140

Ser

Lys

Gln

Thr

Ser
220

Ala

Gln

Ser

45

His

Arg

Gly

Asp

Phe

125

Gly

Gly

Ala

Ala

Gly

205

Leu

Leu

Ser

Cys

Trp

Ala

Ser

Val

110

Gly

Gly

Pro

Ser

Pro

190

Glu

Glu

Leu

15

Pro

Arg

Tyr

Ser

Arg

95

Ala

Ala

Gly

Glu

Gly

175

Gly

Ser

Thr

Leu

Ala

Ala

Gln

Asn

80

Thr

Thr

Gly

Ser

Leu

160

Tyr

Lys

Thr

Ser



Ala

225

Ala

Trp

Thr

Gln

Ala

305

Ala

Thr

Gln

Ser

Lys

385

Gln

Leu

Arg

Met

Gly
465

Asp

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

Ser

Thr

Gly

Thr

Pro

290

val

Pro

Leu

Pro

Cys

370

Phe

Leu

Asp

Lys

Ala

450

Lys

Thr

Tyr

Gln

Pro

275

Leu

His

Leu

Tyr

Phe

355

Arg

Ser

Tyr

Lys

Asn

435

Glu

Gly

Thr Tyr

<220>

<221>

108
1482
ADN
Secuencia artificial

Ala

Phe

Gly

260

Ala

Ser

Thr

Ala

Cys

340

Met

Phe

Arg

Asn

Arg

420

Pro

Ala

His

Tyr

Cys

245

Thr

Pro

Leu

Arg

Gly

325

Lys

Arg

Pro

Ser

Glu

405

Arg

Gln

Tyr

Asp

Leu

230

Ala

Ser

Arg

Arg

Gly

310

Thr

Arg

Pro

Glu

Ala

390

Leu

Gly

Glu

Ser

Gly
470

His

Arg

Val

Pro

Pro

295

Leu

Cys

Gly

Val

Glu

375

Asp

Asn

Arg

Gly

Glu

455

Leu

ES 2 814962 T3

Ile

Ser

Thr

Pro

280

Glu

Asp

Gly

Arg

Gln

360

Glu

Ala

Leu

Asp

Leu

440

Ile

Tyr

Asn

Gly

Val

265

Thr

Ala

Phe

Val

Lys

345

Thr

Glu

Pro

Gly

Pro

425

Tyr

Gly

Gln

Asp

Gly

250

Ser

Pro

Cys

Ala

Leu

330

Lys

Thr

Gly

Ala

Arg

410

Glu

Asn

Met

Gly

Leu

235

Tyr

Ser

Ala

Arg

Cys

315

Leu

Leu

Gln

Gly

Tyr

395

Arg

Met

Glu

Lys

Leu
475

Lys

Asp

Ala

Pro

Pro

300

Asp

Leu

Leu

Glu

Cys

380

Lys

Glu

Gly

Leu

Gly

460

Ser

Asn

Pro

Ser

Thr

285

Ala

Ile

Ser

Tyr

Glu

365

Glu

Gln

Glu

Gly

Gln

445

Glu

Thr

Glu

Met

Ser

270

Ile

Ala

Tyr

Leu

Ile

350

Asp

Leu

Gly

Tyr

Lys

430

Lys

Arg

Ala

Asp

Asp

255

Gly

Ala

Gly

Ile

Val

335

Phe

Gly

Arg

Gln

Asp

415

Pro

Asp

Arg

Thr

Asp Ala Leu His Met Gln Ala Leu Pro Pro Arg
490

fuente

485

194

Thr

240

Tyr

Thr

Ser

Gly

Trp

320

Ile

Lys

Cys

Val

Asn

400

Val

Arg

Lys

Arg

Lys
480



10

<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético"

<400> 108
atggccctge

cccggatceceg
agagccacaa
cactggtatc
ctggaaagcg
accatcaacc
gaccccccca
ggcggaggat
aagaaacccg
tacggcatga
aacacctaca
ctggaaacca
gccacctatt
accagcgtga
acaccggcgce
gcggcggggyg
gcgeccttgg
aaacggggca
actactcaag
gaactgagag
cagctctata
cgtggccggg
tacaatgaac

gagcgccgga

gacacctacg
<210> 109
<211> 680
<212> PRT

ctgtgacagce
acatcgtgcet
tcagctgcag
agcagaagcc
gcatcceege
ccgtggaage
catttggage
cttctggggg
gcgagacagt
actgggtcaa
ccggcgagag
gcgccagcac
tctgecgecag
ccgtgtecte
ccaccatcge
gcgcagtgceca
ccgggacttg
gaaagaaact
aggaagatgg
tgaagttcag
acgagctcaa
accctgagat
tgcagaaaga

ggggcaaggg

acgcccttea

ES 2 814962 T3

cctgetgetg
gacacagagc
ggccagcgag
cggccagccc
cagattttcc
cgacgacgtg
cggcaccaag
aggctctcag
gaagatctcc
gcaggcccect
cacctacagc
cgcctacctg
aagcggegge
tgctagcectcece
gtcgcagceccece
cacgaggggg
tggggtcctt
cctgtatata
ctgtagctge
caggagcgca
tctaggacga
ggggggaaag
taagatggcg

gcacgatggce

catgcaggcece

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente
<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético”

<400> 109

cctetggete
cctgetteee
agcgtggaca
cccaagctge
ggcagcggca
gccacctact
ctggaactga
attcagctgg
tgcaaggcct
ggcaagagct
gccgacttca
cacatcaacg
tacgacccca
ggaaccacga
ctgtccetge
ctggacttcg
ctcctgtcac
ttcaaacaac
cgatttccag
gacgcccccg
agagaggagt
ccgagaagga
gaggcctaca

ctttaccagg

ctgcececcete

195

tgctgctgea
tggccgtgtce
actacggcaa
tgatctacag
gcagaaccga
actgccagca
agggcggagg
tgcagagcegg
ccggctacat
tcaagtggat
agggcagatt
acctgaagaa
tggattattg
cgccagcgec
gcccagaggce
cctgtgatat
tggttatcac
catttatgag
aagaagaaga
cgtacaagca
acgatgtttt
agaaccctca
gtgagattgg

gtctcagtac

gc

tgccgectaga
cctgggacag
caccttcatg
agccagcaac
cttcaccctg
gagcaacgag
cggatctgge
cccagagcetg
cttcaccaat
gggctggatc
cgccttcage
cgaggacacc
gggccaggge
gcgaccacca
gtgccggceca
ctacatctgg
cctttactge
accagtacaa
aggaggatgt
gggccagaac
ggacaagaga
ggaaggcctg
gatgaaaggc

agccaccaag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1482



Met

His

Ser

Ser

Gln

65

Leu

Asp

Tyr

Thr

Ser

145

Lys

Ile

Ala

Ala

Leu

Glu

50

Lys

Glu

Phe

Tyr

Lys

130

Gly

Lys

Phe

Leu

Ala

Ala

35

Ser

Pro

Ser

Thr

Cys

115

Leu

Gly

Pro

Thr

Pro

Arg

Vval

Val

Gly

Gly

Leu

100

Gln

Glu

Gly

Gly

Asn
180

Vval

Pro

Ser

Asp

Gln

Ile

85

Thr

Gln

Leu

Ser

Glu

165

Tyr

Thr

Gly

Leu

Asn

Pro

70

Pro

Ile

Ser

Lys

Gln

150

Thr

Gly

Ala

Ser

Gly

Tyr

55

Pro

Ala

Asn

Asn

Gly

135

Ile

Val

Met

ES 2 814962 T3

Leu

Asp

Gln

40

Gly

Lys

Arg

Pro

Glu

120

Gly

Gln

Lys

Asn

Leu

Ile

25

Arg

Asn

Leu

Phe

Val

105

Asp

Gly

Leu

Ile

Trp
185

Leu

10

Val

Ala

Thr

Leu

Ser

90

Glu

Pro

Gly

Vval

Ser

170

Vval

196

Pro

Leu

Thr

Phe

Ile

75

Gly

Ala

Pro

Ser

Gln

155

Cys

Lys

Leu

Thr

Ile

Met

60

Tyr

Ser

Asp

Thr

Gly

140

Ser

Lys

Gln

Ala

Gln

Ser

45

His

Arg

Gly

Asp

Phe

125

Gly

Gly

Ala

Ala

Leu

Ser

Cys

Trp

Ala

Ser

Vval

110

Gly

Gly

Pro

Ser

Pro
190

Leu

15

Pro

Arg

Tyr

Ser

Arg

95

Ala

Ala

Gly

Glu

Gly

175

Gly

Leu

Ala

Ala

Gln

Asn

80

Thr

Thr

Gly

Ser

Leu

160

Tyr

Lys



Ser

Tyr

Ala

225

Ala

Trp

Ser

Gly

Met

305

Gln

Val

Tyr

Gly

Ile

385

Val

Ser

Glu

Phe

Ser

210

Ser

Thr

Gly

Lys

Gly

290

Ile

Glu

His

Arg

Lys

370

Glu

Tyr

Leu

Trp

Lys

195

Ala

Thr

Tyr

Gln

Tyr

275

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

355

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu
435

Trp

Asp

Ala

Phe

Gly

260

Gly

Ser

Arg

Pro

Ala

340

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

420

Ser

Met

Phe

Tyr

Cys

245

Thr

Pro

val

Thr

Glu

325

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

405

Leu

Asn

Gly

Lys

Leu

230

Ala

Ser

Pro

Phe

Pro

310

Val

Thr

Val

Cys

Ser

390

Pro

Val

Gly

Trp

Gly

215

His

Arg

val

Cys

Leu

295

Glu

Gln

Lys

Leu

Lys

375

Lys

Ser

Lys

Gln

ES 2 814962 T3

Ile

200

Arg

Ile

Ser

Thr

Pro

280

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

360

vVal

Ala

Gln

Gly

Pro
440

Asn

Phe

Asn

Gly

val

265

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

345

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

425

Glu

Thr Tyr

Ala Phe

Asp Leu
235

Gly Tyr
250

Ser Ser

Cys Pro

Pro Lys

Cys Val

315

Trp Tyr
330

Glu Glu

Leu His

Asn Lys

Gly Gln

395

Glu Met
410

Tyr Pro

Asn Asn

197

Thr

Ser

220

Lys

Asp

Ala

Ala

Pro

300

Val

Val

Gln

Gln

Gly

380

Pro

Thr

Ser

Tyr

Gly

205

Leu

Asn

Pro

Ser

Pro

285

Lys

Val

Asp

Phe

Asp

365

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys
445

Glu

Glu

Glu

Met

Ser

270

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

350

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

430

Thr

Ser

Thr

Asp

Asp

255

Gly

Phe

Thr

Val

Val

335

Ser

Leu

Ser

Pro

Gln

415

Ala

Thr

Thr

Ser

Thr

240

Tyr

Glu

Leu

Leu

Ser

320

Glu

Thr

Asn

Ser

Gln

400

Val

Val

Pro
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Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr
450 455 460

Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val
465 470 475 480

Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu
485 490 495

Ser Leu Gly Lys Met Asp Ile Tyr Ile Trp Ala Pro Leu Ala Gly Thr
500 505 510

Cys Gly Val Leu Leu Leu Ser Leu Val Ile Thr Leu Tyr Cys Lys Arg
515 520 525

Gly Arg Lys Lys Leu Leu Tyr Ile Phe Lys Gln Pro Phe Met Arg Pro
530 535 540

Val Gln Thr Thr Gln Glu Glu Asp Gly Cys Ser Cys Arg Phe Pro Glu
545 550 555 560

Glu Glu Glu Gly Gly Cys Glu Leu Arg Val Lys Phe Ser Arg Ser Ala
565 570 575

Asp Ala Pro Ala Tyr Lys Gln Gly Gln Asn Gln Leu Tyr Asn Glu Leu
580 585 590

Asn Leu Gly Arg Arg Glu Glu Tyr Asp Val Leu Asp Lys Arg Arg Gly
595 600 605

Arg Asp Pro Glu Met Gly Gly Lys Pro Arg Arg Lys Asn Pro Gln Glu
610 615 620

Gly Leu Tyr Asn Glu Leu Gln Lys Asp Lys Met Ala Glu Ala Tyr Ser
625 630 635 640

Glu Ile Gly Met Lys Gly Glu Arg Arg Arg Gly Lys Gly His Asp Gly
645 650 655

Leu Tyr Gln Gly Leu Ser Thr Ala Thr Lys Asp Thr Tyr Asp Ala Leu
660 665 670

His Met Gln Ala Leu Pro Pro Arg
675 680
<210> 110
<211> 2040
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> fuente
<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polinucledétido sintético"
<400> 110

198



atggccctge
cccggateeg
agagccacaa
cactggtatc
ctggaaagcg
accatcaacc
gaccccccca
ggcggaggat
aagaaacccg
tacggcatga
aacacctaca
ctggaaacca
gccacctatt
accagcgtga
ccttgecectg
aaggacaccc
caggaggacc
aagaccaagc
gtgctgcacce
ctgcccagea
gtgtacaccc
ctggtgaagg
gagaacaact
agccggcetga
atgcacgagg
atggatatct

gttatcaccce

tttatgagac
gaagaagaag
tacaagcagg
gatgttttgg
aaccctcagg
gagattggga

ctcagtacag
<210> 111
<211> 494
<212> PRT

ctgtgacage
acatcgtgcet
tcagctgcag
agcagaagcc
gcatccccge
ccgtggaage
catttggage
cttctggggg
gcgagacagt
actgggtcaa
ccggcgagag
gcgccagcac
tectgegecag
ccgtgtecte
cccecgagtt
tgatgatcag
ccgaggtcca
cccgggagga
aggactggct
gcatcgagaa
tgccccectag
gcttctacce
acaagaccac
ccgtggacaa
ccctgcacaa
acatctggge
tttactgcaa
cagtacaaac
gaggatgtga
gccagaacca
acaagagacg
aaggcctgta
tgaaaggcga

ccaccaagga

ES 2 814962 T3

cctgetgetg
gacacagagc
ggccagcegag
cggccagccc
cagattttcc
cgacgacgtg
cggcaccaag
aggctctcag
gaagatctcc
gcaggcccct
cacctacagc
cgcctacctg
aagcggcggce
tgctagetece
cctgggcgga
ccggacccec
gttcaactgg
gcagttcaat
gaacggcaag
aaccatcagc
ccaagaggag
cagcgacatc
ccceectgtg
gagceggtgg
ccactacacc
gcccettggece
acggggcaga
tactcaagag
actgagagtg
gctctataac
tggcegggac
caatgaactg
gcgccggagg

cacctacgac

cctetggete
cctgettecee
agcgtggaca
cccaagctge
ggcagcggca
gccacctact
ctggaactga
attcagctgg
tgcaaggcct
ggcaagagct
gccgacttca
cacatcaacg
tacgacccca
ggagagagca
cccagcegtgt
gaggtgacct
tacgtggacg
agcacctacc
gaatacaagt
aaggccaagg
atgaccaaga
gccgtggagt
ctggacagcg
caggagggca
cagaagagcc
gggacttgtg
aagaaactcc
gaagatggct
aagttcagca
gagctcaatc
cctgagatgg
cagaaagata
ggcaaggggce

gcccttcaca

199

tgctgectgea
tggccgtgte
actacggcaa
tgatctacag
gcagaaccga
actgccagca
agggcggagg
tgcagagcgg
ccggctacat
tcaagtggat
agggcagatt
acctgaagaa
tggattattg
agtacggceccc
tcctgttece
gtgtggtggt
gcgtggaggt
gggtggtgtc
gtaaggtgtc
gccagcecteg
accaggtgtc
gggagagcaa
acggcagctt
acgtctttag
tgagcctgte
gggtccttcet
tgtatatatt
gtagctgcceg
ggagcgcaga
taggacgaag
ggggaaagcc
agatggcgga
acgatggcect

tgcaggccct

tgcegectaga
cctgggacag
caccttcatg
agccagcaac
cttcaccctg
gagcaacgag
cggatctgge
cccagagcectg
cttcaccaat
gggctggatce
cgccttcage
cgaggacacc
gggccaggge
tcecctgeccee
ccccaagccce
ggacgtgtcc
gcacaacgcce
cgtgctgace
caacaagggc
ggagccccag
cctgacctge
cggccagccc
cttecctgtac
ctgctecegtg
cctgggcaag
cctgtcactg
caaacaacca
atttccagaa
cgcccecgeg
agaggagtac
gagaaggaag
ggcctacagt
ttaccagggt

gcccectege

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040
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<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"

<400> 111
Met Ala Leu Pro Val Thr Ala Leu Leu Leu Pro Leu Ala Leu Leu Leu
1 5 10 15

His Ala Ala Arg Pro Gly Ser Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Pro
20 25 30

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

Gly Tyr Ile Phe Thr Asn Tyr Gly Met Asn Trp Val Lys Gln Ala Pro
50 55 60

Gly Lys Ser Phe Lys Trp Met Gly Trp Ile Asn Thr Tyr Thr Gly Glu
65 70 75 80

Ser Thr Tyr Ser Ala Asp Phe Lys Gly Arg Phe Ala Phe Ser Leu Glu
85 90 95

Thr Ser Ala Ser Thr Ala Tyr Leu His Ile Asn Asp Leu Lys Asn Glu
100 105 110

Asp Thr Ala Thr Tyr Phe Cys Ala Arg Ser Gly Gly Tyr Asp Pro Met
115 120 125

Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Ser Val Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly
130 135 140

Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Ser Gly Gly Gly Ser Asp Ile Val Leu

200



145

Thr

Ile

Met

Tyr

Ser

225

Asp

Thr

Thr

Gln

Ala

305

Ala

Thr

Gln

Ser

Lys
385

Gln

Ser

His

Arg

210

Gly

Asp

Phe

Thr

Pro

290

Val

Pro

Leu

Pro

Cys

370

Phe

Ser

Cys

Trp

195

Ala

Ser

Val

Gly

Pro

275

Leu

His

Leu

Tyr

Phe

355

Arg

Ser

Pro

Arg

180

Tyr

Ser

Arg

Ala

Ala

260

Ala

Ser

Thr

Ala

Cys

340

Met

Phe

Arg

Ala

165

Ala

Gln

Asn

Thr

Thr

245

Gly

Pro

Leu

Arg

Gly

325

Lys

Arg

Pro

Ser

150

Ser

Ser

Gln

Leu

Asp

230

Tyr

Thr

Arg

Arg

Gly

310

Thr

Arg

Pro

Glu

Ala
390

Leu

Glu

Lys

Glu

215

Phe

Tyr

Lys

Pro

Pro

295

Leu

Cys

Gly

Val

Glu

375

Asp

ES 2 814962 T3

Ala

Ser

Pro

200

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

280

Glu

Asp

Gly

Arg

Gln

360

Glu

Ala

Val

Val

185

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

265

Thr

Ala

Phe

Val

Lys

345

Thr

Glu

Pro

Ser

170

Asp

Gln

Ile

Thr

Gln

250

Leu

Pro

Cys

Ala

Leu

330

Lys

Thr

Gly

Ala

201

155

Leu

Asn

Pro

Pro

Ile

235

Ser

Lys

Ala

Arg

Cys

315

Leu

Leu

Gln

Gly

Tyr
395

Gly

Tyr

Pro

Ala

220

Asn

Asn

Ala

Pro

Pro

300

Asp

Leu

Leu

Glu

Cys

380

Lys

Gln

Gly

Lys

205

Arg

Pro

Glu

Ser

Thr

285

Ala

Ile

Ser

Tyr

Glu

365

Glu

Gln

Arg

Asn

190

Leu

Phe

val

Asp

Ser

270

Ile

Ala

Tyr

Leu

Ile

350

Asp

Leu

Gly

Ala

175

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

255

Gly

Ala

Gly

Ile

val

335

Phe

Gly

Arg

Gln

160

Thr

Phe

Ile

Gly

Ala

240

Pro

Thr

Ser

Gly

Trp

320

Ile

Lys

Cys

val

Asn
400



10

Gln Leu Tyr

Leu Asp Lys

Arg Lys Asn

435

Met Ala Glu

450

Gly Lys Gly

465

Asp Thr Tyr

<210> 112

<211> 1482

<212> ADN

ES 2 814962 T3

Asn Glu Leu Asn Leu

405

Arg Arg Gly Arg Asp

420

Pro Gln Glu Gly Leu

440

Ala Tyr Ser Glu Ile

455

His Asp Gly Leu Tyr
470

Asp Ala Leu His Met

485

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético"

<400> 112
atggccctge

ccecggatccece
gtgaagatca
aagcaggccce
agcacctaca
accgcectace
agaagcggcg
agcggaggcg
acccagtctc
gcctctgaga
ggccagcccce
agattttceg
gacgacgtgg

ggcaccaagc

ctgtgacagce
agatccagct
gctgcaaggce
ctggcaagag
gcgecgactt
tgcacatcaa
gctacgaccce
gaggatctgg
ctgccagect
gcgtggacaa
ccaagctgct
gcagcggcag
ccacctatta

tggaactgaa

cctgetgetg
ggtgcagtct
cagcggctac
cttcaagtgg
caagggcaga
cgacctgaag
catggattat
cggaggggga
ggccgtgtcet
ttacggcaac
gatctacaga
cagaaccgac
ctgccagcag

ggctagcectce

Gly Arg Arg
410

Pro Glu Met
425

Tyr Asn Glu

Gly Met Lys

Gln Gly Leu
475

Gln Ala Leu
490

cctetggete
ggccccgage
atcttcacca
atgggctgga
ttcgecttca
aacgaggaca
tggggccagg
tcttctggeg
ctgggacaga
accttcatge
gccagcaacce
ttcaccctga
agcaacgagg

ggaaccacga

202

Glu Glu Tyr

Gly Gly Lys
430

Leu Gln Lys
445

Gly Glu Arg
460

Ser Thr Ala

Pro Pro Arg

tgctgctgea
tgaagaaacc
actacggcat
tcaacaccta
gcctggaaac
ccgccaccta
gcaccagcgt
gcggaagcga
gagccacaat
actggtatca
tggaaagcgg
ccatcaaccc
acccccctac

cgccagegec

Asp Val
415

Pro Arg

Asp Lys

Arg Arg

Thr Lys
480

tgccgectaga
cggcgagaca
gaactgggtc
caccggcgag
cagcgccagce
cttttgegee
gaccgtgtct
tatcgtgctg
cagctgeccgg
gcagaagccce
catccecegee
cgtggaagcce
ctttggagce

gcgaccacca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840
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acaccggcecgce ccaccatcge gtcgcagece ctgtcecctge geccagagge gtgceccggeca 900
gcggcegggygg gcgcagtgca cacgaggggg ctggacttcg cctgtgatat ctacatctgg 960
gcgececttgg cecgggacttg tggggtcecett ctectgtcac tggttatcac cctttactge 1020
aaacggggca gaaagaaact cctgtatata ttcaaacaac catttatgag accagtacaa 1080
actactcaag aggaagatgg ctgtagctgc cgatttccag aagaagaaga aggaggatgt 1140
gaactgagag tgaagttcag caggagcgca gacgcccccg cgtacaagca gggccagaac 1200
cagctctata acgagctcaa tctaggacga agagaggagt acgatgtttt ggacaagaga 1260
cgtggcecggg accctgagat ggggggaaag ccgagaagga agaaccctca ggaaggcctg 1320
tacaatgaac tgcagaaaga taagatggcg gaggcctaca gtgagattgg gatgaaaggce 1380
gagcgecgga ggggcaaggg gcacgatgge ctttaccagg gtctcagtac agecaccaag 1440
gacacctacg acgcccttca catgcaggecc ctgeccceccte ge 1482
<210> 113

<211> 680

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente
<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético”

<400> 113
Met Ala Leu Pro Val Thr Ala Leu Leu Leu Pro Leu Ala Leu Leu Leu
1 5 10 15

His Ala Ala Arg Pro Gly Ser Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Pro
20 25 30

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

Gly Tyr Ile Phe Thr Asn Tyr Gly Met Asn Trp Val Lys Gln Ala Pro
50 55 60

Gly Lys Ser Phe Lys Trp Met Gly Trp Ile Asn Thr Tyr Thr Gly Glu
65 70 75 80

Ser Thr Tyr Ser Ala Asp Phe Lys Gly Arg Phe Ala Phe Ser Leu Glu
85 90 95

Thr Ser Ala Ser Thr Ala Tyr Leu His Ile Asn Asp Leu Lys Asn Glu
100 105 110

Asp Thr Ala Thr Tyr Phe Cys Ala Arg Ser Gly Gly Tyr Asp Pro Met

203



Asp

Gly

145

Thr

Ile

Met

Tyr

Ser

225

Asp

Thr

Ser

Gly

Met

305

Gln

Val

Tyr

Tyr

130

Ser

Gln

Ser

His

Arg

210

Gly

Asp

Phe

Lys

Gly

290

Ile

Glu

His

Arg

115

Trp

Gly

Ser

Cys

Trp

195

Ala

Ser

Val

Gly

Tyr

275

Pro

Ser

Asp

Asn

Val
355

Gly

Gly

Pro

Arg

180

Tyr

Ser

Arg

Ala

Ala

260

Gly

Ser

Arg

Pro

Ala

340

val

Gln

Gly

Ala

165

Ala

Gln

Asn

Thr

Thr

245

Gly

Pro

Val

Thr

Glu

325

Lys

Ser

Gly

Gly

150

Ser

Ser

Gln

Leu

Asp

230

Tyr

Thr

Pro

Phe

Pro

310

Val

Thr

val

Thr

135

Ser

Leu

Glu

Lys

Glu

215

Phe

Tyr

Lys

Cys

Leu

295

Glu

Gln

Lys

Leu

ES 2 814962 T3

120

Ser

Ser

Ala

Ser

Pro

200

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

280

Phe

Val

Phe

Pro

Thr
360

Val

Gly

Val

Val

185

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

265

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

345

Val

Thr

Gly

Ser

170

Asp

Gln

Ile

Thr

Gln

250

Leu

Cys

Pro

Cys

Trp

330

Glu

Leu

204

val

Gly

155

Leu

Asn

Pro

Pro

Ile

235

Ser

Lys

Pro

Lys

Val

315

Tyr

Glu

His

Ser

140

Ser

Gly

Tyr

Pro

Ala

220

Asn

Asn

Ala

Ala

Pro

300

Vval

Val

Gln

Gln

125

Ser

Asp

Gln

Gly

Lys

205

Arg

Pro

Glu

Ser

Pro

285

Lys

Val

Asp

Phe

Asp
365

Gly

Ile

Arg

Asn

190

Leu

Phe

val

Asp

Ser

270

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

350

Trp

Gly

Val

Ala

175

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

255

Gly

Phe

Thr

Vval

Val

335

Ser

Leu

Gly

Leu

160

Thr

Phe

Ile

Gly

Ala

240

Pro

Glu

Leu

Leu

Ser

320

Glu

Thr

Asn



Gly

Ile

385

Val

Ser

Glu

Pro

Val

465

Met

Ser

Cys

Gly

Val

545

Glu

Asp

Asn

Arg

Lys

370

Glu

Tyr

Leu

Trp

val

450

Asp

His

Leu

Gly

Arg

530

Gln

Glu

Ala

Leu

Asp
610

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

435

Leu

Lys

Glu

Gly

Val

515

Lys

Thr

Glu

Pro

Gly

595

Pro

Tyr

Thr

Leu

Cys

420

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys

500

Leu

Lys

Thr

Gly

Ala

580

Arg

Glu

Lys

Ile

Pro

405

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu

485

Met

Leu

Leu

Gln

Gly

565

Tyr

Arg

Met

Cys

Ser

390

Pro

val

Gly

Asp

Trp

470

His

Asp

Leu

Leu

Glu

550

Cys

Lys

Glu

Gly

Lys

375

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

455

Gln

Asn

Ile

Ser

Tyr

535

Glu

Glu

Gln

Glu

Gly
615

ES 2 814962 T3

val

Ala

Gln

Gly

Pro

440

Ser

Glu

His

Tyr

Leu

520

Ile

Asp

Leu

Gly

Tyr

600

Lys

Ser

Lys

Glu

Phe

425

Glu

Phe

Gly

Tyr

Ile

505

Val

Phe

Gly

Arg

Gln

585

Asp

Pro

Asn

Gly

Glu

410

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr

490

Trp

Ile

Lys

Cys

Val

570

Asn

Val

Arg

Lys

Gln

395

Met

Pro

Asn

Leu

Val

475

Gln

Ala

Thr

Gln

Ser

555

Lys

Gln

Leu

Arg

205

Gly

380

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

460

Phe

Lys

Pro

Leu

Pro

540

Cys

Phe

Leu

Asp

Lys
620

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

445

Ser

Ser

Ser

Leu

Tyr

525

Phe

Arg

Ser

Tyr

Lys

605

Asn

Pro

Glu

Asn

Ile

430

Thr

Arg

Cys

Leu

Ala

510

Cys

Met

Phe

Arg

Asn

590

Arg

Pro

Ser

Pro

Gln

415

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser

495

Gly

Lys

Arg

Pro

Ser

575

Glu

Arg

Gln

Ser

Gln

400

Val

Vval

Pro

Thr

Val

480

Leu

Thr

Arg

Pro

Glu

560

Ala

Leu

Gly

Glu
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Gly Leu Tyr Asn Glu Leu Gln Lys Asp Lys Met Ala Glu Ala Tyr Ser
630

625

635

640

Glu Ile Gly Met Lys Gly Glu Arg Arg Arg Gly Lys Gly His Asp Gly

645

650

655

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

660

His Met Gln Ala Leu Pro Pro Arg

675

<210> 114

<211> 2040

<212> ADN

680

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidon de Secuencia Artificial: Polinucledtido sintético"

<400> 114
atggccctge

cccggatcecee
gtgaagatca
aagcaggccce
agcacctaca
accgcectacce
agaagcggcg
agcggaggcg
acccagtctc
gcctcectgaga
ggccagccce
agattttceg
gacgacgtgg
ggcaccaagc
ccttgcecectg
aaggacaccc
caggaggacc

aagaccaagc

ctgtgacage
agatccagct
gctgcaagge
ctggcaagag
gcgecgactt
tgcacatcaa
gctacgaccce
gaggatctgg
ctgccagect
gcgtggacaa
ccaagctgct
gcagcggcag
ccacctatta
tggaactgaa
cccccgagtt
tgatgatcag
ccgaggtcca

cccgggagga

cctgetgetg
ggtgcagtct
cagcggctac
cttcaagtgg
caagggcaga
cgacctgaag
catggattat
cggaggggga
ggccgtgtet
ttacggcaac
gatctacaga
cagaaccgac
ctgccagcag
ggctagctcce
cctgggegga
ccggacccece
gttcaactgg

gcagttcaat

665

cctetggete
ggccccgage
atcttcacca
atgggctgga
ttcgecttca
aacgaggaca
tggggccagg
tcttctggeg
ctgggacaga
accttcatge
gccagcaacce
ttcaccctga
agcaacgagg
ggagagagca
cccagcegtgt
gaggtgacct
tacgtggacg

agcacctacc

206

670

tgctgectgea
tgaagaaacc
actacggcat
tcaacaccta
gcctggaaac
ccgccaccta
gcaccagcgt
gcggaagcga
gagccacaat
actggtatca
tggaaagcgg
ccatcaaccc
acccccctac
agtacggccce
tcectgttece
gtgtggtggt
gcgtggaggt

gggtggtgtc

tgcegectaga
cggcgagaca
gaactgggtc
caccggcgag
cagcgccagce
cttttgegee
gaccgtgtct
tatcgtgctg
cagctgcegg
gcagaagccce
catccecegee
cgtggaagcce
ctttggagce
tcectgeccee
ccccaagccec
ggacgtgtcc
gcacaacgcc

cgtgctgacce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080



10

gtgctgcacce
ctgceccagea
gtgtacaccc
ctggtgaagg
gagaacaact
agccggctga
atgcacgagg
atggatatct
gttatcaccc
tttatgagac
gaagaagaag
tacaagcagg
gatgttttgg
aaccctcagg
gagattggga

ctcagtacag
<210> 115
<211> 487
<212> PRT

aggactggct
gcatcgagaa
tgcccectag
gcttctaccce
acaagaccac
ccgtggacaa
ccctgcacaa
acatctgggce
tttactgcaa
cagtacaaac
gaggatgtga
gccagaacca
acaagagacg
aaggcctgta
tgaaaggcga

ccaccaagga

ES 2 814962 T3

gaacggcaag
aaccatcagc
ccaagaggag
cagcgacatc
cceceectgtg
gagceggtgg
ccactacacc
gcccttggece
acggggcaga
tactcaagag
actgagagtg
gctctataac
tggcegggac
caatgaactg
gcgccggagg

cacctacgac

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente
<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético”

<400> 115

Met Ala Leu

1

His Ala Ala

Tyr Leu Ala

35

Ser Lys Ser

50

Lys Thr Asn

65

gaatacaagt
aaggccaagg
atgaccaaga
gccgtggagt
ctggacagcg
caggagggca
cagaagagcc
gggacttgtg
aagaaactcc
gaagatggct
aagttcagca
gagctcaatc
cctgagatgg
cagaaagata

ggcaaggggc

gcccttcaca

Pro Val Thr Ala Leu Leu Leu Pro

5

10

Arg Pro Gly Ser Asp Val Gln Ile

20

25

Ala Ser Pro Gly Glu Thr Ile Thr

40

Ile Ser Lys Asp Leu Ala Trp Tyr

55

Lys Leu Leu Ile Tyr Ser Gly Ser

70

75

207

gtaaggtgtc
gccagcecteg
accaggtgtc
gggagagcaa
acggcagctt
acgtctttag
tgagcctgte
gggtccttcet
tgtatatatt
gtagctgceg
ggagcgcaga
taggacgaag
ggggaaagcc
agatggcgga
acgatggcct

tgcaggccct

Leu Ala Leu

Thr Gln Ser
30

Ile Asn Cys
45

Gln Glu Lys
60

Thr Leu Gln

caacaagggc
ggagccccag
cctgacctge
cggccagccc
cttecctgtac
ctgctcegtg
cctgggcaag
cctgtcactg
caaacaacca
atttccagaa
cgccceccgeg
agaggagtac
gagaaggaag
ggcctacagt
ttaccagggt

gccccectege

Leu Leu

15

Pro Ser

Arg Ala

Pro Gly

Ser Gly
80

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040



Ile

Thr

Gln

Ile

Ser

145

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

225

Cys

Thr

Pro

Glu

Asp

305

Gly

Pro

Ile

His

Lys

130

Gln

Ser

Trp

Gly

Lys

210

Met

Ala

Val

Thr

Ala

290

Phe

Val

Ser

Ser

Asn

115

Gly

Val

Val

Met

Arg

195

Asp

Gln

Arg

Ser

Pro

275

Cys

Ala

Leu

Arg

Ser

100

Lys

Gly

Gln

Lys

Asn

180

Ile

Lys

Leu

Gly

Ser

260

Ala

Arg

Cys

Leu

Phe

Leu

Tyr

Gly

Leu

Leu
165

Trp

Asp

Ala

Ser

Asn

245

Ala

Pro

Pro

Asp

Leu

Ser

Glu

Pro

Gly

Gln

150

Ser

val

Pro

Ile

Ser

230

Trp

Ser

Thr

Ala

Ile

310

Ser

Gly

Pro

Tyr

Ser

135

Gln

Cys

Lys

Tyr

Leu

215

Leu

Asp

Ser

Ile

Ala

295

Tyr

Leu

ES 2 814962 T3

Ser

Glu

Thr

120

Gly

Pro

Lys

Gln

Asp

200

Thr

Thr

Asp

Gly

Ala

280

Gly

Ile

Val

Gly

Asp

105

Phe

Gly

Gly

Ala

Arg

185

Ser

Val

Ser

Tyr

Thr

265

Ser

Gly

Trp

Ile

Ser

Phe

Gly

Gly

Ala

Ser

170

Pro

Glu

Asp

Glu

Trp

250

Thr

Gln

Ala

Ala

Thr

208

Gly

Ala

Gly

Gly

Glu

155

Gly

Asp

Thr

Lys

Asp

235

Gly

Thr

Pro

Val

Pro

315

Leu

Thr

Met

Gly

Ser

140

Leu

Tyr

Gln

His

Ser

220

Ser

Gln

Pro

Leu

His

300

Leu

Tyr

Asp

Tyr

Thr

125

Ser

Val

Thr

Gly

Tyr

205

Ser

Ala

Gly

Ala

Ser

285

Thr

Ala

Cys

Phe

Tyr

110

Lys

Gly

Arg

Phe

Leu

190

Asn

Ser

Val

Thr

Pro

270

Leu

Arg

Gly

Lys

Thr

Cys

Leu

Gly

Pro

Thr

175

Glu

Gln

Thr

Tyr

Thr

255

Arg

Arg

Gly

Thr

Arg

Leu

Gln

Glu

Gly

Gly

160

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

240

Leu

Pro

Pro

Leu

Cys

320

Gly



10

Arg Lys Lys

325

ES 2 814962 T3

330 335

Leu Leu Tyr Ile Phe Lys Gln Pro Phe Met Arg Pro Val

340

345 350

Gln Thr Thr Gln Glu Glu Asp Gly Cys Ser Cys Arg Phe Pro Glu Glu
355

360 365

Glu Glu Gly Gly Cys Glu Leu Arg Val Lys Phe Ser Arg Ser Ala Asp

370

375 380

Ala Pro Ala Tyr Lys Gln Gly Gln Asn Gln Leu Tyr Asn Glu Leu Asn
390 395 400

385

Leu Gly Arg Arg Glu Glu Tyr Asp Val Leu Asp Lys Arg Arg Gly Arg

405

410 415

Asp Pro Glu Met Gly Gly lLys Pro Arg Arg Lys Asn Pro Gln Glu Gly

420

425 430

Leu Tyr Asn Glu Leu Gln Lys Asp Lys Met Ala Glu Ala Tyr Ser Glu
435

Ile Gly Met

450

440 445

Lys Gly Glu Arg Arg Arg Gly Lys Gly His Asp Gly Leu

455 460

Tyr Gln Gly Leu Ser Thr Ala Thr Lys Asp Thr Tyr Asp Ala Leu His
470 475 480

465

Met Gln Ala Leu Pro Pro Arg

<210> 116

<211> 1461

<212> ADN

<213> Secuencia

<220>

485

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidon de Secuencia Artificial: Polinucledtido sintético"

<400> 116
atggccctge

ccecggatceg
acaatcacca
gaaaagcccg

atccccagea

ctgtgacage
acgtgcagat
tcaactgeceg
gcaagaccaa

gattttececgg

artificial

cctgetgetg cctetggete tgetgetgeca cgecgcetaga
cacacagagc cctagctacc tggccgccag ccctggegag
ggccagcaag agcatcagca aggacctgge ctggtatcag
caagctgctg atctacageg gcagcaccct gcagagecggce

cagcggctece ggcaccgact tcaccctgac aatcagcage

209

60

120

180

240

300



10

ctggaaccecg
tteggcggag
tetggeggag
gcttcectgtga
tgggtcaagc
agcgagacac
agctccaccg
tgcgecaggg
gctagctcceg
tcgcagecee
acgagggggc
ggggtcctte
ctgtatatat
tgtagctgece
aggagcgcag
ctaggacgaa
gggggaaagce
aagatggcgg
cacgatggcc

atgcaggccecce
<210> 117
<211> 673
<212> PRT

aggacttcge
gcaccaagct
gatctcaggt
agctgagcetg
agcggcccga
actacaacca
cctacatgca
gcaactggga
gaaccacgac
tgtccectgeg
tggacttcge
tecctgtceact
tcaaacaacc
gatttccaga
acgcccccege
gagaggagta
cgagaaggaa
aggcctacag
tttaccaggg

tgceccecteg

ES 2 814962 T3

catgtactac
ggaaatcaag
gcagcetgecag
taaagccagce
ccagggcctg
gaagttcaag
gctgtccage
cgactactgg
gccagcgecg
cccagaggceg
ctgtgatatc
ggttatcacc
atttatgaga
agaagaagaa
gtacaagcag
cgatgttttg
gaaccctcag
tgagattggg
tctcagtaca

c

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente
<223> /nota=»Descripcidn de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"

<400> 117

tgccagcage
ggcggaggcg
cagccaggceg
ggctacacct
gagtggatcg
gacaaggcca
ctgaccagcg
ggccagggcea
cgaccaccaa
tgccggecag
tacatctggg
ctttactgca
ccagtacaaa
ggaggatgtg
ggccagaacc
gacaagagac
gaaggcctgt
atgaaaggcg

gccaccaagg

acaacaagta
gatctggegg
ctgaactcegt
ttaccagcta
gcagaatcga
tcctgaccgt
aggacagcgc
caaccctgac
caccggcgcec
cggcgggggyg
cgcecttgge
aacggggcag
ctactcaaga
aactgagagt
agctctataa
gtggceggga
acaatgaact
agcgccggag

acacctacga

ccecctacace
cggaggaagt
geggectgge
ctggatgaac
cccctacgac
ggacaagagc
cgtgtactat
agtgtcctcet
caccatcgceg
cgcagtgcac
cgggacttgt
aaagaaactc
ggaagatggc
gaagttcagc
cgagctcaat
ccctgagatg
gcagaaagat
gggcaagggyg

cgccecttceac

Met Ala Leu Pro Val Thr Ala Leu Leu Leu Pro Leu Ala Leu Leu Leu

1

5

10

15

His Ala Ala Arg Pro Gly Ser Asp Val Gln Ile Thr Gln Ser Pro Ser

20

25

30

Tyr Leu Ala Ala Ser Pro Gly Glu Thr Ile Thr Ile Asn Cys Arg Ala

35

40

210

45

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1461



Ser

Lys

65

Ile

Thr

Gln

Ile

Ser

145

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

225

Cys

Thr

Pro

Phe

Lys

50

Thr

Pro

Ile

His

Lys

130

Gln

Ser

Trp

Gly

Lys

210

Met

Ala

Val

Pro

Pro

Ser

Asn

Ser

Ser

Asn

115

Gly

vVal

val

Met

Arg

195

Asp

Gln

Arg

Ser

Cys

275

Pro

Ile

Lys

Arg

Ser

100

Lys

Gly

Gln

Lys

Asn

180

Ile

Lys

Leu

Gly

Ser

260

Pro

Lys

Ser

Leu

Phe

85

Leu

Tyr

Gly

Leu

Leu
165

Trp

Asp

Ala

Ser

Asn

245

Ala

Ala

Pro

Lys

Leu

70

Ser

Glu

Pro

Gly

Gln

150

Ser

val

Pro

Ile

Ser

230

Trp

Ser

Pro

Lys

Asp

Ile

Gly

Pro

Tyr

Ser

135

Gln

Cys

Lys

Tyr

Leu

215

Leu

Asp

Ser

Glu

Asp

ES 2 814962 T3

Leu

Tyr

Ser

Glu

Thr

120

Gly

Pro

Lys

Gln

Asp

200

Thr

Thr

Asp

Gly

Phe

280

Thr

Ala

Ser

Gly

Asp

105

Phe

Gly

Gly

Ala

Arg

185

Ser

Val

Ser

Tyr

Glu

265

Leu

Leu

Trp

Gly

Ser

90

Phe

Gly

Gly

Ala

Ser

170

Pro

Glu

Asp

Glu

Trp

250

Ser

Gly

Met

211

Tyr

Ser

75

Gly

Ala

Gly

Gly

Glu

155

Gly

Asp

Thr

Lys

Asp

235

Gly

Lys

Gly

Ile

Gln

Thr

Thr

Met

Gly

Ser

140

Leu

Tyr

Gln

His

Ser

220

Ser

Gln

Tyr

Pro

Ser

Glu

Leu

Asp

Tyr

Thr

125

Ser

Val

Thr

Gly

Tyr

205

Ser

Ala

Gly

Gly

Ser

285

Arg

Lys

Gln

Phe

Tyr

110

Lys

Gly

Arg

Phe

Leu

1390

Asn

Ser

Val

Thr

Pro

270

val

Thr

Pro

Ser

Thr

95

Cys

Leu

Gly

Pro

Thr

175

Glu

Gln

Thr

Tyr

Thr

255

Pro

Phe

Pro

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

Gly

Gly

160

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

240

Leu

Cys

Leu

Glu



Val

305

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

385

Gln

Gly

Pro

Ser

Glu

465

His

Tyr

Leu

Ile

290

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

370

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

450

Gly

Tyr

Ile

Val

Phe
530

Cys

Trp

Glu

Leu

355

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

435

Phe

Asn

Thr

Trp

Ile

515

Lys

Val

Tyr

Glu

340

His

Lys

Gln

Met

Pro

420

Asn

Leu

val

Gln

Ala

500

Thr

Gln

val

Val

325

Gln

Gln

Gly

Pro

Thr

405

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys

485

Pro

Leu

Pro

Val

310

Asp

Phe

Asp

Leu

Arg

390

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

470

Ser

Leu

Tyr

Phe

295

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

375

Glu

Asn

Ile

Thr

Arg

455

Cys

Leu

Ala

Cys

Met
535

ES 2 814962 T3

Vval

Val

Ser

Leu

360

Ser

Pro

Gln

Ala

Thr

440

Leu

Ser

Ser

Gly

Lys

520

Arg

Ser

Glu

Thr

345

Asn

Ser

Gln

Vval

Val

425

Pro

Thr

Val

Leu

Thr

505

Arg

Pro

Gln

vVal

330

Tyr

Gly

Ile

vVal

Ser

410

Glu

Pro

vVal

Met

Ser

490

Cys

Gly

val

212

Glu

315

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

395

Leu

Trp

Val

Asp

His

475

Leu

Gly

Arg

Gln

300

Asp

Asn

val

Glu

Lys

380

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

460

Glu

Gly

Val

Lys

Thr
540

Pro

Ala

Val

Tyr

365

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

445

Ser

Ala

Lys

Leu

Lys

525

Thr

Glu

Lys

Ser

350

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

430

Ser

Arg

Leu

Met

Leu

510

Leu

Gln

Val

Thr

335

Val

Cys

Ser

Pro

Val

415

Gly

Asp

Trp

His

Asp

495

Leu

Leu

Glu

Gln

320

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

400

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn

480

Ile

Ser

Tyr

Glu



ES 2 814962 T3

Asp Gly Cys Ser Cys Arg Phe Pro Glu Glu Glu Glu Gly Gly Cys Glu
545 550 555 560

Leu Arg Val Lys Phe Ser Arg Ser Ala Asp Ala Pro Ala Tyr Lys Gln
565 570 575

Gly Gln Asn Gln Leu Tyr Asn Glu Leu Asn Leu Gly Arg Arg Glu Glu
580 585 590

Tyr Asp Val Leu Asp Lys Arg Arg Gly Arg Asp Pro Glu Met Gly Gly
595 600 605

Lys Pro Arg Arg Lys Asn Pro Gln Glu Gly Leu Tyr Asn Glu Leu Gln
610 615 620

Lys Asp Lys Met Ala Glu Ala Tyr Ser Glu Ile Gly Met Lys Gly Glu
625 630 635 640

Arg Arg Arg Gly Lys Gly His Asp Gly Leu Tyr Gln Gly Leu Ser Thr
645 650 655

Ala Thr Lys Asp Thr Tyr Asp Ala Leu His Met Gln Ala Leu Pro Pro
660 665 670

Arg

<210> 118

<211> 2019

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético"
<400> 118

10

atggccctge ctgtgacage cctgetgetg cctetggete tgetgetgea cgecgcectaga 60
cccggatceg acgtgcagat cacacagagce cctagctacce tggccgeccag ccctggcecgag 120
acaatcacca tcaactgccg ggccagcaag agcatcagca aggacctggce ctggtatcag 180
gaaaagcccg gcaagaccaa caagctgctg atctacageg gcagcaccct gcagagegge 240
atccccagca gattttcecgg cagecggectcc ggcaccgact tcaccctgac aatcagcage 300
ctggaaccecg aggacttcge catgtactac tgccagcage acaacaagta cccctacacce 360
ttcggecggag gcaccaaget ggaaatcaag ggcggaggcg gatctggegg cggaggaagt 420
tctggcggag gatctcaggt gcagctgcag cagccaggeg ctgaactcegt gecggectgge 480

213



gcttetgtga
tgggtcaage
agcgagacac
agctccaccg
tgcgccaggg
gctagctceg
ctgggcggac
cggacccceg
ttcaactggt
cagttcaata
aacggcaagg
accatcagca
caagaggaga
agcgacatcg
cccectgtge
agccggtgge
cactacaccc
cccttggeeg
cggggcagaa
actcaagagg
ctgagagtga
ctctataacg
ggccgggace
aatgaactgc
cgccggaggg

acctacgacg
<210> 119
<211> 487
<212> PRT
<213>
<220>
<221>
<223>

<400> 119

agctgagcetg
agcggcccga
actacaacca
cctacatgca
gcaactggga
gagagagcaa
ccagcgtgtt
aggtgacctg
acgtggacgg
gcacctaccg
aatacaagtg
aggccaaggg
tgaccaagaa
ccgtggagtg
tggacagcga
aggagggcaa
agaagagcct
ggacttgtgg
agaaactcct
aagatggctg
agttcagcag
agctcaatct
ctgagatggg
agaaagataa

gcaaggggca

cccttcacat

fuente
/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético”

ES 2 814962 T3

taaagccagce
ccagggcectg
gaagttcaag
gctgtccage
cgactactgg
gtacggccecet
cctgttecee
tgtggtggtg
cgtggaggtg
ggtggtgtcc
taaggtgtcce
ccagcctegg
ccaggtgtce
ggagagcaac
cggcagcette
cgtctttage
gagcctgtcce
ggtccttcte
gtatatattc
tagctgececga
gagcgcagac
aggacgaaga
gggaaagccg
gatggcggag
cgatggcctt

gcaggccectg

Secuencia artificial

ggctacacct
gagtggatcg
gacaaggcca
ctgaccagcg
ggccagggca
ccctgeccecee
cccaagccca
gacgtgtcece
cacaacgcca
gtgctgaccg
aacaagggcc
gagccccagg
ctgacctgec
ggccagccceg
ttecectgtaca
tgctcecgtga
ctgggcaaga
ctgtcactgg
aaacaaccat
tttccagaag
gcececcecgegt
gaggagtacg
agaaggaaga
gcctacagtg
taccagggtc

cccectege

214

ttaccagcta
gcagaatcga
tcctgaccegt
aggacagcgc
caaccctgac
cttgcecctge
aggacaccct
aggaggaccc
agaccaagcc
tgctgcacca
tgcccagcecag
tgtacaccct
tggtgaaggg
agaacaacta
gccggcetgac
tgcacgaggce
tggatatcta
ttatcaccct
ttatgagacc
aagaagaagg
acaagcaggg
atgttttgga
accctcagga
agattgggat

tcagtacagce

ctggatgaac
ccectacgac
ggacaagagc
cgtgtactat
agtgtcctct
ccecegagtte
gatgatcagce
cgaggtccag
ccgggaggag
ggactggctg
catcgagaaa
gccccectage
cttctacccce
caagaccacc
cgtggacaag
cctgcacaac
catctgggcg
ttactgcaaa
agtacaaact
aggatgtgaa
ccagaaccag
caagagacgt
aggcctgtac
gaaaggcgag

caccaaggac

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2019



Met

His

Glu

Gly

Asp

Thr

Lys

Asp

Gly

Gly

145

Pro

Arg

Pro

Ser

Thr

225

Cys

Ala

Ala

Leu

Tyr

50

Gln

His

Ser

Ser

Gln

130

Gly

Ser

Ala

Gly

Gly

210

Leu

Gln

Leu

Ala

Val

35

Thr

Gly

Tyr

Ser

Ala

115

Gly

Gly

Tyr

Ser

Lys

195

Ile

Thr

Gln

Pro

Arg

20

Arg

Phe

Leu

Asn

Ser

100

Val

Thr

Ser

Leu

Lys

180

Thr

Pro

Ile

His

val

Pro

Pro

Thr

Glu

Gln

Thr

Tyr

Thr

Ser

Ala

165

Ser

Asn

Ser

Ser

Asn
245

Thr

Gly

Gly

Ser

Trp

70

Lys

Ala

Tyr

Leu

Gly

150

Ala

Ile

Lys

Arg

Ser

230

Lys

Ala

Ser

Ala

Tyr

55

Ile

Phe

Tyr

Cys

Thr

135

Gly

Ser

Ser

Leu

Phe

215

Leu

Tyr

ES 2 814962 T3

Leu

Gln

Ser

40

Trp

Gly

Lys

Met

Ala

120

Val

Gly

Pro

Lys

Leu

200

Ser

Glu

Pro

Leu

Val

25

Val

Met

Arg

Asp

Gln

105

Arg

Ser

Ser

Gly

Asp

185

Ile

Gly

Pro

Tyr

Leu

10

Gln

Lys

Asn

Ile

Lys

90

Leu

Gly

Ser

Asp

Glu

170

Leu

Tyr

Ser

Glu

Thr
250

Pro

Leu

Leu

Trp

Asp

75

Ala

Ser

Asn

Gly

Val

155

Thr

Ala

Ser

Gly

Asp

235

Phe

215

Leu

Gln

Ser

val

Pro

Ile

Ser

Trp

Gly

140

Gln

Ile

Trp

Gly

Ser

220

Phe

Gly

Ala

Gln

Cys

45

Lys

Tyr

Leu

Leu

Asp

125

Gly

Ile

Thr

Tyr

Ser

205

Gly

Ala

Gly

Leu

Pro

30

Lys

Gln

Asp

Thr

Thr

110

Asp

Gly

Thr

Ile

Gln

190

Thr

Thr

Met

Gly

Leu

15

Gly

Ala

Arg

Ser

val

Ser

Tyr

Ser

Gln

Asn

175

Glu

Leu

Asp

Tyr

Thr
255

Leu

Ala

Ser

Pro

Glu

Asp

Glu

Trp

Gly

Ser

160

Cys

Lys

Gln

Phe

Tyr

240

Lys



ES 2 814962 T3

Leu Glu Ile Lys Ala Ser Ser Gly Thr Thr Thr Pro Ala Pro Arg Pro
260 265 270

Pro Thr Pro Ala Pro Thr Ile Ala Ser Gln Pro Leu Ser Leu Arg Pro
275 280 285

Glu Ala Cys Arg Pro Ala Ala Gly Gly Ala Val His Thr Arg Gly Leu
290 295 300

Asp Phe Ala Cys Asp Ile Tyr Ile Trp Ala Pro Leu Ala Gly Thr Cys
305 310 315 320

Gly Val Leu Leu Leu Ser Leu Val Ile Thr Leu Tyr Cys Lys Arg Gly
325 330 335

Arg Lys Lys Leu Leu Tyr Ile Phe Lys Gln Pro Phe Met Arg Pro Val
340 345 350

Gln Thr Thr Gln Glu Glu Asp Gly Cys Ser Cys Arg Phe Pro Glu Glu
355 360 365

Glu Glu Gly Gly Cys Glu Leu Arg Val Lys Phe Ser Arg Ser Ala Asp
370 375 380

Ala Pro Ala Tyr Lys Gln Gly Gln Asn Gln Leu Tyr Asn Glu Leu Asn
385 390 395 400

Leu Gly Arg Arg Glu Glu Tyr Asp Val Leu Asp Lys Arg Arg Gly Arg
405 410 415

Asp Pro Glu Met Gly Gly Lys Pro Arg Arg Lys Asn Pro Gln Glu Gly
420 425 430

Leu Tyr Asn Glu Leu Gln Lys Asp Lys Met Ala Glu Ala Tyr Ser Glu
435 440 445

Ile Gly Met Lys Gly Glu Arg Arg Arg Gly Lys Gly His Asp Gly Leu
450 455 460

Tyr Gln Gly Leu Ser Thr Ala Thr Lys Asp Thr Tyr Asp Ala Leu His
465 470 475 480

Met Gln Ala Leu Pro Pro Arg

485
<210> 120
<211> 1461
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>

<221> fuente
<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético"
<400> 120

216



atggccctge
cctggatcee
gtgaagctga
aagcagcggce
acacactaca
accgcctaca
aggggcaact
ggaggatctg
cctagcectace
agcatctcca
atctacagcg
ggcaccgact
tgccagcagce
gccagcteeg
tcgecagccce
acgagggggc
ggggtcctte
ctgtatatat
tgtagctgce
aggagcgcag
ctaggacgaa
gggggaaagc
aagatggcgg
cacgatggcc

atgcaggccecce
<210> 121
<211> 673
<212> PRT
<213>
<220>
<221>
<223>

<400> 121

ctgtgacage
aggtgcagct
gctgtaaage
ccgaccaggg
accagaagtt
tgcagctgte
gggacgacta
gcggcggagg
tggccgecte
aggacctggce
gcagcaccct
tcaccctgac
acaacaagta
gaaccacgac
tgtcecectgeg
tggacttecge
tcctgtcact
tcaaacaacc
gatttccaga
acgcccecge
gagaggagta
cgagaaggaa
aggcctacag
tttaccaggg

tgceccecteg

fuente
/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético”

ES 2 814962 T3

cctgetgetg
gcagcagcct
cagcggctac
cctggagtgg
caaggacaag
cagcctgacce
ttggggccag
aagttctggce
tcctggegag
ctggtatcag
gcagagceggce
catcagctcc
cccttacacc
gccagcgecg
cccagaggcg
ctgtgatatc
ggttatcacc
atttatgaga
agaagaagaa
gtacaagcag
cgatgttttg
gaaccctcag
tgagattggg
tctcagtaca

c

Secuencia artificial

cctetggete
ggcgctgaac
accttcacca
atcggcagaa
gccatcctga
agcgaggaca
ggcaccacce
ggaggctcceg
acaatcacca
gaaaagcccg
atccccageca
ctggaacccg
ttcggeggag
cgaccaccaa
tgccggecag
tacatctggg
ctttactgca
ccagtacaaa
ggaggatgtg
ggccagaacc
gacaagagac
gaaggcctgt
atgaaaggcg

gccaccaagg

217

tgctgetgea
tegtgeggece
gctactggat
tcgacccecta
ccgtggacaa
gcgecegtgta
tgacagtgtce
acgtgcagat
tcaactgeeg
gcaagaccaa
gattttccgg
aggactttgc
gcaccaagct
caccggcgec
€ggcgggggyg
cgcecttgge
aacggggcag
ctactcaaga
aactgagagt
agctctataa
gtggccggga
acaatgaact
agcgccggag

acacctacga

cgcegetaga
aggcgcttcet
gaactgggtc
cgacagcgag
gagcagcagc
ctactgecgee
tagcggagge
cacccagagc
ggccagcaag
caagctgctg
cagcggctcec
catgtactat
ggaaatcaag
caccatcgcg
cgcagtgcac
cgggacttgt
aaagaaactc
ggaagatggc
gaagttcagc
cgagctcaat
ccctgagatg
gcagaaagat
gggcaagggyg

cgccecttecac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1461



Met

His

Glu

Gly

Asp

65

Thr

Lys

Asp

Gly

Gly

145

Pro

Arg

Pro

Ser

Ala

Ala

Leu

Tyr

50

Gln

His

Ser

Ser

Gln

130

Gly

Ser

Ala

Gly

Gly
210

Leu

Ala

vVal

35

Thr

Gly

Tyr

Ser

Ala

115

Gly

Gly

Tyr

Ser

Lys

195

Ile

Pro

Arg

20

Arg

Phe

Leu

Asn

Ser

100

Val

Thr

Ser

Leu

Lys

180

Thr

Pro

val

Pro

Pro

Thr

Glu

Gln

85

Thr

Tyr

Thr

Ser

Ala

165

Ser

Asn

Ser

Thr

Gly

Gly

Ser

Trp

70

Lys

Ala

Tyr

Leu

Gly

150

Ala

Ile

Lys

Arg

Ala

Ser

Ala

Tyr

55

Ile

Phe

Tyr

Cys

Thr

135

Gly

Ser

Ser

Leu

Phe
215

ES 2 814962 T3

Leu

Gln

Ser

40

Trp

Gly

Lys

Met

Ala

120

Vval

Gly

Pro

Lys

Leu

200

Ser

Leu

Vval

25

Val

Met

Arg

Asp

Gln

105

Arg

Ser

Ser

Gly

Asp

185

Ile

Gly

Leu

10

Gln

Lys

Asn

Ile

Lys

90

Leu

Gly

Ser

Asp

Glu

170

Leu

Tyr

Ser

218

Pro

Leu

Leu

Trp

Asp

75

Ala

Ser

Asn

Gly

Val

155

Thr

Ala

Ser

Gly

Leu

Gln

Ser

Vval

60

Pro

Ile

Ser

Trp

Gly

140

Gln

Ile

Trp

Gly

Ser
220

Ala

Gln

Cys

45

Lys

Tyr

Leu

Leu

Asp

125

Gly

Ile

Thr

Tyr

Ser

205

Gly

Leu

Pro

30

Lys

Gln

Asp

Thr

Thr

110

Asp

Gly

Thr

Ile

Gln

190

Thr

Thr

Leu

15

Gly

Ala

Arg

Ser

Val

95

Ser

Tyr

Ser

Gln

Asn

175

Glu

Leu

Asp

Leu

Ala

Ser

Pro

Glu

80

Asp

Glu

Trp

Gly

Ser

160

Cys

Lys

Gln

Phe



Thr

225

Cys

Leu

Pro

Phe

Val

305

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

385

Gln

Gly

Pro

Ser

Glu

Leu

Gln

Glu

Pro

Pro

290

Thr

Asn

Arg

val

Ser

370

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

450

Gly

Thr

Gln

Ile

Cys

275

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

355

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

435

Phe

Asn

Ile

His

Lys

260

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

340

His

Lys

Gln

Met

Pro

420

Asn

Leu

Val

Ser

Asn

245

Ala

Ala

Pro

Val

Val

325

Gln

Gln

Gly

Pro

Thr

405

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Ser

230

Lys

Ser

Pro

Lys

val

310

Asp

Phe

Asp

Leu

Arg

390

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

Leu

Tyr

Ser

Glu

Asp

295

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

375

Glu

Asn

Ile

Thr

Arg

455

Cys

ES 2 814962 T3

Glu

Pro

Gly

Phe

280

Thr

Val

Val

Ser

Leu

360

Ser

Pro

Gln

Ala

Thr

440

Leu

Ser

Pro

Tyr

Glu

265

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

345

Asn

Ser

Gln

Val

Val

425

Pro

Thr

Val

Glu

Thr

250

Ser

Gly

Met

Gln

Val

330

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

410

Glu

Pro

Val

Met

219

Asp

235

Phe

Lys

Gly

Ile

Glu

315

His

Lys

Glu

Tyr

395

Leu

Trp

Val

Asp

His

Phe

Gly

Tyr

Pro

Ser

300

Asp

Asn

val

Glu

Lys

380

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

460

Glu

Ala

Gly

Gly

Ser

285

Arg

Pro

Ala

val

Tyr

365

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

445

Ser

Ala

Met

Gly

Pro

270

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

350

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

430

Ser

Arg

Leu

Tyr

Thr

255

Pro

Phe

Pro

val

Thr

335

val

Cys

Ser

Pro

Val

415

Gly

Asp

Trp

His

Tyr

240

Lys

Cys

Leu

Glu

Gln

320

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

400

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn



ES 2 814962 T3

465 470 475 480

His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys Met Asp TIle
485 490 495

Tyr Ile Trp Ala Pro Leu Ala Gly Thr Cys Gly Val Leu Leu Leu Ser
500 505 510

Leu Val Ile Thr Leu Tyr Cys Lys Arg Gly Arg Lys Lys Leu Leu Tyr
515 520 525

Ile Phe Lys Gln Pro Phe Met Arg Pro Val Gln Thr Thr Gln Glu Glu
530 535 540

Asp Gly Cys Ser Cys Arg Phe Pro Glu Glu Glu Glu Gly Gly Cys Glu
545 550 555 560

Leu Arg Val Lys Phe Ser Arg Ser Ala Asp Ala Pro Ala Tyr Lys Gln
565 570 575

Gly Gln Asn Gln Leu Tyr Asn Glu Leu Asn Leu Gly Arg Arg Glu Glu
580 585 590

Tyr Asp Val Leu Asp Lys Arg Arg Gly Arg Asp Pro Glu Met Gly Gly
595 600 605

Lys Pro Arg Arg Lys Asn Pro Gln Glu Gly Leu Tyr Asn Glu Leu Gln
610 615 620

Lys Asp Lys Met Ala Glu Ala Tyr Ser Glu Ile Gly Met Lys Gly Glu
625 630 635 640

Arg Arg Arg Gly Lys Gly His Asp Gly Leu Tyr Gln Gly Leu Ser Thr
645 650 655

Ala Thr Lys Asp Thr Tyr Asp Ala Leu His Met Gln Ala Leu Pro Pro
660 665 670

Arg

<210> 122

<211> 282

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético”
<400> 122

220



Arg

Gln

Thr

Glu

Ser

Asp

Ser

Pro

Ser

Ala

145

Gln

Leu

Trp

Met

Ala
225

Val

Cys

Ser

Trp

Pro

Thr

Lys

50

His

Leu

Asp

Thr

Gln

130

Gly

Arg

Ser

Leu

Trp

210

Arg

Leu

val

Leu

Pro

Gln

Arg

35

Glu

Thr

Trp

Leu

Gly

115

Ser

Thr

Leu

Leu

Leu

195

Leu

Pro

Arg

Vval

Glu
275

<210> 123

Glu

Ala

20

Asn

Glu

Gln

Leu

Lys

100

Gly

Gln

Ser

Met

Asn

180

Cys

Glu

Pro

Val

Ser
260

Val

Ser

Glu

Thr

Gln

Pro

Arg

85

Asp

vVal

His

val

Ala

165

Leu

Glu

Asp

Pro

Pro
245

His

Ser

Pro

Gly

Gly

Glu

Leu

70

Asp

Ala

Glu

Ser

Thr

150

Leu

Leu

val

Gln

Gln
230

Ala

Glu

Tyr

Lys

Ser

Arg

Glu

55

Gly

Lys

His

Glu

Arg

135

Cys

Arg

Ala

Ser

Arg

215

Pro

Pro

Asp

val

ES 2 814962 T3

Ala

Leu

Gly

40

Arg

val

Ala

Leu

Gly

120

Leu

Thr

Glu

Ser

Gly

200

Glu

Gly

Pro

Ser

Thr
280

Gln

Ala

25

Gly

Glu

Tyr

Thr

Thr

105

Leu

Thr

Leu

Pro

Ser

185

Phe

Val

Ser

Ser

Arg
265

Asp

Ala

10

Lys

Glu

Thr

Leu

Phe

90

Trp

Leu

Leu

Asn

Ala

170

Asp

Ser

Asn

Thr

Pro
250

Thr

His

221

Ser

Ala

Glu

Lys

Leu

75

Thr

Glu

Glu

Pro

His

155

Ala

Pro

Pro

Thr

Thr
235

Gln

Leu

Ser

Thr

Lys

Thr

60

Thr

Cys

Val

Arg

Arg

140

Pro

Gln

Pro

Pro

Ser

220

Phe

Pro

Leu

Val

Thr

Lys

45

Pro

Pro

Phe

Ala

His

125

Ser

Ser

Ala

Glu

Asn

205

Gly

Trp

Ala

Asn

Pro

Ala

30

Lys

Glu

Ala

Vval

Gly

110

Ser

Leu

Leu

Pro

Ala

190

Ile

Phe

Ala

Thr

Ala
270

Thr

15

Pro

Glu

Cys

Val

Val

95

Lys

Asn

Trp

Pro

Vval

175

Ala

Leu

Ala

Trp

Tyr
255

Ser

Ala

Ala

Lys

Pro

Gln

80

Gly

Val

Gly

Asn

Pro

160

Lys

Ser

Leu

Pro

Ser
240

Thr

Arg



10

15

20

25

30

<211> 847
<212> ADN

ES 2 814962 T3

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético"

<400> 123

aggtggccecg aaagtcccaa ggcccaggca tctagtgtte ctactgcecaca

gaaggcagcc
ggggaggaga
cctgaatgtc
gacttgtgge
gatgcccatt
ttgctggage
tcecetgtgga
cagcgtctga
ctgctcegeca
tttagceege
ggcttcgete
gtcttaaggg
catgaagata

gaccatt
<210> 124
<211> 10
<212> PRT

tagccaaagc
agaaaaagga
catcccatac
ttagagataa
tgacttggga
gccattccaa
acgccgggac
tggcccttag
gtagtgatcc
ccaacatctt
cagcccggcec
tcccagcacce

gcaggaccct

tactactgca
gaaagagaaa
ccagccgcetg
ggccaccttt
ggttgecegga
tggctctcag
ctctgtcaca
agagccagcc
cccagaggcc
gctcatgtgg
cccaccccag
acctagcccce

gctaaatgcet

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente
<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Péptido sintético”

<400> 124

cctgccacta
gaagaacagg
ggcgtctatc
acatgtttcg
aaggtaccca
agccagcact
tgtactctaa
gcccaggcac
gccagctgge
ctggaggacc
ccgggttcta
cagccagcca

tctaggagtc

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser

1
<210> 125

<211> 30
<212> ADN

5

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidn de Secuencia Artificial: Oligonucledtido sintético"

<400> 125

10

ggtggcggag gttctggagg tggaggttcc 30

<210> 126
<211> 30
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente
<223> /nota=»Descripcidn de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"

<220>

222

cgcgcaatac
aagagaggga
tcttgactcce
tecgtgggetce
cagggggggt
caagactcac
atcatcctag
cagttaagct
tcttatgega
agcgagaagt
ccacattctg
catacacctg

tggaggtttce

gccccaggcea
tggcegtgge
gaccaagacc
cgcagtacag
tgacctgaag
tgaggaaggg
ccttcecgaga
cctgececca
tagcctgaat
agtgtccgge
gaacaccagc
ggcctggagt
tgttgtgtce

ctacgtgact

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

847



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 814962 T3

<221> caracteristica misceldnea

222> (1)..(30)

<223> /nota=»Esta secuencia puede abarcar 1, 2, 3, 4, 5 o 6 unidades
repetitivas 'Gly Gly Gly Gly Ser'"

<220>

<221> VARIANTE
222> (6)..(30)
<223> /reemplazar=
<220>

<221> caracteristica misceldnea

222> (1)..(30)

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

<220>

<221> caracteristica misceldnea

222> (1)..(30)

<223> /nota="Véase la memoria descriptiva tal como ha sido presentada para una

descripcion detallada de sustituciones y realizaciones preferidas"”
<400> 126

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly

1 5 10 15

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser

20 25 30
<210> 127
<211> 150
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>

<221> fuente
<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético"

<400> 127
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 60

adaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 120

daadadaadaaa aadaaaaaaaa aaaaaaaaaa 150
<210> 128

<211> 6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Etiqueta 6xHis sintética"
<400> 128

His His His His His His

1 5

<210> 129

<211> 4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Péptido sintético”
<400> 129

Gly Gly Gly Ser

1

<210> 130

<211> 20

223



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 814962 T3

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Péptido sintético”
<400> 130

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly

1 5 10 15

Gly Gly Gly Ser
20
<210> 131
<211> 15
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> fuente
<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Péptido sintético”
<400> 131
Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
1 5 10 15

<210>
<211>
<212>

132
5000
ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético"

<220>
<221> caracteristica miscelanea
<222> (1)..(5000)

<223> /nota="Esta secuencia puede abarcar entre 50 y 5.000 nucledtidos"

<220>

<221> variacién

<222> (51)..(5000)

<223> /reemplazar=" "

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (1)..(5000)

<223> /nota="Bases variantes dadas en la secuencia no tienen preferencia con

respecto a las de las anotaciones para posiciones variantes"”
<220>

<221> caracteristica misceldnea

222> (1)..(5000)

<223> /nota="Véase la memoria descriptiva tal como ha sido presentada para una

descripcion detallada de sustituciones y realizaciones preferidas"”
<400> 132

dadaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 60
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 120
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 180
daaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 240
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aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 4080
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 4140
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 4200
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 4260
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 4320
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 4380
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 4440
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 4500
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 4560
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 4620
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 4680
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 4740
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 4800
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 4860
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 4920
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 4980
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 5000
<210> 133

<211> 2000

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidon de Secuencia Artificial: Polinucledtido sintético"
<220>

<221> caracteristica misceldnea

222> (1)..(2000)

<223> /nota="Esta secuencia puede abarcar entre 50 y 2.000 nucledtidos"
<220>

<221> variaciodn
<222> (51)..(2000)
<223> /reemplazar="
<220>

<221> caracteristica miscelanea

222> (1)..(2000)

<223> /nota="Bases variantes dadas en la secuencia no tienen preferencia con
respecto a las de las anotaciones para posiciones variantes"”

<400> 133
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<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético"

<400> 134
tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt ttttttttet 60

tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt 100
<210> 135

<211> 5000

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético"
<220>

<221> caracteristica miscelanea

222> (1)..(5000)

<223> /nota="Esta secuencia puede abarcar entre 50 y 5.000 nucledtidos”
<220>

<221> variaciodn
<222> (51)..(5000)
<223> /reemplazar="
<220>

<221> caracteristica misceldnea

222> (1)..(5000)

<223> /nota="Bases variantes dadas en la secuencia no tienen preferencia con
respecto a las de las anotaciones para posiciones variantes"”

<400> 135

tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt ttttttttet 60
tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt ttttttttet 120
tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt 180
tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt 240
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tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt 4080
tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt 4140
tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt 4200
tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt 4260
tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt 4320
tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt 4380
tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt 4440
tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt 4500
tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt 4560
tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt 4620
tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt 4680
tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt 4740
tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt 4800
tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt 4860
tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt 4920
tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt 4980
tttttttttt tttttttttt 5000
<210> 136

<211> 5000

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidon de Secuencia Artificial: Polinucledtido sintético"
<220>

<221> caracteristica misceldnea

222> (1)..(5000)

<223> /nota="Esta secuencia puede abarcar entre 100 y 5.000 nucledtidos"
<220>

<221> variaciodn

222> (101)..(5000)

<223> /reemplazar=" "

<220>

<221> caracteristica miscelanea

222> (1)..(5000)

<223> /nota="Bases variantes dadas en la secuencia no tienen preferencia con

respecto a las de las anotaciones para posiciones variantes"”
<400> 136
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de acido nucleico aislada que codifica un receptor de antigeno quimérico (CAR), en donde dicho CAR
comprende un dominio de unién anti-CD123 humanizado, un dominio transmembrana y un dominio de sefalizacion
intracelular que comprende un dominio de sefializacion primario, un dominio coestimulador o ambos. un dominio de
sefalizacion primario y un dominio coestimulador, y

en donde dicho dominio de unién anti-CD 123 humanizado comprende:

(a) unaregién variable de la cadena ligera, que comprende:

una region determinante de complementariedad de la cadena ligera 1 (LC CDR1) que comprende la secuencia de
SEQ ID NO: 20, una region determinante de complementariedad de la cadena ligera 2 (LC CDR2) que comprende la
secuencia de SEQ ID NO: 21, y una regién determinante de complementariedad de la cadena ligera 3 (LC CDR3) que
comprende la secuencia de SEQ ID NO: 22, y

una region variable de la cadena pesada, que comprende:

una region determinante de complementariedad de la cadena pesada 1 (HC CDR1) que comprende la secuencia de
SEQ ID NO: 16, una region determinante de complementariedad de la cadena pesada 2 (HC CDR2) que comprende
la secuencia de SEQ ID NO: 17, y una region determinante de complementariedad de la cadena pesada 3 (HC CDRS3)
que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 18; o

(b) una regién variable de la cadena ligera, que comprende:

una region determinante de complementariedad de la cadena ligera 1 (LC CDR1) que comprende la secuencia de
SEQ ID NO: 28, una regién determinante de complementariedad de la cadena ligera 2 (LC CDR2) que comprende la
secuencia de SEQ ID NO: 29, y una regién determinante de complementariedad de la cadena ligera 3 (LC CDR3) que
comprende la secuencia de SEQ ID NO: 30, y

una region variable de la cadena pesada, que comprende:

una region determinante de complementariedad de la cadena pesada 1 (HC CDR1) que comprende la secuencia de
SEQ ID NO: 24, una regién determinante de complementariedad de la cadena pesada 2 (HC CDR2) que comprende
la secuencia de SEQ ID NO: 25, y una regién determinante de complementariedad de la cadena pesada 3 (HC CDRS3)
que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 26,

en donde:

(i) el dominio de unién anti-CD123 codificado comprende la region variable de cadena ligera de SEQ ID NO: 36, SEQ
ID NO: 42, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 72, 0 SEQ ID NO: 78, o el
dominio de unién anti-CD123 comprende una region variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos una, dos o tres modificaciones, pero no mas de 10 modificaciones de una secuencia
de aminoacidos de una region variable de la cadena ligera proporcionada en SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 42, SEQ
ID NO: 48, SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 72, o SEQ ID NO: 78, o0 una secuencia con
95-99% de identidad con una secuencia de aminoacidos proporcionada en SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 42, SEQ ID
NO: 48, SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 72, 0 SEQ ID NO: 78; y

(i) el dominio de unién anti-CD123 codificado comprende la regién variable de la cadena pesada de SEQ ID NO: 36,
SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 72, 0 SEQ ID NO: 78,
o el dominio de unién anti-CD123 comprende una region variable de la cadena pesada que comprende una secuencia
de aminodacidos que tiene al menos una, dos o tres modificaciones, pero no mas de 10 modificaciones de una
secuencia de aminodacidos de una regién variable de la cadena pesada proporcionada en SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO:
42, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 72, o SEQ ID NO: 78, o0 una
secuencia con 95-99% de identidad con una secuencia de aminoacidos proporcionada en SEQ ID NO: 36, SEQ ID
NO: 42, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 72, o SEQ ID NO: 78.

2. La molécula de acido nucleico aislada de la reivindicacién 1, en donde:

(i) el dominio de unién anti-CD123 comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 36,
SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 72 y SEQ ID NO: 78,
0 una secuencia con 95-99% de identidad con las mismas;

(i) la secuencia de &cido nucleico que codifica el dominio de unién anti-CD123 comprende una secuencia seleccionada
del grupo que consiste en SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 61, SEQ ID
NO: 67, SEQ ID NO: 73 y SEQ ID NO: 79, o una secuencia con 95-99% de identidad con las mismas; y/o

(iii) el dominio de unién anti-CD123 es un scFv.

3. La molécula de acido nucleico aislada de la reivindicacién 1 o la reivindicacion 2, en donde:

(i) el CAR codificado comprende 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;
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(i) el dominio transmembrana codificado comprende la secuencia de amino&cidos de SEQ ID NO: 5; una secuencia
de aminoacidos que comprende al menos una, dos o tres modificaciones, pero no mas de 20, 10 o 5 modificaciones
de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5; o una secuencia de aminoacidos con 95-99% de identidad con la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5; y/o

(iii) la secuencia de acido nucleico que codifica el dominio transmembrana comprende la secuencia de &cido nucleico
de SEQ ID NO: 12, o una secuencia de acido nucleico con 95-99% de identidad de la misma.

4. La molécula de &cido nucleico aislada de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde el dominio de unién anti-
CD123 codificado esta conectado al dominio transmembrana por una region de bisagra, opcionalmente en donde:

la region de bisagra codificada comprende la secuencia de aminoacidos de cualquiera de SEQ ID NO: 4, 104, 122 o
124, o0 una secuencia con 95-99% de identidad de la misma; o

la secuencia de acido nucleico que codifica la region de bisagra comprende la secuencia de acido nucleico de SEQ
ID NO: 11, o una secuencia de acido nucleico con 95-99% de identidad de la misma.

5. La molécula de acido nucleico aislada de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde el dominio de sefalizacién
intracelular codificado comprende un dominio de sefalizacion primario y un dominio coestimulador, p. €j., un dominio
de sefalizacion funcional de una proteina seleccionada del grupo que consiste en OX40, CD27, CD28, CDS, ICAM-
1, LFA-1 (CD11a/CD18), ICOS (CD278) y 4-1BB (CD137), opcionalmente en donde:

(i) el dominio coestimulador codificado comprende la secuencia de SEQ ID NO: 6 o SEQ ID NO: 23;

(ii) el dominio coestimulador codificado comprende una secuencia de aminoacidos que comprende al menos una, dos
o tres modificaciones pero no méas de 20, 10 o 5 modificaciones de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6 o
SEQ ID NO: 23; o una secuencia con 95-99% de identidad con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6 o SEQ
ID NO: 23; 0

(iii) la secuencia de acido nucleico que codifica el dominio coestimulador comprende la secuencia de acido nucleico
de SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 27, o una secuencia de acido nucleico con 95-99% de identidad con la misma.

6. La molécula de acido nucleico aislada de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde:

(i) el dominio de sefalizacion intracelular codificado comprende un dominio de sefalizacion primario;

(i) el dominio de senializacion intracelular codificado comprende un dominio de sefializacién coestimulador;

(iii) el dominio de sefalizacion intracelular codificado comprende un dominio de sefalizacién funcional de 4-1BB y un
dominio de senalizacion funcional de CD3 zeta;

(iv) el dominio coestimulador codificado comprende la secuencia de SEQ ID NO: 6 o SEQ ID NO: 23; una secuencia
de aminoacidos que tiene al menos una, dos o tres modificaciones pero no mas de 20, 10 o 5 modificaciones de la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6 o SEQ ID NO: 23; o una secuencia con 95-99% de identidad con la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6 o SEQ ID NO: 23, y el dominio de sefializacién primario codificado
comprende la secuencia de SEQ ID NO: 7 o SEQ ID NO: 98; una secuencia de aminodcidos que tiene al menos una,
dos o tres modificaciones pero no mas de 20, 10 o 5 modificaciones de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
7 o SEQ ID NO: 98; 0 una secuencia con 95-99% de identidad con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7, o
SEQ ID NO: 98;

(v) el dominio de sefalizacion intracelular codificado comprende la secuencia de SEQ ID NO: 6 o SEQ ID NO:23 y la
secuencia de SEQ ID NO: 7 o SEQ ID NO: 98, en donde las secuencias que comprenden el dominio de sefalizacion
intracelular se expresan en el mismo marco y como una sola cadena polipeptidica;

(vi) la secuencia de acido nucleico que codifica el dominio de sefalizacion intracelular comprende uno o ambos de:

(a) la secuencia de SEQ ID NO: 13 o SEQ ID NO: 27, o una secuencia con 95-99% de identidad de la misma; o
(b) la secuencia de SEQ ID NO: 14 o SEQ ID NO: 99, o una secuencia con 95-99% de identidad de la misma; y/o

(vii) el dominio de sefalizacion intracelular codificado comprende un dominio de sefalizacién primario que comprende
un dominio de sefalizacion funcional derivado de CD3 zeta, FcR gamma, FcR beta, CD3 gamma, CD3 delta, CD3
epsilon, CD5, CD22, CD79a, CD79b, CD278, CD66d, DAP10 o DAP12, opcionalmente, en donde el dominio de
sefalizacion primario comprende un dominio de sefalizacién funcional de CD3 zeta, en donde el CD3 zeta comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7 o SEQ ID NO: 98, o una secuencia de aminoacidos que tiene al menos
una, dos o tres modificaciones pero no mas de 20, 10 o 5 modificaciones de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 7 o SEQ ID NO: 98, o0 una secuencia con 95-99% de identidad con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
7 o SEQ ID NO: 98.

7. La molécula de éacido nucleico aislada de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, que comprende, ademas, una
secuencia conductora, opcionalmente, en donde la secuencia conductora comprende SEQ ID NO: 3.

8. Una molécula de polipéptido aislada codificada por la molécula de acido nucleico de cualquiera de las
reivindicaciones 1-7.
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9. La molécula de polipéptido aislada de la reivindicacién 8, que comprende una secuencia de aminodacidos
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 59, SEQ ID
NO: 65, SEQ ID. NO: 71, SEQ ID NO: 77 o SEQ ID NO: 83.

10. Una molécula de receptor de antigeno quimérico (CAR) aislada, en donde dicho CAR es un CAR como se define
en una cualquiera de las reivindicaciones 1-8.

11. Un dominio de unién anti-CD123 humanizado, en donde el dominio de uniéon es como se define en la reivindicacion
1 o la reivindicacion 2.

12. Un vector que comprende la molécula de acido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 1-7.
13. El vector de la reivindicacion 12, en donde:

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

(ii) el vector comprende, ademas, un promotor, p. ej., un promotor EF-1, tal como un promotor EF-1 que comprende
la secuencia de SEQ ID NO: 97;

(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 &cido nucleico en el vector comprende, ademas, una UTR 3'.

14. Una célula aislada o poblaciéon de células que comprende la molécula de acido nucleico de cualquiera de las
reivindicaciones 1-7, la molécula de polipéptido aislada de cualquiera de las reivindicaciones 8-9, el CAR aislado de
la reivindicacion 10, el dominio de unién de la reivindicacién 11 o el vector de cualquiera de las reivindicaciones 12-
13, opcionalmente, en donde:

(i) la célula es una célula T, p. €j., una célula T CD8+; y/o
(i) la célula es una célula humana.

15. Un método de:

(i) hacer una célula, que comprende transducir una célula T con la molécula de &acido nucleico de cualquiera de las
reivindicaciones 1-7 o el vector de la reivindicacion 12 0 13; 0

(i) generar una poblacién de células modificada con ARN, que comprenden introducir un ARN transcrito in vitro o ARN
sintético en una célula, en donde el ARN comprende la molécula de acido nucleico de cualquiera de las
reivindicaciones 1-7.

16. Una célula de la reivindicacion 14 para uso en un método de proporcionar una inmunidad antitumoral en un
mamifero, comprendiendo dicho método administrar al mamifero una cantidad eficaz de la célula, opcionalmente en
donde:

(i) la célula es una célula T autdloga;
(i) la célula es una célula T alogénica; y/o
(iii) el mamifero es un ser humano.

17. Una célula de la reivindicacion 14 para uso en un método de tratar un mamifero que tiene una enfermedad asociada
con la expresion de CD123, comprendiendo dicho método administrar al mamifero una cantidad eficaz de la célula.

18. La célula para uso de la reivindicacion 17, en donde:

(i) la enfermedad asociada con CD123 es leucemia mielégena aguda (AML), leucemia linfoide aguda (ALL), sindrome
mielodisplasico, leucemia de células pilosas, leucemia prolinfocitica, leucemia mieloide crénica, leucemia linfoide
cronica, linfoma de Hodgkin, neoplasia dendritica plasmocitoide blastica, y cualquier combinacién de los mismos;

(ii) la célula se administra en combinacién con un agente que aumenta la eficacia de la célula;

(iii) la célula se administra en combinacién con un agente que mejora uno o mas efectos secundarios asociados con
la administracién de la célula;

(iv) la célula se administra en combinacion con un agente que trata la enfermedad asociada con CD123; y/o

(v) el mamifero ha recibido previamente tratamiento con una terapia anti-CD19, p. ej. terapia con CD19 CART,
opcionalmente en donde el mamifero experimentd una recaida con la terapia anti-CD 19.

19. Una célula de la reivindicacion 14 para uso en un método de erradicar al menos una parte de la médula 6sea
existente en un sujeto, comprendiendo dicho método administrar al sujeto una cantidad eficaz de la célula.

20. La célula para uso de la reivindicacién 19, en donde:
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(i) el sujeto necesita un trasplante de médula 6sea;

(ii) el sujeto tiene una enfermedad, un trastorno o una afeccién que se puede tratar con un trasplante de médula 6sea,
tal como una enfermedad, un trastorno o una afeccion seleccionado del grupo que consiste en un cancer hematologico,
un tumor soélido, una enfermedad hematoldgica, un trastorno metabélico, VIH, HTLV, un trastorno de almacenamiento
lisosémico y una inmunodeficiencia; y/o

(iii) el método es un método de acondicionamiento celular antes del trasplante de médula 6sea.

21. La molécula de acido nucleico aislada de cualquiera de las reivindicaciones 1-7, la molécula de polipéptido aislada
de cualquiera de las reivindicaciones 8-9, el CAR aislado de la reivindicacion 10, el dominio de unién de la
reivindicaciéon 11, el vector de cualquiera de las reivindicaciones 12-13, o la célula de la reivindicacién 14 para uso
como un medicamento.

22. La molécula de acido nucleico aislada de cualquiera de las reivindicaciones 1-7, la molécula de polipéptido aislada
de cualquiera de las reivindicaciones 8-9, el CAR aislado de la reivindicacion 10, el dominio de unién de la
reivindicacién 11, el vector de cualquiera de las reivindicaciones 12-13, o la célula de la reivindicacién 14 para uso en
el tratamiento de una enfermedad que expresa CD123.

283. Célula aislada o poblacion de células de la reivindicacion 14 para uso en un método de tratar una enfermedad, un
trastorno o una afeccién que se puede tratar con un trasplante de médula 6sea o reacondicionamiento de médula
0sea, en donde el método erradica al menos una parte de médula ésea existente en un sujeto, comprendiendo el
método administrar al sujeto una cantidad eficaz de la célula o poblacion de células que expresan CAR, en donde el
sujeto necesita un trasplante de médula ésea, en donde el método erradica al menos una parte de células normales
que expresan CD123 o células progenitoras mieloides de médula 6sea que expresan CD123, opcionalmente en donde:

(i) la enfermedad, el trastorno o la afeccion que se puede tratar con un trasplante de médula dsea se selecciona del
grupo que consiste en un cancer hematolédgico, un tumor sélido, una enfermedad hematoldgica, un trastorno
metabdlico, VIH, HTLV, un trastorno de almacenamiento lisosémico y un inmunodeficiencia; y/o
(i) el método es un método de acondicionamiento celular antes del trasplante de médula ésea.

24. Célula para uso de la reivindicacion 23, en donde se erradica toda la médula ésea existente en el sujeto.
25. Célula para uso de la reivindicacion 23, en donde la enfermedad, el trastorno o la afeccion que se puede tratar con

un trasplante de médula ésea se selecciona del grupo que consiste en un trastorno metabdlico, VIH, HTLV, un
trastorno de almacenamiento lisosémico y una inmunodeficiencia.
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